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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ òðàíñïëàíòàöèè ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ïóïîâèííîé êðîâè (ÏÊ) ñòàëè áîëåå øèðîêî èñïîëü-
çîâàòüñÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå êàê àëüòåðíàòèâà òðàí-
ñïëàíòàöèÿì ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è ìîáè-
ëèçîâàííîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Ïðèìåíåíèå ãåìîïî-
ýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÏÊ äëÿ ïåðåñàäîê èìååò öå-
ëûé ðÿä ïðåèìóùåñòâ: íå òðåáóåòñÿ îáùåé àíåñòåçèè,
ïðîöåäóðà ñáîðà áåçáîëåçíåííà è áåçâðåäíà êàê äëÿ ìà-
òåðè, òàê è äëÿ íîâîðîæäåííîãî, íèæå ðèñê ïåðåäà÷è ëà-
òåíòíûõ èíôåêöèé, èìååòñÿ âîçìîæíîñòü íàêàïëèâàòü è
ñîõðàíÿòü ðàçëè÷íûå HLA-òèïû êëåòîê, ÷òî îáëåã÷àåò
ïîèñê ìàòåðèàëà äëÿ òðàíñïëàíòàöèè. Ãëàâíûì íåäî-
ñòàòêîì òðàíñïëàíòàòîâ ÏÊ ÿâëÿþòñÿ íåâîçìîæíîñòü
ïîâòîðíîãî ñáîðà è ìàëîå êîëè÷åñòâî ãåìîïîýòè÷åñêèõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê â îäíîì îáðàçöå. Óñïåøíîñòü òðàíñ-
ïëàíòàöèè çàâèñèò ãëàâíûì îáðàçîì îò äîñòàòî÷íîãî êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê CD34+ íà 1 êã ìàññû òåëà ðåöèïèåíòà è
èõ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà. Îáúåì ñîáðàííîé
êðîâè, àáñîëþòíûé ëåéêîöèòîç è âðåìÿ, ïðîøåäøåå îò
ìîìåíòà ñáîðà äî íà÷àëà ïðîöåññèíãà, ìîãóò òàêæå ÿâ-
ëÿòüñÿ âàæíûìè ïðîãíîñòè÷åñêèìè êðèòåðèÿìè êà÷åñòâà
çàãîòàâëèâàåìîãî îáðàçöà. Èçó÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïîòåíöèàëà ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÏÊ ìî-
æåò áûòü âûñîêîèíôîðìàòèâíûì ïðîãíîñòè÷åñêèì êðè-
òåðèåì, à òàêæå êðèòåðèåì êîíòðîëÿ êà÷åñòâà âñåãî òåõ-
íîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ ñáîð,
ôðàêöèîíèðîâàíèå, êðèîêîíñåðâèðîâàíèå è õðàíåíèå.
Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè îáðàçöû ÏÊ (n = 16).
Îáúåì ñîáèðàåìîé êðîâè âàðüèðîâàë îò 56 äî 105 ìë
(ñðåäíèé îáúåì — 79.2 ± 17.8 ìë). Îáùåå êîëè÷åñòâî
ßÑÊ ðàâíÿëîñü 102�109 ± 0.29�109. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
ïðîâîäèëè ïåðôóçèþ ïëàöåíòû àíòèêîàãóëÿíòàìè CPDA
è CPD. Îáúåì ïåðôóçàòà âàðüèðîâàë îò 10 äî 25 ìë è â
ñðåäíåì ðàâíÿëñÿ 18.0 ± 4.9 ìë. Îáùåå êîëè÷åñòâî ßÑÊ
ðàâíÿëîñü 0.28�109 ± 0.07�109. Äëÿ èçó÷åíèÿ ãåìîïîýòè-
÷åñêîãî ïîòåíöèàëà îáðàçöîâ ÏÊ ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò
êëåòîê ñ èììóíîôåíîòèïîì CD34+. Îáùåå êîëè÷åñòâî
CD34+-êëåòîê ñîñòàâèëî 2.04�106 ± 0.58�106. Íàìè èñ-

ñëåäóþòñÿ òåëîìåðû, ïîçâîëÿþùèå îöåíèòü ïðîëèôåðà-
òèâíóþ ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè. Äëÿ
îöåíêè ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà è ïîëèãëþêèíà êàê ñåäè-
ìåíòèðóþùåãî âåùåñòâà áûëî âûïîëíåíî ïî 8 îïûòîâ.
Äëÿ îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ ïðîèçâîäèëè ñìåøèâàíèå ñ
ÏÊ â ñîîòíîøåíèè 1 : 1. Îñàæäåíèå äëèëîñü îò 30 äî
90 ìèí äî ïîÿâëåíèÿ ÷åòêîé ãðàíèöû ðàçäåëà ñðåä. Çàòåì
ïëàçìîýêñòðàòîì îòäåëÿëè íàäîñàäîê, ñîäåðæàùèé ßÑÊ
è ïëàçìó. Ïðè ñåïàðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì HES (6 %)
ßÑÊ ñîäåðæàëîñü ìåíüøå (0.84�109 ± 0.17�109), ÷åì ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïîëèãëþêèíà (124�109 ± 0.14�109). Äî-
áàâëåíèå ÄÌÑÎ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêî-
ëàì â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 %. Çàìîðàæèâàíèå îá-
ðàçöîâ ïðîâîäèëè äâóìÿ ñïîñîáàìè: 1) ñî ñêîðîñòüþ
1 °Ñ/ìèí — äî –20 °Ñ, ñî ñêîðîñòüþ 2 °Ñ/ìèí — äî
–40 °Ñ, ñî ñêîðîñòüþ 4 °Ñ/ìèí — äî 80 °Ñ, ñî ñêîðîñòüþ
20 °Ñ/ìèí — äî –140 °Ñ, ïîñëå ÷åãî îáðàçöû ïîìåùàëè â
ïàðû æèäêîãî àçîòà (îò –150 äî –196 °Ñ); òåìïåðàòóðà
êðèñòàëëèçàöèè îòìå÷àëàñü ïðè ýòîì íà óðîâíå
–8.8 ± 2.7 °Ñ, ôàçà êðèñòàëëèçàöèè äëèëàñü îò 45 ñ äî
2 ìèí 40 ñ; 2) îáðàçöû ïîìåùàëè â êðèîáîêñ è â ìîðîçè-
ëüíèê ïðè –80 °Ñ, ïîñëå ÷åãî ïåðåíîñèëè â ïàðû æèäêî-
ãî àçîòà. Ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ îöåíêó ñîõðàííîñòè
êëåòîê ïðîâîäèëè, îïðåäåëÿÿ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñ
7-AAD. Â îáðàçöàõ, çàìîðîæåííûõ ïåðâûì ñïîñîáîì,
ñîõðàíÿëîñü 89.5 ± 2.1 % êëåòîê, à ïðè ñïîíòàííîé çàìî-
ðîçêå â ìîðîçèëüíèêå — 62.3 ± 5.6 %. Ïðîâåäåííàÿ ðàáî-
òà ïîêàçàëà, ÷òî ïðè ðåøåíèè âîïðîñà î âîçìîæíîñòè
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ÏÊ ñëåäóåò îðèåíòèðîâàòüñÿ íå íà
îáúåì, à íà àáñîëþòíîå êîëè÷åñòâî ÿäðîñîäåðæàùèõ
êëåòîê â ýêñôóçàòå. Äëÿ ýôôåêòèâíîãî âûäåëåíèÿ ÿäðî-
ñîäåðæàùèõ êëåòîê è îñàæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ öåëåñîîá-
ðàçíî èñïîëüçîâàòü ïîëèãëþêèí. Âåäóòñÿ ðàáîòû ïî èçó-
÷åíèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà ãåìîïîýòè÷åñêèõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê, îïðåäåëÿåìîãî ïî äëèíå òåëîìåð, â
íàòèâíûõ è êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ îáðàçöàõ.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÂÎÉÑÒÂ
ÏÐÅÄØÅÑÒÂÅÍÍÈÊÀ ÍÅÉÐÎÒÐÎÔÈÍÀ-3 (proNT-3)
Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÊËÅÒÎÊ ÔÅÎ-
ÕÐÎÌÎÖÈÒÎÌÛ ÊÐÛÑÛ PC12. © ß. Â. Àãíèóëëèí,
Ë. Â. Åôðåìîâà, Ä. Ð. Ñàôèíà, Ñ. È. Øðàì, Ñ. Â. Êîñò-
ðîâ, Í. Ô. Ìÿñîåäîâ. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè
ÐÀÍ, Ìîñêâà, yanletters@mail.ru.

2 0 0 6 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 48, ¹ 9

739



Íåéðîòðîôèíû ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ôàêòîðàìè, îïðå-
äåëÿþùèìè ðîñò, ðàçâèòèå è äèôôåðåíöèðîâêó íåéðî-
íîâ. Îíè òàêæå ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ, ñâÿ-
çàííûõ ñ âûæèâàíèåì è ãèáåëüþ êëåòîê. Âñå íåéòðîôè-
íû ñèíòåçèðóþòñÿ â âèäå ïðåäøåñòâåííèêîâ, êîòîðûå
ïðåâðàùàþòñÿ â çðåëûå áåëêè ïóòåì ïðîöåññèíãà. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðåäøåñòâåííèêè íåéòðî-
ôèíîâ ìîãóò îáëàäàòü áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ïðè
ýòîì â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ èõ äåéñòâèå ìîæåò áûòü
ïðîòèâîïîëîæíûì äåéñòâèþ çðåëûõ áåëêîâ. Ïîýòîìó
íàðóøåíèå ïðîöåññèíãà íåéòðîôèíîâ ìîæåò èãðàòü âàæ-
íóþ ïàòîãåíåòè÷åñêóþ ðîëü. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûëî èññëåäîâàíèå öèòîòîêñè÷åñêîãî è öèòîïðîòåêòîð-
íîãî äåéñòâèÿ ïðåäøåñòâåííèêà îäíîãî èç îñíîâíûõ
íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ìîçãà — íåéðîòðîôèíà-3.
Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòóðå êëåòîê ôåîõðîìî-
öèòîìîâ êðûñû PC12, èìåþùèõ äâà òèïà ðåöåïòîðîâ
íåéðîòðîôèíîâ, îäèí èç êîòîðûõ, p75, ÿâëÿåòñÿ ïðî-
àïîïòîòè÷åñêèì, à âòîðîé, TrkA, àêòèâèðóåò ñèãíàëüíûå
ïóòè, ñâÿçàííûå ñ ïîääåðæàíèåì æèçíåñïîñîáíîñòè êëå-
òîê è äèôôåðåíöèðîâêîé. Èçâåñòíî, ÷òî proNT-3 ñïîñî-
áåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ îáîèìè òèïàìè ðåöåïòîðîâ. Ðåêîìáè-
íàíòíûé proNT-3 ÷åëîâåêà áûë ïîëó÷åí ñ èñïîëüçîâàíè-
åì áàêòåðèàëüíîé ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû íà îñíîâå
øòàììà E. coli BL-21 è êîììåð÷åñêîãî âåêòîðà pET 23-b.
Öèòîïðîòåêòîðíóþ è öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòè proNT-3
îöåíèâàëè ïî âûæèâàåìîñòè êëåòîê â íîðìå è â óñëîâè-
ÿõ äåïðèâàöèè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (èíêóáàöèÿ 24 ÷ â ñðå-
äå áåç ñûâîðîòêè). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îïðåäåëÿ-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì MTT-òåñòà, à êîëè÷åñòâî àïîïòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê — îêðàøèâàíèåì êëåòîê ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì Õ¸õñòîì 33258. Ïîêàçàíî, ÷òî äëèòåëüíàÿ
èíêóáàöèÿ êëåòîê PC12 ñ proNT-3 (50 íã/ìë) íå âëèÿëà
íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê è íå ïðèâîäèëà ê óâåëè÷å-
íèþ êîëè÷åñòâà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Äåïðèâàöèÿ ðî-
ñòîâûõ ôàêòîðîâ ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ æèçíåñïîñîá-
íîñòè êëåòîê è ê óâåëè÷åíèþ ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê âî
âðåìÿ äåïðèâàöèè ñ proNT-3 íå ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèþ
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, íî íåñêîëüêî ñíèæàëî ñîäåð-
æàíèå àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ðåêîìáè-
íàíòíûé proNT-3 ÷åëîâåêà íå îêàçûâàë öèòîòîêñè÷åñêî-
ãî è ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êóëüòóðó êëåòîê
PC12. Â äàëüíåéøåì ïëàíèðóåòñÿ ïðîâåäåíèå àíàëîãè÷-
íûõ èññëåäîâàíèé ñ ïðåäøåñòâåííèêàìè äðóãèõ íåéòðî-
ôèíîâ — BDNF è NGF.
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Àâòîðñêàÿ êîëëåêöèÿ ïîñòîÿííûõ êóëüòóð ëèìôîèä-
íûõ êëåòîê ïðèìàòîâ (ïàâèàíîâ, ìàêàêîâ è çåëåíûõ ìàð-
òûøåê) íàøåãî èíñòèòóòà âêëþ÷àåò â ñåáÿ êóëüòóðû, ïî-
ëó÷åííûå èç êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ ëèìôîì ïàâèàíîâ
è ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè êëèíè÷åñêè çäîðîâûõ ìàêàêîâ
è çåëåíûõ ìàðòûøåê. Äëÿ ñðàâíåíèÿ õàðàêòåðèñòèê êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòîê îáåçüÿí è ÷åëîâåêà áûëè èñïîëüçîâà-
íû òàêæå øèðîêîðàñïðîñòðàíåííûå êóëüòóðû ëèìôîèä-
íûõ êëåòîê ÷åëîâåêà Raji è P3HR-1. Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ
õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà è îáåçüÿí, èçó-
÷åííàÿ íà ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ ïî Ðîìàíîâñêî-
ìó—Ãèìçà, ðàçëè÷àëàñü íåçíà÷èòåëüíî. Âñå êóëüòóðû
íåçàâèñèìî îò ïðîèñõîæäåíèÿ áûëè ïðåäñòàâëåíû ëèì-

ôîáëàñòàìè, õàðàêòåðèçîâàëèñü ìîðôîñòðóêòóðíûì ðàç-
íîîáðàçèåì, ðàçìåðû êëåòîê âàðüèðîâàëè îò 10 äî
32 ìêì. Ïðè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì èçó÷åíèè
êëåòîê êóëüòóð âûÿâëÿëèñü êëåòî÷íûå ýëåìåíòû, êîòî-
ðûå ïî õàðàêòåðó ÿäðà ìîæíî áûëî ðàçäåëèòü íà äâà
òèïà: ýëåìåíòû ñ îêðóãëûì íåðàçäåëåííûì ÿäðîì è
êëåòêè, èìåþùèå ðàñùåïëåííûå ÿäðà. Â ÷àñòè êóëüòóð
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêè îïðåäåëÿëèñü âèðóñíûå
÷àñòèöû äâóõ òèïîâ. Ïåðâûé òèï âèðóñîâ ïî ìîðôîëîãè-
÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêå ìîæíî áûëî îòíåñòè ê âèðóñàì
ãåðïåñà. Ïîïóëÿöèÿ ãåðïåñ-âèðóñîâ ñîñòîÿëà èç çðåëûõ è
íåçðåëûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö, ëîêàëèçóþùèõñÿ â ÿäðå
(íóêëåîêàïñèä) è öèòîïëàçìå êëåòîê (çðåëûå âèðóñíûå
÷àñòèöû). Ýòè âèðóñíûå ÷àñòèöû áûëè èäåíòèôèöèðîâà-
íû êàê ïîäîáíûå âèðóñó Ýïøòåéíà—Áàðð ïðèìàòîâ.
Âòîðîé òèï âèðóñîâ ïðåäñòàâëÿëè ðåòðîâèðóñû îáåçüÿí
(STLV-1) èç ñåìåéñòâà ðåòðîâèðóñîâ ÷åëîâåêà HTLV-1.
Áûëè èçó÷åíû àäãåçèâíûå ñâîéñòâà ïîâåðõíîñòíûõ êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàí êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, îöåíèâàåìûå
ïî êîëè÷åñòâó ôèçè÷åñêèõ ÷àñòèö ëàòåêñà, ïðèëèïøèõ ê
1 ìêì2 ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Íàèìåíüøåé àäãåçèâíîñòüþ
õàðàêòåðèçîâàëèñü êëåòêè êóëüòóð, ïîëó÷åííûõ èç çëî-
êà÷åñòâåííûõ ëèìôîì, íàèáîëüøåé — êëåòêè êóëüòóð
íåîïóõîëåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê â ïîëóæèäêîì àãàðå âûÿâèëèñü èõ ðàçëè÷èÿ â
ñïîñîáíîñòè îáðàçîâûâàòü êîëîíèè. Îòìå÷àëàñü ñóùåñò-
âåííàÿ ðàçíèöà â êîëè÷åñòâå è ôîðìå êîëîíèé êëåòîê êó-
ëüòóð îïóõîëåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ëèìôîìíûå êóëüòó-
ðû) ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ëèìôîáëàñòîèäíûõ êóëü-
òóð. Äîëÿ êîëîíèåîáðàçóþùèõ êëåòîê è ðàçìåðû êîëîíèé
â êóëüòóðàõ îïóõîëåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è â êóëüòóðàõ,
îáëàäàþùèõ îïóõîëåâûìè ïîòåíöèÿìè, ñóùåñòâåííî
âûøå, ÷åì â êóëüòóðàõ íåîïóõîëåâîãî õàðàêòåðà. Èììó-
íîôåíîòèïè÷åñêîå èçó÷åíèå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé äâóõöâåòíîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè íà àâòîìàòè÷åñêîì öèòîôëóîðèìåòðå
FAC-Scan (Becton Dikinson MV, CA) ñ ïàíåëüþ MKAT ê
14 êëàñòåðàì ëåéêîöèòàðíûõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ àí-
òèãåíîâ ÷åëîâåêà. Íàðÿäó ñ êóëüòóðàìè êëåòîê ñ ïðåèìó-
ùåñòâåííî ëèáî B-, ëèáî T-êëåòî÷íîé ñïåöèôè÷íîñòüþ
èìåëèñü êóëüòóðû, êëåòêè êîòîðûõ ýêñïðåññèðîâàëè è
B-, è T-êëåòî÷íûå ìàðêåðû îäíîâðåìåííî. Íåëüçÿ èñê-
ëþ÷èòü òàêæå ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ðàçëè÷íîé êëåòî÷-
íîé ñïåöèôè÷íîñòè íà îäíèõ è òåõ æå êëåòî÷íûõ ýëå-
ìåíòàõ, êàê ýòî óæå áûëî îïèñàíî ïðè èììóíîôåíîòèïè-
ðîâàíèè êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ ëèìôîì ïàâèàíîâ,
êîãäà íà T-êëåòêàõ îïðåäåëÿëèñü ìàðêåðû B-êëåòî÷íîé
ñïåöèôè÷íîñòè (CD40 è Bgp95; Indghiia et al., 1992). Èì-
ìóíîëîãè÷åñêîå èçó÷åíèå òàêîé øèðîêîðàñïðîñòðàíåí-
íîé â ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêå êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà,
êàê êóëüòóðà P3HR-1, ïîçâîëèëî âûÿâèòü ìîíîêëîíàëü-
íûé õàðàêòåð ýòîé êóëüòóðû, ýëåìåíòû êîòîðîé ïðåä-
ñòàâëÿþò àêòèâèðîâàííûå B-ëèìôîöèòû CD23+, èìåþ-
ùèå k-ôåíîòèï. Êëåòêè äðóãîé èçâåñòíîé ëèìôîèäíîé
êóëüòóðû ÷åëîâåêà, Raji, èìåþò òàêæå k-ôåíîòèï è ýêñï-
ðåññèðóþò B-êëåòî÷íûå ìàðêåðû CD10, Cd19 è CD24;
T-êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ â îáåèõ êóëüòóðàõ âûÿâëåíî íå
áûëî. Îïèñàííûå áèîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ëèìôî-
èäíûõ êóëüòóð ïðèìàòîâ âàæíû äëÿ àäåêâàòíîãî èñïîëü-
çîâàíèÿ èõ â ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîé ïðàêòèêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
02-04-49671).
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ÂÅÄÓÙÀß ÐÎËÜ ARP2/3-ÇÀÂÈÑÈÌÎÉ ÏÎËÈÌÅÐÈ-
ÇÀÖÈÈ ÀÊÒÈÍÀ È ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÏÅÐÂÈ×ÍÛÕ
ÀÄÃÅÇÈÎÍÍÛÕ ÑÒÐÓÊÒÓÐ Â ÏÅÐÅÑÒÐÎÉÊÀÕ ÀÊÒÈ-
ÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ, ÎÁÅÑÏÅ×ÈÂÀÞÙÈÕ ÄÂÈ-
ÆÅÍÈÅ ÊËÅÒÎÊ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © À. Þ. Àëåêñàíäðîâà,
Ì. Ñ. Øóòîâà. ÍÈÈ êàíöåðîãåíåçà ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Â îñíîâå äâèæåíèÿ êëåòîê ëåæàò ïåðåñòðîéêè àêòèâ-
íîãî öèòîñêåëåòà. Èíèöèàëüíûì øàãîì ÿâëÿåòñÿ ôîðìè-
ðîâàíèå òàê íàçûâàåìîãî âåäóùåãî êðàÿ, íà êîòîðîì ïðî-
èñõîäÿò âûáðàñûâàíèå îòðîñòêîâ è îáðàçîâàíèå êîíòàê-
òîâ ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì. Èìåííî îáðàçîâàíèå
ïåðâè÷íûõ ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ â óçêîé ïåðèôåðè÷å-
ñêîé çîíå — ëàìåëëèïîäèè — ïðèâîäèò ê ïåðåñòðîéêå
àêòèíîâîé ñåòè èç ãóñòîé ñåòè îäíîíàïðàâëåííûõ ôèëà-
ìåíòîâ ê ôîðìèðîâàíèþ ïó÷êîâ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõî-
äÿò ôèëàìåíòû ñ ðàçíîé íàïðàâëåííîñòüþ ïëþñ- è ìè-
íóñ-êîíöîâ. Â äàëüíåéøåì çà ñ÷åò ñîêðàùåíèÿ îáðàçî-
âàâøèõñÿ àêòèí-ìèîçèíîâûõ ïó÷êîâ, ïðèêðåïëåííûõ ê
ôîêàëüíûì êîíòàêòàì, êëåòêà ïîäòÿãèâàåòñÿ è ïåðåìå-
ùàåòñÿ ïî ñóáñòðàòó. Òàêèì îáðàçîì, ïðèíÿòî ñ÷èòàòü,
÷òî íàïðàâëåííîå êëåòî÷íîå äâèæåíèå îáåñïå÷èâàåòñÿ
äâóìÿ îñíîâíûìè ñîñòàâëÿþùèìè: Arp 2/3-çàâèñèìîé
ïîëèìåðèçàöèåé àêòèíîâîé ñåòè íà êðàþ êëåòêè, êîòîðàÿ
ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ íîâûõ îòðîñòêîâ, è ðåîðãàíè-
çàöèåé öèòîñêåëåòà â ðåçóëüòàòå àêòèí-ìèîçèíîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé. Ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ ìû
âûÿñíÿëè ðîëü êàæäîé èç ýòèõ ñîñòàâëÿþùèõ. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî ïîäàâëåíèå ñîêðàòèìîñòè êëåòîê ñ ïîìîùüþ
èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû Y27632, òàê æå êàê è áëåááèñòà-
òèíà (ñïåöèôè÷íîãî èíãèáèòîðà ÀÒÔàçû ìèîçèíà II),
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ýôôåêòèâíîñòè ìèãðàöèè êëåòîê
â ðàíó, ò. å. êàê êîëè÷åñòâî âûïîëçàþùèõ êëåòîê, òàê è
ðàññòîÿíèå, êîòîðîå êëåòêè ïðîïîëçëè çà 1 ñóò, óâåëè÷è-
âàåòñÿ â 1.5 ðàçà. Ïðè ýòîì ó êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ýòè-
ìè èíãèáèòîðàìè, õîðîøî âûðàæåíà ïåðèôåðè÷åñêàÿ
ñåòü àêòèíà (ëàìåëëèïîäèÿ), íî ïðàêòè÷åñêè íå îáðàçó-
åòñÿ íîðìàëüíûõ ïó÷êîâ ìèêðîôèëàìåíòîâ, âîçíèêàþò
òîëüêî èíèöèàëüíûå ôîêàëüíûå êîìïëåêñû, êîòîðûå íå
ñîçðåâàþò â ôîêàëüíûå êîíòàêòû, è îñòàþòñÿ äëèííûå
õâîñòû, êîòîðûå íå ìîãóò ñîêðàòèòüñÿ. Ïðè ìèãðàöèè òà-
êèõ êëåòîê â ðàíó íå ïðîèñõîäèò àêêóðàòíîãî ôîðìèðî-
âàíèÿ êëåòî÷íîãî ñëîÿ, îòäåëüíûå êëåòêè ïåðåêðûâàþò-
ñÿ õâîñòîâûìè îòðîñòêàìè è ÷àñòî íàïîëçàþò äðóã íà äðó-
ãà. Ïðè ïîäàâëåíèè ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà íà êðàþ êëåòêè
íèçêèìè äîçàìè öèòîõàëàçèíà Ä (0.2—0.4 ìêã/ìë) èëè ëàò-
ðóíêóëèíà (2—4 ìêã/ìë) ëàìåëëèïîäèÿ ïðîïàäàåò, èñ÷å-
çàþò ìåëêèå ôîêàëüíûå êîìïëåêñû íà êðàþ êëåòîê. Ïó÷-
êè ìèêðîôèëàìåíòîâ, ñîäåðæàùèå ìèîçèí II, ÷àñòè÷íî
îñòàþòñÿ â öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè, õîòÿ ñóùåñòâåííî
óìåíüøàþòñÿ â ðàçìåðàõ, è îñòàþòñÿ ôîêàëüíûå êîíòàê-
òû íà êîíöàõ ýòèõ ïó÷êîâ. Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíîñòü ìèã-
ðàöèè êëåòîê â ðàíó ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ. Òàêèì îáðà-
çîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî íàèáîëåå ñóùåñòâåííûì ýòàïîì â
íàïðàâëåííîì äâèæåíèè ôèáðîáëàñòîâ ÿâëÿåòñÿ ôîðìè-
ðîâàíèå ëàìåëëèïîäèè, îñóùåñòâëÿþùååñÿ çà ñ÷åò ïîëè-
ìåðèçàöèè àêòèíîâîé ñåòè íà êðàþ êëåòêè. Äàëüíåéøèå
ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà çà ñ÷åò àêòîìèîçè-
íîâîé ñîêðàòèìîñòè ñêîðåå íóæíû äëÿ ïîääåðæàíèÿ ôîð-
ìû êëåòîê è ïðàâèëüíîãî ôîðìèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïëàñ-
òîâ, ÷åì íåïîñðåäñòâåííî äëÿ íàïðàâëåííîãî äâèæåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48146à).

ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÍÅÉÐÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÒÊÀÍÈ. © Ì. À. Àëåê-
ñàíäðîâà,1 Ì. Â. Ìàðåé,2 Î. Â. Ïîäãîðíûé,1 Ð. À. Ïîë-
òàâöåâà,1 Á. À. Âåðäèåâ,1 Ð. Ä. Çèíîâüåâà,1 Ã. Ò. Ñóõèõ.2
1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, aleksandrova@vigg.
ru, è 2 Öåíòð àêóøåðñòâà, ãèíåêîëîãèè è ïåðèíàòîëîãèè
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Îäíèì èç îïðåäåëÿþùèõ ñâîéñòâ íåéðàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê ïîìèìî ñàìîïîääåðæàíèÿ è ìóëüòèïîòåíò-
íîñòè ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü íåéðîñôå-
ðû â êóëüòóðå òêàíè. Íåéðîñôåðû èñïîëüçóþò äëÿ àíà-
ëèçà êëåòî÷íûõ ôåíîòèïîâ è ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ,
ãåííîé èíæåíåðèè è äëÿ òðàíñïëàíòàöèè â ÖÍÑ. Äëÿ öå-
ëåé êëåòî÷íîé òåðàïèè ÷ðåçâû÷àéíî âàæåí ñîñòàâ íåé-
ðîñôåð, ïîýòîìó â íàøåì èññëåäîâàíèè ìû ïðîâîäèëè
êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ôåíîòèïîâ êëåòîê, ñîñòàâëÿþ-
ùèõ íåéðîñôåðû, â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ðàáîòå
ïðèìåíÿëè ìåòîäû èììóíîãèñòîõèìèè, ÏÖÐ-àíàëèçà è
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Êëåòêè äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ áûëè âûäåëåíû èç çàêëàäêè íåîêîðòåêñà ìîçãà
ïëîäà ÷åëîâåêà 9.5 íåä ðàçâèòèÿ. Èììóíîãèñòîõèìè÷å-
ñêèé àíàëèç êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ïåðåäíåãî ìîçãà
ñâèäåòåëüñòâîâàë î òîì, ÷òî â âåíòðèêóëÿðíîé çîíå èäåò
àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ è çäåñü ðàñïîëàãàþòñÿ ñòâîëî-
âûå êëåòêè, îêðàøåííûå ïîçèòèâíî íà íåñòèí è âèìåí-
òèí, à äàëåå, â ñóáâåíòðèêóëÿðíîé çîíå, íàõîäÿòñÿ íåé-
ðîáëàñòû ñ îêðàñêîé íà áåòà-III-òóáóëèí. Àñòðîöèòàð-
íûõ êëåòîê ñ îêðàñêîé íà ãëèàëüíûé êèñëûé ôèá-
ðèëëÿðíûé áåëîê (ÃÊÔÁ) íå áûëî âûÿâëåíî. ÏÖÐ-èññëå-
äîâàíèå ïîäòâåðäèëî ýêñïðåññèþ óêàçàííûõ ìàðêåðîâ è
âûÿâèëî âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåãóëÿòîðíûõ ãå-
íîâ Pax 6 è PROX 1. Ýòà ïîïóëÿöèÿ êëåòîê áûëà ïîìåùå-
íà â áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó ñ äîáàâêàìè ôàêòîðà ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ è ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà. ×åðåç
5—7 ñóò â êóëüòóðå ôîðìèðîâàëèñü íåéðîñôåðû, êîòî-
ðûå ïî ìåðå ðîñòà ïèïåòèðîâàëè ñ îäíîâðåìåííîé ñìå-
íîé ñðåäû ÷åðåç êàæäûå 7 ñóò. Ôåíîòèïû êëåòîê èññëå-
äîâàëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêè â ñâîáîäíîïëàâàþùèõ è
ïðèêðåïëåííûõ íåéðîñôåðàõ. Íåéðîñôåðû èìåëè ðàçìå-
ðû îò 50 äî 200 ìêì è î÷åíü ðàçëè÷àëèñü ïî êëåòî÷íîìó
ñîñòàâó. Îäíàêî âî âñåõ íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ ê óìåíü-
øåíèþ êîëè÷åñòâà íåñòèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ñ óâåëè÷å-
íèåì ðàçìåðà íåéðîñôåð. Ñ ðîñòîì êëåòî÷íîé ìàññû â
íåéðîñôåðàõ â ïðîãåíèòîðíûõ êëåòêàõ íà÷èíàåòñÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêà è íåéðîíàëüíàÿ îïåðåæàåò ãëèàëüíóþ.
Îáû÷íî â ìåëêèõ íåéðîñôåðàõ ïðèñóòñòâóþò íåéðîáëà-
ñòû, à â êðóïíûõ — àñòðîöèòû èëè îáà òèïà êëåòîê. Ïðè
ôèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîì àíàëèçå êëåòîê íåéðîñôåð
(12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ) â íèõ áûëî îáíàðóæåíî 15 %
âèìåíòèíà, 27 % áåòà-III-òóáóëèíà, 18 % ÃÊÔÁ è 18 %
ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâàííûõ íåéðîíîâ (NeuN), ÷òî ñî-
îòâåòñòâîâàëî ìîðôîëîãè÷åñêèì äàííûì. Ïî ìåðå ðîñòà
êóëüòóðû ñîîòíîøåíèå êëåòîê â íåéðîñôåðàõ çíà÷èòåëü-
íî èçìåíÿëîñü, è ê 28 ñóò ñîäåðæàíèå êîìïîíåíòîâ áûëî
ñëåäóþùèì: âèìåíòèíà — 35 %, áåòà-III-òóáóëèíà — 42,
ÃÊÔÁ — 40 è NeuN — 34 %. Ïðè ìîðôîëîãè÷åñêîì èñ-
ñëåäîâàíèè ïðîñëåæèâàëîñü òàêîå æå óâåëè÷åíèå ïðîãå-
íèòîðîâ è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê â íåéðîñôåðàõ.
Íåéðîáëàñòû ïðèîáðåòàëè ÷åòêèå ôîðìû óíè-, áè- è
ìóëüòèïîëÿðíûõ íåéðîíîâ ñ âûðàæåííûìè êîíóñàìè ðî-
ñòà, à àñòðîöèòû ïîäðàçäåëÿëèñü íà äâà òèïà. ×åðåç
42 ñóò, ïî äàííûì öèòîôëóîðèìåòðèè, ñîñòàâ íåéðîñôåð
èçìåíÿëñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì: âèìåíòèíà — 6 %, áå-
òà-III-òóáóëèíà — 4, ÃÊÔÁ — 015 è NeuN — 7 %.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 741



À ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñâèäåòåëüñòâîâàë î äåãåíå-
ðàöèè íåéðîáëàñòîâ â çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè ãëèàëüíûõ
êëåòîê. Èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî íåéðîñôåðû ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé êëåòî÷íóþ ìèêðîñèñòåìó, â êîòîðîé ðå-
êàïèòóëèðóåòñÿ ïðîãðàììà äèôôåðåíöèðîâêè, ñõîäíàÿ ñ
íîðìàëüíîé. Ñíà÷àëà äîìèíèðóþò íåéðîáëàñòû, çàòåì
ôîðìèðóþòñÿ ãëèîáëàñòû, äàëåå èõ ÷èñëåííûé ñîñòàâ
ïðàêòè÷åñêè âûðàâíèâàåòñÿ è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ê
1-ìåñÿ÷íîìó ñðîêó êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â äàëüíåéøåì íà-
÷èíàåòñÿ äåãåíåðàöèÿ êëåòîê, êîòîðàÿ çàòðàãèâàåò è íåé-
ðîíàëüíóþ, è ãëèàëüíóþ ïîïóëÿöèè. Â äàííûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòâîëîâûå êëåòêè íå ñïîñîáíû ê äëè-
òåëüíîìó ñàìîïîääåðæàíèþ è ìóëüòèïîòåíòíîñòè, à
äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè äåãåíåðèðóþò, è èç íèõ
îñòàþòñÿ ïðàêòè÷åñêè òîëüêî ãëèàëüíûå êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-48031) è ïî ïðîãðàììå «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÊÓËÜÒÓÐÀ ÈÇÎËÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÇÀÐÎÄÛØÅÉ ÃÈÁ-
ÐÈÄÍÛÕ ÔÎÐÌ ÒÞËÜÏÀÍÀ. © À. Ø. Àõìåòîâà,
Ð. Ê. Áàéáóðèíà, Ë. Í. Ìèðîíîâà. Áîòàíè÷åñêèé ñàä-èí-
ñòèòóò Óôèìñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

Â ïðåîäîëåíèè òðóäíîñòåé, ñâÿçàííûõ ñ ïîëó÷åíèåì
óñòîé÷èâûõ ãèáðèäíûõ ôîðì ïðè îòäàëåííîé ãèáðèäèçà-
öèè òþëüïàíîâ (çàðîäûø ÷àñòî ðàçâèâàåòñÿ äî îïðåäå-
ëåííîé ñòàäèè, à çàòåì äåãåíåðèðóåò), à òàêæå â ñâÿçè ñ
äëèòåëüíûì þâåíèëüíûì ïåðèîäîì, çàòÿãèâàþùèì ïî-
ëó÷åíèå ñîðòà äî 20—25 ëåò, ñóùåñòâåííóþ ïîìîùü ìî-
æåò îêàçàòü ìåòîä êóëüòóðû èçîëèðîâàííûõ çàðîäûøåé.
Êóëüòóðà çàðîäûøåé in vitro ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåòîäîâ,
êîòîðûå ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü ãèáðèäû ñ æèçíåñïîñîá-
íûì ïîòîìñòâîì. Âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ïîëíîöåííûõ
ðàñòåíèé èç èçîëèðîâàííûõ çàðîäûøåé íà èñêóññòâåí-
íîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå çàâèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ, â òîì
÷èñëå è îò ôàçû èõ ðàçâèòèÿ è ñðîêîâ èçîëÿöèè. Ïîêàçàíî,
÷òî ýìáðèîêóëüòóðà ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ñïîñîáîì ïî-
ëó÷åíèÿ ìåæñîðòîâûõ ãèáðèäîâ òþëüïàíà. Îïòèìàëüíûé
ñðîê èçîëÿöèè çàðîäûøåé ñåìÿí òþëüïàíà — 53—56 ñóò
ïîñëå îïûëåíèÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ æèçíåñïîñîáíûõ ýêñïëàí-
òîâ è óâåëè÷åíèÿ èõ ïðèæèâàåìîñòè â êóëüòóðå in vitro ðå-
êîìåíäóåòñÿ èñïîëüçîâàòü äèôôåðåíöèðîâàííûå òîðïåäî-
âèäíûå çàðîäûøè ðàçìåðîì 1.5—3.0 ìì. Äëÿ ôîðìèðîâà-
íèÿ ìèêðîëóêîâè÷åê in vitro íåîáõîäèìî 30—120 ñóò.
Ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïåðèîäà ïîëó÷åíèÿ ìèêðîëóêîâèö èç
èçîëèðîâàííûõ çàðîäûøåé òþëüïàíà ñîñòàâëÿåò 17—
19 ìåñ è çàâèñèò îò ñîðòîâûõ îñîáåííîñòåé ðîäèòåëüñêèõ
ôîðì è óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro.

ßÄÅÐÍÎ-ÖÈÒÎÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÉ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒ ÝÇ-
ÐÈÍÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ A431. © Â. Áàáàêîâ,1 À. Áîëüøàêî-
âà,1 Î. Ïåòóõîâà,1 Ë. Òóðîâåðîâà,1 Ä. Òåíòëåð,1 Ê.-Ý. Ìàã-
íóññîí,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Óíèâåðñèòåò ã. Ëèí÷åïèíã, Øâåöèÿ.

Ýçðèí è äðóãèå ÷ëåíû ERM-ñåìåéñòâà — ìîýçèí è
ðàäèêñèí — ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè êîìïîíåíòàìè ïîäìåìá-
ðàííîãî öèòîñêåëåòà, îáåñïå÷èâàþùèìè âçàèìîäåéñò-
âèå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ñ ðåöåïòîðàìè. Òîëüêî ÷àñòü
ERM ëîêàëèçóåòñÿ â ïîäìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå, ãäå

îíè ôóíêöèîíèðóþò êàê àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè. Äðó-
ãàÿ ÷àñòü ðàñòâîðåíà â öèòîïëàçìå è ñëàáî âçàèìîäåéñò-
âóåò ñ àêòèíîì. Ýòî ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå ñëîæíîãî ìå-
õàíèçìà â ðåãóëÿöèè ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè ERM-
áåëêîâ. Õîòÿ ðàíåå áûëî îòìå÷åíî íàêîïëåíèå ýçðèíà è
÷ëåíîâ ERM-ñåìåéñòâà â ÿäðå, ïðîöåññû òðàíñïîðòà
ýòèõ áåëêîâ â ÿäðî è óñëîâèÿ èõ íàêîïëåíèÿ â ÿäðå âñå
åùå ïëîõî èçó÷åíû. Êðîìå òîãî, áûëî íåèçâåñòíî, ïðî-
èñõîäèò ëè íàêîïëåíèå ýçðèíà â ÿäðå ïðè ñòèìóëÿöèè
êëåòîê. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûëè âûáðà-
íû êëåòêè ëèíèè A431 ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ. Ýçðèí ÿâëÿåò-
ñÿ îäíîé èç ãëàâíûõ ìèøåíåé òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà
ÝÔÐ. Êðîìå òîãî, äèíàìèêà ýçðèíà â ýòèõ êëåòêàõ ïðè
äåéñòâèè ÝÔÐ óæå èññëåäîâàëàñü ðàíåå. Íàìè óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè ÝÔÐ ýçðèí ïåðåðàñïðå-
äåëÿåòñÿ èç ëàìåëëû â îáëàñòü äîðñàëüíîãî ðàôôëèíãà è
çàòåì â ÿäðî â òå÷åíèå 5—10 ìèí. Äàííûå ïî òðàíñïîðòó
ýçðèíà â ÿäðî ïîëó÷åíû ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè è èììóíîáëîòèíãà ÿäåðíûõ ýêñòðàêòîâ. Òðàíñïîðò â
ÿäðî ÿâëÿåòñÿ âûñîêîäèíàìè÷íûì, è òàê æå âûñîêîäèíà-
ìè÷åí âûõîä ýçðèíà èç ÿäðà: òàê, ÷åðåç 0.5—1.0 ÷ äåéñò-
âèÿ ÝÔÐ ýçðèí îáíàðóæåí â ÿäðàõ îòäåëüíûõ êëåòîê. Ñó-
ùåñòâóþò áîëåå ðàííèå ðàáîòû ïî ïåðåðàñïðåäåëåíèþ
ýçðèíà â êëåòêàõ A431, îäíàêî â ýòèõ ðàáîòàõ íå ïîêàçû-
âàëàñü ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ýçðèíà ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ.
Ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè ERM-áåëêîâ ÷àñòî èñïîëüçóþò
ïîëÿðèçîâàííûå èëè êîíôëþåíòíûå êëåòêè, â êîòîðûõ
íå âûÿâëÿåòñÿ ÿäåðíûé ýçðèí. Áîëåå òîãî, îáû÷íî îñíîâ-
íîå âíèìàíèå ïðè èçó÷åíèè ýçðèíà óäåëÿþò ñïåöèàëüíûì
êëåòî÷íûì ñòðóêòóðàì, òàêèì êàê ìèêðîâîðñèíêè, è
âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî îïòèìèçàöèÿ èçîáðàæåíèé ýòèõ
ñòðóêòóð ïðèâîäèò ê ïîòåðÿì èçîáðàæåíèé, óêàçûâàþ-
ùèõ íà âîçìîæíóþ ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ. Ýçðèí òàêæå
èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîõîæèå íà ñèãíàë ÿäåðíîãî
ýêñïîðòà NES. Äåéñòâèå ëåïòîìèöèíà B, ñïåöèôè÷åñêî-
ãî èíãèáèòîðà CRM-1-îïîñðåäîâàííîãî ÿäåðíîãî ýêñ-
ïîðòà, ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ ýçðèíà â ÿäðå ÷åðåç
30 ìèí äåéñòâèÿ. ßäåðíûå ôóíêöèè ýçðèíà åùå íå îïðå-
äåëåíû, íî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü åãî ó÷àñòèå â íåñêîëü-
êèõ ÿäåðíûõ ïðîöåññàõ. Íàèáîëåå âåðîÿòíîé ôóíêöèåé
ýçðèíà â ÿäðå, íà íàø âçãëÿä, ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòèå â ïðîöåñ-
ñàõ ñïëàéñèíãà è òðàíñïîðòà ìÐÍÊ. Â ïîëüçó ýòîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ãîâîðÿò äàííûå î âçàèìîäåéñòâèè áëèçêîðîä-
ñòâåííîãî áåëêà ìåðëèíà ñ ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèì áåëêîì.
Êðîìå òîãî, ERM-ñåìåéñòâî áåëêîâ âõîäèò â ñîñòàâ ñó-
ïåðñåìåéñòâà áåëêà ïîëîñû 4.1, ÿäåðíîé ôóíêöèåé êîòî-
ðîãî ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòèå â ñïëàéñèíãå ÐÍÊ.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÐÎÑÒÀ ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈ×ÅÑÊÈÕ
ÃÐÈÁÎÂ ÈÇ ÇÎÍÛ ÎÒ×ÓÆÄÅÍÈß ×ÅÐÍÎÁÛËÜÑÊÎÉ
ÀÝÑ ÏÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ Â ËÀÁÎÐÀÒÎÐÍÛÕ
ÓÑËÎÂÈßÕ.© Ò. À. Áåëîçåðñêàÿ,1 Ê. Á. Àñëàíèäè,2

Ì. À. Öûãàíîâ,2 À. Å. Èâàíîâà,3 Þ. Â. Êàðïåíêî,4 Í. Í. Æäà-
íîâà.4 1 Èíñòèòóò áèîõèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, tab@inbi.
ras.ru, 2 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé
áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, 3 Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé óíèâåðñèòåò è 4 Èíñòèòóò ìèêðîáèîëîãèè è âèðóñî-
ëîãèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ.

Â óñëîâèÿõ ðàäèîàêòèâíîãî çàãðÿçíåíèÿ ìèöåëèàëü-
íûå ãðèáû ïî ñâîåé æèçíåñïîñîáíîñòè è àêòèâíîé èììî-
áèëèçàöèè ðàäèîíóêëèäîâ íå èìåþò êîíêóðåíòîâ ñðåäè
áàêòåðèé, ðàñòåíèé è æèâîòíûõ. Èçâåñòíî, ÷òî íèçêàÿ
ñêîðîñòü ðîñòà è ñîäåðæàíèå ìåëàíèíîâ â êëåòêàõ ìèê-
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ðîìèöåòîâ îáóñëîâëèâàþò èõ ïîâûøåííóþ âûæèâàå-
ìîñòü â ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ (Hanover et al. Mycol.
Res., 2000, 104: 1421—1426). Çàäà÷åé èññëåäîâàíèÿ áûëî
âûÿâëåíèå ôåíîòèïè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ãðèáîâ-ýêñò-
ðåìîôèëîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ëàáîðàòîðíûõ óñëî-
âèÿõ, à òàêæå ïðè íàãðóçêå H2O2. H2O2 ïðåäñòàâëÿþò áîëü-
øîé èíòåðåñ äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ âëèÿíèÿ ðàäèàöèè íà
æèâûå îáúåêòû, òàê êàê ïîâðåæäåíèÿ êëåòêè ïðîäóêòàìè
ðàäèàöèîííîãî ðàçëîæåíèÿ âîäû ñîñòàâëÿþò äî 90 %
âñåõ ïîâðåæäåíèé, îáóñëîâëåííûõ èîíèçèðóþùèì èçëó-
÷åíèåì (Korystov. Radiat. Res., 1992, 129: 228—234).
Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ áûëè îòîáðàíû äâà
âèäà ìèöåëèàëüíûõ ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ãðèáîâ, ñîäåðæà-
ùèõ ìåëàíèíû, — Cladosporium cladosporioides è Alter-
naria alternata — è ãðèá Paecilliomyces lilacinus, íå ñî-
äåðæàùèé ìåëàíèíîâûõ ïèãìåíòîâ. Êîëîíèè ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèõ ãðèáîâ âûðàùèâàëè ïðè 25 °Ñ â òå÷åíèå 2 ñóò
íà öåëëîôàíå â ÷àøêå Ïåòðè ñ àãàðèçîâàííîé ñðåäîé ×à-
ïåêà. Äàëåå îò êðàåâîé çîíû êîëîíèè îòäåëÿëè êóñî÷åê
öåëëîôàíà ñ ðàñòóùèìè ãèôàìè è ïåðåíîñèëè íà ïðåä-
ìåòíîå ñòåêëî, ïîêðûòîå ñðåäîé ×àïåêà ñ çàäàííîé êîí-
öåíòðàöèåé H2O2 (10–7—10–1 Ì). Ïðåïàðàò ïîìåùàëè íà
ñòîëèê ìèêðîñêîïà, íàõîäÿùåãîñÿ âî âëàæíîé òåðìîñòà-
òèðóåìîé êàìåðå (25 °Ñ). Èçîáðàæåíèå ðàñòóùèõ ãèô
ïîñòóïàëî íà ïëàòó Pixel View Station ñ ïîìîùüþ
CCD-êàìåðû, óñòàíîâëåííîé íà ìèêðîñêîïå. Êîíòðîëåì
ñëóæèëè ãðèáû, êóëüòèâèðóåìûå íà ñðåäå ×àïåêà, íå ñî-
äåðæàùåé H2O2. Âïåðâûå ïîêàçàíà ñâÿçü ñêîðîñòè ðîñòà
è ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ãðèáîâ èç çîí ñ ðàç-
íûì óðîâíåì ðàäèîàêòèâíîãî çàãðÿçíåíèÿ. Îäíèì èç âè-
äîâ ïðèñïîñîáèòåëüíîé ðîñòîâîé ñòðàòåãèè, ñïîñîáñòâó-
þùåé óâåëè÷åíèþ ñêîðîñòè ðîñòà â óñëîâèÿõ ðàäèîàê-
òèâíîãî çàãðÿçíåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê àãðåãàöèè
ãèô (A. alternata è P. lilacinus). Øòàììû ãðèáîâ, îáëàäà-
þùèå ïîâûøåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê àãðåãàöèè (C. clados-
porioides), â óñëîâèÿõ ôîíîâîé ðàäèîàêòèâíîñòè ðåàãè-
ðóþò íà çàãðÿçíåíèå ñðåäû ðàäèîíóêëèäàìè ïîíèæåíè-
åì ñêîðîñòè ðîñòà. Âûÿâëåíû òðè òèïà ðîñòîâûõ ðåàêöèé
ãðèáîâ ïðè èíêóáàöèè ñ H2O2: 1) îòñóòñòâèå èçìåíåíèÿ
ñêîðîñòè óäëèíåíèÿ ãèô â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò
10–7 äî 10–4 Ì è óìåíüøåíèå ñêîðîñòè ïðè êîíöåíòðàöèè
10–3 Ì, 2) ïîñòåïåííîå çàìåäëåíèå ðîñòà ïðè âîçðàñòà-
íèè êîíöåíòðàöèé H2O2 è 3) óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè óäëè-
íåíèÿ ãèô ïðè ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 (10–7—
10–5 Ì). «Ôîíîâûå» øòàììû îòëè÷àëèñü ðàçíîîáðàçèåì
ðîñòîâûõ ðåàêöèé íà äåéñòâèå H2O2. Øòàììû ãðèáîâ,
âûäåëåííûå èç ðàäèîàêòèâíî çàãðÿçíåííûõ ìåñòîîáèòà-
íèé, îáëàäàëè áîëüøåé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê äåéñòâèþ
H2O2 íàðÿäó ñ îãðàíè÷åíèåì â ðàçíîîáðàçèè ðîñòîâûõ
ðåàêöèé. Èíòåðåñíî, ÷òî ýòè ñâîéñòâà ãðèáîâ, âûäåëåí-
íûõ èç çîíû îò÷óæäåíèÿ ×ÀÝÑ, ñîõðàíÿþòñÿ â òå÷åíèå
äëèòåëüíîãî âðåìåíè (äî 30 ïàññàæåé, â òå÷åíèå 15 ëåò).
Ïðè äåéñòâèè H2O2 íà êëåòêè ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ãðèáîâ
áûëî îáíàðóæåíî âðåìåííîå çàìåäëåíèå ñêîðîñòè óäëè-
íåíèÿ ãèô è èõ ïîñëåäóþùàÿ ñòàáèëèçàöèÿ íà íîâîì
óðîâíå. Ýòà ðåàêöèÿ ãèô îïðåäåëÿëàñü êîíöåíòðàöèåé
H2O2. Êîíöåíòðàöèÿ 10–3 Ì âûçûâàëà òîðìîæåíèå ðîñòà
ãèô âñåõ èññëåäîâàííûõ øòàììîâ. Êîíöåíòðàöèÿ 10–1 Ì
áûëà äëÿ ãðèáîâ ëåòàëüíîé. Ïðåäñòàâëåíà ìàòåìàòè÷å-
ñêàÿ ìîäåëü, îïèñûâàþùàÿ ðîñò ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ãðè-
áîâ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè H2O2.
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Ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ äèôôåðåíöèðîâêè ñåð-
äå÷íûõ ìèîöèòîâ êðûñû â ïðîöåññå èõ ðîñòà è ðàçâèòèÿ
â êóëüòóðå íà ïðîòÿæåíèè 12 ñóò íàáëþäåíèÿ. Ñåðäå÷-
íûå êëåòêè âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êîëëàãåíàçû I (1 ìã/ìë)
è òðèïñèíà (0.25 %) â ðàñòâîðå Ðèíãåðà äëÿ ãðûçóíîâ
(146 ìÌ NaCl, 5 ìÌ KCl, 2 ìÌ CaCl2, 1 ìÌ MgCl2,
11 ìÌ ãëþêîçû è 10 ìÌ HEPES, pH 7.4) â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè 37 °Ñ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM
ñ 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ è àíòèáèîòèêàìè. Äëÿ
îöåíêè ñòåïåíè çðåëîñòè (äèôôåðåíöèðîâêè) ïðîëèôå-
ðèðóþùèõ ìûøå÷íûõ êëåòîê èçó÷àëè Ca2+-îòâåòû íà ðÿä
àãîíèñòîâ ðåöåïòîðîâ íàðóæíîé ìåìáðàíû è ðåöåïòîðîâ
ìåìáðàíû ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà. Áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû: àöåòèëõîëèí (ÀÕ, 20 ìêÌ) êàê àãîíèñò ìóñ-
êàðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ; KCl (120 ìÌ) — àãîíèñò Ca2+-êà-
íàëîâ íàðóæíîé ìåìáðàíû; êîôåèí (Êô, 5—10 ìÌ),
âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ ðèàíîäèíîâûìè ðåöåïòîðàìè ñàð-
êîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÑÐ); ÀÒÔ (180 ìêÌ) —
àãîíèñò ïóðèíåðãè÷åñêèõ ðåöåïòîðîâ; ìåçàòîí (ôåíèë-
ýôðèí, 0.01 %) — àãîíèñò àäðåíîðåöåïòîðîâ. Êîíöåíò-
ðàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíûõ èîíîâ
êàëüöèÿ[Ca2+]i — èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî
çîíäà Ôóðà-2ÀÌ (10 ìêÌ) êàê ñîîòíîøåíèå èíòåíñèâ-
íîñòåé ôëóîðåñöåíöèè ïðè 340 è 380 íì ñ èñïîëüçîâàíè-
åì êîìïüþòåðíîé ñèñòåìû àíàëèçà âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñîäåðæàíèÿ èîíîâ (Intracellular Imaging & Photometry
System, ÑØÀ). Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî ïîïóëÿöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ íîâîðîæäåííûõ êðûñ â
êóëüòóðå ñîñòîèò èç äâóõ ñóáïîïóëÿöèé. Á *îëüøàÿ ÷àñòü
ñåðäå÷íûõ êëåòîê íå äåëèòñÿ, îáðàçóÿ ãðóïïó äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ êàðäèîìèîöèòîâ, ÷àñòü èç êîòîðûõ ñîõðàíÿ-
åò ñïîñîáíîñòü ê ñîêðàùåíèþ. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà
â ïðîëèôåðàöèþ âñòóïàåò íå áîëåå 25 % èñõîäíîãî êîëè-
÷åñòâà êëåòîê. Äîëÿ ìèòîçíûõ êëåòîê ñî âðåìåíåì ñíè-
æàåòñÿ, äîõîäÿ ÷åðåç 7—8 ñóò äî 7 %. Êëåòêè, ñîõðàíÿþ-
ùèå ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, îáðàçóþò çîíû ðîñòà,
â êîòîðûõ ÷åðåç 11—12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ôîðìèðó-
þòñÿ ïóëüñèðóþùèå êîëîíèè. Ïàðàëëåëüíî ïðîëèôåðà-
öèè íàáëþäàþòñÿ ãèïåðòðîôèÿ è ïîëèïëîèäèçàöèÿ êàð-
äèîìèîöèòîâ ñ îáðàçîâàíèåì ìíîãîÿäåðíûõ, â îñíîâíîì
äâóÿäåðíûõ, êëåòîê. Â ïåðâûå 2 ñóò êàðäèîìèîöèòû îò-
âå÷àþò êðàòêîâðåìåííûì óâåëè÷åíèåì [Ca2+]i òîëüêî íà
ÀÕ è ìåçàòîí. Ñïóñòÿ 3—4 ñóò ïîÿâëÿåòñÿ Ca2+-îòâåò íà
KCl, è òîëüêî ñîêðàùàþùèåñÿ êàðäèîìèîöèòû (íà
11-å ñóò ðàçâèòèÿ) ñïîñîáíû äàâàòü êðàòêîâðåìåííûé
âûáðîñ Ca2+ ïðè âîçäåéñòâèè Êô. ÀÒÔ âûçûâàåò Ca2+-îò-
âåò íà âñåõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Çðåëûå ñîêðàùàþ-
ùèåñÿ êàðäèîìèîöèòû îòâå÷àëè êðàòêîâðåìåííûì âû-
áðîñîì Ca2+ íà âñå ïðèìåíåííûå âîçäåéñòâèÿ. Îäíàêî
ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî äîëÿ êëåòîê, îòâå÷àþùèõ íà ìåçà-
òîí, áûëà íåçíà÷èòåëüíîé. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿ-
þò óòâåðæäàòü, ÷òî â ïîïóëÿöèè äåëÿùèõñÿ êàðäèîìèî-
öèòîâ ñîçðåâàíèå ðåöåïòîðîâ íàðóæíîé ìåìáðàíû íà÷è-
íàåòñÿ ÷åðåç 4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, à ðèàíîäèíîâûå
ðåöåïòîðû ÑÐ ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ðåàãèðîâàòü íà
äåéñòâèå êîôåèíà òîëüêî ÷åðåç 11 ñóò, ÷òî ÿâëÿåòñÿ çà-
âåðøàþùèì ýòàïîì äèôôåðåíöèàöèè ñåðäå÷íûõ êëåòîê
è îáåñïå÷èâàåò èõ ñïîñîáíîñòü ê ñîêðàùåíèþ. Îäíàêî
íà ðàííèõ ñðîêàõ íàáëþäàëñÿ êðàòêîâðåìåííûé âûáðîñ
Ca2+ â îòâåò íà äåéñòâèå 4-õëîðî-ì-êðåçîëà (Êç) â êîí-
öåíòðàöèè 1—2 ìÌ. Ïîñêîëüêó è Êô, è Êç âçàèìîäåéñò-
âóþò ñ ðèàíîäèíîâûìè ðåöåïòîðàìè ÑÐ, à êàðäèîìèîöè-
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òû ïî-ðàçíîìó ðåàãèðóþò íà äåéñòâèå ýòèõ àãîíèñòîâ, â
äàëüíåéøåì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èíòåðåñíûì âûÿâèòü ïðèðî-
äó ýòîãî ðàçëè÷èÿ. Ïðè óñòðàíåíèè Ca2+ èç íàðóæíîé
ñðåäû ó ðàçâèâàþùèõñÿ è çðåëûõ êàðäèîìèîöèòîâ âîç-
äåéñòâèå KCl âûçûâàåò êðàòêîâðåìåííûé Ca2+-îòâåò,
òîãäà êàê îòâåò íà Êô çíà÷èòåëüíî ñíèæåí ïî àìïëèòóäå
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, ÷òî äåìîíñòðèðóåò ðàçíèöó
ìåæäó êàðäèîìèîöèòàìè â êóëüòóðå è ñåðäå÷íûìè êëåò-
êàìè in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49833).

ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÑÊÅËÅÒÍÛÕ ÌÛØÅ×ÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÑÀÒÅËËÈÒÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ.
© Ã. Á. Áåëîñòîöêàÿ, Å. À. Çàõàðîâ, È. Â. Äàðàøèíà. Èí-
ñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Çàäà÷åé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå Ca2+-îòâåòîâ íà ðÿä
âîçäåéñòâèé ó ñêåëåòíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê â ïðîöåññå
èõ ðàçâèòèÿ in vitro îò îäíîÿäåðíûõ ìèîöèòîâ äî ìíîãî-
ÿäåðíûõ ñîêðàùàþùèõñÿ ìèîòðóáîê. Ñàòåëëèòíûå êëåò-
êè ìûøö ëàïîê íîâîðîæäåííîé êðûñû ïîëó÷àëè ñ ïîìî-
ùüþ êîëëàãåíàçû I (2 ìã/ìë) â ðàñòâîðå Ðèíãåðà äëÿ ãðó-
çóíîâ (146 ìÌ NaCl, 5 ìÌ KCl, 2 ìÌ CaCl2, 1 ìÌ MgCl2,
11 ìÌ ãëþêîçû è 10 ìÌ HEPES, pH 7.4) â òå÷åíèå
40 ìèí ïðè 37 °Ñ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM ñ 10 èëè ñ 2 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ (ÝÑ),
10 % èíàêòèâèðîâàííîé ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè (ËÑ) è
àíòèáèîòèêàìè. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà 4-å ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ïðîèçâîäèëè ñìåíó ñðåäû íà ñðåäó DMEM ñ 10 %
ËÑ è àíòèáèîòèêàìè. Ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ â ïåðâîíà-
÷àëüíîé ñðåäå ÝÑ ïîçâîëÿëî ñîêðàòèòü ïåðèîä àêòèâíîé
ïðîëèôåðàöèè ìèîöèòîâ è óñêîðèòü ïðîöåññ ñëèÿíèÿ è
äèôôåðåíöèðîâêè ìèîòðóáîê. Äëÿ îöåíêè ñòåïåíè äèô-
ôåðåíöèðîâêè ñêåëåòíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê èçó÷àëè
Ca2+-îòâåòû íà ðÿä àãîíèñòîâ ðåöåïòîðîâ íàðóæíîé ìåì-
áðàíû — àöåòèëõîëèíà (ÀÕ, 20 ìêÌ), KCl (120 ìÌ),
ÀÒÔ (180 ìêÌ), ìåçàòîíà (ôåíèëýôðèíà, 0.01 %) — è
àãîíèñòà ðåöåïòîðîâ ìåìáðàíû ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî
ðåòèêóëóìà êîôåèíà (Êô, 5 ìÌ). Êîíöåíòðàöèþ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíûõ èîíîâ Ca2+ —
[Ca2+]i — èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà
Ôóðà-2ÀÌ (10 ìêÌ) êàê ñîîòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé
ôëóîðåñöåíöèè ïðè 340 è 380 íì ñ èñïîëüçîâàíèåì
êîìïüþòåðíîé ñèñòåìû àíàëèçà âíóòðèêëåòî÷íîãî ñî-
äåðæàíèÿ èîíîâ (Intracellular Imaging & Photometry Sys-
tem, ÑØÀ). Ïîêàçàíî, ÷òî ìèîöèòû íà÷èíàþò ïðîëèôå-
ðèðîâàòü ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà ñàòåëëèòíûõ êëåòîê.
Äîëÿ êëåòîê, âñòóïàþùèõ â ìèòîç â ïåðâûå 2—3 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, äåðæèòñÿ íà óðîâíå 90 %. Ñëèÿíèå ìèîöè-
òîâ íàáëþäàåòñÿ íà 3—4-å èëè 5—6-å ñóò, à îáðàçîâàíèå
ñîêðàùàþùèõñÿ ìèîòðóáîê ïðîèñõîäèò íà 7-å èëè
11-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïîñåâå íà ñðåäû ñ 2 èëè
10 % ÝÑ ñîîòâåòñòâåííî. Â ïåðèîä àêòèâíîé ïðîëèôåðà-
öèè (1—3 èëè 1—5 ñóò â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé êóëü-
òèâèðîâàíèÿ) êëåòêè íå äàþò îùóòèìîãî Ca2+-îòâåòà íà
äåéñòâèå àãåíòîâ, çàïóñêàþùèõ öåïü ýëåêòðîìåõàíè÷å-
ñêîãî ñîïðÿæåíèÿ â çðåëîé êëåòêå, — ÀÕ, KCl è Êô. Ýòî
ãîâîðèò î íåçðåëîñòè Ca2+-êàíàëîâ â ñëó÷àå äåéñòâèÿ
KCl è ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ïðè âîçäåéñòâèè Êô.
Íåçíà÷èòåëüíî âûðàæåííûé îòâåò íà ÀÕ ñâèäåòåëüñòâó-

åò î íåçðåëîñòè èëè ìàëî÷èñëåííîñòè ÀÕ-ðåöåïòîðîâ.
Óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê, îòâå÷àþùèõ ïîâûøåíèåì
[Ca2+]I â îòâåò íà äåéñòâèå ÀÕ, KCl è Êô, ñîâïàäàåò ñ íà-
÷àëîì ñëèÿíèÿ ìèîöèòîâ è ïðåêðàùåíèåì èõ ïðîëèôåðà-
öèè è äîñòèãàåò 100 % ïðè îáðàçîâàíèè ìíîãîÿäåðíûõ
ñîêðàùàþùèõñÿ ìèîòðóáîê, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîë-
íîì ñîçðåâàíèè ìûøå÷íûõ êëåòîê ÷åðåç 7 èëè 11 ñóò ïðè
äâóõ âàðèàíòàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äåéñòâèå ÀÒÔ âûçû-
âàåò êðàòêîâðåìåííîå ïîâûøåíèå [Ca2+]I íà ïðîòÿæåíèè
âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ. Ìåçàòîí — àãîíèñò àäðåíî-
ðåöåïòîðîâ — ñòèìóëèðóåò Ca2+-îòâåò òîëüêî â ïåðèîä
àêòèâíîãî äåëåíèÿ ìèîöèòîâ, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ â ýòî
âðåìÿ â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî â ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðå ñàòåëëèòíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê êðûñû
ïðîëèôåðàöèÿ ïðåäøåñòâóåò äèôôåðåíöèðîâêå, à íå ïðî-
èñõîäèò îäíîâðåìåííî ñ íåé, êàê ïðåäïîëàãàëîñü Ðàíòà-
íåíîì è ñîàâòîðàìè (Rantanen et al., 1995). Íà÷àëî äèôôå-
ðåíöèðîâêè ñîïðîâîæäàåòñÿ ôîðìèðîâàíèåì Ca2+-êàíà-
ëîâ íàðóæíîé ìåìáðàíû, ñîçðåâàíèåì ðèàíîäèíîâûõ è
ÀÕ-ðåöåïòîðîâ, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ðàáîòó âñåõ ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíûõ ýëåìåíòîâ öåïè ÝÌÑ. Íàëè÷èå
Ca2+-îòâåòîâ ïðè äåéñòâèè KCl è Êô â áåñêàëüöèåâîé ñðå-
äå ïîêàçûâàåò, ÷òî ðàçâèâàþùèåñÿ ìèîöèòû è ìèîòðóá-
êè — ïîòîìêè ñàòåëëèòíûõ êëåòîê — äåìîíñòðèðóþò â
êóëüòóðå òèïè÷íûé äëÿ ñêåëåòíûõ ìûøö âàðèàíò ÝÌÑ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
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Íàñòîÿùåå ñîîáùåíèå ÿâëÿåòñÿ îáçîðîì äåñÿòèëåò-
íåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ íåìèøåííûõ ýô-
ôåêòîâ â ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåìàõ, èíäóöèðî-
âàííûõ îáëó÷åíèåì ìàëûìè è ñâåðõìàëûìè äîçàìè
èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè. Òåîðèÿ ìèøåíè, äîìèíèðóþ-
ùàÿ â ðàäèîáèîëîãèè, ïðåäïîëàãàåò, ÷òî áèîëîãè÷åñêèé
ýôôåêò èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè îáóñëîâëåí ïîâðåæäå-
íèåì ÄÍÊ, êîòîðîå ïðîèñõîäèò âî âðåìÿ îáëó÷åíèÿ èëè
íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå íåãî. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïðèíÿòî
ñ÷èòàòü, ÷òî ïîòåíöèàëüíûå ïîñëåäñòâèÿ îáëó÷åíèÿ ìî-
ãóò ïðîÿâèòüñÿ â òå÷åíèå îäíîãî èëè äâóõ êëåòî÷íûõ ïî-
êîëåíèé. Òåì íå ìåíåå èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïðî-
äåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî êëàññè÷åñêàÿ ïàðàäèãìà ðàäèî-
áèîëîãèè, êðàòêî îïèñàííàÿ âûøå, ÿâëÿåòñÿ íåâåðíîé
èëè ïî êðàéíåé ìåðå íåïîëíîé. Ðÿä äàííûõ, ïîëó÷åííûõ
ìíîãèìè íåçàâèñèìûìè èññëåäîâàòåëÿìè, óêàçûâàåò íà
ôàêòû ñóùåñòâîâàíèÿ «íåìèøåííûõ» ýôôåêòîâ, êîòî-
ðûå íå ñîãëàñóþòñÿ ñ êëàññè÷åñêèìè ïðåäñòàâëåíèÿìè â
ðàäèîáèîëîãèè. Ïîäîáíûå ôåíîìåíû âêëþ÷àþò â ñåáÿ
êîììóíàëüíûé ýôôåêò, ãåíåòè÷åñêóþ íåñòàáèëüíîñòü,
àäàïòèâíûé îòâåò, ýôôåêò ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè â îá-
ëàñòè ìàëûõ äîç, àáñêîïàëüíûé ýôôåêò â ðàäèîòåðàïèè,
ñóùåñòâîâàíèå êëàñòîãåííûõ ôàêòîðîâ, äëèòåëüíî ñî-
õðàíÿþùóþñÿ ïîâûøåííóþ ãèáåëü ïîòîìêîâ îáëó÷åí-
íîé êëåòêè è íåìèøåííóþ àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ
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ðàäèàöèåé. Äâå îñíîâíûå îñîáåííîñòè íåìèøåííûõ ýô-
ôåêòîâ ñîñòîÿò â òîì, ÷òî äëÿ èõ èíäóêöèè íå òðåáóåòñÿ
íåïîñðåäñòâåííîãî îáëó÷åíèÿ ÿäðà êëåòêè è îíè íàè-
áîëåå ïîëíî ïðîÿâëÿþòñÿ â ñëó÷àå ìàëûõ äîç (ìåíåå
0.2 Ãð). Ñîâîêóïíîñòü ýòèõ äàííûõ ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î
ïîÿâëåíèè íîâîé ïàðàäèãìû (Baverstock, Belyakov. Hum.
Exp. Toxicol. 2005, 24: 537—542) ðàäèàöèîííîé áèîëî-
ãèè, êîòîðàÿ ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå óíèâåðñàëüíîñòü òåî-
ðèè ìèøåíåé. Â íàñòîÿùåì ñîîáùåíèè ìû ñêîíöåíòðè-
ðóåìñÿ íà îäíîì èç íåìèøåííûõ ýôôåêòîâ — êîììóíà-
ëüíîì ôåíîìåíå. Ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûé
êîììóíàëüíûé ýôôåêò ïðîÿâëÿåòñÿ â ôîðìå ñåñòðèíñêèõ
õðîìàòèäíûõ îáìåíîâ, õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, àïîïòî-
çà, ïîÿâëåíèÿ ìèêðîÿäåð, òðàíñôîðìàöèè, ïðåæäåâðå-
ìåííîé äèôôåðåíöèàöèè è â èçìåíåíèè ýêñïðåññèè ðàç-
ëè÷íûõ ãåíîâ â íåîáëó÷åííûõ êëåòêàõ, êîòîðûå íàõîäÿò-
ñÿ ðÿäîì ñ îáëó÷åííûìè. Áîëüøèíñòâî íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ áûëî ïðîäåëàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîïó÷-
êîâ çàðÿæåííûõ ÷àñòèö. Âàæíàÿ îñîáåííîñòü òàêîãî ïîä-
õîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ìèêðîïó÷îê ñïîñîáåí îáëó÷àòü
ÿäðà (èëè äðóãèå ÷àñòè) èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê îïðåäå-
ëåííûì êîëè÷åñòâîì ïðîòîíîâ èëè èîíîâ ñ ìèêðîííîé
èëè ñóáìèêðîííîé òî÷íîñòüþ. Òàêîé ïîäõîä ïîçâîëÿåò
ïîäâåðãàòü äåéñòâèþ ðàäèàöèè îòäåëüíûå êëåòêè, êîòî-
ðûå îêðóæåíû íåîáëó÷åííûìè êóëüòóðàìè, à òàêæå òî÷-
íî ðàññ÷èòàòü ÿäåðíóþ äîçó ïîðàæåííîé êëåòêè. Ìû
áûëè ïåðâîé ãðóïïîé, êîòîðàÿ ïðåäñòàâèëà ïðÿìîå äîêà-
çàòåëüñòâî ñóùåñòâîâàíèÿ êîììóíàëüíîãî ôåíîìåíà ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê íîðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà AG01522 ìèêðîïó÷êîì 3He2+-èîíîâ
â ôîðìå óâåëè÷åíèÿ ôðàêöèè àïîïòîçà è êëåòîê ñ ìèêðî-
ÿäðàìè (Prise et al. Int. J. Radiat. Biol., 1998, 74: 793—798;
Belyakov et al. Brit. J. Cancer, 2001, 84: 674—679). Ñëåäó-
þùèé ýòàï íàøèõ èññëåäîâàíèé çàêëþ÷àëñÿ â ïåðåõîäå
îò êëåòî÷íûõ êóëüòóð ê òåõíèêå ýêñïëàíòîâ. Îïûò ðàäè-
àöèîííîé áèîëîãèè ïîäñêàçûâàåò, ÷òî ýôôåêòû îáëó÷å-
íèÿ ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ ïðîÿâëÿþòñÿ íà óðîâíå
òêàíåé è èíäèâèäóàëüíûå êëåòêè íå ìîãóò ðàññìàòðè-
âàòüñÿ êàê èçîëèðîâàííûå ôóíêöèîíàëüíûå åäèíèöû â
ýòîì ïðîöåññå. Ïî ýòîé ïðè÷èíå íåîáõîäèìû ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûå ìîäåëè, â êîòîðûõ ïðèñóòñòâóþò ìåæêëå-
òî÷íûå êîììóíèêàöèè òêàíåâîãî òèïà, åñòü ïðîëèôåðè-
ðóþùèå è äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ êëåòêè. Â êà÷åñòâå òà-
êîé ìîäåëè ìû èñïîëüçîâàëè óðîòåëèàëüíûå ýêñïëàíòû.
Çíà÷èòåëüíûé ïðîëèôåðàòèâíî-çàâèñèìûé êîììó-
íàëüíûé ýôôåêò áûë ïðîäåìîíñòðèðîâàí äëÿ ÷åëîâåêà è
ñâèíüè ïîñëå ìèêðîïó÷êîâîãî îáëó÷åíèÿ (Belyakov et al.
Brit. J. Cancer, 2003, 88: 5767—5774). Ýòè ðåçóëüòàòû íà-
âåëè íàñ íà ìûñëü î âîçìîæíîé ðîëè êëåòî÷íîé äèôôå-
ðåíöèàöèè. Èñïîëüçóÿ òó æå ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìî-
äåëü, ìû âïåðâûå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå ïðåæäåâðåìåííîé äèôôåðåíöèàöèè â ðåçó-
ëüòàòå êîììóíàëüíîãî ýôôåêòà ïîñëå ìèêðîïó÷êîâîãî
îáëó÷åíèÿ (Belyakov et al. Mutat. Res., 2006, 597:
43—49). Îñíîâíàÿ èäåÿ íàøèõ ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñîñòîÿëà â òîì, ÷òî êîììóíàëüíûé ýôôåêò ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ ñóùåñòâåííûì ìåõàíèçìîì òêàíåâîé çàùèòû
îò ïîñëåäñòâèé îáëó÷åíèÿ. Òàêàÿ ïîñòàíîâêà âîïðîñà ïî-
òðåáîâàëà íàéòè íîâóþ in vivo-ïîäîáíóþ ìíîãîêëåòî÷-
íóþ ìîäåëü ñ èíòàêòíîé òðåõìåðíîé òêàíåâîé ìèêðîàð-
õèòåêòóðîé è ìèêðîñðåäîé. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äàííàÿ
ñèñòåìà äîëæíà áûëà ïîäõîäèòü ïî òåõíè÷åñêèì òðåáî-
âàíèÿì äëÿ îáëó÷åíèÿ ìèêðîïó÷êîì, áûòü äîñòàòî÷íî
ñòàáèëüíîé è âîñïðîèçâîäèìîé. Âñåì ýòèì êà÷åñòâàì
óäîâëåòâîðÿëè Èñêóññòâåííûå ÷åëîâå÷åñêèå òêàíåâûå

ñèñòåìû (MatTek, Boston, ÑØÀ). Ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëü-
íî ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî
êîììóíàëüíûé ýôôåêò ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìèêðîïó÷êîì
á-÷àñòèö ìîæåò ðàñïðîñòðàíÿòüñÿ íà ðàññòîÿíèå äî 1 ìì
â òêàíè. Ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷å-
ñòâà êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè è àïîïòîçà áûëî îáíàðóæåíî
(Belyakov et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 2005, 102 :
14 203—14 208). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ äàííûõ ìû âûäâèãàåì ãèïîòåçó, ñîãëàñíî êîòî-
ðîé ãëàâíàÿ ôóíêöèÿ êîììóíàëüíîãî ýôôåêòà íà óðîâíå
òêàíè è â êîíå÷íîì ñ÷åòå îðãàíèçìà — óìåíüøåíèå ðèñ-
êà êàíöåðîãåíåçà â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ìàëûõ äîç èîíè-
çèðóþùåé ðàäèàöèè. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èíäèâè-
äóàëüíûå êëåòêè â ñîñòàâå òêàíè íå ìîãóò íåïîñðåäñò-
âåííî ðåãèñòðèðîâàòü îáëó÷åíèå êàê òàêîâîå è, òàêèì
îáðàçîì, ðåàêöèÿ íà èíäèâèäóàëüíîì óðîâíå íå âûðàæà-
åòñÿ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìíîãîêëåòî÷íûé îðãàíèçì êàê
èíòåãðèðîâàííàÿ ñèñòåìà èìååò âîçìîæíîñòü îïðåäå-
ëèòü ëîêàëüíûå ðàäèàöèîííûå ïîâðåæäåíèÿ è êîìïåíñè-
ðîâàòü èõ ïóòåì óäàëåíèÿ ïîòåíöèàëüíî ïîâðåæäåííîé
ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïû êëåòîê èç ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïóëà, íàïðèìåð ñ ïîìîùüþ àïîïòîçà èëè ïðåæäåâðåìåí-
íîé äèôôåðåíöèàöèè. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî
íå âñå êëåòêè ìîãóò áûòü èíäóöèðîâàíû ãèïîòåòè÷åñêèì
êîììóíàëüíûì ôàêòîðîì, âûäåëÿåìûì îáëó÷åííîé
êëåòêîé. Ñêîðåå âñåãî, ñóùåñòâóåò ãðóïïà ÷óâñòâèòåëü-
íûõ êëåòîê ïî ïðè÷èíå íàõîæäåíèÿ èõ â îïðåäåëåííîé
ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàêèì îáðàçîì, êîììóíàëü-
íûé ýôôåêò äåëàåò òêàíåâûå ñèñòåìû áîëåå óñòîé÷èâû-
ìè ê äåéñòâèþ ìàëûõ äîç ðàäèàöèè. Êîììóíàëüíûé ýô-
ôåêò ìîæåò èãðàòü ñåðüåçíóþ ðîëü â íåñêîëüêèõ îáëàñ-
òÿõ, èìåþùèõ îòíîøåíèå ê ðàäèàöèè: 1) îöåíêà ðèñêà
êàíöåðîãåíåçà â ðåçóëüòàòå âäûõàíèÿ îáîãàùåííîãî ðà-
äîíîì âîçäóõà è ïîãëîùåíèÿ ïèùè èëè âîäû ñ åñòåñò-
âåííûì âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ðàäèîíóêëèäîâ; 2) îöåí-
êà ðàäèîáèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ âûñîêîýíåðãè÷íûõ
èîíîâ ñ âûñîêèìè çàðÿäàìè âî âðåìÿ êîñìè÷åñêèõ ìèñ-
ñèé; 3) îòäàëåííûå ïîñëåäñòâèÿ âûñîêîýíåðãè÷íîé ðà-
äèîòåðàïèè; 4) âëèÿíèå ìàëûõ äîç îáëó÷åíèÿ íà çäîðî-
âüå ðàáîòíèêîâ àòîìíîãî ïðîìûøëåííîãî êîìïëåêñà è
ýêèïàæåé ñàìîëåòîâ äàëüíåãî ñëåäîâàíèÿ; 5) êîììóíàëü-
íûé ýôôåêò ìîæåò îêàçàòü ñåðüåçíîå âëèÿíèå íà ñòðàòå-
ãèþ ðàäèàöèîííîé çàùèòû è âûðàáîòêó áîëåå ýôôåêòèâ-
íûõ ðàäèàöèîííî-ãèãèåíè÷åñêèõ ìåð; 6) â îñîáåííîñòè
êîììóíàëüíûé ýôôåêò ìîæåò áûòü ñåðüåçíûì àðãóìåí-
òîì äëÿ ðåâèçèè ëèíåéíîé áåñïîðîãîâîé êîíöåïöèè
(ËÁÊ) â îáëàñòè ìàëûõ äîç.

ÔÓÐÀÇÎËÈÄÎÍÇÀÂÈÑÈÌÀß ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜ ÍÅ-
ÏÀÒÎÃÅÍÍÛÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ Ê ÈÍÂÀÇÈÈ Â ÝÓÊÀÐÈÎ-
ÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÊËÅÒÊÈ. © Å. Ñ. Áîæîêèíà, Ò. Í. Åôðåìî-
âà, Ñ. Þ. Õàéòëèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, skh@mail.cytspb.rssi.ru.

Èíâàçèÿ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé â ýóêàðèîòè÷åñêèå
êëåòêè ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííîé ÷àñòüþ ìåõàíèçìà ðàñ-
ïðîñòðàíåíèÿ èíôåêöèè. Âî âçàèìîäåéñòâèè áàêòåðèé ñ
êëåòêîé ó÷àñòâóþò áåëêè è òîêñèíû áàêòåðèé, ñ îäíîé
ñòîðîíû, è ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà êëåòêè è àêòèíîâûé öè-
òîñêåëåò — ñ äðóãîé. Ïðè ýòîì õàðàêòåð ïðîöåññà èíâà-
çèè â ïåðâóþ î÷åðåäü îïðåäåëÿåòñÿ áàêòåðèàëüíûìè
ôàêòîðàìè. Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè èíâàçèâíûå ñâîéñòâà
íåïàòîãåííûõ áàêòåðèé — ïðîäóöåíòîâ àêòèí-ñïåöèôè-
÷åñêîé ïðîòåàçû ECP 32. Ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé è

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 745



ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áàêòåðèè
E. coli øòàììà A2 ïðîíèêàþò â êëåòêè è âûçûâàþò ðàç-
áîðêó àêòèíîâûõ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà (Efremova et al.,
2001). Àíàëîãè÷íàÿ ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü è ñïî-
ñîáíîñòü ê èíâàçèè áûëè îáíàðóæåíû â íåïàòîãåííûõ
áàêòåðèÿõ Shigella flexneri øòàììà 5a2c, ïîòåðÿâøèõ âè-
ðóëåíòíóþ ïëàçìèäó â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ôóðàçîëè-
äîíîì (Ôåäîðîâà, Õàéòëèíà, 1990; Åôðåìîâà è äð.,
2004), à òàêæå â íåïàòîãåííûõ áàêòåðèÿõ äðóãèõ âèäîâ,
âûäåëåííûõ îò ïàöèåíòîâ, äëèòåëüíî ïðèíèìàâøèõ ôó-
ðàçîëèäîí. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ñèíòåç àêòèí-ñïåöèôè÷åñêîé ïðîòåàçû è ñïîñîá-
íîñòü áàêòåðèé ê èíâàçèè èíäóöèðóþòñÿ äåéñòâèåì ôó-
ðàçîëèäîíà. Èçâåñòíî, ÷òî ôóðàçîëèäîí — ïðåïàðàò íèò-
ðîôóðàíîâîãî ðÿäà, êîòîðûé øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â ìå-
äèöèíñêîé ïðàêòèêå äëÿ ëå÷åíèÿ êèøå÷íûõ è ïî÷å÷íûõ
èíôåêöèé, — ÿâëÿåòñÿ ìóòàãåíîì. Ïîýòîìó çàäà÷åé íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû áûëà ïîïûòêà èñïîëüçîâàíèÿ ôóðàçîëè-
äîíà in vitro äëÿ ïîëó÷åíèÿ áàêòåðèé, ñèíòåçèðóþùèõ
àêòèí-ñïåöèôè÷åñêóþ ïðîòåàçó, è èññëåäîâàíèå âçàèìî-
äåéñòâèÿ ýòèõ áàêòåðèé ñ ýóêàðèîòè÷åñêèìè êëåòêàìè â
êóëüòóðå. Îáðàáîòêå ïîäâåðãàëèñü áàêòåðèè ðåôåðåíò-
íîãî øòàììà E. coli CCM 5172, èñïîëüçîâàííûå íàìè ðà-
íåå â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ, ïîñêîëüêó îíè íå ïðîíèêàëè â
êëåòêè è íå âûçûâàëè èçìåíåíèé öèòîñêåëåòà (Efremova
et al., 2001). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìóòàíòîâ 1-ñóòî÷íóþ êóëü-
òóðó áàêòåðèé E. coli CCM 5172 èíêóáèðîâàëè â àãàðèçî-
âàííîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ôóðàçîëèäîí (1 ìã/ìë), ïðè
òåìïåðàòóðå 28 °Ñ â òå÷åíèå 5 ñóò (Ôåäîðîâà, 1982). Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè áàêòåðèè âûäåðæèâàëè â æèä-
êîé ñðåäå LB áåç ôóðàçîëèäîíà ïðè 37 °Ñ áåç àýðàçèè â
òå÷åíèå 1 ñóò è èíêóáèðîâàëè ñ êëåòêàìè ýïèäåðìîèä-
íîé êàðöèíîìû ãîðòàíè Hep-2 èëè ðàçðóøàëè ìíîãî-
êðàòíûì çàìîðàæèâàíèåì—ðàçìîðàæèâàíèåì. Ïðîòåî-
ëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü áàêòåðèàëüíûõ ýêñòðàêòîâ îïðå-
äåëÿëè ïî èõ ñïîñîáíîñòè ðàñùåïëÿòü àêòèí (Khaitlina et
al., 1991). Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî ýêñòðàêòû áàêòåðèé,
ïîäâåðãøèõñÿ äåéñòâèþ ôóðàçîëèäîíà, îáëàäàþò ïðî-
òåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ñõîäíîé ñ àêòèâíîñòüþ
ïðîòåàçû ECP 32 êàê ïî õàðàêòåðó ðàñùåïëåíèÿ àêòèíà,
òàê è ïî çàâèñèìîñòè ýôôåêòà îò âîçðàñòà áàêòåðèàëüíîé
êóëüòóðû. Îáíàðóæåííàÿ àêòèâíîñòü ñîõðàíÿëàñü ïðè
ïàññèðîâàíèè áàêòåðèé. Ïî äàííûì êîíôîêàëüíîé ìèê-
ðîñêîïèè, áàêòåðèè íîâîãî øòàììà ïðîíèêàëè â êëåòêè
Hep-2 è âûçûâàëè ðàçáîðêó àêòèíîâûõ ýëåìåíòîâ öèòî-
ñêåëåòà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ôóðàçîëèäîí èíäóöèðóåò íîâûé ìåõàíèçì èíâàçèè áàê-
òåðèé â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ïðîÿâëåíèþ «âòîðè÷íîé» èíâàçèîííîé àêòèâíîñòè ïàòî-
ãåííûõ áàêòåðèé è âûçûâàòü ïîâðåæäåíèå êëåòîê èñõîä-
íî íåïàòîãåííûìè áàêòåðèÿìè, êîòîðûå ïðèîáðåëè ñïî-
ñîáíîñòü ê èíâàçèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49604).
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Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð NF-kB àêòèâèðóåòñÿ â
öèòîïëàçìå ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ ñòèìóëîâ, ïîñëå
÷åãî òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî, ãäå ìîäåëèðóåò àêòèâ-
íîñòü áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ
ëåò ïîêàçàëè, ÷òî NF-kB îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ê ÷åë-
íî÷íîìó ïåðåìåùåíèþ ìåæäó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé â
ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ è ïðè ñòèìóëÿöèè TNF. Ôóíêöèè
NF-kB â öèòîïëàçìå ïîêà íåèçâåñòíû. Ïîëó÷åííûå íàìè
ðàíåå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî p65-ñóáúåäèíèöà NF-kB
ñîëîêàëèçóåòñÿ ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì, ïðè÷åì ïî-
ñëå îáðàáîòêè öèòîõàëàçèíîì Ä òàêæå îáíàðóæèâàåòñÿ â
àêòèíñîäåðæàùèõ ñòðóêòóðàõ. Äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷å-
íèÿ ðîëè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ïîçèöèîíèðîâàíèè
NF-kB ìû èññëåäîâàëè ïåðåðàñïðåäåëåíèå p65-ñóáúåäè-
íèöû NF-kB â êëåòêàõ A431 ïîñëå ðàçáîðêè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà öèòîõàëàçèíîì Ä ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè è èììóíîáëîòèíãà. Çàäà÷à çàêëþ÷àëàñü â îïðåäå-
ëåíèè òîãî, ñâÿçàíû ëè ïåðåìåùåíèÿ p65-ñóáúåäèíèöû ñ
ïåðåñòðîéêîé öèòîñêåëåòà â ðåçóëüòàòå âîññòàíîâëåíèÿ
àêòèíîâûõ ñòðóêòóð èëè æå äëÿ ýòîãî òðåáóþòñÿ äîïîë-
íèòåëüíûå ñòèìóëû. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè öèòîõàëàçè-
íîì Ä è ÷åðåç 30 ìèí çàìåíÿëè ñðåäó ñ öèòîõàëàçèíîì Ä
íà ñðåäó ÄÌÅÌ (1), ñðåäó ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùóþ ÝÔÐ (2),
èëè ñðåäó ÄÌÅÌ ñ öèòîõàëàçèíîì Ä è ÝÔÐ (3). ×åðåç 5
è 30 ìèí ñòèìóëÿöèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè è èíêóáèðîâà-
ëè ñ àíòèòåëàìè ê p65-ñóáúåäèíèöå è îêðàøèâàëè àêòè-
íîâûé öèòîñêåëåò. Ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà àíàëèçè-
ðîâàëè öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ôðàêöèþ, ôðàêöèþ, ñîäåð-
æàùóþ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è õðîìàòèí. Ïîñëå
îáðàáîòêè êëåòîê A431, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòè-
íå, öèòîõàëàçèíîì Ä — àãåíòîì, ðàçðóøàþùèì àêòèíî-
âûå ñòðóêòóðû, â òå÷åíèå 30 ìèí è ïîñëåäóþùåé çàìåíû
ñðåäû ñ öèòîõàëàçèíîì íà ñðåäó ÄÌÅÌ â êëåòêàõ ïðîèñ-
õîäèëî ïîñòåïåííîå âîññòàíîâëåíèå ñòðóêòóð ìèêðîôè-
ëàìåíòîâ. P65 ïðè ýòîì îáíàðóæèâàëñÿ ïî âñåé öèòî-
ïëàçìå, à òàêæå â ìåëêèõ àãðåãàòàõ, ñîäåðæàùèõ àêòèí.
Èíêóáàöèÿ â ïðèñóòñòâèè ÝÔÐ ïðèâîäèëà ê îáðàçîâà-
íèþ êðóïíûõ àãðåãàòîâ ïî êðàþ êëåòêè, â êîòîðûõ îò-
÷åòëèâî ñîëîêàëèçóþòñÿ p65 è àêòèíîâûå ñòðóêòóðû.
Èíêóáàöèÿ ñ ÝÔÐ â ïðèñóòñòâèè öèòîõàëàçèíà Ä ïðèâî-
äèëà ê îáðàçîâàíèþ ìíîæåñòâåííûõ ìåëêèõ àãðåãàòîâ, â
êîòîðûõ ñîëîêàëèçóþòñÿ àêòèí è p65. Â êàæäîì èññëåäó-
åìîì ñëó÷àå p65 îáíàðóæèâàëñÿ â òîì ÷èñëå è â ÿäðå. Âå-
ñòåðí-áëîòèíã ïîêàçàë, ÷òî ïðè çàìåíå ñðåäû ñ öèòîõàëà-
çèíîì Ä íà ñðåäó ÄÌÅÌ íå íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèÿ
p65 â ÿäåðíûõ ýêñòðàêòàõ. Òîëüêî ñòèìóëÿöèÿ ÝÔÐ êëå-
òîê ñ ðàçðóøåííûì öèòîñêåëåòîì ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ êîëè÷åñòâà p65 â ÿäåðíîé ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé
òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû. Èíêóáàöèÿ êëåòîê â ñðåäå ñ
ÝÔÐ â ïðèñóòñòâèè öèòîõàëàçèíà Ä ïðèâîäèò ê òàêîìó
æå ðåçóëüòàòó, êàê â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå. Çíà÷èòåëüíàÿ
äîëÿ p65 îáíàðóæèâàåòñÿ âî ôðàêöèè áåëêîâ, ïðî÷íî
ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì ïîñëå èñ÷åðïûâàþùåé ýêñòðàê-
öèè ÿäåðíûõ áåëêîâ 0.4 Ì NaCl. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî-
çâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî äëÿ òðàíñïîðòà p65 â ÿäðî íåäî-
ñòàòî÷íî òîëüêî âîññòàíîâëåíèÿ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, à
òðåáóåòñÿ äîïîëíèòåëüíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ÝÔÐ. Ïåðåðàñïðå-
äåëåíèå p65 â öèòîïëàçìå ïðîèñõîäèò êàê ïðè âîññòàíîâ-
ëåíèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, òàê è ïðè ñòèìóëÿöèè
ÝÔÐ, ïðè÷åì ÝÔÐ ñóùåñòâåííî óñèëèâàåò ýòîò ïðîöåññ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 03-04-48251) è ïî ïðîãðàììå ïîä-
äåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-7852.2006.4).
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Àëüôà-àêòèíèí ÿâëÿåòñÿ àêòèíñâÿçûâàþùèì áåë-
êîì, êîòîðûé ñâÿçûâàåò îòäåëüíûå íèòè ïîëèìåðíîãî
àêòèíà â ïó÷êè èëè ñåòè è îñóùåñòâëÿåò êîíòàêò àêòèíî-
âûõ ñòðóêòóð ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé. Èçâåñòíû
÷åòûðå èçîôîðìû àêòèíèíà (100 êÄà), äâå èç íèõ, àêòè-
íèí 1 è àêòèíèí 4, ÿâëÿþòñÿ íåìûøå÷íûìè àêòèíèíàìè.
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýòè èçîôîðìû ìîãóò èãðàòü ðàçíóþ
ðîëü â êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè, àäãåçèè êëåòîê è ÷òî îíè
ðåãóëèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè ñèãíàëüíûìè ïóòÿìè. Îñî-
áûì ñâîéñòâîì àêòèíèíà 4 ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü òðàíñ-
ëîöèðîâàòüñÿ â ÿäðî è âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ðåãóëÿòîð-
íûìè ìîëåêóëàìè è òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè.
Ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé ðàç-
íûõ èçîôîðì àëüôà-àêòèíèíà ìåòîäàìè äâîéíîé èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè â êîìáèíàöèè ñ êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèåé è ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòà áûë ïðîâåäåí àíàëèç
ðàñïðåäåëåíèÿ èçîôîðì àêòèíèíà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ÝÔÐ â êëåòêàõ A431, êóëüòèâèðóåìûõ íà ïëàñòèêå è ïî-
ñëå èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ íà èììîáèëèçîâàííûõ áåëêàõ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ïî-
ëó÷åííûå íà N-êîíöåâîé ïåïòèä àêòèíèíà 4, âûÿâëÿþò
áåëêè â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè, â ÿäåðíîé ôðàê-
öèè, ñîäåðæàùåé òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, è âî
ôðàêöèè áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì. Â öè-
òîïëàçìå ïîìèìî áåëêà ñ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæ-
íîñòüþ 100 êÄà îáíàðóæèâàåòñÿ áåëîê 72 êÄà, õàðàêòå-
ðèçóþùèéñÿ èñêëþ÷èòåëüíî öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ëîêà-
ëèçàöèåé. Â ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ íàðÿäó ñ áåëêîì 100 êÄà
íàéäåíû áåëêè 130 è 60 êÄà. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ê àêòèíèíó 1 âûÿâëÿþò â öèòîïëàçìå áåëêè ñ ìîë. ìàññà-
ìè 100 è 72 êÄà. Â ÿäðå âûÿâëÿåòñÿ áåëîê 100 êÄà âî
ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, íî
íå îáíàðóæèâàåòñÿ âî ôðàêöèè áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ õðî-
ìàòèíîì. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ èçî-
ôîðì àêòèíèíà â öèòîïëàçìå ïîêàçûâàåò, ÷òî äâà áåëêà,
âûÿâëÿåìûå àíòèòåëàìè ê àêòèíèíó 4, ïðèñóòñòâóþò
ïðèìåðíî â îäèíàêîâîì êîëè÷åñòâå, à â ñëó÷àå àêòèíèíà
1 äîìèíèðóåò áåëîê ñ ïîäâèæíîñòüþ 100 êÄà, ïðè÷åì
äîëÿ áåëêà 72 êÄà óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè àäãåçèè ê áåëêàì
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíà-
ëèç äåìîíñòðèðóåò ðàçëè÷íóþ ëîêàëèçàöèþ èçîôîðì àê-
òèíèíà 1 è 4 â êëåòêå è õàðàêòåð èõ ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ
ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ è öèòîõàëàçèíà Ä. Ðàñïðåäåëåíèå
àêòèíèíîâ â êëåòêàõ, ðàñïëàñòàííûõ íà ëèãàíäàõ, çàâè-
ñèò îò óñëîâèé, â êîòîðûå êëåòêè áûëè ïîìåùåíû ïîñëå
îáðàáîòêè öèòîõàëàçèíîì: â îáû÷íóþ ñðåäó, â ñðåäó ñ
ÝÔÐ èëè â ñðåäó ñ ÝÔÐ â ïðèñóòñòâèè öèòîõàëàçèíà. Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå î ïåðåðàñïðåäåëåíèè àêòèíèíà 4 ìåæ-
äó ÿäåðíîé ôðàêöèåé, ñîäåðæàùåé òðàíñêðèïöèîííûå
ôàêòîðû, è ôðàêöèåé áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìà-
òèíîì, à òàêæå íàøè ïðåäûäóùèå ðåçóëüòàòû, äåìîíñò-
ðèðóþùèå ñîëîêàëèçàöèþ è ñîâìåñòíîå ïåðåðàñïðåäåëå-
íèå àêòèíèíà 4 è p65-ñóáúåäèíèöû NF-kB â ÿäðî, ïîçâî-
ëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòîò àêòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê
èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ. Ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòèíãà òàêæå
äàþò îñíîâàíèÿ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ðàçëè÷íîå ðàñïðåäå-
ëåíèå äâóõ èçîôîðì àêòèíèíà ìîæåò çàâèñåòü îò îáðàçî-

âàíèÿ ôðàãìåíòà ïîëíîðàçìåðíîãî àëüôà-àêòèíèíà, íà-
ëè÷èå êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ðåãóëèðóåìûì ñîáûòèåì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-48251).

ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÐÀÍÍÅÃÎ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈß ÁÈÎ-
ËÎÃÈ×ÅÑÊÎÉ ÏÎÂßÇÊÈ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÆÈÂÛÕ ÀË-
ËÎÃÅÍÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ËÈÍÈÈ Ì-22 ÄËß ËÅ-
×ÅÍÈß ÑÓÁÄÅÐÌÀËÜÍÛÕ ÎÆÎÃÎÂ. © Â. Ñ. Áî÷àðî-
âà, Î. È. Êîíþøêî, Å. À. Æèðêîâà, Ì. Â. Ñû÷åâñêèé.
Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ñêîðîé ïîìîùè,
Ìîñêâà.

Â 2003—2005 ãã. â Îæîãîâûé öåíòð íàøåãî èíñòèòó-
òà ïîñòóïèëè 2476 ïàöèåíòîâ; 70 % èç íèõ èìåëè îáøèð-
íûå (áîëåå 10 % ïëîùàäè òåëà) îæîãè II—IIIà ñòåïåíè.
Ñîâîêóïíîñòü òÿæåñòè áîëüíûõ, îïðåäåëÿåìîé ñîìàòè-
÷åñêèì ñòàòóñîì, âîçðàñòîì, ñòåïåíüþ è ëîêàëèçàöèåé
ïîðàæåíèÿ, îïðåäåëÿåò ñëîæíîñòü âûáîðà òàêòèêè ëå÷å-
íèÿ òàêèõ îæîãîâ. Ðàçâèòèå íîâûõ ìåäèöèíñêèõ òåõíî-
ëîãèé è ìåòîäîâ äèàãíîñòèêè, ñîñðåäîòî÷åíèå ïàöèåí-
òîâ â ñïåöèàëèçèðîâàííîì îòäåëåíèè, ðàñïîëàãàþùåì
øèðîêèìè âîçìîæíîñòÿìè âûáîðà ìåòîäà ëå÷åíèÿ è
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ îòäåëåíèåì áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ
ëå÷åíèÿ, îïðåäåëÿþò àêòóàëüíîñòü ðàçðàáîòêè è ïðèìå-
íåíèÿ íîâûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ñóáäåðìàëüíûõ îæîãîâ.
Ñóáäåðìàëüíûé îæîã IIIà ñòåïåíè óñòàíàâëèâàåò ñâîåãî
ðîäà ãðàíèöó, ðàçäåëÿþùóþ ñïîñîáíîñòü ýïèòåëèÿ ê
ñïîíòàííîé ðåãåíåðàöèè â òå÷åíèå 20—25 ñóò ïðè ïî-
âåðõíîñòíûõ îæîãàõ îò íåâîçìîæíîñòè ñàìîñòîÿòåëüíî-
ãî çàæèâëåíèÿ ïðè ïîðàæåíèÿõ IIIá—IV ñòåïåíè. Â ýòîì
ñëó÷àå ìíîãî÷èñëåííûå î÷àãè âîññòàíîâèòåëüíîãî ðîñòà
ýïèòåëèÿ âîçíèêàþò ïî âñåé ïîâåðõíîñòè îæîãîâîé
ðàíû. Ýòî â îñíîâíîì îáåñïå÷èâàåòñÿ ñòâîëîâûìè êëåò-
êàìè ýïèäåðìèñà (ÑÊÝ), ñîõðàíèâøèìèñÿ â ãëóáîêèõ äå-
ðèâàòàõ íåïîâðåæäåííîé äåðìû (âîëîñÿíûå ôîëëèêóëû,
ïîòîâûå è ñàëüíûå æåëåçû). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðè ëå÷åíèè
îæîãîâ IIIà ñòåïåíè âàæíî íå äîïóñòèòü èõ óãëóáëåíèÿ â
ðåçóëüòàòå ðàçâèòèÿ ãíîéíûõ îñëîæíåíèé è(èëè) ôîðìè-
ðîâàíèÿ âòîðè÷íûõ íåêðîçîâ, ÷òî ïðèâåäåò ê óíè÷òîæå-
íèþ ñîõðàíèâøèõñÿ ïðè òðàâìå êîìïàðòìåíòîâ ÑÊÝ
êîæíûõ äåðèâàòîâ. Àíàëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû è ñîáñò-
âåííûé îïûò èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäîâ êëåòî÷íîé òåðàïèè
ïîêàçàëè, ÷òî àëëîãåííàÿ òðàíñïëàíòàöèÿ êåðàòèíîöè-
òîâ, ôèáðîáëàñòîâ è ìåçåíõèìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî
ìîçãà ñðàâíèìà ïî ñâîåé êëèíè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòè è
ïðîÿâëÿåòñÿ íåñïåöèôè÷åñêîé ñòèìóëÿöèåé ðåãåíåðàöèè
ýïèòåëèÿ, â îñíîâíîì çà ñ÷åò âûäåëåíèÿ ïåðåñàæåííûìè
êëåòêàìè â ðàíåâóþ ñðåäó ôàêòîðîâ ðîñòà è ìîëåêóë
ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Èçâåñòíî, ÷òî â 1—2-å ñóò
ïîñëå òðàâìû ñóáäåðìàëüíàÿ îæîãîâàÿ ðàíà â áîëüøèí-
ñòâå ñëó÷àåâ åùå ñòåðèëüíà, îäíàêî êëåòî÷íàÿ àíòèáàê-
òåðèàëüíàÿ çàùèòà áûñòðî èñòîùàåòñÿ. Êðîìå òîãî, ýêñ-
ñóäàò îæîãîâîé ðàíû ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíóþ, ïî-
ñòîÿííî èçìåíÿþùóþñÿ âî âðåìåíè êîìïîçèöèþ
ìîùíûõ, àêòèâèðóþùèõ ðåïàðàöèþ ñòèìóëîâ, óïðàâëÿ-
þùèõ ïîâåäåíèåì âñåõ êëåòîê-ó÷àñòíèêîâ ðàíåâîãî ïðî-
öåññà, â òîì ÷èñëå è ñîõðàíèâøèìèñÿ ÑÊÝ. Â ñâîþ î÷å-
ðåäü äèíàìèêà ýêñïðåññèè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ êëåòêàìè,
ó÷àñòâóþùèìè â ðåïàðàöèè, èìååò òåñíóþ âçàèìîñâÿçü è
æåñòêîå ðåãóëèðîâàíèå âî âðåìåíè è ïî ìåñòó, íàðóøå-
íèå ïîðÿäêà êîòîðûõ ïðèíÿòî íàçûâàòü âòîðè÷íûì çà-
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æèâëåíèåì. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü
â îïðåäåëåíèè îïòèìàëüíîãî ñðîêà è îöåíêå ýôôåêòèâ-
íîñòè ïðèìåíåíèÿ ïîâÿçêè íà îñíîâå æèâûõ àëëîãåííûõ
ôèáðîáëàñòîâ (ÀÔ) íà ïðîöåññ ðåïàðàòèâíîé ýïèòåëèçà-
öèè îæîãîâîé ðàíû IIIà ñòåïåíè. Â 1—2-å ñóò ïîñëå òðàâ-
ìû èñïîëüçîâàëàñü áèîëîãè÷åñêàÿ ïîâÿçêà íà îñíîâå àë-
ëîãåííûõ ôèáðîáëàñòîâ ëèíèè Ì-22 (ÍÈÈÈÑèÊ ÌÈÁÏ
èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à ÐÀÌÍ). Ñðîêè çàæèâëåíèÿ ñóáäåð-
ìàëüíîé îæîãîâîé ðàíû IIIà ñòåïåíè ñðàâíèëè â äâóõ
ãðóïïàõ áîëüíûõ, ðàâíîçíà÷íûõ ïî âîçðàñòó è ïëîùàäè
îæîãîâîãî ïîðàæåíèÿ ïîâåðõíîñòè òåëà: 1) áîëüíûå, êî-
òîðûõ ëå÷èëè ñ ïîìîùüþ ìàçåâûõ ïîâÿçîê (n = 20);
2) áîëüíûå, êîòîðûõ ëå÷èëè ñ ïîìîùüþ ïîâÿçêè íà îñíî-
âå æèâûõ ÀÔ (n = 53). Ïðèìåíåíèå â 1—2-å ñóò ïîñëå
òðàâìû, äî ïîÿâëåíèÿ ïðèçíàêîâ ðàçâèòèÿ ãíîéíûõ
îñëîæíåíèé, ïîâÿçîê íà îñíîâå æèâûõ ÀÔ ïðèâîäèò ê
ïîëíîöåííîé ýïèòåëèçàöèè îæîãîâûõ ðàí íà 5—7-å ñóò,
÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèìè èññëåäîâàíèÿ-
ìè. Ýïèòåëèçàöèÿ ïðîèñõîäèò îäíîâðåìåííî ïî âñåé ðà-
íåâîé ïîâåðõíîñòè è íîñèò «âçðûâíîé» õàðàêòåð.
Ê 10—14-ì ñóò ïîÿâëÿþòñÿ ïðèçíàêè âîññòàíîâëåíèÿ
ïèãìåíòàöèè êîæè, ÷òî îñîáåííî ÿðêî âûðàæåíî ó ïàöè-
åíòîâ æåëòîé ðàñû, íàáëþäàåòñÿ ðîñò âîëîñ, ïðèçíàêîâ
ãèïåðòðîôèè íå âûÿâëåíî. Ïðè ëå÷åíèè ñ ïîìîùüþ ìà-
çåâûõ ïîâÿçîê ýïèòåëèçàöèÿ ðàí íàñòóïàëà â ñðåäíåì íà
20—25-å ñóò. Ó ÷åòûðåõ ïàöèåíòîâ ñ íàãíîåíèåì íàáëþ-
äàëîñü çàæèâëåíèå ñ îáðàçîâàíèåì ãèïåðòðîôè÷åñêîãî
ðóáöà. Òàêèì îáðàçîì, êëèíè÷åñêèå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïàòîãåíåòè÷åñêè îáîñíîâàííîå
ïðèìåíåíèå äëÿ ëå÷åíèÿ ñóáäåðìàëüíûõ îæîãîâ IIIà ñòå-
ïåíè â 1—2-å ñóò ïîñëå òðàâìû áèîëîãè÷åñêèõ ïîâÿçîê,
ñîäåðæàùèõ æèâûå ÀÔ ëèíèè Ì-22, ÷åðåç 5—7 ñóò ïðè-
âîäèò ê áåçðóáöîâîìó âîññòàíîâëåíèþ ïîëíîñëîéíîãî
ýïèòåëèÿ.
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÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Àêòèâíîå èçó÷åíèå ñâîéñòâ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííè-
êîâ, âûäåëÿåìûõ èç ðàçëè÷íûõ òêàíåâûõ èñòî÷íèêîâ,
âûÿâèëî èõ ìîðôîôóíêöèîíàëüíóþ ãåòåðîãåííîñòü è çà-
âèñèìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà îò øèðîêîãî ñïåêòðà õèìè÷åñêèõ
è ôèçè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Êðîìå òîãî, êóëüòèâèðîâàíèå
ýòèõ êëåòîê ñàìî ïî ñåáå ìîæåò ïðèâîäèòü ê èõ ìîäèôè-
êàöèè, êîòîðàÿ çàâèñèò íå òîëüêî îò ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ
ñðåäû, íî è îò äëèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì
íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïëàíèðóåìîå èëè ðåàëüíîå èñ-
ïîëüçîâàíèå ýòèõ êëåòîê â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå òðåáó-
åò áîëåå æåñòêèõ, ñòàíäàðòèçèðîâàííûõ óñëîâèé ïðèãî-
òîâëåíèÿ êóëüòóð è îïðåäåëåíèÿ ïîêàçàòåëåé èõ «êà÷åñò-
âà». Íà íàø âçãëÿä, âàæíàÿ ðîëü ïðèíàäëåæèò îöåíêå
ñâîéñòâ ìåçåíõèìàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ïðè
äåéñòâèè òàêîãî âàæíîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ïàðàìåòðà,
êàê èçìåíåííîå ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà. Öåëüþ íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ðåàêöèé êóëüòèâèðóåìûõ
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà è êðûñû,
íà ãèïîêñè÷åñêóþ ãèïîêñèþ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
êëåòêè, ïîëîæèòåëüíûå ïî ìàðêåðàì, õàðàêòåðíûì äëÿ
ÌÑÊ (CD90, CD54, CD44 è CD73). Êëåòêè êóëüòèâèðî-

âàëè 3—4 ñóò â êîíòðîëüíûõ íîðìîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ
(95 % âîçäóøíîé ñðåäû è 5 % CO2) èëè â óñëîâèÿõ ãè-
ïîêñèèè, ñîçäàâàåìîé ñ ïîìîùüþ ãåðìåòè÷íîé êàìåðû
StemCell Technologies Inc. (Êàíàäà), êóäà ïîäàâàëè ãàçî-
âóþ ñìåñü (95 % N2 è 5 % CO2) äî óñòàíîâëåíèÿ â ñðåäå
êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà 5 %. Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàê-
òåðèñòèêè ÌÑÊ, à òàêæå ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà
Zeiss è ñîïðÿæåííîé ñ íèì öèôðîâîé êàìåðû. Æèçíåñïî-
ñîáíîñòü, à òàêæå èììóíîôåíîòèï êëåòîê îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì íàáîðîâ Annexin-V—PI (Immunotech, Ôðàíöèÿ) è àí-
òèòåë, ìå÷åííûõ FITC è PE. Ñïîñîáíîñòü ê îñòåîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêå îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè óâåëè÷åíèÿ ýêñ-
ïðåññèè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â îòâåò íà äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûå ñòèìóëû. Ïîêàçàíî, ÷òî ãèïîêñèÿ ñòèìóëèðîâàëà
â 1.5—4.0 ðàçà ïðîëèôåðàöèþ ÌÑÊ íà ðàííèõ ïàññàæàõ,
íå óâåëè÷èâàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äîëþ àïîïòî-
òè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê. Â ýòèõ óñëîâèÿõ â
êóëüòóðå ïðåîáëàäàëè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå áûñòðîäå-
ëÿùèåñÿ êëåòêè. Îäíàêî áîëåå äëèòåëüíîå êóëüòèâèðî-
âàíèå ÌÑÊ ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ê íåäîñòàòêó êèñëîðîäà â ñðåäå: ïðîëèôåðàòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü áûëà ëèáî àíàëîãè÷íà êîíòðîëþ, ëèáî
ñíèæåíà. ×èñëî ïîâðåæäåííûõ êëåòîê ïðè ýòîì, êàê ïðà-
âèëî, âîçðàñòàëî. Ãèïîêñèÿ íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà ýêñ-
ïðåññèþ èçó÷åííûõ ìàðêåðîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñî-
õðàíåíèè ôåíîòèïà ÌÑÊ. Ïðè îöåíêå ñïîñîáíîñòè êëå-
òîê îòâå÷àòü íà îñòåîãåííóþ ñòèìóëÿöèþ áûëî âûÿâëåíî
ñíèæåíèå êàê ñïîíòàííîé, òàê è èíäóöèðîâàííîé îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ÷òî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñî ñòèìóëÿöèåé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ÌÑÊ. Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîé ãèïîêñèè
(5 % êèñëîðîäà) íà ðàííèõ ïàññàæàõ íàáëþäàëàñü àêòè-
âàöèÿ ïðîëèôåðàöèè ìåçåíõèìàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ, íå èçìåíÿëàñü ýêñïðåññèÿ CD90, CD54, CD44
è CD73 íà ïîâåðõíîñòè ÌÑÊ, íå àêòèâèðîâàëèñü ïðîöåñ-
ñû àïîïòîçà è íåêðîçà â êóëüòóðå, à òàêæå ñíèæàëàñü
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê ñïîíòàííîé è èíäóöèðîâàííîé
äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Îòäåëåíèåì áèîëîãè÷åñêèõ íàóê ÐÀÍ
è ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
(ÍØ-6364.2006.4).

ÏÐÎÁËÅÌÛ ÁÅÇÎÏÀÑÍÎÑÒÈ ÏÐÈ ÐÀÁÎÒÅ Ñ ÊÓËÜ-
ÒÓÐÀÌÈ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Â. Â. Áóðóíîâà,1

Þ. Ã. Ñóçäàëüöåâà,1 À. Â. Âîðîíîâ,1 Ê. Í. ßðûãèí.1, 2

1 Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñè-
òåò, medcellbox@mail.ru, è 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé
èíñòèòóò áèîìåäèöèíñêîé õèìèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïîñòíàòàëüíûõ îðãàíîâ è
òêàíåé ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëÿåò îñíîâó äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê, ïðåäñòàâëÿþùèõ èíòåðåñ äëÿ
ðàçðàáîòêè áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé.
Â øèðîêîì ñìûñëå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê âêëþ÷àåò â
ñåáÿ ðÿä òåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåäóð: âûäåëåíèå êëåòîê
èç áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà, ïàññèðîâàíèå êëåòîê in vitro,
êîíòðîëü æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ñêðè-
íèíã íà íàëè÷èå èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ, äîëãîâðåìåí-
íàÿ êðèîêîíñåðâàöèÿ êëåòîê, íàðàùèâàíèå íåîáõîäèìî-
ãî êîëè÷åñòâà êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà. Ïîëó÷åíèå êóëüòóð
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êëåòîê ïîñòíàòàëüíûõ îðãàíîâ è òêàíåé, èõ äàëüíåéøåå
êóëüòèâèðîâàíèå è èññëåäîâàòåëüñêàÿ ðàáîòà ñâÿçàíû ñ
îïðåäåëåííûì ðèñêîì äëÿ ýêñïåðèìåíòàòîðà, ñâÿçàííûì
ñ âåðîÿòíîñòüþ êîíòàìèíàöèè èñïîëüçóåìîãî ìàòåðèàëà
îïàñíûìè èíôåêöèîííûìè àãåíòàìè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
â Ðîññèè îòñóòñòâóþò åäèíàÿ ñèñòåìà è ñòàíäàðòû òåñòè-
ðîâàíèÿ êóëüòóð êëåòîê, ïîëó÷åííûõ de novo. Òåñòèðî-
âàíèå ïîëó÷åííûõ êóëüòóð êëåòîê íà íàëè÷èå èíôåêöè-
îííûõ àãåíòîâ ÿâëÿåòñÿ ïðîöåäóðîé, íåîáõîäèìîé äëÿ
îáåñïå÷åíèÿ èíôåêöèîííîé áåçîïàñíîñòè ïðè ðàáîòå ñ
íèìè, è òðåáóåò ðàçðàáîòêè ñîîòâåòñòâóþùåé íîðìàòèâ-
íîé áàçû. Â îòñóòñòâèå ñïåöèàëèçèðîâàííîãî çàêîíîäà-
òåëüíîãî îáåñïå÷åíèÿ òåñòèðîâàíèå êóëüòóð êëåòîê äîëæ-
íî ó÷èòûâàòü çàêîíû ÐÔ «Îá îõðàíå çäîðîâüÿ íàñåëåíèÿ
Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè», «Î òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ
è òêàíåé ÷åëîâåêà», «Âðåìåííóþ èíñòðóêöèþ î ïîðÿä-
êå èññëåäîâàíèé â îáëàñòè êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé è
èõ èñïîëüçîâàíèÿ â ó÷ðåæäåíèÿõ çäðàâîîõðàíåíèÿ» îò
18.04.2002, Ïðèêàç ¹ 325 ÌÇ ÐÔ «Î ðàçâèòèè êëåòî÷-
íûõ òåõíîëîãèé â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè» îò 25.07.2003,
à òàêæå ÌÓÊ 4.1/4.2.588.96 «Ìåòîäû êîíòðîëÿ ìåäèöèí-
ñêèõ èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, ââîäèìûõ ëþ-
äÿì» îò 31.10.1996. Â ñîîòâåòñòâèè ñ âûøåïåðå÷èñëåí-
íûìè äîêóìåíòàìè áûë ñîñòàâëåí ñïèñîê èíôåêöèîí-
íûõ àãåíòîâ, ïîäëåæàùèõ îáÿçàòåëüíîìó òåñòèðîâàíèþ,
â ïîëó÷åííûõ êóëüòóðàõ êëåòîê. Ïîëó÷åííûå êóëüòóðû
ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà è ôèáðîáëàñòîâ ïóïîâèíû
÷åëîâåêà ïîñëå íîðìàëüíûõ ðîäîâ íà 38—40-é íåä ãåñòà-
öèè è ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ïîä-
âåðãàëè ÏÖÐ-àíàëèçó íà ïðèñóòñòâèå ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ
è ÐÍÊ ÂÈ×-1, ÂÈ×-2, ÐÍÊ âèðóñà ãåïàòèòà C, ÄÍÊ âè-
ðóñà ãåïàòèòà B, ÄÍÊ âèðóñîâ ïðîñòîãî ãåðïåñà 1—2-ãî
òèïîâ, ÄÍÊ öèòîìåãàëîâèðóñà, ÄÍÊ âèðóñà Ýïøòåé-
íà—Áàðð, ÄÍÊ ìèêîïëàçìû è ÄÍÊ òîêñîïëàçìû. Íàèáî-
ëåå àäåêâàòíûì ÿâëÿåòñÿ äèôôåðåíöèðîâàííûé ïîäõîä,
â ðàìêàõ êîòîðîãî êîíòðîëèðóåìûå ïàðàìåòðû èíôåêöè-
îííîé áåçîïàñíîñòè çàâèñÿò îò ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòî÷-
íîé êóëüòóðû. Íàïðèìåð, êóëüòóðû êëåòîê ïóïîâèíû
íóæäàþòñÿ â äîïîëíèòåëüíîì òåñòèðîâàíèè íà âîçáóäè-
òåëåé óðîãåíèòàëüíûõ èíôåêöèé (óðåàïëàçìû, õëàìè-
äèè). Êóëüòóðà êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ êîæè òàêîãî èññëå-
äîâàíèÿ íå òðåáóåò, îäíàêî åå íåîáõîäèìî îáñëåäîâàòü
íà íàëè÷èå ïàïèëëîìàâèðóñîâ 6-ãî è 11-ãî òèïîâ. Ïðîâå-
äåííàÿ ðàáîòà ïî ðàçðàáîòêå ïîäõîäîâ ê òåñòèðîâàíèþ
êëåòîê íà íàëè÷èå èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ ÿâëÿåòñÿ ïðåä-
ïîñûëêîé äëÿ ðàçðàáîòêè íîðìàòèâíîé áàçû, ðåãëàìåí-
òèðóþùåé èñïîëüçîâàíèå êóëüòóð êëåòîê â äîêëèíè÷å-
ñêèõ è êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèÿõ.

ÔÅÍÎÌÅÍÎËÎÃÈß ÄÅËÅÍÈß ÊËÅÒÊÈ: ÏÎËÓ×Å-
ÍÈÅ ÌÓÒÀÍÒÎÂ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÄÅËÅÍÈß Â ÊÓËÜ-
ÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ÈÍÔÓÇÎÐÈÈ DILEPTUS ANSER .
© Ñ. È. Âàñÿíèí, Ì. Â. Òàâðîâñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Êëîíû èíôóçîðèè Dileptus anser ïîääåðæèâàþòñÿ
íàìè áîëåå 30 ëåò. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ñêðåùèâàíèþ
êëîíîâ è âûðàùèâàíèþ ýêñêîíúþãàíòîâ íàðÿäó ñ êëåò-
êàìè, äàþùèìè êëîíû íîðìàëüíî äåëÿùèõñÿ îñîáåé
(ïðè äîñòèæåíèè ðàçìåðà 500—600 ìêì êëåòêè äåëÿòñÿ
ïîïîëàì), ïîÿâëÿþòñÿ ýêñêîíúþãàíòû, íå ñïîñîáíûå ê
íîðìàëüíîìó äåëåíèþ. Òàêèå êëåòêè ïðîäîëæàþò ðàñòè
è äîñòèãàþò ãèãàíòñêèõ ðàçìåðîâ (äî 1.5 ìì). Ìîæíî íà-
áëþäàòü äåëåíèå ÿäåð ïðè îòñóòñòâèè ôîðìèðîâàíèÿ áî-

ðîçäû äåëåíèÿ. Êëåòêè-ãèãàíòû ïðîÿâëÿþò áîëüøîå ðàç-
íîîáðàçèå ïî ôîðìå òåëà è ñïîñîáàì äåëåíèÿ: äåëåíèå
ïîïîëàì, îòäåëåíèå íåáîëüøèõ êàóäàëüíûõ ôðàãìåíòîâ,
íåðàâíîìåðíîå äåëåíèå íà íåñêîëüêî ÷àñòåé. Èíîãäà
êëåòêè òðàíñôîðìèðóþòñÿ â ãèãàíòñêèå àìåáîïîäîáíûå
êîìêè ñ íåñêîëüêèìè ìîðôîãåííûìè çîíàìè, îò êîòîðûõ
îòäåëÿþòñÿ ìèíè-êëåòêè ðàçìåðîì äî 50 ìêì. Òðóäíî
ïîëó÷èòü æèçíåñïîñîáíûé êëîí ãèãàíòîâ îò îäíîãî ýê-
ñêîíúþãàíòà. Íàì óäàëîñü ïîëó÷èòü æèçíåñïîñîáíûå
êëîíû ãèãàíòîâ èç ïîïóëÿöèè ãèãàíòîâ, ïîëó÷åííîé ïî-
ñëå ìàññîâîé êîíúþãàöèè êîìïëåìåíòàðíûõ êëîíîâ. Ãè-
ãàíòñêèå êëåòêè, ïîëó÷åííûå îò ýêñêîíúþãàíòîâ, ñîçðå-
âàþò ðàíüøå íîðìàëüíûõ. «Ãèãàíòû» ñïîñîáíû ñåêðåòè-
ðîâàòü ãàìîíû, âñòóïàòü â êîíúþãàöèþ, äåëèòüñÿ ïîä
äåéñòâèåì ãàìîíà íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè êëåòî÷íîãî
öèêëà. Äðóãèì ìåòîäîì ïîëó÷åíèÿ «ãèãàíòîâ» ÿâëÿåòñÿ
âûðàùèâàíèå êëåòîê èç îòðåçàííûõ êàóäàëüíûõ ìè-
íè-ôðàãìåíòîâ íîðìàëüíûõ êëåòîê. Ïðè ðåãåíåðàöèè òà-
êèõ ôðàãìåíòîâ ôîðìèðóþòñÿ íîðìàëüíûå è ãèãàíòñêèå
êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì ìîæíî ïîëó÷èòü ãèãàíòñêèå êëåò-
êè ñ çàäàííûìè ñâîéñòâàìè (îïðåäåëåííûé òèï ñïàðèâà-
íèÿ è ôàãîòèï). Æèçíåñïîñîáíîñòü «ãèãàíòîâ», ïîëó÷åí-
íûõ ïîñëå ðåãåíåðàöèè, íèæå, ÷åì ó ýêñêîíúþãàíòíûõ.
Â ïåðâîì ñëó÷àå êëîíû æèëè 2—3 ìåñ, âî âòîðîì — áî-
ëåå 3 ëåò.

ÂËÈßÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÎÍÊÎÃÅÍÀ N-RAS ÍÀ
ÏÑÅÂÄÎÏÎÄÈÀËÜÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÔÈÁÐÎÁËÀ-
ÑÒÎÂ ÏÐÈ ÈÕ ÄÂÈÆÅÍÈÈ. © Ì. Å. Âàóëèíà, À. Þ. Àëåê-
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Â îñíîâå òàêèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êàê îïó-
õîëåâàÿ èíâàçèÿ, ëåæèò èçìåíåíèå õàðàêòåðà êëåòî÷íîé
ïîäâèæíîñòè. Ïîñêîëüêó ïåðâûì è îäíèì èç âàæíåéøèõ
ýòàïîâ äâèæåíèÿ êëåòêè ñëóæèò îáðàçîâàíèå ïðîòðóçèé
íà åå âåäóùåì êðàå, îñíîâíîé öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî
èçó÷èòü èçìåíåíèÿ äèíàìèêè è ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèâíîãî
êðàÿ êëåòêè â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè. Â êà÷åñòâå ìî-
äåëè ìû èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè
10(3) è èõ òðàíñôîðìèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå 10(3)Ras,
ïîëó÷åííûå ïóòåì òðàíñôåêöèè êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè
ìóòàíòíûì ïîñòîÿííî àêòèâèðîâàííûì îíêîãåíîì
N-RAS. Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâà-
íèÿ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð ìû ïîêàçàëè, ÷òî â äàííîé
ïàðå êëåòîê ýêñïðåññèÿ N-RAS ïðèâîäèò ê ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì èçìåíåíèÿì, òèïè÷íûì äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê, — óìåíüøåíèþ ïëîùàäè êëåòîê, çíà÷èòåëüíîé
ðåäóêöèè àêòèíîâûõ ïó÷êîâ, óìåíüøåíèþ ðàçìåðà è êî-
ëè÷åñòâà ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðàçëè÷èé
â ïîâåäåíèè àêòèâíîãî êðàÿ êëåòîê ìû èñïîëüçîâàëè èõ
ìèãðàöèþ â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ðàíó. Ó êëåòîê, àêòèâíî
âûïîëçàþùèõ â ðàíó, èçìåðÿëè äëèíó àêòèâíîãî êðàÿ,
ïëîùàäü è êîëè÷åñòâî îòäåëüíûõ ïðîòðóçèé è ðåòðàêöèé
íà íåì. Áûëè ïîäñ÷èòàíû ñðåäíèå ñêîðîñòè ïðîòðóçèé è
ðåòðàêöèé, õàðàêòåðèçóþùèõ ïñåâäîïîäèàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû
(ò. å. âñêîðå ïîñëå àêòèâàöèè äâèæåíèÿ) ñðåäíèå ñêîðî-
ñòè ïðîòðóçèé è ðåòðàêöèé áûëè âûñîêèìè êàê ó íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê (ïðîòðóçèè 0.440 ± 0.041 ìêì çà 30 ñ,
ðåòðàêöèè 0.350 ± 0.050 ìêì çà 30 ñ), òàê è ó RAS-òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (ïðîòðóçèè 0.320 ± 0.034 ìêì çà
30 ñ, ðåòðàêöèè 0.280 ± 0.026 ìêì çà 30 ñ). ×åðåç 24 ÷ ïîñ-
ëå íàíåñåíèÿ ðàíû ïñåâäîïîäèàëüíàÿ àêòèâíîñòü ó íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê ñíèçèëàñü â 2.5—3.5 ðàçà, à ó òðàíñôîð-
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ìèðîâàííûõ êëåòîê îñòàâàëàñü ïðàêòè÷åñêè íà ïðåæíåì
óðîâíå. Êðîìå òîãî, íàìè áûëè âûÿâëåíû ñóùåñòâåííûå
ðàçëè÷èÿ â ðàñïðåäåëåíèè àêòèâíîãî êðàÿ ïî ïåðèìåòðó
íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Ó íîðìàëü-
íûõ êëåòîê àêòèâíûé êðàé ïðåäñòàâëåí, êàê ïðàâèëî,
1—2 êðóïíûìè ëàìåëëàìè íà âåäóùåì êðàå êëåòêè, âîç-
ìîæíî òàêæå íàëè÷èå õâîñòîâîé èëè — ðåæå — áîêîâûõ
ëàìåëë. Îáùåå ÷èñëî ó÷àñòêîâ àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò
4. Ó RAS-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê êîëè÷åñòâî ëà-
ìåëë çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò è ñîñòàâëÿåò îò 4 äî 8. Ýòî,
êàê ïðàâèëî, îäíà íåáîëüøàÿ ëàìåëëà íà âåäóùåì êðàå è
ðàçíîðîäíûå ïî ðàçìåðàì ó÷àñòêè àêòèâíîñòè ïî âñåìó
ïåðèìåòðó êëåòêè. ×òîáû âûÿñíèòü, êàê îïèñàííûå íàìè
ðàçëè÷èÿ â äèíàìèêå è ðàñïðåäåëåíèè àêòèâíîãî êðàÿ ó
íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê âëèÿþò íà
ýôôåêòèâíîñòü êëåòî÷íîé ìèãðàöèè, ìû ïðîñëåæèâàëè
ïóòü ìèãðàöèè è ðàññòîÿíèå, íà êîòîðîå ïåðåìåñòèëèñü
êëåòêè çà 8 ÷ íàáëþäåíèé. Îáùèé ïóòü, ïðîéäåííûé
RAS-òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè, îêàçàëñÿ â 1.3 ðà-
çà áîëüøå, ÷åì ïóòü, ïðîéäåííûé íîðìàëüíûìè êëåòêà-
ìè. Ïðè ýòîì ôàêòè÷åñêîå ðàññòîÿíèå, ïðîéäåííîå êëåò-
êàìè çà ýòî âðåìÿ, áûëî îäèíàêîâûì è äëÿ íîðìàëüíûõ,
è äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ñêî-
ðîñòü äâèæåíèÿ ó RAS-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
áûëà áîëüøå (7.145 ìêì/÷ ïî ñðàâíåíèþ ñ 5.450 ìêì/÷ ó
íîðìàëüíûõ êëåòîê). Ïðè ýòîì äâèæåíèå ñòàëî ìåíåå
íàïðàâëåííûì. Óìåíüøåíèå ïðÿìîëèíåéíîé ñîñòàâ-
ëÿþùåé äâèæåíèÿ íàãëÿäíî âûðàæàåòñÿ ÷åðåç ïðîöåíò-
íîå îòíîøåíèå ïðÿìîëèíåéíîãî ðàññòîÿíèÿ ê îáùåìó
ïðîéäåííîìó ïóòè: 78.430 ± 3.311 % ó êîíòðîëüíûõ è
65.800 ± 5.063 % ó RAS-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê.
Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ ôèáðî-
áëàñòîâ îíêîãåíîì N-RAS ïðèâîäèò ê ïîñòîÿííîìó ïîä-
äåðæàíèþ ïîâûøåííîãî óðîâíÿ ïñåâäîïîäèàëüíîé àê-
òèâíîñòè íà âåäóùåì êðàå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê,
à òàêæå è ê çíà÷èòåëüíîìó ïåðåðàñïðåäåëåíèþ ïñåâ-
äîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè. Ìèãðàöèÿ RAS-òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëüøåé ñêîðîñòüþ
ïåðåìåùåíèÿ ïî ñóáñòðàòó, íî èìååò ìåíåå íàïðàâëåí-
íûé õàðàêòåð, ÷åì ó íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ. Àâòîðû
ïðåäëàãàþò ñõåìó ðåãóëÿòîðíûõ ïóòåé ñ ó÷àñòèåì êî-
ôèëèíà è ìàëîé ÃÒÔàçû Ras äëÿ îáúÿñíåíèÿ îáðàò-
íîé ðåãóëÿöèè ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè ó íîðìàëü-
íûõ êëåòîê è íàðóøåíèÿ ýòîé ðåãóëÿöèè ïðè òðàíñôîð-
ìàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48146à).
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ÂÎÃÎ ÝÊÑÑÓÄÀÒÀ ÏÐÈ ÒÅÐÌÈ×ÅÑÊÈÕ ÒÐÀÂÌÀÕ.
© È. Â. Âîðîíêèíà,1 Î. Ñ. Äîðîøêåâè÷,2 Ë. Â. Ñìàãèíà,1

Ê. Ì. Íîâèê,1 Ê. Ì. Êðûëîâ,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, voron@mail.cytspb.rssi.ru, è 2 Èíñòèòóò
ñêîðîé ïîìîùè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàíåå ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ðàíåâîãî ýêññóäàòà ïîêàçàëè, ÷òî îñíîâíûìè
ïðîòåàçàìè, ó÷àñòâóþùèìè â ïðîöåññå çàæèâëåíèÿ ðàíû
è ýïèòåëèçàöèè ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè, ÿâëÿþòñÿ ìàòðèêñ-
íûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû (ÌÌÏ). Àêòèâíîñòü ÌÌÏ â
ýêññóäàòå èçìåíÿåòñÿ îïðåäåëåííûì îáðàçîì ïî ìåðå

çàæèâëåíèÿ ðàíû, ýòî áûëî óñòàíîâëåíî äëÿ õèðóðãè-
÷åñêèõ ðàí è îæîãîâ ðàçëè÷íûõ ñòåïåé. Äàííûå î ïðîòå-
îëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íåîáõîäèìû äëÿ íàáëþäåíèÿ çà
ñîñòîÿíèåì ðàíû è ïðè íåîáõîäèìîñòè îöåíêè ãîòîâíî-
ñòè ðàíû ê òðàíñïëàíòàöèè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûëî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå äèíàìèêè àêòèâíîñòè
ÌÌÏ ðàíåâîãî ýêññóäàòà ïðè ðåãåíåðàöèè òêàíåé ïîñëå
ïîâðåæäåíèÿ ïîä äåéñòâèåì âûñîêèõ (ïðè îæîãàõ) è íèç-
êèõ (ïðè îáìîðîæåíèÿõ) òåìïåðàòóð. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ
áûëè èñïîëüçîâàíû îáðàçöû ýêññóäàòîâ, ñîáðàííûå ó ïà-
öèåíòîâ Èíñòèòóòà ñêîðîé ïîìîùè, ïîëó÷èâøèõ òåðìè-
÷åñêèå òðàâìû ðàçíûõ ñòåïåíåé. Èññëåäîâàíî 10 îáðàç-
öîâ ýêññóäàòà, ñîáðàííûõ ïîñëå îáìîðîæåíèé, è 10 —
ïîñëå îæîãîâ. Ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ýêññóäàòà
îïðåäåëÿëè ìåòîäîì çèìîãðàôèè íà æåëàòèíå è íà êàçå-
èíå. Ðåçóëüòàòû çèìîãðàôèè ñîïîñòàâëÿëè ñ ðåçóëüòàòà-
ìè êëèíè÷åñêîãî àíàëèçà è âèçóàëüíîãî íàáëþäåíèÿ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî àêòèâíîñòü ÌÌÏ â
ýêññóäàòàõ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå îáìîðîæåíèÿ, áûëà â íå-
ñêîëüêî ðàç íèæå, ÷åì â îæîãîâûõ ýêññóäàòàõ. Ñèíòåç
ÌÌÏ ïðîèñõîäèò òîëüêî â æèâûõ êëåòêàõ. Òàê êàê ïðè
îáìîðîæåíèè îáðàçóåòñÿ ãîðàçäî áîëüøåå êîëè÷åñòâî
íåêðîòè÷åñêîé òêàíè, ÷åì ïðè îæîãå, òî, âîçìîæíî, ñíè-
æåíèå îáùåãî óðîâíÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ â ýêññóäàòå ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñîñòîÿíèè òêàíè â ìåñòå îòáîðà
ïðîáû. Âîçìîæíîñòü îïðåäåëèòü æèçíåñïîñîáíîñòü òêà-
íè ïîñëå îáìîðîæåíèÿ — îñíîâíàÿ çàäà÷à, äëÿ ðåøåíèÿ
êîòîðîé ìîæíî îöåíèâàòü ñîñòîÿíèå ðàíû ïî àêòèâíîñòè
ÌÌÏ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðåäî-
ñòàâëåííîé ïî Ãîñóäàðñòâåííîìó êîíòðàêòó «Ìåòîä âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíûõ äåôåêòîâ ñ ïî-
ìîùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê» (ëîò 2005-ÆÑ-12.1/001).
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ËÈ ÍÅÇÀÆÈÂÀÞÙÅÉ ÐÀÍÛ Ó ÊÐÛÑ. © È. Â. Âî-
ðîíêèíà,1 Ì. Â. Ïðîòàñîâ,2 Ì. À. Ñîëîâüåâà,2 Ë. Â. Ñìà-
ãèíà,1 Í. Ì. Þäèíöåâà,1 Î. Â. Ãàëèáèí,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vo-
ron@mail.cytspb.rssi.ru, è 2 Ëàáîðàòîðèÿ òðàíñïëàíòîëî-
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Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷-
íûõ âèäîâ ðàí ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå áèîòåõíîëîãè÷å-
ñêèõ ìåòîäîâ âîññòàíîâëåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà, â ÷àñò-
íîñòè òðàíñïëàíòàöèÿ äåðìàëüíîãî ýêâèâàëåíòà. Èñïîëü-
çîâàíèå çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè òðåáóåò áî-
ëåå ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ âçàèìîîòíîøåíèé êëåòî÷íûõ
ýëåìåíòîâ è âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà óðîâíå òêàíåâûõ
ôåðìåíòîâ è ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë. Ïîìèìî ýòîãî ïîêà
íåäîñòàòî÷íî ðàçðàáîòàíû ìåòîäû äîñòîâåðíîãî ëàáîðà-
òîðíîãî ìîíèòîðèíãà ñîñòîÿíèÿ ðàíû, ïîçâîëÿþùèå
ïðîãíîçèðîâàòü òå÷åíèå ðàíåâîãî ïðîöåññà. Îäíèì èç
íîâûõ ìåòîäîâ îöåíêè òå÷åíèÿ ðàíåâîãî ïðîöåññà ÿâëÿ-
åòñÿ èçó÷åíèå àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç
(ÌÌÏ) — ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåìîäåëèðîâàíèè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà â òå÷åíèå ðàíåâîãî ïðîöåññà.
Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû: ïîêàçàòü âîçìîæíîñòü ïðîãíî-
çèðîâàíèÿ òå÷åíèÿ ðàíåâîãî ïðîöåññà ïðè ìîíèòîðèíãå
ñîñòîÿíèÿ ðàíû ñ ïîìîùüþ îöåíêè óðîâíÿ ÌÌÏ â ðàíå-
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âîì ýêññóäàòå. Äëÿ ýòîãî íà ìîäåëè íåýïèòåëèçèðóåìîé
êîæíîé ðàíû ó êðûñ áûëà èçó÷åíà äèíàìèêà àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïðè ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ òðàíñïëàí-
òàöèè äåðìàëüíîãî ýêâèâàëåíòà. Íåýïèòàëèçèðóåìóþ
ðàíó ñîçäàâàëè, âøèâàÿ â õèðóðãè÷åñêè ôîðìèðóåìûé
äåôåêò êîæè ñèëèêîíîâîå êîëüöî, ôèêñèðóåìîå øâàìè ê
äíó ðàíû. Òðàíñïëàíòàöèþ êîæíîãî ëîñêóòà è òðàíñ-
ïëàíòàöèþ äåðìàëüíîãî ýêâèâàëåíòà ïðîâîäèëè íà ðàç-
íûõ ñðîêàõ ïîñëå îáðàçîâàíèÿ íåçàæèâàþùåé ðàíû. Îá-
ðàçöû ðàíåâîãî ýêññóäàòà ñîáèðàëè ÷åðåç êàæäûå 3 ñóò è
îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïðîâîäèëè
ìåòîäîì çèìîãðàôèè íà æåëàòèíå. Íà 24-å ñóò îò ìîìåí-
òà ìîäåëèðîâàíèÿ ðàíû æèâîòíûõ âñåõ ãðóïï âûâîäèëè
èç îïûòà. Èç ìàòåðèàëà, âçÿòîãî èç äíà ðàíû, ãîòîâèëè
ãèñòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû ñ îêðàñêîé ãåìàòîêñèëè-
íîì—ýîçèíîì. Ïðè äàëüíåéøåé ìèêðîñêîïèè îöåíèâà-
ëè ñîñòîÿíèå ãðàíóëÿöèîííîé òêàíè äíà ðàíû, ñîñòîÿíèå
êîæíîãî ëîñêóòà è èçìåðÿëè äèàìåòð áàçàëüíîé ìåìáðà-
íû êîæíîãî ëîñêóòà. Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ çèìîã-
ðàôèè ñ äàííûìè ãèñòîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçàëî,
÷òî óðîâíè àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â ðàíåâîì ýêñ-
ñóäàòå ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè äåðìàëüíîãî ýêâèâàëåíòà
çàâèñÿò îò õîäà ïðîöåññà ýïèòåëèçàöèè. Ïðè ïðèæèâëå-
íèè êîæíîãî ëîñêóòà àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 ñóùåñòâåííî
ñíèæàëàñü, à ÌÌÏ-2 — íàðàñòàëà, à ïðè åãî ëèçèñå, íàî-
áîðîò, àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 óâåëè÷èâàëàñü, ÌÌÏ-2 —
ñíèæàëàñü. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò ñäå-
ëàòü âûâîä î òîì, ÷òî íà îñíîâå ìîíèòîðèíãà àêòèâíîñòè
ÌÌÏ ìîãóò ïðîâîäèòüñÿ îöåíêà ñîñòîÿíèÿ ðàíû è ïðî-
ãíîçèðîâàíèå ïðèæèâëåíèÿ êîæíîãî ëîñêóòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî Ãîñóäàðñòâåííîìó êîíòðàêòó «Ìåòîä
âîññòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíûõ äåôåêòîâ
ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê» (ëîò 2005-ÆÑ-12.1/001).

ÂËÈßÍÈÅ ÁÅËÊÎÂÛÕ ÔÐÀÊÖÈÉ ÖÅËÎÌÈ×ÅÑÊÎÉ
ÆÈÄÊÎÑÒÈ ÌÎÐÑÊÎÉ ÇÂÅÇÄÛ ASTERIAS RUBENS
ÍÀ ÌÈÃÐÀÖÈÞ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÖÅËÎÌÈ×ÅÑÊÎÃÎ
ÝÏÈÒÅËÈß. © È. Â. Âîðîíêèíà,1 Í. Ñ. Øàðëàèìîâà,1

Ì. È. Áëèíîâà,1 Ì. Òîðíäàéê,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, voron@mail.cyt-
spb.rssi.ru, è 2 Ìîðñêàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ñòàíöèÿ Êðèñòè-
íåáåðã, Êîðîëåâñêàÿ àêàäåìèÿ íàóê, Øâåöèÿ.

Ïðè ïîâðåæäåíèè òêàíè áèîõèìè÷åñêèé ñîñòàâ öå-
ëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ó ìîðñêîé çâåçäû Asterias rubens
èçìåíÿåòñÿ. Ïðîâåäåííûå íàìè ðàíåå èññëåäîâàíèÿ ïî-
êàçàëè, ÷òî â öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ðàíåíîãî æèâîòíî-
ãî ïîâûøàåòñÿ êîëè÷åñòâî áåëêà, è ìàæîðíûå áåëêîâûå
êîìïîíåíòû ìîæíî ðàçäåëèòü íà íåñêîëüêî ãðóïï ïî
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå
èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîâîäèëè íà êóëü-
òèâèðóåìîé òêàíè öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ ìîðñêîé
çâåçäû â êóëüòóðå. Ðàáîòó ñ ìîðñêèìè çâåçäàìè ïðîâîäè-
ëè íà ìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Êðèñòèíåáåðã
(Øâåöèÿ) è íà Áåëîìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîî-
ëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà ÐÀÍ. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ îáðàç-
öû òêàíè öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ ìîðñêîé çâåçäû îò
æèâîòíûõ, êîòîðûì ïðåäâàðèòåëüíî áûëà íàíåñåíà ðàíà,
è îò èíòàêòíûõ æèâîòíûõ êóëüòèâèðîâàëè in vitro â ñðå-
äå L-15 ñ 2 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè â òå÷åíèå 8 ñóò. Ìà-
æîðíûå áåëêè áåñêëåòî÷íîé öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè,
âçÿòîé îò ýòèõ æå ìîðñêèõ çâåçä, ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ

ãåëü-õðîìàòîãðàôèè. Áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïîëó-
÷åííûõ ôðàêöèé îöåíèâàëè, ââîäÿ èõ â ñðåäó êóëüòèâèðî-
âàíèÿ è íàáëþäàÿ çà ñîñòîÿíèåì ýêñïëàíòàòà ýïè-
òåëèàëüíîé òêàíè è ìèãðàöèåé êëåòîê èç íåãî. Êàæäûå
24 ÷ ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî êëåòîê, ìèãðèðîâàâøèõ
èç òêàíè â ñðåäó, ñîñòàâ è ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ îöåíèâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôî-
ðåçà è Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ îêðàñêîé àíòèòåëàìè íà êîë-
ëàãåí òèïà I, à òàêæå ìåòîäîì çèìîãðàôèè. Â õîäå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðîèñõîäèò íàêîï-
ëåíèå êîëè÷åñòâà êîëëàãåíà. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ìèã-
ðèðîâàâøèõ èç òêàíè çà âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, áûëî
ñóùåñòâåííî âûøå äëÿ îáðàçöîâ òêàíè, âçÿòûõ îò ðàíå-
íûõ æèâîòíûõ. Èç òêàíè èíòàêòíûõ æèâîòíûõ êëåòêè
ìèãðèðîâàëè ðàâíîìåðíî â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Êëåòêè èç òêàíè ðàíåíûõ æèâîòíûõ ìèãðèðî-
âàëè â 1.5—2.0 ðàçà áûñòðåå â òå÷åíèå 3—6 ñóò, ïîñëå
÷åãî ñêîðîñòü ìèãðàöèè ñíèæàëàñü äî óðîâíÿ, ïîëó÷åí-
íîãî äëÿ èíòàêòíûõ æèâîòíûõ. Îäíîâðåìåííî ïðîèñõî-
äèëî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç
(ÌÌÏ) â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì íà÷àëüíûé
óðîâåíü ÌÌÏ áûë çíà÷èòåëüíî âûøå â òêàíè îò ðàíå-
íûõ æèâîòíûõ. Äëÿ èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ôðàêöèé öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè èõ ââîäèëè âìåñòî ñû-
âîðîòêè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ (áåç ñûâîðîòêè), à êîí-
òðîëåì ñëóæèëà ñðåäà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ 2 % ñûâîðîò-
êè. Ïðè ýòîì ââåäåíèå ôðàêöèé I ãðóïïû ñíèæàëî ñêî-
ðîñòü äåñòðóêöèè òêàíè, à ôðàêöèé III ãðóïïû — ïî-
âûøàëî åå. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ ôðàê-
öèé ïðèñóòñòâèå ôðàêöèé III ãðóïïû âñåãäà ïðèâîäèëî ê
ïîâûøåíèþ ñêîðîñòè äåñòðóêöèè òêàíè. Ñîïîñòàâëåíèå
ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè, è
ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ðàíåå íà êëåòêàõ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, ïîêàçàëî, ÷òî äåéñòâèå êîìïîíåíòîâ öåëîìè÷åñêîé
æèäêîñòè ïðîÿâëÿåòñÿ îäèíàêîâî êàê íà êëåòêàõ ìëåêî-
ïèòàþùèõ, òàê è íà êëåòêàõ ìîðñêîé çâåçäû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-08017) è Êîðîëåâñêîé àêàäåìèè íàóê (Øâåöèÿ) ïî
ïðîãðàììå «Ñîòðóäíè÷åñòâî Øâåöèè è ñòðàí áûâøåãî
ÑÑÑÐ».

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ ÏÐÈ ÒÅÏËÎÂÎÌ ØÎ-
ÊÅ ÊËÅÒÎÊ. © Ë. Ï. Ãàâðèëîâà,1 È. È. Êîðïà÷åâà,1

Ñ. Ã. Ñåìóøèíà,2 Â. Á. Ñàäîâíèêîâ,2 Â. À. ßøèí.3 1 Èí-
ñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, lpg@vega.protres.ru, 2 Ôèëèàë Èíñòè-
òóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ è 3 Èíñòèòóò áèîôè-
çèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî.

Îòâåò öèòîñêåëåòà íîðìàëüíûõ ýìáðèîíàëüíûõ è
ïîñòíàòàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñ íà òåïëîâîé øîê èçó-
÷àëè ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî â ðåçóëüòàòå èíêóáàöèè êëåòîê ïðè 43 °Ñ èçìåíÿ-
åòñÿ ìîðôîëîãèÿ âñåõ èçâåñòíûõ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóê-
òóð: àêòèíñîäåðæàùèõ ôèëàìåíòîâ (ÀÔ), ìèêðîòðóáî÷åê
(ÌÒ) è ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ (ÏÔ). Ðåîðãàíèçà-
öèÿ öèòîñêåëåòà â ôèáðîáëàñòàõ îáîèõ òèïîâ ïðè òåïëî-
âîì øîêå áûëà ñõîäíîé: ïó÷êè ÀÔ ðàçáèðàëèñü, ìîðôî-
ëîãèÿ ÌÒ çàìåòíî èçìåíÿëàñü, à ÏÔ êîëëàïñèðîâàëè âî-
êðóã ÿäðà. Èçìåíåíèÿ ðàçíûõ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð
ïðîèñõîäèëè îäíîâðåìåííî è áûëè çàìåòíû ÷åðåç 4—
20 ìèí. Ïîäîáíîå ïîâåäåíèå öèòîñêåëåòà ïðè 43 °Ñ ìû
íàáëþäàëè òàêæå â ôèáðîáëàñòàõ ýìáðèîíîâ ìûøè,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 751



êîæè ÷åëîâåêà è â 3T3-êëåòêàõ. Èçâåñòíî, ÷òî òåïëîâîé
øîê êëåòîê ýóêàðèîò ñòèìóëèðóåò â íèõ ðÿä ãåííûõ,
áèîõèìè÷åñêèõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé. Êàê ïðà-
âèëî, îòâåòû ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ íà
òåïëîâîé øîê ñõîäíû. Èñêëþ÷åíèåì ÿâëÿåòñÿ ïîâåäåíèå
öèòîñêåëåòà. Îïóáëèêîâàííûå ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò î òîì,
÷òî ó ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ öèòîñêåëåò
ïðè òåïëîâîì øîêå èçìåíÿåòñÿ ïî-ðàçíîìó. Ïîäîáíûå
ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû ðàçíûìè àâòîðàìè â ðàçíûõ óñëîâè-
ÿõ ýêñïåðèìåíòà è ïðè ðàçíîé òåìïåðàòóðå (îò 40 äî 45 °Ñ).
Ïîýòîìó íåîáõîäèìû ïîâòîðíûå èññëåäîâàíèÿ, äëÿ òîãî
÷òîáû âûÿñíèòü, ñõîäåí èëè ðàçëè÷åí îòâåò öèòîñêåëåòà íà
òåïëîâîé øîê â êëåòêàõ ýóêàðèîò ðàçíîãî òèïà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 93-04-21141, 96-04-50643 è 01-04-48322).

ÍÎÂÛÉ ÂÛÑÎÊÎ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÛÉ ÌÅÒÎÄ ÐÅÃÈ-
ÑÒÐÀÖÈÈ ÂÎÑÏÀËÅÍÈÉ ÐÀÇËÈ×ÍÎÉ ÏÐÈÐÎÄÛ.
© Í. Å. Ãàëè÷,1 Â. À. Ìàëûøêèí,2 Ì. Â. Ôèëàòîâ.3

1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, 2 Ôè-
çèêî-òåõíè÷åñêèé èíñòèòóò ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è
3 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé èíñòèòóò ÿäåðíîé ôèçèêè, Fila-
tov@omrb.pnpi.spb.ru.

Íàìè ðàçðàáîòàí âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûé êîëè÷åñò-
âåííûé ìåòîä ðåãèñòðàöèè âîñïàëèòåëüíûõ ðåàêöèé,
îñíîâàííûé íà èçìåðåíèè ñïîñîáíîñòè íåéòðîôèëîâ ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè ê ðåàêöèè ðåñïèðàòîðíîãî, èëè
îêèñëèòåëüíîãî, âçðûâà. Ìåòîä ïîçâîëÿåò, èçìåðÿÿ ñïî-
ñîáíîñòü íåéòðîôèëîâ â îáðàçöå êðîâè, îòâå÷àòü íà ñòè-
ìóë ðåàêöèåé îêèñëèòåëüíîãî âçðûâà, ñóäèòü î òîì, èäåò
ëè â îðãàíèçìå âîñïàëèòåëüíûé ïðîöåññ, è ñëåäèòü çà
åãî òå÷åíèåì. Îñíîâíîé ìîìåíò íàøåé ðàçðàáîòêè çà-
êëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî íåéòðîôèëû,
êîòîðûå îäíàæäû àêòèâèðîâàëèñü â îðãàíèçìå ïðè âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ ýíäîòåëèåì ñîñóäîâ â î÷àãàõ âîñïàëåíèÿ,
ïðè ïîâòîðíîé àêòèâàöèè áóäóò èìåòü îñëàáëåííóþ ðå-
àêöèþ. Ïðè ýòîì äîëÿ íåéòðîôèëîâ ñ îñëàáëåííîé ðåàê-
öèåé áóäåò óêàçûâàòü íà âåðîÿòíîñòü êîíòàêòà ñ î÷àãîì
âîñïàëåíèÿ â îðãàíèçìå, ò. å. íà ðàçìåð ýòîãî î÷àãà, à
ñòåïåíü îñëàáëåíèÿ — íà èíòåíñèâíîñòü âîñïàëåíèÿ â
î÷àãå. Ñóòü ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþùåì. Â îáðàç-
öû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè èëè òêàíåâûõ ñìûâîâ (0.1—
0.2 ìë) äîáàâëÿåòñÿ ðåãèñòðèðóþùèé êðàñèòåëü (ãèäðî-
ýòèäèí), êîòîðûé ïðè îêèñëåíèè ëåãêî ïðåâðàùàåòñÿ âî
ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü áðîìèñòûé ýòèäèé. Îäíîâðå-
ìåííî äîáàâëÿåòñÿ èíäóêòîð îêèñëèòåëüíîãî âçðûâà
(ïðîèçâîäíûé ôîðáîëîâîãî ýôèðà). Â ðåçóëüòàòå íà÷èíà-
þòñÿ ïðîäóêöèÿ íåéòðîôèëàìè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðî-
äà è îêèñëåíèå ãèäðîýòèäèíà. Ïðîöåññ îêðàøèâàíèÿ
äëèòñÿ 1 ÷. Ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå áðîìèñòûé ýòèäèé
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÄÍÊ âíóòðè êëåòîê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îíè
íà÷èíàþò ôëóîðåñöèðîâàòü â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà
ïðè îñâåùåíèè óëüòðàôèîëåòîâûì èëè çåëåíûì ñâåòîì.
Ýòà ôëóîðåñöåíöèÿ îòäåëüíûõ êëåòîê, êîððåëèðóþùàÿ
ñî ñïîñîáíîñòüþ êëåòîê ïðîèçâîäèòü àêòèâíûå ôîðìû
êèñëîðîäà, ìîæåò áûòü òî÷íî è áûñòðî èçìåðåíà ñ ïîìî-
ùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà. Ñêîðîñòü èçìåðå-
íèÿ — 103 êëåòîê â 1 ìèí. Ñðåäíåå âðåìÿ èçìåðåíèÿ îä-
íîãî îáðàçöà — 2 ìèí. Îáùåå âðåìÿ àíàëèçà, âêëþ÷àÿ
âçÿòèå êðîâè è ïðèãîòîâëåíèå îáðàçöà, ñîñòàâëÿëî 1.5 ÷.
Ïðè ýòîì îäèí îïåðàòîð ìîæåò ïàðàëëåëüíî àíàëèçèðî-

âàòü 10—20 îáðàçöîâ, òàê ÷òî îáùàÿ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü
ìîæåò ñîñòàâèòü 10—20 îáðàçöîâ çà 1.5 ÷. Ïðèíöè-
ïèàëüíîé îñîáåííîñòüþ íàøåé ðàçðàáîòêè ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî âûðàáîòàííàÿ ïðîöåäóðà âåñüìà óñòîé÷èâà ê âàðèà-
öèè áîëüøèíñòâà âõîäÿùèõ â íåå ïàðàìåòðîâ. Òàê, ðåàê-
öèÿ íå çàâèñèò îò óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè èíêóáàöèè ñâûøå
1.5 ÷. Îíà íå çàâèñèò òàêæå îò óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèé
èñïîëüçîâàííîãî êðàñèòåëÿ è èíäóêòîðà. Ýòî è ðÿä äðó-
ãèõ ìîìåíòîâ ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ðåàêöèÿ íå ïîäâåð-
æåíà èíûì èçìåíåíèÿì, êðîìå èçìåíåíèé, ñâÿçàííûõ ñ
íàëè÷èåì âîñïàëèòåëüíûõ ðåàêöèé â îðãàíèçìå. Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî íîðìàëüíûå çäîðîâûå äîíîðû äàþò âñåãäà
îäíîòèïíóþ êàðòèíó, íà ôîíå êîòîðîé ëåãêî âèäíû îò-
êëîíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèåé. Ïðîâå-
äåííûå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ïðåäâàðèòåëüíûå èññëåäî-
âàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ìåòîäèêà ìîæåò íàéòè ïðèìåíåíèå
äëÿ ðåøåíèÿ ñëåäóþùèõ ìåäèöèíñêèõ ïðîáëåì: 1) êîíò-
ðîëü çà òå÷åíèåì âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ, âîçíèêàþ-
ùèõ ïîñëå ðàçëè÷íûõ õèðóðãè÷åñêèõ âìåøàòåëüñòâ;
2) ðåãèñòðàöèÿ àóòîèììóííûõ ïðîöåññîâ ïðè ïîñòèí-
ôåêöèîííûõ îñëîæíåíèÿõ, â ÷àñòíîñòè ïðè íåâðîëîãè÷å-
ñêèõ è ñåðäå÷íûõ îñëîæíåíèÿõ ïîñëå äèôòåðèè; 3) ìî-
íèòîðèíã õðîíè÷åñêîãî âîñïàëåíèÿ ïðè ðåâìàòîèäíûõ
àðòðèòàõ è ìèîñòåíèÿõ; 4) ðåãèñòðàöèÿ âîñïàëèòåëüíîé
ðåàêöèè ïðè áðîíõèàëüíîé àñòìå; 5) êîíòðîëü çà ðàçâè-
òèåì âîñïàëèòåëüíûõ ñîáûòèé ïðè èíôàðêòàõ ìèîêàðäà;
6) ðåãèñòðàöèÿ âîñïàëåíèé ïðè âàñêóëèòàõ, ñèñòåìíîé
êðàñíîé âîë÷àíêå, ãåïàòèòàõ, ïåðèòîíèòàõ, ãíîéíûõ àï-
ïåíäèöèòàõ, âîñïàëåíèÿõ ëåãêèõ, ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ
çàáîëåâàíèÿõ è ò. ä. Íîâûìè ÿâëÿþòñÿ òàêæå è ñòàòèñòè-
÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà ôëóîðåñöåíöèè, ðàñøèðÿþùèå
âîçìîæíîñòè êîëè÷åñòâåííîãî è êà÷åñòâåííîãî àíàëèçà.
Íàïðèìåð, âîçìîæíû ðåãèñòðàöèÿ çàáîëåâàíèé, íå îïðå-
äåëÿåìûõ ïî àíàëèçó êðîâè ñòàíäàðòíûìè áèîõèìè÷å-
ñêèìè ìåòîäàìè, à òàêæå ðåãèñòðàöèÿ íåñêîëüêèõ ðàç-
ëè÷íûõ çàáîëåâàíèé ïðè èõ ñîâìåñòíîì ïðîÿâëåíèè.
Äëÿ ðàçëè÷åíèÿ áëèçêîðîäñòâåííûõ ïðèçíàêîâ â óñëîâè-
ÿõ ìåäëåííûõ ïëàâíûõ èçìåíåíèé ñðåäíèõ çíà÷åíèé è
âûñîêîé ñòåïåíè øóìà èììóíîôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçó-
åòñÿ àíàëèç âûñîêèõ ñòàòèñòè÷åñêèõ ìîìåíòîâ, êóìóëÿí-
òîâ èëè ýêñöåññîâ. Âîçìîæíà ðåãèñòðàöèÿ äèíàìèêè èí-
òåãðàëüíîé êàðòèíû ýâîëþöèè ýêñöåññîâ ïî íîìåðàì ìî-
ìåíòîâ èëè ïî íîìåðàì ñòåïåíè êîððåëÿöèé. Îïðåäåëåíû
êðèòåðèè è ïàðàìåòðû ðàçëè÷èé âîñïàëèòåëüíûõ ïðî-
öåññîâ ïî ñòàòèñòè÷åñêèì êðèòåðèÿì è èíòåãðàëüíûì
õàðàêòåðèñòèêàì èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ ãèñòîãðàìì.
Îöåíåíà ìàêñèìàëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü äèíàìèêè ìî-
íèòîðèíãà ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ è ëå÷åíèÿ ðåãèñòðèðóå-
ìîãî çàáîëåâàíèÿ.

×ÀÑÒÈ×ÍÀß ÐÅÂÅÐÑÈß ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÎ-
ÃÎ ÔÅÍÎÒÈÏÀ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ 3T3-SV40 ÏÐÈ
ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÀ N-ÀÖÅÒÈËÖÈÑÒÅÈ-
ÍÀ. © È. À. Ãàìàëåé, Í. À. Ôèëàòîâà, Ê. Ì. Êèðïè÷íè-
êîâà, Ò. Å. Åôðåìîâà, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê, Þ. Ñ. Ïîëî-
çîâ, Ñ. Þ. Õàéòëèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, igamaley@mail.cytspb.rssi.ru.

Ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå î êëþ÷åâîé ðîëè îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà â ïàòîãåíåçå ìíîãèõ áîëåçíåé ÷åëîâåêà,
â òîì ÷èñëå è êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè, ïðèâåëè ê êîí-
öåïöèè, ñîãëàñíî êîòîðîé àíòèîêñèäàíòû ìîãóò çàùè-
òèòü êëåòêó è îðãàíèçì îò ðàçðóøàþùåãî äåéñòâèÿ èç-
áûòêà îêèñëèòåëÿ, îáðàçóþùåãîñÿ ïî òåì èëè èíûì ïðè-
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÷èíàì. Øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå êàê ôàðìàêîëîãè÷åñêèé
àãåíò ïîëó÷èë àíòèîêñèäàíò N-àöåòèëöèñòåèí (NAC).
NAC óâåëè÷èâàåò ïóë âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà â
êëåòêå, îäíàêî ýòèì ìåõàíèçìîì íå îáúÿñíÿþòñÿ òå ìíî-
ãî÷èñëåííûå ýôôåêòû, êîòîðûå îí âûçûâàåò. Ê ìíîãî-
÷èñëåííûì ìîðôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì, ïðîèñõîäÿ-
ùèì ñ êëåòêîé â ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè, îòíîñèòñÿ ðå-
îðãàíèçàöèÿ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà, â òîì ÷èñëå ïîòåðÿ
ïó÷êîâ ìèêðîôèëàìåíòîâ è èçìåíåíèå ñâÿçàííîé ñ íèìè
ñèñòåìû ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì. Îä-
íèì èç ôóíêöèîíàëüíûõ íàðóøåíèé âñëåäñòâèå òðàíñ-
ôîðìàöèè ìîæåò áûòü óâåëè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ê èíâàçèè íåêîòîðûìè áàêòåðèÿìè è ê ëèòè÷åñêî-
ìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (ÅÊ). Ïîý-
òîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå NAC íà
ìîðôîëîãè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ 3T3, òðàíñôîðìèðîâàííûõ âè-
ðóñîì SV40 (3T3-SV40). Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè òå æå
ýêñïåðèìåíòû íà íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ 3T3.
Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè îöåíèâàëè ïî ñîñòîÿ-
íèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ôóíêöèîíàëüíûå — ïî
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè íåïàòîãåí-
íîãî øòàììà Echerichia coli A2 è ê ëèòè÷åñêîìó äåéñò-
âèþ ÅÊ (ñïëåíîöèòîâ ìûøåé). Äëÿ âèçóàëèçàöèè àêòè-
íîâûõ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà èñïîëüçîâàëè ôàëëîèäèí-
TRITC, èíâàçèþ áàêòåðèé îöåíèâàëè ïî äàííûì ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè, åñòåñòâåííóþ êèëëåðíóþ àêòèâ-
íîñòü ñïëåíîöèòîâ — ñ ïîìîùüþ 3H-óðèäèíîâîãî öèòî-
òîêñè÷åñêîãî òåñòà. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ
â òåõ æå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ, îöåíèâàëè ñîäåð-
æàíèå ÀÔÊ (ïî ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî çîí-
äà) è êîíöåíòðàöèþ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (ñïåê-
òðîôîòîìåòðè÷åñêè). Ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå äëèòå-
ëüíîãî äåéñòâèÿ NAC àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â êëåòêàõ
3T3-SV40 ðàçáèðàåòñÿ. Îäíàêî ïîñëå óäàëåíèÿ NAC èç
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ðåîðãàíè-
çóåòñÿ è ïîÿâëÿþòñÿ õîðîøî âûðàæåííûå ñòðåññ-ôèáðèë-
ëû, îòñóòñòâóþùèå â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ 3T3-SV40, íî
õàðàêòåðíûå äëÿ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3.
Ïàðàëëåëüíî ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ìå-
íÿþòñÿ ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà êëåòîê: â îòëè÷èå îò
êîíòðîëüíûõ 3T3-SV40 îíè ïåðåñòàþò èíâàçèðîâàòüñÿ
áàêòåðèÿìè E. coli A2 è íå ïîäâåðãàþòñÿ ëèòè÷åñêîìó
äåéñòâèþ ÅÊ, ÷òî äåëàåò ýòè êëåòêè ñõîäíûìè (ïî ýòèì
ïîêàçàòåëÿì) ñ íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè 3T3. Äåéñòâèå
NAC è ïîñëåäóþùåå åãî óäàëåíèå íå èçìåíÿþò ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü íîðìàëüíûõ êëåòîê 3T3 ê áàêòåðèàëüíîé èíâà-
çèè è ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊ. Èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà
â êëåòêàõ 3T3 ïðè äåéñòâèè NAC ïîëíîñòüþ îáðàòèìû.
Ïîêàçàíî, ÷òî ÷àñòè÷íàÿ ðåâåðñèÿ òðàíñôîðìèðîâàííîãî
ôåíîòèïà êëåòîê 3T3-SV40 íå ñâÿçàíà ñ èçìåíåíèåì ñî-
äåðæàíèÿ â íèõ ÀÔÊ è ãëóòàòèîíà ïðè äåéñòâèè NAC.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äåéñòâèå NAC îïîñðåäîâàíî èçìåíå-
íèåì ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-49186 è 06-04-48586).

ÀÌÈËÎÈÄÍÛÅ ÎËÈÃÎÌÅÐÛ ßÈ×ÍÎÃÎ ËÈÇÎÖÈ-
ÌÀ ÂÛÇÛÂÀÞÒ ÀÏÎÏÒÎÒÈ×ÅÑÊÓÞ, À ÔÈÁÐÈË-
ËÛ — ÍÅÊÐÎÒÈ×ÅÑÊÓÞ ÃÈÁÅËÜ ÊËÅÒÎÊ. © À. Ë. Ãà-
ðèáÿí,1 Î. Ñ. Ìîñêàëåâà,1, 2 Â. Â. Çàìîòèí,1 Á. À. Ìàðãó-
ëèñ,2 È. À. Êîñòàíÿí,3 Ë. À. Ìîðîçîâà-Ðîø.1 1 Îòäåë ìå-

äèöèíñêîé áèîõèìèè è áèîôèçèêè Óíèâåðñèòåòà Óìåà,
90187, Óìåà, Øâåöèÿ, 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, è 3 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ,
Ìîñêâà.

Îïðåäåëåíèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ ìåõàíèç-
ìîâ àìèëîèäíîé òîêñè÷íîñòè íàèáîëåå âàæíî äëÿ ïîíè-
ìàíèÿ ïàòîëîãèè áîëüøèíñòâà àìèëîèäîçîâ. Ëèçîöèì
ÿâëÿåòñÿ øèðîêîðàñïðîñòðàíåííûì áåëêîì, ñòðóêòóð-
íûå è ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà êîòîðîãî èíòåíñèâíî
èññëåäîâàëèñü â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé. Â êîí-
öå 1990-õ ãîäîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åëîâå÷åñêèé ëè-
çîöèì ñïîñîáåí âûçûâàòü ñèñòåìíûé àìèëîèäîç â ñåìü-
ÿõ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ íîñèòåëÿìè ïàòîëîãè÷åñêèõ äåñòà-
áèëèçèðóþùèõ áåëîê ìóòàöèé. Â äåñòàáèëèçèðóþùèõ
óñëîâèÿõ in vitro ëèçîöèì òàêæå ìîæåò îáðàçîâûâàòü
àìèëîèä. Ìû âûïîëíÿëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îëèãî-
ìåðîâ è ôèáðèëë ÿè÷íîãî ëèçîöèìà, ïîëó÷åííûõ in vitro,
èññëåäóÿ èõ òîêñè÷íîñòü íà êëåòî÷íîé ëèíèè íåéðîáëà-
ñòîìû ÷åëîâåêà SH-SY5Y. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îíè âûçû-
âàþò êëåòî÷íóþ ãèáåëü ÷åðåç ðàçíûå ìåõàíèçìû. Ôèá-
ðèëëû âûçûâàþò áûñòðóþ êëåòî÷íóþ ñìåðòü, ðàçðóøàÿ
ìåìáðàíó, ÷òî áûëî ïîêàçàíî ïî âûñâîáîæäåíèþ ëàêòàò-
äåãèäðîãåíàçû è ïðîíèêíîâåíèþ ïðîïèäèóìà èîäèäà.
Îëèãîìåðû æå ñïîñîáíû ïðîíèêàòü ÷åðåç êëåòî÷íóþ
ìåìáðàíó è àêòèâèðîâàòü êàñïàçû. Â ðåçóëüòàòå êëåòêè
ãèáíóò ïóòåì àïîïòîçà, íî çíà÷èòåëüíî ìåäëåííåå, òîëü-
êî ÷åðåç 48 ÷ èíêóáàöèè ñ àìèëîèäîì ìîæíî íàáëþäàòü
òðàíñëîêàöèþ ôîñôàòèäèëñåðèíà, âûñâîáîæäåíèå ëàê-
òàòäåãèäðîãåíàçû è îêðàøèâàíèå ÄÍÊ ïðîïèäèóì èîäè-
äîì, à òàêæå òèïè÷íóþ äëÿ àïîïòîçà ìîðôîëîãèþ êëåò-
êè. Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî àìèëîèä êðàéíå
ãóáèòåëåí äëÿ êëåòîê è ÷òî íè îäíà èç åãî ôîðì íå ìîæåò
ñ÷èòàòüñÿ íåéòðàëüíîé èëè íåòîêñè÷íîé. Öèòîòîêñè÷-
íîñòü íå ÿâëÿåòñÿ ñâîéñòâîì îïðåäåëåííîãî òèïà àìèëî-
èäà, íî, ñêîðåå, ìíîãî÷èñëåííûå àìèëîèäíûå ñòðóêòóðû
ðàçëè÷íîé ìîðôîëîãèè ñïîñîáíû âûçûâàòü êëåòî÷íóþ
ñìåðòü. Òîò ôàêò, ÷òî àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ÿè÷íîãî
ëèçîöèìà âûçûâàþò òîêñè÷íîñòü, à êàê áûëî ïîêàçàíî â
íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïðîòîôèëàìåíòû ëî-
øàäèíîãî ëèçîöèìà è de novo áåëêà àëüáèáåòèíà íå îá-
ëàäàþò òàêîé ñïîñîáíîñòüþ, ïîêàçûâàåò, ÷òî ýôôåêò
òîêñè÷íîñòè çàâèñèò îò îïðåäåëåííîãî òèïà ôèáðèëë è
îò ñïåöèôè÷åñêîãî àäãåçèâíîãî ó÷àñòêà, ïîçâîëÿþùåãî
èì ñâÿçûâàòüñÿ ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé.
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Îäíèì èç íàäåæíûõ ñïîñîáîâ äëèòåëüíîãî ñîõðàíå-
íèÿ ëþáûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÿâëÿåòñÿ èõ êðèîêîíñåð-
âàöèÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷àëè óñëîâèÿ êðèîêîí-
ñåðâàöèè êóëüòóðû çàðîäûøåâûõ êëåòîê àìôèáèé, ïîëó-
÷åííîé ïóòåì äèññîöèàöèè çàðîäûøåé íà ñòàäèè áëàñ-
òóëû. Èíòåðåñ ê ýòîé ïðîáëåìå îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè ìåòîäû íèçêîòåìïåðàòóðíîãî ñîõðà-
íåíèÿ èíòàêòíûõ çàðîäûøåé àìôèáèé ïîêà íå ðàçðàáî-
òàíû. Â òî æå âðåìÿ â öåëÿõ ãàðàíòèðîâàííîãî ñîõðàíå-
íèÿ áèîëîãè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ æèâîòíûõ, â òîì
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÷èñëå è àìôèáèé, àêòóàëüíà ðàçðàáîòêà ïîäõîäîâ ê äëè-
òåëüíîìó íèçêîòåìïåðàòóðíîìó ñîõðàíåíèþ èõ ãåíîìîâ
è ñîçäàíèþ ãåíåòè÷åñêèõ êðèîêîëëåêöèé (Óòåøåâ, Ãàõî-
âà, 1994; Gakhova, 1998; Uteshev, Gakhova, 2005). Â èñ-
ñëåäîâàíèÿõ ðÿäà àâòîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çàðîäûøå-
âûå êëåòêè àìôèáèé ñîõðàíÿþò òîòèïîòåíòíîñòü äî ñòà-
äèè ãàñòðóëû (ñì. îáçîð: Íèêèòèíà, 1996), ïîýòîìó îíè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîëíîöåííûé ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðè-
àë è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ñîçäàíèÿ ãåíåòè÷å-
ñêèõ êðèîáàíêîâ. Îáúåêòîì íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñëó-
æèëè çàðîäûøè äâóõ âèäîâ àìôèáèé — òðàâÿíîé è
øïîðöåâîé ëÿãóøåê (Rana temporaria è Xenopus laevis).
Êóëüòóðó èçîëèðîâàííûõ êëåòîê ïîëó÷àëè ïóòåì äèññî-
öèèðîâàíèÿ çàðîäûøåé íà ñòàäèè áëàñòóëû â ñðåäå
Íèó—Òâèòòè, íå ñîäåðæàùåé êàëüöèÿ. Äëÿ êðèîêîíñåð-
âèðîâàíèÿ êóëüòóðû çàðîäûøåâûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
ñî÷åòàíèÿ ýíäîöåëëþëÿðíûõ êðèîïðîòåêòîðîâ äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäà (ÄÌÑÎ), ýòèëåíãëèêîëÿ, ìàííèòà èëè ôîð-
ìàìèäà ñ ýêçîöåëëþëÿðíûì ïðîòåêòîðîì ñàõàðîçîé.
Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ çàìîðàæèâàíèÿ ïðèìåíÿëè
ñðåäû, ñîäåðæàùèå ïîëîñòíóþ æèäêîñòü èëè ïëàçìó
êðîâè òðàâÿíîé ëÿãóøêè, íàõîäÿùåéñÿ â çèìíåì àíàáèî-
çå. Çàìîðàæèâàíèå îñóùåñòâëÿëè ïðÿìûì ïîãðóæåíèåì
ïðîáèðîê ñ ìàòåðèàëîì â æèäêèé àçîò (ñêîðîñòü îõëàæ-
äåíèÿ 400—500 °Ñ/ìèí) èëè â ïàðàõ æèäêîãî àçîòà (ñêî-
ðîñòü îõëàæäåíèÿ 10—15 °Ñ/ìèí). Îòòàèâàíèå ïðîâîäè-
ëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 38—40 °Ñ. Ñîõðàííîñòü êðèî-
êîíñåðâèðîâàííûõ êëåòîê îöåíèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì
ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðîõðîìîâ áðîìèäà ýòè-
äèÿ, 1-àíèëèíî-8-íàôòàëèíîñóëüôîíàòà èëè ôëóîðåñöå-
èí-äèàöåòàòà (Óòåøåâ è äð., 2002; Ìåëüíèêîâà è äð.,
2005). Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ çàðî-
äûøåâûõ êëåòîê äâóõ èññëåäîâàííûõ íàìè âèäîâ àìôè-
áèé, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì ñåìåéñòâàì è îáèòàþùèõ â
ðåçêî ðàçëè÷àþùèõñÿ áèîòîïàõ, òðåáîâàëèñü ðàçíûå
óñëîâèÿ äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè. Òàê, äëÿ êðèîêîíñåðâà-
öèè çàðîäûøåâûõ êëåòîê øïîðöåâîé ëÿãóøêè ëó÷øèå
ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè êðèîçà-
ùèòíîãî ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 5 % ãëèöåðèíà è 10 %
ñàõàðîçû (áîëåå 8 % íåïîâðåæäåííûõ êëåòîê). Êðèîêîí-
ñåðâàöèÿ çàðîäûøåâûõ êëåòîê òðàâÿíîé ëÿãóøêè íàèáî-
ëåå óñïåøíîé áûëà ïðè èñïîëüçîâàíèè ñðåäû, ñîäåðæà-
ùåé 10 % ÄÌÑÎ è 10 % ñàõàðîçû ñ äîáàâëåíèåì 1 % áû÷ü-
åãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà. Èç îáùåãî êîëè÷åñòâà çà-
ìîðîæåííî-îòòàÿííûõ êëåòîê 87 % áûëè íåïîâðåæäåí-
íûìè. Ïðèâëåêàþò âíèìàíèå ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ,
â êîòîðûõ â êðèîçàùèòíûå ñðåäû áûëè äîáàâëåíû æèä-
êîñòè èç îðãàíèçìà òðàâÿíîé ëÿãóøêè, íàõîäÿùåéñÿ â
êðèîàíàáèîçå. Ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè êëåòîê òðàâÿíîé
ëÿãóøêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëîñòíîé æèäêîñòè è ïëàç-
ìû êðîâè êîëè÷åñòâî íåïîâðåæäåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿ-
ëî 77 è 50 % ñîîòâåòñòâåííî. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî è âíóòðèïîëîñòíàÿ æèäêîñòü, è ïëàçìà
êðîâè òðàâÿíîé ëÿãóøêè, íàõîäÿùåéñÿ â àíàáèîçå, îáëà-
äàþò êðèîïðîòåêòèâíûìè ñâîéñòâàìè è çàùèùàþò îò
ïîâðåæäåíèé çàðîäûøåâûå êëåòêè äàæå â îòñóòñòâèå â
ñðåäå òðàäèöèîííûõ êðèîïðîòåêòîðîâ. Ñîõðàíÿåìûå â
êðèîáàíêàõ êðèîêîíñåðâèðîâàííûå çàðîäûøåâûå êëåòêè
àìôèáèé ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ðåêîíñòðóêöèè
çèãîò è ïðè íåîáõîäèìîñòè — äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ èñ÷åç-
íóâøèõ â ïðèðîäå âèäîâ (Óòåøåâ, Ãàõîâà, 1994; Uteshev,
Gakhova, 2005).
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Èçâåñòíî, ÷òî çëîêà÷åñòâåííûé ðîñò êëåòîê â îðãà-
íèçìå âî ìíîãîì çàâèñèò îò âçàèìîäåéñòâèÿ îïóõîëåâûõ
êëåòîê ñ èììóííîé ñèñòåìîé. Îäíàêî äî ñèõ ïîð âî ìíî-
ãèõ ñëó÷àÿõ îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêîé ïóòü âûáåðåò êëåò-
êà — â ñòîðîíó çëîêà÷åñòâåííîãî ðîñòà èëè ñàìîóíè÷òî-
æåíèÿ ïóòåì àïîïòîçà. Âûÿâëåíèå ýêñïðåññèè êëþ÷åâûõ
áåëêîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â àïîïòîçå, â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ è êëåòêàõ èììóííîé ñèñòåìû ìîæåò äàòü âîç-
ìîæíîñòü îïðåäåëèòü ñòåïåíü çëîêà÷åñòâåííîñòè êëîíîâ
îïóõîëåâûõ êëåòîê è ïðîãíîçèðîâàòü èõ æèçíåñïîñîá-
íîñòü. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëîñü èçó÷å-
íèå ðîëè ýêñïðåññèè áåëêîâ ñèñòåìû Fas/FasL, à òàêæå
RIP, êàñïàçû 3 è PARP âî âçàèìîäåéñòâèè êëåòîê ãåïàòî-
ìû ÌÃ-22à è ãèñòèîöèòàðíîé ñàðêîìû J-774 ìûøè ñ
êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû îðãàíèçìà, â ÷àñòíîñòè ñ
ñèíãåííûìè ñïëåíîöèòàìè. Íàëè÷èå àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ îêðàñêè àêðèäèíîâûì îðàí-
æåâûì è áðîìèñòûì ýòèäèåì, ìåòîäîì êëîíîãåííîé âû-
æèâàåìîñòè è ýëåêòðîôîðåçîì íèçêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ.
Âûÿâëåíèå ýêñïðåññèè áåëêîâ Fas, FasL, RIP, êàñïàçû 3 è
PARP ïðîâîäèëè ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ñî-
âìåñòíîìó êóëüòèâèðîâàíèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê è ñïëå-
íîöèòîâ in vitro àïîïòîç áûë âûÿâëåí âî âñåõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ êàê â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, òàê è â ñïëåíîöèòàõ,
îäíàêî èíòåíñèâíîñòü åãî ðàçëè÷àëàñü. Ìû ðàçäåëèëè
ìàòåðèàë íà äâå ãðóïïû â çàâèñèìîñòè îò èíòåíñèâíîñòè
àïîïòîçà. Â ïåðâóþ ãðóïïó âîøëè îïûòû, â êîòîðûõ
àïîïòîç â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ âûÿâëÿëñÿ â 80 % êëåòîê,
à àïîïòîç â ñïëåíîöèòàõ — íà íåâûñîêîì óðîâíå. Âî
âòîðóþ ãðóïïó âîøëè îïûòû, õàðàêòåðèçîâàâøèåñÿ î÷åíü
âûñîêèì óðîâíåì àïîïòîçà êàê ó îïóõîëåâûõ êëåòîê
(îêîëî 100 %), òàê è ó ñïëåíîöèòîâ. Â ïåðâîé ãðóïïå
îïûòîâ áûëà âûÿâëåíà âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ Fas äî îïû-
òîâ è â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, è â ñïëåíîöèòàõ, êîòîðàÿ
ñíèæàëàñü ïîñëå ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè. Ýêñïðåññèÿ
FasL äî îïûòîâ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷àñòî äîñòèãàëà
ìàêñèìàëüíûõ çíà÷åíèé, à ïîñëå îïûòîâ ñíèæàëàñü â
îñíîâíîì äî ñðåäíåãî óðîâíÿ. Ýêñïðåññèÿ FasL â ñïëåíî-
öèòàõ âûÿâëÿëàñü íà î÷åíü íèçêîì óðîâíå äî îïûòîâ, íî
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îíà ðåçêî
âîçðàñòàëà. Ýêñïðåññèÿ áåëêîâ RIP, êàñïàçû 3 è PARP â
êëåòêàõ îáîèõ òèïîâ èìåëà ñõîäíûé õàðàêòåð. Îíà îòìå-
÷àëàñü íà î÷åíü íèçêîì óðîâíå äî èíêóáàöèè èëè ñîâñåì
íå âûÿâëÿëàñü, îäíàêî ïîñëå èíêóáàöèè áîëüøå ÷åì â
ïîëîâèíå ñëó÷àåâ ïðîèñõîäèëî ðåçêîå óâåëè÷åíèå ýêñï-
ðåññèè ýòèõ áåëêîâ (èíîãäà äî 100 %), ïðè÷åì ýòî ïðîèñ-
õîäèëî â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ è ñïëåíîöèòàõ â îäíèõ è
òåõ æå îïûòàõ. Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ ýêñïðåññèÿ îñòàâàëàñü
íà áëèçêîì ê íóëþ óðîâíå. Ýêñïðåññèÿ Fas âî âòîðîé
ãðóïïå, êëåòêè êîòîðîé îòëè÷àëèñü âûñîêèì óðîâíåì
àïîïòîçà, ðåäêî èìåëà âûñîêèå çíà÷åíèÿ äî îïûòîâ, îä-
íàêî ïîñëå èíêóáàöèè ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðî-
èñõîäèëî åå çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êàê â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ, òàê è â ñïëåíîöèòàõ. Ýêñïðåññèÿ FasL äî îïû-
òîâ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ íàáëþäàëàñü íà íèçêîì èëè
ñðåäíåì óðîâíå èëè âîîáùå íå íàáëþäàëàñü. Ïîñëå îïû-
òîâ êîëè÷åñòâî êëîíîâ, â êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ íå âûÿâëÿ-
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ëàñü, óâåëè÷èëîñü. Ó áîëüøèíñòâà ñïëåíîöèòîâ äî îïû-
òîâ íå îòìå÷àëàñü ýêñïðåññèÿ FasL, íî ïîñëå èíêóáàöèè
â äâóõ ñëó÷àÿõ èç ïÿòè îíà ðåçêî âîçðîñëà. Ýêñïðåññèÿ
RIP, êàñïàçû 3 è PARP òîæå èìåëà ñõîäíûé õàðàêòåð.
Èíòåðåñíî, ÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê ïåðâîé ãðóïïû â
îïóõîëåâûõ êëåòêàõ îíà âûÿâëÿëàñü íà ñðåäíåì óðîâíå
äî îïûòîâ, à ïîñëå îïûòîâ îñòàâàëèñü êëåòêè, â êîòîðûõ
ýòè áåëêè ïðàêòè÷åñêè íå ýêñïðåññèðîâàëèñü. Ýêñïðåñ-
ñèÿ ýòèõ áåëêîâ ó ñïëåíîöèòîâ íîñèëà òàêîé æå õàðàê-
òåð, êàê ó êëåòîê ïåðâîé ãðóïïû, — îòìå÷àëàñü íà íèç-
êîì óðîâíå äî îïûòîâ, à ïîñëå èíêóáàöèè âûÿâëÿëàñü
èëè íà ñðåäíåì óðîâíå, èëè íà íóëåâîì. Ïðîâåäåííûå
íàìè ýêñïåðèìåíòû ïî ñîâìåñòíîìó êóëüòèâèðîâàíèþ
êëîíîâ êëåòî÷íûõ ëèíèé ãåïàòîìû ÌÃ-22à è ñàðêîìû
J-774 ñ ñèíãåííûìè ñïëåíîöèòàìè ïîçâîëèëè âûÿâèòü
ðàçíûå ñïîñîáû âçàèìîäåéñòâèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê è
êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû, ðåàëèçàöèÿ êîòîðûõ ìîæåò
çàâèñåòü îò ýêñïðåññèè áåëêîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â
ïðîöåññå àïîïòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÀÄÃÅÇÈÎÍÍÛÅ ÊÎÍÒÀÊÒÛ
ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ È ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ:
ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈß È ÐÅÃÓËßÖÈÈ.
© Í. À. Ãëóøàíêîâà, Ä. Â. Àéîëëî, Þ. Ì. Âàñèëüåâ. Ðîñ-
ñèéñêèé îíêîëîãè÷åñêèé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Êàäõåðèíñîäåðæàùèå ìåæêëåòî÷íûå àäãåçèîííûå
êîíòàêòû (ÌÀÊ), àññîöèèðîâàííûå ñ àêòèíîâûìè ìèê-
ðîôèëàìåíòàìè, èãðàþò âàæíåéøóþ ðîëü â îáúåäèíåíèè
êëåòîê â òêàíåâûå ñòðóêòóðû. Ðàçðóøåíèå ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ è óãíåòåíèå ýêñïðåññèè êàäõåðèíà âî
ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ïðåäøåñòâóþò èíâàçèè è ìåòàñòàçèðîâà-
íèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà è ìàëûõ ÃÒÔàç ñåìåéñòâà Rho â îáðà-
çîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ íàìè áûëè èçó÷åíû
çàêîíîìåðíîñòè ñõîæäåíèÿ êëåòîê â óçêîé ðàíå â êóëü-
òóðàõ ýïèòåëèîöèòîâ IAR-2, ôèáðîáëàñòîâ Rat-1, à òàêæå
ôèáðèáëàñòîâ Rat-1, òðàíñôèöèðîâàííûõ êîíñòðóêöèåé,
íåñóùåé ãåí E-êàäõåðèíà. Èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ ìèê-
ðîñêîïèÿ âûÿâèëà òàíãåíöèàëüíóþ îðãàíèçàöèþ ÌÀÊ
ýïèòåëèîöèòîâ, ñîäåðæàùèõ E-êàäõåðèí. ÌÀÊ ôèáðîá-
ëàñòîâ Rat-1 è ôèáðîáëàñòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ êàê
N-êàäõåðèí, òàê è ýêçîãåííûé E-êàäõåðèí, ðàñïîëàãàþò-
ñÿ ïåðïåíäèêóëÿðíî ìåæêëåòî÷íûì ãðàíèöàì è âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ ðàäèàëüíûìè àêòèíîâûìè ïó÷êàìè. Ïðè
ââåäåíèè äîìèíàíòíî-íåãàòèâíîãî áåëêà Rac â êðàåâûå
êëåòêè óçêîé ðàíû íå íàáëþäàëîñü àêêóìóëÿöèè E-êàä-
õåðèíà â çîíå ñõîæäåíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è ôîð-
ìèðîâàíèÿ ÌÀÊ. Îáðàçîâàíèå ðàäèàëüíûõ ÌÀÊ â ôèá-
ðîáëàñòíûõ êëåòêàõ íå çàâèñåëî îò àêòèâíîñòè Rac. Èí-
ãèáèòîð ýôôåêòîðà Rho Rho-êèíàçû — Y-27632 — ðàç-
ðóøàë àêòèíîâûå ïó÷êè ýïèòåëèîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ,
ðåçêî èçìåíÿë õàðàêòåð ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè
êëåòîê ïðè óñòàíîâëåíèè êîíòàêòà. Â ïðèñóòñòâèè
Y-27632 ïðîäîëæàëîñü îáðàçîâàíèåì ïåðâè÷íûõ êîíòàê-
òîâ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê ðàäèàëüíûå
ÌÀÊ ôèáðîáëàñòîâ íå óñòàíàâëèâàëèñü. Èíãèáèòîð ÀÒ-
Ôàçû ìèîçèíà II áëåááèñòàòèí ïðåïÿòñòâîâàë îáðàçîâà-
íèþ ÌÀÊ â êóëüòóðàõ ôèáðîáëàñòîâ è íå âëèÿë íà îáðà-
çîâàíèå íîâûõ ÌÀÊ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Òàêèì
îáðàçîì, ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ ìåæêëåòî÷íûõ

àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ ýïèòåëèîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ
îïðåäåëÿåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü îáùåé îðãàíèçàöèåé àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î ðàçëè÷èÿõ â ðåãóëÿöèè îáðàçîâàíèÿ êàäõåðèíñî-
äåðæàùèõ êîíòàêòîâ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è ôèáðîáëà-
ñòîâ.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈÈ ÊÀËÈß Â ÝÌÁÐÈÎ-
ÍÀËÜÍÎÉ ÊËÅÒÊÅ ÏÎÑËÅ ÎÁÐÀÁÎÒÊÈ ÖÈÒÎÕÀ-
ËÀÇÈÍÎÌ B. © Ä. Â. Ãîëüäøòåéí,1, 2 Â. Í. Ïîãîðåëîâà,1

Ñ. À. ßøêèí,1, 3 À. Ã. Ïîãîðåëîâ.1, 3 1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷å-
ñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Po-
gorelov@iteb.ru, 2 ÇÀÎ «ÐåÌåÒýêñ», Ìîñêâà, è 3 Ôàêóëü-
òåò áèîôèçèêè è áèîìåäèöèíû Ïóùèíñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ïåðåíîñ ÿäðà ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè â ýìáðèîíàëüíóþ
êëåòêó èíäóöèðóåò äåôèöèò êàëèÿ â öèòîïëàçìå ïîñëåä-
íåé (Ãîëüäøòåéí è äð., 2004; Ïîãîðåëîâ è äð., 2004).
Â ðåçóëüòàòå âîçìîæíà òðàíñôîðìàöèÿ îñíîâíûõ ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ êëåòêè (Parkinson
et al., 2002; Taurin et al., 2002; Goldmann et al., 2003).
Ñ öåëüþ ðàçðàáîòêè ñïîñîáîâ êîððåêöèè íåîáõîäèìî
çíàòü, êàêèå ìàíèïóëÿöèè íàèáîëåå êðèòè÷íû äëÿ íàðó-
øåíèÿ êàëèåâîãî ãîìåîñòàçà öèòîïëàçìû. Ìåõàíè÷åñêîå
óäàëåíèå ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà èç êëåòêè ýìáðèîíà ñòàíî-
âèòñÿ âîçìîæíûì ïîñëå îáðàáîòêè öèòîõàëàçèíîì B.
Ïðÿìîå äåéñòâèå ïðåïàðàòà îáóñëîâëåíî òðàíñôîðìà-
öèåé öèòîñêåëåòà, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé àêòèâèçàöèè
êàëèåâûõ êàíàëîâ (Yazaki et al., 1995) è êàê ñëåäñòâèå —
íàðóøåíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî áàëàíñà êàëèÿ. Ïîýòî-
ìó öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â òîì, ÷òîáû îïðåäåëèòü
èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ýëåìåíòà â ýìáðèîíàëüíîé êëåò-
êå ïîä äåéñòâèåì öèòîõàëàçèíà B è âîññòàíîâëåíèå åãî
óðîâíÿ ïîñëå îòìûâàíèÿ ïðåïàðàòà â ôèçèîëîãè÷åñêîé
ñðåäå. Äëÿ èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
êàëèÿ ïðèìåíèëè ýëåêòðîííî-çîíäîâûé ìèêðîàíàëèç.
Âûìûòûå äâóõêëåòî÷íûå ýìáðèîíû ìûøè â G1/S-ôàçå
10 ìèí îáðàáàòûâàëè öèòîõàëàçèíîì B (10 ìêã/ë). Ïî-
ñëåäóþùóþ îòìûâêó ïðåïàðàòà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
20 ìèí ñðåäîé Äþëüáåêêî. Âñå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (24—25 °Ñ). Îáðàáîòàííûå
ýìáðèîíû çàìîðàæèâàëè â æèäêîì ïðîïàíå è ëèîôèëè-
çèðîâàëè â âàêóóìå ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå (–100 °Ñ).
Âûñóøåííûå ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â çàëèâî÷íóþ ñðåäó
è ñóõèì ñòåêëÿííûì íîæîì ïîëó÷àëè ñðåçû òîëùèíîé
2 ìêì, êîòîðûå èññëåäîâàëè â ñêàíèðóþùåì ýëåêòðîí-
íîì ìèêðîñêîïå-ìèêðîàíàëèçàòîðå JSM U3 (JEOL). Ðàñ-
÷åò êîíöåíòðàöèè êàëèÿ ïðîâîäèëè ïî èíòåíñèâíîñòè
ëèíèè K

á
K, âîçáóæäàåìîé â ñðåçå óñêîðåííûìè ýëåêòðî-

íàìè çîíäà (Pogorelov et al., 1991, 1994). Öèòîïëàçìàòè-
÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ êàëèÿ è íàòðèÿ â áëàñòîìåðå äâóõ-
êëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè â ðàçíûõ âàðèàíòàõ îïûòà
îêàçàëàñü ñëåäóþùåé: 1) â ýìáðèîíàõ ñðàçó ïîñëå âûäå-
ëåíèÿ èç ÿéöåâîäà (n = 16) — 108 è 124 ìÌ ñîîòâåòñò-
âåííî; 2) â ýìáðèîíàõ ïîñëå 10 ìèí èíêóáàöèè â öèòîõà-
ëàçèíå B (n = 12) — 117 è 64 ìÌ; 3) â ýìáðèîíàõ, èíêó-
áèðîâàííûõ ñ öèòîõàëàçèíîì B è îòìûòûõ 20 ìèí â
ñðåäå Äþëüáåêêî (n = 12), — 111 è 126 ìÌ (ïðåäñòàâëå-
íû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ óêàçàííîãî ÷èñëà ýìáðèîíîâ;
ñðåäíåêâàäðàòè÷íûå îòêëîíåíèÿ äëÿ êàëèÿ íå áûëî
10 %, äëÿ íàòðèÿ — íå áîëåå 15 %). Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî èíêóáàöèÿ â öèòîõàëàçèíå B âûçû-
âàåò óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè íàòðèÿ â áëàñòîìåðå.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 755



Ýòîò ôàêò ìîæåò îòðàæàòü àêòèâèçàöèþ Na/K-ÀÒÔàçû,
íàïðàâëåííóþ íà êîìïåíñàöèþ óòå÷êè êàëèÿ ÷åðåç êàëè-
åâûå êàíàëû. Îòìûâêà ïðåïàðàòà ïðèâîäèò ê âîññòàíîâ-
ëåíèþ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî Na/K-áàëàíñà. Òàêèì îáðà-
çîì, äåéñòâèå öèòîõàëàçèíà â èñïîëüçóåìîì ïðîòîêîëå
íîñèò îáðàòèìûé õàðàêòåð. Ïî-âèäèìîìó, áîëåå âûðà-
æåííîãî òðàâìàòè÷åñêîãî ýôôåêòà ñëåäóåò îæèäàòü íà
ïîñëåäóþùèõ ýòàïàõ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëü-
íîé êëåòêè.

ÎËÈÃÎÍÓÊËÅÎÒÈÄÛ ÄÍÊ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ KLEB-
SIELLA, ÑÎÄÅÐÆÀÙÈÅ CPG-ÌÎÒÈÂÛ, ÎÊÀÇÛÂÀ-
ÞÒ ÎÏÎÑÐÅÄÎÂÀÍÍÛÉ ÝÔÔÅÊÒ ÍÀ ÑÎÇÐÅÂÀÍÈÅ
ÌÎÍÎÖÈÒÀÐÍÛÕ ÄÅÍÄÐÈÒÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © À. Å. Ãîí-
÷àðîâ, Ë. Ï. Òèòîâ. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò
ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè, Ìèíñê, Ðåñïóáëèêà
Áåëàðóñü.

Ìåõàíèçìû èììóíîìîäóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ÄÍÊ
áàêòåðèé íà èììóíîêîìïåòåíòíûå êëåòêè èçó÷åíû íåäî-
ñòàòî÷íî. Óñòàíîâëåíî, ÷òî èììóíîáèîëîãè÷åñêèé ýô-
ôåêò ÄÍÊ îáóñëîâëåí íåìåòèëèðîâàííûìè CpG-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿìè. Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ (Òèòîâ è äð.,
2005) áûëî ïîêàçàíî âëèÿíèå CpG-ìîòèâîâ ãåíîìà áàê-
òåðèé ðîäà Klebsiella íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü
ìîíîíóêëåàðîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Öåëüþ ðàáîòû
áûëî èçó÷åíèå ïðÿìîãî èëè îïîñðåäîâàííîãî âëèÿíèÿ
äàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ìîíîöèòàðíûõ äåíäðèòíûõ êëåòîê (ÄÊ). Ïðè àíà-
ëèçå ãåíîìà áàêòåðèé ðîäà Klebsiella, âçÿòîãî èç áàçû
äàííûõ NCBI, îáíàðóæåíû äâå ïåðñïåêòèâíûå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè — CpG1 è CpG2. Ìîíîöèòû âûäåëÿëè àäãå-
çèåé íà ïëàñòèêå (äî 25 % ïðèìåñè äðóãèõ êëåòîê, â
îñíîâíîì ïðåäñòàâëåííûõ B-ëèìôîöèòàìè) ëèáî èììó-
íîìàãíèòíîé ñåïàðàöèåé (÷èñòîòà íå ìåíåå 97 %). Ìîíî-
öèòû êóëüòèâèðîâàëè ñ ÃÌ-ÊÑÔ è ÈË-4 â òå÷åíèå 6 ñóò.
Íåçðåëûå ÄÊ (n = 11) èíêóáèðîâàëè ñ ÔÍÎ-á, ñ êîìáè-
íàöèåé îëèãîíóêëåîòèäîâ CPG1 + 2, à òàêæå ñ ÔÍÎ-á +
+ CPG1 + 2 â òå÷åíèå 2 ñóò. Ôåíîòèïèðîâàíèå êëåòîê
ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè öèòîôëóîðèìåòðà FACS Calibu ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîèçâîäñòâà Caltag. Ýêñïðåñ-
ñèþ ìÐÍÊ öèòîêèíîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì real-time
PCR. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íåçðåëûõ ÄÊ, ïîëó÷åííûõ èç
ìîíîöèòîâ, âûäåëåííûõ àäãåçèåé íà ïëàñòèêå ñ îëèãî-
íóêëåîòèäàìè è ÔÍÎ-á, îáà ïðåïàðàòà âûçûâàëè ñðàâ-
íèìûå èçìåíåíèÿ êàê â ìîðôîëîãèè êëåòîê, òàê è â ôå-
íîòèïå, ÷òî ïðîÿâèëîñü â óâåëè÷åíèè ýêñïðåññèè ìîëå-
êóë CD1a, CD80 è HLA-DR ïðè îòñóòñòâèè âëèÿíèÿ íà
CD86. Âñå èíäóêòîðû ñîçðåâàíèÿ ýêñïðåññèðîâàëè ñðàâ-
íèìûå óðîâíè ìÐÍÊ ÈÔÍ-á è ÈË-10. ÄÊ, ñòèìóëèðî-
âàííûå òîëüêî îëèãîíóêëåîòèäàìè, ýêñïðåññèðóþò íà
ïîðÿäîê áîëüøå ìÐÍÊ ÈË12p40 (ÈË-12p40/â-àêòèí —
0.0124 ± 0.0033) ïî ñðàâíåíèþ ñ ÔÍÎ-á (0.0010 ±
� 0.0001). Îäíàêî äàííûå CpG-ìîòèâû íå îêàçûâàëè
âëèÿíèÿ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÄÊ, ïîëó÷åí-
íûõ èç âûäåëåííûõ èììóíîìàãíèòíîé ñåïàðàöèåé ìîíî-
öèòîâ. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ toll-like ðåöåïòîðà 9 (TLR-9) íà
ìîíîöèòàðíûõ ÄÊ îòñóòñòâîâàëà. Â ðåçóëüòàòå áûëî ïî-
êàçàíî èììóíîáèîëîãè÷åñêîå âëèÿíèå êîìáèíàöèè
CpG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé CpG1 è CpG2 ãåíîìà Kl. pne-
umoniae. Îëèãîíóêëåîòèäû âûçûâàëè ñîçðåâàíèå íåçðå-
ëûõ ÄÊ, ÷òî ïðîÿâèëîñü â ñðàâíèìîì ñ ÔÍÎ-á óñèëåíèè
ýêñïðåññèè ìîëåêóë CD1a, CD80 è HLA-DR. Ïðè ýòîì
îòñóòñòâèå óñèëåíèÿ ýêñïðåññèè ìîëåêóëû CD86 â çíà-

÷èòåëüíîé ñòåïåíè êîìïåíñèðóåòñÿ ñóùåñòâåííî áîëü-
øåé ýêñïðåññèåé ìÐÍÊ ïðî-Tx1 öèòîêèíà ÈË-12 â
ñðàâíåíèè ñî ñòàíäàðòíûì èíäóêòîðîì ñîçðåâàíèÿ —
ÔÍÎ-á. Ïîñêîëüêó, ñîãëàñíî ïîäòâåðæäåííûì íàìè ëè-
òåðàòóðíûì äàííûì, toll-like ðåöåïòîð 9 (TLR9), ðàñïî-
çíàþùèé CpG-ìîòèâû, ýêñïðåññèðóåòñÿ íà ïëàçìàöèòî-
èäíûõ ÄÊ è íà B-ëèìôîöèòàõ, íî íå íà ìîíîöèòàðíûõ
ÄÊ, åñòü îñíîâàíèÿ ñ÷èòàòü èçó÷åííûé èììóíîáèîëîãè-
÷åñêèé ýôôåêò îïîñðåäîâàííûì. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå
ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå îòñóòñòâèåì âëèÿíèÿ îëèãîíóêëå-
îòèäîâ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÄÊ, ïîëó÷åííûõ
èç âûñîêîî÷èùåííûõ ìîíîöèòîâ. Îäíàêî â ñëó÷àå âûäå-
ëåíèÿ ìîíîöèòîâ ìåòîäîì àäãåçèè ïîëó÷åííûå îëèãî-
íóêëåîòèäû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ýôôåê-
òèâíûõ èíäóêòîðîâ ñîçðåâàíèÿ ÄÊ.

ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÅ ÑÒÂÎËÎÂÛÅ ÊËÅÒÊÈ: ÝÌÁÐÈ-
ÎÃÅÍÅÇ ÈËÈ ÊÀÍÖÅÐÎÃÅÍÅÇ? © Î. Ô. Ãîðäååâà,1

Í. Þ. Êðàñíèêîâà,1 À. Â. Ëàðèîíîâà,3 Ä. Â. Ãóëÿåâ,1

Ò. Ì. Íèêîíîâà.1 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ è
2 Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñè-
òåò, Ìîñêâà.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ðàññìàòðèâàþò
êàê óíèêàëüíóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷å-
íèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãó-
ëÿöèþ ïðîöåññîâ ðàííåãî ðàçâèòèÿ ìëåêîïèòàþùèõ, ãè-
ñòîãåíåçà è êàíöåðîãåíåçà. Ïåðñïåêòèâû èñïîëüçîâàíèÿ
èõ äëÿ çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè ñòèìóëèðîâà-
ëè ïîÿâëåíèå áîëüøîãî ÷èñëà èññëåäîâàíèé áèîëîãèè
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Îäíàêî øèðîêîìàñø-
òàáíûå èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ñàìîîáíîâëåíèÿ è
äèôôåðåíöèðîâêè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè ëèíèé ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê è äàëüíåéøåé ýêñïàíñèè èõ â êóëüòóðå
in vitro ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ïðîãðàììû èõ äåòåðìèíà-
öèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëþðèïîòåíòíûìè êëåòêàìè ýìáðè-
îíîâ. Íåêîíòðîëèðóåìûå ãåíåòè÷åñêèå è ýïèãåíåòè÷å-
ñêèå ìîäèôèêàöèè ãåíîìà ýòèõ êëåòîê ìîãóò ïðèâîäèòü
ê ïîÿâëåíèþ êëåòîê ñ íåèçâåñòíûìè ñâîéñòâàìè è ïîòåí-
öèàëîì. Äèôôåðåíöèðîâêà ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé in vitro è in vivo â îðãàíèçìå âçðîñëûõ æèâîò-
íûõ-ðåöèïèåíòîâ äåìîíñòðèðóåò àâòîíîìíîñòü ôóíêöè-
îíèðîâàíèÿ ýòèõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì, êîòîðàÿ íàáëþäàåò-
ñÿ òàêæå è ïðè âîçíèêíîâåíèè ðàêîâûõ îïóõîëåé. Â íà-
øåé ðàáîòå èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ñàìûõ ðàí-
íèõ ýòàïîâ äåòåðìèíàöèè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ è ëèíèè ïîëîâûõ êëåòîê èç
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî îïðåäå-
ëåíèå êëåòî÷íîé ñóäüáû ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå èçìåíå-
íèÿ áàëàíñà ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë ðåãóëÿòîðíûõ ïóòåé
Nodal/ Activin/ TGF-áåòà. Äåòåðìèíàöèÿ ïëþðèïîòåíò-
íûõ êëåòîê â ëèíèþ ïåðâè÷íûõ ïîëîâûõ êëåòîê íàèáî-
ëåå áûñòðàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè,
îäíàêî äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè çðåëûõ ãàìåò íåîáõîäèìà
ñêîîðäèíèðîâàííàÿ ñèñòåìà ðåãóëÿöèè. Â îòñóòñòâèå ñî-
îòâåòñòâóþùåé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ïëþðèïîòåíòíûå
êëåòêè îñòàíàâëèâàþòñÿ íà ñòàäèè ïåðâè÷íûõ ïîëîâûõ
êëåòîê. Ïðîôèëü ýêñïðåññèè ãåíîâ, ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ
ëèíèè ïîëîâûõ êëåòîê, îñòàåòñÿ ñòàáèëüíûì íà ðàííèõ è
ïðîäâèíóòûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê in vitro, à òàêæå â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
òåðàòîìàõ. Òàêèì îáðàçîì, ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ
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ïðîöåññîâ êàíöåðîãåíåçà â ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèÿõ è äëÿ ñîçäàíèÿ òåñò-ñèñòåìû ñ öåëüþ ïîèñêà ýôôåê-
òèâíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49185) è ïî ïðîãðàììå ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÂÀÇÎÏÐÅÑÑÈÍ-×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÉ ËÈ-
ÍÈÈ MDCK. © À. Í. Ãîðøêîâ, Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ,
ß. Þ. Êîìèññàð÷èê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã.

Ëèíèÿ MDCK ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óñòàíîâëåííóþ
êóëüòóðàëüíóþ ìîäåëü âàçîïðåññèí-÷óâñòâèòåëüíîãî
ïëîòíîãî ýïèòåëèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî áàçîëàòåðàëüíàÿ ìåìá-
ðàíà äàííûõ êëåòîê ñîäåðæèò V2 — ðåöåïòîðû ê àðãè-
íèí-âàçîïðåññèíó (AVP), ñâÿçûâàíèå êîòîðûõ ñ AVP çà-
ïóñêàåò àäåíèëàò-öèêëàçíûé êàñêàä âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñèãíàëèíãà, ïðèâîäÿùèé ê àêòèâàöèè PKA è ïîñëåäóþ-
ùåìó ôîñôîðèëèðîâàíèþ ðÿäà áåëêîâ. Àêòèíîâûé öèòî-
ñêåëåò ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ó÷àñòíèêîâ ïðî-
öåññà èíäóöèðîâàííîãî âàçîïðåññèíîì òðàíñïîðòà âîäû
÷åðåç ïëîòíûå ýïèòåëèè, â ñâÿçè ñ ÷åì ìû ïðîâåëè èçó-
÷åíèå åãî îðãàíèçàöèè â êëåòêàõ MDCK. Äëÿ ïîäòâåðæ-
äåíèÿ ïðèãîäíîñòè äàííîé êëåòî÷íîé ìîäåëè äëÿ àíàëè-
çà ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà âîäû ñ ïîìîùüþ èììóíîôëó-
îðåñöåíöèè íàìè áûëî èçó÷åíî ñâÿçûâàíèå AVP ñ
ðåöåïòîðàìè â êëåòêàõ MDCK. Ñ ýòîé öåëüþ áûëè èñïîëü-
çîâàíû ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ AVP. Ïðè èí-
êóáàöèè êëåòîê â 10–5—10–6 Ì AVP íà âñåõ èçó÷åííûõ
ñðîêàõ (30 ñ—15 ìèí) íàáëþäàåòñÿ äîñòîâåðíîå óâåëè-
÷åíèå èììóíîôëóîðåñöåíöèè ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè êëå-
òîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè (áåç äîáàâëåíèÿ AVP)
îáðàçöàìè. Ñâÿçàííûé ñ ðåöåïòîðàìè AVP âûÿâëÿåòñÿ â
âèäå íåáîëüøèõ èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùèõ êëàñòå-
ðîâ ïðåèìóùåñòâåííî íà áàçàëüíîé ïîâåðõíîñòè êëåòîê.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðäèëè ôàêò âîçäåéñòâèÿ
AVP íà êëåòêè MDCK è ïðèãîäíîñòü äàííûõ êëåòîê äëÿ
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ àíòèäèóðåòè÷åñêîãî ãîð-
ìîíà. Çàòåì ìû ïðîâåëè àíàëèç îðãàíèçàöèè àêòèíà è íå-
ñêîëüêèõ âàæíåéøèõ âçàèìîäåéñòâóþùèõ äðóã ñ äðóãîì
àêòèíîðãàíèçóþùèõ áåëêîâ (ïàëëàäèíà, àëüôà-àêòèíèíà
è ýçðèíà) â êëåòêàõ MDCK. Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííî-ìèê-
ðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà óñòàíîâëåíî, ÷òî êîíôëþåíò-
íûé ìîíîñëîé MDCK ïðåäñòàâëåí ïîëÿðíûìè êëåòêàìè
ñ ðàçâèòûìè çîíàìè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ: ïëîòíû-
ìè, ïðîìåæóòî÷íûìè è äåñìîñîìàìè. Àïèêàëüíàÿ ïî-
âåðõíîñòü êëåòîê íåñåò ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîðñèí-
êè. Â öèòîïëàçìå çíà÷èòåëüíî ðàçâèòû ýëåìåíòû àïïàðà-
òà Ãîëüäæè, ÷òî ãîâîðèò î âûñîêîé áåëîêñèíòåçèðóþùåé
è ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè äàííûõ êëåòîê. Â íåïîñðåäñò-
âåííîé áëèçîñòè îò àïïàðàòà Ãîëüäæè ëîêàëèçóþòñÿ
ìèêðîòðóáî÷êè. Àêòèíîâûå ìèêðîôèëàìåíòû îáíàðóæè-
âàþòñÿ â àïèêàëüíûõ ìèêðîâîðñèíêàõ, â îáëàñòÿõ ìåæê-
ëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è â âèäå îòäåëüíûõ ïó÷êîâ â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê. Âèçóàëèçàöèÿ àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäè-
íîì ïîäòâåðæäàåò äàííûå óëüòðàñòðóêòóðíîãî àíàëèçà.
Â áàçàëüíîé öèòîïëàçìå âûÿâëåíû ìíîãî÷èñëåííûå
ñòðåññ-ôèáðèëëû, ñâÿçàííûå ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè.
Ïëîòíàÿ ñåòü àêòèíà àññîöèèðîâàíà ñ ìåæêëåòî÷íû-

ìè êîíòàêòàìè. Ïîäñòèëàþùèé àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó
öèòîñêåëåò ïðåäñòàâëåí òîíêèìè ïó÷êàìè àêòèíà â ìèê-
ðîâîðñèíêàõ è ñëàáîôëóîðåñöèðóþùåé ñåòüþ ñóáìåìá-
ðàííûõ àêòèíîâûõ ôèáðèëë. Ñ ïîìîùüþ äâîéíûõ ôëóî-
ðåñöåíòíûõ ìåòîê óñòàíîâëåíî, ÷òî â êëåòêàõ MDCK
àëüôà-àêòèíèí è ïàëëàäèí òåñíî êîëîêàëèçóþòñÿ äðóã ñ
äðóãîì è àññîöèèðîâàíû ñî âñåìè ïåðå÷èñëåííûìè
âûøå àêòèíîâûìè ñòðóêòóðàìè. Ýçðèí ïðèñóòñòâóåò â
îáëàñòè àïèêàëüíîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, â àññîöèàöèè
ñ ñóáìåìáðàííûì àêòèíîì. Óìåðåííàÿ èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèÿ ýçðèíà îáíàðóæèâàåòñÿ òàêæå â îáëàñòè ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ. Â òî æå âðåìÿ ñòðåññ-ôèáðèëëû áà-
çàëüíîé çîíû öèòîïëàçìû êëåòîê MDCK ÿâëÿþòñÿ ýç-
ðèí-íåãàòèâíûìè ñòðóêòóðàìè. Èçâåñòíî, ÷òî ïàðòíåðîì
ïî ñâÿçûâàíèþ ýçðèíà ÿâëÿåòñÿ ïàëëàäèí. Âìåñòå ñ òåì
ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îáíàðóæèëè òîëüêî ÷àñòè÷íóþ
êîëîêàëèçàöèþ äâóõ äàííûõ áåëêîâ â àïèêàëüíîì ñóá-
ìåìáðàííîì öèòîñêåëåòå è â îáëàñòè ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, âçàèìîäåéñòâèå ïàëëàäèíà è
ýçðèíà, î÷åâèäíî, íå ÿâëÿåòñÿ êîíñòèòóòèâíûì (êàê â
ñëó÷àå ñâÿçûâàíèÿ ïàëëàäèíà è àëüôà-àêòèíèíà), à ïîä-
âåðæåíî ðåãóëÿöèè íåêèìè (íà ñåãîäíÿ íåóñòàíîâëåííû-
ìè) ôàêòîðàìè. Â äàëüíåéøåì äàííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ,
òðàíñôèöèðîâàííàÿ àêâàïîðèíîì 2, áóäåò èñïîëüçîâàíà
íàìè äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ òðàíñýïèòåëèàëüíîãî
òðàíñïîðòà âîäû.

ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ËÀÁÈËÜÍÎÃÎ ÀÍÒÈÃÅÍÀ ßÄÐÛØ-
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ÊÓËÜÒÓÐÅ. © À. À. Ãðèãîðüåâ,1, 2 À. Ì. Ìóðàòàëèåâ,1

Þ. Â. Àáëàåâà,1 Ò. È. Áóëû÷åâà,2 Î. Â. Çàöåïèíà.1, 3 1 Èí-
ñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ, zatsepin@ibch.ru,
2 Ãåìàòîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, è
3 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñè-
òåòà.

Èç ïðàêòèêè õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî äëèòåëüíîå âûðà-
ùèâàíèå èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê â êóëüòóðå in vitro
ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ èõ ïåðâîíà÷àëüíûõ ïðè-
çíàêîâ, òàêèõ êàê îáùàÿ ìîðôîëîãèÿ, ñïîñîáíîñòü ê ïðî-
ëèôåðàöèè, ñêîðîñòü óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè, óâåëè÷åíèå
÷èñëà ãèáíóùèõ êëåòîê è èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
âíåøíèì âîçäåéñòâèÿì. Ýòè ïðèçíàêè íàêàïëèâàþòñÿ ñî
âðåìåíåì è â ñîâîêóïíîñòè óêàçûâàþò íà óõóäøåíèå îá-
ùåãî ñîñòîÿíèÿ êóëüòóðû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåä-
ëàãàåì íîâûé öèòîëîãè÷åñêèé ïîäõîä äëÿ îöåíêè ñîñòî-
ÿíèÿ êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa, îñíîâàííûé íà èçìåíåíèÿõ â
õàðàêòåðå ëîêàëèçàöèè ñïåöèôè÷åñêîãî ÿäðûøêîâîãî
àíòèãåíà (íàçâàí A3-àíòèãåí), ïðåäïîëîæèòåëüíî âõîäÿ-
ùåãî â ñîñòàâ òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ ïîëè-
ìåðàçû I. A3-àíòèãåí ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì è èñêëþ÷è-
òåëüíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ óçíàåòñÿ ìîíîêëîíàëüíûì
àíòèòåëîì (íàçâàíî A3), êîòîðîå áûëî ïîëó÷åíî ïðè èì-
ìóíèçàöèè ìûøåé ëèíèè Balb/c ãðóáîé ôðàêöèåé ÿäåð
êëåòîê Ramos ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé íàìè ðàíåå (Áó-
ëû÷åâà è äð. Öèòîëîãèÿ, 2000, 42: 944—954). Èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëîì A3 êëåòîê æèâîò-
íûõ ðàçíûõ âèäîâ ïîêàçàëî, ÷òî A3-àíòèãåí âûÿâëÿåòñÿ
òîëüêî â êëåòêàõ ÷åëîâåêà è äðóãèõ ïðèìàòîâ âíå çàâèñè-
ìîñòè îò èõ ëèíåéíîãî èëè òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Â
ÿäðûøêàõ èììóíîðåàêòèâíûõ êëåòîê, âêëþ÷àÿ ñòàíäàðò-
íûå HeLa, MCF-7, ôèáðîáëàñòû êîæè è äð., A3-àíòèãåí
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ëîêàëèçóåòñÿ â ñîñòàâå ìíîãî÷èñëåííûõ ôîêóñîâ, ñîâ-
ïàäàþùèõ ñ ìåñòàìè ñèíòåçà ðÐÍÊ, à â ìèòîçå — â ñâÿçè
ñ ðàéîíàìè ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ õðîìîñîì
(ðÄÍÊ). Ýòè ïðèçíàêè ïîçâîëÿþò îòíåñòè A3-àíòèãåí ê
áåëêîâûì êîìïîíåíòàì òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà
ÐÍÊ ïîëèìåðàçû I. Óäèâèòåëüíûì ñâîéñòâîì A3-àíòèãå-
íà ÿâëÿåòñÿ èçìåíåíèå åãî õàðàêòåðíîé ëîêàëèçàöèè â
÷àñòè ïîïóëÿöèè êëåòîê êóëüòóðû HeLa ïðè åå äëèòåëü-
íîì (äî 6—8 ìåñ) êóëüòèâèðîâàíèè. Ïðè âûðàùèâàíèè
êëåòîê HeLa â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ñðåäà ÄÌÅÌ,
10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, HyClone,
ñòàíäàðòíûå êîíöåíòðàöèè ñòðåïòîìèöèíà è ïåíèöèëëè-
íà; 37° C, 5 % CO2) ÷åðåç 2—4 ìåñ ïîñëå íà÷àëà ðàáîòû ñ
êóëüòóðîé ñðåäè íîðìàëüíûõ êëåòîê, õàðàêòåðèçóþùèõ-
ñÿ èçáèðàòåëüíîé ëîêàëèçàöèåé A3-àíòèãåíà â ÿäðûø-
êàõ, âûÿâëÿþòñÿ êëåòêè, â êîòîðûõ A3-àíòèãåí ðàñïî-
ëàãàåòñÿ íå òîëüêî â ÿäðûøêàõ, íî è â äèñêðåòíûõ íóê-
ëåîïëàçìàòè÷åñêèõ ôîêóñàõ. Ïðîäîëæåíèå ðàáîòû ñ
«èçìåíåííîé» êóëüòóðîé ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî äîëÿ àíî-
ìàëüíûõ êëåòîê â íåé ïîñòåïåííî âîçðàñòàåò äî 30—
50 %. Ýòîò ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîÿâëåíèåì â êóëü-
òóðàëüíûõ ôëàêîíàõ èëè íà ïðåïàðàòàõ ìíîãî÷èñëåííûõ
ãèáíóùèõ êëåòîê, à òàêæå ïîâûøåíèåì ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè êóëüòóðû ê âîçäåéñòâèþ òðèïñèíà, èíãèáèòîðîâ
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè. Ïðè÷èíû ñïîíòàííûõ èçìå-
íåíèé â ëîêàëèçàöèè A3-àíòèãåíà â êëåòêàõ HeLa ñî
âðåìåíåì íåèçâåñòíû. Åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî
îïðåäåëåííóþ ðîëü â èõ âîçíèêíîâåíèè ìîæåò èãðàòü
ïðèñóòñòâèå â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñëåäîâûõ êîëè-
÷åñòâ àíòèáèîòèêîâ, îêàçûâàþùèõ èíãèáèðóþùåå âëèÿ-
íèå íà ñèíòåç áåëêà â êëåòêàõ ýóêàðèîò. Ðàíåå íàìè ïîêà-
çàíî, ÷òî ÷àñòè÷íîå èëè ïîëíîå ïîäàâëåíèå òðàíñëÿöèè â
ðàçíûõ òèïàõ êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ àíòè-
áèîòèêîâ, ñïåöèôè÷åñêè èíãèáèðóþùèõ ýóêàðèîòè÷å-
ñêèé ñèíòåç áåëêà, òàêæå ïðèâîäèò ê ìèãðàöèè A3-àíòè-
ãåíà èç ÿäðûøêà â ÿäðî. Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì, ÷òî
õàðàêòåð ðàñïîëîæåíèÿ íåêîòîðûõ áåëêîâ ÿäðûøêà ìî-
æåò ÿâëÿòüñÿ ïðîñòûì è íàäåæíûì öèòîëîãè÷åñêèì ìàð-
êåðîì, óêàçûâàþùèì íà íà÷àëî ñòàðåíèÿ êëåòîê ÷åëîâå-
êà â êóëüòóðå â ïðîöåññå èõ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâà-
íèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-08131 îôè-à).

ÂËÈßÍÈÅ ÃÈÏÎÊÑÈÈ ÍÀ ÆÈÇÍÅÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜ
ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ, ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÞ Ó
ÍÈÕ ÌÎËÅÊÓË ÀÄÃÅÇÈÈ, ÑÅÊÐÅÖÈÞ ÈÍÒÅÐËÅÉ-
ÊÈÍÀ-6 È ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ ÑÎÑÓÄÎÂ. © Î. Ñ. Ãðè-
íàêîâñêàÿ, Ë. Á. Áóðàâêîâà. ÃÍÖ ÐÔ Èíñòèòóò ìåäè-
êî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Âàæíàÿ ðîëü â ðåãóëÿöèè ñîñóäîäâèãàòåëüíûõ ðåàê-
öèé â óñëîâèÿõ íåäîñòàòêà êèñëîðîäà ïðèíàäëåæèò ïà-
ðàêðèííîé ôóíêöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (ÝÊ), êîòî-
ðûå ñèíòåçèðóþò ïðîñòàöèêëèí, îêñèä àçîòà, ïðåäñåðä-
íûé íàòðèéóðåòè÷åñêèé ôàêòîð, àêòèâàòîð ïëàçìèíîãåíà,
ýíäîòåëèàëüíûé ôàêòîð ðîñòà ñîñóäîâ (hVEGF), IL-6 è
öåëûé ðÿä äðóãèõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ. Èç-
âåñòíî, ÷òî ïðè îñòðîé ãèïîêñèè ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèå
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÝÊ, ñâÿçàííîå ñ íàðóøåíèåì ñèíòåçà
ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûõ èíòåðëåéêèíîâ, è èçìåíåíèÿ
ñòåïåíè àäãåçèè ëåéêîöèòîâ è òðîìáîöèòîâ, ïðîíèöàåìî-

ñòè ñîñóäèñòîé ñòåíêè. Ïðè äëèòåëüíîì âîçäåéñòâèè
ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå è ãè-
ïîêñèè, ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå èñòîùåíèå è èçâðàùå-
íèå êîìïåíñàòîðíîé ñïîñîáíîñòè ýíäîòåëèÿ, ïðèâîäÿ-
ùåå ê âàçîêîíñòðèêöèè ïðîëèôåðàöèè. Â òî æå âðåìÿ
ïðàêòè÷åñêè íåò äàííûõ î âëèÿíèè íà êóëüòèâèðóåìûå
ÝÊ ìíîãîêðàòíûõ ãèïîêñè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé ðàçëè÷-
íîé ïðîäîëæèòåëüíîñòè. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ êðàòêîâðåìåííîé è äëèòåëüíîé ïîâòîðÿþùåéñÿ
ãèïîêñèè íà æèçíåñïîñîáíîñòü ÝÊ, ýêñïðåññèþ ìîëåêóë
àäãåçèè íà èõ ïîâåðõíîñòè — ICAM-1 è VCAM-1, ñåêðå-
öèþ IL-6 è hVEGF. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ÝÊ
ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà, âûäåëåííûå ïî ìîäèôèöèðî-
âàííîìó ìåòîäó Äæèìáðîíå (Àíòîíîâ è äð., 1986), ñóá-
êóëüòèâèðîâàííûå äî 4-ãî ïàññàæà â ñòàíäàðòíûõ óñëî-
âèÿõ (5 % CO2, 37 °C). Èçìåíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè, ýê-
ñïðåññèè ìîëåêóë àäãåçèè è ýêñêðåöèè IL-6 è hVEGF
èçó÷àëè ïðè îäíî-, äâóõ- è òðåõêðàòíîì êðàòêîâðåìåí-
íîì (3 ÷) è äëèòåëüíîì (18 ÷) âîçäåéñòâèÿõ íà êóëüòèâè-
ðóåìûå ÝÊ ãèïîêñè÷åñêèõ ãàçîâûõ ñìåñåé. Ãèïîêñèþ
ñîçäàâàëè â ãåðìåòè÷íî çàìêíóòîé êàìåðå StemCell Tech-
nologies Inc. (Êàíàäà), ñíèæàÿ ñîäåðæàíèå O2 äî 5 % ïðè
çàìåùåíèè âîçäóõà ãàçîâûìè ñìåñÿìè (95 % N2 + 5 %
CO2 èëè 95 % Ar + 5 % CO2). Îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè
ÝÊ ñ ïîìîùüþ íàáîðà Annexin-V — PJ (Immunotech,
Ôðàíöèÿ) íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Epix XL (Bec-
kman Coulter, ÑØÀ) ïîêàçàëà, ÷òî âíå çàâèñèìîñòè îò
óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ (21 èëè 5 % O2) ÷èñëî æèâûõ
êëåòîê ñîñòàâëÿëî 90—92 %, 7—8 % êëåòîê áûëî â

ñòàäèè íåêðîçà/âòîðè÷íîãî íåêðîçà è 1—2 % — àïîïòî-
òè÷åñêè èçìåíåííûìè. Èçìåíåíèå ñòåïåíè ýêñïðåññèè
ìîëåêóë àäãåçèè íà ïîâåðõíîñòè ÝÊ îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
FITC-ìå÷åííûõ àíòèòåë. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè òðåõêðàòíûõ
êðàòêîâðåìåííûõ ýêñïîçèöèÿõ êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ VCAM-1, óìåíüøàëîñü â ñðåäíåì ñ 58 äî
50 %. Â òî æå âðåìÿ ìíîãîêðàòíàÿ äëèòåëüíàÿ ãèïîêñèÿ
ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
VCAM-1, ñ 50 äî 80 %. Íå áûëî îòìå÷åíî ñóùåñòâåííî-
ãî èçìåíåíèÿ ñòåïåíè ýêñïðåññèè ICAM-1 íà ïîâåðõíî-
ñòè ÝÊ ïðè îäíîêðàòíûõ è ìíîãîêðàòíûõ âîçäåéñòâèÿõ.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè IL-6 è hVEGF â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå èñïîëüçîâàëè èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç
è ñòàíäàðòíûå íàáîðû Biosourse (ÑØÀ). Ïîêàçàíî, ÷òî
ñåêðåöèÿ hVEGF óâåëè÷èâàåòñÿ â 2 ðàçà óæå ïîñëå îäíî-
êðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ. Â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè íàáëþ-
äàëàñü òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ êîíöåíòðàöèè hVEGF,
îäíàêî åãî óðîâåíü íå äîñòèãàë êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé
äàæå ÷åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè.
Ïîñëåäóþùèå äâóõ- è òðåõêðàòíàÿ ýêñïîçèöèè â ãèïîê-
ñèè ïðèâîäèëè ê äàëüíåéøåìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ
hVEGF â ñðåäå. Îäíî- è ìíîãîêðàòíûå äëèòåëüíûå ýêñ-
ïîçèöèè ÝÊ ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè O2 âûçûâàëè
ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè hVEGF è IL-6 â 2.5—3.0 ðàçà.
Â ïåðèîäå ðåîêñèãåíàöèè íàáëþäàëîñü óìåíüøåíèå èõ
êîíöåíòðàöèè, êîòîðàÿ, âïðî÷åì, íå äîñòèãàëà ïåðâîíà-
÷àëüíîãî óðîâíÿ. Ñðàçó ïîñëå îäíî- è ìíîãîêðàòíûõ
êðàòêîâðåìåííûõ ýêñïîçèöèé ÝÊ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè
íå áûëî âûÿâëåíî ïîâûøåíèÿ ñåêðåöèè IL-6, îäíàêî åå
ïîäúåì íà÷èíàëñÿ â ïåðèîäå ïîñëåäåéñòâèÿ. Ïðåäñòàâ-
ëåííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ïîëó÷åííûå ðàíåå
äàííûå î òîì, ÷òî êóëüòèâèðóåìûé ýíäîòåëèé õîðîøî
ïåðåíîñèò ãèïîêñè÷åñêèå óñëîâèÿ, íåñìîòðÿ íà ñòðåññ-
ðåàêöèþ, î êîòîðîé ñâèäåòåëüñòâóåò ïîâûøåííàÿ ýêñê-
ðåöèÿ IL-6. Óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê, íåñóùèõ íà ïîâåð-

758 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì «Áèîëîãèÿ êëåòêè â êóëüòóðå»



õíîñòè VCAM-1, è óñèëåíèå ñèíòåçà hVEGF ïðè äëèòå-
ëüíûõ ãèïîêñè÷åñêèõ âîçäåéñòâèÿõ ìîãóò ñâèäåòåëüñò-
âîâàòü îá àêòèâàöèè ïðîöåññîâ àíãèîãåíåçà è èíãèáè-
ðîâàíèè ïðîöåññîâ àïîïòîçà. Ïðè ýòîì òîëüêî ìíîãî-
êðàòíûå äëèòåëüíûå ýêñïîçèöèè èçìåíÿþò àäãåçèâíûå
ñâîéñòâà êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðåäî-
ñòàâëåííîé Îòäåëåíèåì áèîëîãè÷åñêèõ íàóê ÐÀÍ è ïî
ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-
6364.2006.4).

ÊÀÐÈÎÒÈÏÈ×ÅÑÊÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÏÅÐÂÈ×-
ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÈÇ ÝÌÁÐÈÎÍÎÂ
ÌÛØÈ, ÏÐÀÐÎÄÈÒÅËÈ ÊÎÒÎÐÎÉ ÁÛËÈ ÒÐÀÍÑ-
ÔÈÖÈÐÎÂÀÍÛ ÃÅÍÎÌ gep. © Ò. Ì. Ãðèí÷óê, È. À. Ãà-
áàé, Ê. Ì. Èâàíöîâ, È. Â. Êîæóõàðîâà, Â. Ì. Ìèõàéëîâ,
Ë. Ë. Àëåêñååíêî, Â. Â. Çåíèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Êàê èçâåñòíî êàðèîòèï ìûøè â ïðèðîäå ñòàáèëåí è
ïðåäñòàâëåí 19 ïàðàìè àóòîñîì è 2 ïîëîâûìè õðîìîñî-
ìàìè. Ïðè èññëåäîâàíèè èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíîâ ìûøåé òðàíñãåííîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (îäíà ëèíèÿ áûëà ïîëó÷åíà èç êëåòîê ýì-
áðèîíà, ñîäåðæàùåãî îíêîãåí v-sis ïîä ïðîìîòîðîì
MMTV, äâå — èç ýìáðèîíîâ, ñîäåðæàùèõ îíêîãåí K51),
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óæå íà 3—5-ì ïàññàæàõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ in vitro êëåòêè, íåñóùèå â ñâîåì ãåíîìå ÷óæå-
ðîäíûé îíêîãåí, õàðàêòåðèçîâàëèñü êàðèîòèïè÷åñêîé
ãåòåðîãåííîñòüþ, ñâÿçàííîé ñ ïîÿâëåíèåì îêîëîäèïëî-
èäíûõ è îêîëîòåòðàïëîèäíûõ âàðèàíòîâ õðîìîñîì, èìå-
þùèõ ïåðåñòðîéêè. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî õàðàêòåð èçìåíå-
íèé äëÿ êàæäîé ëèíèè îêàçàëñÿ èíäèâèäóàëüíûì, áûëà
óñòàíîâëåíà îáùàÿ çàêîíîìåðíîñòü: äàæå íåïðîäîëæè-
òåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå (15—20 ïàññàæåé) ïðèâîäèëî
ê óñèëåííîé íåñïåöèôè÷åñêîé äåñòàáèëèçàöèè ñòðóêòó-
ðû êàðèîòèïà, âûðàæàþùåéñÿ â óñèëåíèè àíåóïîëèïëî-
èäèçàöèè ãåíîìà è â ïðîãðåññèè êîëè÷åñòâà è ðàçíîîáðà-
çèÿ ïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì (Ãðèí÷óê è äð., 2004). Â
ñâÿçè ñ òåì ÷òî êëåòêè ìûøè, ìàðêèðîâàííûå çåëåíûì
áåëêîì â ðåçóëüòàòå ââåäåíèÿ â íèõ ãåíà gep, ïðåäñòàâ-
ëÿþò áîëüøîé èíòåðåñ â êà÷åñòâå ðàçíîîáðàçíûõ òåñò-
ñèñòåì, à òàêæå â êà÷åñòâå ôèäåðà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ñòâîëîâûõ êëåòîê, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí äå-
òàëüíûé àíàëèç ñòåïåíè ñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïà êëåòîê,
òðàíñôèöèðîâàííûõ ãåíîì gep, ïðè ïåðåâîäå èõ â óñëî-
âèÿ in vitro. Ñ ýòîé öåëüþ ãîìîãåíàò 13-ñóòî÷íûõ ýìáðè-
îíîâ, ïîëó÷åííûõ îò ñêðåùèâàíèÿ ñàìêè ìûøè òðàíñ-
ãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ñ ñàìöîì ëèíèè C57B1/6, áûë
ïåðåâåäåí â óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ âíå îðãàíèçìà. Íà
2-ì ïàññàæå ïîñëå ââåäåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðó (ÄÌÅÌ,
10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è ãåíòàìèöèí)
îíè áûëè êàðèîòèïèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà
îêðàøèâàíèÿ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì íà G-äèñêè. Íà ìî-
ìåíò èññëåäîâàíèÿ çåëåíûì áåëêîì áûëî ìàðêèðîâàíî
15—20 % êëåòîê. Êàðèîòèïèðîâàíèå âûÿâèëî ãåíîìíóþ
íåîäíîðîäíîñòü ïðîàíàëèçèðîâàííîãî ìàòåðèàëà: 80 %
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿëè àíåóïëîèäíûå êëåòêè
ñ ïñåâäî- èëè îêîëîäèïëîèäíûì ÷èñëîì õðîìîñîì,
20 % — êëåòêè ñ àíåóïîëèïëîèäíûì íàáîðîì, ïî ÷èñëó
õðîìîñîì áëèçêèì ê îêîëîòåòðàïëîèäíîìó. Â êëåòêàõ
îêîëîäèïëîèäíîãî ðÿäà õðîìîñîìíûõ êîïèé âàðüèðîâà-
ëî ïðåèìóùåñòâåííî îò 0 äî 3, â àíåóïîëèïëîèäíûõ

êëåòêàõ âàðèàáåëüíîñòü ýòîãî ïîêàçàòåëÿ áûëà âûøå:
ïðåäåëû âàðüèðîâàíèÿ ÷èñëà õðîìîñîìíûõ ýêñòðàêîïèé
êàê â ïðåäåëàõ êëåòêè, òàê è ìåæäó êëåòêàìè áûëè îò 0
äî 6. Êàæäàÿ ïðîêàðèîòèïèðîâàííàÿ êëåòêà èìåëà óíè-
êàëüíûé íàáîð, ïðåäñòàâëåííûé íîðìàëüíûìè õðîìîñî-
ìàìè ìûøè â ðàçíîì ÷èñëå êîïèé è ðàçíîîáðàçíûìè ïî
ïðîèñõîæäåíèþ àòèïè÷íûìè õðîìîñîìàìè: äâóïëå÷è-
ìè, âîçíèêøèìè â ðåçóëüòàòå òàê íàçûâàåìûõ ðîáåðòñî-
íîâñêèõ òðàíñëîêàöèé (ýêòîïè÷åñêèõ àññîöèàöèé ìåæäó
íåãîìîëîãè÷íûìè ýðîìîñîìàìè â îáëàñòè öåíòðîìåð),
äèöåíòðèêàìè, îáðàçîâàííûìè ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíî-
ãî òðàíñëîöèðîâàíèÿ (ýêòîïè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ) ðàçíî-
òèïíûõ õðîìîñîì ïîñëåäîâàòåëüíî, ïåðåñòðîåííûì ðàç-
ëè÷íûìè ñïîñîáàìè òåëîöåíòðè÷åñêèìè õðîìîñîì.
Êëåòêè ñî ñòàíäàðòíûì êàðèîòèïîì ìûøè â ïðîàíàëèçè-
ðîâàííîì íàìè ìàòåðèàëå îòñóòñòâîâàëè. Èçâåñòíî, ÷òî
ëþáûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå è ìûøè, ïðè
ïåðåâîäå â óñëîâèÿ in vitro ïðåòåðïåâàþò ñïîíòàííûå èç-
ìåíåíèÿ íà óðîâíå êàðèîòèïà àäàïòàöèîííîãî õàðàêòåðà
â ñâÿçè ñ ââåäåíèåì êëåòîê â êóëüòóðó è(èëè) â ñâÿçè ñ
èììîðòàëèçàöèåé. Õàðàêòåð ýòèõ èçìåíåíèé â êàæäîì
êîíêðåòíîì ñëó÷àå ìîæåò áûòü ðàçíûì, íî ñêîðîñòü èç-
ìåíåíèé íà ïåðâûõ ýòàïàõ íåâåëèêà. Ðàçíîêà÷åñòâåííàÿ
êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü ïðîàíàëèçèðîâàííîãî
â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìàòåðèàëà, âûÿâëåííàÿ íà î÷åíü ðàí-
íåì ýòàïå ïîñëå ââåäåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðó, ïîçâîëÿåò
ðàññìàòðèâàòü åå êàê èíäóöèðîâàííóþ âíåñåíèåì â êëå-
òî÷íûé ãåíîì ìûøè ÷óæåðîäíîãî áåëêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49609).

ÊÀÐÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ ÀÍÀËÈÇ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ËÈ-
ÍÈÈ, ÏÎËÓ×ÅÍÍÎÉ ÈÇ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ
ÌÛØÈ, ÏÐÀÐÎÄÈÒÅËÈ ÊÎÒÎÐÎÉ ÁÛËÈ ÒÐÀÍÑ-
ÔÈÖÈÐÎÂÀÍÛ ÃÅÍÎÌ gep . © Ò. Ì. Ãðèí÷óê ,
Ê. Ì. Èâàíöîâ, È. À. Ãàáàé, Á. Â. Ïîïîâ, Â. Ì. Ìèõàéëîâ,
Í. Ñ. Ñêðèïêèíà, Ë. Ë. Àëåêñååíêî. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â îñíîâó íàñòîÿùåãî ñîîáùåíèÿ ïîëîæåíû äàííûå
êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòî÷íîé ëèíèè, ïîëó÷åííîé
â ðåçóëüòàòå ââåäåíèÿ â óñëîâèÿõ in vitro êëåòîê êîñòíî-
ãî ìîçãà ìûøè ëèíèè C57B1/6, ïðàðîäèòåëè êîòîðîé
áûëè òðàíñôèöèðîâàíû ãåíîì gep. Ñ ïðèìåíåíèåì ìåòî-
äà îêðàñêè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì íà G-äèñêè áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî óæå íà 6-ì ïàññàæå àíàëèçèðóåìûå êëåòêè õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü âñåìè ïðèçíàêàìè òðàíñôîðìèðîâàííî-
ãî ãåíîòèïà: àíåóïîëèïëîèäèåé, ñâÿçàííîé ñ áîëüøèì
ðàçáðîñîì ÷èñëà õðîìîñîì (îò 46 äî 85) è îòñóòñòâèåì
ìîäàëüíîãî êëàññà, âàðèàáåëüíîñòüþ ÷èñëà ýêñòðàêîïèé
òîé èëè èíîé õðîìîñîìû êàê â ïðåäåëàõ êëåòêè (îò 1 äî
5 êîïèé), òàê è îò êëåòêè ê êëåòêå, íàëè÷èåì ñòðóêòóðíî
ïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì, â òîì ÷èñëå ÷àñòî âñòðå÷àå-
ìîé áîëüøîé ìàðêåðíîé õðîìîñîìû, â 2 ðàçà ïðåâîñõî-
äÿùåé äëèíó õðîìîñîìû 1, äâóïëå÷èõ õðîìîñîì, âîç-
íèêøèõ â ðåçóëüòàòå ðîáåðòñîíîâñêèõ ñëèÿíèé, äèöåíò-
ðèêîâ — â ðåçóëüòàòå ïîñëåäîâàòåëüíîãî îáúåäèíåíèÿ
òåëîöåíòðèêîâ, ïîÿâëåíèåì äîïîëíèòåëüíîãî ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà â âèäå ñâåðõìåëêèõ ìèêðîõðîìîñîì è
ÃÎÎ â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ íåêîòîðûõ õðîìîñîì,
äåëàþùèõ èõ äâóïëå÷èìè. Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ îáíàðó-
æåíû ñóïåðïîëèïëîèäíûå êëåòêè ñ ÷èñëîì õðîìîñîì äî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 759



160. Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
(îêîëî 50 ïàññàæåé) õàðàêòåð èõ êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòà-
áèëüíîñòè, çà èñêëþ÷åíèåì óòðàòû ìàðêåðíîé õðîìîñî-
ìû, ñîõðàíÿëñÿ. Î÷åâèäíî, ÷òî â êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà
âçðîñëûõ ìûøåé ïðè èõ ïåðåâîäå èç in vivo â in vitro ñå-
ëåêòèâíî âûãîäíûìè îêàçàëèñü àíåóïëîèäíûå âàðèàíòû,
ñóùåñòâóþùèå íàðÿäó ñ îêîëîïëîèäíûìè â ýìáðèîíàëü-
íûõ GFP-òðàíñôåêòàíòàõ in vitro. Âîçíèêíîâåíèå â ìû-
øàõ, èíúåöèðîâàííûõ âíóòðèìûøå÷íî êëåòêàìè äàííîé
ëèíèè (46-é ïàññàæ, íî íå 15-é), îïóõîëåé (ìåçåíõèìîìû)
ãîâîðèò î òîì, ÷òî âñòóïèâøèå íà ïóòü ïðîãðåññèðóþùåé
äåñòàáèëèçàöèè ãåíîìà êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ïðåòåðïå-
âàþò â ñèñòåìå in vitro î÷åíü áûñòðîå îçëîêà÷åñòâëåíèå.

ÐÀÇËÈ×ÍÀß ÐÎËÜ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎ-
ÐÎÂ STAT1 È STAT3 ÏÐÈ ÑÒÈÌÓËßÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ
A431 ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÛÌ ÔÀÊÒÎÐÎÌ ÐÎÑÒÀ.
© Ï. Ñ. Ãðóäèíêèí, Í. Í. Íèêîëüñêèé. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431
õàðàêòåðèçóþòñÿ îâåðýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëü-
íîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ) è îòâå÷àþò ãèáåëüþ êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè íà äåéñòâèå ÝÔÐ â âûñîêèõ (íàíîìîëÿð-
íûõ) êîíöåíòðàöèÿõ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî ó÷àñòèå àêòè-
âèðóåìîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà STAT1 â ýòîì
îòâåòå êëåòîê A431 íà ÝÔÐ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà STAT â êëåòêàõ
A431 íàìè áûëî ïðèìåíåíî òðàíñôèöèðîâàíèå êëåòîê
ïëàçìèäàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ìàëûå èíòåðôåðèðóþ-
ùèå ÐÍÊ (siRNA) ïðîòèâ STAT1 èëè STAT3 è ïîëó÷åíû
ïîñòîÿííûå ëèíèè êëåòîê A431 ñ íîêäàóíîì (óìåíüøåí-
íûì êîëè÷åñòâîì) îäíîãî èç ýòèõ áåëêîâ. Ïîëó÷åííûå
òðàíñôåêòàíòû íå îòëè÷àëèñü ñóùåñòâåííî ïî ñêîðîñòè
ðîñòà â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ îò ðîäèòåëüñêîé ëèíèè è
îò êîíòðîëüíûõ òðàíñôåêòàíòîâ ñ íåôóíêöèîíàëüíîé
ïëàçìèäîé. Ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ íîêäàóí STAT1 (íî íå
STAT3) ïðåïÿòñòâîâàë ñíèæåíèþ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.
Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî îñíîâíûì ìå-
õàíèçìîì äåéñòâèÿ ÝÔÐ ÿâëÿåòñÿ STAT1-çàâèñèìàÿ èí-
äóêöèÿ àïîïòîçà. Íîêäàóí STAT3 ñóùåñòâåííî íå âëèÿë
íà ïðîòåêàíèå àïîïòîçà, õîòÿ çíà÷èòåëüíî ñíèæàë âû-
çûâàåìóþ ÝÔÐ èíäóêöèþ àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà
Bcl-XL è èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p21Waf 1.
Êðîìå òîãî, íîêäàóí STAT3 èíãèáèðîâàë âûçûâàåìóþ
ÝÔÐ ðàçáîðêó ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ÷òî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ E-êàäãåðèíà, íàáëþäàâ-
øèìñÿ òîëüêî â îòñóòñòâèå STAT3. Ïî-âèäèìîìó, áà-
ëàíñ ñòèìóëèðóåìûõ STAT3 àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ è ïðî-
àïîïòîòè÷åñêèõ ïóòåé íèâåëèðóåò ñóììàðíûé ýôôåêò
STAT3 ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ íà êëåòêè A431.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49773) è ïî ïðîãðàììå ïîä-
äåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-2231.2003.4).

ÂËÈßÍÈÅ ÏÐÎËÀÊÒÈÍÀ ÍÀ ÈÍÎÇÈÒÎËÒÐÈÔÎÑ-
ÔÀÒ-×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÛÅ ÐÅÖÅÏÒÎÐÛ Â ÎÎÖÈÒÀÕ
ÑÂÈÍÅÉ. © Â. Þ. Äåíèñåíêî, Ò. È. Êóçüìèíà. Âñåðîñ-
ñèéñêèé ÍÈÈ ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåí-
íûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, vi-
tald@fromru.com.

Ïîêàçàíî, ÷òî â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ïðîëàêòèí ñïîñî-
áåí ñòèìóëèðîâàòü îáìåí ôîñôîèíîçèòèäîâ, îäíàêî íå
îòìå÷åíû âëèÿíèÿ ýòèõ ôîñôîèíîçèòèäîâ íà îñâîáîæäå-
íèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (Ratovondrahona et al.,
1996). Â ðàáîòå èçó÷àëè ó÷àñòèå èíîçèòîë-1,4,5-òðèôîñ-
ôàò-÷óâñòâèòåëüíûõ (IP3) ðåöåïòîðîâ â ñòèìóëèðîâàí-
íîì ïðîëàêòèíîì îñâîáîæäåíèè Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâà-
ëè ÿè÷íèêè ñâèíåé â ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà áåç
âèäèìîé ïàòîëîãèè. Îîöèòû âûäåëÿëè èç ôîëëèêóëîâ
äèàìåòðîì 3—6 ìì. Èíêóáàöèþ îîöèòîâ ïðîâîäèëè â
ñðåäå Äþëüáåêêî â îòñóòñòâèå êàëüöèÿ. Êîíöåíòðàöèþ
êàëüöèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé èçìå-
ðÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà õëîðòåòðàöèê-
ëèíà. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çîíäà èçìåðÿëè íà
ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå, ñíàáæåííîì íåîáõîäèìû-
ìè ñâåòîôèëüòðàìè. Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ IP3-÷óâñòâè-
òåëüíûõ ðåöåïòîðîâ èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð ãåïàðèí.
Òàê êàê ãåïàðèí èìååò áîëüøóþ ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó,
îí íå ìîæåò ñàìîñòîÿòåëüíî ïðîíèêàòü âíóòðü êëåòîê.
×òîáû îáåñïå÷èòü âõîä ãåïàðèíà â îîöèòû ñâèíåé, â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ïåðìåàáèëèçîâàííûå êëåòêè.
Äëÿ ïåðìåàáèëèçàöèè èñïîëüçîâàëè äèãèòîíèí (4 ìêÌ,
äëèòåëüíîñòü îáðàáîòêè 5 ìèí). Êîíöåíòðàöèè ïðîëàê-
òèíà, ïðèìåíÿåìûå â ýêñïåðèìåíòàõ, ðàâíÿëèñü 5 è
50 íã/ìë. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ äîáàâëåíèå ïðîëàêòèíà
â êîíöåíòðàöèè 5 íã/ìë âûçûâàëî îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà
îîöèòîâ ãåïàðèíîì â êîíöåíòðàöèÿõ 0.1, 1.0 è 10.0 ìã/ìë
èíãèáèðîâàëà ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì îñâîáîæ-
äåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Âîçäåéñòâèå íà
îîöèòû ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë òàêæå âû-
çûâàëî îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Îäíàêî îáðàáîòêà îîöèòîâ ãåïàðèíîì â êîíöåíòðàöèÿõ
0.1 è 1.0 ìã/ìë íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà ñòèìóëèðóåìîå
ïðîëàêòèíîì îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî, è òîëüêî èíêóáàöèÿ ñ ãåïàðèíîì â êîíöåíòðàöèè
10 ìã/ìë ïðèâîäèëà ê èíãèáèðîâàíèþ ñòèìóëèðîâàííîãî
ïðîëàêòèíîì îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî. Èñïîëüçîâàíèå ðóòåíèåâîãî êðàñíîãî ïðèâîäèëî ê
èíãèáèðîâàíèþ ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ. Êàê è ïðåäïî-
ëàãàëîñü, èíãèáèðîâàíèå ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ðóòå-
íèåâûì êðàñíûì â êîíöåíòðàöèè 200 ìêÌ íå îêàçûâàëî
âëèÿíèÿ íà ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì â êîíöåíòðà-
öèÿõ 5 è 50 íã/ìë îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî îîöèòîâ. Òàêèì îáðàçîì, äåéñòâèå ïðîëàêòèíà íå
ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ. Ðàçëè÷-
íûå êîíöåíòðàöèè ïðîëàêòèíà, ïî-âèäèìîìó, ïî-ðàçíîìó
âçàèìîäåéñòâóþò ñ IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè ðåöåïòîðàìè.
Ïðîëàêòèí â êîíöåíòðàöèè 5 íã/ìë îñâîáîæäàåò Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, àêòèâèðóÿ IP3-ðåöåïòîðû, â òî æå
âðåìÿ ïðîëàêòèí â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë â îñíîâíîì
îñâîáîæäàåò Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè àêòèâà-
öèè äðóãèõ, íå IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ËÀÌÅËËÈÏÎÄÈÀËÜÍÎÉ ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÈ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÏÐÈ ÄÅÏÎËÈÌÅÐÈÇÀ-
ÖÈÈ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ: ÊÎËÈ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÉ ÀÍÀ-
ËÈÇ. © Å. À. Äîáðèíñêèõ,1 À. Â. Âåðõîâñêèé,2 È. À. Âî-
ðîáüåâ.1, 3 1 Êàôåäðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè
Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, 2 EPFL,
Ëîçàííà, Øâåéöàðèÿ, è 3 Èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñè-
òåòà.
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Ìåòîäîì âèäåîìèêðîñêîïèè ñ óñèëåíèåì êîíòðàñòà
èññëåäîâàëè èçìåíåíèå ïîâåäåíèÿ àêòèâíîãî êðàÿ ôèá-
ðîáëàñòîâ 3T3 â êîíòðîëå è ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ìèê-
ðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëîì. Êîíòðîëüíûå êëåòêè 3T3 ïîëÿ-
ðèçîâàíû è èìåþò ÿðêî âûðàæåííóþ øèðîêóþ ëàìåëëó ñ
îäíèì, ðåæå äâóìÿ àêòèâíûìè êðàÿìè, îãðàíè÷åííóþ
ñòàáèëüíûìè êðàÿìè. Äëèíà àêòèâíîãî êðàÿ ñîñòàâëÿåò
îêîëî 35 % îò âèäèìîé äëèíû êðàÿ êëåòêè. Âî âðåìÿ íà-
áëþäåíèÿ íà àêòèâíîì êðàå êëåòêè ïðîèñõîäèò àêòèâ-
íûé ðàôôëèíã, ôîðìèðîâàíèå ïðÿìûõ êîðîòêèõ ôèëîïî-
äèé è ëàìåëëîïîäèé (ñðåäíÿÿ ïëîùàäü îáðàçîâàííûõ ëà-
ìåëëîïîäèé ñîñòàâëÿåò 67.17 � 3.36 ìêì2). Àêòèâíûé
êðàé ñóùåñòâóåò â òå÷åíèå äîâîëüíî äëèòåëüíîãî âðåìå-
íè. Âðåìÿ æèçíè îäèíî÷íîãî àêòèâíîãî êðàÿ (îò âîçíèê-
íîâåíèÿ äî ìîìåíòà ñòàáèëèçàöèè) â êîíòðîëüíûõ êëåò-
êàõ ñîñòàâëÿåò 14.2 � 1.7 ìèí. Êëåòêè 3T3, îáðàáîòàí-
íûå íîêîäàçîëîì, íå ïîëÿðèçîâàíû è íå èìåþò âûðà-
æåííîé øèðîêîé ëàìåëëû. Â íèõ ïîñòîÿííî ôîðìèðóþò-
ñÿ äîâîëüíî óçêèå âûðîñòû öèòîïëàçìû, êîëè÷åñòâî ñî-
îòâåòñòâóåò êîëè÷åñòâó àêòèâíûõ êðàåâ, íà êîíöàõ êîòî-
ðûõ è ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå êîðîòêîæèâóùèõ ëàìåë-
ëîïîäèé. Ñðåäíÿÿ ïëîùàäü ëàìåëëîïîäèé â êëåòêàõ áåç
ìèêðîòðóáî÷åê ñíèæàåòñÿ â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëî-
ùàäüþ ëàìåëëîïîäèé â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ. Îäíàêî â
ýòèõ êëåòêàõ òàêæå ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ
êðàåâ ñ ðàôôëèíãîì è âûäâèæåíèåì ôèëîïîäèé, íî
÷àñòü ôèëîïîäèé ïðè ýòîì ñòàíîâèòñÿ äëèííåå, ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ôèëîïîäèÿìè â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, è îíè ìî-
ãóò èçãèáàòüñÿ. Êîëè÷åñòâî àêòèâíûõ êðàåâ â ýòèõ êëåò-
êàõ óâåëè÷èâàåòñÿ äî 4 � 1. Ïîñëå îáðàáîòêè íîêîäàçî-
ëîì äëèíà îäèíî÷íîãî àêòèâíîãî êðàÿ óìåíüøàåòñÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé áîëüøå ÷åì â 3 ðàçà è ñîñòàâ-
ëÿåò îêîëî 11 % îò âèäèìîé äëèíû êðàÿ êëåòêè. Âðåìÿ
æèçíè îäèíî÷íîãî àêòèâíîãî êðàÿ â êëåòêàõ, îáðàáîòàí-
íûõ íîêîäàçîëîì, òàêæå óìåíüøàåòñÿ ïî÷òè â 3 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñî âðåìåíåì æèçíè àêòèâíîãî êðàÿ â êîíòðîëü-
íûõ êëåòêàõ è ñîñòàâëÿåò 4.8 � 0.2 ìèí. Ïðè ýòîì ñóùå-
ñòâîâàíèå àêòèâíîãî êðàÿ çàêàí÷èâàåòñÿ âòÿãèâàíèåì
âñåé ëàìåëëîïîäèè â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê,
ãäå ïðîèñõîäèò ñòàáèëèçàöèÿ àêòèâíîãî êðàÿ. Îáùàÿ
ñðåäíÿÿ äëèíà âñåõ àêòèâíûõ êðàåâ â êëåòêàõ, îáðàáî-
òàííûõ íîêîäàçîëîì, è â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ áûëà îäè-
íàêîâîé — 67.9 � 5.46 è 70.2 � 8.45 ìêì ñîîòâåòñòâåí-
íî. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çà-
êëþ÷èòü, ÷òî äëÿ èíèöèàöèè êîðîòêîæèâóùåé ëàìåë-
ëîïîäèè äîñòàòî÷íî ïîëèìåðèçàöèè àêòèâíîãî öèòîñêå-
ëåòà, íî äëÿ åå ðàñøèðåíèÿ è ïîääåðæàíèÿ äîëãîæèâó-
ùåé ëàìåëëû íåîáõîäèìû ìèêðîòðóáî÷êè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49847).

ÂËÈßÍÈÅ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÀ ÌÈÒÎ Q ÍÀ ÖÈÒÎ-
ÑÊÅËÅÒ È ÌÎÐÔÎËÎÃÈÞ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ. © Ë. Â. Äîìíèíà, Ì. Ë. Äîìíèíñêàÿ, Î. Þ. Èâàíîâà,
È. Â. Ñêóëà÷åâ, Â. Ï. Ñêóëà÷åâ, Þ. Ì. Âàñèëüåâ. ÍÈÈ
ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòîâ íà ìîðôîëîãèþ êëåòîê, èõ
öèòîñêåëåò è àäãåçèâíûå ñâîéñòâà îñòàåòñÿ íåÿñíûì.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷àëè äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà
Mèòî Q (Smith et al. Methods Enzimol., 2004, 382 :

45—67) íà êëåòêè ëèíèè HeLa (òðàíñôîðìèðîâàííûå
ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ÷åëîâåêà), IAR-2 (ýïèòåëèàëüíûå
êëåòêè êðûñû), Rat-1 (ôèáðîáëàñòû êðûñû), êëåòêè L
(òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû ìûøè) è ïîäêîæ-
íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà. Áûëè èññëåäîâàíû èçìåíå-
íèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê, èõ öèòîñêåëåòà, àäãåçèâíûõ
ñòðóêòóð è ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê. Äëÿ àíàëèçà èçìåíå-
íèé ôîðìû êëåòîê èñïîëüçîâàëè ìåòîä Äàííà è Áðàóíà
(Dunn, Brown, 1986). Èññëåäîâàíèå öèòîñêåëåòà (ïó÷êè
àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, ìèêðîòðóáî÷êè) è àäãå-
çèâíûõ ñòðóêòóð (âèíêóëèí- è ïàêñèëëèíñîäåðæàùèå
ôîêàëüíûå êîíòàêòû) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà íå-
ïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðî-
ñêîïå. Ìèòîõîíäðèè â æèâûõ êëåòêàõ îêðàøèâàëè òåòðà-
ìåòèëðîäàìèíîì. Èçìåíåíèÿ ïîòåíöèàëà âûçûâàëè ïî-
âðåæäåíèåì íåáîëüøîãî ó÷àñòêà ìèòîõîíäðèé ëó÷îì
ëàçåðà (äëèíà âîëíû 488 íì). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âîçäåé-
ñòâèè àíòèîêñèäàíòà Ìèòî Q ïëîùàäü ðàñïëàñòàííûõ
êëåòîê óâåëè÷èâàëàñü. Îäíîâðåìåííî çíà÷èòåëüíî óâåëè-
÷èâàëèñü êîëè÷åñòâî è òîëùèíà ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ìèêðî-
ôèëàìåíòîâ (ñòðåññ-ôèáðèëë) è ñâÿçàííîãî ñ íèìè ìèî-
çèíà. Äëèíà âèíêóëèí- è ïàêñèëèíñîäåðæàùèõ ôîêàëü-
íûõ êîíòàêòîâ òàêæå óâåëè÷èâàëàñü. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ òî-
÷å÷íûì ïîâðåæäåíèåì ìèòîõîíäðèé ëàçåðíûì ëó÷îì ïî-
êàçàíî, ÷òî âîçäåéñòâèå Ìèòî Q ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâà-
íèþ ìèòîõîíäðèàëüíîé ñåòè â êëåòêàõ HeLa â îòëè÷èå îò
êîíòðîëüíûõ êëåòîê, èìåþùèõ îòäåëüíûå, íå ñâÿçàííûå
ìåæäó ñîáîé ìèòîõîíäðèè. Âîçìîæíûå ìåõàíèçìû èçìå-
íåíèé êëåòîê ïîä äåéñòâèåì àíòèîêñèäàíòà îáñóæäàþòñÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ëþä-
âèãîâñêîãî èíñòèòóòà èññëåäîâàíèé ðàêà (ãðàíò PO 863)
è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 02-04-48792 è 00-04-48090).

ÐÀÇËÈ×ÍÀß ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÀß È ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍ-
ÍÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÖÈÒÎÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÈÇÎÔÎÐÌ ÀÊÒÈÍÀ Â ÊËÅÒÊÅ. © Â. Á. Äóãèíà. ÍÈÈ
ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Àêòèíû ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ñòðóêòóðíûìè êîìïî-
íåíòàìè öèòîñêåëåòíûõ ñèñòåì âñåõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê. Àêòîìèîçèíîâûå ñòðóêòóðû îòâåòñòâåííû çà ñî-
êðàòèòåëüíûå è äâèãàòåëüíûå ôóíêöèè êëåòîê. Ðåîðãà-
íèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íåîáõîäèìû äëÿ îñó-
ùåñòâëåíèÿ òàêèõ êëþ÷åâûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå, êàê àä-
ãåçèÿ, ìèãðàöèÿ, ïîëÿðèçàöèÿ è öèòîêèíåç. Ó ìëåêî-
ïèòàþùèõ ñèíòåçèðóåòñÿ 6 èçîôîðì àêòèíà, êîäèðóåìûõ
ðàçëè÷íûìè ãåíàìè. Ìàëî èçâåñòíî î ðàçëè÷èè ôóíêöèé
èçîàêòèíîâ â êëåòêå. Ñïåêòð àêòèíîâûõ èçîôîðì — ìû-
øå÷íûõ è íåìûøå÷íûõ (öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ) — ìîæåò
îïðåäåëÿòü ìîðôîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà, òèï àäãåçèîííûõ
ñòðóêòóð è äðóãèå ïàðàìåòðû, ñâÿçàííûå ñ ðàñïëàñòûâà-
íèåì è äâèæåíèåì êëåòîê. Â íåìûøå÷íûõ êëåòêàõ ïî-
çâîíî÷íûõ èìåþòñÿ äâå èçîôîðìû öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
àêòèíîâ — b è g. Òîïîãðàôè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå è ôóíê-
öèîíàëüíûå ðàçëè÷èÿ ýòèõ äâóõ èçîôîðì äî ñèõ ïîð íå
áûëè èçâåñòíû. Íîâûå âûñîêîñïåöèôè÷íûå ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ê àêòèíîâûì èçîôîðìàì, ïîëó÷åííûå
è ïðåäîñòàâëåííûå íàì ïðîô. Øàïîíüåðîì (C. Chapon-
nier, Æåíåâñêèé óíèâåðñèòåò), áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ
èçó÷åíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ b- è g-àêòèíà â êóëüòóðàõ íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ýïèòåëèÿ,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 761



ôèáðîáëàñòîâ è ýíäîòåëèÿ), à òàêæå ýêñïåðèìåíòàëüíî
òðàíñôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê. Áûë ïðîâå-
äåí àíàëèç âçàèìíîé îðãàíèçàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
èçîôîðì àêòèíà ìåòîäîì ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè ñ ïðèìåíåíèåì òðåõìåðíîé ðåêîí-
ñòðóêöèè èçîáðàæåíèÿ. Ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèå èçîôîðìû àêòèíà îáðàçóþò ðàçëè÷íûå
ñòðóêòóðû è ïî-ðàçíîìó ðàñïðåäåëåíû â íîðìàëüíûõ
êëåòêàõ: b-àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â âèäå áàçîëàòåðàëüíûõ
ïó÷êîâ, à g-àêòèí îáðàçóåò äîðñàëüíóþ êîðòèêàëüíóþ, à
òàêæå ëàìåëëèïîäèàëüíóþ ñåòü ìèêðîôèëàìåíòîâ. Òàêèå
ðàçëè÷èÿ â ðàñïðåäåëåíèè èçîôîðì àêòèíà íàáëþäàëèñü
â êóëüòóðàõ íîðìàëüíûõ êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ:
ôèáðîáëàñòàõ, ýïèòåëèè è ýíäîòåëèè. g-Àêòèíîâàÿ ñåòü
áûëà íàèáîëåå âûðàæåíà â àêòèâíûõ ó÷àñòêàõ êëåòêè â
ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ è äâèæåíèÿ â êóëüòóðàëüíûõ
óñëîâèÿõ. Ýêñïåðèìåíòû ñ èíãèáèòîðàìè Rho-êèíàçû è
Rac1, à òàêæå ìèîçèíà II ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü ðàç-
ëè÷íûå ïóòè ðåãóëÿöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ èçîôîðì
àêòèíà â êëåòêå.

ÒÐÀÍÑÀÊÒÈÂÀÖÈß ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÝÔÐ ÏÐÈ ÒÅÏËÎ-
ÂÎÌ ØÎÊÅ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ
A431. © À. Ë. Åâäîíèí, Ã. Ì. Ãëóñêåð, Ì. À. Áåðåñòâîé,
Í. Ä. Ìåäâåäåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Ïîä òðàíñàêòèâàöèåé ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïîíèìàþò àê-
òèâàöèþ ðåöåïòîðà â îòñóòñòâèå äåéñòâèÿ ñïåöèôè÷å-
ñêîãî ëèãàíäà. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå íàêàïëè-
âàþòñÿ äàííûå î òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðè
ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäàþùèõ äåéñòâèÿõ (îñìîòè÷åñêèé
øîê, äåéñòâèå ïåðåêèñè âîäîðîäà, òÿæåëûõ ìåòàëëîâ).
Äåéñòâèå ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû — òåïëîâîé øîê —
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ ñòðåññîâûõ âîç-
äåéñòâèé íà êëåòêó. Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷à-
ëàñü â èññëåäîâàíèè àêòèâàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ è
ÝÔÐ-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ïðè òåïëîâîì
øîêå â êëåòêàõ A431. Îáíàðóæåíî, ÷òî òåïëîâîé øîê
(42° C) âûçûâàåò òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Ýòîò
âûâîä îñíîâàí íà òîì, ÷òî ïðè òåïëîâîì øîêå îáíàðóæå-
íî ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òèðîçèíó êàê ñàìîãî ðåöåïòî-
ðà, òàê è áåëêîâ-ñóáñòðàòîâ åãî òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâ-
íîñòè (ôîñôîëèïàçû Cg 1, STAT3 è ERK1, 2). Èñïîëüçî-
âàíèå èíãèáèòîðîâ àêòèâíîñòè òèðîçèíîâûõ êèíàç
ïîêàçàëî, ÷òî òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðè òåïëî-
âîì øîêå íå çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ñàìîãî ðåöåïòîðà è
àêòèâíîñòè Src-êèíàçû, íî çàâèñèò îò àêòèâíîñòè
Jak2-êèíàçû. Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè ïðè èññëåäîâàíèè ñïåöèôè÷åñêèõ ñàéòîâ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìîëåêóëû ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Êîíäèöè-
îííàÿ ñðåäà êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ òåïëîâîìó øîêó, âû-
çûâàåò ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà ÝÔÐ â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, ÷òî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä îá
àóòîêðèííîì òèïå òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðè
òåïëîâîì øîêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49543).

ÑÅÊÐÅÖÈß ÁÅËÊÀ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ 70 (HSP70) ÈÇ
ÊËÅÒÎÊ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ A431. © À. Ë. Åâäî-

íèí, Ã. Ì. Ãëóñêåð, Í. Ä. Ìåäâåäåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà ðàíåå ðàññìàòðèâàëèñü êàê òè-
ïè÷íî âíóòðèêëåòî÷íûå áåëêè, îäíàêî â ïîñëåäíåå
âðåìÿ â ëèòåðàòóðå íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ýòè
áåëêè ñïîñîáíû âûõîäèòü èç êëåòîê âî âíåêëåòî÷íóþ
ñðåäó è âûÿâëÿþòñÿ â êîíäèöèîííîé ñðåäå êóëüòóð êëå-
òîê è òêàíåâûõ æèäêîñòÿõ îðãàíèçìîâ. Ìíîãî÷èñëåííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî áåëîê òåïëîâîãî
øîêà 70 (Hsp70) âûõîäèò èç êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ ïðè äåéñòâèè òåïëîâîãî øîêà. Ìåõàíèçì âû-
õîäà Hsp70 èç êëåòîê îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Çàäà÷à íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îïðåäåëåíèè êëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð, âîâëå÷åííûõ â ñåêðåöèþ Hsp70 ïðè òåïëîâîì
øîêå. Îáíàðóæåíî, ÷òî äåéñòâèå ïîâûøåííîé òåìïåðà-
òóðû ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ Hsp70 â êîíäèöèîííîé ñðå-
äå êëåòîê A431, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïîñîáíîñòè ýòèõ
êëåòîê ñåêðåòèðîâàòü Hsp70. Ïîêàçàíî, ÷òî â êîíòðîëü-
íûõ êëåòêàõ Hsp70 ëîêàëèçîâàí â öèòîïëàçìå, à ïðè äåé-
ñòâèè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû ïåðåðàñïðåäåëÿåòñÿ â
ãðàíóëû, ëîêàëèçîâàííûå íà ïåðèôåðèè êëåòîê. Hsp70-
ñîäåðæàùèå ãðàíóëû íå íåñóò ìàðêåðîâ ðàííèõ ýíäîñîì,
ëèçîñîì è ëèïèäíûõ òåë, íî ñîäåðæàò õðîìîãðàíè-
íà A — ìàðêåðà ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñ-
ñìàòðèâàòü èõ êàê ñåêðåòîðíîïîäîáíûå ãðàíóëû. Ñîâìå-
ñòíàÿ ëîêàëèçàöèÿ õðîìîãðàíèíà A è Hsp70 â ãðàíóëàõ, à
òàêæå îäíîâðåìåííûé âûõîä îáîèõ áåëêîâ âî âíåêëåòî÷-
íóþ ñðåäó ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñåêðåöèþ Hsp70
èç êëåòîê A431 îñóùåñòâëÿþò ñåêðåòîðíîïîäîáíûå ãðà-
íóëû. Ïîëó÷åííûå äàííûå îïèñûâàþò íîâûé ñåêðåòîð-
íûé ïóòü, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó êëåòêè êàðöèíîìû ñïî-
ñîáíû àêòèâíî âûáðàñûâàòü Hsp70.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49543).

ÏÐÎÒÅÎÃËÈÊÀÍÛ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎ-
ÂÀÍÍÛÕ ÌÈÎÁËÀÑÒÎÂ ÊÐÛÑÛ L6J1. © È. È. Åðìà-
êîâà, Ã. À. Ñàêóòà, À. Ë. Ìîêðóøèí, Ò. À. ×åðòêîâà,
Â. È. Ìîðîçîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, irigerma@yahoo.com.

Âàæíåéøèì êîìïîíåíòîì ïðîöåññà ðåãåíåðàöèè
òêàíè ñêåëåòíûõ ìûøö ÿâëÿþòñÿ ìèîáëàñòû èëè ñàòåë-
ëèòíûå êëåòêè. Âìåñòå ñ òåì äî ñèõ ïîð íåò ïîëíîãî ïî-
íèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ, ðåãóëèðóþùèõ ðîñò è äèôôåðåí-
öèðîâêó ýòèõ êëåòîê. Áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ íîðìàëüíîãî
ïðîòåêàíèÿ ìèîãåíåçà èìååò âçàèìîäåéñòâèå ìèîáëàñòîâ ñ
âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì (ÂÊÌ), âàæíûìè ñîñòàâëÿþ-
ùèìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ïðîòåîãëèêàíû (ÏÃ). Ýòè ñîå-
äèíåíèÿ èãðàþò àêòèâíóþ ðîëü â ìèîãåíåçå áëàãîäàðÿ
ñâîåé ñïîñîáíîñòè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ôèçèîëîãè÷å-
ñêè çíà÷èìûìè áèîìîëåêóëàìè, âêëþ÷àÿ ôàêòîðû ðîñòà.
Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü âûäåëåíèå ÏÃ èç êóëüòóðû òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ìèîáëàñòîâ êðûñû L6J1 äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåãî èçó÷åíèÿ ðîëè ÏÃ â ïðîöåññàõ ïðîëèôåðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ. Êóëüòóðà òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ ìèîáëàñòîâ êðûñû L6J1 ïîëó÷åíà èç áàíêà êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð ÈÍÖ ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Äëÿ ìå÷åíèÿ êîðîâûõ áåëêîâ ÏÃ èñ-
ïîëüçîâàëè ðàäèîàêòèâíóþ ìåòêó 14C-ëåéöèí. Âûäåëå-
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íèå ÏÃ ïðîâîäèëè ïîñëå íàðàùèâàíèÿ ïðèìåðíî 109 êëå-
òîê èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ÂÊÌ è ìèîáëàñòîâ. ÏÃ
ýêñòðàãèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñîðáåíòà Q-ñåôàðîçà è ýëþè-
ðîâàëè â ãðàäèåíòå 0.2—1.5 Ì NaCl. Ôðàêöèè ãðàäèåíòà
äèàëèçîâàëè è ëèîôèëèçèðîâàëè. ÏÃ âûÿâëÿëè â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå, ÂÊÌ è êëåòêàõ, èñïîëüçóÿ êðàñèòåëü
1,9-äèìåòèëìåòèëåíîâûé ñèíèé, ñïåöèôè÷íûé ïî îòíî-
øåíèþ ê ÏÃ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÏÃ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû
ïðåäñòàâëåí â îñíîâíîì ÏÃ ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.
Àíàëèç âêëþ÷åíèÿ 14C-ëåéöèíà â áåëêè êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû ïîçâîëèë âûÿâèòü ôðàêöèè ÏÃ, ñèíòåçèðîâàííûå
ìèîáëàñòàìè. Â êëåòêàõ ñîäåðæàíèå ÏÃ áûëî âûøå ñðàâ-
íèòåëüíî ñ ÂÊÌ. Â ïðîöåññå ýëþöèè ÏÃ ñ Q-ñåôàðîçû
âûÿâëåíû 4 ôðàêöèè â ñëó÷àå ÂÊÌ è 3 ôðàêöèè — â ñëó-
÷àå êëåòîê. Ýëþöèÿ ïåðâîé ôðàêöèè, íå ñîäåðæàùåé ÏÃ,
ïðîèñõîäèò ïðè êîíöåíòðàöèè ñîëè 0.25 Ì NaCl. Âî âòî-
ðîé ôðàêöèè (0.4—0.5 Ì NaCl) ñîäåðæèòñÿ îñíîâíàÿ
÷àñòü áåëêà ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì óãëåâîäíîãî êîì-
ïîíåíòà. Áîëåå ãëèêîçèëèðîâàííûå ÏÃ ýëþèðóþòñÿ â
âèäå äâóõ ïèêîâ ïðè àíàëèçå ÂÊÌ (0.55—0.65 è 0.8 Ì
NaCl) è îäíîãî ïèêà ïðè àíàëèçå êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà
(0.7—0.9 Ì NaCl). Ïîëó÷åíû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå õà-
ðàêòåðèñòèêè ÏÃ ÂÊÌ è ìèîáëàñòîâ. Îêðàñêà ãåëÿ àëü-
öèàíîâûì ñèíèì — êðàñèòåëåì, ñïåöèôè÷íûì ïî îòíî-
øåíèþ ê ïîëèñàõàðèäíîìó ôðàãìåíòó ÏÃ, ïîäòâåðäèëà
íàëè÷èå ÏÃ âî âòîðîé è òðåòüåé ôðàêöèÿõ â ñëó÷àå êëå-
òîê è â òðåòüåé è ÷åòâåðòîé ôðàêöèÿõ â ñëó÷àå ÂÊÌ. Òà-
êèì îáðàçîì, ñ èñïîëüçîâàíèåì îïèñàííîé ìåòîäîëîãèè
âûäåëåíû ÏÃ èç êóëüòóðû òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìèîá-
ëàñòîâ êðûñû L6J1 è ïîëó÷åíû ïðåäâàðèòåëüíûå õàðàê-
òåðèñòèêè ýòèõ ñîåäèíåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ â 2005—2006 ãã.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÌÅÒÎÄÈÊÈ ÊÐÈÎÑÎÕÐÀÍÅÍÈß ÏÎ-
ÊÎßÙÈÕÑß ÏÎ×ÅÊ ÆÈÌÎËÎÑÒÈ ÑÈÍÅÉ LONICE-
RA CAERULEA L. © À. Ñ. Æåñòêîâ, Â. Ã. Âåðæóê, À. À. Ñî -
ðîêèí. ÃÍÓ ÃÍÖ ÐÔ ÂÍÈÈ ðàñòåíèåâîäñòâà, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, alexvirz@rambler.ru.

Íà Ïàâëîâñêîé îïûòíîé ñòàíöèè Èíñòèòóòà ðàñòåíè-
åâîäñòâà êîëëåêöèÿ æèìîëîñòè ïðåäñòàâëåíà 251 îáðàç-
öîì. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ðàñòåíèÿ óÿçâèìû ê âîçäåéñòâèþ
ðàçëè÷íûõ íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìî ïðî-
äóáëèðîâàòü êîëëåêöèþ æèìîëîñòè â ãåíáàíêå. Ìû õðà-
íèëè ÷åðåíêè æèìîëîñòè (äëèíà 15—20 ìì, äèàìåòð
4—7 ìì) ïðè óìåðåííîì õîëîäå (–5 °C), çàïàÿííûìè â
ïîëèýòèëåíîâóþ ïëåíêó (òîëùèíà 150 ìêì) â òå÷åíèå
1 ãîäà áåç óõóäøåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè, à ïîñëå 1.5—
2.0 ëåò õðàíåíèÿ îíà ñíèçèëàñü ïðèìåðíî íà 40—50 %. Â
ñâÿçè ñ ýòèì îñòðî ñòîèò çàäà÷à çàëîæèòü êîëëåêöèþ æè-
ìîëîñòè íà õðàíåíèå â êðèîáàíê ïðè òåìïåðàòóðå
–196° C, ÷åìó äîëæíà ïðåäøåñòâîâàòü ðàçðàáîòêà ìåòî-
äèêè êðèîãåííîãî õðàíåíèÿ. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáú-
åêòà áûë âçÿò ñîðò Àìôîðà. Â äàëüíåéøåì ïëàíèðóåòñÿ
ïðîâåðèòü ðàçðàáîòàííóþ ìåòîäèêó è íà äðóãèõ ñîðòàõ.
Îñíîâíóþ ñëîæíîñòü ïðè êðèîêîíñåðâàöèè ïî÷åê æèìî-
ëîñòè ñîñòàâëÿþò èõ ðàçíàÿ ñïîñîáíîñòü ê âûæèâàíèþ è
ñêîðîñòü ñóøêè. Îñíîâíûå ïî÷êè (êàê áîëåå ÷óâñòâèòå-
ëüíûå) õóæå, ÷åì ïî÷êè çàìåùåíèÿ, ïåðåíîñÿò ñâåðõíèç-
êèå òåìïåðàòóðû. Ïî÷êè çàìåùåíèÿ ïðè âëàæíîñòè
10—20 % ìîæíî çàìîðàæèâàòü äàæå áåç ïðèìåíåíèÿ
êðèîïðîòåêòîðà, íî ïðè ýòîì èõ âûæèâàåìîñòü íàõîäèò-

ñÿ íà íèçêîì óðîâíå (15—25 %). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå êðèîïðîòåêòîðû: PVS2 (ãëèöåðèí,
30 % + ÄÌÑÎ, 15 % + ýòèëåíãëèêîë, 15 % + ñàõàðîçà,
0.4 Ì — Sakai et al., 1990); ãëèöåðèí, 5 % + ÄÌÑÎ,
5 % + ñàõàðîçà, 5 % (Grout, Henshaw, 1978); ÄÌÑÎ, 20 %;
ÄÌÑÎ, 20 % + ñàõàðîçà, 0.4 Ì. Ïî÷êè îòäåëÿëè îò ÷åðåí-
êà ñ òîíêèì ñëîåì ñîñóäèñòîé òêàíè è ïîãðóæàëè â êðè-
îïðîòåêòîð. Âðåìÿ ýêñïîçèöèè â êðèîïðîòåêòîðå è òåì-
ïåðàòóðà âàðüèðîâàëèñü. Ïåðâóþ ãðóïïó ïî÷åê ïðåäâà-
ðèòåëüíî âûäåðæèâàëè â êðèîïðîòåêòîðå ïðè 20 è 5° C â
òå÷åíèå 1 ÷, ïîäñóøèâàëè è çàìîðàæèâàëè ìåòîäîì âèò-
ðèôèêàöèè â àçîòíîé øóãå, à òàêæå ìåòîäîì ïðîãðàì-
ìíîãî çàìîðàæèâàíèÿ ñî ñêîðîñòüþ 1 °C/ìèí äî –90 °C,
çàòåì ïîãðóæàëè â æèäêèé àçîò. Âòîðóþ ãðóïïó âûäåð-
æèâàëè â êðèîïðîòåêòîðå ïðè 20 è 10 °C â òå÷åíèå 6 è
24 ÷ è çàìîðàæèâàëè â êðèîïðîáèðêàõ ôèðìû Nunc, íå
ñëèâàÿ êðèîïðîòåêòîð, ñ òåìè æå ñêîðîñòÿìè. Âûäåðæêà
â àçîòå âñåõ îáðàçöîâ ñîñòàâëÿëà 24 ÷. Ðàçìîðàæèâàíèå
ïðîèçâîäèëè â âîäÿíîé áàíå ïðè 37 °C. Äëÿ îòìûâêè
êðèîïðîòåêòîðà îáðàçöû âòîðîé ãðóïïû ïîìåùàëè â
0.4 Ì ðàñòâîð ñàõàðîçû. Äëÿ ïîñëåäóþùåãî ïðîðàùèâà-
íèÿ èñïîëüçîâàëè ìîäèôèöèðîâàííóþ ñðåäó MS áåç äî-
áàâëåíèÿ ãîðìîíîâ; ÷åðåç 3—5 ñóò ïîñëå ïðîðàñòàíèÿ
ðàñòåíèÿ ïåðåíîñèëè íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ÁÀÏ (0.5) è
ÈÌÊ (0.2).

Ïî ðåçóëüòàòàì ýêñïåðèìåíòîâ âèäíî, ÷òî ìåòîä âèò-
ðèôèêàöèè ïðåäïî÷òèòåëüíåå êàê áîëåå ïðîñòîé, áûñò-
ðûé è äåøåâûé (75 % âûæèâàåìîñòè ñ PVS2 è 50 % — ñ
ÄÌÑÎ + ãëèöåðèí + ñàõàðîçà). Ìåòîä ìåäëåííîãî çàìî-
ðàæèâàíèÿ ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü 80 % âûæèâàåìîñòè, çäåñü
ïðåäïî÷òèòåëüíåå îêàçàëîñü ïðèìåíåíèå 20 % ÄÌÑÎ.
Âî âòîðîé ãðóïïå ýêñïåðèìåíòîâ ïðåäïî÷òèòåëüíåå îêà-
çàëîñü ïðèìåíåíèå PVS2 ñ âûäåðæêîé ïðè 10° C â òå÷å-
íèå 24 ÷ (âûæèâàåìîñòü äî 80 %). Âûäåðæêà â òå÷åíèå
6 ÷ äàâàëà ïðèìåðíî ñõîäíûå ðåçóëüòàòû. Îáðàçöû, íå
ïðîøåäøèå õîëîäîïîäãîòîâêè, äàâàëè áîëåå íèçêèé
ïðîöåíò âûæèâàåìîñòè è ìåäëåííåå ïðîðàñòàëè. Â äàëü-
íåéøåì ïðåäïîëàãàþòñÿ ïðèìåíåíèå äðóãèõ ñêîðîñòåé
çàìîðàæèâàíèÿ, îïðåäåëåíèå ïîðîãîâîé òåìïåðàòóðû,
ïðè êîòîðîé íåîáõîäèìî ïîãðóæàòü îáðàçöû â àçîò, ðà-
áîòà ñ äðóãèìè êðèîïðîòåêòîðàìè.

ÌÎÐÔÎÃÅÍÍÛÅ, ÏÎÒÅÍÖÈÀËÜÍÎ ÌÎÐÔÎÃÅÍ-
ÍÛÅ È ÍÅÌÎÐÔÎÃÅÍÍÛÅ ÀÍÄÐÎÊËÈÍÍÛÅ ÊÀË-
ËÓÑÛ ÏØÅÍÈÖÛ ÏÎ ÄÀÍÍÛÌ ÑÂÅÒÎÂÎÉ ÌÈÊ-
ÐÎÑÊÎÏÈÈ. © Ä. Þ. Çàéöåâ, Î. À. Ñåëüäèìèðîâà. Èí-
ñòèòóò áèîëîãèè Óôèìñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ,
seldimirova@anrb.ru.

Àíäðîêëèíèÿ — ôåíîìåí îáðàçîâàíèÿ in vitro ðàñòå-
íèÿ èç ìîðôîãåíåòè÷åñêè êîìïåòåíòíîé êëåòêè ïûëüíè-
êà, êàê ïðàâèëî, ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííîé ìèêðîñïîðû,
ìåíÿþùåé ïðîãðàììó ðàçâèòèÿ ñ ãàìåòîôèòíîé íà àëü-
òåðíàòèâíóþ ñïîðîôèòíóþ (Êðóãëîâà è äð., 2005). Îäèí
èç ïóòåé ìîðôîãåíåçà in vitro ìèêðîñïîðû ïî ñïîðîôèò-
íîé ïðîãðàììå ñâÿçàí ñ ôîðìèðîâàíèåì êàëëóñà, êîòî-
ðûé â äàííîì ñëó÷àå ïðåäëîæåíî íàçûâàòü àíäðîêëèí-
íûì. Â êóëüòèâèðóåìûõ ïûëüíèêàõ îáðàçóþòñÿ êàëëó-
ñû, êàê ïðàâèëî, äâóõ òèïîâ: ñïîñîáíûå ê äàëüíåéøåìó
ìîðôîãåíåçó in vitro è ðåãåíåðàöèè ðàñòåíèé (ìîðôîãåí-
íûå) è íå îáëàäàþùèå òàêîé ñïîñîáíîñòüþ (íåìîðôî-
ãåííûå). Ñîãëàñíî íàøèì ïðåäâàðèòåëüíûì èññëåäîâà-
íèÿì, â êóëüòóðå ïûëüíèêîâ ïøåíèöû ôîðìèðóþòñÿ è
ïîòåíöèàëüíî ìîðôîãåííûå êàëëóñû, ñïîñîáíûå ê ðåãå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 763



íåðàöèè ðàñòåíèé ïîñëå åùå îäíîãî ïàññèðîâàíèÿ íà
ñâåæåé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðåæíåãî ñîñòàâà. Öåëü èññëå-
äîâàíèÿ ñîñòîÿëà â âûÿâëåíèè öèòî-ãèñòîëîãè÷åñêîãî
ñòàòóñà ðàçëè÷íûõ òèïîâ àíäðîêëèííûõ êàëëóñîâ â
1-å ñóò ïîñëå èõ ïîÿâëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè êóëüòèâèðóå-
ìûõ ïûëüíèêîâ. Àíäðîêëèííûå êàëëóñû â êóëüòóðå ïûëü-
íèêîâ ÿðîâîé ìÿãêîé ïøåíèöû ãèáðèäíîé ëèíèè Ôîòîñ
ïîëó÷àëè ñîãëàñíî èçâåñòíîé ìåòîäèêå (Êðóãëîâà, Áàòû-
ãèíà, 2002). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîðôîãåííûå êàëëóñû ïî-
ÿâëÿþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ïûëüíèêîâ íà 32-å ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ è, ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì äàííûì, ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé îáðàçîâàíèÿ áåëîãî ìàòîâîãî öâåòà, ïëîòíîé
êîìïàêòíîé ñòðóêòóðû è óçëîâàòîé ôîðìû. Ñâåòîîïòè-
÷åñêèé àíàëèç òàêîãî êàëëóñà ïîçâîëèë âûÿâèòü â åãî ñî-
ñòàâå ÷åòûðå çîíû êëåòîê. Çîíà I, çàíèìàþùàÿ ïðèáëèçè-
òåëüíî òðåòü îáúåìà êàëëóñà, ñîñòîÿëà èç ïëîòíîé ìàññû
îäíîðîäíûõ êëåòîê òàáëèò÷àòîé ôîðìû, îáëàäàþùèõ
ìåðèñòåìàòè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè — òîíêîé îáîëî÷êîé è
êðóïíûì ÿäðîì, çàíèìàþùèì öåíòðàëüíîå ïîëîæåíèå â
êëåòêå. Çîíà II áûëà ïðåäñòàâëåíà îêðóãëûìè êëåòêàìè ñ
êðóïíûìè ÿäðàìè. Êëåòêè çîíû III áûëè ìåëêèìè è
óïëîùåííûìè. Çîíà IV ñîäåðæàëà âàêóîëèçèðîâàííûå
ïàðåíõèìíûå êëåòêè ñ îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèìè ÿäðà-
ìè. Ïîÿâëåíèå íåìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ íà ïîâåðõíîñòè
ïûëüíèêîâ îòìå÷åíî íà 28-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïî
ìîðôîëîãè÷åñêèì äàííûì, ýòî îáðàçîâàíèÿ æåëòîãî öâå-
òà, ìÿãêîé ðûõëîé îáâîäíåííîé ñòðóêòóðû, íåîïðåäå-
ëåííîé ôîðìû. Ïî äàííûì ñâåòîîïòè÷åñêîãî àíàëèçà, â
òàêîì êàëëóñå èìåþòñÿ äâå çîíû êëåòîê — íåáîëüøàÿ
öåíòðàëüíàÿ è îáøèðíàÿ ïåðèôåðè÷åñêàÿ. Öåíòðàëüíàÿ
çîíà ïðåäñòàâëåíà ìåëêèìè êëåòêàìè îêðóãëîé ôîðìû,
êàê ïðàâèëî, áåç ÿäåð. Ïåðèôåðè÷åñêàÿ çîíà ñîäåðæàëà
êðóïíûå ïàðåíõèìíûå êëåòêè íåïðàâèëüíîé ôîðìû, òàê-
æå áåç ÿäåð. Ãèïåðòðîôèðîâàííûå ìåæêëåòíèêè ïåðèôå-
ðè÷åñêîé çîíû îïðåäåëÿþò ðûõëîñòü ýòîãî òèïà êàëëóñà.
×àñòî íàáëþäàåìîå îòñóòñòâèå ÿäåð â êëåòêàõ îáåèõ çîí
ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîöåññàõ èõ äåãåíåðàöèè. Îñíîâíàÿ
îñîáåííîñòü ýòîãî òèïà êàëëóñà — îòñóòñòâèå ïðèçíàêîâ
ìåðèñòåìàòè÷íîñòè ó ñîñòàâëÿþùèõ åãî êëåòîê. Ïîòåí-
öèàëüíî ìîðôîãåííûå êàëëóñû ïîÿâëÿëèñü íà ïîâåðõ-
íîñòè ïûëüíèêîâ íà 29-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ è èìå-
ëè âíåøíåå ìîðôîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî è ñ ìîðôîãåí-
íûìè êàëëóñàìè (áåëûé öâåò) è ñ íåìîðôîãåííûìè
êàëëóñàìè (ìÿãêàÿ ðûõëàÿ îáâîäíåííàÿ ñòðóêòóðà íå-
îïðåäåëåííàÿ ôîðìà). Öèòî-ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç âû-
ÿâèë â èõ ñîñòàâå òðè çîíû êëåòîê. Çîíà I ñîñòîÿëà èç
ìåëêèõ, óïëîùåííûõ êëåòîê. Çîíà II áûëà ïðåäñòàâëå-
íà îêðóãëûìè êëåòêàìè ñ ìåëêèìè ÿäðàìè. Êëåòêè
çîíû III èìåëè íåïðàâèëüíóþ ôîðìó è ðàçëè÷íûé ðàç-
ìåð, õàðàêòåðèçîâàëèñü îòñóòñòâèåì ÿäåð è õîðîøî ðàç-
âèòûìè ìåæêëåòíèêàìè. Òàêèå êàëëóñû ïåðåíîñèëè íà
ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ïðåæíåãî ñîñòàâà, è íà
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â íèõ îòìå÷àëîñü ïîÿâëåíèå
îáøèðíûõ çîí ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Òàêèì îáðà-
çîì, àíàëèç öèòî-ãèñòîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà êàëëóñîâ
âñåõ òðåõ òèïîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î âíóòðåííåé çîíàëüíî-
ñòè ýòèõ àíäðîêëèííûõ ñòðóêòóð, âûðàæåííîé â ðàçëè÷-
íîé ñòåïåíè ó êàëëóñîâ ðàçíîãî òèïà. Êðîìå òîãî, òîëüêî
ìîðôîãåííûå è ïîòåíöèàëüíî ìîðôîãåííûå êàëëóñû õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü íàëè÷èåì çîí ìåðèñòåìàò÷åñêèõ êëå-
òîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 05-04-97911 è 05-04-08114) è ïî

ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ (ïðî-
åêò ÍØ-4834.2006.4).

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎ-
ÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ NF-kB ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀÌÈ HDAC Â
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÍÒÀÕ E1A + RAS. © Å. À. Çàòóëîâñêèé,1, 2

Ì. Â. Àáðàìîâà,1 Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà,1 Â. À. Ïîñïåëîâ.1
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåð-
ñèòåò, zatulovskye@mail.ru.

Èíãèáèòîðû ãèñòîí-äåàöåòèëàç (HDAC) îáëàäàþò
àíòèïðîëèôåðàòèâíûì äåéñòâèåì íà òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êëåòêè, îíè òàêæå ñïîñîáíû âûçûâàòü áëîê êëåòî÷-
íîãî öèêëà èëè àïîïòîç. Îäíàêî èíäóêöèÿ àïîïòîçà ïðè
äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ HDAC ïðîèñõîäèò íå âî âñåõ òè-
ïàõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ïðîâåäåí àíàëèç âëèÿíèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC íà àêòèâ-
íîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB, êîòîðûé èãðà-
åò ñóùåñòâåííóþ àíòèàïîïòîòè÷åñêóþ ðîëü â êëåòêå.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îí-
êîãåíàìè E1A è cHa-ras, ñîïðîâîæäàåòñÿ òðàíñêðèïöè-
îííîé àêòèâàöèåé NF-kB-ðåãóëèðóåìûõ ïðîìîòîðîâ, íî
íå èíäóêöèåé àïîïòîçà. Ìû èññëåäîâàëè ìåõàíèçìû àê-
òèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB èíãèáèòîðà-
ìè HDAC è ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò óìåíü-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ èíãèáèòîðà NF-kB — áåëêà IkB. Ìå-
òîäîì èììóíîïðåöèïèòàöèè è ïîñëåäóþùåãî
èììóíîáëîòèíãà ìû óñòàíîâèëè, ÷òî áóòèðàò íàòðèÿ âû-
çûâàåò óìåíüøåíèå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ìåæäó òðàíñ-
êðèïöèîííûì ôàêòîðîì NF-kB è åãî èíãèáèòîðîì IkB.
Èíàêòèâàöèÿ èíãèáèòîðà IkB è óìåíüøåíèå åãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ NF-kB äåìàñêèðóþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè (NLS) áåëêà p65/RelA, â ðåçóëüòàòå
÷åãî ïðîèñõîäèò åãî òðàíñëîêàöèÿ â ÿäðî. Èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïðè îáðàáîòêå òðàíñôîð-
ìàíòîâ E1A + Ras áóòèðàòîì íàòðèÿ ïðîèñõîäèò íàêîï-
ëåíèå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB â ÿäðå. Óðîâåíü
àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçíîãî ðåïîðòåðà ïîä êîíòðîëåì
NF-kB-ðåñïîíñèâíîãî ýëåìåíòà (3xNF-kB-luc) ñóùåñòâåí-
íî âîçðàñòàåò â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ áóòèðàòîì íàòðèÿ.
Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî èíãèáèòîð HDAC áóòè-
ðàò íàòðèÿ àêòèâèðóåò NF-kB-ðåãóëèðóåìûå ïðîìîòîðû â
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, ïðè÷åì ýòî ïðîèñõîäèò
áëàãîäàðÿ óìåíüøåíèþ ñîäåðæàíèÿ èíãèáèòîðà IkB è íà-
êîïëåíèþ ñâîáîäíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB
â ÿäðå. Àêòèâàöèÿ NF-kB êîððåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì ñî-
äåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé (àêòèâíîé) ôîðìû êèíàçû
Akt-1 è ñíèæåíèåì óðîâíÿ àïîïòîçà â E1A + Ras-òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ HDAC.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49058) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÝÍÄÎÃÅÍÍÛÉ ÁÅËÎÊ TRPC3 Ó×ÀÑÒÂÓÅÒ Â ÔÎÐ-
ÌÈÐÎÂÀÍÈÈ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÍÀÒÈÂÍÛÕ ÄÅÏÎÓÏ-
ÐÀÂËßÅÌÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ A431.
© Î. À. Çèìèíà, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà, À. Þ. Ñêîïèí, Â. Â. Áó -
ãàé, Â. À. Àëåêñååíêî, Å. Â. Êàçíà÷ååâà, Ã. Í. Ìîæàåâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.
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Àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû,
ñîïðÿæåííûõ ñ ôîñôîëèïàçîé C, èíèöèèðóåò êàñêàä ñî-
áûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê âûñâîáîæäåíèþ Ca2+ èç êàëüöèå-
âûõ äåïî è ïîñëåäóþùåìó âõîäó Ca2+ ÷åðåç ïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ìåìáðàíó. Â ýòîì ñëó÷àå âõîä Ca2+ îïîñðåäóåòñÿ
èîííûìè êàíàëàìè, èçâåñòíûìè êàê äåïîóïðàâëÿåìûå
êàíàëû (store-operated channels — ISOC). Íåñìîòðÿ íà èí-
òåíñèâíûå èññëåäîâàíèÿ, èõ ìîëåêóëÿðíàÿ ïðèðîäà îñòà-
åòñÿ íåèçâåñòíîé. ×ëåíû íåîäíîðîäíîãî ñåìåéñòâà áåë-
êîâ TRP ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå âåðîÿòíûìè êàíäèäàòàìè íà
ðîëü ISOC-êàíàëîâ èëè èõ ñóáúåäèíèö. Ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäà êîðîòêèõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ (siRNA) áûëà
ïîëó÷åíà ñòàáèëüíàÿ ëèíèÿ êëåòîê A431 ñ ïîäàâëåííîé
ýêñïðåññèåé áåëêà TRPC3. Èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé
êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Ca2+ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíò-
íûõ êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûõ çîíäîâ ïîêàçàëè, ÷òî ïî-
äàâëåíèå ýêñïðåññèè áåëêà TRPC3 çíà÷èòåëüíî óìåíü-
øàåò äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ â êëåòêàõ A431.
Èññëåäîâàíèå ñâîéñòâ êàëüöèéïåðåíîñÿùèõ êàíàëîâ â
ìîäèôèöèðîâàííîé ëèíèè êëåòîê A431 ïîêàçàëî, ÷òî íà-
áîð êàíàëîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè
A431 çíà÷èòåëüíî èçìåíåí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî ïðîãðàììå ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëå-
òî÷íàÿ áèîëîãèÿ», ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íà-
ó÷íûõ øêîë (ÍØ-4904.2006.4) è Ðîññèéñêèì ôîíäîì
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 04-04-49053 è
04-04-49057).

ÑÒÐÅÑÑ-ÊÈÍÀÇÀ p38a ÍÅ ßÂËßÅÒÑß ÍÅÎÁÕÎÄÈ-
ÌÎÉ ÄËß ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ ÓÑÊÎÐÅÍÍÎÃÎ ÑÒÀÐÅÍÈß
Â ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÀÕ
ÌÛØÈ. © Þ. Ã. Çóáîâà, Ò. Â. Áûêîâà, Ñ. Ã. Çóáîâà,
Â. Ñ. Ðîìàíîâ, Í. Ä. Àêñåíîâ, Â. À. Ïîñïåëîâ, Ò. Â. Ïî-
ñïåëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, jul_zu-
bova@mail333.com.

Óñêîðåííîå êëåòî÷íîå ñòàðåíèå ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâîé
ïðîãðàììîé, ïðåïÿòñòâóþùåé ðàçìíîæåíèþ êëåòîê ñ íà-
ðóøåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé ïðîãðàììîé. Ñòàðåíèå ñâÿ-
çàíî ñ íåîáðàòèìîé îñòàíîâêîé êëåòîê â öèêëå, ìíîãî-
÷èñëåííûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè è ýêñïðåñ-
ñèåé ìàðêåðà ñòàðåíèÿ — SA-b-ãàëàêòîçèäàçû. Íåäàâíî
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óñêîðåííîå ñòàðåíèå ìîæåò áûòü èí-
äóöèðîâàíî êàê â íîðìàëüíûõ, òàê è â îïóõîëåâûõ êëåò-
êàõ ñ ïîìîùüþ öèòîñòàòèêîâ-èíòåðêàëÿòîðîâ, èíãèáèòî-
ðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç è ðåòèíîèäîâ. Ðàíåå ìû îá-
íàðóæèëè, ÷òî ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû,
òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, íåñïî-
ñîáíûå îñòàíàâëèâàòüñÿ â öèêëå ïîñëå äåéñòâèÿ ïîâðåæ-
äàþùèõ àãåíòîâ, ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ
äåàöåòèëàç áóòèðàòà íàòðèÿ îñòàíàâëèâàþòñÿ â öèêëå è
ñòàðåþò, ïðè÷åì ýòîò ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàêîïëå-
íèåì àêòèâíûõ ôîðì ñòðåññ-êèíàçû p38a. Ñîãëàñíî ìíî-
ãî÷èñëåííûì ëèòåðàòóðíûì äàííûì, èíäóöèðîâàííîå
óñêîðåííîå ñòàðåíèå â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà òàê-
æå íåâîçìîæíî áåç àêòèâàöèè ñòðåññ-êèíàçû p38a. Â
ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ðîëè
êèíàçû p38a â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòà-
ðåíèÿ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç
áóòèðàòà íàòðèÿ. Äëÿ ýòîé öåëè áûëè ïîëó÷åíû òðàíñ-
ôîðìàíòû E1A + cHa-ras èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-

ñòîâ ìûøè, íîêàóòíîé ïî ñòðåññ-êèíàçå p38a (ME-
rasp38–/–). Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðè äåéñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ òðàíñôîðìàíòû
MErasp38–/– ñïîñîáíû íåîáðàòèìî îñòàíàâëèâàòüñÿ íà
ãðàíèöå ôàç G1/S, òàê êàê ïîñëå îòìûâêè áóòèðàòà îíè íå
ñïîñîáíû âõîäèòü â ôàçó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Áóòèðàò âû-
çûâàåò ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà ñóáñòðàòå è ïåðåñòðîé-
êè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ýêñïðåññèþ ãàëàêòîçèäàçû
SA-b è íàêîïëåíèå â ÿäðàõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ îáðàçî-
âàíèé, âûÿâëÿåìûõ ïîñëå îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ÄÍÊ-èí-
òåðêàëÿòîðîì DAPI. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ïðåæ-
äåâðåìåííîå ñòàðåíèå, èíäóöèðîâàííîå áóòèðàòîì íà-
òðèÿ, ìîæåò ðàçâèâàòüñÿ â îòñóòñòâèå ñòðåññ-êèíàçû p38a,
÷åðåç àëüòåðíàòèâíûå ïóòè íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-49766 è 06-04-49058).

ÑÒÐÅÑÑÎÂÛÅ ÃÐÀÍÓËÛ È ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ. ÑÕÎÄÑÒ-
ÂÎ È ÐÀÇËÈ×ÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß
ÑÒÐÅÑÑÎÂÛÕ ÃÐÀÍÓË Ó ÂÛÑØÈÕ È ÍÈÇØÈÕ
ÝÓÊÀÐÈÎÒ. © Ï. À. Èâàíîâ,1 É. Ãàøåê,2 Å. Ñ. Íàäåæ-
äèíà.1, 3 1 ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, ivanovpa@mail.
ru, 2 Èíñòèòóò ìèêðîáèîëîãèè ×åøñêîé àêàäåìèè íàóê,
Ïðàãà, è 3 Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ïóùèíî.

Â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ íåáëàãîïðèÿòíûõ âîçäåéñò-
âèé â öèòîïëàçìå êëåòîê âûñøèõ ýóêàðèîò è äðîææåé
ïðîèñõîäèò áûñòðîå ïîÿâëåíèå ïëîòíûõ îáðàçîâàíèé,
íàçûâàåìûõ ñòðåññîâûìè ãðàíóëàìè. Ñòðåññîâûå ãðàíó-
ëû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ëîêàëüíûå ñêîïëåíèÿ ìÐÍÊ, íå-
êîòîðûõ ôàêòîðîâ èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè è ÐÍÊ-ñâÿçû-
âàþùèõ áåëêîâ. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðàçðó-
øåíèå ìèêðîòðóáî÷åê, íî íå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
èíãèáèðóåò ôîðìèðîâàíèå ñòðåññîâûõ ãðàíóë â êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòêàõ CV-1, Vero è HeLa (Ivanov et al.,
2003). Íàèáîëåå âåðîÿòíî, ÷òî ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê â
ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ ñòðåññîâûõ ãðàíóë çàêëþ÷àåòñÿ â
òðàíñïîðòå êîìïîíåíòîâ ñòðåññîâûõ ãðàíóë ïî öèòî-
ïëàçìå. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîïûòàëèñü ïðîâåðèòü
ñâÿçü ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè è ìèêðîòðóáî÷êîâûìè ìîòîðà-
ìè óæå ñôîðìèðîâàííûõ ñòðåññîâûõ ãðàíóë â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ, à òàêæå óñòàíîâèòü ó÷àñòèå öèòîñêåëå-
òà â ôîðìèðîâàíèè ñòðåññîâûõ ãðàíóë â êëåòêàõ äðîæ-
æåé. Óêàçàíèåì íà àêòèâíûé òðàíñïîðò ïî ìèêðîòðóáî÷-
êàì ìîæåò ñëóæèòü íàëè÷èå â ñîñòàâå ñòðåññîâûõ ãðàíóë
ìèêðîòðóáî÷êîâûõ ìîòîðíûõ áåëêîâ. Ìåòîäîì èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ìû ïîêàçàëè, ÷òî â
ïîäâåðãíóòûõ îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó êëåòêàõ HeLa òÿ-
æåëàÿ öåïü äèíåèíà êîíöåíòðèðóåòñÿ â ñòðåññîâûõ ãðà-
íóëàõ. Ïðè ýòîì â ñòðåññîâûõ ãðàíóëàõ îòñóòñòâóþò äè-
íàêòèíîâûé êîìïëåêñ è êèíåçèí-I; âî âñÿêîì ñëó÷àå, èõ
êîíöåíòðàöèÿ íå ïðåâûøàåò òàêîâóþ â öèòîçîëå. Äëÿ
ïðèæèçíåííîãî íàáëþäåíèÿ çà ïîâåäåíèåì ñòðåññîâûõ
ãðàíóë êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëè âåêòîðîì pEGFP ñî
âñòðîéêîé êÄÍÊ ïîëèA-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (PABP),
îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ ñòðåññîâûõ ãðàíóë. Ïðè îêèñëè-
òåëüíîì ñòðåññå â êëåòêàõ îáðàçîâûâàëèñü ñòðåññîâûå
ãðàíóëû, ñîäåðæàùèå çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê,
ñëèòûé ñ GFP. Ìû íàáëþäàëè áûñòðûå, õîòÿ è õàîòè÷å-
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ñêèå, ïåðåìåùåíèÿ ñòðåññîâûõ ãðàíóë ïî öèòîïëàçìå. Â
îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ ñêîðîñòü ïåðåìåùåíèÿ äîñòèãàëà
0.5 ìêì â 1 ñ. Èñõîäÿ èç áîëüøèõ ðàçìåðîâ ñòðåññîâûõ
ãðàíóë è ñêîðîñòåé ïåðåìåùåíèÿ ïî öèòîïëàçìå ìîæíî ñ
äîñòîâåðíîñòüþ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ýòè ïåðåìåùåíèÿ îñó-
ùåñòâëÿþòñÿ çà ñ÷åò àêòèâíîãî òðàíñïîðòà. Ïåðåìåùå-
íèÿ ñòðåññîâûõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå ïðàêòè÷åñêè ïîëíî-
ñòüþ áëîêèðóþòñÿ ïðè ðàçðóøåíèè ìèêðîòðóáî÷åê, ÷òî
óêàçûâàåò íà ðîëü èìåííî ìèêðîòðóáî÷êîâûõ ìîòîðîâ â
äâèæåíèè ñòðåññîâûõ ãðàíóë. Îäèí èç íàñ (Ãàøåê, íå
îïóáëèêîâàíî) îáíàðóæèë, ÷òî â êëåòêàõ äðîææåé Sacc-
haromyces cerevisiae ïðè òåïëîâîì øîêå îáðàçóþòñÿ
ñòðåññîâûå ãðàíóëû, ñõîäíûå ïî ñîñòàâó ñî ñòðåññîâûìè
ãðàíóëàìè ìëåêîïèòàþùèõ. Ìû ïðîâåðèëè âëèÿíèå âå-
ùåñòâ, âûçûâàþùèõ äåïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê
èëè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, íà îáðàçîâàíèå ñòðåññîâûõ
ãðàíóë â äðîææàõ. Îêàçàëîñü, ÷òî â äðîææåâûõ êëåòêàõ
äåïîëèìåðèçàöèÿ ëèáî àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ëèáî
ìèêðîòðóáî÷åê íå âëèÿåò íà îáðàçîâàíèå ñòðåññîâûõ
ãðàíóë. Îäíàêî ïðè îäíîâðåìåííîì ðàçðóøåíèè è àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ, è ìèêðîòðóáî÷åê ìû íàáëþäàëè çíà-
÷èòåëüíîå èíãèáèðîâàíèå îáðàçîâàíèÿ ñòðåññîâûõ ãðà-
íóë. Âîçìîæíî, ÷òî è â êëåòêàõ äðîææåé äëÿ ôîðìèðîâà-
íèÿ ñòðåññîâûõ ãðàíóë òàêæå íåîáõîäèìû ýëåìåíòû
öèòîñêåëåòà. Îäíàêî â îòëè÷èå îò êëåòîê âûñøèõ ýóêà-
ðèîò âîçìîæíî çàìåùåíèå àêòèíà íà ìèêðîòðóáî÷êè
(è íàîáîðîò) â ýòîì ïðîöåññå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå â âèäå
ãðàíòà Ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè ìîëîäûõ êàíäèäà-
òîâ íàóê, ãðàíòà ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ïî ïðîãðàììå «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ãðàíòà INTAS ïî ïðî-
ãðàììå ïîääåðæêè ìîëîäûõ ó÷åíûõ.

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÇÀÙÈÒÍÎÃÎ ÄÅÉÑÒÂÈß ØÀÏÅÐÎ-
ÍÀ ÁÒØ70 Â ÍÅÉÐÎÄÅÃÅÍÅÐÀÒÈÂÍÛÕ ÇÀÁÎËÅÂÀÍÈ-
ßÕ ÍÀ ÏÐÈÌÅÐÅ ÕÎÐÅÈ ÃÅÍÒÈÍÃÒÎÍÀ. © Ì. Â. Èï-
ïîëèòîâà, Î. Â. Ìîñêàëåâà, Á. À. Ìàðãóëèñ, È. Â. Ãóæî-
âà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, guzho-
va@mail.cytspb.rssi.ru.

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà èãðàþò âàæíóþ ðîëü â çàùèòå
êëåòîê ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòî-
ðîâ. Çàùèòíîå äåéñòâèå ÁÒØ70, íàèáîëåå èçó÷åííîãî
ïðåäñòàâèòåëÿ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà, áûëî ïîêàçàíî â
êëåòî÷íûõ è æèâîòíûõ ìîäåëÿõ ðàçëè÷íûõ íåéðîäåãåíå-
ðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, â ÷àñòíîñòè çàáîëåâàíèé, ñâÿçàí-
íûõ ñ íàêîïëåíèåì áåëêîâ ñ äëèííûìè ïîëèãëóòàìèíî-
âûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, íàïðèìåð õîðåè Ãåíòèíã-
òîíà. Ýòî çàáîëåâàíèå âûçûâàåòñÿ ìóòàöèåé ýëîíãàöèè
òðèïëåòà, êîäèðóþùåãî ãëóòàìèí, â N-êîíöåâîé ÷àñòè
ìîëåêóëû õàíòèíãòèíà, ÷òî ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ
âíóòðèêëåòî÷íûõ íåðàñòâîðèìûõ àãðåãàòîâ ìóòàíòíîãî
áåëêà è ðàçâèòèþ àïîïòîçà â íåéðîíàõ îïðåäåëåííûõ çîí
ìîçãà. ÁÒØ70 ñïîñîáåí çàìåäëÿòü ïðîöåññ ôîðìèðîâà-
íèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ àãðåãàòîâ è ñïîñîáñòâîâàòü
âûæèâàíèþ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî ÁÒØ70 ïðèñóòñòâóåò
â àãðåãàòàõ è ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ìóòàíòíûì
áåëêîì. Îäíàêî ìåõàíèçìû çàùèòíîãî äåéñòâèÿ ÁÒØ70
íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíû. Ôîðìèðîâàíèå àãðåãàòîâ ìóòàíò-
íîãî áåëêà ìîæíî îáúÿñíèòü êîâàëåíòíûì âçàèìîäåéñò-
âèåì ãëóòàìèíîâ ñ êëåòî÷íûìè áåëêàìè-äîíîðàìè ëèçè-
íîâ ïîä äåéñòâèåì ôåðìåíòà òðàíñãëþòàìèíàçû, àêòèâ-
íîñòü êîòîðîãî ïîâûøåíà â çîíàõ ìîçãà, ïîäâåðæåííûõ

çàáîëåâàíèþ. Íà ðîëü òàêîãî äîíîðà ëèçèíà ïðåäëàãàþò
ôåðìåíò ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçó (ÃÀÔÄÃ).
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ôåðìåíò ìîæåò ñïåöèôè÷åñêè
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ õàíòèíãòèíîì è ñïîñîáñòâîâàòü îá-
ðàçîâàíèþ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ àãðåãàòîâ. Êðîìå òîãî,
ÁÒØ70 òàêæå ìîæåò ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
ÃÀÔÄÃ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìåõàíèçì çàùèòíîãî
äåéñòâèÿ ÁÒØ70 çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî îí, âçàèìîäåé-
ñòâóÿ ñ ÃÀÔÄÃ, ïðåïÿòñòâóåò åãî ñâÿçè ñ ïîëèãëóòàìè-
íîâîé öåïüþ ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà è çàìåäëÿåò ïðî-
öåññ ôîðìèðîâàíèÿ íåðàñòâîðèìûõ àãðåãàòîâ. Öåëüþ íà-
ñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ âûÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ
çàùèòíîãî äåéñòâèÿ ÁÒØ70 ïðè íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ
çàáîëåâàíèÿõ íà ïðèìåðå õîðåè Ãåíòèíãòîíà. Èññëåäîâà-
íèå ïðîâîäèòñÿ íà êëåòî÷íîé ìîäåëè õîðåè Ãåíòèíãòîíà
ñ èñïîëüçîâàíèåì âðåìåííîé òðàíñôåêöèè ïëàçìèäîé,
êîäèðóþùåé ìóòàíòíûé áåëîê. Â èññëåäîâàíèè èñïîëü-
çóåòñÿ ñòàáèëüíàÿ èíäóöèáåëüíàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íà
áàçå êëåòîê íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH, ñîäåðæàùàÿ ãåí
ÁÒØ70. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÁÒØ70 ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü
îáðàçîâàíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ ìóòàíòíîãî
õàíòèíãòèíà, ïðè÷åì ýòîò ýôôåêò íîñèò äîçîçàâèñèìûé
õàðàêòåð, ò. å. â êëåòêàõ ñ èíäóöèðîâàííîé ýêñïðåññèåé
ÁÒØ70 ïðîöåíò âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ àãðåãàòîâ, à òàêæå
ñðåäíèé ðàçìåð àãðåãàòîâ, îáðàçîâàííûõ ìóòàíòíûì
õàíòèíãòèíîì, çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â êëåòêàõ ñ íèç-
êèì ñîäåðæàíèåì ÁÒØ70. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÁÒØ70 è
ÃÀÔÄÃ êîëîêàëèçîâàíû â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷åëî-
âåêà ïðè êîòðàíñôåêöèè ýòèõ áåëêîâ. Ñïåöèôè÷åñêîå
âçàèìîäåéñòâèå äàííûõ áåëêîâ áûëî ïîäòâåðæäåíî ìå-
òîäîì ðåöèïðîêíîé êîèììóíîïðåöèïèòàöèè â êëåòêàõ
íåéðîáëàñòîìû ïîñëå èíäóêöèè ÁÒØ70. Òàêæå ïðè ïî-
ìîùè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ÁÒØ70 è ÃÀÔÄÃ êîëîêàëèçîâàíû ñ íåðàñòâîðèìûìè
âíóòðèêëåòî÷íûìè àãðåãàòàìè, îáðàçîâàííûìè ôðàã-
ìåíòàìè ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà. Èñïîëüçóÿ ìîäèôèêà-
öèþ ìåòîäà ÄÑÍ-ÏÀÀÃ ÝÔ äëÿ àíàëèçà ÄÑÍ-íåðàñòâî-
ðèìîé êëåòî÷íîé ôðàêöèè (Electrophoretic retardation),
ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîä äåéñòâèåì óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÁÒØ70 â êëåòêàõ, â êëåòêå óìåíüøàåòñÿ äîëÿ ÃÀÔÄÃ,
íàõîäÿùåãîñÿ â êîìïëåêñå ñ íåðàñòâîðèìûìè àãðåãàòà-
ìè ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà. Ýòî ïîäòâåðæäàåò ãèïîòåçó
î êëþ÷åâîé ðîëè âçàèìîäåéñòâèÿ ÁÒØ70 è ÃÀÔÄÃ â
ïðåäîòâðàùåíèè ïðîöåññà àãðåãàöèè çà ñ÷åò ÁÒØ70.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 04-04-49237) è ïî ïðîãðàììå ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÅ ÇÍÀ×ÅÍÈÅ ÒÐÎÔÎÁËÀÑÒÀ ÄËß
ÏÎËÓ×ÅÍÈß ÊÎËÎÍÈÉ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÝÌÁ-
ÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÁËÀÑÒÎÖÈÑÒ ÌÛØÈ.
© È. Â. Êàïðàëîâà, Ë. Ì. Ìåæåâèêèíà. Èíñòèòóò áèîôè-
çèêè êëåòêè ÐÀÍ, 142290, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.,
Èíñòèòóòñêàÿ óë., 3, irina.kapralova@yahoo.com.

Ñòàáèëüíûå êóëüòóðû ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÝÑÊ) â îñíîâíîì ïîëó÷àþò èç ðàííèõ çàðîäû-
øåé íà ñòàäèè áëàñòîöècòû. Ìû èññëåäîâàëè âîçìîæ-
íîñòü ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ èç èíòàêòíûõ áëàñòîöèñò ìûøè
ïîñëå èõ èíêóáèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ ðåêîìáèíàíòíûì öè-
òîêèíîì LIF (leukemia inhibitory factor). Â êà÷åñòâå êîíò-
ðîëÿ áûëè èñïîëüçîâàíû áëàñòîöèñòû, ðàçâèòèå êîòîðûõ
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ïðîõîäèëî â ñðåäå áåç äîáàâëåíèÿ LIF. Áëàñòîöèñòû âû-
äåëÿëè â ñåðåäèíå 4-õ ñóò áåðåìåííîñòè ïîñëå åñòåñò-
âåííîãî ñïàðèâàíèÿ ìûøåé áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ãîðìî-
íàëüíîé îáðàáîòêè. Âñåãî áûëè èñïîëüçîâàíû 352 áëàñ-
òîöèñòû, äëèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà
8 ñóò. ×åðåç êàæäûå 24 ÷ ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê
òðîôîáëàñòà è âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû, îöåíèâàëè
àäãåçèâíûå ñâîéñòâà, ñïîñîáíîñòü áëàñòîöèñò âûõîäèòü
èç zona pellucida è ôîðìèðîâàòü êîëîíèè ÝÑÊ, à òàêæå
àêòèâíîñòü ýíäîãåííîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû — òåñò íà
ïëþðèïîòåíòíîñòü êëåòîê. Áûëî âûÿâëåíî ïîëîæèòåëü-
íîå âëèÿíèå LIF íà áëàñòîöèñòû ìûøè â êîíöåíòðàöèè
10 íã/ìë, êîòîðóþ îáû÷íî èñïîëüçóþò â ñðåäàõ äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ. Ýòîò öèòîêèí ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷å-
íèþ ÷èñëà êëåòîê òðîôîáëàñòà è àäãåçèè ïîñëå âûõîäà
áëàñòîöèñò èç z. pellucida. Áëàãîïðèÿòíîå äåéñòâèå LIF
ñâÿçàíî ïðåæäå âñåãî ñ ïîâûøåíèåì ôóíêöèîíàëüíîé è
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè òðîôîáëàñòà, îñîáåííî â
òå÷åíèå ïåðâûõ 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ áëàñòîöèñò, êîãäà
ïðîèñõîäèò âûõîä èç z. pellucida è íà÷èíàåòñÿ ôîðìèðî-
âàíèå ïëþðèïîòåíòíûõ êîëîíèé ÝÑÊ èç êëåòîê âíóòðåí-
íåé êëåòî÷íîé ìàññû. Ïîëàãàåì, ÷òî àêòèâíîñòü òðîôîá-
ëàñòà êðàéíå âàæíà äëÿ ñîçäàíèÿ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû in
vitro ìîíîñëîÿ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ôèäåðíûõ ôóíêöèé è áî-
ëåå òåñíûõ ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ êîëîíèÿìè
ÝÑÊ. Ðåêîìáèíàíòíûé LIF íåîáõîäèì äëÿ çàðîäûøåé
ìûøè â êà÷åñòâå ôàêòîðà, ñòèìóëèðóþùåãî ïðîöåññû
èìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ, à òàêæå íà ýòàïå âûäåëåíèÿ
ÝÑÊ èç áëàñòîöèñò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49521à).

ÒÈÏÛ ÎÐÃÀÍÎÃÅÍÅÇÀ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ IN VITRO ÇÀ-
ÐÎÄÛØÅÂÎÃÎ ÊÀËËÓÑÀ ßÐÎÂÎÉ ÌßÃÊÎÉ ÏØÅ-
ÍÈÖÛ. © À. À. Êàòàñîíîâà,1 È. Ô. Øàÿõìåòîâ.2 1 Èí-
ñòèòóò áèîëîãèè Óôèìñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ, anet-
teka@rambler.ru, è 2 Áàøêèðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíè-
âåðñèòåò, Óôà.

Îðãàíîãåíåç â êàëëóñíîé êóëüòóðå in vitro âêëþ÷àåò
â ñåáÿ ïðîöåññû îáðàçîâàíèÿ ëèáî êîðíåé, ëèáî ïîáåãîâ,
ëèáî êîðíåé è ïîáåãîâ îäíîâðåìåííî. Öåëü èññëåäîâà-
íèÿ — âûÿñíèòü òèïû îðãàíîãåíåçà â êàëëóñàõ, ïîëó÷åí-
íûõ èç íåçðåëûõ çàðîäûøåé ÿðîâîé ìÿãêîé ïøåíèöû, â
êóëüòóðå in vitro. Ýêñïëàíòàòàìè äëÿ ïîëó÷åíèÿ êàëëó-
ñîâ ïîñëóæèëè íåçðåëûå çàðîäûøè ÿðîâîé ìÿãêîé ïøå-
íèöû ñîðòà Ñèìáèðêà, èíîêóëèðîâàííûå íà 15—17-å ñóò
ïîñëå îïûëåíèÿ. Íåçðåëûå çàðîäûøè âû÷ëåíÿëè â ñòå-
ðèëüíûõ óñëîâèÿõ è ïåðåíîñèëè íà ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
MS (Murashige, Skoog, 1962), äîïîëíåííóþ 2.0 ìã/ë
2,4-Ä è 0.2 ìã/ë êèíåòèíîì (Øàÿõìåòîâ, 2001). Èíêóáà-
öèþ çàðîäûøåé ïðîâîäèëè ïðè 26° C â òåìíîòå. Ïî
âíåøíåìó âèäó ïîëó÷åííàÿ êàëëóñíàÿ òêàíü ïðåäñòàâëÿ-
ëà ñîáîé êîìïàêòíîå áëåñòÿùåå îáðàçîâàíèå áëåä-
íî-æåëòîãî öâåòà. Äëÿ èíäóêöèè îðãàíîãåíåçà êàëëóñû
ïàññèðîâàëè íà èñõîäíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó MS áåç
2,4-Ä è êóëüòèâèðîâàëè ïðè 26° C íà ñâåòó. ×åðåç 20 ñóò
ïðîèçâîäèëè âèçóàëüíóþ êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó îðãà-
íîâ, ïî êîòîðûì îïðåäåëÿëè òèï îðãàíîãåíåçà. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî â 30.3 % ñëó÷àåâ ìîðôîëîãè÷åñêè íàáëþäàëîñü
îáðàçîâàíèå ïîáåãîâ, â 2.2 % — îáðàçîâàíèå êîðíåé, â
43.5 % — îáðàçîâàíèå êàê ïîáåãîâ, òàê è êîðíåé. Â

24.0 % ñëó÷àåâ îáðàçîâàíèÿ êîðíåé èëè ïîáåãîâ íå íà-
áëþäàëîñü. Òàêèì îáðàçîì, â êàëëóñàõ, ïîëó÷åííûõ èç
íåçðåëûõ çàðîäûøåé ïøåíèöû, ââåäåííûõ â êóëüòóðó íà
îäíîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ è êóëüòèâèðóåìûõ íà îäíîé ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå, ëèáî èíäóöèðîâàëèñü ðàçëè÷íûå òèïû
îðãàíîãåíåçà, ëèáî ïîñëåäíèé íå íàáëþäàëñÿ. Îäíà èç
âîçìîæíûõ ïðè÷èí ýòîãî ÿâëåíèÿ — íåîäíîðîäíîñòü
êàëëóñà, êîòîðûé ñîñòîèò èç ãðóïï êëåòîê, ðåàëèçóþùèõ
ìîðôîãåíåòè÷åñêèå ïîòåíöèè ðàçëè÷íûìè ïóòÿìè (Áà-
òûãèíà, 1987). Âàæíóþ ðîëü èãðàþò ñâÿçè ìåæäó ãðóïïà-
ìè êëåòîê â êàëëóñå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü îáóñëîâëåíî èõ
ôîðìîé è ðàçìåðîì. Âåðîÿòíî, íåìàëîâàæíóþ ðîëü èãðà-
åò çàâèñèìîñòü ýôôåêòà, âûçûâàåìîãî ãîðìîíàìè, îò ôè-
çèîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê-ìèøåíåé.

ÊÓËÜÒÓÐÛ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ/ÏÐÎÃÅÍÈÒÎÐÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÌÎÇÃÀ ÂÇÐÎÑËÎÃÎ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ç. Á. Êâà÷å-
âà, Â. È. Âîòÿêîâ, Ë. Ï. Òèòîâ, Ñ. Â. Êîðåíü, Ë. À. Õâà-
òîâà, Þ. À. Êàáàíîâà, Å. Í. Ðîìàíþê. ÃÓ Íàó÷íî-èññëå-
äîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ìèêðîáèîëîãèè è ýïèäåìèîëîãèè,
Ìèíñê.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåííûì ôàêòîì ÿâëÿåòñÿ
ñóùåñòâîâàíèå íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ/ïðîãåíèòàðíûõ
êëåòîê (ÑÏÊ) â ñóáâåíòðèêóëÿðíîé è âåíòðèêóëÿðíîé
çîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà è ãèïïîêàìïå, îáîíÿòåëüíîé ëó-
êîâèöå è äðóãèõ îáëàñòÿõ ìîçãà ÷åëîâåêà. Ñîãëàñíî ñî-
âðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, íåéðàëüíûå ÑÏÊ ñëóæàò
äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà è ðåãóëÿöèè ðåïàðàòèâíûõ
ïðîöåññîâ â ÖÍÑ. Ýòè êëåòêè îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê
ñàìîâîçîáíîâëåíèþ è ìóëüòèïîòåíòíîñòüþ — äèôôå-
ðåíöèðóþòñÿ â íåéðîíû, àñòðîöèòû è îëèãîäåíäðîöèòû.
Íåéðàëüíûå ïðåäøåñòâåííèêè, íàðàùèâàåìûå in vitro,
ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé îäèí èç èñòî÷íèêîâ êëåòîê â
êëèíè÷åñêîé òðàíñïëàíòîëîãèè, ïðè ðàçðàáîòêå íîâûõ
ïîäõîäîâ äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ
çàáîëåâàíèé. Ñåãîäíÿ âûäåëåíèå ÑÏÊ èç íåéðîãåííûõ
îáëàñòåé ãîëîâíîãî ìîçãà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà è ïðèãî-
òîâëåíèå èç íèõ êóëüòóð ïðåäñòàâëÿþò îïðåäåëåííûå
òðóäíîñòè ââèäó íåäîñòàòî÷íîé èçó÷åííîñòè èõ áèîëî-
ãè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Îòñóòñòâóþò åäèíûå ïðîòîêîëû èõ
âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ íàðàùèâàíèÿ êëåòî÷-
íîé áèîìàññû. Öåëü ðàáîòû — óñòàíîâëåíèå óñëîâèé
âûäåëåíèÿ ÑÏÊ ìîçãà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà, ïîäáîð ñîñòà-
âà ðîñòîâîé ñðåäû, âèäà è êîíöåíòðàöèè ðîñòîâûõ ôàê-
òîðîâ è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ äëÿ èõ äëèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Êëåòêè âûäåëÿëè èç õèðóðãè÷åñêèõ áèîïòà-
òîâ ìîçãà (êîðà áîëüøèõ ïîëóøàðèé) îïåðèðîâàííûõ
ëþäåé â âîçðàñòå 25 è 30 ëåò. Òêàíü ìîçãà ïîäâåðãàëè
ìåõàíè÷åñêîé äåçàãðåãàöèè è îáðàáîòêå ðàñòâîðàìè
òðèïñèíà è êîëëàãåíàçû òèïà 1 (1 : 1). Ïðèãîòîâëåííóþ
êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â ðîñòîâîé ñðåäå ïîìåùàëè â ïëà-
ñòèêîâûå êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû, îáðàáîòàííûå àíòè-
àäãåçèâíûì ïîêðûòèåì. Â òå÷åíèå 5—14 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â òåðìîñòàòå ïðè 37° C íàáëþäàëè ôîðìèðîâà-
íèå è ðîñò êëåòî÷íûõ êëàñòåðîâ â âèäå íåéðîñôåð.
Èññëåäîâàëè âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê â íåéðîñôåðàõ ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ðîñòîâûõ
ñðåä, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèëè ñðåäû ÄÌÅÌ, MEM è
F-10 ñ äîáàâêàìè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è áåç òàêîâûõ.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî äîáàâëåíèå â ñìåñü ïèòàòåëüíûõ ñðåä
(ÄÌÅÌ + F-10) äâóõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ — FGF-b è
hEGF — è ãåïàðèíà îáóñëîâëèâàåò ëó÷øóþ ãåíåðàöèþ
íåéðîñôåð è íàðàùèâàíèå â íèõ êëåòîê, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 767



ñ äàííûìè íåêîòîðûõ èññëåäîâàòåëåé, êîòîðûå äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íåéðàëüíûõ ÑÏÊ ëþäåé è æèâîòíûõ íå èñ-
ïîëüçóþò ôàêòîð, ïðåïÿòñòâóþùèé ñïîíòàííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêå êëåòîê, — LIF. Ýòîò ôàêòîð áîëåå íåîáõî-
äèì äëÿ ðîñòà ÑÏÊ, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíàëüíîé è
ôåòàëüíîé òêàíåé. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç íåéðîñôåð
âûÿâèë èõ ãåòåðîãåííîñòü è ïîëèìîðôèçì. Ñïîíòàííóþ
äèôôåðåíöèðîâêó è ãèáåëü êëåòîê ïðåäîòâðàùàëè ïî-
âòîðíûì äèñïåðãèðîâàíèåì àãðåãàòîâ è ïåðåíîñîì êëå-
òîê â íîâûå ôëàêîíû. Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè
(3—4 ïàññàæà) íàáëþäàëè îòïî÷êîâûâàíèå íîâûõ êëî-
íîâ èç íåéðîñôåð, à íå òîëüêî ðîñò êëîíîâ çà ñ÷åò ýêñ-
ïàíñèðîâàíèÿ ïî ïåðèôåðèè ñëîåâ ïðîãåíèòîðíûõ êëå-
òîê. Ôåíîòèïèðîâàíèå êëåòîê â íåéðîñôåðàõ ïðîâîäèëè
íåïðÿìûì ìåòîäîì ôëóîðåñöèðóþùèõ àíòèòåë ïðè ïå-
ðåâîäå êóëüòóð èç ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â
ìîíîñëîéíîå. Ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î
íàëè÷èè â íåéðîñôåðàõ íåñòèí-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
(ñòâîëîâûõ êëåòîê), MAP-2-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
(ïðåäøåñòâåííèêîâ íåéðîíîâ) è êëåòîê, íåñóùèõ ìàð-
êåð 04 íåçðåëûõ îëèãîäåíäðîöèòîâ, à òàêæå ÃÔÊÁ-ïîëî-
æèòåëüíûõ êëåòîê (àñòðîöèòîâ). Ïîëó÷åííûå íàìè ðå-
çóëüòàòû ïî èäåíòèôèêàöèè êëåòîê èç íåéðîñôåð ïîä-
òâåðæäàþò òîò ôàêò, ÷òî ïðîäóöèðóåìûå â êóëüòóðå
ñòðóêòóðû ÿâëÿþòñÿ èñòèííûìè íåéðîñôåðàìè — êëîíà-
ìè ÑÏÊ, îïèñûâàåìûìè äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè, à ïî-
äîáðàííûå íàìè óñëîâèÿ èõ ðîñòà îáåñïå÷èâàþò èõ ïðî-
äóêöèþ.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÎÂ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ ÑÎÑÓÄÈ-
ÑÒÎÃÎ ÝÍÄÎÒÅËÈß (VEFG) È ÅÃÎ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÈÌÌÓÍÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ ÌÛØÈ. © Å. Ï. Êè-
ñåëåâà, À. Â. Êðûëîâ, Î. È. Ñòåïàíîâà, Â. È. Ëþ äûíî. Íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Íåñìîòðÿ íà äîñòèãíóòûå óñïåõè â èçó÷åíèè âçàèìî-
îòíîøåíèé îïóõîëè è îðãàíèçìà, ëå÷åíèå îíêîëîãè÷å-
ñêèõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà îñòàåòñÿ îäíîé èç àêòóàëü-
íûõ ïðîáëåì ñîâðåìåííîé ìåäèöèíû. Íîâîå íàïðàâëå-
íèå áèîòåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèé çàêëþ-
÷àåòñÿ â ïðèìåíåíèè àíòèàíãèîãåííûõ ïðåïàðàòîâ, áëî-
êèðóþùèõ â îðãàíèçìå äåéñòâèå ôàêòîðîâ, ñòèìóëèðóþ-
ùèõ ðîñò îïóõîëåâûõ ñîñóäîâ, â ÷àñòíîñòè ôàêòîðà ðîñ-
òà ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ (VEGF). Îäíàêî äåéñòâèå ýòî-
ãî ôàêòîðà íå îãðàíè÷èâàåòñÿ òîëüêî àíãèîãåííûì
ýôôåêòîì. Â ðàáîòå, ïðîâåäåííîé íàìè ñîâìåñòíî ñ àìå-
ðèêàíñêèìè èññëåäîâàòåëÿìè, áûëî âïåðâûå ïîêàçàíî,
÷òî VEGF ìîæåò îêàçûâàòü èììóíîäåïðåññèâíîå âëèÿ-
íèå íà îðãàíèçì è âûçûâàòü èíâîëþöèþ òèìóñà (Ohm
et al., 2003). Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ VEGF
íà èììóíîêîìïåòåíòíûå êëåòêè íàìè áûëà èçó÷åíà ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ ðåöåïòîðîâ VEGF â êëåòêàõ èììóííîé ñè-
ñòåìû. Ðàíåå áûëî èçâåñòíî, ÷òî ìîíîöèòû êðîâè ÷åëî-
âåêà èìåþò ðåöåïòîð VEGF ïåðâîãî òèïà (VEGFR-1), íî
ñâåäåíèÿ â îòíîøåíèè äðóãèõ êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû
îòñóòñòâîâàëè (Barleon et al., 1996). Ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ
ðåöåïòîðîâ VEGF (VEGFR-1 è VEGFR-2) èçó÷àëè â òè-
ìîöèòàõ, ëèìôîöèòàõ ëèìôîóçëîâ è ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ èíòàêòíûõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ÎÒ) ñ ïîñëåäóþùåé ÏÖÐ. Ñóì-
ìàðíóþ ÐÍÊ â êîëè÷åñòâå 2 ìêã èñïîëüçîâàëè äëÿ ÎÒ,
êîòîðóþ ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè îëèãî(äÒ)15-ïðàéìå-
ðîâ è îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû M-MLV (Promega) â ñîîò-

âåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåëÿ. ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ, ïîäîáðàí-
íûõ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû äëèíà ïðîäóêòà ïðè ïðîõîæ-
äåíèè ðåàêöèè íà êÄÍÊ è ÿäåðíîé ÄÍÊ áûëà ðàçëè÷íîé.
Èñïîëüçîâàííûå ïðàéìåðû äëÿ VEGFR-1 (Flt-1) — ïðÿ-
ìîé 5�-gaagcggttcacctggactgagacc-3� è îáðàòíûé 5�-ggcttt-
gctggggggatttctctaa-3� (ðàçìåð ïðîäóêòà 432 ïàðû íóêëåî-
òèäîâ — ï. í.). Èñïîëüçîâàííûå ïðàéìåðû äëÿ VEGFR2
(KDR/Flk-1) — ïðÿìîé 5�-acagacagtgggatggtccttgcat-3� è
îáðàòíûé 5�-aaacaggaggtgagctgcagtgtgg-3� (272 ï.í.).
Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ b-àêòèíà îïðåäåëÿëè äëÿ êîí-
òðîëÿ ýôôåêòèâíîñòè ïðîõîæäåíèÿ ÎÒ è èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ
èññëåäîâàëè òàêæå ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ VEGF ñ ïîìîùüþ
ïðÿìîãî (5�-gaccctggctttactgctgta-3�) è îáðàòíîãî (5�-gtga-
ggtttgatccgcatgat-3�) ïðàéìåðîâ, ÿâëÿþùèõñÿ îáùèìè äëÿ
âñåõ èçîôîðì VEGF (297 ï.í.). Ðåçóëüòàòû âèçóàëèçèðî-
âàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â ãåëå, îêðàøåííîì
áðîìèñòûì ýòèäèåì. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäî-
âàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî òèìîöèòû ýêñïðåññèðóþò ìÐÍÊ
VEGFR-2, à ëèìôîöèòû ëèìôîóçëîâ è ïåðèòîíåàëüíûå
ìàêðîôàãè — ìÐÍÊ îáîèõ ðåöåïòîðîâ (VEGFR-1 è
VEGFR-2). Êðîìå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî âñå èññëåäîâàí-
íûå íàìè êëåòêè îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñèíòåçèðîâàòü
VEGF, òàê êàê â íèõ áûëà ýêñïðåññèðîâàíà ìÐÍÊ ýòîãî
ôàêòîðà. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî
êëåòêè èììóííîé ñèñòåìû, â òîì ÷èñëå òèìîöèòû, êîí-
ñòèòóòèâíî ñèíòåçèðóþò è ñàì VEGF, è ðåöåïòîðû ê
íåìó. Ïðè èíêóáàöèè ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãîâ â òå-
÷åíèå 24 ÷ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî ïðå-
ïàðàòà VEGF ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ñîáñòâåííîé ìîëåêóëû
âîçðàñòàëà â 1.3 ðàçà, ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ VEGFR-1 — â
2 ðàçà, à VEGFR-2 — â 1.8 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
VEGF èãðàåò âàæíóþ, íî â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâåñò-
íóþ è íîâóþ äëÿ íàøåãî ïîíèìàíèÿ ðîëü â îòíîøåíèè
èììóííîé ñèñòåìû. Îïèñàííàÿ ðàíåå ôóíêöèÿ VEGF êàê
õåìîàòòðàêòàíòà äëÿ ìîíîöèòîâ êðîâè ÿâíî íåäîñòàòî÷-
íà è íå îáúÿñíÿåò íàëè÷èÿ àêòèâèðîâàííûõ ãåíîâ êàê ñà-
ìîãî ôàêòîðà, òàê è åãî ðåöåïòîðîâ â êëåòêàõ èììóííîé
ñèñòåìû â îòñóòñòâèå â îðãàíèçìå àêòèâíîãî àíãèîãåíåçà
èëè âîñïàëåíèÿ. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî VEGF ìîæåò èã-
ðàòü âàæíóþ ðîëü â âûõîäå ëèìôîöèòîâ è ìàêðîôàãîâ èç
òêàíåé è ïîääåðæàíèè èõ íîðìàëüíîé ðåöèðêóëÿöèè â
îðãàíèçìå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48250).

ÏÎÄÀÂËÅÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÖÅÍÒÐÎÑÎÌÛ ÏÐÈ
ÈÍÄÓÊÖÈÈ ÝÐÈÒÐÎÈÄÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ
ÊËÅÒÎÊ ÊÓËÜÒÓÐÛ K562. © Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüå-
âà, À. Â. Òèøêîâñêàÿ, Ã. Å. Îíèùåíêî. Êàôåäðà êëåòî÷-
íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà.

Öåíòðîñîìà ÿâëÿåòñÿ öåíòðîì îðãàíèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê â æèâîòíûõ êëåòêàõ. Êîíòðîëèðóÿ ïîëÿðíîñòü
ìèêðîòðóáî÷åê, èõ ÷èñëî è ðàñïðåäåëåíèå, ýòà îðãàíåëëà
êîîðäèíèðóåò ðàçíîîáðàçíûå ïðîöåññû, â òîì ÷èñëå è
äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê. Îñîáûé èíòåðåñ âûçûâàþò èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé â ñòðóêòóðå è àê-
òèâíîñòè öåíòðîñîìû ïðè îïóõîëåâîì ðîñòå. Õèìè÷å-
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ñêàÿ èíäóêöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñïî-
ñîáîâ ïðåêðàùåíèÿ îïóõîëåâîãî ðîñòà. Ñðàâíåíèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èçìåíåíèé â ñîñòîÿíèè öåíòðîñîìû
ïðè èíäóêöèè ýðèòðîèäíîé äèôôåðåíöèðîâêè â êóëüòó-
ðå îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ òåì, ÷òî ïðîèñõîäèò ïðè íîð-
ìàëüíîì ýðèòðîïîýçå in vivo, ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïî-
íèìàíèþ ñòåïåíè íîðìàëèçàöèè äèôôåðåíöèðîâàííîãî
ôåíîòèïà êëåòîê ïðè õèìè÷åñêîé òåðàïèè îïóõîëåâîãî
ðîñòà. Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê êóëüòóðû K562 (ýðèòðî-
ìèåëîëåéêîç ÷åëîâåêà) èíäóöèðîâàëè âîçäåéñòâèåì òè-
ìèäèíà (2 ìÌ, 3 ñóò) è ÄÌÑÎ (äèìåòèëñóëüôîêñèä, 1 %,
11 ñóò). Â ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî èçó÷åíèå ñîñòîÿíèÿ
öåíòðîñîìû íà ñâåòîâîì è óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíÿõ.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáà àãåíòà âûçûâàþò ñíèæåíèå ìèòî-
òè÷åñêîãî èíäåêñà è îñòàíîâêó â ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íî-
ãî öèêëà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå àíòèòå-
ëàìè ó àëüôà-òóáóëèíà ïîêàçàëî, ÷òî ïðè èíäóêöèè äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòîê K562 ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ
àêòèâíîñòü öåíòðîñîìû â êà÷åñòâå öåíòðà îðãàíèçàöèè
ìèêðîòðóáî÷åê. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå èññëåäî-
âàíèÿ âûÿâèëè óìåíüøåíèå ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòå-
ðèàëà è ÷èñëà îòõîäÿùèõ îò öåíòðèîëåé ìèêðîòðóáî÷åê.
Ïðîèñõîäÿò ïåðåìåùåíèå àïïàðàòà Ãîëüäæè íà ïåðèôå-
ðèþ êëåòêè è óâåëè÷åíèå ïðîòÿæåííîñòè êàíàëîâ ãðàíó-
ëÿðíîãî ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà. Ýòè èçìåíå-
íèÿ ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ÷àñòè÷íîé èíàêòèâàöèè
öåíòðîñîìû è íàðóøåíèè ïðîöåññîâ âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà, îáåñïå÷èâàåìîãî ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê.
Ñõîäíûå èçìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò è ïðè ýðèòðîèäíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêå in vivo. Èçâåñòíî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà
ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è ýðèòðîöèòîâ, ñâÿçàíà
ñ àêòèâàöèåé ðÿäà êàñïàç — ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ è
â àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè
ýòèõ ôåðìåíòîâ â ìåõàíèçìàõ õèìè÷åñêè èíäóöèðîâàí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê K562 íàìè áûë èñïîëüçî-
âàí ïàíêàñïàçíûé èíãèáèòîð zVAD-fmk â êîíöåíòðàöèè
25 ìÌ. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ñàìî ïî ñåáå âîçäåéñò-
âèå zVAD-fmk íå âûçûâàåò óìåíüøåíèÿ äîëè ãèáíóùèõ
êëåòîê, íî íå ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ìèòîòè÷åñêîãî èí-
äåêñà. Íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå îáíàðóæèâàåòñÿ,
÷òî ïðè äåéñòâèè òîëüêî zVAD-fmk öåíòðîñîìà èìååò òå
æå ÷åðòû ñòðîåíèÿ, ÷òî è â êîíòðîëå, íî ïðîèñõîäèò óâå-
ëè÷åíèå ëèçîñîìíîãî êîìïàðòìåíòà. Ïðè ñîâìåñòíîì
âîçäåéñòâèè ÄÌÑÎ è zVAD-fmk íàáëþäàåòñÿ âîññòà-
íîâëåíèå îðãàíèçàöèè êëåòî÷íîãî öåíòðà è àêòèâíîñòè
öåíòðîñîìû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè êàñïàç â
ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê K562. Òàêèì îáðà-
çîì, õèìè÷åñêè èíäóöèðîâàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëå-
òîê K562 âêëþ÷àåò àêòèâàöèþ êàñïàç è ñîïðîâîæäàåòñÿ
èíàêòèâàöèåé öåíòðîñîìû, àíàëîãè÷íîé òîé, êîòîðàÿ
ïðîèñõîäèò ïðè ýðèòðîèäíîé äèôôåðåíöèðîâêå in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49248) è ïî àíàëèòè÷åñêîé âå-
äîìñòâåííîé öåëåâîé ïðîãðàììå «Ðàçâèòèå íàó÷íîãî
ïîòåíöèàëà âûñøåé øêîëû (2006—2008 ãã.)» (ïðîåêò
ÐÍÏ.2.1.1.7842).

ÍÎÂÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÈÌÌÓÍÎÀÊÒÈÂÍÛÕ ÏÅÏÒÈÄ-
ÍÛÕ ÔÐÀÃÌÅÍÒÎÂ ÄÅÔÅÍÑÈÍÎÂ. © Ç. Â. Êîâàëåâà,1

Â. Ï. Èâàíîâà,2 Ò. Ì. Ãðèí÷óê.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõè-
ìèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, valet@iephb.ru.

Ðàíåå íàìè áûëè âûÿâëåíû èììóíîàêòèâíûå îëèãî-
ïåïòèäû FGER è GERA — ôðàãìåíòû 12—15 è 13—16
äåôåíñèíîâ êðîëèêà è ÷åëîâåêà, ðåãóëèðóþùèå êàê êëå-
òî÷íûé, òàê è ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò. Îáà ïåïòè-
äà àêòèâèðóþò ó Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà ïðîöåññû èí-
äóêöèè ÑD2-àíòèãåíà, êîòîðûé, êàê èçâåñòíî, îòíîñèòñÿ
ê ñóïåðñåìåéñòâó àäãåçèâíûõ ìîëåêóë èììóíîãëîáóëè-
íîâîãî ãåíà è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â óñêîðåíèè àäãåçèè
ìåæäó Ò-ëèìôîöèòàìè è äðóãèìè èììóíîêîìïåòåíòíû-
ìè êëåòêàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëî-
æåíèå î òîì, ÷òî äåôåíñèíîâûå ôðàãìåíòû ìîãóò âëèÿòü
è íà àäãåçèâíûå ñâîéñòâà äðóãèõ òèïîâ êëåòîê. Â îïûòàõ
èñïîëüçîâàëè ëèíèþ ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê ÑÍÎ-K1.
Êëåòêè (106 â 1 ìë) èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ/F12 áåç
ñûâîðîòêè ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè ïåïòèäîâ (îò 10–10

äî 10–4 Ì) èëè áåç íèõ 30 ìèí ïðè 37 °Ñ, çàòåì ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ ÊÐÑ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè â ïëàí-
øåò (íåîáðàáîòàííûé èëè îáðàáîòàííûé ôèáðîíåêòè-
íîì) è ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð íà 1 ÷. Àäãåçèðîâàí-
íûå êëåòêè îêðàøèâàëè â 0.3%-íîì ðàñòâîðå
êðèñòàëëè÷åñêîãî ôèîëåòîâîãî. Ñâÿçàííûé êðàñèòåëü
ýêñòðàãèðîâàëè è èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó-
÷åííûõ ýêñòðàêòîâ ïðè 570 íì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îáà
ïåïòèäà óâåëè÷èâàþò àäãåçèþ êëåòîê ÑÍÎ ê ïëàñòèêî-
âîé ïîâåðõíîñòè. Âûÿâëåííûé ýôôåêò ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàí ñ àêòèâàöèåé ïåïòèäàìè àäãåçèâíûõ ðåöåïòîðîâ —
èíòåãðèíîâ. Êàê èçâåñòíî, îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûõ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ÿâëÿåòñÿ
ãëèêîïðîòåèí ôèáðîíåêòèí, íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñòâóþ-
ùèé â ïðîöåññàõ àäãåçèè è ìèãðàöèè êëåòîê. Â ñâÿçè ñ
ýòèì íàñ èíòåðåñîâàëî, èçìåíèòñÿ ëè ñòåïåíü àäãåçèè
êëåòîê ÑÍÎ ê èììîáèëèçîâàííîìó ôèáðîíåêòèíó ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè êëåòîê ïåïòèäíûìè ôðàã-
ìåíòàìè, è åñëè èçìåíèòñÿ, òî â êàêîé ìåðå. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî ïðåäèíêóáàöèÿ êëåòîê ñ èññëåäîâàííûìè ïåïòè-
äàìè ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ àäãåçèè ýòèõ êëåòîê ê
ôèáðîíåêòèíó. Â õîäå àäãåçèè êëåòîê ê ôèáðîíåêòèíó
àêòèâèðóþòñÿ èíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû, äëÿ êîòîðûõ ëè-
ãàíäîì ÿâëÿåòñÿ èìåííî ýòîò áåëîê âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà. Ïîñêîëüêó â äàííîì ñëó÷àå íå âûÿâëåíî ÷åòêîé
äîçîçàâèñèìîñòè ìåæäó ýôôåêòîì èíãèáèðîâàíèÿ àäãå-
çèè êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ ñèíòåòè÷å-
ñêèìè ïåïòèäàìè, ê èììîáèëèçîâàííîìó ôèáðîíåêòèíó
è êîíöåíòðàöèåé ýòèõ ïåïòèäîâ â ñðåäå èíêóáàöèè, ìîæ-
íî óòâåðæäàòü, ÷òî èçó÷åííûå ïåïòèäû ïîëíîñòüþ íå
áëîêèðóþò ó÷àñòêè ñâÿçûâàíèÿ èíòåãðèíîâ ñ ôèáðîíåê-
òèíîì. Âîçìîæíî, èññëåäîâàííûå ïåïòèäû ñâÿçûâàþòñÿ
ñ èíûìè ó÷àñòêàìè ìîëåêóëû èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ.
Íå èñêëþ÷àåòñÿ òàêæå âîçìîæíîñòü àêòèâàöèè ïåïòèäà-
ìè èíòåãðèíîâûõ ìîëåêóë ÷åðåç óñêîðåíèå êîíôîðìàöè-
îííûõ ïåðåõîäîâ ðåöåïòîðíûõ ìîëåêóë â âûñîêîàôôèí-
íîå ñîñòîÿíèå èëè ïðîöåññîâ êëàñòåðèçàöèè èíòåãðèíî-
âûõ ìîëåêóë, ÷òî ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè ïðîöåññîâ
îáðàçîâàíèÿ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è â êîíå÷íîì ñ÷åòå ê
óñèëåíèþ êëåòî÷íîé àäãåçèè.

ÐÎËÜ ÁÅËÊÀ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ Ñ ÌÎËÅÊÓËßÐ-
ÍÎÉ ÌÀÑÑÎÉ 70 êÄà Â ÌÎÄÓËßÖÈÈ ÏÐÎÒÈÂÎ-
ÎÏÓÕÎËÅÂÎÃÎ ÈÌÌÓÍÍÎÃÎ ÎÒÂÅÒÀ. © Å. Þ. Êî-
ìàðîâà, Î. Â. Êîëóïàåâ, È. Â. Ãóæîâà, Á. À. Ìàðãóëèñ.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Áåëîê òåïëîâîãî øîêà Hsp70 ìîæåò ïîñòîÿííî ñèí-
òåçèðîâàòüñÿ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè áîëüøîãî êîëè÷å-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 769



ñòâà òèïîâ, âêëþ÷àÿ êëåòêè ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè, è
äàæå ìîæåò ñëóæèòü äèàãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ñòåïåíè çëîêà÷åñòâåííîñòè îïóõîëè. Ñ îä-
íîé ñòîðîíû, ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå øàïåðîíà â çëî-
êà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèÿõ ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî
îïóõîëü ñòàíîâèòñÿ óñòîé÷èâîé ê ïðîòèâîîïóõîëåâîé
òåðàïèè, à ñ äðóãîé — áûëè ïîëó÷åíû èíòåðåñíûå äàí-
íûå, óêàçûâàþùèå íà òî, ÷òî øàïåðîííàÿ àêòèâíîñòü
Hsp70 ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ïðîòèâîîïóõîëåâûé îòâåò
èììóííîé ñèñòåìû. Íåñêîëüêî ëåò òîìó íàçàä ïîÿâèëèñü
ñâåäåíèÿ î òîì, ÷òî Hsp70, ðàíåå ñ÷èòàâøèéñÿ èñêëþ÷è-
òåëüíî öèòîïëàçìàòè÷åñêèì áåëêîì, ìîæåò âûõîäèòü âî
âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî è ïðèîáðåòàòü ñâîéñòâà
«ñèãíàëà îïàñíîñòè», ìîáèëèçóþùåãî èììóííóþ è ýí-
äîêðèííóþ ñèñòåìû. Â íà÷àëå 1990-õ ãîäîâ áûëî óáåäè-
òåëüíî ïîêàçàíî, ÷òî Hsp70 ìîæåò òàêæå âûõîäèòü íà
ïîâåðõíîñòü ðàêîâûõ êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñîâ
ñ îïóõîëåâûìè àíòèãåíàìè, ïðè÷åì òàêèå êîìïëåêñû ÿâ-
ëÿþòñÿ ìèøåíüþ äëÿ êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû. Öåëüþ
íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ðîëè Hsp70 â ìîäóëÿöèè
èììóííîãî îòâåòà, íàïðàâëåííîãî ïðîòèâ îïóõîëåâûõ
êëåòîê. Â êà÷åñòâå ìîäåëè èññëåäîâàíèÿ áûëè âûáðàíû
òðè ëèíèè êëåòîê: ëèíèÿ U-937 (ëèìôîìà ÷åëîâåêà), ëè-
íèÿ HL-60 (ïðîìèåëîèäíàÿ ëåéêåìèÿ ÷åëîâåêà) è ëèíèÿ
K-562 (ýðèòðîèäíàÿ ëåéêåìèÿ ÷åëîâåêà), ðàçëè÷àþùèåñÿ
ïî óðîâíþ áàçàëüíîé ýêñïðåññèè Hsp70. Â îïûòàõ ñ
êëåòêàìè ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè U-937, HL-60 è
K-562 íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî Hsp70, âûäåëåííûé
èç ìûøöû áûêà è ââåäåííûé â êóëüòóðó, ñïîñîáåí ñíà-
÷àëà ïîêðûâàòü êëåòî÷íóþ ïîâåðõíîñòü, à çàòåì ïðîíè-
êàòü â êëåòêè è íàêàïëèâàòüñÿ â öèòîïëàçìå. Ýòîò âíîâü
ïîÿâèâøèéñÿ áåëîê îïðåäåëÿåò íà çíà÷èìûé ïåðèîä âðå-
ìåíè ïîâåäåíèå êëåòîê, ñíèæàåò óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè
è äàæå âûçûâàåò ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Îáðàáîòêà îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ î÷èùåííûì Hsp70 òàêæå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ýôôåêòèâíîñòè èõ ðàñïîçíàâàíèÿ öèòîòîêñè÷åñêèìè
ëèìôîöèòàìè â òåñòå CTL. Ðîñò ýôôåêòèâíîñòè áûë ïðî-
ïîðöèîíàëåí êîíöåíòðàöèè Hsp70 â êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äå è çàâèñåë îò òèïà êëåòîê-ìèøåíåé, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
óðîâíþ ñîäåðæàíèÿ ñîáñòâåííîãî Hsp70 è ïî ñïîñîáíî-
ñòè ê åãî íàêîïëåíèþ. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû èí-
òåðåñíû íå òîëüêî ñ òî÷êè çðåíèÿ ôóíäàìåíòàëüíîé íàó-
êè, íî è çíà÷èìû äëÿ ïîèñêà íîâûõ ôîðì ïðîòèâîîïóõî-
ëåâîé òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 04-04-49237) è ïî ïðîãðàììå ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÏÎÈÑÊ ÌÅÒÎÄÈ×ÅÑÊÈÕ ÏÎÄÕÎÄÎÂ ÄËß ÂÛßÑ-
ÍÅÍÈß ÐÎËÈ ÒÈÐÎÇÈÍÊÈÍÀÇÛ ÈÍÒÅÐÍÀËÈÇÎ-
ÂÀÍÍÎÃÎ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÔÀÊ-
ÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ (ÝÔÐ) Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÏÎÇÄÍÈÕ ÑÒÀ-
ÄÈÉ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÀ. © Ê. À. Êîíäðàòîâ, Í. À. Ñòå-
ïàíÿíö, À. Ï. Àìîñîâà, Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Câÿçûâàíèå ÝÔÐ ñî ñâîèì ðåöåïòîðîì íà ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè ðåöåïòîðíîé
òèðîçèíêèíàçû (ÒÊ). Ñ÷èòàåòñÿ óñòàíîâëåííûì, ÷òî àê-
òèâàöèÿ ÒÊ íåîáõîäèìà êàê äëÿ èíèöèàöèè ìèòîãåííîãî
ñèãíàëà, òàê è äëÿ ðåãóëÿöèè äâóõ ñòàäèé ýíäîöèòîçà

ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ: èíòåðíàëèçàöèè è (â áîëü-
øåé ñòåïåíè) ñîðòèðîâêè ðåöåïòîðîâ èç ðàííèõ ýíäîñîì
â ïîçäíèå. Îäíàêî è ïîñëå ýòîãî ðåöåïòîð (Ð) ñîõðàíÿåò
ñâîþ òèðîçèíêèíàçíóþ àêòèâíîñòü âïëîòü äî ïîïàäàíèÿ
â ëèçîñîìû. Ôèçèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå ýòîãî ôàêòà
îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè ðåöåïòîðà
ÒÊ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà áûë îòðàáîòàí ìåòî-
äè÷åñêèé ïîäõîä ñ èñïîëüçîâàíèåì AG1478 — cïåöèôè-
÷åñêîãî ñèíòåòè÷åñêîãî èíãèáèòîðà àêòèâíîñòè òèðîçèí-
êèíàçíîãî ðåöåïòîðà ÝÔÐ. ×åðåç îïðåäåëåííîå âðåìÿ
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â êëåòêàõ À431 íåèíòåð-
íàëèçîâàííûé ÝÔÐ óäàëÿëè ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
ñ ïîìîùüþ àöåòàòíîãî áóôåðà (ðÍ 4.5), òåì ñàìûì ïîëó-
÷àÿ êëåòêè, ñîäåðæàùèå àêòèâèðîâàííûå ÝÔÐ-Ð òîëüêî
â ýíäîñîìàõ. Âðåìåííîé è êîíöåíòðàöèîííûé àíàëèç ïî-
êàçàë, ÷òî AG1478 îêàçûâàåò ñâîå äåéñòâèå óæå ÷åðåç
5 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê êëåòêàì. Ôîñôîðèëèðîâàíèå
ÝÔÐ-Ð ïî òèðîçèíó ïàäàåò áîëåå ÷åì íà 80 % ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíûì óðîâíåì ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíöåí-
òðàöèé AG1478 âûøå 250 íÌ, íî âîññòàíàâëèâàåòñÿ ÷å-
ðåç 15 ìèí ïîñëå óäàëåíèÿ èíãèáèòîðà. Èñïîëüçîâàíèå
AG1478 â êîíöåíòðàöèè âûøå 1 ìêÌ ïðèâîäèò ê íåîáðà-
òèìîìó ïîäàâëåíèþ ÒÊ-çàâèñèìîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ðåöåïòîðà. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå 5-ìèíóòíîé
îáðàáîòêè êëåòîê AG1478 â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
250—600 ìêÌ ïîçâîëÿåò ýêñïåðèìåíòàëüíî ìàíèïóëè-
ðîâàòü ÒÊ-àêòèâíîñòüþ ðåöåïòîðà â ýíäîñîìàõ. Èñïîëü-
çóÿ ýòîò ïîäõîä, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ïîñòîÿííî àêòèâ-
íàÿ ÒÊ íåîáõîäèìà äëÿ ïîääåðæàíèÿ êîìïëåêñà ÝÔÐ-Ð ñ
óáèêâèòèí-ëèãàçîé ñ-Cbl.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49046).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÄÍÊ-ÒÎÏÎÈÇÎÌÅÐÀÇ
ÍÀ ÐÎÑÒ ÑÓÑÏÅÍÇÈÎÍÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÊËÅÒÎÊ
ÑÊÎÐÇÎÍÅÐÛ SKORZONERA HISPANICA È ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÜ ßÄÅÐÍÎÉ È ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÎÉ
ÄÍÊ-ÒÎÏÎÈÇÎÌÅÐÀÇÛ I. © Þ. Ì. Êîíñòàíòèíîâ,1

Ê. Ç. Ãàìáóðã,2 Â. È. Òàðàñåíêî,1 Ë. È. Ñåìåíîâà,1

Â. Í. Øìàêîâ,1 Ñ. Ë. Ãðîõîâñêèé,2 À. Ë. Æóçå.2 1 Ñèáèð-
ñêèé èíñòèòóò ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ðàñòåíèé ÑÎ ÐÀÍ,
Èðêóòñê, 664033, à/ÿ 317, è 2 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé
áèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, yukon@sifibr.irk.ru.

ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû îòíîñÿòñÿ ê ÷èñëó âàæíåéøèõ
ôåðìåíòîâ ìåòàáîëèçìà íóêëåèíîâûõ êèñëîò è ó÷àñòâó-
þò â îñíîâíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ïðîöåññàõ êëåòêè, ñâÿçàí-
íûõ ñ ðàçäåëåíèåì öåïåé ÄÍÊ, òàêèõ êàê òðàíñêðèïöèÿ,
ðåïëèêàöèÿ, ðåêîìáèíàöèÿ è ðåïàðàöèÿ. Äî íàñòîÿùåãî
âðåìåíè ìàëî èçâåñòíî îá îñîáåííîñòÿõ áèîõèìè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèê ýòèõ ôåðìåíòîâ ó òàêèõ ïðåäñòàâèòåëåé
ýóêàðèîò, êàê ðàñòåíèÿ, è èõ ðîëè â ïðîöåññàõ ðîñòà è äå-
ëåíèÿ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê. Ñóñïåíçèîííàÿ êóëüòóðà
ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê ìîæåò ñëóæèòü ïåðñïåêòèâíîé ìî-
äåëüíîé ñèñòåìîé êàê 1) äëÿ èçó÷åíèÿ ó÷àñòèÿ ìèòîõîí-
äðèàëüíîé è ÿäåðíîé ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû I (Òîïî I) â
áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè, òàê è
2) äëÿ ñêðèíèíãà èíãèáèòîðîâ Òîïî I. Ïîñëåäíåå òåì áî-
ëåå àêòóàëüíî, ÷òî ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû ÿâëÿþòñÿ ïåð-
âè÷íûìè ìèøåíÿìè ðÿäà ñîåäèíåíèé ñ ïðîòèâîîïóõîëå-
âûì äåéñòâèåì. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ äâóõ èíãèáèòîðîâ Òîïî I, îòíîñÿùèõñÿ ê êëàññó
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ìàëîáîðîçäî÷íûõ ëèãàíäîâ, — Õ¸õñòà 33258 (Ht-258) è
Õ¸õñòà 33342 (Ht-342) — íà ðîñò ñóñïåíçèîííîé êóëüòó-
ðû êëåòîê ñêîðçîíåðû Scorzonera hispanica L. è àêòèâ-
íîñòü Òîïî I ÿäåðíîé è ìèòîõîíäðèàëüíîé ëîêàëèçàöèè.
Èçâåñòíî, ÷òî Ht-342 îáëàäàåò ïîâûøåííîé ìåìáðàííîé
ïðîíèöàåìîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ Ht-258. Êóëüòóðó òêàíè
ñêîðçîíåðû ïîääåðæèâàëè â êîíè÷åñêèõ êîëáàõ (250 ìë,
îáúåì ñóñïåíçèè 60 ìë) ïóòåì ðàçáàâëåíèÿ âûðîñøåé
êóëüòóðû ñâåæåé ñðåäîé â 20 ðàç êàæäûå 10—11 ñóò. Êóëü-
òèâàöèþ îñóùåñòâëÿëè ïðè 26 °Ñ â òåìíîòå íà îðáèòàëü-
íîé êà÷àëêå. Ñðåäà ñîñòîÿëà èç ìèíåðàëüíûõ ñîëåé ïî
Ìóðàøèãå è Ñêóãó, ñàõàðîçû (2 %) è òèàìèí-HCl (1 ìã/ë).
Âëèÿíèå ñîåäèíåíèé íà ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ îöåíèâàëè
÷åðåç 3—4 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà (ëîãàðèôìè÷åñêàÿ ôàçà
ðîñòà). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â ñìåñè ýòàíîëà è óêñóñíîé
êèñëîòû (3 : 1) 1 ÷ è îêðàøèâàëè ðåàêòèâîì Øèôôà. Ìè-
òîòè÷åñêèé èíäåêñ îïðåäåëÿëè êàê ÷èñëî ìèòîòè÷åñêèõ
ôèãóð íà 1000 êëåòîê â òðåõêðàòíîé ïîâòîðíîñòè. Îïðå-
äåëåíèå àêòèâíîñòè Òîïî I îñóùåñòâëÿëè ïóòåì îöåíêè
ðåëàêñàöèè ñóïåðñïèðàëèçîâàííîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíàëèçà ôîðì ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðî-
ôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå. Êðàñèòåëè Õ¸õñò óãíåòàëè ðîñò
â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå 10 ìêÌ ñ ïîëíîé îñòàíîâêîé ðîñ-
òà ïðè 50 ìêÌ, ïðè÷åì Ht-342 äåéñòâîâàë ñèëüíåå, ÷åì
Ht-258. Äîáàâëåíèå ýòèõ âåùåñòâ âî âðåìÿ ýêñïîíåíöèà-
ëüíîãî ðîñòà ñíèæàëî ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ óæå ÷åðåç
3 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ. Ïðè ñðàâíåíèè âëèÿíèÿ Ht-258 è
Ht-342 íà ðåëàêñàöèþ ÄÍÊ òîïîèçîìåðàçû èç ÿäåð ñêîð-
çîíåðû óñòàíîâëåíî, ÷òî 50%-íîå èíãèáèðîâàíèå àêòèâ-
íîñòè ÿäåðíîãî ôåðìåíòà íàáëþäàëîñü óæå â ïðèñóòñò-
âèè 2.5 ìêÌ Ht-342, òîãäà êàê Ht-258 âûçûâàë àíàëîãè÷-
íûé ýôôåêò òîëüêî â êîíöåíòðàöèè 7.5 ìêÌ. Ñõîäíóþ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíãèáèòîðàì ïðîÿâëÿëà è Òîïî I ìè-
òîõîíäðèé. Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò,
÷òî âåùåñòâà, èíãèáèðóþùèå Òîïî I, óãíåòàþò ðîñò êó-
ëüòóðû ðàñòèòåëüíîé òêàíè. Ýòî óãíåòåíèå ñâÿçàíî ñ
òîðìîæåíèåì äåëåíèÿ êëåòîê, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò
äàííûå ïî ìèòîòè÷åñêîìó èíäåêñó. Âëèÿíèå íà ìèòîòè-
÷åñêèé èíäåêñ îáíàðóæèâàåòñÿ óæå â ïåðâûå 3 ÷. Òîò
ôàêò, ÷òî Ht-342 áûë áîëåå àêòèâåí â óãíåòåíèè ðîñòà
êóëüòóðû è àêòèâíîñòè Òîïî I, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî óãíåòåíèå ðîñòà êóëüòóðû îáóñëîâëåíî âëèÿíèåì
ýòèõ âåùåñòâ íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà. Èíòåíñèâíûé ïî-
èñê ñîåäèíåíèé, äåéñòâóþùèõ íà ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçó,
ïðîâîäèòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ âîçìîæíîñòüþ
èõ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ïðîòèâîîïóõîëåâûõ è àíòè-
ìèêðîáíûõ ïðåïàðàòîâ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñóñ-
ïåíçèîííûå êóëüòóðû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê ìîãóò èñïî-
ëüçîâàòüñÿ êàê äîïîëíèòåëüíûé îáúåêò äëÿ ñêðèíèíãà
ýòèõ âåùåñòâ. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ íàøèìè äàííûìè ïî
÷ðåçâû÷àéíî âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè êóëüòóðû êëå-
òîê ñêîðçîíåðû ê êàìïòîòåöèíó, âûçûâàâøåìó ïî÷òè
ïîëíîå ïðåêðàùåíèå ðîñòà óæå â êîíöåíòðàöèè 0.02 ìêÌ.
Ê ïðåèìóùåñòâàì êóëüòóð ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê ìîæíî
îòíåñòè î÷åíü äåøåâóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, ïðîñòîé ìå-
òîä ðåãèñòðàöèè ýôôåêòà è ìèíèìàëüíûé ðàñõîä èçó÷àå-
ìûõ ñîåäèíåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Èí-
òåãðàöèîííîãî ïðîåêòà ÑÎ ÐÀÍ ¹ 6.

ÂËÈßÍÈÅ ÈÔÍ-á ÍÀ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÓ È ÑÎ-
ÇÐÅÂÀÍÈÅ ÌÎÍÎÖÈÒÎÂ ÏÅÐÈÔÅÐÈ×ÅÑÊÎÉ ÊÐÎ-
ÂÈ, ÏÐÅÎÁÐÀÇÓÞÙÈÕÑß Â ÄÅÍÄÐÈÒÍÛÅ ÊËÅÒ-

ÊÈ. © Ñ. Ì. Êîñìà÷åâà, Ñ. Â. Ñóðåíñêèé, Ì. Â. Áåëåâöåâ,
Ì. Ï. Ïîòàïíåâ. ÃÓ ÐÍÏÖ ãåìàòîëîãèè è òðàíñôóçèîëî-
ãèè è ÃÓ ÐÍÏÖ äåòñêîé îíêîëîãèè è ãåìàòîëîãèè, Ìèíñê.

Êðîìå ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ äåíäðèòíûõ
êëåòîê (ÄÊ) èç ìîíîöèòîâ (Ìí) ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè
â ïðèñóòñòâèè IL-4 è GM-CSF, çàíèìàþùåãî 8—9 ñóò,
ïðåäëàãàþòñÿ ìåòîäèêè áîëåå áûñòðîãî ïîëó÷åíèÿ çðå-
ëûõ ÄÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÈÔÍ-á, äåéñòâóþùèé êàê àíàëîã
åñòåñòâåííûõ ôàêòîðîâ, ìîæåò èíäóöèðîâàòü äèôôåðåí-
öèðîâêó è ñîçðåâàíèå Ìí ñ ôîðìèðîâàíèåì ïîòåíöèàëü-
íî àíòèãåíïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê. Öåëü íàñòîÿùåé ðà-
áîòû — îöåíèòü âëèÿíèå ÈÔÍ-á íà ýòàïû äèôôåðåíöè-
ðîâêè è ñîçðåâàíèÿ ìîíîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
ïðè ôîðìèðîâàíèè äåíäðèòíûõ êëåòîê. Ìí ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ïîëó÷àëè èç ãåïàðèíèçèðîâàííîé âåíîçíîé
êðîâè çäîðîâûõ ëèö àäãåçèåé íà ïëàñòèêå. Ïðèëèïøèå ê
ïëàñòèêó êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÃÌ-ÊÑÔ (1000 ÌÅä/ìë) è ÈÔÍ-á
(1000 ÅÄ/ìë). Äëÿ ñòèìóëÿöèè Ìí ê äèôôåðèíöèðîâêå
èñïîëüçîâàëè ðåêîìáèíàíòíûé ÷åëîâå÷åñêèé ÃÌ-ÊÑÔ
(Leucomax, Novartis Pharma, Øâåéöàðèÿ) è ðåêîìáèíàíò-
íûé ÈÔÍ-á («Intron A», Schering-Plough, CØÀ). Äëÿ èí-
äóêöèè ñîçðåâàíèÿ ÄÊ íà 3—4-å ñóò â êóëüòóðó äîïîë-
íèòåëüíî âíîñèëè ëèïîïîëèñàõàðèä (ËÏÑ) Å. ñoli (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë. ×åðåç
18—24 ÷ íåïðèëèïøèå êëåòêè ñîáèðàëè è êîíöåíòðèðî-
âàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Îöåíèâàëè ìîðôîëîãèþ, ôå-
íîòèï (ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàíåëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë CD45 FITC/CD14 PE, CD83 FITC, HLA-DR PE —
Becton Dickinson, ÑØÀ) è ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê â ñìåøàííîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ (ÑÊË). ×åðåç
3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ Ìí â ïðèñóòñòâèè ÃÌ-ÊÑÔ è
ÈÔÍ-á áûëà ïîëó÷åíà êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ, â êîòîðîé
60 % êëåòîê ìîðôîëîãè÷åñêè îïðåäåëÿëèñü êàê íåçðåëûå
äåíäðèòíûå êëåòêè — êðóïíûå íå ïðèëèïàþùèå ê ïëàñ-
òèêó êëåòêè îêðóãëîé èëè îâàëüíîé ôîðìû ñ îáèëüíîé
öèòîïëàçìîé, íî ìàëîðàçâèòûìè îòðîñòêàìè. Íà êëåò-
êàõ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè Ìí ïîä
âëèÿíèåì ÈÔÍ-á è ñòèìóëèðîâàííûõ ËÏÑ (0.05—
1.00 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 24 ÷, áîëåå çàìåòíî âûðàæåíû öè-
òîïëàçìàòè÷åñêèå îòðîñòêè, êîòîðûå èìåþò ñàìóþ ðàç-
ëè÷íóþ ôîðìó. ßäðî ïðèîáðåòàåò íåïðàâèëüíóþ ôîðìó
ñ ìíîãî÷èñëåííûìè âäàâëåíèÿìè. Ïðîâåäåííûé íàìè
ôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ïîêàçàë,
÷òî ó ìîíîöèòîâ, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â ÄÊ ïîä âëèÿ-
íèåì ÈÔÍ-á , îòìå÷àþòñÿ âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ àíòèãåíîâ
ÑD14, HLA-DR è ïîÿâëåíèå CD83, ÿâëÿþùåãîñÿ ìàðêå-
ðîì àêòèâàöèè è ñîçðåâàíèÿ ÄÊ. Äîáàâëåíèå ê íåçðåëûì
ÄÊ ËÏÑ (1 ìêã/ìë) è äîïîëíèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå
â òå÷åíèå 1—2 ñóò ïðèâîäèëè ê óâåëè÷åíèþ ïëîòíîñòè
ýêñïðåññèè HLA-DR ïî÷òè â 2 ðàçà, ðåçêîé ïîòåðå CD14,
çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
CD83-ðåöåïòîð. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
ìàðêåð ÑD83, â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ ñîñòàâëÿëî
21—31 %. Áûëà èçó÷åíà ñïîñîáíîñòü ïîëó÷åííûõ ÄÊ
óñèëèâàòü ïðîëèôåðàöèþ îáåäíåííîé ìîíîöèòàì ïîïó-
ëÿöèè àëëîãåííûõ ÌÏÊ. Íàèáîëåå ñèëüíîå ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà ÌÏÊ ÄÊ îêàçûâàþò â ñîîòíîøåíèè 1 :
10, ïðè÷åì ÄÊ, ñòèìóëèðîâàííûå ËÏÑ, ïðîÿâëÿëè á *îëü-
øóþ àêòèâíîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ íåñòèìóëèðîâàííûìè
êëåòêàìè. Èíäåêñû ñòèìóëÿöèè ñîñòàâèëè 7.2 ± 2.4 è
4.2 ± 0.4 ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ñîîòíîøåíèÿõ 1 : 100 è 1 :
1000 ñòèìóëèðóþùàÿ àêòèâíîñòü ÄÊ ñíèæàåòñÿ, è ðàçíè-
öû â àêòèâíîñòè êëåòîê ðàçíîé ñòåïåíè çðåëîñòè íå îò-
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ìå÷àåòñÿ. Èíäåêñ ñòèìóëÿöèè (ÈÑ) àëëîãåííîé ÑÊË ìî-
íîöèòàìè â ñîîòíîøåíèè 1 : 10 ñîñòàâëÿë 1.4 ± 0.3 è áûë
íèæå, ÷åì ÈÑ ïðè òàêîì æå ñîîòíîøåíèè è ñòèìóëÿöèè
ÄÊ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëåå âûñîêîé ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè ÄÊ. Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â
ïðèñóòñòâèè ÃÌ-ÊÑÔ è ÈÔÍ-á â òå÷åíèå 3—4 ñóò ïðî-
èñõîäÿò äèôôåðåíöèðîâêà 60 % ìîíîöèòîâ ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè â íåçðåëûå ÄÊ, ÷òî îïðåäåëÿåòñÿ ìîðôîëîãè-
÷åñêè, è ñîçðåâàíèå íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà ÄÊ, îïðåäå-
ëÿåìûõ ïî ìàðêåðó ÑD83. Âëèÿíèå ËÏÑ â òå÷åíèå 24 ÷
êàê äîïîëíèòåëüíîãî ôàêòîðà ñîçðåâàíèÿ ÄÊ ïîñëå
3—4 ñóò ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñò-
âèè ÃÌ-ÊÑÔ è ÈÔÍ-á ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñò-
âà çðåëûõ ÄÊ. Î íàëè÷èè â ïîïóëÿöèè ÄÊ çðåëûõ êëåòîê
ñâèäåòåëüñòâóåò óñèëåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ÑÊË. Îäíàêî íà áîëüøèíñòâå ÄÊ îòìå÷àåòñÿ âûñîêàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ ìàðêåðà CD14, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåïîëíîé
äèôôåðåíöèðîâêå ìîíîöèòîâ â ÄÊ ïîä âëèÿíèåì ÈÔÍ-á.

ÓÍÈÂÅÐÑÀËÜÍÎÑÒÜ ÏÓÒÅÉ ÌÎÐÔÎÃÅÍÅÇÀ IN
VITRO ÊËÅÒÎÊ ÊÀËËÓÑÎÂ ÐÀÇËÈ×ÍÎÃÎ ÏÐÎÈÑ-
ÕÎÆÄÅÍÈß. © Í. Í. Êðóãëîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè
Óôèìñêîãî ÍÖ ÐÀÍ, Kruglova@anrb.ru.

Ìîðôîãåíåç ðàñòåíèé êàê ôîðìîîáðàçîâàòåëüíûé
ïðîöåññ ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóð, ñîâåðøàþùèéñÿ íà ðàçëè÷-
íûõ óðîâíÿõ (Áàòûãèíà, 1987), âûçûâàåò áîëüøîé èíòå-
ðåñ. Îäíî èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé èññëåäîâà-
íèé — èçó÷åíèå ìîðôîãåíåçà â êàëëóñå â êîíòðîëèðóå-
ìûõ óñëîâèÿõ in vitro. Êàëëóñ êàê ãåòåðîãåííàÿ èíòå-
ãðèðîâàííàÿ ñòðóêòóðà (ñèñòåìà), îáðàçóþùàÿñÿ â ðåçóëü-
òàòå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè îòäåëüíûõ
ñòðóêòóð ðàñòèòåëüíîãî îðãàíèçìà, ôîðìèðóþùàÿñÿ, êàê
ïðàâèëî, èç èñõîäíî ðàçíûõ êëåòîê ãåíåðàòèâíûõ èëè âå-
ãåòàòèâíûõ îðãàíîâ (Áàòûãèíà, 1987), ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé èäåàëüíóþ ìîäåëüíóþ ñèñòåìó äëÿ èçó÷åíèÿ êàê îá-
ùèõ çàêîíîìåðíîñòåé, òàê è îñîáåííîñòåé ìîðôîãåíåçà
ðàñòåíèé in vitro. Öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â âûÿâëå-
íèè ïóòåé ìîðôîãåíåçà in vitro êëåòîê êàëëóñîâ, ðàçëè÷à-
þùèõñÿ ïî ñâîåìó ïðîèñõîæäåíèþ: êàëëóñ, ïîëó÷åííûé
â êóëüòóðå in vitro íåçðåëîãî ïûëüíèêà, è êàëëóñ, ïîëó-
÷åííûé â êóëüòóðå in vitro íåçðåëîãî çàðîäûøà. Îáúåê-
òîì èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëè ñîðòà è ãèáðèäíûå ëèíèè
ÿðîâîé ìÿãêîé ïøåíèöû Triticum aestivum L., êîòîðûå,
ñîãëàñíî ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, îòëè÷àþòñÿ âûñî-
êîé ÷àñòîòîé ôîðìèðîâàíèÿ ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ â
êóëüòóðå íåçðåëûõ ïûëüíèêîâ è â êóëüòóðå íåçðåëûõ çà-
ðîäûøåé. Ïðåäâàðèòåëüíî áûëî âûÿâëåíî, ÷òî êîìïå-
òåíòíûé ê ôîðìèðîâàíèþ ìîðôîãåííîãî êàëëóñà íåçðå-
ëûé ïûëüíèê äîëæåí íàõîäèòüñÿ â ñòàäèè ñèëüíîâàêóî-
ëèçèðîâàííîé ìèêðîñïîðû (Êðóãëîâà è äð., 2005),
íåçðåëûé çàðîäûø — â ôàçå îðãàíîãåíåçà (Êðóãëîâà,
Ñåëüäèìèðîâà, 2004). Ìîðôîãåííûå êàëëóñû ðàçëè÷íîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ïîëó÷àëè ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ in vit-
ro íåçðåëûõ ïûëüíèêîâ è íåçðåëûõ çàðîäûøåé íà èíäóê-
öèîííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîñòàâëåííîé íà ïðîïèñè
Ìóðàøèãå è Ñêóãà (Murashige, Skoog, 1962), ïðè ýòîì
íåçðåëûå ïûëüíèêè è íåçðåëûå çàðîäûøè êóëüòèâèðîâà-
ëè äî ïîÿâëåíèÿ íà èõ ïîâåðõíîñòÿõ õîðîøî ðàçâèòûõ
ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ. Ìåòîäàìè ñâåòîâîé è ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîðôîãåííûé êàëëóñ
îáîèõ òèïîâ ñîñòîèò èç ãðóïï íåîäíîðîäíûõ êëåòîê —
ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ è ïàðåíõèìàòîçíûõ. Â òî æå âðåìÿ
ìîðôîãåííûé êàëëóñ ïûëüíèêîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áå-

ðåò íà÷àëî îò îäíîé ãàïëîèäíîé êëåòêè — ñèëüíîâàêóî-
ëèçèðîâàííîé ìèêðîñïîðû, òîãäà êàê ìîðôîãåííûé êàë-
ëóñ çàðîäûøåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ — îò ãðóïïû äèïëî-
èäíûõ êëåòîê ùèòêà íåçðåëîãî çàðîäûøà. Ìåòîäîì èì-
ìóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ðàñòèòåëüíûõ îáðàçöîâ (Êó-
äîÿðîâà è äð., 1986) â ìîðôîãåííûõ êàëëóñàõ îáîèõ
òèïîâ âûÿâèëè ñîäåðæàíèå ýíäîãåííîãî àóêñèíà ÈÓÊ è
ïåðåíåñëè èõ íà ñðåäó äëÿ ðåãåíåðàöèè, ñîñòàâëåííóþ íà
ïðîïèñè Ìóðàøèãå è Ñêóãà, â âàðèàíòàõ, ðàçëè÷àþùèõ-
ñÿ êîíöåíòðàöèåé ýêçîãåííîãî àóêñèíà ÈÓÊ. Ìåòîäàìè
ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ÷åðåç 30—35 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro áûëè âûÿâëåíû ñëåäóþùèå
ïóòè ìîðôîãåíåçà ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòîê êàëëóñîâ
îáîèõ òèïîâ: ýìáðèîèäîãåíåç (ñîìàòè÷åñêèé ýìáðèîãå-
íåç), ãåììîðèçîãåíåç, ãåììîãåíåç, ðèçîãåíåç è ãèñòîãå-
íåç. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â èíäóêöèè
òîãî èëè èíîãî ïóòè ìîðôîãåíåçà èãðàë áàëàíñ ìåæäó
ýíäîãåííûì ñîäåðæàíèåì ÈÓÊ (â ñîñòàâå ìîðôîãåííîãî
êàëëóñà â ìîìåíò èíîêóëÿöèè íà ñðåäó äëÿ ðåãåíåðàöèè)
è êîíöåíòðàöèåé ýêçîãåííîé ÈÓÊ (â ñîñòàâå ñðåäû äëÿ
ðåãåíåðàöèè). Òàêèì îáðàçîì, èíäóêöèÿ îïðåäåëåííîãî
ïóòè ìîðôîãåíåçà ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìîðôîãåí-
íîãî êàëëóñà îáîèõ èçó÷åííûõ òèïîâ îïðåäåëÿåòñÿ ñîîò-
íîøåíèåì ìåæäó ýíäîãåííûì ñîäåðæàíèåì àóêñèíà
ÈÓÊ â êàëëóñå (âíóòðåííèé ñèãíàë) è ýêçîãåííîé êîí-
öåíòðàöèåé ýòîãî àóêñèíà â ïèòàòåëüíîé ñðåäå (âíåøíèé
ñèãíàë). Ïî-âèäèìîìó, ñàìà ñïîñîáíîñòü èíèöèàëüíûõ
êëåòîê ê ìîðôîãåíåçó â ñèñòåìå ëþáîãî êàëëóñà çàâèñèò
îò èõ ðàñïîëîæåíèÿ â êàëëóñå è îò ìåæêëåòî÷íûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé (ïîçèöèîííûé êîíòðîëü). Â öåëîì ïîëó÷åí-
íûå íà ïðèìåðå ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ ðàçëè÷íîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ (ãàïëîèäíàÿ ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííàÿ ìèê-
ðîñïîðà ïûëüíèêà è äèïëîèäíûå êëåòêè ùèòêà íåçðåëîãî
çàðîäûøà) ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò
êîíöåïöèþ óíèâåðñàëüíîñòè ïóòåé ìîðôîãåíåçà ðàñòå-
íèé â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ è â óñëîâèÿõ êóëüòóðû in
vitro (Áàòûãèíà, 1984, 1994, 2000).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 05-04-97911 è 05-04-08114),
ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ
(ÍØ-4834.2006.4) è ïî Ãîñóäàðñòâåííîé íàó÷íî-òåõíè-
÷åñêîé ïðîãðàììå Ðåñïóáëèêè Áàøêîðòîñòàí «Âîñïðî-
èçâîäñòâî áèîðåñóðñíîãî ïîòåíöèàëà ÐÁ» (ïðîåêò 3/3).

ÀÍÄÐÎÃÅÍÎÍÅÇÀÂÈÑÈÌÀß ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈß
ÊËÅÒÎÊ Â ÏÅÐÂÈ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ ÐÀÊÀ ÏÐÅÄ-
ÑÒÀÒÅËÜÍÎÉ ÆÅËÅÇÛ. © À. Â. Êóçíåöîâà,1 Ò. È. Äà-
íèëîâà,1 Î. Ï. Ïîïîâà,1 Ï. Â. Øåãàé,2 À. À. Èâàíîâ,1

Á. ß. Àëåêñååâ.2 1 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò
ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîé ìåäèöèíñêîé àêà-
äåìèè, avkuzn@mmascience.ru, è 2 Ìîñêîâñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé îíêîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò Ìèíçä-
ðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ.

Èçâåñòíî, ÷òî àíäðîãåíû (òåñòîñòåðîí è 5á-äèãèäðî-
òåñòîñòåðîí) êîíòðîëèðóþò ðàçâèòèå, äèôôåðåíöèðîâêó
è ôóíêöèþ äîáàâî÷íûõ æåëåç ìóæñêîé ïîëîâîé ñèñòå-
ìû, â ÷àñòíîñòè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Îñíîâíîå äåé-
ñòâèå àíäðîãåíîâ íàïðàâëåíî íà ðåãóëèðîâàíèå ýêñïðåñ-
ñèè ðàçíîîáðàçíûõ ãåíîâ êëåòîê ñòðîìû è ýïèòåëèÿ, îò-
âåòñòâåííûõ çà ìåòàáîëèçì, ñåêðåöèþ ïðîñòàò-ñïåöèôè-
÷åñêèõ áåëêîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê-
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ìèøåíåé. Ýòî äåéñòâèå îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç àíäðîãåíî-
âûé ðåöåïòîð (ÀÐ). Íåàêòèâèðîâàííûé ÀÐ ïðèñóòñòâóåò â
öèòîïëàçìå êëåòîê â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè òåïëîâîãî
øîêà 90, 70, è 56 êÄà, ñâÿçü ñ êîòîðûìè ïðåäóïðåæäàåò
àêòèâàöèþ ðåöåïòîðà. Ïðèñîåäèíåíèå àíäðîãåíîâ âåäåò
ê äèññîöèàöèè ýòîãî êîìïëåêñà, äèìåðèçàöèè ÀÐ è
òðàíñëîêàöèè åãî â ÿäðî, ãäå çàïóñêàåòñÿ êàñêàä ðåàê-
öèé, ïðèâîäÿùèé ê àêòèâàöèè âûøåîïèñàííûõ ãåíîâ.
Õîòÿ ðîëü àíäðîãåíîâ è ÀÐ â ðàçâèòèè, ìåòàñòàçèðîâà-
íèè è àíäðîãåíîíåçàâèñèìîé ïðîãðåññèè ðàêà ïðåäñòàòå-
ëüíîé æåëåçû äî êîíöà íå âûÿñíåíà, íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûì ïîäõîäîì â ëå÷åíèè ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé
æåëåçû íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îñòàåòñÿ õèðóðãè÷åñêàÿ
è(èëè) ëåêàðñòâåííàÿ «êàñòðàöèÿ». Àíòèàíäðîãåíîâàÿ
òåðàïèÿ â êîðîòêèå ñðîêè èíäóöèðóåò ðåãðåññèþ îïóõî-
ëè, îäíàêî â ïîñëåäóþùèå ãîäû ó áîëüøèíñòâà áîëüíûõ
íàáëþäàåòñÿ ðàçâèòèå áîëåå àãðåññèâíîãî àíäðîãåíîíå-
çàâèñèìîãî è ìåòàñòàçèðóþùåãî ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé
æåëåçû. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷åíèå ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðåäñòàòåëü-
íîé æåëåçû â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå. Ñìåøàííàÿ ïåðâè÷-
íàÿ êóëüòóðà àäåíîêàðöèíîìû ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû
ïîëó÷åíà èç îïåðàöèîííîãî êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà îò
áîëüíûõ ñî II (Ò2ÀN0M0) è III (pT3aN0M0) còàäèÿìè çàáî-
ëåâàíèÿ. Ïðåâàëèðóþùèì ãèñòîëîãè÷åñêèì âàðèàíòîì
ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ÿâèëàñü ìåëêîàöèíàðíàÿ
àäåíîêàðöèíîìà ñ áîëüøèì ñòðîìàëüíûì êîìïîíåíòîì,
îòðàæàþùèì ñòðîìàëüíóþ ãèïåðïëàçèþ. Ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê â êóëüòóðå îöåíèâàëè â óñëî-
âèÿõ ïàðàëëåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ òêàíè îäíîãî è
òîãî æå ïàöèåíòà ñ äîáàâëåíèåì è áåç äîáàâëåíèÿ â ðîñ-
òîâóþ ñðåäó òåñòîñòåðîíà. Â ðåçóëüòàòå èçó÷åíèÿ ýêñï-
ðåññèè ÀÐ íà ôîíå ïðèñóòñòâèÿ òåñòîñòåðîíà îáíàðóæå-
íà äîâîëüíî âûðàæåííàÿ èíòåíñèâíîñòü èììóíîïåðîê-
ñèäàçíîé ðåàêöèè ñ âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèåé ÀÐ âî
âñåõ êëåòêàõ êóëüòóðû íà ðàçëè÷íûõ ïàññàæàõ, ñâèäåòå-
ëüñòâóþùàÿ îá àêòèâàöèè ÀÐ. Â ñðåäå áåç òåñòîñòåðîíà
íàáëþäàëîñü ñëàáîå äèôôóçíîå öèòîïëàçìàòè÷åñêîå
îêðàøèâàíèå íåàêòèâèðîâàííîãî ÀÐ. Ïðè îöåíêå ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (ÌÒÒ-òåñò) ê 12-ì ñóò â ñðåäå
áåç òåñòîñòåðîíà îòìå÷àëîñü ðåçêîå óâåëè÷åíèå ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêà-
ìè, êóëüòèâèðóåìûìè â ñðåäå òåñòîñòåðîíîì. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðîëèôåðàöèÿ
êëåòîê íå íîñèò àíäðîãåíîçàâèñèìîãî õàðàêòåðà, òàê êàê
áóðíî ðàçâèâàåòñÿ â îòñóòñòâèå òåñòîñòåðîíà. Âîçìîæíî,
â ýòîì ñëó÷àå çàäåéñòâîâàíû äðóãèå ñèãíàëüíûå ïóòè.

ÏÐÅÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÅ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ Â ÎÎÖÈÒÀÕ ÊÎ-
ÐÎÂ ÏÐÈ ÈÕ ÑÎÇÐÅÂÀÍÈÈ Â ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÑÈÑÒÅ-
ÌÀÕ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß. © Ò. È. Êóçüìèíà. Âñåðîñ-
ñèéñêîé ÍÈÈ ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåí-
íûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí,
prof.kouzmina@mail.ru.

Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå óñïåõè êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèé ðåïðîäóêöèè ìëåêîïèòàþùèõ (îïëîäîòâîðåíèå in
vitro, êëîíèðîâàíèå, òðàíñãåíåç, òðàíñïëàíòàöèÿ ýìáðèî-
íîâ), îòäåëüíûå èõ ýòàïû òðåáóþò äàëüíåéøåãî ñîâåð-
øåíñòâîâàíèÿ. Îñîáóþ çíà÷èìîñòü ïðèîáðåòàþò ðàçðà-
áîòêè, îòíîñÿùèåñÿ ê ïîëó÷åíèþ ïîëíîöåííûõ ÿéöåêëå-
òîê êàê íà÷àëüíîãî ýòàïà âñåõ âûøåóêàçàííûõ òåõ-
íîëîãèé. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íà îñíîâå ðåçóëüòà-
òîâ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ðàçëè÷íûõ ñèñòåì êóëüòèâè-

ðîâàíèÿ îîöèòîâ ìû ïîïûòàëèñü âûÿâèòü îïòèìàëüíûå
ñèñòåìû äëÿ äîçðåâàíèÿ ÿéöåêëåòîê in vitro èñõîäÿ èç
óñëîâèé èõ ñîçðåâàíèÿ in vivo. Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâà-
ëè ñëåäóþùèå ìîäåëè: 1) TC-199 + 10 % ôåòàëüíîé áû-
÷üåé ñûâîðîòêè (ÔÁÑ) + 15 ìêã/ìë ÔÑÃ + 500 íã/ìë ýñò-
ðàäèîëà 17-â; 2) ÒÑ-199 + 10 % ýñòðàëüíîé ñûâîðîòêè
êîðîâ; 3) ÒÑ-199 + 50 % èíàêòèâèðîâàííîé æèäêîñòè
îâàðèàëüíûõ ôîëëèêóëîâ, âûäåëåííûõ èç ôîëëèêóëîâ
äèàìåòðîì 9 ìì; 4) ÒÑ-199 + 0.47 ìã/ìë áåëêîâ ôîëëè-
êóëÿðíîé æèäêîñòè (ÁÔÆ) ñ ìîë. ìàññîé 65 êÄà (Êóçü-
ìèíà è äð., 1993); 5) ÒÑ-199 + 10 % ÔÁÑ + êëåòêè ãðàíó-
ëåçû (2 · 106 êëåòîê â 1 ìë); 6) ÒÑ-199 + 10 % ÔÁÑ +
+ ñòåíêà ïîëîâèíû íåàòðåòè÷åñêîãî ôîëëèêóëà äèàìåò-
ðîì 5 ìì. Êðèòåðèåì ýôôåêòèâíîñòè ìîäåëè êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñëóæèë îäèí èç ìàðêåðîâ ñîçðåâàíèÿ ÿéöåêëåò-
êè — ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà (àíàëèç ñòàäèé ìåéîçà è õðî-
ìîñîìíûå íàðóøåíèÿ). Êîíòðîëü çà ÿäåðíûì ñîçðå-
âàíèåì îîöèòîâ ïîçâîëÿåò â êà÷åñòâå îäíîãî èç òåñòîâ
èñïîëüçîâàòü âîçìîæíîñòü îïëîäîòâîðåíèÿ îîöèòîâ è
ïîëó÷åíèÿ ïîëíîöåííûõ ýìáðèîíîâ. Âñåãî ïðîêóëüòèâè-
ðîâàíî è ïðîàíàëèçèðîâàíî 611 îîöèòîâ, ïðåäñòàâëåíû
äàííûå ýêñïåðèìåíòîâ â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ ñðàâíå-
íèÿ ðåçóëüòàòîâ ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ â ðàçëè÷íûõ ñèñòå-
ìàõ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé ÷

2, ïðè ýòîì áûë ïðèíÿò óðî-
âåíü çíà÷èìîñòè Ð < 0.05. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâî-
äèëè íà êîìïüþòåðå ïî ïðîãðàììå SigmaStat. Ïðè
ýêñòðàêîðïîðàëüíîì ñîçðåâàíèè îîöèòîâ îòìå÷àëèñü äå-
ãåíåðàöèè õðîìîñîì íà âñåõ ñòàäèÿõ ìåéîçà. Òàê, ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè îîöèòîâ â ÒÑ-199 ñ 10 % ÔÁÑ è ãîðìî-
íàìè (ãðóïïà 1) îñíîâíàÿ ìàññà îîöèòîâ ñ äåãåíåðàöèåé
õðîìîñîì íàõîäèëàñü íà ïðîäâèíóòûõ ñòàäèÿõ ìåéîçà
(äèàêèíåç—ìåòàôàçà II). Òàêèå æå äàííûå ïîëó÷åíû ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè îîöèòîâ â ãðóïïàõ 2 (êóëüòèâèðîâàíèå
ñ 10%-íîé ýñòðàëüíîé ñûâîðîòêîé), 3 (ñðåäà êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ — æèäêîñòü ôîëëèêóëîâ 9 ìì) è 4 (áåññûâîðî-
òî÷íîå êóëüòèâèðîâàíèå ñ áåëêàìè ôîëëèêóëÿðíîé æèä-
êîñòè ñ ìîë. ìàññîé 65 êÄà). Ñðåäè îîöèòîâ, ïðîêóëü-
òèâèðîâàííûõ â òå÷åíèå 24 ÷ ñ êëåòêàìè ãðàíóëåçû
(5-ÿ ãðóïïà) 6.06 % êëåòîê èìåëè äåãåíåðèðîâàííûå õðî-
ìîñîìû, èç íèõ 1.5 % — íà ñòàäèè äèàêèíåçà, 1.5 % —
íà ñòàäèè ìåòàôàçû I, 2.06 % — íà ñòàäèè ìåòàôàçû II.
Ïðè ââåäåíèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó òêàíåâîé êóëüòóðû
ôîëëèêóëà (ãðóïïà 6) 2.8 % îîöèòîâ äåãåíåðèðîâàëè íà
ñòàäèè äèàêèíåçà è 2.8 % — íà ñòàäèè ìåòàôàçû II. Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî â ãðóïïàõ, ãäå èñïîëüçîâàëè êëåòêè
ãðàíóëåçû (ãðóïïà 5), ñòåíêè ôîëëèêóëîâ (ãðóïïà 6),
ôîëëèêóëÿðíóþ æèäêîñòü (ãðóïïà 3) èëè åå áåëêè (ãðóï-
ïà 4), íå áûëî âûÿâëåíî íàðóøåíèé íà ñòàäèè àíàôàçû.
Ñ ó÷åòîì îáùåãî ÷èñëà äåãåíåðàöèé íà âñåõ ñòàäèÿõ
ìåéîçà â ýòèõ æå ãðóïïàõ îòìå÷åí íàèìåíüøèé âûõîä
îîöèòîâ ñ äåãåíåðàöèåé õðîìàòèíà ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ: â ãðóïïå 4 (áåëêè ôîëëèêóëÿðíîé æèäêîñòè) —
9.2 % (Ð < 0.05), â ãðóïïå 5 (ñ êëåòêàìè ãðàíóëåçû) —
6.06 % (Ð < 0.05) è â ãðóïïå 6 (ñ òêàíüþ ôîëëèêóëà) —
5.6 % (Ð < 0.01). Èòàê, èñïîëüçîâàíèå ñòðóêòóðíûõ ýëå-
ìåíòîâ ôîëëèêóëà èëè ïðîäóêòîâ èõ ñåêðåöèè (áåëêè
ôîëëèêóëÿðíîé æèäêîñòè) â ñèñòåìàõ äîçðåâàíèÿ ÿéöå-
êëåòîê in vitro ñïîñîáñòâîâàëî ñíèæåíèþ óðîâíÿ îîöè-
òîâ ñ íàðóøåíèÿìè ìåéîçà, ÷òî îáóñëîâëèâàåò ïåðñïåê-
òèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ ìîäåëåé â òåõíîëîãèè ýê-
ñòðàêîðïîðàëüíîãî äîçðåâàíèÿ ÿéöåêëåòîê.

ÖÈÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ ÌÎÍÈÒÎÐÈÍÃ ÐÀÇÂÈÒÈß ÌÈÊ-
ÐÎÑÏÎÐ ßÐÎÂÎÉ ÌßÃÊÎÉ ÏØÅÍÈÖÛ Â ÊÓËÜÒÓ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 773



ÐÅ IN VITRO. © Ï. À. Êóêñî. Èíñòèòóò áèîëîãèè Óôèì-
ñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ, Kruglova@anrb.ru.

Àíäðîêëèíèÿ (ïî äðóãîé òåðìèíîëîãèè — àíäðîãå-
íåç in vitro) — ôåíîìåí îáðàçîâàíèÿ ðàñòåíèÿ-ðåãåíå-
ðàíòà èç ìîðôîãåíåòè÷åñêè êîìïåòåíòíîé êëåòêè ïûëü-
íèêà â óñëîâèÿõ êóëüòóðû in vitro (Õîõëîâ, 1976; Êðóãëî-
âà è äð., 2005). Êàê ïðàâèëî, êîìïåòåíòíûìè â îòíîøåíèè
îáðàçîâàíèÿ ðàñòåíèé-ðåãåíåðàíòîâ ó çëàêîâ ÿâëÿþòñÿ
ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííûå ìèêðîñïîðû. ßâëåíèå àíä-
ðîêëèíèè ñâÿçàíî ñ ïåðåêëþ÷åíèåì ðàçâèòèÿ ñèëüíîâà-
êóîëèçèðîâàííûõ ìèêðîñïîð ñ îáû÷íîãî äëÿ åñòåñòâåí-
íûõ óñëîâèé ãàìåòîôèòíîãî ïóòè íà ïðèíöèïèàëüíî
èíîé, ñïîðîôèòíûé ïóòü ðàçâèòèÿ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû.
Ìåòîäèêà îòáîðà ïûëüíèêîâ, ñîäåðæàùèõ ñèëüíîâàêóî-
ëèçèðîâàííûå ìèêðîñïîðû, ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì è ôå-
íîòèïè÷åñêèì ïðèçíàêàì äîíîðíûõ ðàñòåíèé õîðîøî îò-
ðàáîòàíà (Êðóãëîâà, Áàòûãèíà, 2002). Îäíàêî âîçíèêàåò
âîïðîñ: âñå ëè ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííûå ìèêðîñïîðû
îäíîãî ïûëüíèêà ïåðåêëþ÷àþòñÿ íà ñïîðîôèòíûé ïóòü
ðàçâèòèÿ? Öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â öèòîëîãè÷å-
ñêîì ìîíèòîðèíãå ðàçâèòèÿ ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííûõ
ìèêðîñïîð â êóëüòóðå ïûëüíèêîâ in vitro. Îáúåêòîì èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëà ãèáðèäíàÿ ëèíèÿ ÿðîâîé ìÿãêîé
ïøåíèöû Ôîòîñ, ïûëüíèêè êîòîðîé îòëè÷àþòñÿ óíè-
êàëüíî âûñîêîé îòçûâ÷èâîñòüþ íà óñëîâèÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Ïûëüíèêè òåìïîðàëüíî ôèêñèðîâàëè ñ ìîìåíòà
èíîêóëÿöèè íà ïèòàòåëüíóþ ñðåäó Potato II ÷åðåç êàæ-
äûå 3 ñóò êóëüòóðû â òå÷åíèå 30 ñóò ýêñïåðèìåíòà. Â ìî-
ìåíò èíîêóëÿöèè â ïûëüíèêàõ îòìå÷åíî àáñîëþòíîå
áîëüøèíñòâî ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííûõ ìèêðîñïîð
(95 %). Êðîìå òîãî, â ïûëüíèêàõ èìååòñÿ è íåçíà÷èòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî (5 %) äâóõêëåòî÷íûõ ïûëüöåâûõ çåðåí,
êîòîðûå äàëåå, ê 15-ì ñóò ýêñïåðèìåíòà, äàþò íà÷àëî
òðåõêëåòî÷íûì ïûëüöåâûì çåðíàì, ò. å. ïðîäîëæàþò ãà-
ìåòîôèòíîå ðàçâèòèå. Öèòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïóòåé ðàç-
âèòèÿ ìèêðîñïîð â êóëüòèâèðóåìûõ ïûëüíèêàõ ïîêàçàë
ñëåäóþùåå. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ìèêðîñïîð óæå íà
3-è ñóò ýêñïåðèìåíòà ïåðåêëþ÷àëà ñâîé ïóòü ðàçâèòèÿ ñ
ãàìåòîôèòíîãî íà ñïîðîôèòíûé. Ïðè ýòîì îòìå÷åíû äâà
âàðèàíòà. ×àñòü ìèêðîñïîð (70 %) ïðåòåðïåâàåò àíî-
ìàëüíûå ñèììåòðè÷íûå ìèòîòè÷åñêèå äåëåíèÿ ñ ôîðìè-
ðîâàíèåì ñíà÷àëà äâóõêëåòî÷íîé ñòðóêòóðû (3 ñóò ýêñ-
ïåðèìåíòà), à äàëåå ìíîãîêëåòî÷íîé (12 ñóò ýêñïåðèìåí-
òà). Îáðàçîâàíèå äâóõ ïîòåíöèàëüíî ðàâíûõ êëåòîê
ñâÿçàíî ñ ïàðàëëåëüíûì èëè ïðîèçâîëüíûì ïîëîæåíèåì
âåðåòåíà äåëåíèÿ îòíîñèòåëüíî îáîëî÷êè ìèêðîñïîðû.
×àñòü ìèêðîñïîð (25 %) äåëèòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì äâóõ
ðàâíûõ ÿäåð (3 ñóò ýêñïåðèìåíòà). Äàëåå äâóÿäåðíûå
êëåòêè ôîðìèðóþò ñíà÷àëà ìíîãîÿäåðíûå ñòðóêòóðû
(6 ñóò ýêñïåðèìåíòà), à çàòåì ìíîãîêëåòî÷íûå (9 ñóò ýêñ-
ïåðèìåíòà). Òàêèì îáðàçîì, â êóëüòèâèðóåìûõ ïûëüíè-
êàõ ÷åðåç 15 ñóò ýêñïåðèìåíòà îòìå÷åíû ìíîãîêëåòî÷-
íûå ñòðóêòóðû (åäèíûå êëåòî÷íûå ãðóïïèðîâêè, ðàñïî-
ëàãàþùèåñÿ â ïðåäåëàõ ðàñòÿíóâøåéñÿ îáîëî÷êè ìèê-
ðîñïîðû) òðîéñòâåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Äàëüíåéøåå
ðàçâèòèå òàêèõ ìíîãîêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ñâÿçàíî ñ ôîð-
ìèðîâàíèåì ýìáðèîèäîâ (21 ñóò ýêñïåðèìåíòà) èëè êàë-
ëóñîâ (28 ñóò ýêñïåðèìåíòà) â çàâèñèìîñòè îò ãîðìîíà-
ëüíîãî ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé ñðåäû. ×àñòü ìèêðîñïîð
(5 %) òàêæå â ïåðâûå 3 ñóò êóëüòóðû ïðåòåðïåâàåò íîð-
ìàëüíûå äëÿ åñòåñòâåííûõ óñëîâèé àñèììåòðè÷íûå ìè-
òîòè÷åñêèå äåëåíèÿ ñ îáðàçîâàíèåì ãåíåðàòèâíîé è âåãå-
òàòèâíîé êëåòîê, òåì ñàìûì ïðîäîëæàÿ ðàçâèòèå ïî ãà-
ìåòîôèòíîé ïðîãðàììå ñ ôîðìèðîâàíèåì äâóõêëåòî÷íûõ

ïûëüöåâûõ çåðåí. Â õîäå äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
òàêèå äâóõêëåòî÷íûå ïûëüöåâûå çåðíà îñòàíàâëèâàþòñÿ
â ñâîåì ðàçâèòèè. Â öåëîì îòìå÷åííîå ðàçíîîáðàçèå
ïóòåé ðàçâèòèÿ ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííûõ ìèêðîñïîð â
êóëüòèâèðóåìûõ ïûëüíèêàõ ïøåíèöû îïðåäåëÿåòñÿ, íà
íàø âçãëÿä, àñèíõðîííîñòüþ ïðîõîæäåíèÿ èìè êëåòî÷-
íîãî öèêëà â ìîìåíò èíîêóëÿöèè ïûëüíèêîâ íà ïèòàòå-
ëüíóþ ñðåäó. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, óñëîâèÿ êóëüòóðû in vit-
ro äàþò âîçìîæíîñòü ïðîÿâèòüñÿ òåì ìîðôîãåíåòè÷å-
ñêèì ïîòåíöèÿì, êîòîðûå â ñêðûòîì âèäå èìåëèñü â
ìèêðîñïîðàõ â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ. Èíà÷å ãîâîðÿ,
àíäðîêëèíèþ ñëåäóåò ðàññìàòðèâàòü êàê ïðîöåññ, êîòî-
ðûé â óñëîâèÿõ êóëüòóðû in vitro òîëüêî çàêàí÷èâàåòñÿ,
íî çàêëàäûâàåòñÿ îí â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ. Êóëüòóðà
in vitro âûñòóïàåò â ðîëè âàæíîãî èíñòðóìåíòà äëÿ ïî-
çíàíèÿ ñêðûòûõ ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ïîòåíöèé êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-97911 è 05-04-08114).

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÀß ÐÅÏÐÅÑÑÈß ÏÐÎÒÎÎÍÊÎ-
ÃÅÍÀ ñ-fos Â E1A + cHa-ras-ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍ-
ÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÀÕ ÌÎÆÅÒ ÁÛÒÜ ÑÍßÒÀ ÏÎ-
ÑËÅ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ MEK/ERK-CÈÃÍÀËÜÍÎÃÎ ÏÓÒÈ
ÀÍÒÈÁÈÎÒÈÊÎÌ ÀÍÈÇÎÌÈÖÈÍÎÌ. © À. Í. Êóêóø-
êèí, Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ êðûñû (REF), òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè
E1A è ñHa-ras, ñèëüíî ïîäàâëåíà òðàíñêðèïöèÿ ïðîòîîí-
êîãåíà ñ-fos, ïðè÷åì ðîñòîâûå ôàêòîðû ñûâîðîòêè ëèøü
íåçíà÷èòåëüíî åå àêòèâèðóþò â îòëè÷èå îò èõ ñèëüíîãî
ýôôåêòà â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ. Îäíàêî ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ïðè äåéñòâèè íà äàííûå òðàíñôîðìàíòû àí-
òèáèîòèêà àíèçîìèöèíà â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ýòîò íå-
ãàòèâíûé áëîê òðàíñêðèïöèè ñ-fos ñíèìàåòñÿ. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî èíäóöèðîâàííàÿ àíèçîìèöèíîì òðàíñêðèïöèÿ
ãåíà ñ-fos îïîñðåäóåòñÿ ÷åðåç àêòèâàöèþ MEK/ERK-ñèã-
íàëüíîãî ïóòè, à íå ÷åðåç ñòðåññ-êèíàçíûå êàñêàäû JNK
è p38, êàê ìîæíî áûëî áû îæèäàòü. Êðîìå òîãî, âîçäåé-
ñòâèå àíèçîìèöèíà íà òðàíñôîðìàíòû íå ïðèâîäèëî ê
íàêîïëåíèþ àöåòèëèðîâàííûõ ôîðì êîðîâûõ ãèñòîíîâ,
êàê ýòî íàáëþäàëîñü ïðè ñûâîðîòî÷íîé ñòèìóëÿöèè èëè
îáðàáîòêå èíãèáèòîðàìè ãèñòîíäåàöåòèëàç (HDAC); òà-
êèì îáðàçîì, â äàííîì ñëó÷àå ðåàëèçóåòñÿ HDAC-íåçà-
âèñèìûé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè. Ñ ïîìî-
ùüþ êèíàçíîãî àíàëèçà in vitro áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíè-
çîìèöèí ïîâûøàåò ERK-çàâèñèìîå ôîñôîðèëèðîâàíèå
òðàíñàêòèâàöèîííîãî äîìåíà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòî-
ðà Elk-1 — êëþ÷åâîãî ðåãóëÿòîðà èíäóöèáåëüíîé òðàíñ-
êðèïöèè ïðîòîîíêîãåíà ñ-fos. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîò-
êà E1A + ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê àíòèîêñèäàí-
òîì N-àöåòèë-L-öèñòåèíîì (NAC) óñòðàíÿåò èíóöè-
ðîâàííóþ àíèçîìèöèíîì àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèè ñ-fos,
ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè íà
êëåòêè äàííîãî àíòèáèîòèêà ãåíåðèðóþòñÿ àêòèâíûå
ôîðìû êèñëîðîäà (ROS), êîòîðûå, â ÷àñòíîñòè, ìîãóò
èíãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü ôîñôàòàç MKP, ñïåöèôè÷íûõ
äëÿ MAP-êèíàç, òåì ñàìûì ñïîñîáñòâóÿ íàêîïëåíèþ
ôîñôîðèëèðîâàííûõ ERK-êèíàç è àêòèâàöèè èõ ñóáñòðà-
òîâ (Elk-1, ERK-çàâèñèìûå ýôôåêòîðíûå êèíàçû RSK,
MSK). Òàêæå ïðè äåéñòâèè àíèçîìèöèíà íàáëþäàåòñÿ
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äîïîëíèòåëüíàÿ MEK/ERK-çàâèñèìàÿ àêòèâàöèÿ äðóãèõ
ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà, c-jun è Erg-1, òðàíñêðèïöèÿ êîòî-
ðûõ íàõîäèòñÿ íà çàìåòíîì óðîâíå â îòëè÷èå îò òðàíñ-
êðèïöèîííî-ðåïðåññèðîâííîãî ãåíà ñ-fos.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49261-à).

ÌÎÄÈÔÈÖÈÐÓÞÙÅÅ ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÏÅÐÎÊÑÈÄÀ ÂÎ-
ÄÎÐÎÄÀ ÍÀ ÀÑÒÐÎÖÈÒÛ. © Ò. À. Êóëàãîâà,1 Ã. Í. Ñå-
ìåíêîâà,1, 2 Ç. Á. Êâà÷åâà,3 Ì. Í. Ìèõàäåíîê,2 Ñ. À. Êî-
ðåíü.3 1 Ôèçè÷åñêèé ôàêóëüòåò Áåëîðóññêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà, tatyana_kulagova@tut.by, 2 Õè-
ìè÷åñêèé ôàêóëüòåò Áåëîðóññêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà è 3 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò
ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè ÌÇ ÐÁ, Ìèíñê.

Àñòðîöèòû — íåéðîãëèàëüíûå êëåòêè — âûïîëíÿþò
ðÿä âàæíûõ ôóíêöèé â ìîçãå: ðåãóëèðóþò âíåêëåòî÷íóþ
êîíöåíòðàöèþ èîíîâ, ìåòàáîëèòîâ è íåéðîòðàíñìèòòå-
ðîâ, ïîääåðæèâàþò íåéðîíàëüíûå è ñèíàïòè÷åñêèå ôóí-
êöèè, ðåãóëèðóþò ðàçâèòèå ïðîäóöèðóþùèõ ìèåëèí êëå-
òîê, îáðàçóþò âìåñòå ñ öåðåáðàëüíûìè ýíäîòåëèàëüíû-
ìè êëåòêàìè ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå â èíèöèàöèè è ðåãóëÿöèè èììóííîãî è âîñïàëè-
òåëüíîãî îòâåòîâ ïðè ïîâðåæäåíèè è ïàòîëîãè÷åñêèõ ñî-
ñòîÿíèÿõ ìîçãà. Èçâåñòíî, ÷òî ïåðîêñèä âîäîðîäà â çàâè-
ñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè îáëàäàåò äâîéñòâåííûì âëèÿ-
íèåì íà ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ
êëåòîê. H2O2 â ìèëëèìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ â êëåòêàõ
in vitro èíäóöèðóåò ðàçðûâû öåïåé ÄÍÊ, ïåðåêèñíîå
îêèñëåíèå ëèïèäîâ, ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ãëèêîëèçà,
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí,
âûçûâàÿ ãèáåëü êëåòîê ïî ìåõàíèçìàì àïîïòîçà èëè íå-
êðîçà. Ïåðîêñèä âîäîðîäà â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÿâëÿ-
åòñÿ âòîðè÷íûì ìåññåíäæåðîì, ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ
òðàíñäóêöèè ñèãíàëà. Àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå
âîçäåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà â øèðîêîì äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé (1 · 10–3—1 · 10–9 Ì) íà ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè àñòðîöèòîâ äëÿ óñòàíîâëå-
íèÿ öèòîòîêñè÷åñêèõ è ðåãóëÿòîðíûõ ýôôåêòîâ H2O2 â
îòíîøåíèè ýòèõ êëåòîê. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíî
âëèÿíèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà íà ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàê-
òåðèñòèêè, èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè, ìåíàäèîíçàâèñèìóþ
îïîñðåäîâàííóþ ëþöèãåíèíîì õåìèëþìèíåñöåíöèþ è
ïðîäóêöèþ îêñèäà àçîòà ïåðåâàðèâàåìûìè êëåòêàìè
ãëèîìû êðûñû Ñ6. Óñòàíîâëåíî, ÷òî H2O2 â äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé 5 · 10–7 —1 · 10–8 Ì âûñòóïàåò â êà÷åñòâå
ðåãóëÿòîðà ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ
ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû êðûñû, èíäóöèðóÿ ðåàêòè-
âàöèþ àñòðîöèòîâ, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â ãèïåðòðîôèè
êëåòî÷íûõ òåë è óâåëè÷åíèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê Ñ6 ñ ïåðîêñèäîì âîäî-
ðîäà â ýòîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé â òå÷åíèå 24 ÷ íà-
áëþäàåòñÿ ïîâûøåíèå óðîâíÿ íèòðèòîâ/íèòðàòîâ â êóëü-
òóðàëüíîé æèäêîñòè è óñèëèâàåòñÿ ïðîäóêöèÿ ñóïåð-
îêñèäíûõ àíèîí-ðàäèêàëîâ, èíäóöèðóåìûõ ìåíàäèîíîì.
Ïðè äåéñòâèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèÿõ
âûøå 1 · 10–6 Ì ïðîèñõîäÿò ðàçðóøåíèå è ðàçðåæåíèå
êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ, ïèêíîç ÿäåð, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
â ïîëüçó öèòîäåñòðóêòèâíîãî äåéñòâèÿ èññëåäóåìîãî
ïðåïàðàòà. Ïðè ýòîì â êóëüòóðå êëåòîê Ñ6 îòìå÷åíî ñíè-
æåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, óðîâíÿ ãåíåðèðóå-

ìûõ NO
2

– /NO
3

– è àêòèâíîñòè ìåíàäèîíçàâèñèìûõ ãåíå-
ðèðóþùèõ ñóïåðîêñèä ñèñòåì àñòðîöèòîâ. Ïðè ñòèìóëÿ-
öèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê Ñ6 ëèïîïî-
ëèñàõàðèäîì Â (ËÏÑ) çàðåãèñòðèðîâàíî óñèëåíèå ïðî-
ëèôåðàöèè è ïðîäóêöèè NO

2

– /NO
3

– àñòðîöèòàìè. Ïðè
24-÷àñîâîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê Ñ6 ñ ËÏÑ è H2O2

âûÿâëåíû äîçîçàâèñèìîå èíãèáèðîâàíèå ËÏÑ-îáóñëîâ-
ëåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, ñíèæåíèå âûõîäà
ëþöèãåíèíçàâèñèìîé õåìèëþìèíåñöåíöèè àñòðîöèòîâ
ïðè äåéñòâèè ìåíàäèîíà äî óðîâíÿ êîíòðîëüíûõ çíà÷å-
íèé. Ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè ËÏÑ è ïåðîêñèäà âîäîðî-
äà â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 1 · 10–6—1 · 10–8 Ì çàðåãè-
ñòðèðîâàíî ïîòåíöèðîâàíèå ïðîäóêöèè îêñèäà àçîòà àñò-
ðîöèòàìè. Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ
èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïåðîêñèä âîäî-
ðîäà â ñóáìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ îêàçûâàåò
ñòèìóëèðóþùåå âîçäåéñòâèå íà êëåòêè Ñ6 â êóëüòóðå, à
òàêæå ìîäèôèöèðóåò ñèãíàëüíûå ïóòè, ïðèâîäÿùèå ê
óñèëåíèþ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ïðîäóêöèè îêñèäà
àçîòà ïðè ñòèìóëÿöèè êëåòîê ëèïîïîëèñàõàðèäîì Â.

ÂËÈßÍÈÅ ÝÊÇÎÃÅÍÍÛÕ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ÍÀ ÝÊÑÏ-
ÐÅÑÑÈÞ ÃÅÍÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ-ÐÅÖÈÏÈÅÍÒÀÕ.
© Â. À. Êóëè÷êîâà, À. Ñ. Öèìîõà, À. Ã. Ìèòòåíáåðã,
È. Â. Êîæóõàðîâà, Þ. Á. Åðìîëàåâà, È. Í. Åâòååâà,
Ë. Í. Ãàóçå, È. Ì. Êîíñòàíòèíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ikonst@mail.cytspb.rssi.ru.

Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â èçó÷åíèè ïðî-
òåàñîì, íåêîòîðûå âîïðîñû, â ÷àñòíîñòè âîïðîñ îá ýêñê-
ðåöèè ýòèõ ÷àñòèö èç êëåòîê è èõ èíòåðíàëèçàöèè êëåò-
êàìè, îñòàþòñÿ ìàëîèññëåäîâàííûìè. Ðàíåå íàìè áûëà
îáíàðóæåíà ñïîñîáíîñòü êëåòîê ýêñêðåòèðîâàòü 26S-
ïðîòåàñîìû â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó (ê-ñðåäó). Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âûäåëÿåìûå
â ê-ñðåäó ïðîòåàñîìû ñîõðàíÿþò ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâ-
íîñòè, õàðàêòåðíûå äëÿ ýòèõ ÷àñòèö. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
âïåðâûå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü 26S-ïðîòåà-
ñîì âõîäèòü â æèâûå êëåòêè èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.
Äëÿ îöåíêè ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïîãëîùàòü ïðîòåàñîìû
êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ñðåäå, â êîòîðóþ áûëè äîáàâëå-
íû ìå÷åííûå áèîòèí-ôëþîðåñöåèíîì ïðîòåàñîìû. Îá-
íàðóæåíî, ÷òî 26S-ïðîòåàñîìû ñïîñîáíû áûñòðî ïðîíè-
êàòü èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â êëåòêè è âûÿâëÿþòñÿ êàê
â öèòîïëàçìå, òàê è â ÿäðàõ êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ. Ïîëó-
÷åíû êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ ýêçîãåííûõ ïðîòåàñîì â
êëåòêàõ ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562. Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî èíòåðíàëèçîâàííûå êëåòêàìè ÷àñòèöû âëèÿ-
þò íà ýêñïðåññèþ ñïåöèôè÷åñêèõ ãåíîâ â êëåòêàõ-ðåöè-
ïèåíòàõ. Òàê, ìåòîäîì RT-PCR ïîêàçàíî, ÷òî ïîãëîùåí-
íûå êëåòêàìè K562 ïðîòåàñîìû çíà÷èòåëüíî óñèëèâàþò
âëèÿíèå àïîïòîçà íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ-ðåãóëÿòîðîâ
àïîïòîçà — bcl-xl, bcl-2 è c-myc.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49606) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÐÎËÜ ÌÀËÛÕ G-ÁÅËÊÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÂÕÎÄÀ
Ñà2+ Â ÌÀÊÐÎÔÀÃÈ. © Ë. Ñ. Êóðèëîâà, Ç. È. Êðóòåö-
êàÿ, Î. Å. Ëåáåäåâ. Êàôåäðà áèîôèçèêè Áèîëîãî-ïî÷âåí-
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Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 775



Ïðàêòè÷åñêè âñå àãîíèñòû, ñâÿçûâàÿñü ñ ìåìáðàííû-
ìè ðåöåïòîðàìè, âûçûâàþò äâóõôàçíîå óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè Ñà2+ â êëåòêàõ. Â êà÷åñòâå ïåðâîé ôàçû âûñòó-
ïàåò êðàòêîâðåìåííàÿ ìîáèëèçàöèÿ Ñà2+ èç âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî. Âòîðàÿ ôàçà, áîëåå äëèòåëüíàÿ, ñâÿçàíà ñ
âõîäîì Ñà2+ èç íàðóæíîé ñðåäû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ âõîäà
Ñà2+ â ýëåêòðè÷åñêè íåâîçáóäèìûå êëåòêè ÿâëÿåòñÿ òàê
íàçûâàåìûé äåïîçàâèñèìûé, èëè «åìêîñòíîé», âõîä
Ñà2+. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìîäåëüþ «åìêîñòíîãî» âõîäà Ñà2+

âõîä Ñà2+ ðåãóëèðóåòñÿ ñòåïåíüþ çàïîëíåíèÿ Ñà2+-äåïî
òàêèì îáðàçîì, ÷òî îïóñòîøåíèå äåïî àêòèâèðóåò âõîä
Ñà2+. Â òî æå âðåìÿ ìåõàíèçì, ïîñðåäñòâîì êîòîðîãî èí-
ôîðìàöèÿ îá îïóñòîøåíèè Ñà2+-äåïî ïåðåäàåòñÿ îò ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà ê Ñà2+-êàíàëàì â ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíå, äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ íåÿñíûì. Ðÿä
ìîäåëåé äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+ ïðåäïîëàãàåò ó÷àñ-
òèå ìàëûõ G-áåëêîâ â ðåãóëÿöèè «åìêîñòíîãî» âõîäà
Ñà2+. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ñà2+-çîíäà Fu-
ra-2AM èññëåäîâàíî ó÷àñòèå ìàëûõ G-áåëêîâ â àêòèâà-
öèè è ïîääåðæàíèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+, èíäóöè-
ðîâàííîãî ïóðèíåðãè÷åñêèì àãîíèñòîì ÀÒÔ èëè èíãè-
áèòîðîì ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì,
â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Â ýêñïåðèìåíòàõ
èñïîëüçîâàí àíàëîã ôàðíåçèëöèñòåèíà N-àöåòèë-S-ôàð-
íåçèë-L-öèñòåèí (AFC), èíãèáèðóþùèé ôàðíåçèëìåòèë-
òðàíñôåðàçû è ïðåïÿòñòâóþùèé ìåòèëèðîâàíèþ, ñâÿçû-
âàíèþ ñ ìåìáðàíîé è àêòèâàöèè áåëêîâ Ras. Êðîìå òîãî,
èçó÷åíî âëèÿíèå íà «åìêîñòíîé» âõîä Ñà2+ èíãèáèòîðà
âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà áðåôåëüäèíà À, êîòîðûé
èíàêòèâèðóåò ìàëûå G-áåëêè ñåìåéñòâà arf, èãðàþùèå
êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â
êëåòêàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ìàê-
ðîôàãîâ ñ 50 ìêÌ AFC íå âëèÿåò íà ìîáèëèçàöèþ Ñà2+

èç äåïî, íî ñóùåñòâåííî (íà 55 %) ïîäàâëÿåò äåïîçàâè-
ñèìûé âõîä Ñà2+, èíäóöèðîâàííûé ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãè-
íîì. Äîáàâëåíèå ÀFC ïîñëå îêîí÷àíèÿ ôàçû ìîáèëèçà-
öèè Ñà2+ èç äåïî, âûçâàííîé ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì,
êîãäà ïðîöåññû àêòèâàöèè âõîäà óæå áûëè çàïóùåíû
îïóñòîøåíèåì äåïî, òàêæå ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó
ïîäàâëåíèþ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè ìàëûõ G-áåëêîâ ñå-
ìåéñòâà Ras â àêòèâàöèè è ïîääåðæàíèè åìêîñòíîãî âõî-
äà Ñà2+ â ìàêðîôàãè. Óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ïðåäâàðè-
òåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ 50 ìêÌ áðåôåëüäèíà À â òå-
÷åíèå 1 ÷ äî ââåäåíèÿ ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíà ïðèâîäèò ê
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ âõîäà Ñà2+ â ìàêðîôà-
ãè. Îáðàáîòêà ìàêðîôàãîâ áðåôåëüäèíîì À â òå÷åíèå 1 ÷
ïîñëå àêòèâàöèè êëåòîê òàïñèãàðãèíîì íå âëèÿåò íà
âõîä Ñà2+, èíäóöèðîâàííûé ââåäåíèåì 2 ìÌ Ñà2+ â íà-
ðóæíóþ ñðåäó, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî
ìåõàíèçì, ñõîäíûé ñ âåçèêóëÿðíûì òðàíñïîðòîì, íåîá-
õîäèì äëÿ àêòèâàöèè, íî íå äëÿ ïîääåðæàíèÿ åìêîñòíî-
ãî âõîäà â ìàêðîôàãàõ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè arf-áåëêîâ, îáÿçàòåëü-
íûõ ñîñòàâëÿþùèõ ìåõàíèçìà âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà,
â àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+ â ìàêðîôàãàõ.
Ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ìîäåëüþ «åìêîñòíîãî» âõîäà
Ñà2+ («ñâÿçûâàíèå ïî òèïó ñåêðåöèè» — secretion-like co-
upling model), ïðåäïîëàãàþùåé îáðàòèìóþ òðàíñëîêà-
öèþ Ñà2+-äåïî ê ïëàçìàëåììå, ïðîèñõîäÿùóþ ñ ó÷àñòè-
åì ìàëûõ G-áåëêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
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øêîëû» (ïðîåêò 4681, 2005 ã.).

ÑÎÇÄÀÍÈÅ ÊÎËËÅÊÖÈÈ ËÈÍÈÉ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜ-
ÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ: ÑÐÀÂÍÈ-
ÒÅËÜÍÛÅ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÈ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈ-
ÍÈÉ. © Ì. À. Ëàãàðüêîâà,1 Ì. À. Ïðîõîðîâè÷,1 À. Ã. Øè-
ëîâ,2 Ñ. Ë. Êèñåëåâ,1 Ñ. Ì. Çàêèÿí.2 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè
ãåíà ÐÀÍ, Ìîñêâà, xmarr@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ñòàíäàðòèçàöèÿ ìåòîäè÷åñêèõ è òåõíîëîãè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ äëÿ ðàáîòû ñ ýìáðèîíàëüíûìè ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì øàãîì
íà ïóòè ê èõ ïîòåíöèàëüíîìó ïðèìåíåíèþ â êëèíèêå.
Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî, ïîìèìî òîãî ÷òî â ñâÿçè ñ èí-
äèâèäóàëüíûì ïðîèñõîæäåíèåì êàæäîé êëåòî÷íîé ëè-
íèè, áîëüøîå çíà÷åíèå èìåþò óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ëèíèé, ïðè êîòîðûõ äîëæíû ñîõðàíÿòüñÿ îñíîâíûå ñâîé-
ñòâà êëåòîê, à èìåííî èõ ïëþðèïîòåíòíîå ñîñòîÿíèå è
ãåíåòè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü. Íà îñíîâå èìåþùèõñÿ â ðàñ-
ïîðÿæåíèè êëåòî÷íûõ ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà ñîçäàíà êîë-
ëåêöèÿ. Â êîëëåêöèþ âõîäÿò 3 êëåòî÷íûå ëèíèè (HUES 7,
8 è 9), ïîëó÷åííûå îò ïðîô. Ìåëòîíà (Ãàðâàðäñêèé óíè-
âåðñèòåò, ÑØÀ), 4 êëåòî÷íûå ëèíèè ESM 01, 03 è 04
(ïîëó÷åííûå â Èíñòèòóòå áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ) è 2 êëå-
òî÷íûå ëèíèè (ESM 0118 è ESM 0309), â êîòîðûõ ïðîè-
çîøëè õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè. Äëÿ âñåõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ïðîâåäåí àíàëèç îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ, ïðèíÿ-
òûõ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ÝÑÊ ÷åëîâåêà, è ïðîâåäåíî
ñðàâíåíèå ìåòîäîâ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

ÂÇÀÈÌÍÎÅ ÂËÈßÍÈÅ ÊËÅÒÎÊ ÑÅÐÄÖÀ È ÑÒÐÎ-
ÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÏÐÈ ÑÎ-
ÂÌÅÑÒÍÎÌ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ. © Ã. Å. Ëåâèíà,1

Þ. Â. Ìàëåíüêèõ,1 Í. Ñ. Íèêîëàåíêî,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.2

1 C.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé
óíèâåðñèòåò è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì (Êðóãëÿêîâ, 2004),
ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (CÊÊÌ) in vitro ïîä
äåéñòâèåì èíäóêòîðîâ ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â
ìûøå÷íûå êëåòêè è, â ÷àñòíîñòè, â êàðäèîìèîöèòû.
Äàííûå î äèôôåðåíöèðîâêå ÑÊÊÌ â êàðäèîìèîöèòû in
vivo ñïîðíû. Õîòÿ ñïåöèôè÷åñêîå ìèêðîîêðóæåíèå â
ìèîêàðäå ñåðäöà (êàê ñàìè êëåòêè, òàê è êîìïîíåíòû
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà) ìîæåò áûòü ìîùíûì èíäóêòî-
ðîì äèôôåðåíöèðîâêè ÑÊÊÌ. Ýêñïåðèìåíòàëüíûé ìî-
äåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé ìî-
æåò ñòàòü ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå èññëåäóåìûõ
êëåòîê. Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ è ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ íà
ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà in vitro. Äëÿ åå ðåøå-
íèÿ áûëè ðàçðàáîòàíû äâå ìîäåëüíûå ñèñòåìû ñîêóëüòè-
âèðîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê äâóìÿ ñïîñîáàìè: áåñêîíòàêòíîå
è êîíòàêòíîå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Êëåòêè ñåðäöà (ÊÑ) è
ÑÊÊÌ ïîëó÷àëè èç íåîíàòàëüíûõ êðûñ (â âîçðàñòå
1—4 ñóò). Äëÿ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷-
íûå êóëüòóðû ÊÑ è ÑÊÊÌ (2—3 ïàññàæà), à òàêæå ôðàê-
öèè ÊÑ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè àäãåçèâíîñòè. Áûëè ïîëó÷å-
íû ôðàêöèè ÊÑ, îáîãàùåííûå êàðäèîìèîöèòàìè èëè
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ôèáðîáëàñòàìè. Ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäè-
ëè â ðîñòîâîé ñðåäå, èñïîëüçóåìîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ñåðäöà (90 % DMEM, 10 % CÝÊ è 50 ìêã/ìë ãåí-
òàìèöèíà). Äëÿ êîíòàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñî ñòåê-
ëà óäàëÿëè 1/3 êëåòîê ñåðäöà ñ ïîìîùüþ ýëàñòè÷íîãî
øïàòåëÿ è íà ýòî ìåñòî ñåÿëè CÊÊÌ. Cîêóëüòèâèðîâà-
íèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 4 ñóò. Êîíòðîëåì ñëóæèëè òå
æå êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå 4 ñóò â ðàçíûõ ÷àøêàõ Ïåò-
ðè. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê íà ðàçíûõ ïîêðîâíûõ
ñòåêëàõ ïðîâîäèëè â îäíîé ÷àøêå Ïåòðè äèàìåòðîì
50 ìì. Êóëüòóðû ÑÊÊÌ ðàçëè÷àëèñü ñðîêàìè è óñëîâèÿ-
ìè ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (êîëè÷åñòâîì
ïàññàæåé, ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè è åå çàìåíèòåëÿ, íà-
ëè÷èåì ïîäëîæêè â âèäå ôèáðîíåêòèíà). ÑÊÊÌ ñåÿëè íà
îòäåëüíûå ñòåêëà â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 50 ìì, ãäå
óæå íàõîäèëèñü ñòåêëà ñ ÊÑ. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ïðîâî-
äèëè â òå÷åíèå 14 ñóò. Êàê è â ïðåäûäóùåì âàðèàíòå,
êîíòðîëüíûå ÊÑ è ÑÊÊÌ êóëüòèâèðîâàëè ðàçäåëüíî.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìûøå÷íûõ êëåòîê â ñìåøàííîé êóëüòóðå
èñïîëüçîâàëè ØÈÊ-ðåàêöèþ íà ãëèêîãåí. Äëÿ èäåíòè-
ôèêàöèè àêòèâíûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê ðàñùåïëåíèþ
ôîñôàòîâ è ïðåîáðàçîâàíèÿì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà,
ïðîâîäèëè ðåàêöèþ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Äëÿ àíàëè-
çà ëîêàëèçàöèè ñîêðàòèòåëüíûõ áåëêîâ (àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà è ðàñïðåäåëåíèÿ ìèîçèíà) èñïîëüçîâàëè ìåòîä
èììóíîôëóîðåñöåíöèè (îêðàñêà àíòèòåëàìè ê òÿæåëûì
öåïÿì ìèîçèíà ìåäëåííîãî òèïà è ðîäàìèí-ôàëëîèäè-
íîì). Â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ÑÊÊÌ è
ÊÑ ñîõðàíÿëè ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü è ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü: êàðäèîìèîöèòû ñèíõðîííî ñîêðàùà-
ëèñü, ÑÊÊÌ àêòèâíî ïðîëèôåðèðîâàëè. Ñðåäè îáîèõ òè-
ïîâ êëåòîê áûëè âûÿâëåíû êëåòêè ñ ïîëîæèòåëüíîé
îêðàñêîé íà ãëèêîãåí è ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Â ðåçóëü-
òàòå êîíòàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ÑÊÊÌ ìèãðèðîâà-
ëè, âïëîòíóþ «ïîäõîäèëè» ê ñëîþ êëåòîê ñåðäöà è, âîç-
ìîæíî, êîíòàêòèðîâàëè ñ íèìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÊÑ è
ÑÊÊÌ ìîãóò íàõîäèòüñÿ â íåïîñðåäñòâåííîì êîíòàêòå,
íå îêàçûâàÿ íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ äðóã íà äðóãà. Ïðè ñî-
âìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòêè íå îòëè÷àëèñü îò êîí-
òðîëüíûõ è ñîõðàíÿëè ñâîþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü è ìîðôîëîãèþ. Îäíàêî ïðèçíàêîâ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà â êàðäèî-
ìèîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ èí-
òàêòíûìè êëåòêàìè ñåðäöà îáíàðóæåíî íå áûëî.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÌÎÄÓËÈÐÓÞÙÅÃÎ ÄÅÉÑÒÂÈß
ÀËËÎÃÅÍÍÛÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÍÅÉÐÎÊËÅÒÎÊ
ÍÀ ÊËÅÒÊÈ ÎÏÓÕÎËÈ ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ IN VITRO. © Ë. Ä. Ëþáè÷, Í. È. Ëèñÿíûé. Èíñòè-
òóò íåéðîõèðóðãèè èì. àêàä. À. Ï. Ðîìîäàíîâà ÀÌÍ
Óêðàèíû, Êèåâ.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâà-
íèå òåðàïåâòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà íåéòðàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ïðè ðàçëè÷íîé ïàòîëîãèè ÖÍÑ, â òîì ÷èñëå
íåéðîîíêîëîãè÷åñêîãî ïðîôèëÿ. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ
áûëî èçó÷åíèå äåéñòâèÿ ýìáðèîíàëüíûõ íåéðîêëåòîê
÷åëîâåêà (ÝÍÊ), ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíîâ 9—10 íåä ãå-
ñòàöèè, íà êëåòêè îïóõîëåé ãîëîâíîãî ìîçãà (ìåäóëëîá-
ëàñòîì è ãëèîì). Äëÿ ýòîãî ñóïåðíàòàíò 1-ñóòî÷íîé
êóëüòóðû àëëîãåííûõ ÝÍÊ, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå
DMEM + êîíÀ (10 ìêã/ìë), äîáàâëÿëè ê ñóñïåíçèè ñâå-
æåâûäåëåííûõ êëåòîê èç îïóõîëåâîãî îáðàçöà è èíêóáè-
ðîâàëè êëåòêè 16 ÷ ïðè 4 °Ñ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëå èí-

êóáàöèè ñ ñóïåðíàòàíòîì ÝÍÊ êîëè÷åñòâî êëåòîê â îïó-
õîëåâîé ñóñïåíçèè ñíèæàëîñü íà 28.03 ± 2.26 %, ïðè
ýòîì íà 18.61 ± 13.21 % óâåëè÷èâàëîñü êîëè÷åñòâî
Õ¸õñò-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê — êëåòîê, âñòóïèâøèõ íà
ïóòü àïîïòîçà. Áîëåå çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êëåòî÷íî-
ñòè ñóñïåíçèè íàáëþäàëîñü â îáðàçöàõ ãëèîì (30 %) ïî
ñðàâíåíèþ ñ îáðàçöàìè ìåäóëëîáëàñòîì (9.07 ± 3.68 %),
êðîìå òîãî, â îáðàçöàõ ãëèîì ïîä âëèÿíèåì ñóïåðíàòàí-
òà ÝÍÊ áîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê ïîäâåðãàëîñü àïîï-
òîçó (22.98 ± 13.69 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ îáðàçöàìè ìåäóë-
ëîáëàñòîì (12.80 ± 0.91 %). Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ
ñóïåðíàòàíòà ÝÍÊ íà ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ öèòîêèíîâ â
êëåòêàõ îïóõîëåé ãîëîâíîãî ìîçãà ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â
60 % ñëó÷àåâ çàôèêñèðîâàíî èçìåíåíèå ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ öèòîêèíîâ. Ïðè ýòîì â äâóõ ñëó÷àÿõ êëåòêè îïó-
õîëè ïðåêðàùàëè ýêñïðåññèðîâàòü ìÐÍÊ IL-10, â îäíîì
ñëó÷àå íà÷èíàëè ýêñïðåññèðîâàòü ìÐÍÊ IL-10, â äâóõ
ñëó÷àÿõ íà÷èíàëè ýêñïðåññèðîâàòü IFN-á, â îäíîì ñëó-
÷àå ïðåêðàùàëè ýêñïðåññèþ IL-12. Ìû íå çàôèêñèðîâàëè
âëèÿíèå ñóïåðíàòàíòà ÝÍÊ íà ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ÒGF-á.
Òàêèì îáðàçîì, ýìáðèîíàëüíûå íåéðîêëåòêè ÷åëîâåêà
ïðîäóöèðóþò ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû, îêàçûâàþùèå in
vitro ïðîàïîïòîòè÷åñêîå äåéñòâèå íà êëåòêè îïóõîëè
ìîçãà è âëèÿþùèå íà ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ èììóíîñóïðåñ-
ñèâíûõ (IL-10) è ïðîâîñïàëèòåëüíûõ (IFN-á è IL-12) öè-
òîêèíîâ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè.

ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÛÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÛ ÂÛÇÛÂÀÞÒ
ÄÅÃÐÀÄÀÖÈÞ ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ Â ÊËÅÒÊÀÕ ËÈ-
ÍÈÈ HeLa. © Ê. Ã. Ëÿìçàåâ,1 Î. Þ. Ïëåòþøêèíà,1

Î. Ê. Íåïðÿõèíà,2 Á. Â. ×åðíÿê.1 1 ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñè-
òåòà è 2 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè
Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû äûõàíèÿ (ïèåðèöè-
äèí, àíòèìèöèí, ìèêñîòèàçîë), ÀÒÔ-ñèíòàçû (îëèãîìè-
öèí, àóðîâåðòèí) è ðàçîáùèòåëè (ÄÍÔ, FCCP) íå âûçû-
âàþò çàìåòíîé ãèáåëè êëåòîê HeLa â òå÷åíèå 48 ÷. Óêà-
çàííûå èíãèáèòîðû â ïðèñóòñòâèè ãëþêîçû âûçûâàþò
çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå ìèòîõîíäðèé íåçà-
âèñèìî îò óðîâíÿ ÀÒÔ. Ýòà ìîäåëü áûëà èñïîëüçîâàíà
íàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ äðîáëåíèÿ ìèòîõîí-
äðèàëüíîãî ðåòèêóëóìà. Íàèáîëåå áûñòðîå äðîáëåíèå
ìèòîõîíäðèé íàáëþäàëîñü ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè èí-
ãèáèòîðîâ äûõàíèÿ è ðàçîáùèòåëåé. Îáðàáîòêà êëåòîê
HeLa â òå÷åíèå 72 ÷ ÄÍÔ ëèáî FCCP â êîìáèíàöèè ñ àí-
òèìèöèíîì èëè ìèêñîòèàçîëîì ïðèâîäèëà ê ãèáåëè çíà-
÷èòåëüíîé ÷àñòè êëåòîê (60—70 %). Îñòàâøèåñÿ êëåòêè
èìåëè íîðìàëüíûå ÿäðà, áûëè àíåêñèí V-íåãàòèâíû è
èìåëè íîðìàëüíûé öèòîñêåëåò. Â êëåòêàõ îáùåå êîëè÷å-
ñòâî ìèòîõîíäðèé çíà÷èòåëüíî ñíèæàëîñü, à îñòàâøèåñÿ
ñîáèðàëèñü â êëàñòåðû â ðàéîíå ÿäðà. Öèòîõðîì ñ â ýòèõ
êëåòêàõ îáíàðóæèâàëñÿ ëèøü â îñòàòêàõ ìèòîõîíäðèé,
íî íå â öèòîïëàçìå, õîòÿ âûõîä äðóãèõ ìèòîõîíäðèàëü-
íûõ áåëêîâ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü íåëüçÿ. Êîëîêàëèçà-
öèè ìèòîõîíäðèàëüíûõ êëàñòåðîâ ñ àóòîôàãîñîìàìè íå
íàáëþäàëîñü. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ìåõàíèçì äåãðàäàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìàòåðèàëà íå
ñâÿçàí ñ àóòîôàãèåé. Àíàëèç íàøèõ è ëèòåðàòóðíûõ äàí-
íûõ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìåõàíèçì äåãðàäàöèè
ìèòîõîíäðèé â êëåòêàõ HeLa ïîä äåéñòâèåì ìèòîõîíä-
ðèàëüíûõ èíãèáèòîðîâ ñõîäåí ñ òàêîâûì ïðè äèôôåðåí-
öèðîâêå ðåòèêóëîöèòîâ èëè ôîðìèðîâàíèè êëåòîê õðóñ-
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òàëèêà ãëàçà, êîòîðûå òàêæå èäóò íåçàâèñèìî îò àóòîôà-
ãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-49062 è 04-04-49484).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ ÁÅËÊÎÂÎÃÎ ÏÐÎ-
ÔÈËß ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÑÊÅËÅÒÍÎ-ÌÛØÅ×-
ÍÛÕ ÌÈÎÁËÀÑÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ Â ÕÎÄÅ ÌÈÎÃÅÍ-
ÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ. © À. À. Ìàêàðîâ,1 Ë. È. Êî-
âàëåâ,1 Ê. Â. Ëèñèöêàÿ,1 Ë. Ñ. Åðåìèíà,2 È. Þ. Òîðîïûãèí,3

Ñ. Ñ. Øèøêèí.1 1 Èíñòèòóò áèîõèìèè ÐÀÍ, amkrv@
mail.ru, 2 Ðîññèéñêèé óíèâåðñèòåò äðóæáû íàðîäîâ è
3 ÍÈÈ áèîìåäèöèíñêîé õèìèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ñàòåëëèòíûå êëåòêè ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû ÿâëÿ-
þòñÿ âàæíûìè ó÷àñòíèêàìè ïðîöåññîâ ìûøå÷íîé ðåãå-
íåðàöèè è ãèïåðòðîôèè. Êóëüòèâèðóåìûå ñàòåëëèòíûå
êëåòêè, íàçûâàåìûå ìèîáëàñòàìè, ïðåäñòàâëÿþòñÿ óäîá-
íîé ìîäåëüþ äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èçó÷åíèÿ ìèîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Áóäó÷è îäíîÿäåðíûìè ôèáðîá-
ëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè â ïðîëèôåðèðóþùåì ñîñòîÿ-
íèè, îíè ñïîñîáíû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå, ñî-
äåðæàùåé ëîøàäèíóþ ñûâîðîòêó, ïðåòåðïåâàòü õàðàê-
òåðíûå èçìåíåíèÿ — âûõîäèòü èç êëåòî÷íîãî öèêëà, óä-
ëèíÿòüñÿ è â êîíå÷íîì ñ÷åòå ñëèâàòüñÿ ñ îáðàçîâàíèåì
ìíîãîÿäåðíûõ ìèîòóá. Ýòè ïðîöåññû ñîïðîâîæäàþòñÿ
èçìåíåíèåì ñòðîåíèÿ è ôóíêöèè êëåòîê, ïðîõîäÿùèõ â
íèõ áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáî-
òû ÿâëÿþòñÿ èçó÷åíèå èçìåíåíèé áåëêîâîãî ïðîôèëÿ êóëü-
òèâèðóåìûõ ìèîáëàñòîâ ÷åëîâåêà â ïðîöåññå ìèîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè è èäåíòèôèêàöèÿ èçìåíÿþùèõñÿ êà-
÷åñòâåííî èëè êîëè÷åñòâåííî áåëêîâ. Ñêåëåòíî-ìûøå÷-
íûå ìèîáëàñòû ÷åëîâåêà êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå F-12,
ñîäåðæàùåé ïèðóâàò íàòðèÿ, ãåíòàìèöèí è 12.5 % ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Äèôôåðåíöèðîâêó èí-
äóöèðîâàëè êóëüòèâèðîâàíèåì â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 %
ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè, â òå÷åíèå 2—8 ñóò ñî ñìåíîé ñðå-
äû êàæäûå 2 ñóò. Áåëêè, âûäåëåííûå èç ìèîáëàñòîâ,
ôðàêöèîíèðîâàëè ìåòîäîì äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà
ïî Î’Ôàððåëëó. Äëÿ äåòåêöèè áåëêîâ èñïîëüçîâàëè îêðà-
øèâàíèå êðàñèòåëåì Êóìàññè R-250 è àçîòíîêèñëûì ñå-
ðåáðîì, ÷òî ïîçâîëÿëî âûÿâëÿòü äî íåñêîëüêèõ ñîòåí
áåëêîâûõ ôðàêöèé íà îäíîé ýëåêòðîôîðåãðàììå. Èäåí-
òèôèêàöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì âðåìÿïðîëåòíîé
MALDI-TOF ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïà-
êåòà ïðîãðàìì Mascot è áàçû äàííûõ NCBI Protein. Áûëî
îáíàðóæåíî êîëè÷åñòâåííîå è êà÷åñòâåííîå èçìåíåíèå
áîëåå äåñÿòêà áåëêîâûõ ôðàêöèé. Â ÷àñòíîñòè, ïîñëå
2 ñóò èíêóáàöèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 % ëîøàäèíîé
ñûâîðîòêè, áûëî îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà òàêèõ
áåëêîâ, êàê B-öåïü ñóïåðîêñèääèñìóòàçû, àññîöèèðîâàí-
íîãî áåëêà 1 ðåöåïòîðà ëèïîïðîòåèíîâ íèçêîé ïëîòíî-
ñòè, êîëëàãåíñâÿçûâàþùåãî áåëêà 2 (ïðîäóêòà, èíäóöè-
ðóþùåãî ïðîëèôåðàöèþ ãåíà 14), ìèòîõîíäðèàëüíîé
àëüôà-ÀÒÔ-ñèíòàçû, áåòà-àêòèíà è àííåêñèíà À5. Â
õîäå äèôôåðåíöèðîâêè çàìåòíî óìåíüøèëîñü êîëè÷åñò-
âî áåëêà S100A11 è íåìûøå÷íîé ôîðìû êîôèëèíà. Òàê-
æå îòìå÷åíû íåçíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà
ìàííîçîñâÿçûâàþùåãî ëåêòèíà 2 è àííåêñèíà À1. Òàêèì
îáðàçîì, áûëè âûÿâëåíû èçìåíåíèÿ áåëêîâîãî ïðîôèëÿ
â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Èäåíòè-
ôèöèðîâàí ðÿä áåëêîâ, ïðåòåðïåâàþùèõ êîëè÷åñòâåí-

íûå èëè êà÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ è, ñëåäîâàòåëüíî, òàê
èëè èíà÷å âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññû ìèîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Ýòè áåëêè ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïî-
òåíöèàëüíûå ìàðêåðû ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ó
÷åëîâåêà è âîçìîæíûå ìîëåêóëÿðíûå ìèøåíè ïðè ðàçðà-
áîòêå íîâûõ ìåòîäîâ âëèÿíèÿ íà ïðîöåññû ìûøå÷íîé
ðåãåíåðàöèè è ãèïåðòðîôèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ êîìïëåêñíîãî ïðîåêòà
«Ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèå òåõíîëîãèè ïîâûøåíèÿ ðàáîòî-
ñïîñîáíîñòè ÷åëîâåêà â óñëîâèÿõ íàïðÿæåííûõ ôèçè÷å-
ñêèõ íàãðóçîê» (ïðîåêò ÆÑ-ÊÏ.6/002).

ÀÄÃÅÇÈÂÍÀß È ÑÅÊÐÅÒÎÐÍÀß ÔÓÍÊÖÈÈ ÍÅÉ-
ÒÐÎÔÈËÎÂ È ÌÎÍÎÍÓÊËÅÀÐÎÂ ÊÐÎÂÈ ÏÐÈ ÑÈÑ-
ÒÅÌÍÎÌ ÎÑÒÅÎÏÎÐÎÇÅ Ó ÌÓÆ×ÈÍ (ÏÐÅÄÂÀÐÈ-
ÒÅËÜÍÛÅ ÄÀÍÍÛÅ). © Ý. Á. Ìàêàðîâà,1 Ë. Ï. Åâñòèã-
íååâà,2 Å. À. Ëàâðóêîâà,1 Å. Á. Òðèôîíîâà,1 È. À. Çåëü-
ñêèé,1 À. Â. Îñèïåíêî.1 1 ÔÃÓ «ÓÍÈÈÒÎ» Ðîñçäðàâà è
2 ÃÓÇ ÑÎÊÁ1, Åêàòåðèíáóðã.

Îáùåïðèçíàíî, ÷òî ñóììàðíûé ýôôåêò ãåíåòè÷åñêèõ
è ñðåäîâûõ ôàêòîðîâ äåòåðìèíèðóåò ïëîòíîñòü êîñòíîé
òêàíè. Ïðè ýòîì ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà è
ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü îñòåîáëàñòîâ è îñòåîêëàñ-
òîâ êîíòðîëèðóþòñÿ ôàêòîðàìè ðîñòà, öèòîêèíàìè, ìî-
ëåêóëàìè àäãåçèè, îïîñðåäóþùèìè âëèÿíèå ãîðìîíîâ è
îáåñïå÷èâàþùèìè âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó êëåòêàìè,
êëåòêàìè è ìàòðèêñîì. Ýòè ìåõàíèçìû îáðàçóþò åäè-
íóþ äèíàìè÷åñêóþ ñåòü. Îäíàêî âêëàä ðàçëè÷íûõ ðåãó-
ëÿòîðíûõ ìîëåêóë è êëåòîê ïðè îñòåîïîðîçå òðåáóåò áî-
ëåå òùàòåëüíîãî èçó÷åíèÿ. Öåëü èññëåäîâàíèÿ — îöå-
íèòü ôóíêöèîíàëüíóþ è ñåêðåòîðíóþ àêòèâíîñòü íåéò-
ðîôèëîâ è ìîíîíóêëåàðîâ êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ ñèñòåì-
íûì èäèîïàòè÷åñêèì îñòåîïîðîçîì. Îáúåêò èññëåäîâà-
íèÿ — 6 ìóæ÷èí (âîçðàñò 30—50 ëåò) ñ ñèñòåìíûì èäèî-
ïàòè÷åñêèì îñòåîïîðîçîì (1-ÿ ãðóïïà). Â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå îáñëåäîâàíû 4 ìóæ÷èíû ñîîòâåòñòâóþùåãî âîç-
ðàñòà ñ íîðìàëüíîé ïëîòíîñòüþ êîñòíîé òêàíè áåç ôàê-
òîðîâ ðèñêà ðàçâèòèÿ âòîðè÷íîãî îñòåîïîðîçà (2-ÿ ãðóï-
ïà). Ìèíåðàëüíóþ ïëîòíîñòü êîñòè îöåíèâàëè ìåòîäîì
ðåíòãåíîâñêîé äâóõýíåðãåòè÷åñêîé äåíñèòîìåòðèè.
Êëåòêè êðîâè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â
ñòóïåí÷àòûõ ãðàäèåíòàõ ïëîòíîñòè íà ãðàíóëîöèòû (ÃÖ)
è ìîíîíóêëåàðû (ÌÍÊ) è îïðåäåëÿëè ñïîíòàííóþ è ñòè-
ìóëèðîâàííóþ (êðàòêîñðî÷íîé èíêóáàöèåé ñ êîëëàãå-
íîì I òèïà) àäãåçèþ êëåòîê ê ïëàñòèêó, êîíöåíòðàöèþ
ÈË-1á (Biosource) è sRANKL (Biomedica) â ñóïåðíàòàíòå
êëåòîê ìåòîäîì ÈÔÀ. Â ðåçóëüòàòå âûÿâëåíî ñíèæåíèå
èñõîäíîãî óðîâíÿ àäãåçèâíîé ñïîñîáíîñòè ÌÍÊ è ÃÖ ó
ïàöèåíòîâ ñ îñòåîïîðîçîì ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàöèåíòàìè
êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Ïðè èíêóáàöèè ñ êîñòíûì êîëëàãå-
íîì àäãåçèÿ ÌÍÊ ïàöèåíòîâ 2-é ãðóïïû âîçðàñòàëà áî-
ëåå çíà÷èòåëüíî, ÷åì ó ïàöèåíòîâ 1-é ãðóïïû. Âîçìîæ-
íî, ýòî ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì ðåàêòèâíîñòè ÌÍÊ ïàöè-
åíòîâ ñ îñòåîïîðîçîì èëè ñíèæåíèåì ñïîñîáíîñòè ÌÍÊ
ðàñïîçíàâàòü êîëëàãåí I òèïà. Àäãåçèâíàÿ ñïîñîáíîñü
íåéòðîôèëîâ ïðè èíêóáàöèè ñ êîñòíûì êîëëàãåíîì ó ïà-
öèåíòîâ 1-é ãðóïïû âíà÷àëå âîçðàñòàëà, íî ïðè óâåëè÷å-
íèè äîçû êîëëàãåíà ñíèæàëàñü íèæå èñõîäíîãî óðîâíÿ.
Ó ïàöèåíòîâ 2-é ãðóïïû àäãåçèÿ íåéòðîôèëîâ ïîñëå èí-
êóáàöèè ñ êîñòíûì êîëëàãåíîì äîçîçàâèñèìî ñíèæàëàñü
íèæå èñõîäíîãî óðîâíÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè àêòèâàöèè
íåéòðîôèëîâ in vivo öèòîêèíû âûñòóïàþò â êà÷åñòâå êî-
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ñòèìóëÿòîðîâ àêòèâèðóþùèõ àãåíòîâ. Òàêèì îáðàçîì,
èìåííî öèòîêèíîâûé ïðîôèëü, âëèÿþùèé íà êëåòêè in
vivo, ìîæåò îïðåäåëÿòü êîíå÷íûé ðåçóëüòàò ïðè ñòèìó-
ëÿöèè íåéòðîôèëîâ ðàçëè÷íûìè äîçàìè êîëëàãåíà. Êîí-
öåíòðàöèÿ ÈË-1 â ñóïåðíàòàíòå ÌÍÊ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ
îñòåîïîðîçîì âûøå, ÷åì ýòîò ïîêàçàòåëü ó ïàöèåíòîâ ñ
íîðìàëüíîé ïëîòíîñòüþ êîñòíîé òêàíè. ÈË-1 íåçàâèñè-
ìî îò äðóãèõ àêòèâèðóþùèõ àãåíòîâ ìîæåò ñòèìóëèðî-
âàòü ôóíêöèþ îñòåîêëàñòîâ. Êðîìå òîãî, ïî äàííûì ëè-
òåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ÈË-1 âûçûâàåò ñíèæåíèå àäãå-
çèâíîé àêòèâíîñòè ÌÍÊ, à â ñòèìóëèðîâàííûõ
Ò-ëèìôîöèòàõ ïðè ðàñïîçíàâàíèè ÷åðåç ðåöåïòîðû êîí-
òàêòíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ êîëëàãåíà I òèïà ïðîèñõîäÿò
èíãèáèðîâàíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà, ïîâûøåíèå
ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâàííîñòè êëåòîê è, ñëåäîâàòåëü-
íî, ñïîñîáíîñòè âûïîëíÿòü ñïåöèôè÷íûå ôóíêöèè, íà-
ïðèìåð ñèíòåç RANKL. Îäíàêî ðàçëè÷èé ïî óðîâíþ
sRANKL â ñóïåðíàòàíòå ìîíîíóêëåàðîâ â íàñòîÿùåì èñ-
ñëåäîâàíèè íàìè îáíàðóæåíî íå áûëî. Òàêèì îáðàçîì, ó
ïàöèåíòîâ ñ ñèñòåìíûì èäèîïàòè÷åñêèì îñòåîïîðîçîì
ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ñïîíòàííîãî ñèíòåçà ÈË-1 êëåò-
êàìè êðîâè, ñïîñîáíîãî ñàìîñòîÿòåëüíî è ïîñðåäñòâîì
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè RANKL âëèÿòü íà àêòèâíîñòü îñ-
òåîêëàñòîâ è îñòåîêëàñòîãåíåç. Ñíèæàåòñÿ ñïîñîáíîñòü
ÌÍÊ è íåéòðîôèëîâ êðîâè ê àäåêâàòíîìó îòâåòó íà
âíåøíåå âîçäåéñòâèå, â òîì ÷èñëå ïðè êîíòàêòå ñ êîñò-
íûì êîëëàãåíîì I òèïà.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ ïëàíèðóåìûì èñïîëüçî-
âàíèåì ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) äëÿ
òåðàïèè èíôàðêòà ìèîêàðäà âñòàåò çàäà÷à âûäåëåíèÿ
ôðàêöèè ÑÊÊÌ ñ íàèáîëåå âûðàæåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê
êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Öåëüþ íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ÿâëÿþòñÿ îïèñàíèå õàðàêòåðèñòèê ôðàêöèé
ÑÊÊÌ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì àäãåçèè, è îïðåäåëåíèå
ïðåäðàñïîëîæåííîé ê êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå êëåòî÷íîé ôðàêöèè. Âûäåëåíèå è êóëüòèâèðîâà-
íèå ÑÊÊÌ îñóùåñòâëÿëè ïî îòðàáîòàííîé ìåòîäèêå
(Pittenger et al., 2001). Ðàçäåëåíèå êëåòîê íà ôðàêöèè
ïðîâîäèëè ïî ñòåïåíè àäãåçèè íà ïëàñòèêå. Ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì ïóòåì áûëè ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå âðå-
ìåíí*ûå ïðîìåæóòêè äëÿ àäãåçèè (1, 3, 5 è 10 ìèí). Ðåçóëü-
òàòû ôðàêöèîíèðîâàíèÿ àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè èí-
âåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ðàçíûõ ôðàêöèé, à òàêæå äëÿ
îïðåäåëåíèÿ â íèõ ñòåïåíè ñïîíòàííîé îñòåîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòêàõ ïðîâîäèëè ðåàêöèþ íà ùå-
ëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Äëÿ èíäóêöèè êàðäèîìèîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè âñåõ ôðàêöèé â òå÷åíèå 1 ñóò
îáðàáàòûâàëè 5�-àçàöèòèäèíîì. Êîíòðîëåì ñëóæèëè íå-
îáðàáîòàííûå êëåòêè. Ïîñëå îòìåíû èíäóêòîðà êàê
îïûòíûå, òàê è êîíòðîëüíûå êëåòêè íà ïðîòÿæåíèè 2 íåä
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîò-
êè, ïîñëå ÷åãî àíàëèçèðîâàëè ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû.
Äëÿ êîíòðîëÿ êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè

êëåòêè âñåõ ôðàêöèé îêðàøèâàëè íà ãëèêîãåí è ìûøå÷-
íóþ èçîôîðìó ìèîçèíà. Â ðåçóëüòàòå ðàçäåëåíèÿ ÑÊÊÌ
ïî ñòåïåíè àäãåçèè áûëè ïîëó÷åíû ÷åòûðå ôðàêöèè êëå-
òîê, õàðàêòåðèçóåìûå ðàçëè÷íîé ìîðôîëîãèåé, ðàçíîé
àêòèâíîñòüþ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è áëèçêèå ïî ñîäåð-
æàíèþ â íèõ ãëèêîãåíà. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ èíäóêöèè
êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ïîêàçàë íàèáîëü-
øóþ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ôðàêöèè 3-ìèíóòíîé àäãåçèè
ê äèôôåðåíöèðîâêå â äàííîì íàïðàâëåíèè. Ñõîäíûå ðå-
çóëüòàòû, ïîëó÷åííûå äëÿ êîíòðîëüíûõ è äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê äàííîé ôðàêöèè, óêàçûâàþò íà âîç-
ìîæíîñòü ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè â êàðäèîìèî-
öèòàðíîì íàïðàâëåíèè.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ èíòåíñèâíûå èññëå-
äîâàíèÿ ïî âûÿâëåíèþ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðÿäà
íîâûõ ïåïòèäîâ, íåäàâíî âûäåëåííûõ â îáîñîáëåííîå
ñåìåéñòâî è ïîëó÷èâøèõ íàçâàíèå «ãëèïðîëèíû» (Àø-
ìàðèí, 2001). Èçâåñòíî, ÷òî ãëèïðîëèíû îáëàäàþò âûðà-
æåííûì ïðîòèâîÿçâåííûì äåéñòâèåì è ñïîñîáíîñòüþ
ñíèæàòü ñâåðòûâàåìîñòü êðîâè (Lyapina et al., 2000; Sa-
monina et al., 2000). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèí-
òåòè÷åñêèé ïåïòèä ñåìàêñ, ñîäåðæàùèé êîíöåâóþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü Pro-Gly-Pro, îêàçûâàë öèòîïðîòåêòîðíîå
äåéñòâèå íà êóëüòóðó êëåòîê ÐÑ12, èìåþùèõ ýíäîêðèí-
íî-íåéðîíàëüíóþ ïðèðîäó (Ñàôàðîâà è äð., 2003). Îäíà-
êî îöåíêó íåéðîïðîòåêòîðíîé àêòèâíîñòè ãëèïðîëèíîâ
íà ìîäåëÿõ in vitro è in vivo ðàíåå íå ïðîâîäèëè. Öåëüþ
íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü âëèÿíèå ðÿäà ñèí-
òåòè÷åñêèõ ãëèïðîëèíîâ íà âûæèâàåìîñòü êóëüòóðû êëå-
òîê ÐÑ12. Ñèíòåòè÷åñêèå ãëèïðîëèíû, ñîñòîÿùèå òîëüêî
èç îñòàòêîâ Pro è Gly äëèíîé îò 2 äî 6 àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ áûëè ñèíòåçèðîâàíû â íàøåì èíñòèòóòå. Èçâåñò-
íî, ÷òî êëåòêè PC12 ìîãóò ïðåòåðïåâàòü íåéðîíàëüíóþ
äèôôåðåíöèðîâêó â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ
(ÔÐÍ). Î íåéðîòðîôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñèíòåòè÷åñêèõ
ãëèïðîëèíîâ ñóäèëè ïî èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè êëåòîê:
óâåëè÷åíèþ ðàçìåðîâ, ðàñïëàñòûâàíèþ, îáðàçîâàíèþ
äëèííûõ îòðîñòêîâ. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëè ÔÐÍ. Â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÔÐÍ íà
3-è ñóò êëåòêè ïðèîáðåòàëè íåéðîíîïîäîáíóþ ôîðìó. Èñ-
ñëåäóåìûå ãëèïðîëèíû íå âûçûâàëè òàêèõ èçìåíåíèé â
òå÷åíèå 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Öèòîïðîòåêòîðíóþ àê-
òèâíîñòü ïåïòèäîâ îöåíèâàëè íà ìîäåëè íåêðîçà, âûçâàí-
íîãî îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì (30 ìèí èíêóáàöèè êëåòîê
â ñðåäå 1 ìÌ H2O2). Äëÿ âûÿâëåíèÿ íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê
èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü èîäèä ïðîïè-
äèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî èññëåäóåìûå ïåïòèäû îáëàäàëè öèòî-
ïðîòåêòîðíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ çàâèñåëà îò ñòðóêòó-
ðû ïåïòèäà è åãî êîíöåíòðàöèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ñïåêòðå áèîëîãè÷åñêîé è
ôàðìàêîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ãëèïðîëèíîâ ìîæåò ïðè-
ñóòñòâîâàòü è íåéðîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå.

ÌÅÇÎÃËÅÈÍ — ÁÅËÎÊ, ÑÈÍÒÅÇÈÐÓÅÌÛÉ ÌÅÇÎÃ-
ËÅÀËÜÍÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ ÌÅÄÓÇÛ Aurelia aurita.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 779
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Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ) èìååòñÿ ó âñåõ ìíîãî-
êëåòî÷íûõ æèâîòíûõ è ìîæåò ñîñòàâëÿòü çíà÷èòåëüíóþ
÷àñòü îáúåìà èõ òêàíåé. ÂÊÌ àêòèâíî ó÷àñòâóåò â ðåãó-
ëÿöèè ìíîæåñòâà ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â îðãàíèçìå,
íà÷èíàÿ ñ ñàìûõ ïåðâûõ øàãîâ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâè-
òèÿ. Îáúåêòîì íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëà âûáðàíà ñöèôî-
èäíàÿ ìåäóçà Aurelia aurita — äîìèíèðóþùèé ïëàíêòîí-
íûé îðãàíèçì Áåëîãî ìîðÿ. Òåëî ïðåäñòàâèòåëåé ýòîãî
âèäà, êàê è ó äðóãèõ êèøå÷íîïîëîñòíûõ, îáðàçîâàíî
äâóìÿ ýïèòåëèàëüíûìè ïëàñòàìè, ýïèäåðìîé è ãàñòðî-
äåðìîé, ìåæäó êîòîðûìè íàõîäèòñÿ ìåçîãëåÿ. Îñíîâíóþ
ìàññó ìåçîãëåè ñîñòàâëÿåò ÂÊÌ, êîòîðûé ó ìíîãèõ êè-
øå÷íîïîëîñòíûõ íå ñîäåðæèò êëåòîê. Ìåçîãëåÿ âûïîë-
íÿåò ôóíêöèþ ñêåëåòà, ïðèäàâàÿ îïðåäåëåííóþ ôîðìó
òåëó æèâîòíîãî, òàêæå îíà ó÷àñòâóåò â òðàíñïîðòå è çà-
ïàñàíèè ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ. Ó ìåäóçû A. aurita è ðÿäà
äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññîâ Scyphozoa è Anthozoa
ìåçîãëåÿ çàñåëåíà ñâîáîäíûìè ïîäâèæíûìè êëåòêàìè.
Ïîëàãàþò, ÷òî ÂÊÌ ìåçîãëåè ñèíòåçèðóåòñÿ êëåòêàìè
ýïèòåëèåâ. Ó÷àñòèå ìåçîãëåàëüíûõ êëåòîê â ðåãóëÿöèè
ñîñòàâà ÂÊÌ ìåçîãëåè íå î÷åâèäíî, îäíàêî îíè ÿâëÿþò-
ñÿ àêòèâíî ñèíòåçèðóþùèìè, è ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî ýòè êëåòêè ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè ÂÊÌ
ìåçîãëåè. Ïîêàçàíî, ÷òî ìåçîãëåÿ èëè åå ýêñòðàêò ÿâëÿ-
åòñÿ îïòèìàëüíîé ïîäëîæêîé äëÿ ïåðåæèâàþùèõ êóëü-
òóð êëåòîê áåñïîçâîíî÷íûõ. Ïðîáëåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé áåñïîçâîíî÷íûõ ìîæåò
áûòü ðåøåíà, åñëè áóäåò îïðåäåëåí ñîñòàâ ÂÊÌ ìåäóçû.
Ìàæîðíûé áåëîê ìåçîãëåè A. aurita ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
45 êÄà íàçâàí «ìåçîãëåèí» ïîñëå êëîíèðîâàíèÿ è ñåêâåíè-
ðîâàíèÿ åãî êÄÍÊ (GenBank Accession No. DQ467654). Â
ðåçóëüòàòå ïîèñêà èçâåñòíûõ äîìåíîâ â ãèïîòåòè÷åñêîé
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåçîãëåèíà áûëè
îáíàðóæåíû äîìåíû Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) è zona pe-
lucida (ZP), à òàêæå 3 ñàéòà óçíàâàíèÿ ïðîòåàçû ôóðèí,
2 âîçìîæíûõ ñàéòà N-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ è 1 âîçìîæíûé
ñàéò Î-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ. Ðåçóëüòàòû èììóíîãèñòîõè-
ìè÷åñêîãî àíàëèçà ñðåçîâ A. aurita ïîêàçàëè, ÷òî ìåçîã-
ëåèí ëîêàëèçóåòñÿ â ãðàíóëàõ ìåçîãëåàëüíûõ êëåòîê è â
àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòîê ýïèäåðìû, à ó çðåëûõ ìåäóç îí
âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå ýëàñòè÷åñêèõ âîëîêîí. Â ðåçóëüòà-
òå àíàëèçà ýêñïðåññèè ìåçîãëåèíà â ýïèäåðìå, ìåçîãëåå
è ãàñòðîäåðìå ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàíî, ÷òî ìåçîãëåèí
äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â ìåçîãëåàëüíûõ
êëåòêàõ. Âîçìîæíî, ìåçîãëåèí ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûì
ýëåìåíòîì ÂÊÌ ìåçîãëåè è äåëàåò åå áîëåå ïðî÷íîé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðåä-
ñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49578-à) è ïî ïðîãðàììå ïîä-
äåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ (ÍØ-11-Ï).
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Îðãàíèçàöèÿ êîëëåêöèé ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
ãèäðîáèîíòîâ â Êðèîáàíêå ÈÁÊ ÐÀÍ âêëþ÷àåò â ñåáÿ
îöåíêó ñîñòîÿíèÿ çàðîäûøåé ðàííèõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ,

çàðîäûøåâûõ êëåòîê è ñïåðìû. Ñ ýòîé öåëüþ íàìè èñïîëü-
çîâàíû ôëóîðîõðîìû ÀÎ, àóðàìèí, ïðèìóëèí, ôëóîðåñ-
öåèí, ÝÁ, PI, Hoechst è AHC, à òàêæå ôëóîðîãåííûé
ïðåïàðàò ôëóîðåñöåèíäèàöåòàò. Àíàëèç ñîñòîÿíèÿ çàðî-
äûøåé è êëåòîê íà îñíîâàíèè íèçêîé ïðîíèöàåìîñòè äëÿ
ôëóîðîõðîìîâ â íîðìå ïðîâîäèëñÿ êàê äî èõ çàìîðàæè-
âàíèÿ, òàê è ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ. Íàáëþäåíèÿ ïðîâî-
äèëè íà ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå ËÞÌÀÌ È-3
(ËÎÌÎ, Ðîññèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì öèôðîâîé ôîòîêàìå-
ðû, íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå LSM-510 (Karl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ) è íà äâóõâîëíîâîì ìèêðîôëóîðèìåòðå îðèãè-
íàëüíîé êîíñòðóêöèè (Êàðíàóõîâ è äð., 1975). Ïðîâåäåí-
íûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïî ïðîíèöàåìîñòè äëÿ
óêàçàííûõ ôëóîðîõðîìîâ íå îòìå÷åíî ðàçëè÷èé êàê
ìåæäó çàðîäûøàìè, òàê è ìåæäó çàðîäûøåâûìè êëåòêà-
ìè òðàâÿíîé ëÿãóøêè Rana temporaria, øïîðöåâîé ëÿ-
ãóøêè Õenopus laevis, à òàæå ñåðîé æàáû Bufo bufo ïðè
èñêóññòâåííîì è åñòåñòâåííîì îïëîäîòâîðåíèè. Èñïîëü-
çîâàíèå âûøåïåðå÷èñëåííûõ ôëóîðîõðîìîâ êàê ïî îòäåëü-
íîñòè, òàê è â îïðåäåëåííûõ ñî÷åòàíèÿõ ïîçâîëÿåò ãîâî-
ðèòü íå òîëüêî î ñîñòîÿíèè îáîëî÷åê çàðîäûøåé è öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê ïðè äèññîöèàöèè ýòèõ
çàðîäûøåé, î ñîñòîÿíèè îòäåëüíûõ ôåðìåíòàòèâíûõ ñèñ-
òåì, íî è î âëèÿíèè êðèîïðîòåêòîðîâ è ïðîöåññà çàìîðà-
æèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ íà ýòè ñèñòåìû. Èñïîëüçîâàíèå îä-
íîâðåìåííî äâóõ ôëóîðîõðîìîâ ÀÍÑ è ÔÄÀ ïîçâîëèëî
ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå îá îáðàòèìûõ òðàíñìåìáðàííûõ
äåôåêòàõ çàðîäûøåâûõ îáîëî÷åê ïðè ïîâðåæäåíèè è ïðåä-
ïîëàãàåìîì âðåìåíè èõ ñóùåñòâîâàíèÿ. Ïî ïðèíöèïó
îöåíêè ïðîíèöàåìîñòè äëÿ ôëóîðîõðîìîâ ïîäáèðàëè óñëî-
âèÿ çàìîðàæèâàíèÿ ñïåðìû ëÿãóøêè R. temporaria. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü âîçìîæíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, à
èìåííî îöåíêè ñîñòîÿíèÿ çàðîäûøåé ïî ïðîíèöàåìîñòè
äëÿ ôëóîðîõðîìîâ êàê ó òåïëîêðîâíûõ, òàê è õîëîäíîêðîâ-
íûõ. È ÷òî îñîáåííî âàæíî — âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
ýòîãî ñïîñîáà â îöåíêå ñîñòîÿíèÿ çàðîäûøåâûõ êëåòîê êàê
â èçîëèðîâàííîì âèäå, òàê è â ñîñòàâå íàòèâíîãî çàðîäû-
øà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-97300) è Ìèíèñòåðñòâà ïðîìûøëåííîñòè è íàóêè
Ìîñêîâñêîé îáë.

ÑÎÕÐÀÍÅÍÈÅ ÌÀÐÊÅÐÎÂ ÕÐÎÌÎÑÎÌ ÑÎÌÀÒÈ-
×ÅÑÊÎÃÎ ÏÀÐÒÍÅÐÀ Â ÃÅÍÎÌÅ ÂÍÓÒÐÈ- È ÌÅÆ-
ÂÈÄÎÂÛÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÌÛØÈ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ IN
VIVO. © À. Ã. Ìåíçîðîâ, Â. Å. Âåäåðíèêîâ, Ì. Â. Ïóçà-
êîâ, À. À. Âàñèëüêîâà, À. Ã. Øèëîâ, Å. À. Êèçèëîâà,
Î. Ë. Ñåðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ,
Íîâîñèáèðñê, menzorov@mail.ru.

Ãèáðèäíûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå ñëèÿíèåì ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) è ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê, ñîõðàíÿþò âûñîêèé óðîâåíü ïëþðèïîòåíòíîñòè è â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê íîâûé èíñòðó-
ìåíò èçó÷åíèÿ îáðàòèìîñòè äèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè-
÷åñêîé êëåòêè. Òåñòû íà îáðàçîâàíèå òåðàòîì è õèìåð
ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ïðÿìûì ìåòîäîì îöåíêè ïîòåíöèàëà
ãèáðèäíûõ êëåòîê. Íåîáõîäèìî áûòü óâåðåííûì â òîì,
÷òî òåðàòîìû è õèìåðû ïðîèçîøëè èìåííî èç ãèáðèä-
íûõ êëåòîê, à íå èç ÝÑÊ, îñîáåííî âàæíî ïðîñëåäèòü çà
ñóäüáîé ñîìàòè÷åñêèõ õðîìîñîì, òàê êàê èìåííî îíè ÿâ-
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ëÿþòñÿ «ìèøåíüþ» ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ. Öåëüþ íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå õðîìîñîìíîãî ñîñòàâà
âíóòðè- è ìåæâèäîâûõ ãèáðèäíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ðî-
ñòà in vivo ïðè îáðàçîâàíèè òåðàòîì è ó÷àñòèè â ðàçâè-
òèè õèìåðíûõ æèâîòíûõ. Â Ëàáîðàòîðèè ãåíåòèêè ðàç-
âèòèÿ íàøåãî èíñòèòóòà áûëî ïîëó÷åíî 5 âíóòðèâè-
äîâûõ ãèáðèäíûõ êëîíîâ ñåðèè HESF îò ñëèÿíèÿ ïëþ-
ðèïîòåíòíûõ ÝÑÊ ëèíèè ÍÌ-1 ìûøè Mus musculus (ëè-
íèÿ 129/Ola) è ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ëè-
íèè DD/c. Õðîìîñîìíûé ñîñòàâ êëîíîâ ýòîãî òèïà áûë
îïðåäåëåí â óñëîâèÿõ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro. Â òåñ-
òàõ in vivo áûëè ïîëó÷åíû òåðàòîìû èç äâóõ ñóáêëî-
íîâ — HESF1-1 è HESF4-1 — ïóòåì ââåäåíèÿ èììóíîäå-
ôèöèòíûì ìûøàì nude. Àíàëèç 7 ìèêðîñàòåëëèòîâ ïî-
êàçàë ïîëíîå ñîõðàíåíèå ãîìîëîãîâ ñîìàòè÷åñêîãî
ïàðòíåðà. 20 ìåæâèäîâûõ êëåòî÷íûõ ãèáðèäîâ (êëîíû
ñåðèè HMC) áûëè ïîëó÷åíû îò ñëèÿíèÿ ÝÑÊ ÍÌ-1 ñ ñî-
ìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè (ñïëåíîöèòàìè) äðóãîãî âèäà ìû-
øåé — Ì. ñaroli. Ïîëó÷åííûå ãèáðèäíûå êëîíû ñîõðà-
íÿëè ôåíîòèï ÝÑÊ è èìåëè ìåæêëîíàëüíûå ðàçëè÷èÿ ïî
ñîñòàâó õðîìîñîì. Äëÿ òåñòîâ in vivo áûëè âçÿòû êîíòðà-
ñòíûå ïî ñîäåðæàíèþ õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà
êëîíû, êëîí ÍÌÑ15 cîäåðæèò 2 õðîìîñîìû, à êëîí
HMC29 — 13. Òåðàòîìû áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì ââåäåíèÿ
ïîä êîæó ìûøàì nude êëåòîê êëîíîâ HÌÑ27, ÍÌÑ29,
ÍÌÑ56, ÍÌÑ58 è ñóáêëîíà HMC15-4. Õðîìîñîìíûé ñî-
ñòàâ òåðàòîì áûë îïðåäåëåí ñ ïîìîùüþ 20 ìèêðîñàòåë-
ëèòîâ. Â 2 íàáëþäàåòñÿ ñîõðàíåíèå âñåõ ãîìîëîãîâ õðî-
ìîñîì, â 5 — ÷àñòè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ ñåãðåãàöèÿ õðîìîñîì
ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà. Â òåñò íà õèìåðèçì áûëè âçÿòû
êëîí HMC29 è ñóáêëîíû ÍÌÑ15-1, ÍÌÑ15-4 è
ÍÌÑ29-3. Ïîëó÷åíî 7 õèìåðíûõ æèâîòíûõ îò ñóáêëîíà
ÍÌÑ15-4, 5 — îò ñóáêëîíà ÍÌÑ15-1, 1 — îò êëîíà
ÍÌÑ29 è 2 — îò ñóáêëîíà ÍÌÑ29-3. Âêëàä ãèáðèäíûõ
êëåòîê â òêàíè õèìåðíûõ æèâîòíûõ îöåíèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ âèäîñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ íà õðîìîñîìû 19 è X
M. caroli. Õèìåðèçì îïðåäåëÿëè ïî âêëàäó â 12 îðãàíîâ,
ïðîèçâîäíûõ òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Äëÿ õèìåð, ïî-
ëó÷åííûõ ñ ó÷àñòèåì êëåòîê ñóáêëîíà ÍÌÑ15-1, ïîêàçàí
âêëàä ãèáðèäíûõ êëåòîê â ôîðìèðîâàíèå 5 îðãàíîâ, äëÿ
êëåòîê ñóáêëîíà ÍÌÑ15-4 — âî âñå îðãàíû, çà èñêëþ-
÷åíèåì ñåëåçåíêè è ïå÷åíè. Âêëàä ãèáðèäíûõ êëåòîê
êëîíà ÍÌÑ29 ïîêàçàí â 7 îðãàíàõ, à êëåòêè ñóáêëîíà
ÍÌÑ29-3 îáíàðóæåíû âî âñåõ èññëåäîâàííûõ. Òàêèì
îáðàçîì, ïîòîìêè êëåòîê êëîíà ÍÌÑ29 è ñóáêëîíîâ
ÍÌÑ15-4 è ÍÌÑ29-3 ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè âñåõ
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, òîãäà êàê ïîòîìêè êëåòîê
ñóáêëîíà ÍÌÑ15-1 — â äâóõ. Òàêæå âûÿâëåíî ïðèñóòñò-
âèå ïîòîìêîâ ãèáðèäíûõ êëåòîê â ãîíàäàõ. Äàííûå î
âêëàäå êëåòîê êëîíîâ â ôîðìèðîâàíèå õèìåð ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ãèáðèäíûå êëåòêè ñîõðàíÿþò ïëþðè-
ïîòåíòíîñòü, ïðè÷åì ìàðêåðû õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêîãî
ïàðòíåðà íå ýëèìèíèðóþòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, êëîíû,
èìåþùèå ðàçëè÷íîå êîëè÷åñòâî õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêî-
ãî ïàðòíåðà, ñîõðàíÿþò ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà, ÷òî
ïîäòâåðæäàåòñÿ ó÷àñòèåì ãèáðèäíûõ êëåòîê â ôîðìèðî-
âàíèè õèìåðíûõ æèâîòíûõ è îáðàçîâàíèè òåðàòîì. Ïðè
ýòîì íàáëþäàåòñÿ ïîëíîå èëè ÷àñòè÷íîå ñîõðàíåíèå ìàð-
êåðîâ õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà ïî ñëèÿíèþ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîèñõîæäåíèè òåðàòîì èç ãèáðèäíûõ
êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49383).

ÌÎÄÈÔÈÊÀÖÈÈ ÕÎËÎÔÅÐÌÅÍÒÀ ÄÍÊ-ÇÀÂÈÑÈ-
ÌÎÉ ÐÍÊ-ÏÎËÈÌÅÐÀÇÛ III ×ÅËÎÂÅÊÀ, ÈÄÅÍÒÈ-
ÔÈÖÈÐÎÂÀÍÍÛÅ IN VIVO. © Í. À. Ìåðêóëîâà, Â. Ì. Ñå-
äîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ïîëèòèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò
è Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vanda se-
dova@rambler.ru.

Ôîñôîðèëèðîâàíèå è ãëèêîçèëèðîâàíèå in vivo èí-
äèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èññëåäî-
âàëè â êëåòêàõ ýïèäåðìàëüíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëè-
íèè À431. ÄÍÊ-çàâèñèìàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III ñèíòåçè-
ðóåò ñòðóêòóðíûå è êàòàëèòè÷åñêèå ÐÍÊ, ÿâëÿþùèåñÿ
êîìïîíåíòàìè òàêèõ âàæíûõ äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè
êëåòêè ïðîöåññîâ, êàê ñîçðåâàíèå ÐÍÊ è ñèíòåç áåëêà.
Ïîñêîëüêó ýòè ïðîöåññû ñòðîãî çàâèñÿò îò ìåòàáîëè÷å-
ñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè, òî è òðàíñêðèïöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III ðåãóëèðóåòñÿ â òå÷åíèå êëåòî÷íîãî öèêëà è êëå-
òî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, à òàêæå â îòâåò íà äåéñòâèå ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ, ïðè âèðóñíîé èíôåêöèè è òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê. Ôîñôîðèëèðîâàíèå è äåôîñôîðèëèðîâàíèå
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ — ýòî òå ìîäèôèêàöèè, êî-
òîðûå ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè â
îòâåò íà âíåêëåòî÷íûå ñèãíàëû. Ïîêàçàíî, ÷òî êàçåèíêè-
íàçà 2 (ÑÊ2) ïîçèòèâíî è íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Íåãàòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå êîìïîíåíòîâ
ÒFIIIB — ÒBP, Brf2 è Bdp1, â òî æå âðåìÿ ïðèñóòñòâèå
ÑÊ2 ÿâëÿåòñÿ ñîâåðøåííî íåîáõîäèìûì äëÿ àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Áîëüøèíñòâî ïðîòå-
èíêèíàç è ïðîòåèíôîñôàòàç, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè, îòíîñèòñÿ ê ñåðèí-òðåîíèíîâûì ôåðìåí-
òàì. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî ó ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ
â ÿäðå ïðèñóòñòâóþò òàêæå è òèðîçèíîâûå êèíàçû è ôîñ-
ôàòàçû, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè áåëîê-áåëêîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ðÿäîì òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ — NF-kB, STAT-áåëêè, ñ-Jun — è ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé II. Ïîìèìî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ïî ñîâðåìåííûì
ïðåäñòàâëåíèÿì, Î-ãëèêîçèëèðîâàíèå îñòàòêàìè N-àöå-
òèãëþêîçàìèíà ÿâëÿåòñÿ òîé ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäè-
ôèêàöèåé, êîòîðàÿ î÷åíü øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíà â öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ è ÿäåðíûõ áåëêàõ, íî äî íàñòîÿùåãî
âðåìåíè íå èäåíòèôèöèðîâàíà â õîëîôåðìåíòå ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçà III. Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷å-
íèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è ãëèêîçèëèðîâàíèÿ in vivo èí-
äèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III ÷åëîâåêà. Õîëîôåðìåíò ÄÍÊ-çàâèñèìóþ ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçó III âûäåëÿëè èç ÿäåð ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíî-
ìû ÷åëîâåêà À431. Äëÿ òî÷íîãî îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿð-
íûõ ìàññ ìîäèôèöèðîâàííûõ in vivo ñóáúåäèíèö áûëè
èñïîëüçîâàíû ñòàíäàðòíûå íàáîðû ïîëèïåïòèäîâ (Sig-
ma, ÑØÀ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññà-
ìè 60, 52 è 45 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíû ïî îñòàòêàì ñå-
ðèí/òðåîíèíà è ãëèêîçèëèðîâàíû. Êðîìå òîãî, ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60 è 45 êÄà
ôîñôîðèëèðîâàíû in vivo è ïî îñòàòêàì òèðîçèíà. Ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûé ïî îñòàòêàì òèðîçèíà îïðåäåëåíà òàê-
æå ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà. Ñóáúåäèíèöû ñ
ìîë. ìàññàìè 60, 45 è 38 êÄà, ïî äàííûì Ñåíòåíàêà
(1985), îòíîñÿòñÿ ê ñóáúåäèíèöàì ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III ÷åëîâåêà. Ñóáúåäèíèöà 52 êÄà, âåðîÿòíî, ïðè-
íàäëåæèò îäíîìó èç áàçàëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàê-
òîðîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ãëèêîçèëèðîâàíèå, êàê è ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå, ïðîèñõîäèò ïî îñòàòêàì ñåðèíà è òðåîíèíà.
Ñîãëàñíî ïðåäñòàâëåíèÿì Õàðòà (1995), ìîäèôèêàöèÿ
áåëêîâ O-N-àöåòèëãëþêîçàìèíîì ìîæåò ðåöèïðîêíî âû-
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òåñíÿòü ôîñôîðèëèðîâàíèå, êàê â ñëó÷àå ïðîòîîíêîáåë-
êà ñ-Myc, ãëèêîçèëèðîâàííîãî ïî îñòàòêó òðåîíèíà â ïî-
ëîæåíèè 58, êîòîðîå èçâåñòíî íå òîëüêî êàê ñàéò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ, íî è êàê ãîðÿ÷èé ñàéò ìóòàöèé â ëèìôîìàõ.
Òàêèå êîíêóðåíòíûå îòíîøåíèÿ Î-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ è
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü äëÿ ðÿäà
áåëêîâ ñóùåñòâîâàòü âî ìíîæåñòâå ôóíêöèîíàëüíî ðàç-
ëè÷íûõ èçîôîðì, äåòåðìèíèðîâàííûõ ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Îäíàêî íà îñíîâàíèè íàøèõ äàí-
íûõ íåëüçÿ óòâåðæäàòü, ÷òî èäåíòèôèöèðîâàííûå íàìè
ìîäèôèêàöèè èìåþò ìåñòî ïî îäíèì è òåì æå àìèíîêèñ-
ëîòíûì îñòàòêàì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48497) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÏÅÐÂÈ×ÍÀß ÊÓËÜÒÓÐÀ ÍÅÉÐÎÍÎÂ ÊÎÐÛ ÃÎËÎÂ-
ÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑ. © Å. Â. Ìèðîíîâà, À. À. Åâñòðà-
òîâà, Ñ. Ì. Àíòîíîâ. Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëî-
ãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ñëîæíàÿ îðãàíèçàöèÿ ìîçãà çàòðóäíÿåò èññëåäîâà-
íèå êàê èíäèâèäóàëüíûõ íåðâíûõ êëåòîê, òàê è èõ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ â íåéðîííîé ñåòè. Íàèáîëåå óäîáíûì ïîäõî-
äîì äëÿ èçó÷åíèÿ íåéðîííûõ âçàèìîäåéñòâèé ÿâëÿåòñÿ
èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Äàííûé ìåòîä ïîçâî-
ëÿåò ðàñøèðÿòü ýêñïåðèìåíòàëüíûå âîçìîæíîñòè èññëå-
äîâàòåëÿ ïðè ðàáîòå ñ ìëåêîïèòàþùèìè è ïåðñïåêòèâåí
äëÿ èçó÷åíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ÷åëîâå÷å-
ñêèõ òêàíåé â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè. Äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íåéðîíîâ êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà
èñïîëüçîâàëè ýìáðèîíû êðûñ íà 16-å ñóò ïðåíàòàëüíîãî
ðàçâèòèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ê ýòîìó âðåìåíè ñòðóêòóðà êîðû
çàðîäûøåé óæå äîñòàòî÷íî ñôîðìèðîâàíà, íî ïðè ýòîì
íåéðîíû åùå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê äèôôåðåíöèðîâ-
êå è ïðîëèôåðàöèè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýìáðèîíîâ áî-
ëåå ðàííèõ ñðîêîâ êóëüòóðà íå áóäåò îáëàäàòü ñòðóêòóð-
íîé ñïåöèôè÷íîñòüþ, à â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ýìáðèî-
íîâ áîëåå ïîçäíèõ ñðîêîâ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü íåéðîíîâ. Ïðèãîòîâëåíèå ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðû íåéðîíîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñëåäóþùèå ýòàïû: 1) âû-
äåëåíèå íåîáõîäèìîé òêàíè íà ýòàïå ýìáðèîíàëüíîãî
ðàçâèòèÿ, êîãäà îíà ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàëàñü; 2) äèñ-
ñîöèàöèÿ âûäåëåííîé òêàíè íà îòäåëüíûå êëåòêè ìåõà-
íè÷åñêè èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòîâ; 3) èñïîëüçî-
âàíèå èíãèáèòîðîâ ôåðìåíòàòèâíîãî ïðîöåññà è ÄÍÊà-
çû äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ êîàãóëÿöèè êëåòîê; 4) ïðîìûâêà
è öåíòðèôóãèðîâàíèå ñ öåëüþ îñàæäåíèÿ êëåòîê; 5) ïîä-
ñ÷åò êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê íà åäèíèöó îáúåìà; 6) ïî-
ñåâ êëåòîê îïðåäåëåííîé ïëîòíîñòè íà ñòåêëà, îáðàáî-
òàííûå ïîëè-D-ëèçèíîì. Èñõîäíî ïîñëå ïîñåâà íåéðîíû
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñôåðû áåç âûðàæåííûõ îòðîñòêîâ.
Ïîêàçàíî, ÷òî îòðîñòêè â êóëüòóðå èçîëèðîâàííûõ íå-
çðåëûõ íåéðîíîâ îáðàçóþòñÿ òîëüêî ó êëåòîê, ïðèêðåï-
ëÿþùèõñÿ ê ñóáñòðàòó, è ÷òî ïðè ýòîì óñëîâèè êëåòêè
ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ñîâåðøåííî íîðìàëüíûé íàáîð
äåíäðèòîâ è àêñîíîâ. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê íàáëþ-
äàåòñÿ óæå íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå ïîñåâà è âûðàæà-
åòñÿ â ïîÿâëåíèè êîðîòêèõ îòðîñòêîâ, ïðè ýòîì íå íà-
áëþäàåòñÿ ïðèçíàêîâ ôîðìèðóþùåéñÿ íåéðîííîé ñåòè.
×åðåç 1 íåä îáíàðóæèâàþòñÿ çàìåòíûé ðîñò äåíäðèòíîãî
äåðåâà è ôîðìèðîâàíèå àêñîäåíäðîòè÷åñêèõ è àêñîñîìà-
òè÷åñêèõ ñèíàïòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ ìåæäó íåéðîíàìè —

ïîÿâëÿåòñÿ íåéðîííàÿ ñåòü. Ñóùåñòâåííî, ÷òî íåéðîíû â
êóëüòóðå îáëàäàþò âñåìè íåîáõîäèìûìè ôóíêöèîíàëü-
íûìè ñâîéñòâàìè, õàðàêòåðíûìè äëÿ öåëîñòíîãî ìîçãà.
Ïîìèìî äèôôåðåíöèðîâêè ïðîèñõîäèò ïðîëèôåðàöèÿ
êëåòîê, è íà 14-å ñóò ïîñëå ïîñåâà îáðàçóåòñÿ ïëîòíûé
ìîíîñëîé íåéðîíîâ. Òàêèì îáðàçîì, íåéðîíû â êóëüòóðå
ÿâëÿþòñÿ óäîáíûì îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿð-
íûì ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ íåéðîííûõ ñåòåé,
àíàëèç êîòîðûõ â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo è íà ñðåçàõ çà-
òðóäíåí.

ÏÐÎÒÅÀÑÎÌÛ ÊÀÊ ÂÎÇÌÎÆÍÛÅ ÌÅÄÈÀÒÎÐÛ
ÊÎÌÌÓÍÀËÜÍÎÃÎ ÝÔÔÅÊÒÀ ÏÐÈ ÐÅÍÒÃÅÍÎÂ-
ÑÊÎÌ ÎÁËÓ×ÅÍÈÈ ÊËÅÒÎÊ ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÉ
ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ À431. © À. Ã. Ìèòòåí-
áåðã,1, 2 Ò. Í. Ìîèñååâà,1 È. Â. Ïóãà÷åâà,1 Ì. Ïåðàëà,2

Î. Â. Áåëÿêîâ.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, agm@mail.cytspb.rssi.ru, è 2 Öåíòð ÿäåðíîé è ðà-
äèàöèîííîé áåçîïàñíîñòè (STUK), Õåëüñèíêè, Ôèíëÿí-
äèÿ.

Ñîãëàñíî «ìèøåííîé» òåîðèè âûçâàííûõ ðàäèàöèåé
ýôôåêòîâ, êîòîðàÿ ôîðìèðóåò öåíòðàëüíîå ÿäðî ðàäèà-
öèîííîé áèîëîãèè, ïîâðåæäåíèå êëåòêè ïðîèñõîäèò âî
âðåìÿ èëè âñêîðå ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÿäåð êëåòîê-ìèøå-
íåé, è ïîòåíöèàë äëÿ áèîëîãè÷åñêèõ ïîñëåäñòâèé ìîæåò
áûòü âûðàæåí â ïðåäåëàõ îäíîãî èëè äâóõ ïîêîëåíèé
êëåòîê. Ýòîò ôåíîìåí òàêæå âêëþ÷àåò â ñåáÿ èíäóöèðî-
âàííûé ðàäèàöèåé êîììóíàëüíûé ýôôåêò, îïðåäåëÿå-
ìûé êàê âîçíèêíîâåíèå êëåòî÷íûõ ýôôåêòîâ â íåîáëó-
÷åííûõ êëåòêàõ, ñîñåäíèõ ñ îáëó÷åííîé êëåòêîé (èëè
êëåòêàìè). Ìåõàíèçì ýôôåêòà áëèæàéøåãî îêðóæåíèÿ
åùå íåèçâåñòåí. Îäíàêî åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî ýô-
ôåêò áëèæàéøåãî îêðóæåíèÿ ìîæåò èìåòü ïî êðàéíåé
ìåðå äâà ñïîñîáà äëÿ ïåðåäà÷è ïîâðåæäåíèÿ îò îáëó÷åí-
íûõ êëåòîê ê èõ íåîáëó÷åííûì ñîñåäÿì: ÷åðåç ìåæêëå-
òî÷íûå êîíòàêòû èëè ïîñðåäñòâîì ôàêòîðîâ, ýêñêðåòè-
ðóåìûõ êëåòêàìè â ñðåäó. Îñíîâíàÿ öåëü ðàáîòû ñîñòîÿ-
ëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ 26S-ïðîòåàñîì íà èíäóêöèþ
êîììóíàëüíîãî ýôôåêòà â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàð-
öèíîìû À431 ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ êëåòîê.
Ïðîòåàñîìû, ðàñïîëàãàþùèåñÿ îáû÷íî â ÿäðå è öèòî-
ïëàçìå, â ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ ñïîñîáíû ìèãðèðîâàòü âî
âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî è ìîãóò áûòü èìïîðòèðîâà-
íû ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Íàìè áûëà âûäâèíóòà ãèïîòåçà
î òîì, ÷òî 26S-ïðîòåàñîìû ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå
ìåäèàòîðîâ âûçâàííîãî ðàäèàöèåé êîììóíàëüíîãî ýô-
ôåêòà. Â õîäå ðàáîòû áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ìàëûå äîçû
ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (0.5—3.0 Ãð) âûçûâàþò â
êëåòêàõ À431 çíà÷èòåëüíîå (ïðèáëèçèòåëüíî äâóêðàò-
íîå) ïîâûøåíèå ñèíòåçà ïðîòåàñîì. Ìåòîäîì èììóíîá-
ëîòèíãà íàìè áûëè âûÿâëåíû òàêæå èçìåíåíèÿ ñóáúåäè-
íè÷íîãî ñîñòàâà ïðîòåàñîì ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòîê, âû-
ðàæàâøèåñÿ â ìîäèôèêàöèè ýòèõ áåëêîâ. Â ÷àñòíîñòè,
íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ êàñàëèñü ñòàòóñà ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì ïî òèðîçèíó, ñåðèíó è òðå-
îíèíó. Äîáàâëåíèå ïðîòåàñîì èç îáëó÷åííûõ êëåòîê â
ñðåäó ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì òàêæå ïðèâåëî ê èçìåíå-
íèÿì ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðî-
òåàñîì, ñðàâíèìûì ñ òàêîâûìè ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îá-
ëó÷åíèÿ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ïðîòåàñîìû ìîãóò ðàñ-
ñìàòðèâàòüñÿ êàê âîçìîæíûé ìåäèàòîð êîììóíàëüíîãî
ýôôåêòà ïðè ìàëûõ äîçàõ ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ êëå-
òîê À431.
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Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Åâðî-
ïåéñêîé êîìèññèè ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè ñîòðóäíè-
÷åñòâà ñ òðåòüèìè ñòðàíàìè (ãðàíò 016698) è Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49606).

ÂÂÅÄÅÍÈÅ ÇÀÐÎÄÛØÅÉ ËÈËÈÈ Lilium regale Wils.
Â ÊÓËÜÒÓÐÓ IN VITRO. © À. À. Ìóõàìåòâàôèíà, Ð. Ê. Áàé-
áóðèíà, Ë. Í. Ìèðîíîâà. Áîòàíè÷åñêèé ñàä-èíñòèòóò Óôèì-
ñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

Â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóåò ìíåíèå î òîì, ÷òî ó ðÿäà
âèäîâ ðàñòåíèé (íàïðèìåð, ïèîíà óêëîíÿþùåãîñÿ) ýí-
äîñïåðì çàìåäëÿåò ðàçâèòèå çàðîäûøà. Äëÿ ïðîâåðêè
ýòîãî ÿâëåíèÿ áûë ïðîâåäåí ýêñïåðèìåíò ñ ñåìåíàìè Li-
lium regale. Áûëè èñïîëüçîâàíû íåçðåëûå ñåìåíà, íà-
õîäÿùèåñÿ â åùå çåëåíîé è íåðàñêðûâøåéñÿ ñåìåííîé
êîðîáî÷êå (îò ìîìåíòà çàâÿçûâàíèÿ äîëæíî ïðîéòè íå
ìåíåå 40—50 ñóò). Ëó÷øåå ðàçâèòèå ýêñïëàíòàòîâ ïðî-
èñõîäèò â âàðèàíòå îïûòà ñ ýíäîñïåðìîì (âàðèàíò I). Â
âàðèàíòå áåç ýíäîñïåðìà (âàðèàíò II) èäåò íåêðîç, çàäåð-
æèâàåòñÿ ïðîðàñòàíèå, îáðàçîâàíèå ëóêîâè÷êè òàêæå çà-
äåðæèâàåòñÿ íà 1 íåä. Ðîñò ïîáåãà è êîðíÿ ïðîðîñòêîâ â
âàðèàíòå II â îòëè÷èå îò âàðèàíòà I èäåò ñëàáåå, ëèñòüÿ
íåäîðàçâèòûå, òåìíûå, ñêðó÷åííûå. Ëóêîâè÷êè, îáðàçî-
âàâøèåñÿ â êóëüòóðå in vitro, íà÷èíàþò ðàçâèâàòüñÿ, äà-
âàòü ïîáåãè è êîðíè. Òàê, 2-ìåñÿ÷íûå ïðîðîñòêè ñ ýíäî-
ñïåðìîì è áåç íåãî èìåëè ïîáåãè äëèíîé 3.48 è 2.25 ñì
ñîîòâåòñòâåííî è êîðíè äëèíîé 2.13 è 1.40 ñì ñîîòâåòñò-
âåííî.

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÐÀÄÈÀËÜÍÎÉ ÑÈ-
ÑÒÅÌÛ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÈÍÒÅÐÔÀÇÍÛÕ ÊËÅÒ-
ÊÀÕ. © Å. Ñ. Íàäåæäèíà,1, 2 È. Á. Áðîäñêèé,1 À. Â. Áó-
ðàêîâ,2 Î. Í. Æàïïàðîâà,3 Î. Â. Êîâàëåíêî,2 Â. È. Ðîäèî-
íîâ,4 Í. À. Øàíèíà,3 À. À. Øïèëüìàí.5 1 Èíñòèòóò áåëêà
ÐÀÍ, Ïóùèíî, elena.nadezhdina@gmail.com, 2 ÍÈÈ ôè-
çèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà, 3 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, 4 Ìåäèöèíñêèé
öåíòð óíèâåðñèòåòà Êîííåêòèêóòà, Ôàðìèíãòîí, ÑØÀ, è
5 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ìèêðîòðó-
áî÷êè (ÌÒ) íåðåäêî îáðàçóþò ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó ñ
öåíòðîì â öåíòðîñîìå («çâåçäó»). Çâåçäà ÌÒ, â êîòîðîé
ìèíóñ-êîíöû ÌÒ ñîáðàíû â öåíòðå, à ïëþñ-êîíöû íàõî-
äÿòñÿ íà ïåðèôåðèè, ñîçäàåò àíèçîòðîïèþ öèòîïëàçìû,
îáåñïå÷èâàþùóþ íàïðàâëåííîå ïåðåìåùåíèå è ïîçèöè-
îíèðîâàíèå êëåòî÷íûõ îðãàíåëë. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî
çâåçäà îáðàçóåòñÿ èç ÌÒ, îòðàñòàþùèõ îò öåíòðîñîìû è
ñâÿçàííûõ ñ íåé, à òÿíóùèå ñèëû, ïðèëîæåííûå ê
ïëþñ-êîíöàì ÌÒ â êëåòî÷íîì êîðòåêñå, îïðåäåëÿþò
ñèììåòðè÷íîå ðàñïîëîæåíèå çâåçäû â êëåòêàõ. Îäíàêî
ïîëó÷åíî íåìàëî ôàêòîâ, ïðîòèâîðå÷àùèõ ýòîìó ïðåä-
ñòàâëåíèþ. Äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ
çâåçäû ÌÒ ìû ñîçäàëè êîìïüþòåðíóþ ìîäåëü äèíàìèêè
êëåòî÷íûõ ÌÒ è äîáèëèñü òîãî, ÷òîáû äèíàìèêà âèðòó-
àëüíûõ ÌÒ ñîîòâåòñòâîâàëà äèíàìèêå ðåàëüíûõ êëåòî÷-
íûõ ÌÒ. Ìîäåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî â ðà-
äèàëüíîé îðãàíèçàöèè ÌÒ îïðåäåëÿþùóþ ðîëü èãðàåò
ïðîöåññ çàÿêîðèâàíèÿ ÌÒ â öåíòðå êëåòêè, à íå èõ íóê-

ëåàöèÿ íà öåíòðîñîìå. Êðîìå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî âàæ-
íóþ ðîëü èãðàåò âçàèìîäåéñòâèå ÌÒ ñ êëåòî÷íûì
êîðòåêñîì. Ìû ðåøèëè âûÿâèòü ðîëü ðàçëè÷íûõ áåëêîâ
â îáðàçîâàíèè çâåçäû ÌÒ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èí-
ãèáèðîâàíèå ìîòîðíîãî áåëêà äèíåèíà, åãî êîôàêòîðà
äèíàêòèíà è ïðîòåèíêèíàçû LOSK âûçûâàåò ðàñïàä
çâåçäû ÌÒ. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îêàçàëîñü, ÷òî èíú-
åêöèè â êëåòêè Vero èíãèáèðóþùèõ àíòèòåë ê äèíåèíó
èëè èíúåêöèè áåëêà äèíàìèòèíà, ðàçðóøàþùåãî äèíàê-
òèíîâûé êîìïëåêñ, äåéñòâèòåëüíî ïðèâîäÿò ê áûñòðîé (â
òå÷åíèå 40—60 ìèí!) õàîòèçàöèè ÌÒ, íî íå âëèÿþò íà
ñïîñîáíîñòü öåíòðîñîìû íóêëåèðîâàòü ÌÒ. Àíòèòåëà ê
äèíåèíó òàêæå íå âëèÿþò íà ñáîðêó ÌÒ íà öåíòðîñîìå in
vitro. Èíãèáèðîâàíèå ïðîòåèíêèíàçû LOSK, õàîòèçèðó-
þùåå ÌÒ, íå ñíèæàåò ñïîñîáíîñòü öåíòðîñîìû íóêëåè-
ðîâàòü ÌÒ in vitro. Õàîòèçàöèþ MT íàáëþäàëè, êðîìå
òîãî, ïðè èíãèáèðîâàíèè âçàèìîäåéñòâèÿ äèíåèíà ñ äèí-
àêòèíîì ïðè ñèíòåçå â êëåòêàõ CC1-ôðàãìåíòà áåëêà
äèíàêòèíà ð150Glued, íî íóêëåèðóþùàÿ àêòèâíîñòü öåí-
òðîñîìû ïðè ýòîì âîçäåéñòâèè åùå íåäîñòàòî÷íî èçó÷å-
íà. Â öåëîì ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî íóêëåàöèÿ ÌÒ íà
öåíòðîñîìå íåäîñòàòî÷íà äëÿ îáðàçîâàíèÿ çâåçäû ÌÒ. Â
áåñöåíòðèîëÿðíûõ öèòîïëàñòàõ êëåòîê BS-C-1 è HeLa
íåðåäêî ñîõðàíÿåòñÿ ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ÌÒ. Áûëî âû-
ñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ÌÒ îðãàíèçóþòñÿ àï-
ïàðàòîì Ãîëüäæè. Îäíàêî äèñïåðãèðîâàíèå àïïàðàòà
Ãîëüäæè áðåôåëäèíîì À íå ïðèâîäèëî ê ðàñïàäó çâåçäû
ÌÒ. Õàîòèçàöèÿ ÌÒ â áåñöåíòðèîëÿðíûõ öèòîïëàçìàõ
ïðîèñõîäèëà ïðè äåéñòâèè íà íèõ îêàäàåâîé êèñëîòû, è
ýòî äåéñòâèå ïîäàâëÿëîñü áðåôåëäèíîì À, ÷òî êîñâåííî
ãîâîðèò îá ó÷àñòèè ERGIC (Endoplasmic Reticulum-Golgi
Intrmediate Compartment) â îðãàíèçàöèè ÌÒ. Ìû òàêæå
îáíàðóæèëè, ÷òî â ñòàðåþùèõ (17 ÷ ïîñëå ýíóêëåàöèè)
öèòîïëàñòàõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê Vero cèñòåìà ÌÒ
õàîòè÷íà. Îäíàêî öåíòðîñîìà â íèõ íàõîäèòñÿ â ãåîìåò-
ðè÷åñêîì öåíòðå è ñîõðàíÿåò ñâîþ íóêëåèðóþùóþ àê-
òèâíîñòü. Ïðè÷èíîé õàîòèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ â äàííîì
ñëó÷àå îêàçàëîñü íàðóøåíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ïëþñ-êîí-
öîâ ÌÒ ñ êëåòî÷íûì êîðòåêñîì. Òàêèì îáðàçîì, ñèëû,
ðàñïîëàãàþùèå öåíòðîñîìó â öåíòðå êëåòêè, ïðèëîæåíû
íå ê êîíöàì ÌÒ, à äåéñòâóþò ïî âñåé èõ äëèíå. Íàøè èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ðàäèàëü-
íîé ñèñòåìû ÌÒ â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ íåîáõîäèìà àê-
òèâíîñòü äèíåèí/äèíàêòèíîâîãî êîìïëåêñà, ïðè÷åì, âå-
ðîÿòíî, ëîêàëèçîâàííîãî íà èíûõ, ïîìèìî öåíòðîñîìû è
àïïàðàòû Ãîëüäæè, îðãàíåëëàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49015), ïî ïðîãðàììå ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ïî
ïðîãðàììå FIRCA.

ÏÅÍÒÐÀÊÑÈÍÛ Â ÏÐÎÖÅÑÑÀÕ ÀÏÎÏÒÎÇÀ. © Ï. Ã. Íà-
çàðîâ, À. À. Áóòþãîâ, À. Ï. Ïðîíèíà. Èíñòèòóò ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pnaza-
rov@pn.spb.edu.

Ïåíòðàêñèíû — êëàññ êîíñåðâàòèâíûõ ñûâîðîòî÷-
íûõ è êëåòî÷íûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ãî-
ìåîñòàçà è çàùèòíûõ ðåàêöèÿõ ìëåêîïèòàþùèõ è ÷åëî-
âåêà. Ñûâîðîòî÷íûå ïåíòðàêñèíû Ñ-ðåàêòèâíûé áåëîê,
ñûâîðîòî÷íûé Ð-êîìïîíåíò àìèëîèäà (SAP), áåëêè
PTX-3 è PÒÕ-4 — çàùèòíûå ôàêòîðû âðîæäåííîãî èì-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 783



ìóíèòåòà, ó÷àñòíèêè è «ìàðêåðû» îñòðîãî âîñïàëåíèÿ.
Íåéðîíàëüíûå ïåíòðàêñèíû (NP-1, NARP) äåéñòâóþò â
ñèíàïñàõ, ðåãóëèðóÿ ñáîðêó è àêòèâíîñòü ãëóòàìàëüíûõ
NMDA- è AMPA-ðåöåïòîðîâ. Íàèáîëåå èçó÷åííûé ïåíò-
ðàêñèí, Ñ-ðåàêòèâíûé áåëîê (ÑRP), ñâÿçûâàåò ìèêðî-
áíûå àíòèãåíû, íåéòðàëèçóåò òîêñèíû, àêòèâèðóåò êîìï-
ëåìåíò. Ñ êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû CRP âçàèìîäåé-
ñòâóåò ÷åðåç Fc-gamma-ðåöåïòîðû. Ýòîò ïåíòðàêñèí
îáëàäàåò ñðîäñòâîì ñ ôîñôîðèëõîëèíó, áëàãîäàðÿ ÷åìó
óãíåòàåò ôîñôîëèïàçû, äåéñòâóÿ êàê èíãèáèòîð íåêîíêó-
ðåíòíîãî òèïà (Íàçàðîâ, 1997, 2001, 2005). Ñâÿçûâàÿñü ñ
ëèãàíäàìè, ÑRP âûçûâàåò èõ ýëèìèíàöèþ ïóòåì ôàãî-
öèòîçà èëè îòëîæåíèå â òêàíÿõ. Íàïðèìåð, êîìïëåêñû
ÑRP ñ ëèïîïðîòåèíàìè íèçêîé ïëîòíîñòè äåïîíèðóþòñÿ
â ñîñóäàõ, èíäóöèðóÿ àïîïòîç îêðóæàþùèõ êëåòîê, ñïî-
ñîáñòâóÿ àòåðîãåíåçó. Ïî íàøèì äàííûì, ýôôåêòû CRP
â êóëüòóðå êëåòîê in vitro çàâèñÿò îò òèïà êëåòîê. Â ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðå íîðìàëüíûõ ëèìôîèäíûõ êëåòîê (ìî-
íîíóêëåàðîâ èç êðîâè ÷åëîâåêà è ñåëåçåíêè ìûøåé) CRP
ñòèìóëèðîâàë ïðîëèôåðàöèþ, ñèíòåç öèòîêèíîâ, NK-àê-
òèâíîñòü. Ïî îòíîøåíèþ ê íåéòðîôèëàì ÷åëîâåêà îí âåë
ñåáÿ êàê õåìîàòòðàêòàíò, óñèëèâàë ïðîäóêöèþ àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà, ñòèìóëèðîâàë ýêñïðåññèþ àäãåçèîííûõ
èíòåãðèíîâ è àäãåçèþ íåéòðîôèëîâ ê ñóáñòðàòó. Â òî æå
âðåìÿ â êóëüòóðàõ êëåòîê òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèé
(ôèáðîáëàñòîâ L929 è L41) CRP âûçûâàë ãèáåëü ïóòåì
àïîïòîçà. Èíäóêöèÿ àïîïòîçà çàâèñåëà îò îïðåäåëåííûõ
ñàéòîâ ìîëåêóëû CRP è ìîãëà áûòü îòìåíåíà ïðè äîáàâ-
ëåíèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ëèãàíäîâ CRP, ñâÿçûâàþ-
ùèõñÿ ñ ïåíòðàêñèíîì è íåéòðàëèçóþùèõ åãî. Îòìåíó
àïîïòîçà êëåòîê L929 ïîä âëèÿíèåì ïåíòàìåðíîãî CRP
äîçîçàâèñèìî âûçûâàë äàæå òàêîé åãî ëèãàíä, êàê ïîðî-
îáðàçóþùèé ñòðåïòîêîêêîâûé òîêñèí ñòðåïòîëèçèí Î,
ñàì ñïîñîáíûé âûçûâàòü àïîïòîç êëåòîê. Ïðè ýêâèâàëåí-
òíîì ñîîòíîøåíèè CRP è ñòðåïòîëèçèí Î ïîëíîñòüþ
íåéòðàëèçîâàëè äðóã äðóãà, è èõ ñìåñü íå âûçûâàëà ãèáå-
ëè êëåòîê. Èìåëà çíà÷åíèå è îáùàÿ ñòðóêòóðà ìîëåêóëû
CRP: àïîïòîãåííîé áûëà íîðìàëüíàÿ ïåíòàìåðíàÿ ìîëå-
êóëà, èìåþùàÿ ïÿòü ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ, òîãäà êàê ñâî-
áîäíûå ìîíîìåðíûå ñóáúåäèíèöû CRP, ïîëó÷åííûå
äèññîöèàöèåé ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ, íå âûçûâàëè
àïîïòîçà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåîáõîäèìîñòè ìíîãî-
òî÷å÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ CRP ñ êëåòêîé è ïåðåêðåñòíîé
ñøèâêè ìåìáðàííûõ ìîëåêóë. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ëèãàí-
äîì CRP ÿâëÿåòñÿ òàêæå àöåòèëõîëèí (ÀÕ), ìåäèàòîð ïà-
ðàñèìïàòè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû è âíåíåéðîíàëüíîé
(àâòîíîìíîé) õîëèíåðãè÷åñêîé ðåãóëÿöèè èììóíîêîì-
ïåòåíòíûõ êëåòîê. Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî CRP ñâÿçûâàåò ÀÕ è èíãèáèðóåò åãî ôèçèîëîãè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü. Ïðè ââåäåíèè CRP êðûñàì âìåñòå ñ
ÀÕ ñíèæàëñÿ ãèïîòåíçèâíûé ýôôåêò ÀÕ è îòìåíÿëàñü
õàðàêòåðíàÿ äëÿ ÀÕ áðàäèêàðäèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ÀÕ è
åãî àíàëîãè îáëàäàþò öèòîïðîòåêòèâíûì äåéñòâèåì —
ñíèæàþò àïîïòîç è ïîâûøàþò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
(êàðäèîìèîöèòîâ, îëèãîäåíäðîöèòîâ, íåéðîíîâ), îòìå-
íÿÿ àêòèâàöèþ êàñïàçû-3 è ïàäåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåí-
öèàëà ìèòîõîíäðèé. ÀÕ ñíèæàåò ýñàéòîòîêñè÷íîñòü ãëó-
òàìàòà è îêèñè àçîòà (NO) è ïîäàâëÿåò èíäóöèðóåìûé
ýòèìè ôàêòîðàìè àïîïòîç íåéðîíîâ. È íàîáîðîò, íåõâàò-
êà ÀÕ (ïðè õîëèíåðãè÷åñêîé äåíåðâàöèè, áîëåçíÿõ Àëü-
öãåéìåðà è Ïàðêèíñîíà) óñèëèâàåò àïîïòîç â ìîçãå çà
ñ÷åò íàðóøåíèÿ áàëàíñà ìåæäó ÀÕ è äðóãèìè íåéðîìå-
äèàòîðàìè. Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îáíàðóæåííîå
íàìè ñâÿçûâàíèå ÀÕ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìåõàíèçì, ñ ïî-
ìîùüþ êîòîðîãî ïåíòðàêñèí CRP âìåøèâàåòñÿ â ðåãóëÿ-

öèþ æèçíåííûõ ïðîöåññîâ ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê â
îñòðîé ôàçå âîñïàëåíèÿ, â ÷àñòíîñòè îòìåíÿÿ àíòèàïîï-
òîòè÷åñêèå ýôôåêòû ýòîãî ÀÕ è ñïîñîáñòâóÿ àïîïòîçó.
Ìû ïîêàçàëè òàêæå, ÷òî ââåäåíèå CRP æèâîòíûì ïîäàâ-
ëÿëî ðàçâèòèå ñåíñèáèëèçàöèè ê àíòèãåíó è ñíèæàëî
ïðîÿâëåíèÿ àíàôèëàêñèè ïðè ïîâòîðíîì êîíòàêòå ñ àí-
òèãåíîì (Íåæèíñêàÿ, Íàçàðîâ, 2004, 2005). Ïðîòèâîàë-
ëåðãè÷åñêèå, àíòèàíàôèëàêòè÷åñêèå ýôôåêòû CRP ìîãóò
áûòü ñâÿçàíû ñ èíãèáèðóþùèì âëèÿíèåì íà ôóíêöèè
òó÷íûõ êëåòîê — ÷åðåç FñgR è àêòèâàöèþ ITIM-ìîòèâà
è ÷åðåç õîëèíåðãè÷åñêèé ïóòü, çà ñ÷åò èíàêòèâàöèè ÀÕ è
îãðàíè÷åíèÿ åãî âîçáóæäàþùåãî äåéñòâèÿ. Äðóãèå ïåíò-
ðàêñèíû òàêæå ó÷àñòâóþò èëè ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåãó-
ëÿöèè àïîïòîçà. Ýòî äîêàçàíî äëÿ íåéðîíàëüíûõ ïåíò-
ðàêñèíîâ, äåéñòâóþùèõ â ÖÍÑ, è, âîçìîæíî, äëÿ SAP,
êîòîðûé ó÷àñòâóåò â îáðàçîâàíèè àìèëîèäíûõ îòëîæå-
íèé â ÖÍÑ è äðóãèõ îðãàíàõ ïðè áîëåçíè Àëüöãåéìåðà,
÷òî òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèáåëüþ (àïîïòîçîì) êëåòîê
íåðâíîé òêàíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49629à).

ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÛÉ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒ MitoQ
ÂËÈßÅÒ ÍÀ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ È ÏÎÄÂÈÆÍÎÑÒÜ ÝÏÈ-
ÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © O. Ê. Íåïðÿ-
õèí,1 Å. Í. Ïîïîâà,2 Î. Þ. Ïëåòþøêèí.3 1 Ôàêóëüòåò
áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, neptan@mail.ru, 2 Êàôåäðà ôè-
çèîëîãèè ìèêðîîðãàíèçìîâ Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà è 3 ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëî-
ãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ïðîòîîíêîãåí Ras, êàê èçâåñòíî, èãðàåò âàæíóþ ðîëü
âî ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, â òîì ÷èñëå â ïðîëèôå-
ðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêå è îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà.
Áûëî ïîêàçàíî íà ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê, ÷òî îíêîãåí-
íûé ýôôåêò Ras, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ñèëüíîå èçìåíåíèå
ìîðôîëîãèè êëåòîê, ñâÿçàí ñ ïðîäóêöèåé àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà. Äëÿ èçó÷åíèÿ èõ ðîëè ìû ïðèìåíÿëè ìèòî-
õîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûé àíòèîêñèäàíò MitoQ (10-6�-
óáèõèíîëèë)äåöèëòðèôåíèëôîñôîíèé). Áûëà èññëåäîâà-
íà ñòðóêòóðà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê ëèíèè êðû-
ñèíîãî ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ IAR2 è ëèíèè IAR-C4, òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîé ìóòàíòíûì îíêîãåíîì N-Ras, à òàêæå
áåëêè ìåæêëåòî÷íûõ è ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Ýêñïðåñ-
ñèÿ N-Ras ïðèâîäèò ê ñèëüíûì èçìåíåíèÿì àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, è ïðåèíêóáàöèÿ ñ àíòèîêñèäàíòàìè îêàçû-
âàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ýòîò ýôôåêò. Èçó÷åíèå
ðàñïðåäåëåíèÿ â-êàòåíèíà ïîêàçàëî, ÷òî ìèòîõîíäðèàëü-
íûé àíòèîêñèäàíò MitoQ ñòèìóëèðóåò ïåðåñåëåíèå äàí-
íîãî áåëêà â ÿäðî êëåòêè. Êàê èçâåñòíî, â-êàòåíèí ïîìè-
ìî ó÷àñòèÿ â ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ ñëóæèò
òàêæå òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì äëÿ ðÿäà ãåíîâ. Êðî-
ìå òîãî, ìû îæèäàëè, ÷òî ïðåèíêóáàöèÿ êëåòîê ëèíèè
IAR-C4 ñ àíòèîêñèäàíòîì áóäåò ïðèâîäèòü ê íîðìàëèçà-
öèè èõ ìîðôîëîãèè è ïîÿâëåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ Å-êàä-
ãåðèíîâûõ êîíòàêòîâ, êîòîðûå èñ÷åçàþò ïðè ãèïåðýêñï-
ðåññèè N-Ras. Äàííûé ðåçóëüòàò â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
ïîëó÷èòü íå óäàëîñü. Ìû íàáëþäàëè èçìåíåíèå ïîä-
âèæíîñòè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè àíòè-
îêñèäàíòîì. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòîê MitoQ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óñêîðåíèþ
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çàæèâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû. Àíàëîãè÷íûé
ýôôåêò íàáëþäàëè ó êëåòîê, îáðàáîòàííûõ êîíäèöèî-
íèðîâàííîé ñðåäîé, ñîáðàííîé îò êëåòî÷íûõ êóëüòóð,
ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ MitoQ. Ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè MitoQ íà÷èíàþò âûäå-
ëÿòü â ñðåäó ôàêòîðû, èçìåíÿþùèå öèòîñêåëåò è ïî-
äâèæíîñòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49062).

ÈÌÌÓÍÎÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ËÎÊÀËÈ-
ÇÀÖÈÈ ÁÅÒÀ-ÊÀÒÅÍÈÍÀ Â ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ
ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÀÕ ÌÛØÈ, ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍ-
ÍÛÕ ÎÍÊÎÃÅÍÀÌÈ Å1À È CHA-RAS, ÏÎÑËÅ ÂÎÇ-
ÄÅÉÑÒÂÈß ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ HDAC. © Ô. Ï. Íèêóëåí-
êîâ,1, 2 Ì. Â. Àáðàìîâà,1 Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà,1 Â. À. Ïîñïå-
ëîâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è
2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé
óíèâåðñèòåò, nikfedor@list.ru.

Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöå-
òèëàç (HDAC) ñïîñîáíû îñòàíàâëèâàòü ïðîëèôåðàöèþ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ýòî îáó-
ñëîâëåíî èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â
êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ, à òàêæå ìîäóëÿöèåé àêòèâíî-
ñòè ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Àíàëèç ëèòåðàòóð-
íûõ äàííûõ, à òàêæå ðåçóëüòàòû ðàíåå ïðîâåäåííûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â èíäóöèðîâàí-
íîé èíãèáèòîðàìè HDAC îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ îíêîãåíàìè E1A + cHa-ras, çàäåéñòâîâàí Wnt/áå-
òà-êàòåíèíîâûé ñèãíàëüíûé ïóòü. Wnt/áåòà-êàòåíèíî-
âûé ñèãíàëüíûé êàñêàä èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ïðîëèôå-
ðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêå, ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â óïî-
ìÿíóòûõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ïðî-
èñõîäèò ìîäóëÿöèÿ Wnt/áåòà-êàòåíèíîâîãî ïóòè â îòâåò
íà äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ HDAC çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ ñòà-
áèëüíîñòè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî áåòà-êàòåíèíà. Áåòà-êà-
òåíèí ÿâëÿåòñÿ öåíòðàëüíûì ó÷àñòíèêîì Wnt/áåòà-êà-
òåíèíîâîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè è âìåñòå ñ òðàíñêðèïöè-
îííûìè ôàêòîðàìè TCF/LEF ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íàõîäÿñü íà ìåìáðàíå,
áåòà-êàòåíèí çàäåéñòâîâàí â ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è ÿâ-
ëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûì àäàïòîðíûì áåëêîì, êîòîðûé ñîå-
äèíÿåò êàäãåðèíû ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì. Òàêèì îá-
ðàçîì, â çàâèñèìîñòè îò ñâîåé ëîêàëèçàöèè áåòà-êàòåíèí
ìîäóëèðóåò àêòèâíîñòü Wnt/áåòà-êàòåíèíîâîãî ñèãíàëü-
íîãî ïóòè. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîñëåäèòü çà âëèÿíèåì èíãè-
áèòîðîâ HDAC íà âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ áå-
òà-êàòåíèíà, áûë èñïîëüçîâàí èììóíîôëóîðåñöåíòíûé
àíàëèç. Â ïðîëèôåðèðóþùèõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è
ñHa-ras, îáíàðóæèâàåòñÿ íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî áå-
òà-êàòåíèíà, êîòîðûé ïðàêòè÷åñêè âåñü ðàñïîëîæåí íà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è ó÷àñòâóåò â ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòàõ. Îáðàáîòêà êëåòîê èíãèáèòîðîì HDAC áóòè-
ðàòîì íàòðèÿ â òå÷åíèå 24 ÷ âûçûâàåò íåêîòîðîå íàêîï-
ëåíèå áåòà-êàòåíèíà â öèòîïëàçìå è ÿäðå. Ïðè ýòîì ïî-
äàâëÿþùàÿ ÷àñòü áåòà-êàòåíèíà îñòàåòñÿ íà ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå. Äåéñòâèòåëüíî, ïîëó÷åííûå ðàíåå
äàííûå èììóíîáëîòèíãà ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðîèñõîäèò

óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ êàê îáùåãî ïóëà áåòà-êàòåíèíà
çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ åãî ñòàáèëüíîñòè â öèòîïëàçìå, òàê è
óâåëè÷åíèÿ ÿäåðíîãî. Èçâåñòíî, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå
áåòà-êàòåíèíà êèíàçîé Gsk3áåòà ïðèâîäèò ê åãî ïðî-
òåàñîìíîé äåãðàäàöèè. Õèìè÷åñêèé èíãèáèòîð Bio IX
ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü êèíàçû Gsk3áåòà è òåì ñàìûì óâå-
ëè÷èâàåò ñòàáèëüíîñòü íå ñâÿçàííîãî ñ ìåìáðàíîé áå-
òà-êàòåíèíà. Êàê è îæèäàëîñü, Bio IX òàêæå âûçûâàåò
óâåëè÷åíèå áåòà-êàòåíèíà â öèòîïëàçìå è ÿäðå, íî ýòîò
ýôôåêò ÿâëÿåòñÿ áîëåå âûðàæåííûì. Òàêæå áóòèðàò íà-
òðèÿ âûçûâàë íåêîòîðîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ïëàç-
ìàòè÷åñêîãî áåëêà ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè, N-êàäãåðè-
íà. Êëåòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è
ñHa-ras, õàðàêòåðèçóþòñÿ äåçîðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà. Â ïðîëèôåðèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòàõ
Å1À + Ras àêòèí îáíàðóæèâàåòñÿ òîëüêî â ïðèìåìáðàí-
íîì ïðîñòðàíñòâå, êîëîêàëèçîâàííûé ñ áåòà-êàòåíèíîì.
Ïðè ýòîì áóòèðàò íàòðèÿ ïàðàëëåëüíî ñ íàêîïëåíèåì öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîãî áåòà-êàòåíèíà ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ
îêðàøèâàíèÿ àêòèíà è â öèòîïëàçìå. Òàêèì îáðàçîì, â
Å1À + cHa-ras-òðàíñôîðìàíòàõ èíãèáèòîðû HDAC âû-
çûâàþò óâåëè÷åíèå äîëè áåòà-êàòåíèíà â öèòîïëàçìå è
ÿäðå çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ åãî ñòàáèëüíîñòè è òåì ñàìûì
îñóùåñòâëÿþò ìîäóëÿöèþ àêòèâíîñòè Wnt/áåòà-êàòåíè-
íîâîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè.

ÐÅÃÓËßÖÈß ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÐÎÑÒÀ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÊÈ ÊËÅÒÎÊ ÌÎÐÑÊÈÕ ÁÅÑÏÎÇÂÎÍÎ×ÍÛÕ Â
ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Í. À. Îäèíöîâà, Ê. Â. ßêîâëåâ, Â. À. Äÿ-
÷óê. Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ ÄÂÎ ÐÀÍ, Âëàäèâîñòîê.

Â îòëè÷èå îò êëåòîê ïîñòîÿííûõ ëèíèé, îáëàäàþùèõ
ñïîñîáíîñòüþ ê áåçãðàíè÷íîìó äåëåíèþ, ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ óäàåòñÿ ïðîé-
òè íå áîëåå 3 ïàññàæåé, çàòåì êëåòêè äåãðàäèðóþò â òå-
÷åíèå 3—4 ìåñ, è êóëüòóðû ïîãèáàþò (Ellis et al., 1985).
Ãëàâíàÿ ïðè÷èíà íåóäà÷ íàõîäèòñÿ â ñëàáîé ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ. Âå-
ðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ ñóùåñòâîâàíèåì ñèëüíîãî êîíòðî-
ëÿ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèàöèè. Òàê, íàïðèìåð, îïèñàíèÿ
èñòèííûõ íîâîîáðàçîâàíèé ñ íåîãðàíè÷åííûì ïîòåíöè-
àëîì ðîñòà ó ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ î÷åíü ðåäêè (Ste-
ward, 1977). Îäíàêî äèàïàçîí èññëåäîâàíèé, ïðîâîäè-
ìûõ íà ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ýòèõ æèâîòíûõ, äîñòàòî÷-
íî øèðîê, ÷òî ñâÿçàíî ñ âîçìîæíîñòüþ íàïðàâëåííîãî
âîçäåéñòâèÿ íà ðàçëè÷íûå òèïû äèôôåðåíöèðîâêè. Äëÿ
ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìû
ïðèìåíèëè äâà ïîäõîäà: ýêçîãåííîå ââåäåíèå ôàêòîðîâ
ðîñòà è èñïîëüçîâàíèå ãåííî-èíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé,
ñîäåðæàùèõ ÷óæåðîäíûå ãåíû. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ
áûëè êëåòêè ýìáðèîíîâ, ëè÷èíîê è ðåãåíåðèðóþùèõ
òêàíåé ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ. Ðàíåå â òêàíÿõ íåêîòî-
ðûõ ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ íàìè îáíàðóæåí ñïåöè-
ôè÷íûé ðîñòîâîé ôàêòîð, ñõîäíûé ñ ýïèäåðìàëüíûì
ôàêòîðîì ðîñòà. Ñïîñîáíîñòü ýòîãî ôàêòîðà ñòèìóëèðî-
âàòü ðîñò êëåòîê êàê ïîçâîíî÷íûõ, òàê è áåñïîçâîíî÷íûõ
æèâîòíûõ ìîæåò îòðàæàòü îáùèå äëÿ íèõ ìåõàíèçìû çà-
ïóñêà ñèíòåçà ÄÍÊ. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ýêçîãåííîå äî-
áàâëåíèå ýòîãî ôàêòîðà ðîñòà, à òàêæå íåêîòîðûõ èçâåñò-
íûõ ôàêòîðîâ ðîñòà ïîçâîíî÷íûõ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåò óðîâåíü ñèíòåçà ÄÍÊ è ÷èñëî êëåòîê â êóëüòóðå êàê
ó ìîëëþñêîâ, òàê è ó èãëîêîæèõ. Êðîìå òîãî, îáíàðóæå-
íî, ÷òî ÷óæåðîäíûå ãåíû — äðîææåâîé ãåí gal4 è àãðî-
áàêòåðèàëüíûå îíêîãåíû (rolB è rolC) ìîãóò áûòü âñòðî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 785



åíû â ãåíîì ìîðñêèõ åæåé è îêàçûâàòü ñèëüíîå âëèÿíèå
íà ýìáðèîíàëüíîå ðàçâèòèå ýòèõ æèâîòíûõ. Äîêàçàíà ýê-
ñïðåññèÿ ýòèõ ãåíîâ â ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ òðàíñãåí-
íûõ ìîðñêèõ åæåé, ïðè ýòîì äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü òàêèõ êëåòîê. Âïåðâûå
óñòàíîâëåíà âîçìîæíîñòü ïåðåíîñà ãåíîâ Ò-ÄÍÊ àãðî-
áàêòåðèé â ãåíîì ýìáðèîíîâ ìîðñêèõ åæåé â ðåçóëüòàòå
ïðîñòîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ àãðîáàêòåðèé ñ ýìáðèîíà-
ìè ìîðñêèõ åæåé. Íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì
óðîâíå îáíàðóæåíû êîíòàêòû ìåæäó àãðîáàêòåðèÿìè è
ýìáðèîíàëüíûìè êëåòêàìè ìîðñêèõ åæåé, óêàçûâàþùèå
íà ïèëè-îïîñðåäîâàííûé ìåõàíèçì ïåðåíîñà. Ïðåäâàðè-
òåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî èñïîëüçîâàíèå êîí-
ñòðóêöèè, ñîäåðæàùåé ãåí gal4 èç äðîææåé, ìîæåò çíà-
÷èòåëüíî ïîâûñèòü ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü íå
òîëüêî ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê, íî è êëåòîê ðåãåíåðèðóþ-
ùèõ òêàíåé èãëîêîæèõ. Íàìè ðàçðàáîòàíû óñëîâèÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, ïðèâîäÿùèå ê ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå
â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ìèäèè, ïîëó÷åííûõ èç
ëè÷èíîê ïðåìèîãåííûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ, à òàêæå èññëå-
äîâàí ðÿä èõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ.
Âàðüèðóÿ óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (òèï ñûâîðîòêè,
îïðåäåëåííûå ëåêòèíû, ñóáñòðàòû), ìû ñåëåêòèâíî êóëü-
òèâèðîâàëè ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê èãëîêîæèõ è êîëîíè-
àëüíûõ àñöèäèé. Íà÷àòà ðàáîòà ïî àíàëèçó ôàêòîðîâ, âî-
âëå÷åííûõ â äåòåðìèíàöèþ è ïîääåðæàíèå ïëþðèïî-
òåíòíîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê ýòèõ æèâîòíûõ â êóëüòóðå.
Óïðàâëåíèå ïðîöåññàìè ðîñòà äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâó èõ øè-
ðîêîãî ïðèìåíåíèÿ â ìîðñêîé áèîòåõíîëîãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-96039) è ïðåçèäèóìà ÄÂÎ ÐÀÍ (ïðîåêòû
06-II-CO-06-025 è 06-III-B-06-214).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÑÈÑÒÅÌÛ ÈÍÒÅÐÔÅÐÎÍÀ ÏÐÈ ÈÑÏÎ-
ËÜÇÎÂÀÍÈÈ ËÈÍÈÉ ÏÅÐÅÂÈÂÀÅÌÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ È ÆÈÂÎÒÍÛÕ. © Ò. Ã. Îðëîâà,1 Ã. Ë. Ìèíò-
êåâè÷,2 Ë. Ë. Ìèðîíîâà,3 Î. È. Êîíþøêî,3 Â. Ä. Ïàíîâà.3
1 ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè ÐÀÌÍ, 2 Îíêî-
ëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ è 3 Èíñòèòóò ïîëè-
îìèåëèòà è âèðóñíûõ ýíöåôàëèòîâ ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Â òå÷åíèå ðÿäà ëåò ïðîâîäèëîñü âñåñòîðîííåå èçó÷å-
íèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû èíòåðôåðîíà (ÈÔ) â
íîðìå è ïàòîëîãèè, ÷òî ïîñëóæèëî îñíîâîé èññëåäîâà-
íèé çàêîíîìåðíîñòåé èíäóêöèè, ïðîäóêöèè è äåéñòâèÿ
ýòîãî âàæíîãî öèòîêèíà ñ ïðèìåíåíèåì êëåòîê ÷åëîâåêà
è æèâîòíûõ (Îðëîâà è äð., 2000). Ýòî èìååò îòíîøåíèå ê
òåìå ñèìïîçèóìà «Èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íîé òåðàïèè».
Âïåðâûå íàðÿäó ñî ñòàíäàðòíîé ëèíèåé äèïëîèäíûõ
êëåòîê ýìáðèîíà ÷åëîâåêà Ì-19 äëÿ èññëåäîâàíèÿ èíòåð-
ôåðîíîâîãî ñòàòóñà ó ëþäåé áûëè èñïîëüçîâàíû ëèíèÿ
ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ñåìåííèêà íîâîðîæäåííîé çåëå-
íîé ìàðòûøêè 2688Ñ è ëèíèÿ ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ïî÷-
êè òåëåíêà Òàóðóñ-1. Êðîìå ýòîãî, ýêñïåðèìåíòû ïðîâî-
äèëè ñ ëåéêîöèòàìè çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ, ñ ìî-
íîíóêëåàðàìè (ÌÍ), ñ ðàçëè÷íûìè ÈÔ è èõ èíäóê-
òîðàìè — âèðóñîì áîëåçíè Íüþêàñëà (ÂÁÍ) è ôèòîãå-
ìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ). Ïðè çàðàæåíèè êóëüòóð ïðèìå-
íÿëè âèðóñ ýíöåôàëîìèîêàðäèòà (ÝÌÊ), âèðóñ âåçèêó-
ëÿðíîãî ñòîìàòèòà (ÂÂÑ) è âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà
(ÂÏÃ). Â ñåðèè îïûòîâ áûëè óñòàíîâëåíû çàâèñèìîñòü

êèëëåðíîãî ýôôåêòà îò êîëè÷åñòâà äîáàâëåííûõ â ìîíî-
ñëîéíóþ êóëüòóðó ÌÍ, ïðîÿâëåíèå öèòîïàòîãåííîãî
äåéñòâèÿ âèðóñîâ è èõ òèòðîâàíèå ïîñëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â ñìåøàííûõ êóëüòóðàõ. Âåëè÷èíà êèëëåðíîãî ýô-
ôåêòà çàâèñåëà îò êîëè÷åñòâà äîáàâëåííûõ ÌÍ, à òàêæå
îò èõ ñîñòîÿíèÿ (àêòèâèðîâàííûå èëè íîðìàëüíûå). Ïî-
êàçàíî âëèÿíèå êèëëåðíîãî ýôôåêòà íà ðåïðîäóêöèþ
ÂÏÃ, íî íå îòìå÷åíî òàêîâîãî äëÿ ÝÌÊ è ÂÂÑ. Ýòî ïî-
çâîëÿåò ñ÷èòàòü êèëëåðíûé ýôôåêò îäíèì èç ìåõàíèçìîâ
ýëèìèíàöèè íåêîòîðûõ âèðóñîâ èç îðãàíèçìà. Áûëè ïðî-
âåäåíû ëàáîðàòîðíûå êëèíè÷åñêèå îïðåäåëåíèÿ ÈÔ-ñòà-
òóñà ó 62 äåòåé, áîëüíûõ ïèåëîíåôðèòîì, êîòîðûõ ëå÷è-
ëè àíòèáèîòèêàìè è ïðåïàðàòîì «Âèôåðîí». Äåéñòâèå
îöåíèâàëè íà ëèíèÿõ êëåòîê Ì-19, 2688Ñ è Òàóðóñ-1.
Êëåòêè ëèíèè Òàóðóñ-1 îêàçàëèñü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû-
ìè ê àëüôà-ÈÔ (61.5 % äåòåé). Òàêæå èçó÷àëè ÈÔ-ñòàòóñ
ó 23 áîëüíûõ ãåðïåñîì. Ëèíèÿ 2688Ñ âûÿâèëà âûñîêóþ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê çàðàæåíèþ ÂÏÃ. ÈÔ-ñòàòóñ õàðàêòå-
ðèçîâàëñÿ êàê íîðìàëüíûìè, òàê è ñíèæåííûìè ïîêàçà-
òåëÿìè ïðîäóêöèè àëüôà- è ãàììà-ÈÔ. Îáñëåäîâàíû
34 áîëüíûõ õðîíè÷åñêèìè ãåïàòèòàìè Â è Ñ, êîòîðûå
äëèòåëüíî ïðèìåíÿëè «Âèôåðîí» (â åãî ñîñòàâ âõîäèò
ðåàôåðîí). Òèòðîâàíèå îñòàòî÷íîé ÈÔ-àêòèâíîñòè ïðî-
âîäèëè íà âûøåóêàçàííûõ ëèíèÿõ ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñòàíäàðòíûõ ïðåïàðàòîâ ðåàôåðîíà. Íàèáîëåå ÷óâñòâè-
òåëüíûìè áûëè ñèñòåìû Òàóðóñ-1 + ÂÂÑ è Ì-19 + ÂÂÑ.
Íåñêîëüêî ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûìè îêàçàëèñü êëåòêè
2688Ñ. Â ðåçóëüòàòå ïðîäåëàííîé ðàáîòû ïîëó÷åíû íî-
âûå äàííûå, èìåþùèå êàê òåîðåòè÷åñêèé èíòåðåñ, òàê è
âîçìîæíîñòü ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ. Áûëè âûÿâëå-
íû íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûå àëüôà-ÈÔ è ëèíèè ïåðåâè-
âàåìûõ êëåòîê îáåçüÿí è òåëåíêà, ÷òî î÷åíü âàæíî äëÿ
èçó÷åíèÿ ïðîáëåìû àëüôà-ÈÔ, à òàêæå äëÿ òèòðîâàíèÿ
ïðîèçâîäñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ýòîãî áåëêà è îïðåäåëå-
íèÿ ñòàíäàðòíûõ òèòðîâ ÈÔ â ìåæäóíàðîäíûõ åäèíè-
öàõ. Ýòî îñîáåííî îòíîñèòñÿ ê ëèíèè êëåòîê Òàóðóñ-1,
òàê êàê íå òðåáóåòñÿ ïðåäâàðèòåëüíîé èíàêòèâàöèè âè-
ðóñîâ-èíäóêòîðîâ â ïðîáàõ. Îòñóòñòâèå âèäîâîé ñïåöè-
ôè÷íîñòè àëüôà-ÈÔ ÷åëîâåêà ïðè òèòðîâàíèè íà êëåòêàõ
îáåçüÿí è òåëåíêà íå óäàëîñü ïîäòâåðäèòü â îòíîøåíèè
ãàììà-ÈÔ. Ýòîò òèï ÈÔ ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü òî-
ëüêî ñ êëåòêàìè ÷åëîâåêà. Ïðèìåíåíèå «Âèôåðîíà» áëà-
ãîïðèÿòíî âëèÿëî íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ñèñòåìû ÈÔ
îáîèõ òèïîâ.

ÂËÈßÍÈÅ ÈÎÍÎÂ ÑÂÎÁÎÄÍÎÃÎ ÊÀËÜÖÈß ÍÀ
ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ È ÆÈÇÍÅÑÏÎ-
ÑÎÁÍÎÑÒÜ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
Â ÊÓËÜÒÓÐÅ IN VITRO. © Ì. À. Îñèïåíêî,1 Ð. Ð. Ïåò-
ðîâà,1 Ë. Ì. Ìåæåâèêèíà,1 Î. Ì. Æåðåëîâà.2 1 Èíñòèòóò
áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýê-
ñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, minj@
mail.ru.

Íà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (ÝÑÊ) ïðîâî-
äÿòñÿ ðàáîòû ïî äâóì îñíîâíûì íàïðàâëåíèÿì: 1) èññëå-
äîâàíèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ ïîääåð-
æàíèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ñâîéñòâ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî
ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ, 2) ïîëó÷åíèå â êóëüòóðå ìî-
íîäèôôåðåíöèðîâêè ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ýêçîãåí-
íûõ ôàêòîðîâ è(èëè) ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêà-
öèè. Â áîëüøèíñòâå ðàáîò îòìå÷àåòñÿ, ÷òî â êóëüòóðå in
vitro â ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè ÝÑÊ ïðîöåíò äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ êëåòîê â êàêîì-òî îäíîì íàïðàâëåíèè î÷åíü
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íåçíà÷èòåëåí. Íà íàø âçãëÿä, äëÿ óñïåøíîãî ðåøåíèÿ
ïðîáëåìû óïðàâëåíèÿ ðàçâèòèåì è äèôôåðåíöèðîâêîé
ÝÑÊ, à òàêæå äëÿ ïîâûøåíèÿ âûõîäà êëåòîê îïðåäåëåí-
íîãî ôåíîòèïà íåîáõîäèìî â ïåðâóþ î÷åðåäü îáðàòèòü
âíèìàíèå íà èîííûé ñîñòàâ ñðåä, â êîòîðûõ ýòè êëåòêè
êóëüòèâèðóþòñÿ. Îñîáåííî âàæíî ó÷èòûâàòü âëèÿíèå
èîíîâ Ñà2+ — óíèâåðñàëüíûõ âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ó÷àñòâóþùèõ âî âñåõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïðîöåññàõ. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàøèõ èññëåäîâà-
íèé áûëî âûÿâëåíèå ðîëè âíåêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â ðåãó-
ëÿöèè ðàçâèòèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ÝÑÊ â óñëîâèÿõ êóëü-
òóðû in vitro. Â êà÷åñòâå ìîäåëè èñïîëüçîâàëè ÝÑÊ
ìûøè ëèíèè R1. Èõ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ c äî-
áàâëåíèåì 10 íã/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî öèòîêèíà LIF è
15 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðî-
âîäèëè â òå÷åíèå 2—3 ñóò ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 %
ÑÎ2. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè êàëüöèÿ â ñðåäó äîáàâëÿëè
ÝÃÒÀ-Ñà2+ — áóôåðíûå ðàñòâîðû â êîíöåíòðàöèÿõ
10–3—10–5 è 10–7 Ì, à òàêæå 10–3 Ì ÝÃÒÀ (äëÿ ïîëíîãî
ñâÿçûâàíèÿ èîíîâ êàëüöèÿ â ñðåäå), 10–7 Ì À23187 — àê-
òèâàòîðà êàëüöèåâûõ êàíàëîâ, 10–7 Ì íèôåäèïèíà —
áëîêàòîðà êàëüöèåâûõ êàíàëîâ. Ðåçóëüòàòû êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê ëèíèè R1 îöåíèâàëè ïî ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè, âðåìåíè óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè, ñêîðîñòè ðîñ-
òà, à òàêæå ïî ñïîñîáíîñòè ðàçâèâàòüñÿ â ïëþðèïîòåíò-
íîì ñîñòîÿíèè â âèäå îòäåëüíûõ ìîíîñëîéíûõ êîëîíèé.
Ìåòàáîëè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÝÑÊ ëèíèè R1 îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïëþðèïîòåíòíûå
êëåòêè ëèíèè R1 ñïîñîáíû ðàçâèâàòüñÿ â âèäå êîëîíèé
áåç ïðèçíàêîâ äèôôåðåíöèðîâêè è ñîõðàíÿòü âûñîêóþ
ïðîëèôåðàòèâíóþ è ìåòàáîëè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðè
ñòàáèëüíîì ïîääåðæàíèè â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
èîíîâ Ñà2+ â êîíöåíòðàöèè 10–3—10–7 Ì. Îïòèìàëüíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ êàëüöèÿ äëÿ ýòîé ëèíèè êëåòîê — 10–5 Ì.
Ïðè òàêîé êîíöåíòðàöèè êëåòêè R1 ðàçâèâàþòñÿ òàê æå
àêòèâíî, êàê è ïðè èñïîëüçîâàíèè 10–7 Ì àêòèâàòîðà êà-
ëüöèåâûõ êàíàëîâ — èîíîôîðà À23187, êîòîðûé îòêðû-
âàåò ââîäÿùèå Ñà2+-êàíàëû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è
òàêèì îáðàçîì óâåëè÷èâàåò êîíöåíòðàöèþ âíóòðèêëå-
òî÷íîãî êàëüöèÿ ïîäìåìáðàííîãî ñëîÿ. Ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå 10–5 Ì Ñà2+-EGTA-áóôåðà è èîíîôîðà À23187
íà ðàçâèòèå êëåòîê ëèíèè R1 âûðàæàëîñü â ñòàáèëèçàöèè
êëåòî÷íûõ öèêëîâ, óâåëè÷åíèè ñêîðîñòè ðîñòà êîëîíèé,
à òàêæå â çàùèòå êëåòî÷íûõ ìåìáðàí îò ïîâðåæäåíèé.
Áëîêàòîð êàëüöèåâûõ êàíàëîâ äèãèäðîïèðèäèíîâîãî ðÿ-
äà íèôåäèïèí â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì, à òàêæå ïîëíîå îò-
ñóòñòâèå èîíîâ êàëüöèÿ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè äî-
áàâëåíèè 10–3 Ì EGTA, íàïðîòèâ, ïîäàâëÿëè ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèè R1 è ïðåïÿòñòâîâàëè
àäãåçèè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè íå
ðàçâèâàëèñü â âèäå ìîíîñëîéíûõ êîëîíèé, òåðÿëè ìåòà-
áîëè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è áûñòðî ïîãèáàëè. Òàêèì îáðà-
çîì, íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî íàïðàâëå-
íèå ðàçâèòèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ÝÑÊ ìîæíî ðåãóëèðîâàòü
ñ ïîìîùüþ èçìåíåíèÿ èîííîãî ñîñòàâà ñðåäû, èñïîëü-
çîâàíèÿ àêòèâàòîðîâ, à òàêæå áëîêàòîðîâ êàëüöèåâûõ êàíà-
ëîâ. Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷óâñòâèòåëüíû ê
èçìåíåíèÿì èîííîãî áàëàíñà ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ â ñðåäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ýòîò èîí ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïî-
òåíöèàëüíûé èíäóêòîð ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è ïîääåð-
æàíèÿ ÝÑÊ â ïëþðèïîòåíòíîì ñîñòîÿíèè in vitro.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49521).
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ÆÈÂÎÒÍÛÕ. © Â. Ï. Ïàùåíêî. Êàôåäðà ìåäèöèíñêîé è
áèîëîãè÷åñêîé ôèçèêè Ñåâåðíîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìå-
äèöèícêîãî óíèâåðñèòåòà, Àðõàíãåëüñê, pashenkow@
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Èçó÷åíèå ðîñòà êóëüòóð îò ìèêðîôðàãìåíòîâ òêàíåé
æèâîòíûõ ðàçëè÷íîãî âîçðàñòà ïîêàçàëî, ÷òî êîëè÷åñòâî
îáðàçóþùèõñÿ êëåòî÷íûõ êîëîíèé è èíòåíñèâíîñòü èõ
ðîñòà çàâèñÿò îò âîçðàñòà, ïðè åãî óâåëè÷åíèè íàáëþäà-
ëîñü ñíèæåíèå ðîñòà êóëüòóð, ÷òî ìîãëî ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü îá óìåíüøåíèè â òêàíÿõ êàìáèàëüíûõ êëåòîê, ñïî-
ñîáíûõ ê äåëåíèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåò îïðåäå-
ëåííûé èíòåðåñ èçó÷åíèå êîëè÷åñòâåííûõ îñîáåííîñòåé
è çàêîíîìåðíîñòåé ðîñòà ïåðâè÷íûõ òêàíåâûõ êóëüòóð
îò òêàíåé âçðîñëûõ æèâîòíûõ. Äëÿ îöåíêè ýòèõ îñîáåí-
íîñòåé ìû ïðîâåëè èçó÷åíèå ðîñòà êóëüòóð îò êóñî÷êîâ
òêàíè ïî÷åê ðàçìåðîì 0.2—0.3 ìì2, ïîëó÷åííûõ îò ìû-
øåé ìàññîé 18—20 ã. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â
ïðîáèðêàõ íà ïîâåðõíîñòè ïîäëîæêè â 1 ìë ñðåäû 199 ñ
10 % áû÷üåé ñûâîðîòêîé è àíòèáèîòèêàìè. Êóëüòóðû
ôèêñèðîâàëè â ñìåñè Áóýíà è îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëè-
íîì—ýîçèíîì ïî Êàðàöè. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ îñîáåííî-
ñòåé ðîñòà íàìè èñïîëüçîâàí ìåòîä ìíîæåñòâåííûõ êóëü-
òóð íà ïåðôîðèðîâàííîé ïîäëîæêå (Millipore), êîòîðûé
îáåñïå÷èâàë ñëó÷àéíûé îòáîð ýêñïëàíòèðóåìûõ ìèêðî-
ôðàãìåíòîâ (áîëåå 30), ÷òî ïîçâîëÿëî îöåíèòü õàðàêòåð
ðàñïðåäåëåíèÿ ðîñòà êóëüòóð, èõ âàðèàáåëüíîñòü è äðó-
ãèå ñòàòèñòè÷åñêèå ïàðàìåòðû (ï.À11785530). Îáùèé
îáúåì âûáîðêè ñîñòàâëÿë 540 ìèêðîôðàãìåíòîâ. Îöåíêó
ïëîùàäè çîíû ðîñòà êóëüòóð ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ðè-
ñîâàëüíîé íàñàäêè è ñ ïîñëåäóþùåé êîìïüþòåðíîé îá-
ðàáîòêîé. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî îáðà-
çîâàíèå êëåòî÷íûõ êîëîíèé îò ìèêðîôðàãìåíòîâ òêàíè
ïðîèñõîäèò íå îäíîâðåìåííî. Íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ òîëüêî ó 65 ± 5 % ìèêðîôðàãìåíòîâ îáðàçóþòñÿ
êëåòî÷íûå êîëîíèè, êîòîðûå ðàçëè÷àëèñü ïî ïëîùàäè
è èíòåíñèâíîñòè ðîñòà. Íàèáîëåå èíòåíñèâíî ðàñòó-
ùèå êëåòî÷íûå êîëîíèè (3—5 %) èìåëè ïëîùàäü äî
0.6 ± 0.2 ìì2, â òî âðåìÿ êàê ó ñëàáî ðàñòóùèõ ìèêðî-
ôðàãìåíòîâ íàáëþäàëàñü ìèãðàöèÿ åäèíè÷íûõ êëåòîê
èëè îáðàçîâàíèå êîëîíèé, íå ïðåâûøàþùèõ 0.20 ±
� 0.02 ìì2. Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîöåíò ðàñòóùèõ êîëîíèé óâåëè÷èâàëñÿ, îäíàêî íå äî-
ñòèãàë 100 %. Èíòåíñèâíî ðàñòóùèå êëåòî÷íûå êîëîíèè
ñîñòîÿëè ïðåèìóùåñòâåííî èç ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëå-
òîê, ðàñòóùèõ îäíîñëîéíî. Ìíîãîñëîéíûé ðîñò êëåòîê
íàáëþäàëñÿ ëèøü âáëèçè öåíòðàëüíîãî ýêñïëàíòàòà.
Åäèíè÷íûå êëåòêè ôèáðîáëàñòîïîäîáíîãî òèïà ðàñïîëà-
ãàëèñü ÷àùå âñåãî íà ïåðèôåðèè êëåòî÷íîé êîëîíèè èëè
îáðàçîâûâàëè íåáîëüøèå âêëþ÷åíèÿ â ìîíîñëîå ýïèòå-
ëèîïîäîáíûõ êëåòîê. Ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ýïèòå-
ëèîïîäîáíûõ êëåòîê â íàèáîëåå èíòåíñèâíî ðàñòóùèõ
êóëüòóðàõ äîñòèãàëà 17.7—18.9 ‰. Îöåíêà ïëîùàäè
êëåòî÷íûõ êîëîíèé è ðàñïðåäåëåíèå èõ ïî âåëè÷èíå ïî-
çâîëèëè ïðîàíàëèçèðîâàòü îñîáåííîñòè èõ ðàñïðåäåëå-
íèÿ. Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå ÷à-
ñòîò ðàçìåðîâ êóëüòóð â ñëó÷àéíîé âûáîðêå õàðàêòåðè-
çóåòñÿ ðåçêîé ïîëîæèòåëüíîé àñèììåòðèåé (À = 1.46),
ïðè ýòîì ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà ðàñïðåäåëåíèÿ áëèçêà ê
ñðåäíåìó êâàäðàòè÷åñêîìó îòêëîíåíèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèìè
ïðèçíàêàìè ïîèñê íàèáîëåå àäåêâàòíîãî çàêîíà èõ ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ïîêàçàë, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå ðîñòà ïåðâè÷íûõ
òêàíåâûõ êóëüòóð äîñòàòî÷íî õîðîøî àïïðîêñèìèðóåòñÿ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 787



ðåçêî àñèììåòðè÷íûì ýêñïîíåíöèàëüíûì ðàñïðåäåëåíè-
åì. Ñïðàâåäëèâîñòü ýòîãî âûâîäà áûëà ïîäòâåðæäåíà
ïðè ñîïîñòàâëåíèè ýìïèðè÷åñêîãî è òåîðåòè÷åñêîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèé. Òàêèì îáðàçîì, äàííàÿ çàêîíîìåðíîñòü ðîñ-
òà ïåðâè÷íûõ êóëüòóð â ñëó÷àéíîé âûáîðêå îò ìèêðî-
ôðàãìåíòîâ òêàíè àíàëîãè÷íà ïðîöåññàì, êîòîðûå òàêæå
ìîäåëèðóþòñÿ ýòèì çàêîíîì ðàñïðåäåëåíèÿ, â ÷àñòíîñòè
äîëãîâå÷íîñòè òåõíè÷åñêèõ èçäåëèé, ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòè æèçíè áèîëîãè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ, àòîìíîìó ðàñïàäó
ðàäèîàêòèâíûõ âåùåñòâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû è èñ-
ïîëüçóåìàÿ ìåòîäèêà ïîçâîëÿþò áîëåå îáîñíîâàííî èñ-
ïîëüçîâàòü ñòàòèñòè÷åñêèå êðèòåðèè äëÿ èçó÷åíèÿ è
îöåíêè ðîñòà ïåðâè÷íûõ òêàíåâûõ êóëüòóð, àíàëèçèðî-
âàòü èõ âîçðàñòíûå îñîáåííîñòè ðîñòà è îöåíèâàòü êîëè-
÷åñòâåííûå ïàðàìåòðû, à òàêæå õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ
â òêàíÿõ êëåòîê, ñîõðàíÿþùèõ âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü, â çàâèñèìîñòè îò âîçðàñòà îðãàíèçìà è
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé.
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Íåòðóäíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîöåññ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ êëåòîê íà òâåðäîé ïîäëîæêå äîëæåí îïèñûâàòüñÿ
S-îáðàçíîé êðèâîé (àäàïòàöèÿ ê íîâûì óñëîâèÿì, ëîãà-
ðèôìè÷åñêàÿ ôàçà, âûõîä íà ïëàòî), ïîñêîëüêó ðàñïëàñ-
òûâàòüñÿ áåñïðåäåëüíî êëåòêè íå ìîãóò. Òàêèå êðèâûå
ìîæíî ïîëó÷èòü, íàïðèìåð, èçìåðÿÿ ïëîùàäü ïîäëîæêè,
çàíèìàåìóþ êëåòêîé (àråà). Äåéñòâèòåëüíî, â ïåðâîì
ïðèáëèæåíèè ìîæíî ïîëó÷èòü èìåííî S-êðèâûå. Îäíàêî
îêàçàëîñü, ÷òî ðåàëüíûå êðèâûå ðàñïëàñòûâàíèÿ îòëè÷à-
þòñÿ îò îæèäàåìûõ. Íà áîëüøèíñòâå èç íèõ ìîæíî îá-
íàðóæèòü íåêîòîðîå ïðîìåæóòî÷íîå ïëàòî. Îíî ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 60—90 ìèí ïîñëå ïîñàäêè
êëåòîê íà ñóáñòðàò. Ïðîâåðÿÿ ðåàëüíîñòü ýòîãî ôåíîìå-
íà, ìû èñïîëüçîâàëè ðàçíûå êëåòêè (A-431, HEP-2, STO,
÷åëîâå÷åñêèå ýìáðèîíàëüíûå ìåçåíõèìíûå êëåòêè). Â
òîé èëè èíîé ôîðìå ðåçóëüòàòû áûëè ñõîäíûìè. Ýòî äà-
âàëî îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî ÿâëåíèå ýòî íå ñëó÷àéíî è
õàðàêòåðèçóåò ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà óðîâíå
ïîïóëÿöèè. Ôàêò ïðîìåæóòî÷íîãî ïëàòî íà êðèâûõ ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ ãîâîðèò ëèáî î äâóõ ìåõàíèçìàõ ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ, ëèáî î äâóõ îòíîñèòåëüíî íåçàâèñèìûõ ôàçàõ
îäíîãî è òîãî æå ïðîöåññà, ÷òî ïðèíöèïèàëüíî, âåðîÿò-
íî, íå èìååò çíà÷åíèÿ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýòî ÿâëåíèå
óñòîé÷èâî è âñåîáùíî, â êîíêðåòíûõ ñëó÷àÿõ ìîæíî íà-
áëþäàòü ïðåîáëàäàíèå îäíîé èç ôàç. Íàïðèìåð, ïîïàäàÿ
íà «áëàãîïðèÿòíûé» äëÿ ñåáÿ ñóáñòðàò, êëåòêè íà÷èíàþò
ðàñïëàñòûâàòüñÿ áûñòðî. Â ýòîì ñëó÷àå ñîçäàåòñÿ âïå-
÷àòëåíèå, ÷òî ïåðâàÿ ôàçà îòñóòñòâóåò. Ìû íå íàøëè â
ëèòåðàòóðå ðàáîò, â êîòîðûõ èññëåäîâàëñÿ áû îáíà-
ðóæåííûé íàìè ôåíîìåí. Îäíàêî â ðàáîòå, ïîñâÿùåí-
íîé èññëåäîâàíèþ àêòîïàêñèíà, íà îäíîì èç ãðàôèêîâ
ìîæíî óâèäåòü òî æå ñàìîå ÿâëåíèå (Clarke et al., J. Cell
Biol., 2004, 166 : 901—912). Èñõîäÿ èç ñâîèõ çàäà÷ àâòî-
ðû èññëåäîâàëè êëåòêè, ïîñàæåííûå íà êîëëàãåí. Èç
ýòèõ äàííûõ òîæå ñëåäóåò, ÷òî ïðîìåæóòî÷íîå ïëàòî
ïðîÿâëÿåòñÿ â ïðåäåëàõ 60—90 ìèí. Íåò ñîìíåíèÿ, ÷òî
ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ ñëîæåí è â íåì ó÷àñòâóþò ðàç-
ëè÷íûå ñèñòåìû è êîìïîíåíòû êëåòêè, îäíàêî, êàê ìû
ïîëàãàåì, êîðíè ýòîãî ïðîöåññà íàäî èñêàòü â ñâîéñòâàõ

àêòèíà, êîòîðûå äåòåðìèíèðóþò ðåîðãàíèçàöèþ öèòî-
ñêåëåòà.

ÐÀÑÏËÀÑÒÛÂÀÍÈÅ ÊÀÊ ÀÒÐÈÁÓÒ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ
ÏÎÏÓËßÖÈÈ. II. ÒÈÏ ÏÎÄËÎÆÊÈ ÍÅ ÎÊÀÇÛÂÀÅÒ
ÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÎÃÎ ÂËÈßÍÈß ÍÀ ÕÀÐÀÊÒÅÐ ÐÀÑ-
ÏËÀÑÒÛÂÀÍÈß ÊËÅÒÎÊ. © Þ. Ï. Ïåòðîâ, Ò. À. Êðû-
ëîâà, Í. Â. Öóïêèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, jpetrov@fromru.com.

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî â ëèòåðàòóðå
èìååòñÿ äîñòàòî÷íî ìíîãî äàííûõ, óêàçûâàþùèõ íà çà-
âèñèìîñòü ôîðìû êëåòîê îò òèïà ïîäëîæêè, ìû ðàññ÷è-
òûâàëè îáíàðóæèòü íà óðîâíå ïîïóëÿöèè ãðóïïû êëåòîê
ñ ïðåîáëàäàíèåì òîé èëè èíîé ôîðìû. Ïîëàãàÿ, ÷òî ôîð-
ìà è ðàçìåð (area) êëåòêè òåñíî ñâÿçàíû, áûëè èññëåäî-
âàíû ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê ñ ðàçíîé area (èëè perimeter) â
çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè èõ ðàñïëàñòàííîñòè ïðè ðàçëè÷-
íûõ óñëîâèÿõ (ïëàñòèê, ìàòðèãåëü, ÂÊÌ, êîíäèöèîíèðî-
âàííàÿ ñðåäà). Î ñòåïåíè ðàñïëàñòàííîñòè ñóäèëè ïî
ïðåäëîæåííîìó íàìè êîýôôèöèåíòó ðàñïëàñòûâàíèÿ
(ñîîòíîøåíèå ðàäèóñîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè èçìåðåíèè pe-
rimeter è area êëåòêè). Èññëåäóÿ áîëüøèå âûáîðêè (äî
1—2 òûñ. êëåòîê íà òî÷êó), ìû íå âûÿâèëè îæèäàåìîé
êëàñòåðíîñòè íè â îäíîì ñëó÷àå. Îäíàêî áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî âçàèìîñâÿçü ðàçìåðà êëåòêè ñî ñòåïåíüþ åå
ðàñïëàñòàííîñòè îïèñûâàåòñÿ îäíîé è òîé æå ëèíåéíîé
çàâèñèìîñòüþ, êîòîðàÿ äåòåðìèíèðîâàíà òèïîì êëåòîê è
íå çàâèñèò îò óñëîâèé, â êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ êëåòêè, ò. å.
ìû íå îáíàðóæèëè êà÷åñòâåííûõ ðàçëè÷èé â ðàñïëàñòû-
âàíèè êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ñóáñòðàòà. Ïðè ýòîì áûëè
âûÿâëåíû êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ — òèï ïîäëîæêè
âëèÿë íà ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ. Íàïðèìåð, îäíè è òå
æå êëåòêè íà ìàòðèãåëå ðàñïëàñòûâàþòñÿ áûñòðåå, ÷åì
íà ïëàñòèêå, íî è â îáîèõ ñëó÷àÿõ íå èçìåíÿåòñÿ ëèíåé-
íûé õàðàêòåð âçàèìîñâÿçè ìåæäó ðàçìåðîì êëåòêè è êî-
ýôôèöèåíòîì ðàñïëàñòàííîñòè, ïðèñóùèé äàííîìó òèïó
êëåòîê. Ïîâëèÿòü íà ñêîðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê
ìîæíî, îäíàêî, íå òîëüêî ïîäëîæêîé, íî è, íàïðèìåð,
èçìåíåíèåì êîíöåíòðàöèè êëåòîê ïðè ïîñåâå. Óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðè ïîñåâå ñïîñîáñòâóåò óñêîðå-
íèþ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê. Çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà
ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê îêàçûâàþò óñëîâèÿ
ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì äëÿ îäíî-
ãî è òîãî æå òèïà êëåòîê óïîìèíàåìàÿ âûøå õàðàêòåðíàÿ
äëÿ ýòèõ êëåòîê ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ñîõðàíÿåòñÿ.

ÐÀÑÏËÀÑÒÛÂÀÍÈÅ ÊÀÊ ÀÒÐÈÁÓÒ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÏÎ-
ÏÓËßÖÈÈ. III. ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÏÎËÈÌÅÐÈÇÀÖÈÈ È
ÊÐÈÒÈ×ÅÑÊÀß ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈß ÀÊÒÈÍÀ — ÎÑÍÎ-
ÂÀ ÌÅÕÀÍÈÇÌÀ ÐÀÑÏËÀÑÒÛÂÀÍÈß. © Þ. Ï. Ïåò-
ðîâ, Ò. À. Êðûëîâà, Â. Ï. Ïåðøèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, jpetrov@fromru.com.

Ïðèðîäíàÿ îñîáåííîñòü àêòèíà îäíîâðåìåííî è ïî-
ëèìåðèçîâàòüñÿ, è äèññîöèèðîâàòü ïîçâîëÿåò êëåòêå íå
òîëüêî äâèãàòüñÿ, íî è ðàñïëàñòûâàòüñÿ. Êàê áûëî ñêàçà-
íî â ïðåäûäóùèõ íàøèõ òåçèñàõ (ñì. âûøå), êëåòêè ëþ-
áîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè èìåþò ñâîé ñïåöèôè÷åñêèé
òèï ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî îí â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü äåòåðìèíèðóåòñÿ ñïåöèôèêîé ñáîðêè è ðàçáîðêè
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ó äàííîãî òèïà êëåòîê. Îäíàêî ó
àêòèíà åñòü åùå îäíî ñâîéñòâî. Òîëüêî ïðè äîñòèæåíèè
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íåêîòîðîé êîíöåíòðàöèè (êðèòè÷åñêîé) ãëîáóëÿðíûé àê-
òèí íà÷èíàåò ïîëèìåðèçîâàòüñÿ. Ìîæíî ïîêàçàòü, ÷òî
ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà ïðî-
èñõîäèò ïîñòåïåííîå, íî ëèíåéíîå óâåëè÷åíèå âÿçêîñòè
ðàñòâîðà. Âÿçêîñòü ðàñòâîðà, õàðàêòåðèçóþùàÿ ñòåïåíü
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà íà steady state, òàêæå óâåëè÷èâà-
åòñÿ ëèíåéíî â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ìîíîìåð-
íîãî àêòèíà. Ïîñêîëüêó îáå ëèíåéíûå çàâèñèìîñòè èìå-
þò ðàçíûå óãëû íàêëîíà, ìåñòî èõ ïåðåñå÷åíèÿ (êðèòè÷å-
ñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ àêòèíà) ãîâîðèò î ðåçêîì ïåðåõîäå
îäíîãî ïðîöåññà â äðóãîé. Íàäî ïîëàãàòü, ÷òî ýòîò ïðî-
öåññ èìååò ìåñòî è â êëåòêàõ. Çíà÷èò, äîëæåí ñóùåñòâî-
âàòü åãî ôåíîìåíîëîãè÷åñêèé ýêâèâàëåíò, ñâÿçàííûé, â
÷àñòíîñòè, ñ êëåòî÷íûì ðàñïëàñòûâàíèåì. Ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîãäà
ôîðìà êëåòîê áëèçêà ê êðóãó, îíè áûâàþò äâóõ òèïîâ —
êðóãëûå ìåëêèå è êðóãëûå áîëüøèå. Íà óðîâíå êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè òàêàÿ êëàñòåðíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ îò÷åò-
ëèâî. Îíà îäíîçíà÷íî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ïåðåõîä êëåòîê
îò îäíîãî ñîñòîÿíèÿ (ìåëêèå) ê äðóãîìó (áîëüøèå) î÷åíü
áûñòðûé, ò. å. âñå ïðîìåæóòî÷íûå ôîðìû íåóñòîé÷èâû.
Ìû ïîëàãàåì, ÷òî òàêîé ïåðåõîä êëåòîê îò îäíîãî ñîñòî-
ÿíèÿ ê äðóãîìó êàê ðàç è äåòåðìèíèðóåòñÿ «ïåðåêëþ÷à-
òåëåì», â îñíîâå êîòîðîãî äîëæåí ëåæàòü ôåíîìåí êðè-
òè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè àêòèíà.

ÁÛÑÒÐÛÅ ÏÅÐÅÑÒÐÎÉÊÈ ÑÈÑÒÅÌÛ ÀÊÒÈÍÎÂÛÕ
ÌÈÊÐÎÔÈËÀÌÅÍÒÎÂ Â ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒ-
ÊÀÕ, ÏÎÄÂÅÐÃÍÓÒÛÕ ÄÅÉÑÒÂÈÞ ÁÈÎËÎÃÈ×Å-
ÑÊÈ ÀÊÒÈÂÍÛÕ ÌÎËÅÊÓË. © Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pinaev@mail.cyt-
spb.rssi.ru.

Ìíîãî÷èñëåííûìè èññëåäîâàíèÿìè ïîêàçàíî, ÷òî
áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ðîñòîâûå ôàêòîðû è ðÿä
äðóãèõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ìîëåêóë, âçàèìîäåéñò-
âóÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè àäãåçèâíûõ êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê, îáðàçóþò ëèãàíä-ðåöåïòîðíûå êîìï-
ëåêñû, ñ êîòîðûìè ñâÿçûâàþòñÿ öèòîñêåëåòíûå áåëêè, è
ôîðìèðóþò àêòèíñîäåðæàùèå ñòðóêòóðû. Äåéñòâóþùèå
íà êëåòêè â êóëüòóðå áåëêè è ïåïòèäû ìîãóò íàõîäèòüñÿ
â ñðåäå â ðàñòâîðåííîì ñîñòîÿíèè èëè áûòü èììîáèëè-
çîâàííûìè íà ñóáñòðàòå, íà êîòîðîì ðàñòóò êëåòêè.
Íàøè ìíîãîëåòíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî õàðàêòåð
ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ôîðìèðóåìîãî àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè íîðìàëüíûõ è
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê íà èììîáèëèçîâàííûõ áåë-
êàõ ñïåöèôè÷åí äëÿ êàæäîãî òèïà ëèãàíäà. Ïðè äåéñòâèè
íà êëåòêè ñ ðàçâèòûì öèòîñêåëåòîì ðàñòâîðåííûõ â ñðå-
äå áðàäèêèíèíà, ëèçîôîñôàòèäèëîâîé êèñëîòû è ýïè-
äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, àêòèâèðóþùèõ ìàëûå
ÃÒÔàçû (Rho, Rac è Cdc42), ïðîèñõîäèò áûñòðàÿ (â òå÷å-
íèå 10 ìèí) ðàçáîðêà öèòîñêåëåòà ñ ïîñëåäóþùèì åãî
âîññòàíîâëåíèåì ÷åðåç 30 ìèí. Ïîäîáíàÿ áûñòðàÿ ðåîð-
ãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íàáëþäàåòñÿ òàêæå
ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè êîíêàíàâàëèíà, òðèõîñòàòèíà,
TNFá è ðÿäà äðóãèõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ìîëåêóë.
Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ïðè äåéñòâèè äëèòåëüíîãî ñûâîðî-
òî÷íîãî ãîëîäàíèÿ â êëåòêàõ ïðîèñõîäèò ðàçáîðêà ñôîð-
ìèðîâàííîãî öèòîñêåëåòà, òå æå ðàñòâîðåííûå ìîëåêó-
ëû, íàïðîòèâ, âûçûâàþò âîññòàíîâëåíèå àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð. Â íåàäãåçèâíûõ êëåòêàõ, íàïðèìåð â ìàêðîôà-
ãàõ, ïîä äåéñòâèåì àêòèâèðóþùèõ ìîëåêóë òàêæå ïðîèñ-
õîäèò ôîðìèðîâàíèå ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà. Ïðåäñòàâëÿ-

þò èíòåðåñ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî äåé-
ñòâèå îäíèõ è òåõ æå ìîëåêóë íà ðåîðãàíèçàöèþ öèòî-
ñêåëåòà çàâèñèò îò òîãî, íàõîäÿòñÿ îíè ïðè âçàèìîäåéñò-
âèè ñ êëåòêàìè â ðàñòâîðåííîì ñîñòîÿíèè èëè èììîáè-
ëèçîâàíû íà ñóáñòðàòå. Â ïåðâîì ñëó÷àå îíè âûçûâàþò
îáðàòèìóþ ðàçáîðêó ñèñòåìû ìèêðîôèëàìåíòîâ. Âî âòî-
ðîì ñëó÷àå îíè ñïîñîáñòâóþò ôîðìèðîâàíèþ ñïåöèôè÷-
íûõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð. Îñîáåííîñòè õàðàêòåðà äåéñò-
âèÿ íà êëåòêè îäíèõ è òåõ æå ðàñòâîðåííûõ è èììîáèëè-
çîâàííûõ ëèãàíäîâ îïðåäåëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ðàçëè÷èåì
èõ êîíôîðìàöèè. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ áûñòðîé ðåîðãà-
íèçàöèè öèòîñêåëåòà ïîä âëèÿíèåì ðàñòâîðåííûõ ëèãàí-
äîâ àêòèâíîå ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè íîâûõ ñòðóêòóð
ïðèíèìàþò â-àêòèí è Arp2/3, êîòîðûå â 1-å ìèí ïîñëå
âíåñåíèÿ ëèãàíäà â ñðåäó êîíöåíòðèðóþòñÿ íà ïåðèôå-
ðèè êëåòêè ïîä ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è â ðàôôëàõ.
Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðèâîäèò ê ñëåäóþ-
ùèì çàêëþ÷åíèÿì. Äåéñòâèå ëþáûõ âíåøíèõ áèîëîãè-
÷åñêè àêòèâíûõ ìîëåêóë, ðåãóëèðóþùèõ ïîâåäåíèå êëå-
òîê â êóëüòóðå, ñîïðîâîæäàåòñÿ áûñòðîé ðåîðãàíèçàöèåé
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Èììîáèëèçîâàííûå ëèãàíäû
èëè âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, íà êîòîðûõ ðàñïëàñòûâàþò-
ñÿ êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè, èãðàþò îïðåäåëÿþùóþ ðîëü
â õàðàêòåðå ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ñèñòåìû àê-
òèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ìíîãèå àê-
òèíñâÿçûâàþùèå áåëêè ïîìèìî ó÷àñòèÿ â îðãàíèçàöèè
ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà èñïîëíÿþò ðîëü ìàòðèö, íà êîòî-
ðûõ ñîáèðàþòñÿ ìîëåêóëû ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áûñòðûå ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà
ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ ëèãàíäîâ ïðèâîäÿò ê ïåðåïðî-
ãðàììèðîâàíèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì.
Îïðåäåëåíèå ñîñòàâà áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñâÿçàííûõ
ñî ñòðóêòóðàìè öèòîñêåëåòà, ôîðìèðóþùèõñÿ â êëåòêàõ
ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ ëèãàíäîâ, äàñò âîçìîæíîñòü ïðî-
âåðèòü ñïðàâåäëèâîñòü âûñêàçàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 03-04-48251), è ïî ïðîãðàììå ïîä-
äåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ (ÍØ-1244.2003.4).

ÎÊÈÑËÈÒÅËÜÍÛÉ ÑÒÐÅÑÑ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÏÅÐÂÈ×-
ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÏÎ×ÊÈ ÏÐÈ ÈØÅÌÈÈ/ÐÅÎÊÑÈÃÅ-
ÍÀÖÈÈ. © Å. Þ. Ïëîòíèêîâ, À. Ê. Âàñèëüåâà, Ä. Á. Çî-
ðîâ. ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Âîçäåéñòâèå íà êëåòêè ãèïîêñèè è ïîñëåäóþùåé ðå-
îêñèãåíàöèè ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì ñòðåññîðíûì ôàêòîðîì
ïðè òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ, îáðàçîâàíèè òðîìáîâ, à
òàêæå ïðè ñèëüíî âûðàæåííîé àðòåðèàëüíîé ãèïîòåí-
çèè. Òàêîå ÷åðåäîâàíèå ãèïîêñèè è ðåîêñèãåíàöèè ïðè-
âîäèò ê ñîñòîÿíèþ «îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà», êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ ñèëüíî âûðàæåííûì è â çíà÷èòåëüíîé ìåðå íå-
îáðàòèìûì äåñòðóêòèâíûì ïðîöåññîì, îãðàíè÷èâàÿ, òà-
êèì îáðàçîì, ñòðàòåãèþ âìåøàòåëüñòâà â æèçíåäåÿòåëü-
íîñòü îðãàíà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ
èññëåäîâàëè íà ìîäåëè èøåìèè/ðåîêñèãåíàöèè ïåðâè÷-
íîé ñìåøàííîé êóëüòóðû ïî÷êè êðûñ, ïîñêîëüêó îñòðàÿ
ïî÷å÷íàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü, ñïðîâîöèðîâàííàÿ èøåìèåé,
à òàêæå íåîáõîäèìîñòü õèðóðãè÷åñêèõ âìåøàòåëüñòâ äå-
ëàþò ÷ðåçâû÷àéíî âîñòðåáîâàííûì èçó÷åíèå ìåõàíèç-
ìîâ îêèñëèòåëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ è ñòðàòåãèé çàùèòû îò
íåãî ïðèìåíèòåëüíî èìåííî ê ïî÷å÷íîé òêàíè. Áûëî îá-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 789



íàðóæåíî, ÷òî âîçäåéñòâèå íà êëåòêè òîëüêî ãèïîêñèè
(äî 24 ÷) ñ ïîñëåäóþùåé ðåîêñèãåíàöèåé íå ïðèâîäèò ê
ñóùåñòâåííîé ãèáåëè êëåòîê, òîãäà êàê ñî÷åòàíèå ãèïîê-
ñèè (24 ÷) ñ ëèøåíèåì êëåòîê ïèòàòåëüíûõ ñóáñòðàòîâ
(èøåìèÿ) ïðèâîäèò ê ãèáåëè â õîäå äàëüíåéøåé ðåîêñè-
ãåíàöèè äî 50—60 % êëåòîê. Èññëåäîâàíèå êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ îêðàñêè 2,7-DCF-çîíäîì íà àêòèâíûå ôîðìû
êèñëîðîäà (ÀÔÊ) è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè âûÿâèëî
âñïûøêó ÀÔÊ, ïðîèñõîäÿùóþ â êëåòêàõ íåïîñðåäñòâåí-
íî ïîñëå èøåìèè è çàòóõàþùóþ ê 60 ìèí ðåîêñèãåíàöèè
â îñíîâíîé ìàññå êëåòîê. Ïðè ýòîì îñîáåííî âàæíûì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ èçìåíåíèå ñòðóêòóðû ìèòîõîíäðèàëüíîé
ñåòè â êëåòêàõ, ãåíåðàöèè â êëåòêàõ, ïîäâåðãøèõñÿ èøå-
ìèè/ðåîêñèãåíàöèè. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîñëå
îêðàñêè ìèòîõîíäðèàëüíûì êðàñèòåëåì TMRE ïîêàçàëà,
÷òî âî ìíîãèõ êëåòêàõ ñåòü ìèòîõîíäðèé ðàñïàäàåòñÿ íà
ìåëêèå ôðàãìåíòû, ñîõðàíÿþùèå ìåìáðàííûé ïîòåíöè-
àë. Ýòà ôðàãìåíòàöèÿ âûðàæåíà ïðåèìóùåñòâåííî â
êëåòêàõ, äëèòåëüíî è àêòèâíî ïðîäóöèðóþùèõ ÀÔÊ â
õîäå ðåîêñèãåíàöèè. Êîëîêîëèçàöèÿ êðàñèòåëåé DCF è
TMRE óêàçûâàåò íà ïðåèìóùåñòâåííóþ ãåíåðàöèþ ÀÔÊ
â ìèòîõîíäðèÿõ, îñîáåííî âî ôðàãìåíòèðîâàííîì õîíä-
ðèîìå. Îêàçàëîñü òàêæå, ÷òî êëåòêè ïî÷êè, ïîäâåðãøèå-
ñÿ èøåìèè/ðåîêñèãåíàöèè, íà÷èíàþò áîëåå àêòèâíî ãå-
íåðèðîâàòü îêñèä àçîòà. Ïðè÷åì ïðè äâîéíîì îêðàøèâà-
íèè TMRE è çîíäîì íà îêñèä àçîòà DAF-2 âûÿâëåíî, ÷òî
ïðîäóêöèÿ NO àññîöèèðîâàíà òàêæå ñ ìèòîõîíäðèÿìè.
Íà÷àòî èññëåäîâàíèå ïîòåíöèàëüíûõ ñïîñîáîâ çàùèòû
êóëüòóðû êëåòîê ïî÷êè îò ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ
èøåìèè/ðåîêñèãåíàöèè. Èññëåäîâàëè ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêîå ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå õëîðèäîì ëèòèÿ è èíñóëè-
íîì. Ýòè àãåíòû ïîäàâëÿþò îòêðûòèå íåñïåöèôè÷åñêîé
ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû ÷åðåç èíàêòèâàöèþ êèíàçû
GSK-3b. Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ îáðàáîòêà êëåòîê õëîðè-
äîì ëèòèÿ èëè èíñóëèíîì ïåðåä èøåìèåé ïðåäîòâðàùà-
ëà ôðàãìåíòàöèþ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ðåòèêóëóìà. Îä-
íàêî ýòè ðåçóëüòàòû òðåáóþò äàëüíåéøåãî ïîäòâåðæäå-
íèÿ, ïîñêîëüêó â ðÿäå ñëó÷àåâ ïðåäîáðàáîòêà õëîðèäîì
ëèòèÿ èëè èíñóëèíîì ñíèæàëà ãåíåðàöèþ ÀÔÊ âî âðåìÿ
ðåîêñèãåíàöèè, íî íå ïðåäîòâðàùàëà ôðàãìåíòàöèþ. Òà-
êèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè áûëî ïîêàçàíî
íàðóøåíèå ðàáîòû ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïïàðàòà êëåòîê
ïî÷êè ïðè èøåìèè/ðåïåðôóçèè, â òîì ÷èñëå ôðàãìåíòà-
öèÿ ìèòîõîíäðèé. Îáíàðóæåíî óñèëåíèå ïðîäóêöèè
ÀÔÊ è NO â êëåòêàõ ïî÷êè, ïîäâåðãøåéñÿ èøåìèè/ðå-
ïåðôóçèè. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî ìèòîõîíäðèàëüíîå ïðî-
èñõîæäåíèå ÀÔÊ è NO. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò öåíò-
ðàëüíóþ ðîëü ìèòîõîíäðèé â ìåõàíèçìàõ ðàçâèòèÿ îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà â óñëîâèÿõ èøåìèè. Î÷åâèäíî,
èìåííî ìèòîõîíäðèè ìîãóò ñëóæèòü ìèøåíÿìè ôàðìà-
êîëîãè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåãà-
òèâíûõ ïîñëåäñòâèé èøåìèè è ñíèæåíèÿ äåñòðóêòèâíî-
ãî âëèÿíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ìîãóò ÿâèòüñÿ îñíîâîé äëÿ äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè
ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, ñïîñîáíûõ óìåíüøàòü
èëè ïðåäîòâðàùàòü ïàòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïðè îñò-
ðîé ïî÷å÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè èëè îïåðàòèâíûõ âìåøà-
òåëüñòâàõ.

ÑÐÀÂÍÅÍÈÅ ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈÈ ÊÀËÈß È ÍÀÒÐÈß Â
ÌÛØÅ×ÍÎÉ ÊËÅÒÊÅ ÑÅÐÄÖÀ Â ÒÊÀÍÈ È ÏÅÐÂÈ×-
ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Ì. À. Ïîãîðåëîâà,1, 2 À. Ì. Àêñèðîâ,1

À. Ã. Ïîãîðåëîâ.1, 3 1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Pogore-

lov@iteb.ru, 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è 3 Ôàêóëüòåò áèîôèçèêè è
áèîìåäèöèíû Ïóùèíñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñè-
òåòà.

Êóëüòèâèðóåìàÿ êëåòêà ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé ìî-
äåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ïðÿìîãî äåéñòâèÿ ëåêàðñòâ è áèîëî-
ãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ íà êëåòî÷íóþ ôóíêöèþ. Îä-
íàêî âîçíèêàåò âîïðîñ î ñîîòâåòñòâèè íîðìàëüíîé ôè-
çèîëîãèè êëåòêè åå ñîñòîÿíèþ â êóëüòóðå. Äàííàÿ ïðîá-
ëåìà ñâÿçàíà ñ òåì, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè êóëüòóð è èõ ïîä-
äåðæàíèè èñêëþ÷àåòñÿ åñòåñòâåííûé íåéðîãóìîðàëüíûé
êîíòðîëü, ÷òî âûçûâàåò íåêîíòðîëèðóåìîå èçìåíåíèå
êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà. Íàïðèìåð, äëÿ ãåïàòîöèòà (War-
ley et al. In: Science of biological specimen preparation.
1986, Chicago) è íåéðîíà (Pogorelov et al. Scanning Mic-
rosc., 1994, 8: 101—108) ïîêàçàíî, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ
îñíîâíûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ êàòèîíîâ (K+ è Na+) â êó-
ëüòóðå îòëè÷àåòñÿ îò èõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ â
òêàíè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûë ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç êîíöåíòðàöèè êàëèÿ â öèòîïëàçìå êàðäèîìèîöè-
òà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå è â òêàíè ñåðäöà. Êîíöåíòðà-
öèþ êàëèÿ â ìûøå÷íîé êëåòêå ñåðäöà êðûñû Wistar
îïðåäåëÿëè íà ñðåçàõ òîëùèíîé 2 ìêì ýëåêòðîííî-çîí-
äîâûì ìèêðîàíàëèçîì (Pogorelov et al. J. Microsc., 1991,
12: 24—38). Ïðè ïîäãîòîâêå îáðàçöîâ èñïîëüçîâàëè íèç-
êîòåìïåðàòóðíóþ ôèêñàöèþ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåðâè÷íàÿ
êóëüòóðà êàðäèîìèîöèòîâ ñîäåðæèò òðè òèïà êëåòîê,
ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî êîíöåíòðàöèè ýëåìåíòîâ, ôîðìå è
ðàçìåðó. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ðàçëè÷èå â Na/K-áàëàíñå ó
ðàçíûõ òèïîâ ìèîöèòîâ îáóñëîâëåíî íàðóøåíèåì êëå-
òî÷íîé ìåìáðàíû ïðè äåçèíòåãðàöèè ñåðäå÷íîé òêàíè âî
âðåìÿ ìåòîäèêè âûäåëåíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Êëåòêè
ïðÿìîóãîëüíîé ôîðìû, êîòîðûå ïðè ýëåêòðîôèçèîëîãè-
÷åñêèõ èçìåðåíèÿõ êëàññèôèöèðîâàíû êàê «íîðìàëü-
íûå», ïîêàçûâàþò ñîäåðæàíèå êàëèÿ, áëèçêîå ïî âåëè÷è-
íå ê âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ýëåìåíòà â òêàíè.
Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîííî-çîíäîâîãî àíàëèçà ïîçâîëÿþò
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ êàëèÿ ÿâëÿåòñÿ ïàðàìåòðîì, êîòîðûé íàèáîëåå áû-
ñòðî ðåàãèðóåò íà èçìåíåíèå ñòàòóñà êëåòêè. Ïîïóëÿöèÿ
êëåòîê â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êàðäèîìèîöèòîâ íåîäíî-
ðîäíà. Òîëüêî ïðÿìîóãîëüíûå êëåòêè ìîãóò áûòü àäåê-
âàòíîé ìîäåëüþ èíòàêòíîãî ñîñòîÿíèÿ ïî êðèòåðèþ öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîãî Na/K-áàëàíñà. Ïðè ðàáîòå ñ êóëüòó-
ðîé ñëåäóåò ó÷èòûâàòü âîçìîæíîñòü òðàíñôîðìàöèè
êëåòêè, îáóñëîâëåííîé íåñîîòâåòñòâèåì êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû òîé ïðèðîäíîé íèøå, â êîòîðîé êëåòêà ðàçâèâàåò-
ñÿ è ôóíêöèîíèðóåò â óñëîâèÿõ òêàíè.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÎÂ ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÖÈÒÎÊÈÍÎÂ Â
ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÊÓËÜÒÓÐÀÕ Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÈÕ ÏÀÑ-
ÑÈÐÎÂÀÍÈß. © Ð. ß. Ïîä÷åðíÿåâà,1 Ã. À. Äàíëûáàåâà,1

È. Ì. Ñóðãó÷åâà,2 Ì. Â. Ìåçåíöåâà.2 1 ÃÓ ÍÈÈ âèðóñîëî-
ãèè ÐÀÌÍ, cells@rambler.ru, è 2 ÃÓ ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè
è ìèêðîáèîëîãèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ öèòîêèíîâ â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ïðè äëèòåëü-
íîì ïàññèðîâàíèè. Ìû èññëåäîâàëè äèïëîèäíûå êëåòêè
ëåãêîãî ÷åëîâåêà (ËÝ×) è ïåðåâèâàåìûå êëåòî÷íûå ëè-
íèè A549 (êëåòêè ëåãêîãî ÷åëîâåêà), L41 (êëåòêè êîñòíîãî
ìîçãà, âûäåëåííûå îò áîëüíîãî ëåéêåìèåé, êëîí J96),
HeLa (êëåòêè, âûäåëåííûå îò áîëüíîé ðàêîì øåéêè ìàò-
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êè), ÌÄÑÊ (ïî÷êè ñîáàêè) è L929 (ôèáðîáëàñòû ìûøè)
ïîñëå 1-ãî è 10-ãî ïàññàæåé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ýòèõ ëè-
íèÿõ êëåòîê â äèíàìèêå îïðåäåëÿëè ìÐÍÊ 11 öèòîêèíîâ
(ÈÔÍ-á, ÈÔÍ-ã, ÔÍÎ-á, ÈË-1â, ÈË-2, ÈË-4, ÈË-6,
ÈË-8, ÈË-10, ÈË-12 è ÈË-18). Èçâåñòíî, ÷òî â îòëè÷èå
îò ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé äèïëîèäíûå êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ ïðåòåðïåâàþò
îãðàíè÷åííîå ÷èñëî êëåòî÷íûõ äåëåíèé, ïåðåä òåì êàê
ïåðåõîäÿò â íå÷óâñòâèòåëüíîå íåïðîëèôåðèðóþùåå ñî-
ñòîÿíèå. Îíè èìåþò îãðàíè÷åííóþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü
æèçíè è íå ðàñòóò ïîñëå îïðåäåëåííîãî ÷èñëà ïàññàæåé,
ïðåêðàùàÿ äåëèòüñÿ, è â êîíöå êîíöîâ ïîãèáàþò. Â òå÷å-
íèå ïðîöåññà «ñòàðåíèÿ» ýòè êëåòêè ïðåòåðïåâàþò êàê
êîëè÷åñòâåííûå, òàê è êà÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ. Íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê ËÝ× 1-ãî ïàññàæà ïî-
ñëå 15 ïîñëåäóþùèõ ïàññàæåé ó íèõ íàáëþäàëîñü óãíå-
òåíèå ñèíòåçà ÈË-8, à ïîñëå 23 ïàññàæåé óãíåòàëñÿ ñèí-
òåç ÈË-10 è ÈË-18. Ïîìèìî äèïëîèäíûõ êëåòîê íàìè
èçó÷åí ðÿä ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, â òîì ÷èñëå
êëåòêè ëåãêîãî ÷åëîâåêà A549 äî è ïîñëå 10 ïàññàæåé. Ïå-
ðåâèâàåìàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ëåãêîãî ÷åëîâåêà (A549) 1-ãî
ïàññàæà ïðîäóöèðîâàëà ïî÷òè âñå èíòåðëåéêèíû, çà èñê-
ëþ÷åíèåì ÈÔÍ-ã, ÈË-10 è ÈË-12. Ïîñëå 10 ïàññàæåé
ýòîé ëèíèè íàáëþäàëîñü óãíåòåíèå ñèíòåçà ÈÔÍ-ã,
ÈË-4, ÈË-8, ÈË-18 è ÔÍÎ. Òàêèì îáðàçîì, îòìå÷åíî
ðàçëè÷èå â ýêñïðåññèè ãåíîâ öèòîêèíîâ íà ðàçíûõ ñòàäè-
ÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ëèíèè. Òàê,
ïðè ïàññèðîâàíèè êëåòîê L41 óãíåòàëñÿ ñèíòåç ìÐÍÊ àí-
òèâîñïàëèòåëüíîãî öèòîêèíà ÈË-4, íî àêòèâèðîâàëèñü
ìÐÍÊ ÈË-1â, ÈË-8 è ÈË-18, ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè
ìàêðîôàãàëüíîãî òèïà. Îñîáåííî çàìåòíî èçìåíÿëñÿ öè-
òîêèíîâûé ïðîôèëü â êóëüòóðå êëåòîê ÌÄÑÊ ïîñëå
10-ãî ïàññàæà, â òîì ÷èñëå íå îáíàðóæèâàëîñü êîíñòèòó-
èòèâíî âûðàáàòûâàåìûõ ìÐÍÊ ÈË-8, ÈË-10, ÈË-12 è
ÈË-18, êîòîðûå îòâåòñòâåííû òàêæå è çà ïðîöåññû àïîï-
òîçà. Ïðè äëèòåëüíîì ïàññèðîâàíèè êëåòîê L929 áûëà äî-
ïîëíèòåëüíî îòìå÷åíà ýêñïðåññèÿ ãåíà ïðîâîñïàëèòåëü-
íîãî öèòîêèíà ÈË-6. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëü-
ñòâóþò îá èçìåíåíèè ïðîäóêöèè öèòîêèíîâ â êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ â çàâèñèìîñòè îò äëèòåëüíîñòè èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì îòìå÷åíî ñíèæåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ê ÈÔÍ-á è ÈÔÍ-ã ïðàêòè÷åñêè ó âñåõ êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ èçìå-
íåíèåì ïðîôèëÿ öèòîêèíîâ â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ.
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Áåëîê SURF-6 îòíîñèòñÿ ê îäíèì èç íàèìåíåå èçó-
÷åííûõ ìíîæåñòâåííûõ áåëêîâ ÿäðûøåê êëåòîê ìëåêî-
ïèòàþùèõ. Îí áûë îòêðûò â 1996 ã. êàê ïðîäóêò ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà Surf-6, ÿâëÿþùåãîñÿ îäíèì èç ÷ëåíîâ ëîêóñà
Surfeit â ãåíîìå ìûøè (Magoulas, Fried, 1996). Ó ìëåêî-
ïèòàþùèõ áåëîê SURF-6 îòíîñèòñÿ ê ýâîëþöèîííî-êîí-
ñåðâàòèâíûì áåëêàì «äîìàøíåãî õîçÿéñòâà», à â êëåòêàõ
ìûøè ëèíèè NIH/3T3, ïî-âèäèìîìó, ïðèíèìàåò ó÷àñòèå
â ïðîöåññèíãå ðèáîñîìíîé ÐÍÊ (ðÐÍÊ) è ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà (Ãóð÷åíêîâ è äð., 2005; Polzikov et al.,
2005). Îäíàêî ðîëü áåëêà SURF-6 â ìåòàáîëèçìå êëåòîê
âûñøèõ ýóêàðèîò äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ íåèçâåñòíîé. Äëÿ
îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ðàçðàáîòà-

ëè ìåòîäèêó ïîëó÷åíèÿ ëèíèè êëåòîê ìûøè NIH/3T3,
ñòàáèëüíî òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäîé, êîäèðóþùåé
ïîëíîðàçìåðíûé ãåí Surf-6 ìûøè, ñ èñïîëüçîâàíèåì
Tet-On-ñèñòåìû ýêñïðåññèè ãåíîâ â êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ (Clontech, ÑØÀ). Áûëè èñïîëü-
çîâàíû äâå ïëàçìèäíûå êîíñòðóêöèè. Ïåðâàÿ ïëàçìèäà
îáåñïå÷èâàëà óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê G418 (íåîìèöèíó) è
êîäèðîâàëà òðàíñêðèïöèîííûé òðàíñàêòèâàòîð áåëîê
rtTA (Urlinger et al., 2000), êîòîðûé, ñâÿçûâàÿñü â êëåòêå
ñ äîêñèöèêëèíîì, ñïîñîáåí àêòèâèðîâàòü äâóíàïðàâëåí-
íûé òåòðàöèêëèíçàâèñèìûé ýëåìåíò âòîðîé ïëàçìèäû,
pBI-SURF-6. Âòîðàÿ ïëàçìèäà pBI-SURF-6, ñîçäàííàÿ
íàìè â õîäå ðàáîòû, ñîäåðæàëà êÄÍÊ áåëêà SURF-6 è
ãåí çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà EGFP, à òàêæå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, îáåñïå÷èâàþùóþ óñòîé÷è-
âîñòü êëåòîê ê ïóðîìèöèíó. Ïîëó÷åíèå ëèíèè êëåòîê
NIH/3T3 ñ ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì SURF-6 ïðîèçâî-
äèëîñü â äâà ýòàïà. Ñíà÷àëà ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà äëÿ
òðàíñôåêöèé (Invitrogen, ÑØÀ) è 30-ñóòî÷íîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâè G418 áûëè ïîëó÷åíû êëåòêè,
ñòàáèëüíî òðàíñôèöèðîâàííûå ïëàçìèäîé, êîäèðóþùåé
rtTA. Çàòåì òàêèå êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëè âåêòîðîì
pBI-SURF-6 è êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
G418 è ïóðîìèöèí, â òå÷åíèå 30 ñóò. Â ðåçóëüòàòå áûëè
ïîëó÷åíû êëîíû êëåòîê NIH/3T3, íå÷óâñòâèòåëüíûå ê
äâóì ñåëåêòèâíûì àíòèáèîòèêàì, ïðèñóòñòâóþùèì â êó-
ëüòóðàëüíîé ñðåäå. Ïîä âîçäåéñòâèåì äîêñèöèêëèíà â
ýòèõ êëåòêàõ ïðîÿâëÿëàñü ýêñïðåññèÿ EGFP, ïðè÷åì äîëÿ
GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà áîëåå 90 % îò
âñåé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãå-
íîìíîé ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç ïîëó÷åííîé ñòàáèëüíîé ëè-
íèè êëåòîê, ïîäòâåðäèëà íàëè÷èå âñòðîåííîé â ãåíîì-
íóþ ÄÍÊ ïëàçìèäû pBI-SURF-6. Èììóíîáëîòèíã òî-
òàëüíûõ ëèçàòîâ òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê SURF-6 âûÿâèë ìíî-
ãîêðàòíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà íà 2-å ñóò ïîñëå
äîáàâëåíèÿ äîêñèöèêëèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, âû-
ðàùèâàåìûìè áåç èíäóêòîðà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê ïîêàçàë óâåëè÷åíèå
èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ÿäðûøåê àíòèòåëàìè ê áåë-
êó SURF-6, ïðè÷åì îáùèé õàðàêòåð ìå÷åíèÿ ÿäðûøåê
ñîâïàäàë ñ òàêîâûì ó êëåòîê, â êîòîðûõ ïðîèñõîäèò
ñâåðõýêñïðåññèÿ äðóãîãî ÿäðûøêîâîãî áåëêà — ôèáðèë-
ëàðèíà (Sheval et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, ôèáðîáëàñòû
ìûøè ëèíèè NIH/3T3 îêàçàëèñü àäåêâàòíîé ìîäåëüþ
äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ñèñòåìû «Tet-On» â êóëüòóðå êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ. Ñ èõ èñïîëüçîâàíèåì íàì óäàëîñü
âïåðâûå ïîëó÷èòü ëèíèþ ñòàáèëüíî òðàíñôèöèðîâàííûõ
êëåòîê, ïðèãîäíûõ äëÿ íàïðàâëåííîé ðåãóëÿöèè ñâåðõýê-
ñïðåññèè ãåíà áåëêà ÿäðûøêà SURF-6. Ïîëó÷åííóþ ëè-
íèþ â äàëüíåéøåì ïðåäïîëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü äëÿ èçó-
÷åíèÿ âëèÿíèÿ ïîâûøåííîãî ñîäåðæàíèÿ áåëêà SURF-6
íà ïðîëèôåðàòèâíûé ñòàòóñ êëåòîê, ïðîõîæäåíèå êëå-
òî÷íîãî öèêëà è ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ áèîãåíåçîì ðè-
áîñîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48391).
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Îáðàçîâàíèå ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, èõ äëè-
òåëüíîå ñóùåñòâîâàíèå âíå îðãàíèçìà ïðîèñõîäÿò ïî-
ñðåäñòâîì àäàïòàöèè êëåòî÷íîé ëèíèè ê èçìåíåííûì
óñëîâèÿì, êîòîðàÿ, â ÷àñòíîñòè, âûðàæàåòñÿ â îïðåäå-
ëåííûõ êîëè÷åñòâåííûõ è ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèÿõ êà-
ðèîòèïà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñîçäàåòñÿ ñáàëàíñèðîâàííàÿ
êàðèîòèïè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà, îáåñïå÷èâàþùàÿ îïòèìàëü-
íûé ãåííûé áàëàíñ â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè in vitro êàê
öåëîñòíîé ñèñòåìå. Ñáàëàíñèðîâàííàÿ êàðèîòèïè÷åñêàÿ
ñòðóêòóðà õàðàêòåðèçóåòñÿ îïðåäåëåííûì íàáîðîì ìàð-
êåðíûõ õðîìîñîì («ìàðêåðíûå») ëèíèè èëè ñîîòâåòñò-
âèåì êàðèîòèïó äîíîðà («áåçìàðêåðíûå») ëèíèè, âûðà-
æåííîé â áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè ÷àñòîòîé êëåòîê
ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ÷àñòîòàìè êëåòîê ñ äðó-
ãèìè ÷èñëàìè õðîìîñîì, îïðåäåëåííûìè ïðåäåëàìè èç-
ìåí÷èâîñòè ïî ÷èñëó õðîìîñîì. Êëåòêè ñ âûðàæåííûì
÷èñëîì õðîìîñîì èìåþò ïðåîáëàäàþùèé ñòðóêòóðíûé
âàðèàíò êàðèîòèïà (ÑÂÊ — ÷èñëî ãîìîëîãè÷íûõ õðîìî-
ñîì êàæäîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà) è äîïîëíèòåëüíûå
ÑÂÊ. Êëåòî÷íûå ëèíèè ÿâëÿþòñÿ äèíàìè÷íûìè ñèñòå-
ìàìè è, ëèøèâøèñü ìíîãîñòóïåí÷àòîãî îðãàíèçìåííîãî
êîíòðîëÿ, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîäâåðæåíû âëèÿíèþ
âíåøíèõ ôàêòîðîâ. Ïåðâîïðè÷èíîé âñåõ íàáëþäàåìûõ
êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé, áåçóñëîâíî, ÿâëÿþòñÿ ðàç-
ëè÷íûå èçìåíåíèÿ â êëåòî÷íîì ìåòàáîëèçìå, îáóñëîâ-
ëåííûå íàðóøåíèÿìè â ïðîâåäåíèè ñèãíàëîâ ñ ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê íà ÿäðî. Ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñóùåñò-
âåííûì ñâÿçàòü ñâîéñòâà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ñ
êàðèîòèïè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè êëåòîê. Ïåðñïåê-
òèâíûì ïîäõîäîì ê âûÿñíåíèþ âîçìîæíûõ êîíêðåòíûõ
ñâÿçåé ìåæäó ðåöåïòîðàìè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è êà-
ðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðîé ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå âëèÿ-
íèÿ ðàçíûõ ñóáñòðàòîâ, íà êîòîðûõ êóëüòèâèðóþòñÿ
êëåòêè, íà êàðèîòèïè÷åñêóþ èçìåí÷èâîñòü êëåòî÷íûõ
ëèíèé. Êëåòêè ðàñòóò íà ñóáñòðàòå, ïîêðûòîì âíåêëåòî÷-
íûì ìàòðèêñîì, ñîñòîÿùèì èç ðàçíûõ áåëêîâ, ñèíòåçè-
ðóåìûõ ñàìèìè êëåòêàìè. Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì è ïî
òîìó âëèÿíèþ, êîòîðîå îíè îêàçûâàþò íà êëåòêè. Â ïðå-
äûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ áûë ïîêàçàí ðàçíûé õàðàêòåð
êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà
ëàìèíèíå äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïî÷êè êåíãóðîâîé êðû-
ñû, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ÷èñëó ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì
(ãèïîòðèïëîèä è ãèïîäèïëîèä). Â íàñòîÿùåì èññëåäîâà-
íèè ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç êàðèîòèïè÷åñêîé
èçìåí÷èâîñòè â ýòèõ ëèíèÿõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà
ôèáðîíåêòèíå. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëå-
òî÷íîé ëèíèè NBL-3-17 (ãèïîòðèïëîèä) íà ïîâåðõíîñòè,
ïîêðûòîé ôèáðîíåêòèíîì, â òå÷åíèå 1, 2, 4 è 8 ñóò ñóùå-
ñòâåííî èçìåíÿåòñÿ õàðàêòåð êîëè÷åñòâåííîé êàðèîòè-
ïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè
âàðèàíòàìè. Óñèëåíèå êîëè÷åñòâåííîé êàðèîòèïè÷åñêîé
ãåòåðîãåííîñòè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïðîèñõîäèò çà
ñ÷åò äîñòîâåðíîãî èçìåíåíèÿ îáùåãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëå-
òîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì, îáóñëîâëåííîãî äîñòîâåðíûì
ñíèæåíèåì ÷àñòîòû êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìî-
ñîì è äîñòîâåðíûì óâåëè÷åíèåì êëåòîê ñ ìåíüøèìè
÷èñëàìè õðîìîñîì. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ èíäèâèäóàëü-
íûõ õðîìîñîì ïîêàçàë, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà
ôèáðîíåêòèíå â òå÷åíèå 1—8 ñóò èìååò ìåñòî ñóùåñò-
âåííîå óâåëè÷åíèå òèïîâ äîïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ, ÷òî òàê-
æå ñâèäåòåëüñòâóåò îá óñèëåíèè êàðèîòèïè÷åñêîé ãåòå-

ðîãåííîñòè. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòî÷íîé ëèíèè
NBL-3-11 (ãèïîäèïëîèä) íà ïîâåðõíîñòè, ïîêðûòîé ôèá-
ðîíåêòèíîì, â òå÷åíèå 1—8 ñóò ñóùåñòâåííûõ èçìåíå-
íèé â õàðàêòåðå êîëè÷åñòâåííîé êàðèîòèïè÷åñêîé èç-
ìåí÷èâîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè âàðèàíòàìè
íå îáíàðóæåíî. Íàáëþäàåòñÿ òîëüêî íåáîëüøîå óâåëè-
÷åíèå êàðèîòèïè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòè íà 4-å è 8-å ñóò,
ñâÿçàííîå ñ óâåëè÷åíèåì òèïîâ äîïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèíèè NBL-3-17 íà ôèáðîíåêòèíå
â òå÷åíèå 1—8 ñóò ÷àñòîòà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé íå
îòëè÷àåòñÿ îò ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíòðîëåé, à â ëèíèè
NBL-3-11 ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ. Óâåëè÷åíèå ñî-
ñòàâëÿåò â ñðåäíåì 40 %. Ïðè÷èíà íàáëþäàåìûõ ðàçëè-
÷èé â õàðàêòåðå êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ìåæäó
êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè NBL-3-17 è NBL-3-11, âîçìîæíî,
ñîñòîèò â èçìåíåíèè ãåííîé ýêñïðåññèè, à èìåííî äîçû
íåêîòîðûõ ãåíîâ, òàê êàê ðåçóëüòàò ïîëèìåðàçíîé öåï-
íîé ðåàêöèè ñî ñëó÷àéíûìè ïðàéìåðàìè ñâèäåòåëüñòâó-
åò î ñõîäñòâå ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû ÄÍÊ â íèõ. Ñëåäîâà-
òåëüíî, ëèíèè ðàçëè÷àþòñÿ òîëüêî ÷èñëîì ãîìîëîãè÷-
íûõ õðîìîñîì (ãèïîòðèïëîèä è ãèïîäèïëîèä).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÊÎÍÒÀÌÈÍÀÖÈÈ ÏÎÑÒÎßÍÍÛÕ
ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÊÓËÜÒÓÐ ÌÅÒÎÄÎÌ ÝËÅÊÒÐÎÍÍÎÉ
ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈÈ. © À. Ï. Ïîíîìàðåâ, Á. Ë. Ìàíèí,
Â. Í. Ãåðàñèìîâ. ÔÃÓ Ôåäåðàëüíûé öåíòð îõðàíû çäî-
ðîâüÿ æèâîòíûõ. Âëàäèìèð.

Ïðè êðóïíîìàñøòàáíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïîñòîÿí-
íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ïðîèçâîä-
ñòâà ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèí, âûÿâëåíèå êîíòàìèíèðó-
þùèõ àãåíòîâ è èõ óñòðàíåíèå îñòàåòñÿ íàèáîëåå àêòó-
àëüíîé ïðîáëåìîé. Ê îäíîé èç ôîðì áàêòåðèàëüíîãî
çàãðÿçíåíèÿ êóëüòóð êëåòîê, íå âûçûâàþùåé áàíàëüíîãî
ïðîðîñòà, íî òðåáóþùåé ïðèñòàëüíîãî âíèìàíèÿ, îòíî-
ñÿòñÿ ìèêîïëàçìû. Ìíîãî÷èñëåííûìè èññëåäîâàíèÿìè
óñòàíîâëåíî, ÷òî îñíîâíûì èñòî÷íèêîì êîíòàìèíàöèè
ÿâëÿåòñÿ ñûâîðîòêà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ), èñ-
ïîëüçóåìàÿ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ â ïðîèçâîäñòâåííûõ
óñëîâèÿõ. Â çàäà÷ó íàñòîÿùèõ èññëåäîâàíèé âõîäèëî
âûÿâëåíèå êîíòàìèíèðóþùèõ àãåíòîâ â ñîäåðæèìîì
êîììåð÷åñêèõ ñåðèé ñûâîðîòîê, èñïîëüçóåìûõ äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê, êðîâè ÊÐÑ è â 12 êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
èç êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê íàøåãî öåíòðà ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìåòîäà ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ïðè çàêëàäêå
â ìóçåé äëÿ äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå
–196 °Ñ êóëüòóðû êëåòîê êîíòðîëèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè
ìåòîäàìè íà íàëè÷èå êîíòàìèíèðóþùèõ àãåíòîâ. Áëàãî-
äàðÿ òîìó ÷òî ìóçåéíûå êóëüòóðû êëåòîê ïîääåðæèâà-
þòñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåòàëüíûõ ñûâîðîòîê èçâåñòíûõ
ôèðì (Serva, Bioclot è äð.), êîíòàìèíàöèÿ â èõ ñîäåðæè-
ìîì âûÿâëÿåòñÿ ðåäêî. Ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ïåðâûé
ïàññàæ òàêæå ïðîâîäèòñÿ íà ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêå.
Ïîñëå òîãî êàê êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà íàáèðàåò íîðìàëü-
íûé ðèòì ïðîëèôåðàöèè, ôåòàëüíóþ ñûâîðîòêó çàìåíÿ-
þò ñûâîðîòêîé êðîâè ÊÐÑ. Ïðè ñíèæåíèè ïðîëèôåðàöèè
êëåòî÷íûõ êóëüòóð êîíòàìèíèðóþùèå àãåíòû, íàõîäÿ-
ùèåñÿ â ñûâîðîòêå êðîâè, àêòèâèçèðóþòñÿ, ÷òî ñîïðî-
âîæäàåòñÿ èõ àäãåçèåé íà ìåìáðàíå êëåòîê ñ ôîðìèðîâà-
íèåì êîëîíèé. Ìîðôîëîãè÷åñêè ýòî âûðàæàåòñÿ â óâåëè-
÷åíèè çåðíèñòîñòè êëåòîê, ìåæêëåòî÷íûå ïðîñòðàíñòâà
ïëîõî êîíòðàñòèðóþòñÿ, ïîÿâëÿþòñÿ âîëîêíèñòûå îáðà-
çîâàíèÿ. Ïîä ëþìèíåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì ýòî âûãëÿ-
äèò â âèäå çåðíèñòûõ ñêîïëåíèé çåëåíî-îðàíæåâîãî öâå-
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òà. Äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè èñïîëüçîâàëè îáðàçöû
ñûâîðîòîê êðîâè, êóëüòóðàëüíûå æèäêîñòè è ñîáñòâåííî
êëåòêè, ñíÿòûå ñî ñòåêëà. Ìåòîäèêà ïîäãîòîâêè îáðàç-
öîâ äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè èçëîæåíà ðàíåå â ðà-
áîòå Ïîíîìàðåâà è Ìèùåíêî (2005). Èññëåäîâàíèÿ â òå-
÷åíèå ðÿäà ëåò ñîäåðæèìîãî êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé è
ñûâîðîòîê êðîâè ïîêàçàëè ïðèñóòñòâèå íàðÿäó ñ êëåòêà-
ìè ìèêîïëàçì â îòäåëüíûõ îáðàçöàõ ïîâûøåííûõ êîí-
öåíòðàöèé àãåíòà, êîòîðûå ïåðâîíà÷àëüíî ìû îõàðàêòå-
ðèçîâàëè êàê âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû. Ìîðôîëîãè÷å-
ñêè âûÿâëÿåìûå ñòðóêòóðû áûëè ïðåäñòàâëåíû ñôåðè-
÷åñêèìè ÷àñòèöàìè äèàìåòðîì îò 20—30 äî 100—150 íì â
êîíöåíòðàöèè îò 106 äî 109 ÷àñòèö â 1 ìë. Äàííûå ñòðóê-
òóðû âûÿâëÿëèñü ïðåèìóùåñòâåííî â ñîäåðæèìîì êëå-
òî÷íûõ ëèíèé êîðîâüåãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Äëÿ áîëåå îá-
ñòîÿòåëüíîãî àíàëèçà äàííîãî ôåíîìåíà íàðÿäó ñ ñûâî-
ðîòêàìè áûëè èññëåäîâàíû îáðàçöû êðîâè. Óñòàíîâëåíî,
÷òî â êðîâè îò îòäåëüíûõ îñîáåé ÊÐÑ âûÿâëÿþòñÿ ñâîå-
îáðàçíûå êëåòêè, êîòîðûå ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíà-
êàì áûëè íàìè îòíåñåíû ê ìèêîïëàçìàì. Êëåòêè îòëè÷à-
ëèñü âûðàæåííûì ïëåîìîðôèçìîì: ñôåðû äèàìåòðîì îò
20 äî 100—150 íì, íèòè è ïàëî÷êè ðàçëè÷íîé ïðîòÿæåí-
íîñòè, ñòðóêòóðû ãàíòåëåâèäíîé ôîðìû, òîðû è äð. Ñôå-
ðè÷åñêèå ñòðóêòóðû äèàìåòðîì 50 íì è áîëåå èìåëè âû-
ðàæåííîå äâóõêîìïîíåíòíîå ñòðîåíèå: öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîå ÿäðî, îêðóæåííîå ìåìáðàíîé òîëùèíîé 15—20 íì.
Â ñòðóêòóðå êëåòîê ñ îò÷åòëèâî âûðàæåííûìè ïðèçíàêà-
ìè áèíàðíîãî äåëåíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêîå âåùåñòâî
ðàñïðåäåëÿëîñü ïî ïîëþñàì. Äèàìåòð ïàëî÷êîâèäíûõ
êëåòîê íà ñòàäèè, ïðåäøåñòâóþùåé äåëåíèþ, ñîñòàâëÿë
80 íì ïðè îáùåé äëèíå 280—320 íì. Â ñòðóêòóðå íèòåé
äèàìåòðîì 50—60 íì è äëèíîé äî 1 ìêì èíîãäà îò÷åòëè-
âî ïðîñìàòðèâàëàñü ôðàãìåíòàöèÿ âíóòðåííåãî ñîäåð-
æèìîãî êàê ñòàäèÿ, ïðåäøåñòâóþùàÿ ðàñïàäó íèòè íà
ýëåìåíòàðíûå òåëüöà. Ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì
äàííûé âèä ðàçìíîæåíèÿ òèïè÷åí äëÿ áîëüøèíñòâà ïðî-
êàðèîò. Íåîäíîêðàòíûå ïîïûòêè èäåíòèôèöèðîâàòü äàí-
íûé âèä ìèêðîîðãàíèçìîâ èç ñîäåðæèìîãî êðîâè è ñû-
âîðîòîê ÊÐÑ, à òàêæå èç êóëüòóð êëåòîê êîðîâüåãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ (MDBK, ïî÷êè òåëåíêà è äð.) ñ ïðèìåíåíèåì
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè íà èõ ïðèíàäëåæíîñòü ê
ñåìåéñòâó ìèêîïëàçì íå ïðèâåëè ê óñïåõó. Èç àíàëèçà
ëèòåðàòóðû ñëåäóåò, ÷òî â ñûâîðîòêå êðîâè òåëÿò ìîæåò
ïðèñóòñòâîâàòü íåäàâíî îòêðûòûé ïàòîãåí — íàíîáàêòå-
ðèè. Ýòîò âèä áàêòåðèé ñïåöèôè÷åí è êóëüòèâèðóåòñÿ â
êðîâè è ñûâîðîòêå ìëåêîïèòàþùèõ. Ñåãîäíÿ ýòî ìåëü-
÷àéøàÿ áàêòåðèàëüíàÿ ôîðìà, èçâåñòíàÿ íàóêå. Íàíîáàê-
òåðèè îòëè÷àþòñÿ ïëåîìîðôèçìîì, äèàìåòð ñôåðè÷å-
ñêèõ êëåòîê îò 20—30 äî 500 íì, ò. å. ïî ìîðôîëîãèè îíè
ñîîòâåòñòâóþò âûÿâëÿåìûì íàìè ñòðóêòóðàì. Èññëåäî-
âàòåëè ñ÷èòàþò, ÷òî íàíîáàêòåðèè îòíîñÿòñÿ ê îäíîìó èç
àãåíòîâ, êîíòàìèíèðóþùèõ êëåòî÷íûå êóëüòóðû (Folk,
1998; Áàðàííèê, 2002). Ñ÷èòàåì, ÷òî äàííàÿ ïðîáëåìà çà-
ñëóæèâàåò ñàìîãî ïðèñòàëüíîãî âíèìàíèÿ, îíà àêòèâíî
ðàçðàáàòûâàåòñÿ â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ.

ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß È ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÅ ÇÍÀ×Å-
ÍÈÅ ÃÅÍÎÂ, ÐÅÃÓËÈÐÓÅÌÛÕ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀÌÈ
ÃÈÑÒÎÍ-ÄÅÀÖÅÒÈËÀÇ, Â ÊËÅÒÊÀÕ, ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈ-
ÐÎÂÀÍÍÛÕ ÎÍÊÎÃÅÍÀÌÈ E1A è cHa-ras. © Â. À. Ïî-
ñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Îäíà èç ïðè÷èí ðåçèñòåíòíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê
ñâÿçàíà ñ äåôåêòàìè ðàáîòû íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ

êëåòî÷íîãî öèêëà (òóìîð-ñóïðåññîðîâ p53, pRb è äð.),
âûçâàííûõ ìóòàöèÿìè èëè èíàêòèâàöèåé âèðóñíûìè îí-
êîãåíàìè. Èíãèáèòîðû ãèñòîí-äåàöåòèëàçíîé àêòèâ-
íîñòè (ÈÃÄÀ) ñïîñîáíû ìîäóëèðîâàòü â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ ñ äåðåãóëèðîâàííûì êëåòî÷íûì öèêëîì òðàíñ-
êðèïöèþ äîñòàòî÷íî áîëüøîé ãðóïïû ãåíîâ, êîòîðûå ÿâ-
ëÿþòñÿ êàê ïîçèòèâíûìè, òàê è íåãàòèâíûìè ðåãóëÿòî-
ðàìè ïðîëèôåðàöèè, ÷òî ïðèâîäèò ê ñóïðåññèè ïðîëèôå-
ðàöèè, áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà èëè àïîïòîçó. Ïðîöåññ
îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè âêëþ÷àåò â ñåáÿ ðàçëè÷íûå
ôîðìû ðåìîäåëèíãà ñòðóêòóðû õðîìàòèíà, êîòîðûé ñâÿ-
çàí ñ îáðàòèìûìè ëîêàëüíûìè ïåðåõîäàìè åãî èç àêòèâ-
íîãî ñîñòîÿíèÿ â íåàêòèâíîå. Áàëàíñ ãèñòîí-àöåòèëàçíîé
(HAT) è ãèñòîí-äåàöåòèëàçíîé (HDAC) àêòèâíîñòè,
îïðåäåëÿþùèé ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíèÿ íóêëåîñîì-
íûõ ãèñòîíîâ è ñîîòâåòñòâåííî äîñòóïíîñòü õðîìàòèíà
äëÿ òðàíñêðèïöèè, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí èç îñíîâ-
íûõ ìåõàíèçìîâ ýïèãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ. Èíãèáè-
òîðû ãèñòîí-äåàöåòèëàç âëèÿþò íà áàëàíñ àêòèâíîñòè
HAT/HDAC è òåì ñàìûì ñïîñîáíû âèäîèçìåíÿòü ïàðà-
ìåòðû ýïèãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ÈÃÄÀ áóòèðàò íàòðèÿ
âûçûâàþò G1/S-áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèå
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê REF, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêî-
ãåíàìè E1A è cHa-ras. Àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå
ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîäàâëåíèåì ýêñïðåññèè ðÿäà ïîçèòèâ-
íûõ ðåãóëÿòîðîâ — öèêëèíîâ Ä1, Å, À è àêòèâíîñòè öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ, à òàêæå àêòèâàöèåé òàêèõ íå-
ãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, êàê p21/Waf1.
Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìï-
ëåêñîâ p21/Waf1 â àíòèïðîëèôåðàòèâíîì äåéñòâèè ÈÃÄÀ
áûëè ïîëó÷åíû òðàíñôîðìàíòû èç êëåòîê ñ íîêàóòîì ïî
ýòîìó ãåíó. Ïîñêîëüêó ÈÃÄÀ èíäóöèðóþò áëîê êëåòî÷-
íîãî öèêëà â êëåòêàõ ñ íîêàóòîì ïî ãåíó p21/Waf1, ìîæ-
íî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ñóùåñòâóþò Waf1-íåçàâèñè-
ìûå ïóòè àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ ÈÃÄÀ. Â ðàç-
âèòèå ýòîãî íàïðàâëåíèÿ ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÈÃÄÀ
ïîäàâëÿþò òðàíñêðèïöèþ ãåíà e2f1, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì ïåðåõîäà G1 � S. Êðîìå òîãî, áó-
òèðàò íàòðèÿ âûçûâàåò íàêîïëåíèå âàæíîãî ðåãóëÿòîðà
Wnt-ñèãíàëüíîãî ïóòè — áåòà-êàòåíèíà, ÷òî îêàçûâàåò
âëèÿíèå êàê íà ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, òàê è
íà òðàíñêðèïöèîííóþ ðåãóëÿöèþ Wnt-çàâèñèìûõ ãå-
íîâ. Â äîêëàäå ïðèâîäÿòñÿ äàííûå î ôóíêöèîíàëüíîé
âçàèìîñâÿçè ýòèõ ñîáûòèé. Êðîìå òîãî, áóäóò ïðåä-
ñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà
âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ áåòà-êàòåíèíà è êàäãå-
ðèíîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå äåìîíñòðèðóþò íîâûå ïîä-
õîäû äëÿ èçó÷åíèÿ àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ
èíãèáèòîðîâ ãèñòîí-äåàöåòèëàç íà òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49058) è CRDF (ãðàíò RB1-2511-ST-03).

ÀÍÀËÈÇ ÑÎÎÒÍÎØÅÍÈß ÃÎÌÅÎËÎÃÈ×ÍÛÕ ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌ Â ÌÅÆÂÈÄÎÂÛÕ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ,
ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÑËÈßÍÈÅÌ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ MUS MUSCULUS È ÑÏËÅÍÎ-
ÖÈÒÎÂ MUS CAROLI. © È. Å. Ïðèñòÿæíþê, Î. È. Ñîë-
äàòêèíà, Ñ. À. Òåìèðîâà, Î. Ë. Ñåðîâ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, olalaylay@gma-
il.com.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 793



Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ), âûäåëåí-
íûå â êóëüòóðó èç áëàñòîöèñò ðàçíûõ âèäîâ æèâîòíûõ,
îáëàäàþò ïëþðèïîòåíòíûìè ñâîéñòâàìè è ñïîñîáíû ñî-
õðàíÿòü èõ äàæå ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè in vit-
ro. Ïðè ïåðåíåñåíèè ÝÑÊ â ìîðóëó èëè áëàñòîöèñòó îíè
ñïîñîáíû ó÷àñòâîâàòü â ôîðìèðîâàíèè õèìåð, äàâàÿ
âêëàä âî âñå òêàíè è ãàìåòû. ÝÑÊ øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
ïðè èçó÷åíèè ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè è ðåãóëÿöèè
ðàííåãî ðàçâèòèÿ. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãå-
íîìà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê èñïîëüçóþòñÿ ãèáðèäû ìåæäó
ÝÑÊ è ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè. Â òàêîé ãèáðèäíîé
êëåòêå äâà ãåíîìà â ðàçëè÷íîì ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿ-
íèè îáúåäèíÿþòñÿ â îäíîì ÿäðå, íî, íåñìîòðÿ íà ïðèñóò-
ñòâèå äèôôåðåíöèðîâàííîãî ãåíîìà, ïîäîáíûå ãèáðèäû
ñîõðàíÿþò ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà (Matveeva et al.,
1998; Tada et al., 2001). Äëÿ èçó÷åíèÿ ðåïðîãðàììèðîâà-
íèÿ ñîìàòè÷åñêîãî ãåíîìà â ãèáðèäíîé êëåòêå íåîáõîäè-
ìî çíàòü ðåàëüíîå ñîîòíîøåíèå õðîìîñîì ðîäèòåëüñêèõ
ãåíîìîâ. Â Ëàáîðàòîðèè ãåíåòèêè ðàçâèòèÿ íàøåãî èí-
ñòèòóòà áûëà ïîëó÷åíà ñåðèÿ êëîíîâ ìåæâèäîâûõ ãèá-
ðèäíûõ êëåòîê îò ñëèÿíèÿ ÝÑÊ Mus musculus è ñïëåíî-
öèòîâ ìûøåé M. caroli (Ìàòâååâà è äð., 2001; Ñåðîâ è
äð., 2003; Ïðèñòÿæíþê è äð., 2005). Ïðè öèòîãåíåòè÷å-
ñêîì àíàëèçå õðîìîñîìíîãî ñîñòàâà âíóòðèâèäîâûõ ãèá-
ðèäîâ è ãèáðèäîâ, ïîëó÷åííûõ ñëèÿíèåì êëåòîê áëèçêî-
ðîäñòâåííûõ âèäîâ, ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðà-
øèâàíèÿ çàòðóäíåíèå âûçûâàåò îïðåäåëåíèå âèäîâîé
ïðèíàäëåæíîñòè õðîìîñîì. Ìåòîä ãèáðèäèçàöèè in situ ñ
âèäî- è õðîìîñîìîñïåöèôè÷åñêèìè çîíäàìè äàåò ïðåä-
ñòàâëåíèå î ñîîòíîøåíèè õðîìîñîì ðîäèòåëüñêèõ âèäîâ
â öåëîì è ñîîòíîøåíèè ãîìîëîãîâ èíäèâèäóàëüíûõ õðî-
ìîñîì. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâà-
íèå â êëåòêàõ ìåæâèäîâûõ ãèáðèäíûõ êëîíîâ ñîîòíîøå-
íèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì ìåòîäîì äâóõöâåòíîé
FISH-ãèáðèäèçàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì çîíäà, ñïåöèôè÷-
íîãî äëÿ ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ M. musculus, è paint-ïðîá íà
èíäèâèäóàëüíûå õðîìîñîìû. Â ïåðâóþ î÷åðåäü äëÿ àíà-
ëèçà áûëè âûáðàíû õðîìîñîìû 6, 11 è 17. Òàêîé âûáîð
áûë îáóñëîâëåí òåì, ÷òî â ýòèõ õðîìîñîìàõ ëîêàëèçîâà-
íû îñíîâíûå èçâåñòíûå ãåíû Nanog, Stat3 è Oct4, îòâåò-
ñòâåííûå çà ïîääåðæàíèå ïëþðèïîòåíòíîñòè. Â ðåçóëü-
òàòå àíàëèçà ñîîòíîøåíèÿ ãîìåîëîãîâ õðîìîñîì 6, 11 è
17 áûëà âûÿâëåíà ïðåèìóùåñòâåííàÿ ïîòåðÿ õðîìîñîì
ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà. Îäíàêî íåñêîëüêî êëîíîâ
èìåëè ðàâíîå ñîîòíîøåíèå ãîìåîëîãîâ M. musculus è
M. caroli, à â íåêîòîðûõ êëîíàõ íàáëþäàëîñü ïðåîáëàäà-
íèå ãîìîëîãîâ ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà (M. caroli), ò. å.
øëà äâóõñòîðîííÿÿ ñåãðåãàöèÿ õðîìîñîì. Íà äàííûé ìî-
ìåíò ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ ïëþðèïîòåíòíîñòè ïðî-
àíàëèçèðîâàííûõ êëîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49383).

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß, ÄÈÔÔÅÐÅÍ-
ÖÈÐÎÂÊÈ È ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈ-
ÑÒÈÊÈ ËÈÍÈÉ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ, ÈÌÅÞÙÈÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÅ
ÀÁÅÐÐÀÖÈÈ. © Ì. À. Ïðîõîðîâè÷,1 Ì. À. Ëàãàðüêîâà,1

Ò. Â. Êàðàìûøåâà,2 À. È. Æåëåçîâà,2 À. Ã. Øèëîâ,2 Í. Á. Ðóá-
öîâ,2 Ñ. Ë. Êèñåëåâ.1 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ, Ìî-
ñêâà, xmarr@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ
àíàëèçó ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ëèíèé ýìáðèîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà. Ðàíåå íàìè áûë
ïîëó÷åí ðÿä ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Â ïðîöåññå ðàáîòû ñ
êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè íà ðàçëè÷íûõ ïàññàæàõ íàìè áûëè
îòìå÷åíû èçìåíåíèÿ öåëîãî ðÿäà ïàðàìåòðîâ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà ESM01
è ESM03. Ïðîâåäåííûé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïîçâî-
ëèë âûÿâèòü ðÿä ïîÿâèâøèõñÿ ãåíåòè÷åñêèõ àááåðàöèé.
Äëÿ âûÿñíåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé çíà÷èìîñòè ãåíåòè÷åñêèõ
èçìåíåíèé áûë ïðîâåäåí àíàëèç èçìåíåíèÿ ñïîñîáíî-
ñòåé ÝÑÊ ê äèôôåðåíöèðîâêå in vivo. Ïîëó÷åííûå â ðå-
çóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé äàííûå ãîâîðÿò î
íåîáõîäèìîñòè ïîñòîÿííîãî êîíòðîëÿ ãåíåòè÷åñêîé ñòà-
áèëüíîñòè ëèíèé ÝÑÊ â êóëüòóðå.

ÐÅÃÓËßÖÈß ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÎÑÒÈ ÝÍÄÎÐÈÁÎÍÓÊËÅ-
ÀÇÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ÏÐÈ ÈÍÄÓÊ-
ÖÈÈ ÝÐÈÒÐÎÈÄÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ Â ÊËÅÒ-
ÊÀÕ ËÈÍÈÈ K562. © È. Â. Ïóãà÷åâà,1 À. Ã. Ìèòòåí-
áåðã,1 Ò. Í. Ìîèñååâà,1 Â. À. Êóëè÷êîâà,1 À. Ñ. Öèìîõà,1

Ë. Í. Ãàóçå,2 È. Ì. Êîíñòàíòèíîâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, agm@mail.cytspb.rssi.ru, è
2 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ðåãóëÿöèÿ ñðîêà æèçíè, èëè ñòàáèëüíîñòè, ìîëåêóë
èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ
ýòàïîâ êîíòðîëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêå. Âêëàä ýòîãî ýòàïà â îáðàçîâàíèå êîíå÷íîãî ïðî-
äóêòà — áåëêà — âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ïðåâûøàåò âêëàä
òðàíñêðèïöèè. Ñòàáèëüíîñòü ìîëåêóë èíôîðìàöèîííûõ
ÐÍÊ ðåãóëèðóåòñÿ ïðè èçìåíåíèè ôóíêöèîíàëüíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ êëåòîê, è âûÿâëåí ðÿä ñïåöèôè÷åñêèõ ýíäîðèáî-
íóêëåàç, îòâåòñòâåííûõ çà ðàñùåïëåíèå èíäèâèäóàëü-
íûõ ìÐÍÊ. Îäíàêî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÐÍÊàçû, îñó-
ùåñòâëÿþùèå äåãðàäàöèþ èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ,
èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Ñåëåêòèâíûé êîíòðîëü ñòàáèëü-
íîñòè ñïåöèôè÷åñêèõ èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ íàáëþäàåò-
ñÿ è ïðè äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê. Êðîìå òîãî, íåñìîòðÿ
íà çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â èçó÷åíèè ïðîòåàñîì, íåêî-
òîðûå âîïðîñû, â ÷àñòíîñòè ÐÍÊàçíàÿ àêòèâíîñòü ýòèõ
÷àñòèö è åå ðåãóëÿöèÿ, îñòàþòñÿ ìàëîèññëåäîâàííûìè.
Îáíàðóæåíî, ÷òî ñïåöèôè÷íîñòü ýíäîðèáîíóêëåàçíîé
àêòèâíîñòè, àññîöèèðîâàííîé ñ 26S-ïðîòåàñîìàìè, èç-
ìåíÿåòñÿ ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè K562 èíäóêòîðà ýðèò-
ðîèäíîé äèôôåðåíöèðîâêè (ãåìèíà). Òàê, ïðè èíäóêöèè
äèôôåðåíöèðîâêè ñïîñîáíîñòü ïðîòåàñîì ê íóêëåîëèçó
îäíèõ èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ ïîâûøàåòñÿ (ìÐÍÊ p53,
c-myc), à äðóãèõ (ìÐÍÊ c-fos) — ñíèæàåòñÿ, ò. å. ïðîèñ-
õîäèò èçìåíåíèå ñïåöèôè÷íîñòè ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè
ïðîòåàñîì. Êðîìå òîãî, ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊàçíîé àêòèâ-
íîñòè èçìåíÿåòñÿ ïîä âëèÿíèåì êàòèîíîâ Ca è Mg, à òàê-
æå äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì. Âûÿâëåíû èçìåíå-
íèÿ ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì è èçìåíåíèÿ
ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ýòèõ ÷àñòèö ïðè äåéñòâèè ãåìè-
íà. Äåëàþòñÿ âûâîäû î âëèÿíèè èíäóêöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè íà ñïîñîáíîñòü ïðîòåàñîì ê íóêëåîëèçó ðàçëè÷-
íûõ âèäîâ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ò. å. íà
ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå î òîì, ÷òî
ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ñïåöèôè÷íîñòè ýòîé àêòèâíîñòè
ñâÿçàí ñ èçìåíåíèåì ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà è ñòàòóñà
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì, à òàêæå êàòèîííîãî ãîìå-
îñòàçà â êëåòêå.
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Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49606) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÐÅÏÐÎÃÐÀÌÌÈÐÎÂÀÍÈß X-ÕÐÎÌÎ-
ÑÎÌ ÑÏËÅÍÎÖÈÒÎÂ Â ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÃÈÁ-
ÐÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Ì. Â. Ïóçàêîâ,1 Í. Ð. Áàòòóëèí,1

Î. Ë. Ñåðîâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ,
Íîâîñèáèðñê, puzakov@ngs.ru.

Ýìáðèîíàëüíûå ãèáðèäíûå êëåòêè, ïîëó÷àåìûå ñëè-
ÿíèåì ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) è äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, ñîõðàíÿþò âûñîêèå ïëþðèïî-
òåíòíûå ñâîéñòâà íà óðîâíå ÝÑÊ. Òàêîå äîìèíèðîâàíèå
ãåíîìà ÝÑÊ ïðåäïîëàãàåò ðåïðîãðàììèðîâàíèå ãåíîìà
äèôôåðåíöèðîâàííîãî ïàðòíåðà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èìååòñÿ ðÿä ñîîáùåíèé îá èçìåíåíèè ïðîôèëÿ ãåííîé
àêòèâíîñòè ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà â ÿäðå ãèáðèäíûõ
êëåòîê, ãëàâíûì îáðàçîì íà óðîâíå îòäåëüíûõ ãåíîâ
(Oct-4 è Nanog). Ðàáîòà ïîñâÿùåíà àíàëèçó ýêñïðåññèè
ãåíîâ Gla è Xist ïîñëå èíäóêöèè èíàêòèâàöèè X-õðîìî-
ñîìû â óñëîâèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè in vitro ìåæâèäîâûõ
ãèáðèäíûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ñëèÿíèÿ ÝÑÊ ìûøè
Mus musculus è ñïëåíîöèòîâ àçèàòñêîé ìûøè M. caroli è
ìåæâèäîâûõ ãèáðèäíûõ êëåòîê. Òàêæå ïðîâåäåí àíàëèç
ýêñïðåññèè ðîäèòåëüñêèõ àëëåëåé ãåíîâ Oct-4, Nanog è
Lmna. Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû Oct-4 (Pou5f1) è Na-
nog ÿâëÿþòñÿ ìîëåêóëÿðíûìè ìàðêåðàìè ÝÑÊ, òîãäà êàê
ýêñïðåññèÿ ãåíà Lmna õàðàêòåðíà äëÿ äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî âî âñåõ 20 êëîíàõ ãèáðèäíûõ
êëåòîê ïðèñóòñòâóþò òðàíñêðèïòû ãåíîâ Oct-4 è Nanog,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñîõðàíåíèè ïëþðèïîòåíòíîñòè.
Óðîâåíü æå ýêñïðåññèè ãåíà Lmna â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ
ñðàâíèì ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè â ÝÑÊ è çíà÷èòåëüíî
íèæå, ÷åì â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ, íàïðèìåð â
ôåòàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ. Äëÿ äèñêðèìèíàöèè òðàíñ-
êðèïòîâ ðîäèòåëüñêèõ àëëåëåé ãåíîâ íàìè áûëè îïðåäå-
ëåíû ïåðâè÷íûå ñòðóêòóðû ôðàãìåíòîâ ãåíîâ Oct-4, Na-
nog, Lmna, Gla è Xist M. caroli è âûÿâëåíû âèäîñïåöè-
ôè÷íûå ñàéòû ðåñòðèêöèè. Èñïîëüçóÿ ðåñòðèêöèîííûé
ïîëèìîðôèçì, ìû ïîêàçàëè ðåàêòèâàöèþ ñîìàòè÷åñêèõ
àëëåëåé ãåíîâ Oct-4 è Nanog, ðàíåå íåàêòèâíûõ â ãåíîìå
äèôôåðåíöèðîâàííîãî ïàðòíåðà, òîãäà êàê óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè Lmna ñíèæàåòñÿ. Äëÿ îöåíêè ðåïðîãðàììèðîâà-
íèÿ íà õðîìîñîìíîì óðîâíå ìû èçó÷àëè õàðàêòåð èíàê-
òèâàöèè ðîäèòåëüñêèõ X-õðîìîñîì ïðè äèôôåðåíöèðîâ-
êå ãèáðèäíûõ êëåòîê. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íà ìîìåíò
ñëèÿíèÿ X-õðîìîñîìà ÝÑÊ íàõîäèëàñü â ýìáðèîíàëü-
íîì, àêòèâíîì ñîñòîÿíèè, òîãäà êàê X-õðîìîñîìû ñïëå-
íîöèòà, óæå ïðîøåäøåãî äèôôåðåíöèðîâêó, íåñóò ðàç-
ëè÷íûå ýïèãåíåòè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè, áîëåå òîãî, îäíà
èç X-õðîìîñîì ñïëåíîöèòà áûëà èíàêòèâèðîâàíà. Äèô-
ôåðåíöèðîâêà ãèáðèäíûõ êëåòîê áûëà èíäóöèðîâàíà ÷å-
ðåç îáðàçîâàíèå ýìáðèîèäíûõ òåëåö. Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ
ýìáðèîèäíûõ òåëåö øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
ïîòåíöèàëà êëåòîê â óñëîâèÿõ in vitro. Íàìè ýòà ìîäåëü
áûëà âûáðàíà, ïîñêîëüêó â ýìáðèîèäíûõ òåëüöàõ ÷àñòü
êëåòîê íàõîäèòñÿ â äèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè,
ôîðìèðóÿ çàêëàäêè òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, à òàêæå
ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíàÿ èíàêòèâàöèÿ X-õðîìîñîì. Àíàëèç
ýìáðèîèäíûõ òåëåö ïîçâîëÿåò ñðàâíèòü, êàêèì îáðàçîì
îñóùåñòâëÿåòñÿ èíàêòèâàöèÿ X-õðîìîñîì M. musculus è
M. caroi — ñëó÷àéíî, êàê â åñòåñòâåííûõ ãèáðèäàõ F1,
èëè æå èìåþòñÿ îòêëîíåíèÿ îò ñëó÷àéíîãî. Äëÿ àíàëèçà

èíàêòèâàöèè X-õðîìîñîìû ìû èçó÷àëè àêòèâíîñòü ãåíîâ
Gla è Xist, ëîêàëèçîâàííûõ â X-õðîìîñîìå, ïðîôèëü èõ
ýêñïðåññèè ìåíÿåòñÿ â ïðîöåññå èíàêòèâàöèè X-õðîìî-
ñîìû, ïðè÷åì àëüòåðíàòèâíûì ñïîñîáîì: ãåí Xist àêòè-
âåí â íåàêòèâíîé X-õðîìîñîìå è ÿâëÿåòñÿ åå ìàðêåðîì, à
ãåí Gla àêòèâåí òîëüêî â àêòèâíîé X-õðîìîñîìå. Àíàëèç
ýêñïðåññèè àëëåëåé ãåíîâ Gla è Xist ïîêàçàë, ÷òî ïðè
äèôôåðåíöèðîâêå ãèáðèäíûõ êëîíîâ in vitro èíàêòèâà-
öèè ïîäâåðãàåòñÿ X-õðîìîñîìà êàê äèôôåðåíöèðîâàííî-
ãî ïàðòíåðà, òàê è ïëþðèïîòåíòíîãî. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîèñõîäèò ñòèðàíèå
ðàçëè÷èé ìåæäó X-õðîìîñîìàìè, ïðîèñõîäÿùèìè îò
ÝÑÊ è ñïëåíîöèòà, à çíà÷èò, èìååò ìåñòî ðåïðîãðàììè-
ðîâàíèå X-õðîìîñîì ñïëåíîöèòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-49383 è 02-04-49319).

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÌÅÒÎÄÀ ÂÛÄÅËÅÍÈß ÊÎÌÏÎÍÅÍ-
ÒÎÂ ÈÍÒÀÊÒÍÎÃÎ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ
ÏÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ ÊËÅÒÎÊ Â ÑÈÑÒÅÌÅ
ÄÂÓÕ ÆÈÄÊÈÕ ÔÀÇ. © Ê. À. Ïóõîâ, Í. À. Àáðàìîâà,
È. Â. Âîðîíêèíà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, shuniata1@yandex.ru.

Èññëåäîâàíèå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ïðèîáðåòàåò âñå áîëüøåå çíà÷åíèå äëÿ
ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ, ïîçâîëÿþùèõ êëåòêàì ñîõðà-
íÿòü ñòâîëîâîå ñîñòîÿíèå èëè çàïóñêàþùèõ äèôôåðåí-
öèðîâêó êëåòîê. Íåñìîòðÿ íà ðàñøèðÿþùèéñÿ êðóã ðà-
áîò, ïîñâÿùåííûõ áèîõèìèè ÂÊÌ, ïîêà íå ñóùåñòâóåò
ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ èíòàêòíîãî ÂÊÌ, ñèíòåçèðîâàííîãî
êëåòêàìè â êóëüòóðå. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ôåðìåíòîâ äëÿ
ñíÿòèÿ êëåòîê ñ ñóáñòðàòà ñèíòåçèðîâàííûé êëåòêàìè
ÂÊÌ íåèçáåæíî ïîâðåæäàåòñÿ, ÷òî âíîñèò îøèáêè â äàëü-
íåéøóþ ðàáîòó ñ òàêèì ìàòðèêñîì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà îòäåëåíèÿ ÂÊÌ îò êëåòîê áåç ïðè-
ìåíåíèÿ ôåðìåíòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü åãî ìàêñè-
ìàëüíî íåïîâðåæäåííûì. ÂÊÌ ìîæåò áûòü âûäåëåí â
êîëè÷åñòâàõ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ èäåíòèôèêàöèè êîìïî-
íåíòîâ ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà. Äëÿ âûäåëåíèÿ ÂÊÌ
ðàçðàáîòàí ìåòîä êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ íà ãðà-
íèöå äâóõ æèäêèõ ôàç. Îñíîâà ìåòîäà ñîñòîèò â èñïîëü-
çîâàíèè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ êëåòîê ïåðôòîðèðîâàí-
íûõ àëêàíîâ è òðåòè÷íûõ àìèíîâ (ïåðôòîðàíîâ). Ïðîâå-
äåíî ñðàâíåíèå ðàçëè÷íûõ ïåðôòîðàíîâ ïî ïðèãîäíîñòè
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê â òå÷åíèå 1—2 ñóò íà ïîâåðõíîñòè ïåðôòîðàíà
îòäåëåíèå èíòàêòíîãî ÂÊÌ ïðîâîäèëè ïðè óëüòðàöåíò-
ðèôóãèðîâàíèè â ïîëèôàçíîé ñèñòåìå, ýòî ïîçâîëÿåò âû-
äåëèòü êîìïîíåíòû ÂÊÌ ñ ìèíèìàëüíûìè ïîâðåæäåíè-
ÿìè. Òàêîé ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñÿ ïóòåì ñîçäàíèÿ äîïîë-
íèòåëüíîé, ïðîìåæóòî÷íîé ìåæäó ïåðôòîðàíîì è ñðåäîé,
ôàçû ñî ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ïëîòíîñòè. Â ðàáîòå áûëè
èñïîëüçîâàíû ïåðâè÷íûå è òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèá-
ðîáëàñòû ÷åëîâåêà. Ïåðåä öåíòðèôóãèðîâàíèåì êëåòêè,
âíîñèìûå â ñèñòåìó, îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
êîëëàãåíà I è ëàìèíèíà, ïðîâåðÿÿ ñèíòåç ýòèõ ýëåìåíòîâ
ÂÊÌ. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñîñòàâ ïîëó÷åííîãî
ÂÊÌ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà è Âåñòåðí-áëî-
òà ñ îêðàñêîé àíòèòåëàìè ê îñíîâíûì áåëêàì ÂÊÌ.
Áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ÂÊÌ, ïîëó÷åííîãî ïðè ñíÿ-
òèè êëåòîê ñ ïðèìåíåíèåì ôåðìåíòîâ è ïîëó÷åííîãî âû-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 795



øåóêàçàííûì ñïîñîáîì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêà-
çûâàþò, ÷òî ïðè íàëè÷èè äîñòàòî÷íî ìàëûõ êîëè÷åñòâ
êëåòîê ìîæíî èçó÷àòü êîìïîíåíòû ÂÊÌ, ïîëó÷àÿ èõ íå-
ïîâðåæäåííûìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
ÎÔÈ-À 05-04-08017).

ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÛ ÖÈÊËÈÍÇÀÂÈÑÈÌÛÕ ÊÈÍÀÇ P21Waf1

È P16Ink4a ÍÅÎÁÕÎÄÈÌÛ ÄËß ÐÅÀËÈÇÀÖÈÈ ÊËÅ-
ÒÎ×ÍÎÃÎ ÑÒÀÐÅÍÈß Â E1A-ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÐÓÞÙÈÕ
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÍÒÀÕ ÏÎÑËÅ ÄÅÉÑÒÂÈß ÁÓÒÈÐÀÒÀ
ÍÀÒÐÈß. © Â. Ñ. Ðîìàíîâ, Í. Â. Àêñåíîâ, Ñ. Ã. Çóáîâà,
Â. À. Ïîñïåëîâ, Ò. Â. Ïîñïåëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vsromanov@hotmail.com.

Èíãèáèòîðû öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 è
p16Ink4a ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ðåãóëÿòîðàìè ïåðåõîäà
êëåòêè èç ôàçû G1 êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçó ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ è, ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, èãðàþò âàæíóþ
ðîëü â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû óñêîðåííîãî êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Öåëüþ
íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ðîëè èíãèáèòî-
ðîâ öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ â ðåãóëÿöèè ïðîãðàì-
ìû ñòàðåíèÿ E1A-ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì íîêàóòîâ ïî ãåíàì-èíãèáèòîðàì. Äëÿ
ýòîãî áûëè ïîëó÷åíû ñòàáèëüíî òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòî÷íûå ëèíèè ïóòåì ïåðåíîñà îíêîãåíîâ E1A è
ñHa-ras â ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè äèêîãî
òèïà (ëèíèÿ mERAS) è â ôèáðîáëàñòû, íîêàóòèðîâàííûå
ïî ãåíàì p21Waf1 (ëèíèÿ p21–/–) è p16Ink4a (ëèíèÿ p16–/–).
Ñòàðåíèå âûçûâàëè, äåéñòâóÿ íà êëåòêè èíãèáèòîðîì ãè-
ñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaB, 4 ìÌ). Î
ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ñóäèëè ïî íåîáðàòèìîñòè áëîêîâ
êëåòî÷íîãî öèêëà è ýêñïðåññèè SA-b-GAL-àêòèâíîñòè.
Àíàëèç êëåòî÷íîãî öèêëà ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè ïîêàçàë, ÷òî âñå òðè ëèíèè òðàíñôîðìàíòîâ ðåàëèçî-
âàëè áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà óæå ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå äîáàâ-
ëåíèÿ NaB, îäíàêî òîëüêî â òðàíñôîðìàíòàõ äèêîãî òèïà
mERAS áëîê ïîñëå äëèòåëüíîé îáðàáîòêè NaB áûë íå-
îáðàòèì. Óäàëåíèå NaB èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ
òðàíñôîðìàíòîâ p21–/– è p16–/– ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
äîëè S-ôàçíûõ êëåòîê äî óðîâíÿ, ñîïîñòàâèìîãî ñ êîíò-
ðîëüíûì, äàæå ÷åðåç 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ NaB. Ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðîãðàììà êëåòî÷íîãî ñòàðå-
íèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-Ras ñ íîêàóòàìè ïî ãå-
íàì-èíãèáèòîðàì íåâîçìîæíà, òàê êàê áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà ó íèõ îáðàòèì. Òàê êàê îñíîâíûìè ìèøåíÿìè èí-
ãèáèòîðà p21Waf1 ÿâëÿþòñÿ öèêëèí-êèíàçíûå êîìïëåêñû
CyclE-Cdk2 è CyclA—Cdk2, áûëà èññëåäîâàíà CyclE- è
CyclA-àññîöèèðîâàííàÿ êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü in vitro.
Ïîêàçàíî, ÷òî âî âñåõ òðåõ èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ íàá-
ëþäàåòñÿ ïàäåíèå àêòèâíîñòåé êèíàç, àññîöèèðîâàííûõ
ñ CyclE è CyclA, ïîñëå äîáàâëåíèÿ áóòèðàòà íàòðèÿ,
êîòîðîå ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ñíèæåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
CyclA è CyclE (íî íå êèíàçû Cdk2), ÷òî áûëî ïîêàçàíî
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Ýòè ôàêòû ãîâîðÿò î òîì, ÷òî
ïàäåíèå àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ CyclE/A—Cdk2 ïîñëå
äåéñòâèÿ NaB ìîæåò ïðîèñõîäèòü â îòñóòñòâèå èíãèáè-
òîðà p21Waf1. Ñõîäíîå ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ìèøåíåé
èíãèáèòîðà p16Ink4a — öèêëèíà D1 (CyclD1) è öèêëèí-
çàâèñèìîé êèíàçû Cdk 4 — ïîñëå äåéñòâèÿ NaB âûÿâëå-
íî âî âñåõ òðåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ. Òàêèì îáðàçîì, óæå

ñåé÷àñ ìîæíî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî èíãèáèòîðû öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 è p16Ink4a íåîáõîäèìû
äëÿ ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â
E1A + cHa-Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, òàê êàê â
èõ îòñóòñòâèå îíà íå èäåò. Îäíàêî, ïî âñåé âèäèìîñòè,
îíè ðåãóëèðóþò ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ íå çà ñ÷åò ïîäàâëå-
íèÿ àêòèâíîñòè ñâîèõ îñíîâíûõ ìèøåíåé — êîìïëåêñîâ
Cycl—Cdk, à äåéñòâóÿ ÷åðåç àëüòåðíàòèâíûå ìåòàáîëè-
÷åñêèå ïóòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49766) è CRDF (ãðàíò RB 1-2511-ST-03).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÄÈÃÈÄÐÎÊÂÅÐÖÅÒÈ-
ÍÀ ÍÀ ÑÒÀÁÈËÜÍÎÑÒÜ ÊÎËËÀÃÅÍÎÂÛÕ ÔÈÁ-
ÐÈËË È ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÊËÅÒÎÊ, ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅ-
ÌÛÕ Â ÊÎËËÀÃÅÍÎÂÛÕ ÃÅËßÕ. © È. Â. Ñàâèíöåâà,1,

2 Ò. Â. Ñóõàíîâà,1, 2 È. È. Ñåëåçíåâà,2 Ã. À. Äàâûäîâà,2

Ì. Ã. Ôîìêèíà.2 1 Ïóùèíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåð-
ñèòåò, savintseva_irina@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò òåîðåòè÷å-
ñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, se-
lezneva_i@mail.ru.

Äèãèäðîêâåðöåòèí (ÄÃÊ) — âûñîêîàêòèâíûé ïîëè-
ôåíîë ôëàâàíîèäíîãî ðÿäà — êàê âåùåñòâî, áëèçêîå ïî
ñòðîåíèþ ìîëåêóëû ê ðóòèíó è êâåðöåòèíó, îáëàäàåò âû-
ðàæåííîé P-âèòàìèííîé àêòèâíîñòüþ, à ñëåäîâàòåëüíî,
èíãèáèðóåò ïðîöåññû ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ
êëåòî÷íûõ ìåìáðàí è òîðìîçèò ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðå-
íèå êëåòîê. Êàê èçâåñòíî, äàííûé ïðåïàðàò îêàçûâàåò
ïðîòèâîîïóõîëåâîå, àíòèìóòàãåííîå, àíòèàëëåðãè÷åñêîå
è ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîå äåéñòâèå, ÷òî äåëàåò åãî ïðè-
âëåêàòåëüíûì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íûõ òåõíîëî-
ãèÿõ è òêàíåâîé èíæåíåðèè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûëî èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ÄÃÊ íà ñòàáèëüíîñòü êîëëà-
ãåíîâûõ ôèáðèëë è àêòèâíîñòü êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ
â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûë âçÿò ÄÃÊ
îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà (ïðåïàðàò «Ôëàâîêîí»
ïðîèçâîäñòâà ÎÎÎ «Áèîôëàâîí», Îáíèíñê, Êàëóæ-
ñêàÿ îáë.). Ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìî-
äåëüíûõ ñèñòåì (áèñëîéíûå ëèïèäíûå ìåìáðàíû, êîëëà-
ãåíîâûé ãåëü) è ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà.
Îöåíêà ïðÿìîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà ÄÃÊ íà êó-
ëüòóðó ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà ïîêàçàëà,
÷òî â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 10–3—10–4 ìã/ìë ïðåïàðàò
ñòèìóëèðóåò àäãåçèþ è íå ÿâëÿåòñÿ òîêñè÷íûì äëÿ êëå-
òîê. Ïðè ñîäåðæàíèè äèãèäðîêâåðöåòèíà 10–2 ìã/ìë íà-
áëþäàëàñü ãèáåëü 20 % êëåòîê, äîëÿ ãèáíóùèõ êëåòîê
âîçðàñòàëà ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèè. Èññëåäîâàíèÿ, ïðî-
âåäåííûå ñ ïîìîùüþ èñêóññòâåííûõ áèñëîéíûõ ëè-
ïèäíûõ ìåìáðàí, ïîêàçàëè, ÷òî ÄÃÊ â êîíöåíòðàöèè
10–3—10–4 ìã/ìë ñòàáèëèçèðóåò ëèïèäíûé áèñëîé (áèñ-
ëîéíûå ìåìáðàíû âûäåðæèâàþò âûñîêèå çíà÷åíèÿ ïîäà-
âàåìîãî íàïðÿæåíèÿ — äî � 200 ìÂ). Ïðè óâåëè÷åíèè
êîíöåíòðàöèé ïðåïàðàòà äî 3 � 10–2 ìã/ìë ïðîíèöàå-
ìîñòü ìåìáðàí óâåëè÷èâàåòñÿ â 1000 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêîå äåé-
ñòâèå íà êëåòêè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÄÃÊ ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî åãî ïðîòîíîôîðíûìè ñâîéñòâàìè. Èññëåäî-
âàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ÄÃÊ ñ êîëëàãåíîì òèïà I áûëî
ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîé
ñêàíèðóþùåé ìèêðîêàëîðèìåòðèè. Ïîêàçàíî çíà÷èòåëü-
íîå âîçðàñòàíèå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ êîëëàãåíîâûõ
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âîëîêîí (íà 10° C è áîëåå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì) è
óâåëè÷åíèå êîîïåðàòèâíîñòè ôàçîâîãî ïåðåõîäà, ÷òî ãî-
âîðèò î ñòàáèëèçàöèè ñòðóêòóðû êîëëàãåíà. Óñòîé÷è-
âîñòü ê äåéñòâèþ êîëëàãåíàçû îïðåäåëÿëè ïîëÿðèçàöè-
îííî-îïòè÷åñêèì ìåòîäîì. Äàííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçà-
ëî, ÷òî ââåäåíèå ÄÃÊ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò ñêîðîñòü
áèîäåãðàäàöèè êîëëàãåíîâûõ ãåëåé. Õàðàêòåðíî, ÷òî ïðè
êîíöåíòðàöèè ÄÃÊ 10–3—10–4 ìã/ìë íàáëþäàëèñü êàê
ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà êëåòêè, òàê è ñòàáèëèçèðóþ-
ùåå âîçäåéñòâèå íà ìîäåëüíûå áèñëîéíûå ìåìáðàíû è
êîëëàãåíîâûå âîëîêíà. Ïðè áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
ÄÃÊ (10–5 ìã/ìë) ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàëîñü ðàçëè÷èé
ìåæäó îïûòîì è êîíòðîëåì âî âñåõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåí-
òîâ. Ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (10–2 ìã/ìë) ïðî-
òîíîôîðíàÿ àêòèâíîñòü ÄÃÊ ïðèâîäèëà ê ãèáåëè êëåòîê.
Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî 10–3—10–4 ìã/ìë
ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì äèàïàçîíîì êîíöåíòðàöèé, â êî-
òîðîì ïðîÿâëÿåòñÿ ñòàáèëèçèðóþùàÿ àêòèâíîñòü ÄÃÊ è
êîòîðûé ìîæåò áûòü ðåêîìåíäîâàí â èñïîëüçîâàíèè
ïðåïàðàòîâ ÄÃÊ â òêàíåèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèÿõ.

ÖÈÒÎ-ÃÈÑÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ ÑÒÀÒÓÑ ÍÅÇÐÅËÎÃÎ
ÇÀÐÎÄÛØÀ ßÐÎÂÎÉ ÌßÃÊÎÉ ÏØÅÍÈÖÛ Â ÔÀÇÅ
ÐÀÇÂÈÒÈß, ÎÏÒÈÌÀËÜÍÎÉ ÄËß ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß
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Îäíî èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé èçó÷åíèÿ áèî-
ëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå in vitro ñîñòîèò â èñïîëüçîâàíèè
èçîëèðîâàííûõ íåçðåëûõ çàðîäûøåé, ôîðìèðóþùèõ
ìîðôîãåííûé êàëëóñ. Öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â âû-
ÿâëåíèè ôàçû ðàçâèòèÿ íåçðåëîãî çàðîäûøà, îïòèìàëü-
íîé äëÿ èíäóêöèè ôîðìèðîâàíèÿ ìîðôîãåííîãî êàëëóñà,
à òàêæå öèòî-ãèñòîëîãè÷åñêîé îöåíêå ñòàòóñà òàêîãî çà-
ðîäûøà. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëè ñîðòà ÿðî-
âîé ïøåíèöû. Îñíîâîé äëÿ âûÿâëåíèÿ ôàçû ðàçâèòèÿ çà-
ðîäûøà ïøåíèöû ïîñëóæèëà ïåðèîäèçàöèÿ ýìáðèîãåíå-
çà çëàêîâ, ðàçðàáîòàííàÿ Áàòûãèíîé (1997). Ñîãëàñíî
ýòîé ïåðèîäèçàöèè, â ðàçâèòèè çàðîäûøà âûäåëÿþò äâå
ôàçû: áëàñòîìåðèçàöèÿ (ïåðâè÷íàÿ äèôôåðåíöèàöèÿ) —
îáðàçîâàíèå êðèòè÷åñêîé ìàññû êëåòîê çàðîäûøà, êîòî-
ðàÿ çàêàí÷èâàåòñÿ äèôôåðåíöèàöèåé ýìáðèîäåðìû; îð-
ãàíîãåíåç — îáîñîáëåíèå çà÷àòêîâ îðãàíîâ è ïîñëåäóþ-
ùàÿ èõ òêàíåâàÿ äèôôåðåíöèàöèÿ. Êðîìå òîãî, èñïîëüçî-
âàëè ðàáîòó Êðóãëîâîé è Ñåëüäèìèðîâîé (2001), â êî-
òîðîé çàðîäûø ñî âñåìè ñôîðìèðîâàííûìè îðãàíàìè
íàçâàí ñôîðìèðîâàííûì. Îïòèìàëüíóþ ôàçó ðàçâè-
òèÿ çàðîäûøà ïøåíèöû âûÿâèëè ýìïèðè÷åñêè. Äëÿ ýòî-
ãî íåçðåëûå çàðîäûøè, èçâëå÷åííûå èç çåðíîâîê ÷åðåç
10—12, 15—17 è 20—22 ñóò ïîñëå îïûëåíèÿ, èíîêóëè-
ðîâàëè íà ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, ñîñòàâëåííóþ ïî ïðîïèñè
Ìóðàøèãå è Ñêóãà (Murashige, Skoog, 1962). Çàðîäûøè
ðàçìåùàëè íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ùèòêîì âíèç, ò. å. ùè-
òîê íàõîäèëñÿ â òåñíîì êîíòàêòå ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åðåç 10—12 ñóò ïîñëå îïûëåíèÿ çàðî-
äûøè âñåõ ñîðòîâ íàõîäÿòñÿ â íà÷àëå ôàçû îðãàíîãåíåçà.
Â òàêîì çàðîäûøå îáîñîáëåí àïåêñ ïîáåãà, íà÷èíàåòñÿ
ôîðìèðîâàíèå êîëåîïòèëÿ, ïðîèñõîäèò äèôôåðåíöèàöèÿ
ïðîêàìáèÿ â ùèòêå. Ýíäîãåííî â áàçàëüíîì ïîëþñå çàðî-
äûøà îáîñîáëÿåòñÿ çàðîäûøåâûé êîðåíü. Ïðîèñõîäèò
çàëîæåíèå ýïèáëàñòà, êîëåîðèçû è êîðíåâîãî ÷åõëèêà.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè òàêèõ íåçðåëûõ çàðîäûøåé íà-
áëþäàëîñü ôîðìèðîâàíèå îáâîäíåííûõ êàëëóñîâ æåëòî-

âàòîãî öâåòà, íåîïðåäåëåííîé ôîðìû, ìÿãêîé êîíñèñòåí-
öèè, ñîñòîÿùèõ èç ðûõëî ðàñïîëîæåííûõ âûòÿíóòûõ
êëåòîê. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè òàêîãî êàëëóñà â íåì íå
óäàëîñü èíäóöèðîâàòü ïðîöåññ ìîðôîãåíåçà íè â îäíîì
èç âàðèàíòîâ ýêñïåðèìåíòà. Òàêîé êàëëóñ áûë îöåíåí
íàìè êàê íåìîðôîãåííûé. Íåçðåëûå çàðîäûøè ïøåíèöû
âñåõ ñîðòîâ ÷åðåç 15—17 ñóò ïîñëå îïûëåíèÿ íàõîäÿòñÿ
â çàâåðøåíèè ôàçû îðãàíîãåíåçà. Â òàêîì çàðîäûøå ïðî-
èñõîäÿò îáîñîáëåíèå çà÷àòêîâ îðãàíîâ è èõ òêàíåâàÿ
äèôôåðåíöèàöèÿ. Âñå îðãàíû íåçðåëîãî çàðîäûøà, â òîì
÷èñëå ùèòîê, ïðåäñòàâëåíû àêòèâíî ðàçâèâàþùèìèñÿ
ìåðèñòåìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî
êëåòêè ýïèäåðìèñà ùèòêà òàêîãî çàðîäûøà íå ïîêðûòû
ïëîòíîé îáîëî÷êîé. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè òàêèõ íåçðå-
ëûõ çàðîäûøåé ïøåíèöû âñåõ ñîðòîâ îòìå÷åíî ôîðìè-
ðîâàíèå êàëëóñîâ ïëîòíîé, êîìïàêòíîé êîíñèñòåíöèè,
ìàòîâîãî áåëîãî öâåòà, óçëîâàòîé ôîðìû. Â õîäå äàëü-
íåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â òàêèõ
êàëëóñàõ îòìå÷àþòñÿ ïðîöåññû ìîðôîãåíåçà, ïîýòîìó
òàêèå êàëëóñû áûëè îáîçíà÷åíû íàìè êàê ìîðôîãåííûå.
Êàê ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå öèòî-ãèñòîëîãè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé, ìîðôîãåííûé êàëëóñ â äàííîì ñëó÷àå ôîð-
ìèðóåòñÿ èç ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê ùèòêà, íàõîäÿùåãî-
ñÿ â êîíòàêòå ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé. ×åðåç 20—22 ñóò ïî-
ñëå îïûëåíèÿ íåçðåëûå çàðîäûøè ïøåíèöû âñåõ ñîðòîâ
ìîæíî îòíåñòè ê ñôîðìèðîâàííûì çàðîäûøàì, ïîñêîëü-
êó îíè ñîäåðæàò âñå ñôîðìèðîâàííûå îðãàíû: ùèòîê,
ëèãóëà (âûðîñò ùèòêà), êîëåîïòèëü, ýïèáëàñò, êîëåîðè-
çà, äèôôåðåíöèðîâàííàÿ ïî÷å÷êà, ñîñòîÿùàÿ èç àïåêñà
ïîáåãà è ïðèìîðäèÿ ïåðâîãî ëèñòà. Íåçðåëûå ñôîðìèðî-
âàííûå çàðîäûøè ïøåíèöû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
äàâàëè íà÷àëî ïðîðîñòêàì. Ïî-âèäèìîìó, ñòàäèÿ ðàçâè-
òèÿ ñôîðìèðîâàííîãî çàðîäûøà ïøåíèöû ñîîòâåòñòâóåò
òàê íàçûâàåìîé ñòàäèè àâòîíîìíîñòè çàðîäûøà (Áàòûãè-
íà, 1987). Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ âûïîëíåííûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ âî âñå ãîäû èññëåäîâàíèÿ ïðè ïðî÷èõ ðàâ-
íûõ óñëîâèÿõ ê ôîðìèðîâàíèþ ìîðôîãåííîãî êàëëóñà
ó âñåõ èçó÷åííûõ ñîðòîâ ïðèâîäèëà èíîêóëÿöèÿ íåçðå-
ëûõ çàðîäûøåé â îïòèìàëüíîé ôàçå îðãàíîãåíåçà íà
15—17-å ñóò ïîñëå îïûëåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 05-04-97911 è 05-04-08114), ïî
ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ
(ÍØ-4834.2006.4) è ïî Ãîñóäàðñòâåííîé íàó÷íî-òåõíè-
÷åñêîé ïðîãðàììå Ðåñïóáëèêè Áàøêîðòîñòàí «Âîñïðî-
èçâîäñòâî áèîðåñóðñíîãî ïîòåíöèàëà ÐÁ» (ïðîåêò 3/3).

ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÛÉ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÎ×ÍÛÉ
ÏÎÒÅÍÖÈÀË ÍÅÉÐÎÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÎËÜÔÀÊÒÎÐÍÎÉ
ËÓÊÎÂÈÖÛ ÏÎÑÒÍÀÒÀËÜÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎÂÅ-
ÊÀ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß. © Â. Ì. Ñå-
ìåíîâà, Â. Â. Ìåäâåäåâ, Ë. Ï. Ñòàéíî. Èíñòèòóò íåéðî-
õèðóðãèè ÀÌÍ Óêðàèíû, Êèåâ.

Â íåâðîëîãèè è íåéðîõèðóðãèè ñ êëåòî÷íîé òåðà-
ïèåé íåéðàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè (ÍÑÊ) ñâÿçû-
âàþòñÿ ïåðñïåêòèâû ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ
ðÿäà íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé. Â ñâÿçè ñ ýòèì
âàæíîå çíà÷åíèå ïðèîáðåòàåò èçó÷åíèå â ýêñïåðèìåíòå
ïîòåíöèàëüíûõ ñâîéñòâ íåéðîêëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç
îëüôàêòîðíîé ëóêîâèöû (ÎË), êîòîðàÿ ðàññìàòðèâàåòñÿ
êàê ðåçåðâóàð ïðîãåíèòîðíûõ/ñòâîëîâûõ íåéðîêëåòîê,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 797



ìèãðèðóþùèõ â íåå èç ñóáâåíòðèêóëÿðíîé çîíû ìîçãà íà
ïðîòÿæåíèè ïîñòíàòàëüíîãî ïåðèîäà ìëåêîïèòàþùèõ è
÷åëîâåêà. Ïðåèìóùåñòâà ïîëó÷åíèÿ ÍÑÊ èç ÎË ïåðåä
äðóãèìè ðåãèîíàìè èõ ãåíåðàöèè â ãîëîâíîì ìîçãå ÷åëî-
âåêà îáóñëîâëåíû îãðàíè÷åííûì îáúåìîì, àíàòîìè÷å-
ñêè àâòîíîìíîé òîïîãðàôèåé, äîñòóïíîñòüþ è áåçîïàñ-
íîñòüþ îäíîñòîðîííåãî õèðóðãè÷åñêîãî óäàëåíèÿ ýòîãî
îáðàçîâàíèÿ áåç âîçíèêíîâåíèÿ âòîðè÷íîãî íåâðîëîãè-
÷åñêîãî äåôèöèòà îáîíÿòåëüíîé ôóíêöèè. Ïðîâåäåíî êó-
ëüòèâèðîâàíèå íåéðîêëåòîê ÎË, óäàëåííûõ ó áîëüíûõ ñ
áàçàëüíûìè âíåìîçãîâûìè îïóõîëÿìè (ìåíèíãèîìàìè),
â ñëåäóþùèõ ñðåäàõ: 1) â ïîëíîé ñðåäå ÄÌÅÌ ñ íàëè÷è-
åì ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè; 2) â áåññûâîðîòî÷íîé ñðå-
äå; 3) â ñðåäå ïîëíîãî ñîñòàâà ñ äîáàâëåíèåì ðåòèíîåâîé
êèñëîòû êàê èçâåñòíîãî èíäóêòîðà íåéðîáëàñòíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè. Â 1-ì âàðèàíòå îïûòîâ â äèíàìèêå íà-
áëþäåíèÿ êóëüòóð íåéðîêëåòîê ÎË óñòàíîâëåíà âîçìîæ-
íîñòü èäåíòèôèêàöèè ÍÑÊ, êîòîðûå äëèòåëüíî è ñòà-
áèëüíî ñîõðàíÿþò íåäèôôåðåíöèðîâàííûé ôåíîòèï,
èäåíòè÷íûé òàêîâîìó â íàòèâíîé òêàíè ÎË (in vivo).
Îíè ïðîÿâëÿþò òåíäåíöèþ ê ôîðìèðîâàíèþ êîëîíèé è
ìåëêèõ êîìïàêòíûõ ñôåðîèäíûõ ìèêðîàãðåãàòîâ, êîòî-
ðûå ñîñòîÿò èç âèìåíòèí-ïîëîæèòåëüíûõ ïðîãåíèòîð-
íûõ íåéðîêëåòîê, ÷òî îòðàæàåò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå
ôàêòîðîâ ñûâîðîòêè íà èõ ïðîëèôåðàöèþ. Ïðè êîëè÷å-
ñòâåííîé îöåíêå ñîäåðæàíèÿ è æèçíåñïîñîáíîñòè íåé-
ðîêëåòîê ÎË â ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ íà ïðîòÿæåíèè
30 ñóò ïîäòâåðæäàåòñÿ âèçóàëüíî íàáëþäàåìîå ïîñòå-
ïåííîå ñíèæåíèå äîëè æèçíåñïîñîáíûõ íåéðîêëåòîê (îò
61.9 äî 20.8 %) çà ñ÷åò ýëèìèíàöèè êîðîòêîæèâóùåé ïî-
ïóëÿöèè ïðè ñîõðàíåíèè ïðîëèôåðàòèâíûõ ïîòåíöèé íå-
ìíîãî÷èñëåííîé ôðàêöèè â ñîñòàâå êëàñòåðîâ è ñôåðî-
ïîäîáíûõ ñòðóêòóð. Â ïðîöåññå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìî-
äåëèðóåòñÿ ñàìîâîñïðîèçâåäåíèå íåáîëüøîé ÷àñòè
íåéðîêëåòîê, ïðåäïîëîæèòåëüíî ÍÑÊ, êîòîðûå äëèòåëü-
íî ñîõðàíÿþò íåäèôôåðåíöèðîâàííûé (ìèíèìàëüíûé)
ôåíîòèï. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â áåññûâîðîòî÷íîé ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå íà ïîäëîæêå (2-é âàðèàíò îïûòîâ) ïðî-
ÿâëÿþòñÿ ýôôåêò áëîêèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè íåéðîê-
ëåòîê ÎË è èõ ñïîñîáíîñòü ê ñïîíòàííîé ìóëüòèïîòåíò-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå â óíèïîëÿðíûå íåéðîíû ñ êîðîò-
êèìè êîíóñîâèäíûìè îòðîñòêàìè è ãëèîöèòû. Ñðåäè
ãëèàëüíîé ïîïóëÿöèè ýòèõ êóëüòóð íàáëþäàåòñÿ ôîðìè-
ðîâàíèå ôåíîòèïà ïðîòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ôèáðîçíûõ
àñòðîöèòîâ ñ ïðèçíàêàìè ãëèîôèáðèëëîîáðàçîâàíèÿ â
âèäå ñåòåîáðàçíûõ ñòðóêòóð. Â îòëè÷èå îò ýòîãî ïðèñóò-
ñòâèå ðåòèíîåâîé êèñëîòû (2 � 10–3 Ì; Sigma) â ïèòàòå-
ëüíîé ñðåäå êóëüòóð (3-é âàðèàíò îïûòîâ) ñïîñîáñòâóåò
ïðîÿâëåíèÿì äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ â çðåëûå ôîðìû
íåéðîöèòîâ ìóëüòèïîëÿðíîãî ôåíîòèïà ñ äëèííûìè âåò-
âÿùèìèñÿ îòðîñòêàìè. Ïðè ýòîì áëàãîäàðÿ íàïðàâëåííî-
ìó ðîñòó àêñîíîâ è îáðàçîâàíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ íåéðîáëàñòîâ, äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ â íåéðîöèòû,
ôîðìèðóþòñÿ ãèñòîòèïè÷åñêèå íåéðîíàëüíûå àíñàìáëè
â âèäå õàðàêòåðíûõ ñåòåîáðàçíûõ ñòðóêòóð, â ñîñòàâå êî-
òîðûõ îòäåëüíûå äèôôåðåíöèðîâàííûå íåéðîöèòû ñî-
õðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ê ïåðåæèâàíèþ íà ïðîòÿæåíèè
46—50 ñóò íàáëþäåíèÿ. Â ýòîì âàðèàíòå îïûòîâ îáåñïå-
÷èâàåòñÿ òàêæå îïòèìàëüíàÿ âûæèâàåìîñòü áîëüøåãî
êîëè÷åñòâà íåéðîêëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè ìî-
äèôèêàöèÿìè, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ïðîòåêòîðíûé ýô-
ôåêò ðåòèíîåâîé êèñëîòû. Òàêèì îáðàçîì, ðàçëè÷íûé
ñîñòàâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû, îáåñïå÷èâàþùèé ñïåöèôè÷å-
ñêîå ìèêðîîêðóæåíèå äëÿ íåéðîêëåòîê èç ÎË ÷åëîâåêà â
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, îêàçûâàåò íåîäíîçíà÷íîå

ìîäèôèöèðóþùåå âëèÿíèå íà ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè ïîïóëÿöèè ÍÑÊ èç ÎË ïîñòíàòàëüíî-
ãî ìîçãà ÷åëîâåêà.

ÐÎËÜ ÊÈÍÀÇÛ GSK3B È B-ÊÀÒÅÍÈÍÀ Â ÏÐÎÖÅÑ-
ÑÀÕ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÝÌ-
ÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÛØÈ.
© Ã. Ñ. Ñèí¸âà, Ì. Ñ. Ëÿíãóçîâà, È. À. ×óéêèí, Â. À. Ïîñ-
ïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
galsin2209@yahoo.com.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ìëåêîïèòà-
þùèõ — ýòî ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè, îáëàäàþùèå ñïî-
ñîáíîñòüþ íåîãðàíè÷åííî äîëãî ïðîëèôåðèðîâàòü â êó-
ëüòóðå. Íåäàâíî ïîÿâèëèñü äàííûå î òîì, ÷òî Wnt-ñèãíà-
ëèíã ìîæåò ïîääåðæèâàòü ñàìîîáíîâëåíèå è ïëþðè-
ïîòåíòíîå ñîñòîÿíèå ÝÑÊ ìûøè è ÷åëîâåêà. Àêòèâàöèÿ
Wnt-ñèãíàëèíãà ñîïðîâîæäàåòñÿ ñòàáèëèçàöèåé b-êàòå-
íèíà, åãî òðàíñïîðòîì â ÿäðî è àêòèâàöèåé òðàíñêðèï-
öèè ãåíîâ-ìèøåíåé, â ÷àñòíîñòè ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî
öèêëà c-myc è cyclin D1. Ê òàêîìó æå ýôôåêòó ïðèâîäèò
èíãèáèðîâàíèå êèíàçû GSK3b, íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà
Wnt-ïóòè. Ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå èíãèáèòîðà GSK3b
BIO íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ ìûøè
ëèíèè IOUD2. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî BIO äîçîçàâèñèìî ïî-
äàâëÿåò ðîñò ïîïóëÿöèè ÝÑÊ ìûøè. Ýòîò ýôôåêò íå áûë
âûçâàí îñòàíîâêîé íè â îäíîé èç êîíòðîëüíûõ òî÷åê
êëåòî÷íîãî öèêëà (G1/S èëè G2/M), òàê êàê ïðè îáðàáîòêå
BIO íå íàáëþäàëîñü ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â ðàñïðå-
äåëåíèè ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, â îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì êëåòêàõ ïîâûøåí
óðîâåíü àïîïòîçà, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòü çàìåäëåíèå ðîñ-
òà êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ñîãëàñíî äàííûì Âåñòåðí-áëî-
òèíãà è èììóíîôëóîðåñöåíöèè, ïîñëå îáðàáîòêè ÝÑÊ
BIO êîëè÷åñòâî b-êàòåíèíà âîçðàñòàåò, íî íå ïðîèñõî-
äèò åãî òðàíñïîðòèðîâêè â ÿäðî. Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâ-
ëåíèå ðîñòà ïîïóëÿöèè ÝÑÊ â ðåçóëüòàòå èíàêòèâàöèè
GSK3b íå ñîïðîâîæäàåòñÿ òðàíñëîêàöèåé b-êàòåíèíà â
ÿäðî. Êàê â êîíòðîëüíûõ, òàê è â îáðàáîòàííûõ BIO
êëåòêàõ b-êàòåíèí êîëîêàëèçóåòñÿ íà ìåìáðàíå ñ E-êàä-
ãåðèíîì, ó÷àñòâóÿ â ãîìîòèïè÷åñêèõ ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòàõ. Ïðè âîçäåéñòâèè BIO êëåòêè îêðóãëÿëèñü è îáðà-
çîâûâàëè áîëåå êîìïàêòíûå êîëîíèè. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü , ÷òî b -êàòåíèí,
ñòàáèëèçèðîâàííûé â ðåçóëüòàòå èíàêòèâàöèè GSK3b,
íàïðàâëÿåòñÿ íå â ÿäðî, à ê öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íå, ÷òî ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.
Ïîñêîëüêó îáðàáîòàííûå BIO êëåòêè èìåþò áîëåå âûðà-
æåííûé íåäèôôåðåíöèðîâàííûé ôåíîòèï, ìû ðåøèëè
èññëåäîâàòü, êàê èíãèáèðîâàíèå GSK3b âëèÿåò íà ïðî-
öåññ äèôôåðåíöèðîâêè. Äëÿ ýòîãî áûëà ïðîâåäåíà äèô-
ôåðåíöèðîâêà ÝÑÊ ðåòèíîåâîé êèñëîòîé â ïðèñóòñòâèè
BIO. Íà ðàííèõ ýòàïàõ äèôôåðåíöèðîâêè (ïåðâûå 3 ñóò)
íàáëþäàëîñü ñîõðàíåíèå íåäèôôåðåíöèðîâàííîé ìîð-
ôîëîãèè â îáðàáîòàííûõ BIO êëåòêàõ, íî çàòåì êëåòêè
íà÷èíàëè ðàñïëàñòûâàòüñÿ, à íà 6-å ñóò îíè ïðèîáðåòàëè
äèôôåðåíöèðîâàííûé ôåíîòèï. Õîòÿ BIO íå ïðåïÿòñòâî-
âàë ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè Oct-4 (ìàðêåðà íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ÝÑÊ), îí âëèÿë íà èíäóêöèþ ìàðêåðîâ äèô-
ôåðåíöèðîâêè: ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíà 4 ñíèæàëàñü, à ýêñ-
ïðåññèÿ âèìåíòèíà çàìåòíî ïîâûøàëàñü â êëåòêàõ,
äèôôåðåíöèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè BIO. Õîòÿ ïðè äåé-
ñòâèè èíãèáèòîðà GSK3b ñòàáèëèçèðîâàííûé b-êàòåíèí
íå íàêàïëèâàåòñÿ â ÿäðå, ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑÊ ðå-
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òèíîåâîé êèñëîòîé b-êàòåíèí îáíàðóæèâàåòñÿ â ÿäðå.
Òàêèì îáðàçîì, ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ b-êàòåíèíà íå íóæ-
íà äëÿ ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ, íî, âåðîÿòíî, èìååò áîëüøîå
çíà÷åíèå ïðè äèôôåðåíöèðîâêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî ïðîãðàììå ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÐÎËÜ ÁÅËÊÀ STIM1 Â ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÎÌ ÂÕÎÄÅ
ÊÀËÜÖÈß Â ÊËÅÒÊÀÕ A431. © À. Þ. Ñêîïèí, Ë. Í. Ãëó-
øàíêîâà, Î. À. Çèìèíà, Â. À. Àëåêñååíêî, Ã. Í. Ìîæàåâà,
Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Â íåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ àêòèâàöèÿ ìåìáðàííûõ ðå-
öåïòîðîâ, ñîïðÿæåííûõ ñ ôîñôîëèïàçîé C (PLC), èíèöè-
èðóåò êàñêàä ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèé ê îïóñòîøåíèþ èíî-
çèòîë-1,4,5-òðèôîñôàò (IP3)-÷óâñòâèòåëüíûõ êàëüöèåâûõ
äåïî è ïîñëåäóþùåìó âõîäó Ca2+ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó, òàê íàçûâàåìîìó åìêîñòíîìó Ca2+-âõîäó. Åì-
êîñòíîé Ca2+-âõîä îáåñïå÷èâàåòñÿ Ca2+-êàíàëàìè ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, èçâåñòíûìè êàê äåïîóïðàâëÿå-
ìûå Ca2+-êàíàëû (SOC). Ìåõàíèçì ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò
îïóñòîøåííîãî êàëüöèåâîãî äåïî ê ISOC-êàíàëàì äî êîí-
öà íåÿñåí. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñìåìáðàí-
íûé êàëüöèéñâÿçûâàþùèé áåëîê STIM1, á *îëüøàÿ ÷àñòü
êîòîðîãî ëîêàëèçîâàíà â ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî
ðåòèêóëóìà, ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì êîìïîíåíòîì â çàïó-
ñêå äåïîóïðàâëÿåìûõ Ca2+-êàíàëîâ. Ýòè äàííûå óêàçûâà-
ëè íà òî, ÷òî STIM1 ìîæåò áûòü ñåíñîðîì óðîâíÿ êàëü-
öèÿ â êàëüöèåâûõ äåïî è îïóñòîøåíèå äåïî ïðèâîäèò ê
ïåðåðàñïðåäåëåíèþ áåëêà â îáëàñòü, ïðèëåæàùóþ ê
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì äëÿ
àêòèâàöèè ISOC. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê
A431 â ñðåäå, ñîäåðæàùåé àíòèòåëà ê N-êîíöåâîìó êàëü-
öèéñâÿçûâàþùåìó ó÷àñòêó STIM1, áëîêèðóåò äåïîóï-
ðàâëÿåìûé âõîä Ca2+. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî ïóë STIM1, ëîêàëèçîâàííîãî â íàòèâíîé êëåòêå â
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, íåîáõîäèì äëÿ àêòèâàöèè äå-
ïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî ïðîãðàììå ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿð-
íàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ», ïî ïðîãðàììå «Âåäóùèå íàó÷-
íûå øêîëû» (ÍØ-4904.2006.4) è Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 04-04-49053 è
04-04-49057).

ÂÛÄÅËÅÍÈÅ È ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß ÔÈÁÐÎÖÈÒÎÂ
ÈÇ ÏÅÐÈÔÅÐÈ×ÅÑÊÎÉ ÊÐÎÂÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© Å. Â. Ñêîðîáîãàòàÿ,1 Í. Â. Êàëìûêîâà,1 Î. Ì. Ìîèñåå-
âà,2 Ì. È. Áëèíîâà,1 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, rev22@mail.cytspb.rssi.ru, è 2 ÍÈÈ êàðäèîëîãèè,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ðåçóëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà íà÷èíà-
åòñÿ ðÿä âçàèìîñâÿçàííûõ ïðîöåññîâ: âîñïàëåíèå, îáðà-
çîâàíèå ãðàíóëÿöèîííîé òêàíè, àíãèîãåíåç, ñîêðàùåíèå
ðàíû è åå ðåýïèòåëèçàöèÿ. Íà êîíå÷íîì ýòàïå âîññòàíîâ-
ëåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà îñíîâíóþ ðîëü âûïîëíÿþò ôèá-
ðîáëàñòû, êîòîðûå ìèãðèðóþò èç êðàåâ ðàíû è ñèíòåçè-
ðóþò ýëåìåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Äîëãîå âðåìÿ

îñòàâàëñÿ íåèçó÷åííûì ïðîöåññ ïîÿâëåíèÿ ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ êëåòîê íåïîñðåäñòâåííî â ðàíå, êóäà ôèá-
ðîáëàñòû íå ìîãëè ìèãðèðîâàòü ñàìîñòîÿòåëüíî. Â
1994 ã. Áóêàëà è ñîàâòîðû çàìåòèëè ïðèñóòñòâèå â ðàíå
áîëüøîãî ÷èñëà âåðåòåíîîáðàçíûõ êëåòîê. Äàííûå êëåò-
êè, íàçâàííûå ôèáðîöèòàìè, ïîÿâëÿþòñÿ â ðàíå èç êðî-
âÿíîãî ðóñëà, ñèíòåçèðóþò áîëüøîå ÷èñëî ðàçíîîáðàç-
íûõ ôàêòîðîâ, ïðèíèìàÿ ó÷àñòèå â çàïóñêå ðåãåíåðàöè-
îííûõ ïðîöåññîâ. Èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ äèôôåðåíöèðîâêè
è ïîâåäåíèÿ ôèáðîöèòîâ îáóñëîâëåí ðàçâèòèåì òåõíîëî-
ãèé çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè è, â ÷àñòíîñòè,
ñîçäàíèåì êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ äëÿ çàæèâëåíèÿ ðàí
ðàçëè÷íîé ýòèîëîãèè. Â ñâÿçè ñ âûøåèçëîæåííûì öåëüþ
ðàáîòû ÿâëÿëîñü âûäåëåíèå ôèáðîöèòîâ èç öåëüíîé ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, à òàêæå èõ èäåíòèôèêà-
öèÿ ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðàçëè÷íûõ àíòèòåë. Îáùóþ ëåé-
êîöèòàðíóþ ôðàêöèþ êðîâè ïîëó÷àëè ïóòåì ãðàäèåíò-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ íà Histopaque 1077 (Sigma).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ïëàñòèêå èëè íà ôèáðîíåêòè-
íå èç ïëàçìû êðîâè â ñðåäå DMEM ñ 20%-íîé ýìáðèîíà-
ëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. ×åðåç
5—7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîÿâëÿëàñü ìîðôîëîãè÷åñêè
ãåòåðîãåííàÿ ïîïóëÿöèÿ ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê, â ñîñòà-
âå êîòîðîé ïðèñóòñòâîâàëè êàê îäèíî÷íûå ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûå êëåòêè, òàê è öåëûå êëàñòåðû. Äëÿ èäåíòèôè-
êàöèè ôèáðîöèòîâ èõ îêðàøèâàëè ìîíîêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè CD34 (B&D Pharmingen) — ìàðêåðîì ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê è CD31 (Sigma) — ìàðêåðîì ýíäîòåëèàëü-
íûõ êëåòîê. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôèáðîöèòû îêðàøèâà-
þòñÿ CD34, ò. å. ÿâëÿþòñÿ ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, è íå
îêðàøèâàþòñÿ CD31. Îïûòû ïî âêëþ÷åíèþ
áðîìäåçîêñèóðèäèíà ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ñðåäè
ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê òîëüêî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå
ñèíòåçèðóþò ÄÍÊ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê
ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè ìû èñïîëüçîâàëè ôèáðèíîâûé
ãåëü êàê 3-ìåðíóþ ìîäåëü ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà, îáðàçó-
þùåãîñÿ â ðàíå. Ïî-âèäèìîìó, ôèáðèí ñòèìóëèðóåò
äèôôåðåíöèðîâêó è ìèãðàöèþ ôèáðîöèòîâ, òàê êàê ìû
íàáëþäàëè ïîÿâëåíèå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê óæå
÷åðåç 2 ñóò è èõ áûñòðóþ ìèãðàöèþ âíóòðü ãåëÿ. Íà
îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìû ìîæåì ñäåëàòü çà-
êëþ÷åíèå î òîì, ÷òî ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòêè ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè êðîâè äèôôå-
ðåíöèðóþòñÿ â ôèáðîöèòû, ÷òî ïîçâîëèò â äàëüíåéøåì
èñïîëüçîâàòü èõ â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé â ðàìêàõ Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà
¹ 02.435.11.3020 «Ìåòîä âîññòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëü-
íî-ìåçåíõèìàëüíûõ äåôåêòîâ ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ
êëåòîê» (ëîò 2005-ÆÑ-13.1/001).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß VEGF-R3 ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÌÈ ÊËÅÒ-
ÊÀÌÈ ËÈÍÈÈ EA.Hy926. © Ä. È. Ñîêîëîâ, À. Â. Êîëî-
áîâ, È. Ì. Êâåòíîé, Ñ. À. Ñåëüêîâ. ÃÓ ÍÈÈ àêóøåðñòâà
è ãèíåêîëîãèè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç èçìåíåíèé ýêñïðåññèè VEGF-R3 ýíäîòåëèàëüíû-
ìè êëåòêàìè ïëàöåíòû â íîðìå è ïðè ãåñòîçå, à òàêæå
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èçìåíåíèé ýêñïðåññèè VEGF-R3
÷åëîâå÷åñêèìè ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ëèíèè EA.Hy926
ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè íàäîñàäî÷íûõ
æèäêîñòåé, ïîëó÷åííûõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýêñïëàí-
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òîâ ïëàöåíò áåðåìåííûõ ñ íîðìàëüíûì òå÷åíèåì áåðå-
ìåííîñòè èëè ñ ãåñòîçîì. Âñåãî îáñëåäîâàíî 10 ïëàöåíò
áåðåìåííûõ ñ íîðìàëüíûì òå÷åíèåì áåðåìåííîñòè (êîí-
òðîëü) è 10 ïëàöåíò áåðåìåííûõ ñ ãåñòîçîì. Ðîäîðàçðå-
øåíèå ïðîâîäèëîñü ïóòåì êåñàðåâà ñå÷åíèÿ. Êóñî÷êè
ïëàöåíò ôèêñèðîâàëè â ôîðìàëèíå äëÿ ïîñëåäóþùåãî
èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ýêñïðåññèè VEGF-R3.
Äðóãèå êóñî÷êè ýòèõ æå ïëàöåíò êóëüòèâèðîâàëè â ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè â
òå÷åíèå 24 ÷, ïîñëå ÷åãî ñîáèðàëè íàäîñàäî÷íûå æèäêî-
ñòè. Çàòåì ÷åëîâå÷åñêèå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ëèíèè
EA.Hy926 êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ïîëó÷åííûõ
íàäîñàäî÷íûõ æèäêîñòåé â òå÷åíèå 24 ÷, ïîñëå ÷åãî
êëåòêè ôèêñèðîâàëè ôîðìàëèíîì è ïðîâîäèëè èììóíî-
ãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè VEGF-R3. Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè ñ àíòèòåëàìè
ê VEGF-R3 (1 : 50, Novocastra, UK) èñïîëüçîâàëè ñòàí-
äàðòíûé îäíîýòàïíûé ïðîòîêîë. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ
äàííûõ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè êîìïüþòåðíîé ñèñòåìû
àíàëèçà ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé è ïðîãðàììû
«Ìîðôîëîãèÿ 4.0» (Âèäåîòåñò). Ïðè èììóíîãèñòîõèìè-
÷åñêîì èññëåäîâàíèè ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ïëà-
öåíòû îòìå÷åíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ VEGF-R3 êëåòêàìè ñèí-
öèòèîòðîôîáëàñòà è äåöèäóàëüíûìè êëåòêàìè áàçàëü-
íîé ïëàñòèêè áûëà äîñòîâåðíî íèæå ïðè ãåñòîçå, ÷åì
ïðè íîðìàëüíîé áåðåìåííîñòè. Ïðè öèòîëîãè÷åñêîì è
èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîì èññëåäîâàíèè óñòàíîâëåíî,
÷òî êîëè÷åñòâî êëåòîê ëèíèè EA.Hy926, ïðîèíêóáèðî-
âàííûõ â ïðèñóòñòâèè íàäîñàäêîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè êó-
ëüòèâèðîâàíèè ýêñïëàíòîâ ïëàöåíò áåðåìåííûõ ñ ãåñòî-
çîì, óìåíüøàëîñü â ïîëå çðåíèÿ, êëåòêè óâåëè÷èâàëèñü â
ðàçìåðàõ è äåôîðìèðîâàëèñü, èõ ÿäðà ñòàíîâèëèñü âûòÿ-
íóòûìè è ãèïåðõðîìíûìè, ýêñïðåññèÿ VEGF-R3 äîñòî-
âåðíî ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïðè ýòîì
íàäîñàäî÷íûå æèäêîñòè, ïîëó÷åííûå ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè ýêñïëàíòîâ ïëàöåíò çäîðîâûõ áåðåìåííûõ, íå èçìå-
íÿëè íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèè êëåòîê ëèíèè EA.Hy926 è
áàçîâîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè VEGF-R3. Òàêèì îáðàçîì,
ñíèæåíèå ýêñïðåññèè VEGF-R3 ýíäîòåëèàëüíûìè êëåò-
êàìè ïëàöåíòû ïðè ãåñòîçå ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî êàê
ôóíêöèîíàëüíûì äåôåêòîì ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, òàê
è èõ ãèáåëüþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷-
íûõ øêîë ÐÔ (ÍØ-5268.2006.7).

ÑÈÍÒÅÇ ÏÐÎÂÎÑÏÀËÈÒÅËÜÍÛÕ È ÏÐÎÒÈÂÎÂÎÑ-
ÏÀËÈÒÅËÜÍÛÕ ÖÈÒÎÊÈÍÎÂ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÊÐÎÂÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ IN VITRO ÏÐÈ ÑÒÈÌÓËß-
ÖÈÈ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÛÌ ÀÍÃÈÎÃÅÍÅÇÎÌ II.
© À. Ã. Ñîëîâü¸â,1 Ë. Ë. Ðåçíèêîâ,2 Ï. Ã. Íàçàðîâ,3 ×àðëç
À. Äèíàðåëëî.2 1 Öåíòð ãåìîêîððåêöèè ÃÓÇ Ãîðîäñêàÿ áî-
ëüíèöà ¹ 12, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Øêîëà ìåäèöèíû Óíè-
âåðñèòåòà øòàòà Êîëîðàäî, Äåíâåð, ÑØÀ, è 3 Èíñòèòóò ýê-
ñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå àêòèâíî îáñóæäàåò-
ñÿ íîâûé ïîäõîä ê íåêîòîðûì îáùåèçâåñòíûì ðåãóëÿ-
òîðíûì ãîðìîíàì, òàêèì êàê àíãèîòåíçèí II (Ang II), êàê
ê èñòèííûì öèòîêèíàì. Íàêîïëåííûé îáúåì ôàêòè÷å-
ñêèõ äàííûõ ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü, ÷òî ïîâðåæäåíèå îð-
ãàíîâ è ñèñòåì ïðè ìíîãèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ
ìîæåò áûòü ðåàëèçîâàíî ïîñðåäñòâîì ýòèõ ðåãóëÿòîð-

íûõ ïåïòèäîâ. Òàê, àêòèâàöèÿ ðåíèí-àíãèîòåíçèíîâîé
ñèñòåìû ìîæåò ïðèâîäèòü ê íåñïåöèôè÷åñêîìó ïîâðåæ-
äåíèþ ïî÷å÷íîé ïàðåíõèìû (Ruiz-Ortega et al. Kidney
Int. Suppl., 2003, 86: S21—S26). Ïîìèìî îáùåèçâåñòíûõ
ôèçèîëîãè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ (âàçèêîíòðèêöèÿ
è äð.) Ang II ó÷àñòâóåò â ðàçâèòèè CCl4-èíäóöèðîâàííî-
ãî ôèáðîçà ïå÷åíè ó êðûñ, ïðè÷åì åãî ìåäèàòîðíàÿ ðîëü
ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç öèòîêèíîâóþ ñåòü è îòìåíÿåòñÿ ââåäå-
íèåì ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîãî öèòîêèíà IL-10 (Wang
et al. World J. Gastroenterol., 2003, 9: 539—543). Òàêæå
ïîêàçàíî, ÷òî Ang II ïîñðåäñòâîì ñâîèõ ñïåöèôè÷åñêèõ
ðåöåïòîðîâ 1-ãî òèïà (ÀÒ 1) ó÷àñòâóåò â LPS-èíäóöèðî-
âàííîì ñèíòåçå IL-1b è IL-6 in vivo è in vitro (Miyoshi
et al. Amer. J. Physiol. Regulat. Integr. Comp. Physiol.,
2003, 284: R1092—R1097). Íîâûå ñâîéñòâà Ang II êàê
èñòèííîãî öèòîêèíà, åãî ñïîñîáíîñòü íåïîñðåäñòâåííî
âûñòóïàòü èíäóêòîðîì ñèíòåçà öèòîêèíîâûõ êàñêàäîâ
îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè. Íåèçâåñòíî, íàïðèìåð, êàê
âëèÿåò Ang II íà ïðîäóêöèþ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-
íîâ, íåîáõîäèìûõ êàê äëÿ ðàçâèòèÿ, òàê è äëÿ îãðàíè÷å-
íèÿ âîñïàëèòåëüíîãî ïðîöåññà. Ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ ýòèõ
âîïðîñîâ ìû èçó÷èëè âëèÿíèå ïðåïàðàòà Ang II íà ïðî-
äóêöèþ íåñêîëüêèõ ïðî- è ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûõ öè-
òîêèíîâ (IL-1b, IL-8, IL-1Ra è IFNg) êëåòêàìè êðîâè ÷å-
ëîâåêà in vitro. Ìîäåëüþ äëÿ ýêñïåðèìåíòà áûëà âûáðà-
íà ðàçáàâëåííàÿ â ñòåðèëüíîé òåïëîé ñðåäå RPMI 1640
äîíîðñêàÿ êðîâü, 24-÷àñîâóþ êóëüòóðó êîòîðîé ïî îêîí-
÷àíèè èíêóáàöèè öåíòðèôóãèðîâàëè, ïîëó÷åííûé ñóïåð-
íàòàíò àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå èíòåðëåéêèíîâ
IL-1b, IL-8, IL-1Ra è IFNg ìåòîäîì æèäêîñòíîé õåìî-
ýëåêòðîëþìèíåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå ñòèìóëèðóþùåãî
àãåíòà ïðèìåíÿëè ðåêîìáèíàíòíûé ÷åëîâå÷åñêèé Ang
(Sigma) â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ (250, 500 è 1000 íÌ).
Êàê ïîêàçàëè ïîëó÷åííûå äàííûå, ïðåïàðàò Ang II ÷åëî-
âåêà ñòèìóëèðîâàë ñèíòåç âñåõ èññëåäóåìûõ öèòîêèíîâ.
Ñòèìóëÿöèÿ ñèíòåçà öèòîêèíîâ â êóëüòóðàõ êëåòîê êðî-
âè ÷åëîâåêà áûëà ïðîïîðöèîíàëüíà ïðèìåíÿåìîé äîçå.
Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ïðèðîñòà ïðîäóêöèè öèòîêèíîâ
(â 3—10 ðàç âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, P < 0.05) äîñòèãàëñÿ
ïðè êîíöåíòðàöèè Ang II 1000 íÌ, ÷òî çíà÷èòåëüíî
âûøå ðåôåðåíñ-óðîâíÿ Ang II, ïðèíÿòîãî äëÿ ïëàçìû
êðîâè çäîðîâîãî ÷åëîâåêà (van de Wal et al. Int. J. Car-
diol., 2006, 106: 367—372). Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû
íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî Ang II ÷åëîâåêà îá-
ëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ íåïîñðåäñòâåííî èíäóöèðîâàòü
ñèíòåç êàê ïðîâîñïàëèòåëüíûõ, òàê è ïðîòèâîâîñïàëè-
òåëüíûõ öèòîêèíîâ â ëåéêîöèòàõ êðîâè ÷åëîâåêà. Ýòî
ïîäòâåðæäàåò ìíîãî÷èñëåííûå ëèòåðàòóðíûå äàííûå îá
ó÷àñòèè Ang II â ïàòîãåíåçå âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ,
óêàçûâàÿ íà òî, ÷òî ïðîâîñïàëèòåëüíûå ñâîéñòâà Ang II
ìîãóò îñóùåñòâëÿòüñÿ ïóòåì ïðÿìîãî âîçäåéñòâèÿ íà
ïóòè öèòîêèíîâîé ðåãóëÿöèè âîñïàëåíèÿ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå óêàçûâàþò íà áîëåå ñëîæíûé ïàòîãåíåç ãèïåðòî-
íè÷åñêîé áîëåçíè, ãäå íàðÿäó ñ âàçîêîíñòðèêòîðíûìè
ñâîéñòâàìè Ang II, îïðåäåëÿþùèìè íàðóøåíèÿ ñèñòåì-
íîé ãåìîäèíàìèêè, ìîæíî ãîâîðèòü î âîñïàëèòåëüíîì
êîìïîíåíòå, ñïîñîáíîì èíäóöèðîâàòü ìåñòíûå âîñïàëè-
òåëüíûå èçìåíåíèÿ ñîñóäèñòîé ñòåíêè, îïðåäåëÿòü àêòè-
âàöèþ è ìèãðàöèþ êëåòîê êðîâè è ò. ä. Ó÷èòûâàÿ ýòî, ëå-
÷åíèå ãèïåðòîíè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé ìîæåò òðåáîâàòü ïðè-
ñîåäèíåíèÿ óìåðåííîé ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé òåðàïèè.

ÏÎÄÀÂËÅÍÈÅ ÇÀÂÈÑÈÌÎÉ ÎÒ ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÎÉ
ÀÄÃÅÇÈÈ ËÅÊÀÐÑÒÂÅÍÍÎÉ ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ
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ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÈ ÑÎÂÌÅÑÒÍÎÌ ÏÐÈ-
ÌÅÍÅÍÈÈ ÄÈÝÒÈËÄÈÒÈÎÊÀÐÁÀÌÀÒÀ Ñ ÂÈÒÀ-
ÌÈÍÀÌÈ B12 È C. © Ì. Å. Ñîëîâüåâà, Â. Â. Ñîëîâüåâ,
À. À. Ôàñõóòäèíîâà, À. À. Êóäðÿâöåâ, Â. Ñ. Àêàòîâ. Èí-
ñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè
ÐÀÍ, Ïóùèíî, groupakatov@rambler.ru.

Îáðàçîâàíèå àäãåçèâíûõ êîíòàêòîâ êëåòîê ñ ñóáñò-
ðàòîì è ñ îêðóæàþùèìè êëåòêàìè çíà÷èòåëüíî âëèÿåò
íà èõ ìåòàáîëèçì è ïîâûøàåò âûæèâàåìîñòü â íåáëàãî-
ïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ. Êàê èçâåñòíî, ïðè âîçðàñòàíèè ïëîò-
íîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ðîñòå êëåòîê â ìóëüòèñëîÿõ
èëè ñôåðîèäàõ îòìå÷àåòñÿ ñíèæåíèå ýôôåêòèâíîñòè ïî-
âðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ è õèìèîïðåïàðà-
òîâ. Ðàçðûâ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ óñòðàíÿåò ðåçè-
ñòåíòíîñòü, ÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î çàâèñèìîé îò àäãå-
çèè ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè (cell
adhesion-mediated drug resistance, CAMDR) îïóõîëåâûõ
êëåòîê. Ìåõàíèçì CAMDR îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Âûÿñ-
íåíèå ïðè÷èí çàâèñèìîé îò ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè ðåçè-
ñòåíòíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ê öèòîòîêñè÷åñêèì àãåí-
òàì è ïîèñê ñïîñîáîâ åå ïðåîäîëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ àêòóàëü-
íîé çàäà÷åé è èìåþò î÷åâèäíîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå.
Ìû óñòàíîâèëè ìíîãîêðàòíîå ïîâûøåíèå óñòîé÷èâîñòè
êëåòîê êàðöèíîìû ãîðòàíè ÷åëîâåêà HEp-2 ïðè âîçðàñòà-
íèè ïëîòíîñòè êóëüòóðû äî êîíôëþåíòà ê ïîâðåæäàþ-
ùåìó äåéñòâèþ âèíêðèñòèíà, äîêñîðóáèöèíà, ïåðåêèñè
âîäîðîäà, ïðîîêñèäàíòíîé êàòàëèòè÷åñêîé ñèñòåìû,
âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ñî÷åòàíèå âèòàìèíîâ B12b è C, êîòî-
ðàÿ èñïûòûâàåòñÿ â êà÷åñòâå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïà-
ðàòà, ê äèýòèëäèòèîêàðáàìàòó (DDC), ÿâëÿþùåìóñÿ èí-
ãèáèòîðîì Cu,Zn-ÑÎÄ è ðÿäà äðóãèõ ôåðìåíòîâ, õåëàòî-
ðîì ìåäè è ìåòàáîëèòîì ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà
«Äèñóëüôèðàì». Îäíèì èç ñïîñîáîâ ïðåîäîëåíèÿ óñòîé-
÷èâîñòè êëåòîê ê õèìèîòåðàïèè ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
ñî÷åòàíèÿ ïðåïàðàòîâ ñ ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìàìè äåéñò-
âèÿ. Ìû ïîïûòàëèñü ïðåîäîëåòü CAMDR êëåòîê HEp-2
ïóòåì êîìáèíèðîâàííîãî âîçäåéñòâèÿ íåñêîëüêèìè ïðå-
ïàðàòàìè. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî LC50 äîêñîðóáèöèíà
äëÿ ðåçèñòåíòíîé êîíôëþåíòíîé êóëüòóðû ñíèæàåòñÿ â
3—4 ðàçà ïðè ñîâìåñòíîì ïðèìåíåíèè ñ DDC â íåòîê-
ñè÷íîé äîçå. Ñî÷åòàíèå äîêñîðóáèöèíà ñ âèòàìèíàìè
B12b è C íå ñïîñîáñòâîâàëî ïðåîäîëåíèþ CAMDR. Âå-
ëè÷èíà LC50 DDC â êîíôëþåíòíûõ è íåêîíôëþåíòíûõ
êóëüòóðàõ ðàçëè÷àëàñü â 300 ðàç. Ïðèìåíåíèå DDC ñî-
âìåñòíî ñ âèòàìèíîì B12b â íåòîêñè÷íîé êîíöåíòðàöèè
ïîçâîëèëî óìåíüøèòü LC50 DDC â êîíôëþåíòíîé êóëü-
òóðå â 4 ðàçà, à ïðè ñîâìåñòíîì ïðèìåíåíèè ñ íåòîêñè÷-
íûì ñî÷åòàíèåì âèòàìèíîâ B12b è C — â 15 ðàç. DDC â
íåòîêñè÷íûõ äîçàõ óñòðàíÿåò ðåçèñòåíòíîñòü êîíôëþåí-
òíûõ êëåòîê ê äåéñòâèþ ïåðåêèñè âîäîðîäà è ïðîîêñè-
äàíòíûì ñî÷åòàíèÿì âèòàìèíà C ñ îðãàíîêîìïëåêñàìè
êîáàëüòà. Â ðàáîòå ðàññìàòðèâàþòñÿ âîçìîæíûå ìåõà-
íèçìû ñíèæåíèÿ ðåçèñòåíòíîñòè êëåòîê ïðè ñîâìåñòíîì
ïðèìåíåíèè DDC ñ âèòàìèíàìè B12b è C: îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ, âîçíèêíîâåíèå ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ íà ðàííèõ ýòà-
ïàõ äåéñòâèÿ, ñíèæåíèå ðåïàðàöèîííîãî ïîòåíöèàëà
êëåòêè. Ñèíåðãèçì öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ DDC ñ
âèòàìèíàìè B12b è C, ñ öèòîñòàòèêàìè ïðåäñòàâëÿåò èí-
òåðåñ äëÿ õèìèîòåðàïèè ñîëèäíûõ îïóõîëåé, óñòîé÷è-
âûõ ê èçâåñòíûì ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòàì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-97285).

ÏÐÎÎÊÑÈÄÀÍÒÍÎÅ È ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÎÅ ÄÅÉ-
ÑÒÂÈÅ ÒÈÎËÎÂ Â ÑÎ×ÅÒÀÍÈÈ Ñ ÂÈÒÀÌÈÍÎÌ
B12b. © Ì. Å. Ñîëîâüåâà, À. À. Ôàñõóòäèíîâà, Â. Â. Ñî-
ëîâüåâ, À. À. Êóäðÿâöåâ, Â. Ñ. Àêàòîâ. Èíñòèòóò òåîðåòè-
÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî,
groupakatov@rambler.ru.

Òèîëñîäåðæàùèå ñîåäèíåíèÿ èãðàþò âàæíóþ ðîëü â
çàùèòå áåëêîâ êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, â âîñ-
ñòàíîâëåíèè èõ äèñóëüôèäíûõ ãðóïï è ïåðåõâàòå àêòèâ-
íûõ êèñëîðîäíûõ ìåòàáîëèòîâ. Îíè ÿâëÿþòñÿ êîìïî-
íåíòàìè áóôåðíûõ ñèñòåì ïðè èçó÷åíèè ñâîéñòâ áåëêî-
âûõ ìîëåêóë, àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ è ðîëè äèñóëüôèäîâ
â èõ ñòðóêòóðå. Òèîëû øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â ìåäèöèíå
êàê ðàäèîïðîòåêòîðû è àíòèîêñèäàíòû. Âìåñòå ñ òåì ïðè
èñïîëüçîâàíèè òèîëîâ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü èõ ïîòåí-
öèàëüíûå ïðîîêñèäàíòíûå ñâîéñòâà, êîòîðûå ìîãóò ïðè-
âåñòè ê ïîâðåæäàþùåìó ýôôåêòó. Èçâåñòíî, ÷òî òèîëû â
ñî÷åòàíèè ñ ìåòàëëàìè ïåðåõîäíîé âàëåíòíîñòè ìîãóò
ïðîäóöèðîâàòü àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà. Â ñâÿçè ñ
ýòèì àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ïðîîêñèäàíòíûõ è
öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòîâ òèîëîâ â ñî÷åòàíèè ñ îðãà-
íîêîìïëåêñàìè, ñîäåðæàùèìè ìåòàëëû ñ ïåðåõîäíîé âà-
ëåíòíîñòüþ. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî òèîëû N-àöåòèëöèñòå-
èí (NAC), ãëóòàòèîí (GSH) è äèòèîòðåèòîë (DTT) â ñî-
÷åòàíèè ñ âèòàìèíîì B12b ÿâëÿþòñÿ ïðîîêñèäàíòàìè.
Óñòàíîâëåí ñèíåðãèçì òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ýòèõ òèî-
ëîâ â ñî÷åòàíèÿõ ñ âèòàìèíîì B12b íà êëåòêè êàðöèíîìû
ãîðòàíè ÷åëîâåêà â êóëüòóðå. Ïîêàçàíî, ÷òî ñî÷åòàíèÿ
òèîëîâ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñ B12b èíèöèè-
ðóåò àïîïòîç. Îáíàðóæåíî, ÷òî òèîëû â ñî÷åòàíèè ñ B12b

âîññòàíàâëèâàþò ìîëåêóëÿðíûé êèñëîðîä ñ îáðàçîâàíè-
åì ïåðåêèñè âîäîðîäà âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå äî 100 ìêÌ è
âûøå. Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñòðàêëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ, âûçâàííûé ñî÷åòàíèÿìè òèîëîâ ñ B12b, ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûì îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì è ïî-
ÿâëåíèåì îäíîíèòèåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Óñòàíîâëåíî,
÷òî íàêîïëåíèå íåðåïàðèðîâàííûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ,
âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ êîìåò-àíàëèçà, ÿâëÿåòñÿ ïðè÷è-
íîé èíèöèàöèè àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê, âûçûâàå-
ìîé òèîëîàìè â ñî÷åòàíèè ñ B12b. Õåëàòîðû æåëåçà ôå-
íàíòðîëèí è äåôåðîêñàìèí íå ïðåäîòâðàùàþò ïðîîêñè-
äàíòíîãî äåéñòâèÿ ñî÷åòàíèé òèîëîâ ñ B12b, íî äîñòîâåðíî
èíãèáèðóþò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è ãèáåëü êëåòîê, âûçûâà-
åìóþ ñî÷åòàíèÿìè. Ïðîîêñèäàíòíûé è öèòîòîêñè÷åñêèé
ýôôåêòû ñî÷åòàíèé òèîëîâ ñ B12b ïîëíîñòüþ óñòðàíÿþò-
ñÿ íåòèîëîâûìè àíòèîêñèäàíòàìè êàòàëàçîé è ïèðóâà-
òîì. Òàêèì îáðàçîì, öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ñî÷åòà-
íèé òèîëîâ ñ B12b îáóñëîâëåíî ãåíåðàöèåé ïåðåêèñè âî-
äîðîäà, êîòîðàÿ âûçûâàåò ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ïðè ó÷àñòèè
âíóòðèêëåòî÷íîãî æåëåçà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêà-
çûâàþò íà âàæíîñòü ïðàâèëüíîãî ïîäáîðà àíòèîêñèäàí-
òîâ è ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äëÿ êëåòî÷íîé áèîëîãèè, îí-
êîëîãèè è ôàðìàêîëîãèè.

ÀÊÒÈÂÀÖÈß ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎÐÎÂ
NF-kB È AP-1 Â ÊËÅÒÊÀÕ ÃÅÏÀÒÎÌ ÊÀÍÖÅÐÎÃÅ-
ÍÎÌ ÁÅÍÇ/À/ÏÈÐÅÍÎÌ. © Í. À. Ñîëîìàòèíà, À. Â. Ãàñ-
ïàðüÿí, Ò. Ê. Äóáîâàÿ, Â. À. Êîáëÿêîâ. Ðîññèéñêèé îí-
êîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, koblia-
kov@rambler.ru.

Â ïðîöåññå õèìè÷åñêîãî êàíöåðîãåíåçà âûäåëÿþò
ñòàäèè èíèöèàöèè è ïðîìîöèè. Ñòàäèÿ èíèöèàöèè êàòà-
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ëèçèðóåòñÿ àêòèâíûìè ìåòàáîëèòàìè êàíöåðîãåíà, âû-
çûâàþùèìè ìóòàöèè â îíêîãåíàõ èëè ãåíàõ-ñóïðåññî-
ðàõ. Íà ñòàäèè ïðîìîöèè èíèöèèðîâàííûå êëåòêè äîë-
æíû ïîëó÷èòü äîïîëíèòåëüíîå âîçäåéñòâèå, ñòèìóëè-
ðóþùåå èçáèðàòåëüíûé ðîñò ýòèõ êëåòîê. Ïðèíÿòî ñ÷è-
òàòü, ÷òî íåîáõîäèìûìè ñâîéñòâàìè ïðîìîòîðîâ ÿâëÿ-
þòñÿ ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ è áëî-
êèðîâàòü àïîïòîç. Ýòîò âûâîä ñäåëàí ïðè èçó÷åíèè ìî-
äåëè äâóõñòàäèéíîãî êàíöåðîãåíåçà, ïðè êîòîðîì ñòàäèè
èíèöèàöèè è ïðîìîöèè âûçûâàþòñÿ ðàçëè÷íûìè ñîåäè-
íåíèÿìè. Îäíàêî òî, êàê ðåàëèçóåòñÿ ñòàäèÿ ïðîìîöèè
ïðè äåéñòâèè «ïîëíûõ» êàíöåðîãåíîâ, âåùåñòâ, ñî÷åòà-
þùèõ îäíîâðåìåííî ôóíêöèè èíèöèàòîðà è ïðîìîòîðà,
íåèçâåñòíî. Íåïîíÿòíî, â êàêîé ôîðìå — èñõîäíîé èëè
ìåòàáîëèçèðîâàííîé — äåéñòâóåò êàíöåðîãåí. Ðàñïðî-
ñòðàíåííûìè êàíöåðîãåííûìè çàãðÿçíèòåëÿìè îêðóæà-
þùåé ñðåäû ÿâëÿþòñÿ ïîëèöèêëè÷åñêèå àðîìàòè÷åñêèå
óãëåâîäîðîäû (ÏÀÓ). Â íàñòîÿùèé ìîìåíò èçâåñòíû äâà
ïóòè ðåàëèçàöèè áèîëîãè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ýòèõ âåùåñòâ.
1. Â êëåòêå ÏÀÓ ìåòàáîëèçèðóþòñÿ â ìîíîîêñèãåíàçíîé
ôåðìåíòíîé ñèñòåìå íà öèòîõðîìå P450 ñ îáðàçîâàíèåì
âûñîêîàêòèâíûõ ýïîêñèäîâ è ôåíîëîâ, êîòîðûå âçàèìî-
äåéñòâóÿ ñ ìàêðîìîëåêóëàìè, âëèÿþò íà êëåòî÷íûå ôóí-
êöèè. 2. Èñõîäíàÿ, õèìè÷åñêè èíåðòíàÿ ìîëåêóëà ÏÀÓ
àêòèâèðóåò Ah-ðåöåïòîð. Àêòèâèðîâàííûé Ah-ðåöåïòîð,
ÿâëÿÿñü òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, âûçûâàåò òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ìåòàáîëèçìå êñåíîáèî-
òèêîâ; ïîìèìî ýòîãî, îí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðåãóëÿòîð-
íûì áåëêîì ðåòèíîáëàñòîìû, àêòèâèðóåò áåëîê src è äð.
Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû AP-1 è NF-kB ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå â ïåðåäà÷å ìèòîòè÷åñêîãî è àíòèàïîïòè÷åñêîãî
ñèãíàëîâ. Àêòèâàöèÿ ýòèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì ôàêòîðîì ïðîìîöèè. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå êàíöåðîãåííîãî
ÏÀÓ áåíç/à/ïèðåíà (ÁÏ) è åãî íåêàíöåðîãåííîãî àíàëîãà
áåíç/å/ïèðåíà (ÁåÏ) íà àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ AP-1 è NF-kB â êóëüòóðå êëåòîê ãåïàòîì 27 è
Hep G2. Ýòè êóëüòóðû îòëè÷àþòñÿ òåì, ÷òî â êëåòêàõ ãå-
ïàòîìû Hep G2 ýêñïðåññèðóþòñÿ êàê ôåðìåíòû ìåòàáî-
ëèçìà êñåíîáèîòèêîâ, òàê è Ah-ðåöåïòîð; â êëåòêàõ ãåïà-
òîìû 27 íå îáíàðóæåíî ýêñïðåññèè íè èçîôîðì öèòîõðî-
ìà P450, íè Ah-ðåöåïòîðà. ÁÏ â îòëè÷èå îò ÁåÏ
âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñâÿçûâàíèÿ NF-kB ñ
óçíàþùèì ó÷àñòêîì ÄÍÊ â êëåòêàõ ãåïàòîìû 27 è î÷åíü
ñëàáîå â êëåòêàõ ãåïàòîìû Hep G2. Â ñëó÷àå ñ òðàíñ-
êðèïöèîííûì ôàêòîðîì AP-1 íàáëþäàëàñü äðóãàÿ êàð-
òèíà: áîëåå ýôôåêòèâíî ïðîèñõîäèò ñâÿçûâàíèå ñ óçíàþ-
ùèì ó÷àñòêîì ÄÍÊ â êëåòêàõ ãåïàòîìû Hep G2 è áîëåå
ñëàáî â êëåòêàõ ãåïàòîìû 27. Àêòèâàöèÿ NF-kB â êëåò-
êàõ ãåïàòîìû 27, â êîòîðîé îòñóòñòâóþò êàê ñèñòåìà ìå-
òàáîëèçìà ÏÀÓ, òàê è Ah-ðåöåïòîð, ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ïîìèìî ýòèõ äâóõ èçâåñòíûõ ôàêòîðîâ, ðåàëèçó-
þùèõ áèîëîãè÷åñêîå äåéñòâèå êàíöåðîãåíîâ, ñóùåñòâó-
åò òðåòèé, äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íåèçâåñòíûé êîìïî-
íåíò, ÷åðåç êîòîðûé ïðîèñõîäèò äåéñòâèå íåìåòàáîëèçè-
ðîâàííîé ìîëåêóëû ÏÀÓ. Àíàëèç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî è ðàíåå áûëè ïîëó÷åíû ýô-
ôåêòû ÏÀÓ íà êëåòêè, êîòîðûå íåëüçÿ îáúÿñíèòü òðàäè-
öèîííûìè ïðåäñòàâëåíèÿìè î ìåõàíèçìàõ äåéñòâèÿ ýòî-
ãî êëàññà âåùåñòâ. Áîëåå âûðàæåííûé ýôôåêò ÁÏ íà àê-
òèâàöèþ AP-1 â êëåòêàõ ãåïàòîìû Hep G2 ïî ñðàâíåíèþ
ñ êëåòêàìè ãåïàòîìû 27 ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî àêòè-
âàöèÿ ýòîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ðåàëèçóåòñÿ ÷å-
ðåç îáðàçîâàíèÿ àêòèâíîãî ìåòàáîëèòà ÁÏ èëè âçàèìî-
äåéñòâóÿ ñ Ah-ðåöåïòîðîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48350).

ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß P63-ÏÎËÎÆÈÒÅËÜÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ Â ÏÎÏÓËßÖÈßÕ ÁÀÇÀËÜÍÛÕ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈ-
ÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ, ÎÒÑÅËÅÊÒÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÏÓÒÅÌ
ÀÄÃÅÇÈÈ ÍÀ ÁÅËÊÀÕ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊ-
ÑÀ. © Î. Ã. Ñïè÷êèíà, Í. Â. Êàëìûêîâà, È. Â. Âîðîíêè-
íà, Ë. Â. Êóõàðåâà, Ì. È. Áëèíîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, olga_spichki-
na@mail.ru.

Êóëüòèâèðîâàíèå è òðàíñïëàíòàöèÿ âûðàùåííûõ in
vitro ýïèäåðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ äàâíî ïðèìåíÿåòñÿ
â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïîðàæåííî-
ãî êîæíîãî ïîêðîâà. Èñïîëüçîâàíèå êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê ñóùåñòâåííî ñîêðàùàåò ñðîêè, ïîâûøàåò ýôôåê-
òèâíîñòü çàæèâëåíèÿ ðàí ðàçëè÷íîé ýòèîëîãèè. Ïîïóëÿ-
öèÿ ýïèäåðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ â êóëüòóðå, êàê è â
îðãàíèçìå, âåñüìà ãåòåðîãåííà ïî ñòåïåíè äèôôåðåíöè-
ðîâêè, ïðîëèôåðàòèâíîìó ïîòåíöèàëó, ìîðôîëîãèè è
ò. ä. (Lavker, Sun, 1982; Parkinson et al., 1983, è äð.). Ïî
ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè ñðåäè íèõ ìîæíî âûäåëèòü
ñòâîëîâûå êëåòêè, òðàíçèñòîðíûå, íàõîäÿùèåñÿ íà ïóòè
ê äèôôåðåíöèðîâêå, è äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè. Çà
ñ÷åò äåëåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðîèñõîäèò ïîñòîÿííîå
îáíîâëåíèå ýïèäåðìèñà. Ïðè ïîëó÷åíèè êåðàòèíîöèòîâ
èç êîæè ÷åëîâåêà âûäåëÿåòñÿ ãåòåðîãåííàÿ ïîïóëÿöèÿ,
ñîñòîÿùàÿ ïðåèìóùåñòâåííî èç êëåòîê áàçàëüíîãî ñëîÿ.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü èäåíòèôèêàöèÿ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèÿõ áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ
êîæè ÷åëîâåêà, îòñåëåêòèðîâàííûõ ïóòåì àäãåçèè íà
áåëêàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
äëÿ ñåëåêöèè èñïîëüçîâàëè êîëëàãåíû I è IV òèïîâ è
ôèáðîíåêòèí. Èäåíòèôèêàöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðîâî-
äèëè ïî èõ îêðàñêå íà òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð p63.
Îêàçàëîñü, ÷òî äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ p63-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê íà ðàçíûõ ñðîêàõ àãåçèè (10—30 ìèí) ñèëüíî
âàðüèðóåò â çàâèñèìîñòè îò ìàòðèêñà è èíäèâèäóàëüíûõ
îñîáåííîñòåé äîíîðîâ. Èçáðàííûé ïîäõîä ê ñåëåêöèè
êåðàòèíîöèòîâ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â äàëüíåéøèõ
èññëåäîâàíèÿõ äëÿ âûäåëåíèÿ ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ êëå-
òîê êîæè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé â ðàìêàõ Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà
¹ 02.435.11.3020 «Ìåòîä âîññòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëü-
íî-ìåçåíõèìíûõ äåôåêòîâ ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê» (ëîò 2005-ÆÑ-13.1/001).

ÂËÈßÍÈÅ ÒÐÀÍÑÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÎÉ ÌÈÃÐÀÖÈÈ
ÌÎÍÎÖÈÒÎÏÎÄÎÁÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ THP-1 ÍÀ
ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÝÒÈÕ ÊËÅÒÎÊ. © Ý. À. Ñòàðèêîâà,1 Ä. È. Ñî-
êîëîâ,2 Ñ. À. Ñåëüêîâ,2 Å. È. Àì÷èñëàâñêèé,1 À. À. ×åðíî-
âà,3 È. Ñ. Ôðåéäëèí.1 1 ÃÓ ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìå-
äèöèíû ÐÀÌÍ, 2 ÃÓ ÍÈÈ àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 3 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé óíèâåðñèòåò.

Ïðîöåññ òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè ëåéêîöèòîâ
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ ñîáûòèé â îñóùåñòâëåíèè
çàùèòíûõ ðåàêöèé îðãàíèçìà. Îí íå òîëüêî îáåñïå÷èâà-
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åò äîñòàâêó ëåéêîöèòîâ â ó÷àñòêè âîñïàëåíèÿ, íî òàêæå
èçìåíÿåò ñâîéñòâà ìèãðèðóþùèõ â ñóáýíäîòåëèàëüíîå
ïðîñòðàíñòâî êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî ìîíîíóêëåàðíûå ôà-
ãîöèòû, ìèãðèðóÿ â òêàíè, äèôôåðåíöèðóþòñÿ â çðåëûå
òêàíåâûå ìàêðîôàãè èëè äåíäðèòíûå êëåòêè. Ìåõàíèç-
ìû, ëåæàùèå â îñíîâå ýòîãî ïðîöåññà, èçó÷åíû íåäîñòà-
òî÷íî. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â îöåíêå
ñïîñîáíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âëèÿòü íà ôåíîòèï
ìîíîíóêëåàðíûõ ôàãîöèòîâ ïðè èõ òðàíñýíäîòåëèàëü-
íîé ìèãðàöèè. Äëÿ ñîçäàíèÿ ìîäåëè òðàíñýíäîòåëèàëü-
íîé ìèãðàöèè in vitro èñïîëüçîâàëè ÷åëîâå÷åñêèå ìîíî-
öèòîïîäîáíûå êëåòêè ëèíèè THP-1 è ÷åëîâå÷åñêèå ýíäî-
òåëèàëüíûå êëåòêè ëèíèè EA.hy926. Ôåíîòèï êëåòîê
THP-1 îöåíèâàëè ïðè ñëåäóþùèõ ñèòóàöèÿõ: 1) ïðè
òðàíñìèãðàöèè èõ ÷åðåç èíòàêòíûé ìîíîñëîé ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê; 2) ïðè òðàíñìèãðàöèè èõ ÷åðåç ìîíîñëîé
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàí-
íûõ â ïðèñóòñòâèè TNFa, IFNg è IL-4; 3) ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè ýòèõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè öèòîêèíîâ; 4) ïðè
òðàíñìèãðàöèè èõ â ïðèñóòñòâèè TNFa, IFNg è IL-4 â
ñóáýíäîòåëèàëüíîì ïðîñòðàíñòâå. Ýêñïðåññèþ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìîëåêóë CD11b, HLA-DR è CD14 íà êëåòêàõ
THP-1 îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ìî-
ëåêóëû CD11b, HLA-DR è CD14 êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåñ-
ñèðîâàëèñü íà êëåòêàõ THP-1. Òðàíñýíäîòåëèàëüíàÿ ìèã-
ðàöèÿ ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ôåíîòèïà êëåòîê ëèíèè
THP-1, ÷òî âûðàæàëîñü â äîñòîâåðíîì ïîâûøåíèè óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè ìîëåêóë CD11b è HLA-DR. Óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè èññëåäóåìûõ ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë (CD11b,
HLA-DR è CD14) áûë äîñòîâåðíî âûøå íà êëåòêàõ
THP-1, êîòîðûå ïðîøëè òðàíñýíäîòåëèàëüíóþ ìèãðà-
öèþ â ïðèñóòñòâèè TNFa, IFNg è IL-4 â ñóáýíäîòåëèàëü-
íîì ïðîñòðàíñòâå, ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè
ýòèõ ìîëåêóë íà êëåòêàõ THP-1, èíêóáèðóåìûõ â ïðèñóò-
ñòâèè òåõ æå öèòîêèíîâ. Òðàíñýíäîòåëèàëüíàÿ ìèãðàöèÿ
â ïðèñóòñòâèè TNFa è IFNg âûçûâàëà äîñòîâåðíî áîëåå
ñèëüíûå èçìåíåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè âñåõ èññëåäóå-
ìûõ ìàðêåðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè ýòèõ
íà ìàðêåðîâ íà êëåòêàõ THP-1, êîòîðûå òðàíñìèãðèðîâà-
ëè ÷åðåç èíòàêòíûé ýíäîòåëèé. Óðîâåíü ýêñïðåññèè èñ-
ñëåäóåìûõ ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë íà êëåòêàõ ëèíèè
THP-1, ïðîøåäøèõ òðàíñìèãðàöèþ ÷åðåç èíòàêòíûé ýí-
äîòåëèé, äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëèñü îò óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ýòèõ ìîëåêóë íà êëåòêàõ THP-1, ïðîøåäøèõ òðàíñ-
ìèãðàöèþ ÷åðåç ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîñëå
ïðåèíêóáàöèè ñ öèòîêèíàìè è ïîñëåäóþùåé îòìûâêè.
Óðîâåíü ýêñïðåññèè èññëåäóåìûõ ìàðêåðîâ íà ôðàêöèè
êëåòîê THP-1, êîòîðûå íå ïðîøëè òðàíñýíäîòåëèàëüíîé
ìèãðàöèè (îñòàëèñü íàä ìîíîñëîåì ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê), íå îòëè÷àåòñÿ îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ
íà èíòàêòíûõ êëåòêàõ THP-1. Òàêèì îáðàçîì, íàøè èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñýíäîòåëèàëüíàÿ ìèãðà-
öèÿ ïðèâîäèò ê èçìåíåíèÿì ñâîéñòâ êëåòîê THP-1, ÷òî
âûðàæàåòñÿ íå òîëüêî â èçìåíåíèè ôåíîòèïà, íî è â óñè-
ëåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê THP-1 ê äåéñòâèþ öèòî-
êèíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48110).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÛÕ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ ÕÐÎÌÎ-
ÑÎÌ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ ÑÏÝÂ, ÂÛÇÛÂÀÅÌÛÕ ÄÅ-
ÊÎÍÄÅÍÑÈÐÓÞÙÈÌÈ ÀÃÅÍÒÀÌÈ. © Â. Í. Ñòåôà-

íîâà. ÃÍÓ Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé
èíñòèòóò ðàçâåäåíèÿ è ãåíåòèêè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ
æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, vestefan@mail.ru.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé õðîìîñîì ïîä
âîçäåéñòâèåì íåèíòåðêàëèðóþùèõ àãåíòîâ, ñïåöèôè÷-
íûõ ê AT-ïàðàì ÄÍÊ, áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòêè ëèíèè
ÑÏÝÂ, ïðîèçîøåäøèå èç ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ñâèíüè.
Â ýòîé ëèíèè êëåòîê ïðèöåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí
àêðîöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì îáîãàùåí AT-ïàðàìè îñíî-
âàíèé, à ñóá- è ìåòàöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì — êàê AT-
òàê è ÃÖ-ïàðàìè. Â êà÷åñòâå àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ çà-
äåðæêó êîíäåíñàöèè îïðåäåëåííûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì,
áûëè îïðîáîâàíû Õ¸õñò 33258, äèñòàìèöèí A è ÄÀÔÈ.
Â õîäå ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñòðóêòóð-
íûå èçìåíåíèÿ õðîìîñîì, âûçûâàåìûå ýòèìè àãåíòàìè,
çàâèñÿò îò êîíöåíòðàöèè è âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ âåùåñò-
âà. Íåñìîòðÿ íà ñõîäíûé ìåõàíèçì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
ÄÍÊ è ñëàáûé ìóòàãåííûé ýôôåêò, îòìå÷åííûé ó âñåõ
èñïîëüçîâàííûõ àãåíòîâ, âûçûâàåìûå èìè ñòðóêòóðíûå
èçìåíåíèÿ õðîìîñîì áûëè ñïåöèôè÷íûìè è ïðîÿâëÿ-
ëèñü â âèäå íàëè÷èÿ ìåæõðîìîñîìíûõ ñâÿçåé ìåæäó àê-
ðîöåíòðè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè (ÄÀÔÈ), çàäåðæêè êîí-
äåíñàöèè ïðèöåíòðîìåðíûõ è òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ õðî-
ìîñîì (Õ¸õñò 33258) è çàäåðæêè êîíäåíñàöèè ïðèöåíò-
ðîìåðíûõ ðàéîíîâ àêðîöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì ñ îäíî-
âðåìåííûì ïðîÿâëåíèåì â íèõ C-äèñêîâ. Îáñóæäàþòñÿ
ìåõàíèçìû çàäåðæêè êîíäåíñàöèè îïðåäåëåííûõ ðàéî-
íîâ õðîìîñîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîïîñòàâëÿþòñÿ ñ ðå-
çóëüòàòàìè ðàáîò ïî âîçäåéñòâèþ äåêîíäåíñèðóþùèõ
âåùåñòâ íà õðîìîñîìû äðóãèõ îáúåêòîâ.

ÑÎÑÒÎßÍÈÅ ÊÎÐÒÈÊÀËÜÍÎÃÎ ÀÊÒÈÍÀ Â ÊËÅÒ-
ÊÀÕ K562 È U937 ÏÐÈ ×ÀÑÒÈ×ÍÎÉ ÝÊÑÒÐÀÊÖÈÈ
ÕÎËÅÑÒÅÐÈÍÀ. © À. Â. Ñóäàðèêîâà, Å. À. Ìîðà÷åâñêàÿ,
Þ. À. Íåãóëÿåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Õîëåñòåðèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ëèïèäíûõ
êîìïîíåíòîâ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, è åãî ôóíêöèîíàëü-
íûì ýôôåêòàì ïðèäàþò ïåðâîñòåïåííîå çíà÷åíèå â ôè-
çèîëîãèè è ìåäèöèíå. Äîñòàòî÷íî äàâíî óñòàíîâëåíî,
÷òî äèíàìè÷åñêèå ñâîéñòâà ëèïèäíîãî áèñëîÿ âî ìíîãîì
îïðåäåëÿþòñÿ ñîñòàâîì è êîíöåíòðàöèåé ñòåðîëîâ êàê â
ìîäåëüíûõ, òàê è â êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ëà-
òåðàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè áèîìåìáðàí: â ïëîñêîñòè áèñ-
ëîÿ âûäåëÿþòñÿ ìèêðîäîìåíû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ áî-
ëåå ïëîòíîé óïàêîâêîé è ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì õî-
ëåñòåðèíà, ñôèíãîëèïèäîâ è íàñûùåííûõ æèðíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ. Àññîöèàöèÿ ñ ëèïèäíûìè äîìåíàìè,
ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êðèòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ,
îïðåäåëÿþùèõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ìíîãèõ
ìåìáðàííûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå èîííûõ êàíàëîâ è
òðàíñïîðòåðîâ. Òàêèì îáðàçîì, ðàñøèðÿþòñÿ ïðåäñòàâ-
ëåíèÿ î çíà÷åíèè ëèïèäîâ, â ÷àñòíîñòè ìåìáðàííîãî õî-
ëåñòåðèíà, äëÿ ïðîöåññîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà è êëåòî÷íîé
ðåãóëÿöèè. Ðåçóëüòàòû áèîõèìè÷åñêèõ ðàáîò ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ëèïèäíûå ìèêðîäîìåíû èìåþò âàæ-
íîå çíà÷åíèå äëÿ ñâÿçè èíòåãðàëüíûõ áåëêîâ ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû è êîðòèêàëüíîãî öèòîñêåëåòà. Ýòè
ïðåäïîëîæåíèÿ áàçèðóþòñÿ íà êîñâåííûõ äàííûõ ïî ýê-
ñòðàêöèè êîìïîíåíòîâ ìåìáðàí ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàç-
ëè÷íûõ äåòåðãåíòîâ, ò. å. çàâèñÿò îò ìåòîäè÷åñêèõ ïîä-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 803



õîäîâ. Âîïðîñû î ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè è ôóíêöèî-
íàëüíîé çíà÷èìîñòè ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ â
íàòèâíûõ êëåòêàõ îñòàþòñÿ îòêðûòûìè. Ðàáîòà íàïðàâ-
ëåíà íà èçó÷åíèå ñîñòîÿíèÿ è âûÿâëåíèå ïåðåñòðîåê êîð-
òèêàëüíîãî àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ â óñëîâèÿõ äåñòðóêöèè áîãàòûõ õîëåñòåðèíîì
ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ. Îñíîâíûå èññëåäîâàíèÿ âû-
ïîëíåíû íà êëåòêàõ õðîíè÷åñêîé ìèåëîãåííîé ëåéêåìèè
÷åëîâåêà K562 è êëåòêàõ ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôîìû U937
(Ðîññèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð). Êëåòêè êó-
ëüòèâèðîâàëè â ñðåäå RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì 10 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 40 ìêã/ìë ãåíòà-
ìèöèíà. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ìèêðîôèëàìåíòîâ ïðèìåíÿëè
ñòàíäàðòíûå ìåòîäèêè ôèêñàöèè êëåòîê è îêðàñêè F-àê-
òèíà ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíà (2 ìêã/ìë, TRITC-phalloidin, Sigma).
Ïîñêîëüêó êëåòêè K562 è U937 ÿâëÿþòñÿ ñóñïåíçèîííû-
ìè, äëÿ ïîâûøåíèÿ àäãåçèâíîñòè è óäåðæàíèÿ íà ñóáñò-
ðàòå èõ ïåðåñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, îáðàáîòàííûå
L-ïîëèëèçèíîì (1 ìã/ìë H2O), íå ìåíåå ÷åì çà 30 ìèí äî
íà÷àëà îêðàñêè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé èñïîëüçî-
âàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìèêðîñêîï Carl Zeiss IM 35 (îáú-
åêòèâ 100 � 1.3), âîçáóæäàÿ è ðåãèñòðèðóÿ ôëóîðåñöåí-
öèþ ïðè äëèíàõ âîëí 546 è 590 íì, è öèôðîâóþ êàìåðó
Alta U2000. Äëÿ ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà
êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ìåòèë-b-öèêëîäåê-
ñòðèíà (MbCD, 5 ìÌ, 1 ÷) â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè. Îáðà-
áîòêà MbCD ñ÷èòàåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì è àäåê-
âàòíûì ìåòîäîì äëÿ ìîäèôèêàöèè ñòåðîëüíîãî ñîñòàâà
ìåìáðàí; ñíèæåíèå óðîâíÿ õîëåñòåðèíà ïðèâîäèò ê äåñò-
ðóêöèè ëèïèäíûõ äîìåíîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå.
Â êîíòðîëüíûõ ïðåïàðàòàõ â êëåòêàõ K562 è U937 íà-
áëþäàëè òèïè÷íûé äëÿ ñóñïåíçèîííûõ êëåòîê êîðòè-
êàëüíûé àêòèíîâûé ñëîé â âèäå ÷åòêîãî êîëüöà ïîä ìåì-
áðàíîé. Ïîñëå îáðàáîòêè MbCD îáíàðóæåíû ÿâíûå íà-
ðóøåíèÿ ñòðóêòóð êîðòèêàëüíîãî àêòèíà â êëåòêàõ K562,
íî íå â êëåòêàõ U937. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âûÿâëåííûå
èçìåíåíèÿ àêòèíîâîé ñåòè â êëåòêàõ K562, îáóñëîâëåí-
íûå ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèåé õîëåñòåðèíà è, âîçìîæíî,
äåñòðóêöèåé ìèêðîäîìåíîâ, ïî ñâîåìó õàðàêòåðó îòëè-
÷àþòñÿ îò äåéñòâèÿ öèòîõàëàçèíîâ è îò èçâåñòíûõ ýô-
ôåêòîâ èíãèáèòîðîâ ôîñôàòàç.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48209) è ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ïî ïðîãðàììå «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

Î ÂÎÇÌÎÆÍÎÌ Ó×ÀÑÒÈÈ ÎÏÓÕÎËÅÀÑÑÎÖÈÈÐÎ-
ÂÀÍÍÎÃÎ ÃÅÒÅÐÎÎÐÃÀÍÍÎÃÎ ÀÍÒÈÃÅÍÀ Â ÐÅÃÓ-
ËßÖÈÈ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ. © Í. Ï. Òåðþêîâà,
À. Ñ. Äåøåâà, Ã. È. Áëèíîâà, Þ. Ì. Ðîçàíîâ, Â. À. Èâà-
íîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Îäíèì èç íàèáîëåå òèïè÷íûõ ïðîÿâëåíèé íåîïëàñ-
òè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ÿâëÿåòñÿ ñèíòåç îïóõîëåâûìè
êëåòêàìè àíòèãåíîâ, ïðèñóùèõ äåôèíèòèâíûì òêàíÿì
îðãàíîâ, íå ãîìîëîãè÷íûõ èññëåäóåìîé îïóõîëè, òàê íà-
çûâàåìûõ ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ. Ðàíåå ñ ïîìîùüþ
îðãàíîñïåöèôè÷åñêîé èììóíîñûâîðîòêè, ïîëó÷åííîé
ïðîòèâ «êëåòî÷íûõ òåíåé» ïî÷åê êðûñ è òðèæäû èñòî-
ùåííîé ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè (ò. å. àíòèïî÷å÷íîé ñûâî-
ðîòêè), â ñîñòàâå íàðóæíûõ ìåìáðàí êëåòîê àñöèòíîé ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà, ðàáäîìèîñàðêîìû ÐÀ-2, êóëüòèâèðóå-

ìûõ êëåòîê ãåïàòîìû HTC, ìèîãåííûõ êëåòîê L6J1 è L8
âûÿâëåíû îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå ãåòåðîîðãàííûå àí-
òèòåëà, ïðèñóùèå äåôèíèòèâíîé òêàíè ïî÷åê. Èñïîëüçî-
âàíèå îëèãîñïåöèôè÷åñêîé àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ïî-
çâîëÿåò äîñòóïíûìè èììóíîëîãè÷åñêèìè ìåòîäàìè áû-
ñòðî óëàâëèâàòü èçìåíåíèÿ àíòèãåííîãî ñîñòàâà ïîâåðõ-
íîñòíîãî àïïàðàòà êëåòîê, êîòîðûå, â ÷àñòíîñòè, ìîãóò
áûòü ñâÿçàíû ñ àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèåé îïóõîëåâûõ
êëåòîê. Îäíàêî îðãàíîñïåöèôè÷åñêàÿ èììóíîñûâîðîòêà
ñîäåðæèò øèðîêèé ñïåêòð, ÷òî çàòðóäíÿåò èíòåðïðåòà-
öèþ ðåçóëüòàòîâ è îãðàíè÷èâàåò âîçìîæíîñòè åå ïðèìå-
íåíèÿ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè èììóíîñûâîðîò-
êè â îòíîøåíèè ãåòåðîîðãàííûõ ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ
àíòèãåíîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ êëåòêàìè ãåïàòîöåëëþ-
ëÿðíûõ êàðöèíîì, êðîëèêîâ èììóíèçèðîâàëè ïðåöèïè-
òàòàìè, îáðàçîâàííûìè â àãàðå ìåæäó ëèçàòàìè ôðàê-
öèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê
ãåïàòîìû Çàéäåëà, è àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêîé. Èññëå-
äîâàíèå ñïåöèôè÷íîñòè èììóíîñûâîðîòêè è åå âëèÿíèÿ
íà ïðîëèôåðàöèþ êðûñèíûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
ïðîâîäèëè ñ ôðàêöèåé IgG, î÷èùåííîé íà êîëîíêå
CNBr-àãàðîçû ñ èììîáèëèçèðîâàííûì áåëêîì A. Ìåòî-
äàìè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè è èììóíîôåð-
ìåíòíîãî àíàëèçà ïîêàçàíî, ÷òî èììóíîñûâîðîòêà ïðåè-
ìóùåñòâåííî ðåàãèðóåò ñ ôðàêöèÿìè, îáîãàùåííûìè
ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà
è — â ìåíüøåé ñòåïåíè — ãåïàòîìû HTC; ñ ïðåïàðàòà-
ìè êóëüòèâèðóåìûõ ìèîãåííûõ êëåòîê èììóíîñûâîðîòêà
ñâÿçûâàåòñÿ ïðèìåðíî â 2 ðàçà ñëàáåå, ÷åì ñ ïðåïàðàòàìè
êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, è ïðàêòè÷åñêè íå âçàèìîäåé-
ñòâóåò ñ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè èíòàêòíûõ ãåïà-
òîöèòîâ. Ýëåêòðîôîðåç è ïîñëåäóþùèé èììóíîáëîòèíã
âûÿâëÿþò áåëîê ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 120—130 êÄà âî
ôðàêöèÿõ, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè
êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà è HTC , òîãäà êàê â ìèîãåííûõ
êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ ëèøü ñëàáîå îêðàøèâàíèå ýòèõ
êîìïîíåíòîâ. Îòìåòèì òàêæå ñâÿçûâàíèå èììóíîñûâî-
ðîòêè ñ áåëêîì ïîðÿäêà 75—80 êÄà êëåòîê ãåïàòîìû
Çàéäåëà. Âëèÿíèå èììóíîñûâîðîòêè óçêîé ñïåöèôè÷íî-
ñòè íà ïðîëèôåðàöèþ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê îïðåäåëÿ-
ëè ïî âêëþ÷åíèþ 3H-òèìèäèíà â ÄÍÊ è ïóòåì àíàëèçà
êëåòî÷íîãî öèêëà íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå. Ïîêàçàíî,
÷òî ïðè äîáàâëåíèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó 50 ìêë èì-
ìóíîñûâîðîòêè (êîíöåíòðàöèÿ áåëêà âî ôðàêöèè IgG
îêîëî 4.7 ìã/ìë) âêëþ÷åíèå 3H-òèìèäèíà â ÄÍÊ êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê ãåïàòîìû HTC è L8 óìåíüøàåòñÿ ïðè-
ìåðíî íà 25 è 24 %, à ïðè äîáàâëåíèè 100 ìêë èììóíî-
ñûâîðîòêè — íà 40 è 27 % ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëüíûìè ëóíêàìè, ê êëåòêàì êîòîðûõ äîáàâëÿëè
áåëîê ôðàêöèè IgG, âûäåëåííîé èç ïëàçìû êðîâè íåèì-
ìóíèçèðîâàííîãî êðîëèêà. Èììóíîñûâîðîòêà íå âëèÿåò
íà âêëþ÷åíèå ìåòêè â ÄÍÊ êëåòîê L6. Â òî æå âðåìÿ â
ïðèñóòñòâèè ïîëó÷åííîé íàìè èììóíîñûâîðîòêè óçêîé
ñïåöèôè÷íîñòè íàáëþäàåòñÿ çàäåðæêà ãåïàòîìû HTC â
ôàçå G1 — 56.14 � 0.67 % êëåòîê ïðîòèâ 48.99 � 1.76 %
êëåòîê â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ, òîãäà êàê íà ìèîãåííûõ
êëåòêàõ èíãèáèðóþùèé ýôôåêò èììóíîñûâîðîòêè âûðà-
æåí çíà÷èòåëüíî ñëàáåå èëè âîîáùå îòñóòñòâóåò: äëÿ
L8 — 60.45 � 0.24 è 59.51 � 0.23 %, äëÿ L6 —
71.46 � 0.33 è 71.08 � 0.93 % ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì îá-
ðàçîì, âîçìîæíî ó÷àñòèå ìåìáðàííîãî ãåòåðîîðãàííîãî
îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî àíòèãåíà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
120—130 êÄà â ïðîöåññå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ãåïàòî-
ìû HTC, à èìåííî â ðåãóëÿöèè ïåðåõîäà êëåòîê G1-ôàçû
â S-ôàçó.
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Êèñëîðîä èñïîëüçóåòñÿ â æèâûõ îðãàíèçìàõ äëÿ îñó-
ùåñòâëåíèÿ áîëüøåé ÷àñòè îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòå-
ëüíûõ ðåàêöèé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âûðàáàòûâàåòñÿ ýíåð-
ãèÿ, íåîáõîäèìàÿ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ æèçíåííî âàæíûõ
ïðîöåññîâ. Ïðè íàðóøåíèè ìåõàíèçìà ïîñòóïëåíèÿ êèñ-
ëîðîäà â îðãàíèçì, ïðîöåññîâ åãî òðàíñïîðòèðîâêè è èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â òêàíÿõ ðàçâèâàåòñÿ êèñëîðîäíîå ãîëîäà-
íèå — ãèïîêñèÿ. Ãèïîêñèÿ/èøåìèÿ êàê ñòðåññîðíûé
ôàêòîð âûçûâàåò ãèáåëü êëåòîê (àïîïòîç), à ïîòîìó ÿâëÿ-
åòñÿ âàæíåéøèì ïàòîãåííûì ôàêòîðîì ïðè ðàçâèòèè
ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé (áîëåçíè ñåðäöà è ãîëîâíîãî
ìîçãà). Êëåòî÷íûé îòâåò íà ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ îñíî-
âàí íà àêòèâàöèè áåëêîâîãî ôàêòîðà HIF (hypoxia-indu-
cible factor). Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð HIF — äèìåð, îí
ñîñòîèò èç äâóõ áåëêîâ — HIF-1a è HIF-1b. Îáà áåëêà
ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóþòñÿ êëåòêàìè â óñëîâèÿõ íîð-
ìîêñèè, íî HIF-1a ìîìåíòàëüíî ïîäâåðãàåòñÿ äåãðàäà-
öèè. Â ñòàáèëèçàöèè èëè äåñòàáèëèçàöèè HIF-1a ïðèíè-
ìàþò ó÷àñòèå ïðîäóêò ãåíà îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà VHL
(pVHL), ÁÒØ90, E3-ëèãàçà è äðóãèå áåëêè. Áåëêè òåïëî-
âîãî øîêà (ÁÒØ) îáëàäàþò âûðàæåííûì çàùèòíûì ýô-
ôåêòîì è ñïîñîáíû çàùèùàòü êëåòêó îò ðàçëè÷íûõ ïî-
âðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ. Ïðè êèñëîðîäíîì ãîëîäàíèè ýê-
ñïðåññèÿ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà òàêæå óñèëèâàåòñÿ, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê èøåìè-
÷åñêîìó ñòðåññó. Íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûì èç íèõ ÿâëÿ-
åòñÿ ñåìåéñòâî ÁÒØ70. Áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñòè óç-
íàâàòü ïîâðåæäåííûå, äåíàòóðèðîâàííûå èëè âíîâü ñèí-
òåçèðîâàííûå áåëêè, ïðåïÿòñòâîâàòü èõ àãðåãàöèè,
ó÷àñòâîâàòü â ñâîðà÷èâàíèè áåëêîâûõ ìîëåêóë, à òàêæå â
èõ âíóòðèêëåòî÷íîì òðàíñïîðòå ÁÒØ70 áûë íàçâàí ìî-
ëåêóëÿðíûì øàïåðîíîì. Øàïåðîííàÿ àêòèâíîñòü —
îñíîâíîå ñâîéñòâî ÁÒØ70, ïîìîãàþùåå åìó îñóùåñòâ-
ëÿòü åãî çàùèòíóþ ôóíêöèþ. Âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ðàçëè÷-
íûìè ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè, ÁÒØ70 ó÷àñòâóåò â ðàç-
ëè÷íûõ ïðîöåññàõ êëåòî÷íîé ôèçèîëîãèè, íàïðèìåð â
àïîïòîçå. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëî èçó÷å-
íèå ðîëè îñíîâíîãî áåëêà òåïëîâîãî øîêà — ÁÒØ70 —
â çàùèòå êëåòîê îò ãèïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà. Â õîäå ðàáî-
òû íàìè áûëà âûÿâëåíà ðîëü ÁÒØ70 â çàùèòå êëåòîê
íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH îò ãèïîêñèè, âûçâàííîé äåéñò-
âèåì õëîðèäà êîáàëüòà. Êëåòêè áûëè òðàíñôåöèðîâàíû
ãåíîì áòø70 ïîä êîíòðîëåì èíäóöèáåëüíîãî ìåòàëë-òè-
îíåèíîâîãî ïðîìîòîðà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåííàÿ
ýêñïðåññèÿ ÁÒØ70 óñèëèâàåò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH â óñëîâèÿõ, ìîäåëèðóþùèõ ãè-
ïîêñèþ, è çàùèòíûé ýôôåêò ÁÒØ70 èìååò äîçîçàâèñè-
ìûé õàðàêòåð, ò. å. ÷åì âûøå ýêñïðåññèÿ ÁÒØ70, òåì áî-
ëåå âûðàæåí çàùèòíûé ýôôåêò. Ïîìåùåíèå êëåòîê
SK-N-SH â óñëîâèÿ, ìîäåëèðóþùèå ñîñòîÿíèå ãèïîêñèè,
ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ñòàáèëüíîé ôîðìû òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà HIF-1a, êîòîðàÿ ïðåèìóùåñòâåííî ëîêà-
ëèçîâàíà â ÿäðå. Â êëåòêàõ SK-N-SH ñ ïîâûøåííîé ýêñï-
ðåññèåé ÁÒØ70 âðåìÿ æèçíè ñòàáèëüíîé ôîðìû HIF-1a

óâåëè÷åíî ïî ñðàâíåíèþ ñî âðåìåíåì æèçíè HIF-1a â
êëåòêàõ SK-N-SH äèêîãî òèïà. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà èììó-
íîáëîòèíãà è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè áûë îïðåäå-
ëåí õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ ÁÒØ70 è HIF-1a. Ñòàáèëè-
çàöèÿ HIF-1a ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå åãî ôèçè÷åñêîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÁÒØ70, ïðè ïàäåíèè óðîâíÿ íàêîïëå-
íèÿ ÁÒØ70 â êëåòêå HIF-1a ïîäâåðãàåòñÿ äåãðàäàöèè.
Òàêèì îáðàçîì, íàìè áûëà âûÿâëåíà ñâÿçü áåëêà HIF-1a,
ó÷àñòâóþùåãî â ðåàëèçàöèè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ãèïîê-
ñèþ, ñ ÁÒØ70.
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Â ïîñëåäíèå ãîäû ñ öåëüþ ëå÷åíèÿ êëèíè÷åñêèõ ïðî-
ÿâëåíèé ýíäîêðèíîïàòèé äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî èñïîëü-
çóåòñÿ òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê è òêàíåé ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ýíäîêðèííûõ æåëåç, à èìåííî àóòî-, àëëî- è êñåíî-
òðàíñïëàíòàöèÿ. Â áîëüøèíñòâå ñòðàí Åâðîïû çàïðåùåíà
àëëîòðàíñïëàíòàöèÿ ýìáðèîíàëüíûõ è ôåòàëüíûõ êëå-
òîê, â òîì ÷èñëå è ýíäîêðèííûõ. Èñõîäÿ èç ýòîãî îñîáåí-
íî àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ ïðîáëåìà êñåíîòðàíñïëàíòàöèè,
â ÷àñòíîñòè èçó÷åíèå âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ ñ åå ýôôåê-
òèâíîñòüþ. Â ïðåäûäóùèõ íàøèõ ðàáîòàõ â ýêñïåðèìåí-
òå è êëèíèêå áûëà ïîêàçàíà âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü êñå-
íîòðàíñïëàíòàöèè êëåòîê è òêàíåé ýíäîêðèííûõ æåëåç
íîâîðîæäåííûõ ïîðîñÿò ïðè ñîîòâåòñòâóþùèõ ýíäîêðè-
íîïàòèÿõ. Êñåíîòðàíñïëàíòàöèÿ ìîæåò áûòü àëüòåðíà-
òèâíîé ãîðìîíîòåðàïèè. Ïðè ýòîì âàæíûì ìîìåíòîì ÿâ-
ëÿåòñÿ ñòåïåíü öåëîñòíîñòè öèòîàðõèòåêòîíèêè òêàíè
ýíäîêðèííîé æåëåçû, ÷òî ñïîñîáñòâóåò âûñîêîìó óðîâ-
íþ ãîðìîíàëüíîé àêòèâíîñòè ýíäîêðèííûõ êëåòîê. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ íàìè ðàçðàáîòàí ïðèíöèïèàëüíî íîâûé
ìåòîä ëå÷åíèÿ ýíäîêðèíîïàòèé, îñíîâàííûé íà êîìáè-
íèðîâàííîé òðàíñïëàíòàöèè îðãàííûõ è êëåòî÷íûõ êó-
ëüòóð ýíäîêðèííûõ æåëåç. Ñóòü ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî â îðãàíèçì ðåöèïèåíòà ââîäÿòñÿ «îñíîâíîé» è
«âñïîìîãàòåëüíûé» êñåíîòðàíñïëàíòàòû. Ïîñëåäíèé
âûïîëíÿåò ôóíêöèþ èììóíîäåïðåññàíòà. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî êàæäûé «òðàíñïëàíòàò-èììóíîäåïðåññàíò»
èìååò ðàçëè÷íûé ìåõàíèçì äåéñòâèÿ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî â
îðãàíèçìå ðåöèïèåíòà-÷åëîâåêà íåâîçìîæíî èçó÷åíèå
âñåõ òîíêîñòåé ìåõàíèçìà âçàèìîäåéñòâèÿ ñîòðàíñïëàí-
òàòû—ðåöèïèåíò, öåëåñîîáðàçíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå
ýôôåêòà èõ äåéñòâèÿ íå òîëüêî ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè, íî è ïðè íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ýí-
äîêðèíîïàòèÿõ (ãèïîòèðåîç, ñàõàðíûé äèàáåò). Íà
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ýíäîêðèííûõ êëåòîê â êó-
ëüòóðå ìîãóò âëèÿòü íåêîòîðûå ãîðìîíû èëè ãîðìîíàëü-
íûå ïðåïàðàòû. Ãëþêîêîðòèêîèäû áëàãîäàðÿ ñâîåìó
âëèÿíèþ íà ïðîëèôåðàöèþ è áåëêîâûé ñèíòåç óãíåòàþò
îáðàçîâàíèå êëåòîê-êèëëåðîâ, ïëàçìàòè÷åñêèõ êëåòîê, à
òàêæå ñèíòåç àíòèòåë. Â ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèÿõ ïî-
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êàçàíî àêòèâèðóþùåå âëèÿíèå ýêçîãåííîãî ãèäðîêîðòè-
çîíà íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü òèðîöèòîâ â êóëü-
òóðå, íàáëþäàåòñÿ âûðàæåííîå ïîâûøåíèå (äî 60 %) òè-
ðîêñèíà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå . Â ðåçóëüòàòå
ïðîâåäåííûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè ùèòîâèäíûõ æåëåç ñ òêàíüþ íàäïî÷å÷íèêà èëè ñå-
ìåííèêà íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè òèðîöèòîâ (ìîðôîëîãè÷åñêè ýòî ïðîÿâëÿåòñÿ â
óâåëè÷åíèè èõ âûñîòû) è óðîâíÿ òèðîêñèíà â êóëüòóðà-
ëüíîé ñðåäå. Ó òèðåîèäýêòîìèðîâàííûõ êðûñ ëå÷åáíûé
ýôôåêò ïîñëå ñîâìåñòíîé òðàíñïëàíòàöèè êóëüòóð ùèòî-
âèäíîé æåëåçû è íàäïî÷å÷íèêà èëè ñåìåííèêà (îñîáåí-
íî ïîñëåäíåãî) áîëåå âûðàæåí, ÷åì ïðè ïðèìåíåíèè òî-
ëüêî êóëüòóðû ùèòîâèäíîé æåëåçû, ïîâûøåíèå óðîâíÿ
òèðîêñèíà â êðîâè â ïîñëåäíåì ñëó÷àå áîëåå çíà÷èòåëü-
íîå è ñîõðàíÿåòñÿ òàêîâûì äîëüøå. Çíà÷èòåëüíî ñíèæà-
åòñÿ ëåéêîöèòàðíàÿ èíôèëüòðàöèÿ êñåíîòðàíñïëàíòàòà,
óñèëèâàåòñÿ åãî âàñêóëÿðèçàöèÿ. Ïðè ñîâìåñòíîì êóëü-
òèâèðîâàíèè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ñ òêàíüþ ñåìåííè-
êà èëè ïóëîì êëåòîê Ñåðòîëè íàáëþäàþòñÿ óñèëåíèå
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè b-èíñóëîöèòîâ è ïîâûøå-
íèå ñîäåðæàíèÿ èíñóëèíà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Ñîâìå-
ñòíàÿ òðàíñïëàíòàöèÿ îðãàííîé êóëüòóðû ïîäæåëóäî÷-
íîé æåëåçû ñ êëåòêàìè Ñåðòîëè, ñåíñèáèëèçèðîâàííûìè
àíòèãåíàìè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðûñ, óãíåòàåò ðàç-
âèòèå âòîðè÷íîé ñïåöèôè÷åñêîé èììóííîé ðåàêöèè. Ó
êðûñ ñî ñòðåïòîçîòîöèíîâûì äèàáåòîì êîìáèíèðîâàí-
íàÿ êñåíîòðàíñïëàíòàöèÿ áîëåå ýôôåêòèâíà, ÷åì îäèíî÷-
íàÿ. Êîìáèíèðîâàííûé òðàíñïëàíòàò áûñòðåå è äîëüøå
íîðìàëèçóåò óðîâåíü ñïåöèôè÷åñêèõ ãîðìîíîâ â êðîâè
ðåöèïèåíòîâ, à òàêæå áîëåå àêòèâíî ñïîñîáñòâóåò ðåãå-
íåðàòîðíûì ïðîöåññàì â ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçå.

ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÌÅÑÒÀ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß ÄÈÊÀ-
ÒÈÎÍÀ ÌÀÃÍÈß Ñ ÀÒÔ—Ã-ÀÊÒÈÍÎÌ È ÑÂÎÁÎÄ-
ÍÎÉ ÀÒÔ Â ÐÀÑÒÂÎÐÀÕ Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÓÔ-ÑÏÅÊ-
ÒÐÎÂ ÏÎÃËÎÙÅÍÈß. © Â. Í. Óìåöêàÿ. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàññìîòðåíî âçàèìîäåéñòâèå äèêàòèîíà ìàãíèÿ ñ
ÀÒÔ-ñîäåðæàùèì Ã-àêòèíîì â ñâÿçè ñ èññëåäîâàíèåì
ìåõàíèçìà ïåðåõîäà ÀÒÔ—Ã-àêòèíà â Ô-àêòèí. Íà
îñíîâàíèè ÓÔ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è èçâåñòíûõ â ëèòå-
ðàòóðå ßÌÐ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ïîêàçàíî, ÷òî ïðèñîå-
äèíåíèå äèêàòèîíà ìàãíèÿ ê ñâîáîäíîé ÀÒÔ è ê ñâÿçàí-
íîé â ÀÒÔ—Ã-àêòèíå â ðàñòâîðå ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìå-
íåíèåì ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ àäåíèíîâîãî êîëüöà. Íàìè
áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî äèêàòèîí ìàãíèÿ íàõîäèòñÿ
âî âçàèìîäåéñòâèè ñ êîëüöîì àäåíèíà ìîëåêóëû ÀÒÔ,
÷òî ïîäòâåðæäàþò äàííûå ßÌÐ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ
àãðåãàòîâ äåîêñèíóêëåîçèäîâ ÀÒÔ-ÒÒÔ â ðàñòâîðå, ïî-
êàçûâàþùèå, ÷òî äèêàòèîí ìàãíèÿ îáðàçóåò êîîðäèíàò-
íûé êîìïëåêñ ñ êîíöåâîé ôîñôàòíîé ãðóïïîé òðèôîñôà-
òà ÀÒÔ è àçîòîì â ñåäüìîì ïîëîæåíèè àòîìîâ àäåíèíà
òàêèì îáðàçîì, ÷òî öåïü òðèôîñôàòà íå ÿâëÿåòñÿ ëèíåé-
íîé. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòî âçàèìîäåéñòâèå ïðèâîäèò ê
îòùåïëåíèþ êîíå÷íîãî ôîñôàòà è îáðàçîâàíèþ ÀÒÔ—
Ã-àêòèíà, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íà÷àëüíîé ñòàäèåé ïîëèìåðèçà-
öèè ÀÒÔ—Ã-àêòèíà ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåõîäîì åãî â
Ô-àêòèí. Íàøå ðàññìîòðåíèå ïîêàçûâàåò ìåõàíèçì ó÷àñ-
òèÿ íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ëèãàíäà â îáðàçîâàíèè íàäìî-
ëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðû è ïîäòâåðæäàåò ðàññìîòðåíèå êî-
ãåðåíòíîñòè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå êàê ïðîÿâëåíèå

ìîëåêóëÿðíûõ ñâîéñòâ ìîëåêóë, îáðàçóþùèõ áèîïîëè-
ìåð, â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ðàçâèâàåìîìó â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ïðåäñòàâëåíèþ, ñîãëàñíî êîòîðîìó êîãåðåíòíîñòü
ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê âîçíèêíîâåíèå è ðàñïðîñòðàíåíèå
âî âðåìåíè íåñêîëüêèõ ñóïåðïîçèðóþùèõ èíòåðôåðèðó-
þùèõ ñîñòîÿíèé, êàê ïîêàçàíî ïðè ðàññìîòðåíèè íà-
÷àëüíîé ñòàäèè ñáîðêè òóáóëèíà â ìèêðîòðóáî÷êàõ ñ ïî-
ìîùüþ êâàíòîâî-õèìè÷åñêîãî ðàñ÷åòà, â ïðåäïîëîæå-
íèè, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå äèêàòèîíà ìàãíèÿ ïðîèñõîäèò ñ
ëèíåéíîé òðèôîñôàòíîé öåïüþ ÃÒÔ.

ÄÅÔÅÊÒ ÃÅÍÀ ÑÈÍÄÐÎÌÀ ÂÅÐÍÅÐÀ ÂÅÄÅÒ Ê ÊÐÀÉ-
ÍÅÉ ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÑÒÈ ÊËÅÒÎÊ Ê 6-ÒÈÎÃÓÀ-
ÍÈÍÓ. © Ì. Â. Ôèëàòîâ, À. Â. Èâàíîâ. Ñ.-Ïåòåðáóðã-
ñêèé èíñòèòóò ÿäåðíîé ôèçèêè ÐÀÍ, 188300, Ãàò÷èíà,
Îðëîâà Ðîùà, anivanov@omrb.pnpi.spb.ru.

Ñèíäðîì Âåðíåðà — àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîå çàáîëå-
âàíèå, õàðàêòåðèçóþùååñÿ ÿðêî âûðàæåííûì ïðåæäå-
âðåìåííûì ñòàðåíèåì. Ïðîÿâëÿåòñÿ êëèíè÷åñêè âûñî-
êèì óðîâíåì ãèïåðãëèêåìèè è èíñóëèíà, çàäåðæêîé ðîñ-
òà, àëîïåöèåé, ïðåæäåâðåìåííîé ñåäèíîé, êàòàðàêòîé,
ãèïîãîíàäèçìîì, àòðîôèåé ìûøö è ÷àñòûìè ñàðêîìàìè.
Áîëåçíü îáóñëîâëåíà ãåíîì WRN, ìóòàöèè êîòîðîãî ïðè-
âîäÿò ê ôåíîìåíó ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ íà îðãà-
íèçìåííîì óðîâíå è ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëå-
òîê ê íåêîòîðûì àãåíòàì, èíòåðôåðèðóþùèìè ñ ðåïëè-
êàöèåé ÄÍÊ. Ïðîäóêòîì ýòîãî ãåíà ÿâëÿåòñÿ áåëîê,
îáëàäàþùèé ãåëèêàçíîé, ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÀÒÔàçíîé è
ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòÿìè. Îäíàêî åñëè íà îðãàíèç-
ìåííîì óðîâíå íàáëþäàåìûå ïðîÿâëåíèÿ äàííîãî ãåíå-
òè÷åñêîãî äåôåêòà ÿðêî è íåñîìíåííî âûðàæåíû, òî íà
êëåòî÷íîì óðîâíå îïèñàííîå ïîâûøåíèå ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè ê êàìïòîòåöèíó, îêñèìî÷åâèíå, àðàáèíîçèäó öèòîçè-
íà îòíîñèòåëüíî íåâåëèêî. Îáíàðóæåíèå âîçäåéñòâèé,
êîòîðûå ïðèâîäÿò ê áîëåå âûðàæåííîé ñïåöèôè÷åñêîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê, ãîìîçèãîòíûõ ïî ìóòàöèè
WRN, ìîãëî áû äàòü áîëåå îïðåäåëåííîå ïðåäñòàâëåíèå
î õàðàêòåðå ìîëåêóëÿðíûõ ñîáûòèé, ñóùåñòâåííûõ äëÿ
áèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè äàííîãî ãåíà. Íàìè îáíàðóæå-
íî, ÷òî ïåðåâèâàåìàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ AG11395 (ôèá-
ðîáëàñòû ÷åëîâåêà, áîëüíîãî ñèíäðîìîì Âåðíåðà), äå-
ôåêòíàÿ ïî ãåíó WRN, ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëüíà ê íèç-
êèì äîçàì 6-òèîãóàíèíà. Òðàíñôèöèðîâàíèå ýòèõ êëåòîê
ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí WRN äèêîãî òèïà ïîä ýóêàðèî-
òè÷åñêèì ïðîìîòîðîì, ïîëíîñòüþ ïðåîäîëåâàåò íàáëþ-
äàåìóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü. Ïîäáîð êîíöåíòðàöèè 6-òèî-
ãóàíèíà ïîçâîëÿåò íàéòè óñëîâèÿ, êîòîðûå àáñîëþòíî
çàïðåùàþò ðîñò WRN–/–-êëåòîê, íå ïðåïÿòñòâóÿ ñóùåñò-
âåííî ðîñòó êëåòîê, íåñóùèõ ãåí WRN äèêîãî òèïà. Òà-
êèì îáðàçîì, ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà ïðÿìàÿ îäíî-
êðàòíàÿ ñåëåêöèÿ, êëåòîê, ïðèîáðåòøèõ ãåí WRN, îñíî-
âàííàÿ íà èñïîëüçîâàíèè åãî â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî
ìàðêåðà. Òàêàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîäîáðàííàÿ äîçà
6-òèîãóàíèíà îêàçàëàñü ðàâíîé 0.03 ìêã/ìë. Êàê âàðèàíò
áûë ïðîâåäåí ýêñïåðèìåíò ñ áîëüøèìè äîçàìè 6-òèîãóà-
íèíà (äî 20 ìêã/ìë). Ïðè ýòîì âîçäåéñòâèå äëèëîñü 24 ÷
è ñîïðîâîæäàëîñü îòìûâêîé è èíêóáàöèåé â ÷èñòîé
ñðåäå. Ïðè ýòîì õàðàêòåð ãèáåëè êëåòîê ðàçëè÷àëñÿ, íî â
ðåçóëüòàòå ïîãèáàëè âñå êëåòêè — êàê WRN–/–, òàê è
WRN+/–. Îêàçàëîñü, ÷òî ïîäîáíîå íåâîçìîæíî ïðè èñïî-
ëüçîâàíèè äðóãèõ ñåëåêòèâíûõ àãåíòîâ — êàìïòîòåöèíà,
àðàáèíîçèäà öèòîçèíà, îêñèìî÷åâèíû è ìåòàòðåêñàòà.
Õîòÿ âî âñåõ ýòèõ ñëó÷àÿõ âûæèâàåìîñòü êëåòîê WRN+/–
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ïðåâîñõîäèëà òàêîâóþ êëåòîê WRN–/–, ïîëíîé ãèáåëè
WRN–/– ïðè âûæèâàíèè êîíòðîëÿ íå ïðîèñõîäèëî. Òðàíñ-
ôåêöèÿ êëåòîê ãåíîì WRN, äåôåêòíûì òîëüêî ïî ýêçî-
íóêëåàçíîé àêòèâíîñòè, òàêæå ïîâûøàåò óñòîé÷èâîñòü
êëåòîê AG11395 ê 6-òèîãóàíèíó â îòëè÷èå îò òðàíñôåê-
öèè êëåòîê ïëàçìèäíûì âåêòîðîì, èñïîëüçîâàííûì äëÿ
êëîíèðîâàíèÿ, îäíàêî àêòèâíîñòü âåêòîðà ñóùåñòâåííî
íèæå, ÷åì òàêîâàÿ ïîëíîöåííîãî ãåíà äèêîãî òèïà. Îñî-
áåííîñòü 6-òèîãóàíèíà, îòëè÷àþùàÿ åãî îò äðóãèõ àãåí-
òîâ, ïðåïÿòñòâóþùèõ íîðìàëüíîìó ïðîõîæäåíèþ ðåï-
ëèêàòèâíîé âèëêè, çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî îí äåëàåò ýòî
íå â ïåðâîì öèêëå ðåïëèêàöèè, êîãäà îí âêëþ÷àåòñÿ âî
âíîâü ñèíòåçèðóåìóþ öåïü ÄÍÊ, à âî âòîðîì öèêëå, êîã-
äà ðåïëèêàöèÿ èäåò ïî ìàòðèöå, ñîäåðæàùåé 6-òèîãóà-
íèí. Âûñêàçûâàåòñÿ ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ôóíêöèîíèðîâà-
íèå áåëêà Wrn ñóùåñòâåííî äëÿ ïðåîäîëåíèÿ ïðåïÿòñò-
âèé ðåïëèêàöèè, âîçíèêàþùèõ âñëåäñòâèå íàðóøåíèé â
ìàòðè÷íîé ÄÍÊ.

ÐÎËÜ ËÀÌÈÍÈÍÀ Â ÐÀÑÏÎÇÍÀÂÀÍÈÈ È ËÈÇÈÑÅ
ÅÑÒÅÑÒÂÅÍÍÛÌÈ ÊÈËËÅÐÀÌÈ ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ. © Í. À. Ôèëàòîâà, È. È. Òþðÿåâà, Â. À. Èâà-
íîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíîå èçó÷åíèå åñòåñòâåííûõ
êèëëåðîâ (ÅÊ) âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ ìèðà, ïî-ïðåæíå-
ìó íåò ÿñíîñòè â òîì, êàêèå ñòðóêòóðû ðàñïîçíàþòñÿ íà
îïóõîëåâûõ êëåòêàõ è ÷òî ñëóæèò ðàñïîçíàþùèìè äå-
òåðìèíàíòàìè ó ÅÊ. Îäíèì èç âîçìîæíûõ êîìïîíåíòîâ,
âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ýòèõ äåòåðìèíàíò, êàê ïðåäïîëàãàþò
íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè, ÿâëÿåòñÿ ëàìèíèí. Â ïðåäûäó-
ùèõ èññëåäîâàíèÿõ íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíûå îïóõîëè ñèíòåçèðóþò ëàìèíèí, ÿâëÿþùèéñÿ
êîìïîíåíòîì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîòîðûé ëîêàëè-
çîâàí íà âíåøíåé ìåìáðàíå îïóõîëåâûõ êëåòîê è âûÿâ-
ëÿåòñÿ íàìè êàê îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé àíòèãåí. Ñî-
ãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, â ñîñòàâ ðåöåïòîðíîãî
êîìïëåêñà ÅÊ ìûøåé âõîäèò, ïî-âèäèìîìó, ëàìèíèí,
àíòèòåëà ê êîòîðîìó áëîêèðóþò åñòåñòâåííóþ êèëëåð-
íóþ àêòèâíîñòü (ÅÊÀ) íåçàâèñèìî îò ïðèñóòñòâèÿ êîìï-
ëåìåíòà. Âåðîÿòíî, ñèíòåç îïóõîëåâûìè êëåòêàìè ëàìè-
íèíà âàæåí íå òîëüêî äëÿ ñòèìóëèðîâàíèÿ ïðîëèôåðà-
òèâíûõ ïîòåíöèé êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ãåïàòîöèòîâ, íî è
äëÿ ìîäóëÿöèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê â
îòíîøåíèè ÅÊ. Ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ ìûøåé àí-
òèëàìèíèíîâîé ñûâîðîòêîé ïðèâîäèëà ê òîìó, ÷òî ÅÊÀ
ñïëåíîöèòîâ â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê áûëà ñíè-
æåíà, ïðè÷åì â îòíîøåíèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ãåïà-
òîìû êðûñû HTC íàáëþäàëîñü äâóêðàòíîå ñíèæåíèå
ÅÊÀ, à êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìèåëîëåéêîçà ÷åëîâåêà
K562 — â 10 ðàç. Ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ íîðìàëü-
íîé íåèììóííîé ñûâîðîòêîé íå ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ
ÅÊÀ. Ñîâñåì èíóþ êàðòèíó íàáëþäàëè ïðè ïðåäîáðà-
áîòêå îïóõîëåâûõ êëåòîê àíòèëàìèíèíîâîé ñûâîðîòêîé.
Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê K562 ïðèâîäèëà ê äâóêðàòíîìó
óìåíüøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ê ÅÊ-ëèçèñó,
ïðåäîáðàáîòêà æå êëåòîê HTC, íàîáîðîò, äåëàëà èõ áî-
ëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ÅÊ-ëèçèñó (â 2 ðàçà). Ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí
êëåòîê-ìèøåíåé è ïîñëåäóþùèé èììóíîáëîòèíã ñ àíòè-
ëàìèíèíîâîé èììóíîñûâîðîòêîé îáíàðóæèëè ïðèñóòñò-
âèå ëàìèíèíà â ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ êëåòîê HTC,
íî íå â ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ êëåòîê K562. Ïðåä-
îáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ ëàìèíèíîì íå ïðèâîäèëà ê èçìå-

íåíèþ ÅÊÀ â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê K562 è
HTC. Ïðåäîáðàáîòêà ëàìèíèíîì êëåòîê K562 è HTC
ñíèæàëà ÅÊÀ äî íóëÿ. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíûì êàí-
äèäàòîì â ñîñòàâ ðåöåïòîðà åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ ìû-
øåé, ó÷àñòâóþùèì â ðàñïîçíàâàíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê,
ÿâëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ëàìèíèí, àíòèòåëà ê êîòîðîìó
áëîêèðóþò åñòåñòâåííóþ êèëëåðíóþ àêòèâíîñòü âíå çà-
âèñèìîñòè îò ïðèñóòñòâèÿ êîìïëåìåíòà. Â òî æå âðåìÿ
äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê äëÿ âûïîëíåíèÿ åñòåñòâåííûõ
êèëëåðíûõ ôóíêöèé âàæíî íàëè÷èå «îòêðûòûõ» ðåöåï-
òîðîâ ê ëàìèíèíó, ïîñêîëüêó ïðåäîáðàáîòêà ëàìèíèíîì
îïóõîëåâûõ êëåòîê íåçàâèñèìî îò ïðîèñõîæäåíèÿ ïðè-
âîäèò ê ïîëíîé óòðàòå ïîñëåäíèìè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
åñòåñòâåííîìó êèëëåðíîìó ëèçèñó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49186).

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Ñ ÐÅÏËÈÊÀ-
ÒÈÂÍÎ ÈÍÀÊÒÈÂÈÐÎÂÀÍÍÛÌ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÌ
ÌÀÒÅÐÈÀËÎÌ ÎÄÍÎÃÎ ÈÇ ÏÀÐÒÍÅÐÎÂ ÏÎ ÑËÈß-
ÍÈÞ. © Å. È. Ôèëÿñîâà, Î. Â. Çàöåïèíà, Î. À. Ëàðèîíîâ,
Þ. Ì. Õîäàðîâè÷. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè
ÐÀÍ, Ìîñêâà, fei@mail.ibch.ru.

Ýôôåêòèâíîñòü êëåòî÷íîé òåðàïèè âî ìíîãîì îïðå-
äåëÿåòñÿ ñâîéñòâàìè êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ â òðàíñïëàí-
òàöèè. Íàèáîëåå ïðèâëåêàòåëüíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïðè-
ìåíåíèå àóòîëîãè÷íûõ ïàöèåíòó êëåòîê ñ òðåáóåìûì òè-
ïîì äèôôåðåíöèðîâêè. Îäíàêî ñóùåñòâóþùèå â íàñ-
òîÿùåå âðåìÿ ïîäõîäû ê ïîëó÷åíèþ òàêèõ êëåòîê, âêëþ-
÷àÿ òåðàïåâòè÷åñêîå êëîíèðîâàíèå, îñíîâàííîå íà ýíóê-
ëåàöèè îîöèòîâ, èñïîëüçîâàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñò-
íîãî ìîçãà èëè æèðîâîé òêàíè, îáëàäàþò ðÿäîì ñó-
ùåñòâåííûõ íåäîñòàòêîâ, ê êîòîðûì, â ÷àñòíîñòè, îòíî-
ñÿòñÿ ñëîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ìàòåðèàëà è ñîïðÿæåííîñòü
ñ íåîáõîäèìîñòüþ ðåøåíèÿ ðÿäà ìîðàëüíî-ýòè÷åñêèõ
ïðîáëåì. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà íîâûõ òåõíîëîãèé ïîëó÷å-
íèÿ îáúåêòîâ, ïðèãîäíûõ äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè, äî ñèõ
ïîð îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé. Çà ïîñëåäíèå ãîäû îïóáëèêîâà-
íî ìíîãî ðàáîò, ïîäòâåðæäàþùèõ äåäèôôåðåíöèðîâêè
ñîìàòè÷åñêèõ ÿäåð êëåòîê ìûøè è ÷åëîâåêà ïðè îáðàçî-
âàíèè ãèáðèäîâ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ýìá-
ðèîíàëüíûõ êàðöèíîìíûõ êëåòîê. Òàêèå ãèáðèäû îáëà-
äàþò ìíîãèìè ñâîéñòâàìè ÝÑÊ è ìîãóò áûòü äèô-
ôåðåíöèðîâàíû â ïðàêòè÷åñêè ëþáîé íåîáõîäèìûé äëÿ
òåðàïèè òèï êëåòîê, îäíàêî íàëè÷èå â òàêèõ ãèáðèäàõ ãå-
íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà îáîèõ ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ íå
ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü èõ â ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíå. Â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ
ãèáðèäíûõ êëåòîê ïîñëå ðåïëèêàòèâíîé èíàêòèâàöèè
ÄÍÊ îäíîãî èç ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ ñ ïîìîùüþ îáðà-
áîòêè ÄÍÊ-ñøèâàþùèì àãåíòîì ìèòîìèöèíîì C. Ðàáî-
òó ïðîâîäèëè íà ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ êàðöèíîìû
ìûøè ëèíèè P19 è PCC4aza1. Êëåòêè PCC4aza1 íåñóò
äåôåêò â ãåíå HPRT è íå ñïîñîáíû ðàñòè â ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé HAT. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê P19 ìè-
òîìèöèíîì Ñ íå ïðåïÿòñòâóåò îáðàçîâàíèþ æèçíåñïî-
ñîáíûõ ãèáðèäîâ ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè PCC4aza1. Ïðè
ýòîì îáðàáîòêà ìèòîìèöèíîì Ñ ñóùåñòâåííî íå âëèÿëà
íà ýôôåêòèâíîñòü îáðàçîâàíèÿ ãèáðèäîâ. Õðîìîñîìíûé
àíàëèç ãèáðèäíûõ êëåòîê ïîêàçàë íàëè÷èå â íèõ õðîìî-
ñîì êëåòîê PCC4aza1. Ìèêðîñàòåëëèòíûé ÏÖÐ-àíàëèç è

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 807



àëëåëü-ñïåöèôè÷íàÿ ÏÖÐ íà ìèòîõîíäðèàëüíóþ ÄÍÊ
òàêæå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî â ïîòîìêàõ ãèáðèäíûõ êëåòîê
ñîäåðæèòñÿ ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë òîëüêî îäíîãî èç
ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ (PCC4aza1). Ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî
ðàçðàáîòàííûé ìåòîä ðåïëèêàòèâíîé èíàêòèâàöèè îäíî-
ãî èç ðîäèòåëüñêèõ ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ ìîæåò íàéòè
ïðèìåíåíèå â êëåòî÷íîé òåðàïèè äëÿ ïîëó÷åíèÿ äèïëî-
èäíûõ ãèáðèäíûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ ïî ïðîãðàììå «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÐÅÃÓËßÖÈß ÔÓÍÊÖÈÉ ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÖÈÒÎÊÈÍÀÌÈ. © È. Ñ. Ôðåéäëèí, Ý. À. Ñòàðèêî-
âà, À. À. ×åðíîâà. ÃÓ Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïðèíèìàþò íåïîñðåäñòâåí-
íîå ó÷àñòèå â îáåñïå÷åíèè ìîáèëèçàöèè ëåéêîöèòîâ èç
ñîñóäîâ â òêàíè, â î÷àãè èíôåêöèè è âîñïàëåíèÿ. Ðåãóëÿ-
öèÿ ýòèõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê îïîñðåäîâàíà â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè öèòîêèíà-
ìè, êîòîðûå ïðîäóöèðóþòñÿ àêòèâèðîâàííûìè ëåéêîöè-
òàìè è ñàìèìè ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Äëÿ èçó÷å-
íèÿ íåïîñðåäñòâåííîãî âëèÿíèÿ öèòîêèíîâ íà ñâîéñòâà è
ôóíêöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìû èñïîëüçîâàëè ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü, îñíîâàííóþ íà êóëüòèâèðîâà-
íèè ïåðåâèâàåìîé ëèíèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâå-
êà EA.hy926 è ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè ýòèõ ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê ñ êëåòêàìè ìîíîöèòîïîäîáíîé ëèíèè
THP-1. Ìû èçó÷àëè âëèÿíèå ïðîâîñïàëèòåëüíûõ è ïðî-
òèâîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ íà ýêñïðåññèþ àäãå-
çèîííûõ ìîëåêóë ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ëèíèè
EA.hy926 è ñåêðåöèþ èìè õåìîêèíîâ, à òàêæå íà àäãå-
çèâíîñòü è õåìîàòòðàêòàíòíóþ àêòèâíîñòü ýòèõ êëåòîê.
Äëÿ êëåòîê ëèíèè EA.hy926 áûë õàðàêòåðåí íèçêèé
ñïîíòàííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìîëåêóë ICAM-1 è
VCAM-1. Ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû TNFa è IFNg
èíäóöèðîâàëè ýêñïðåññèþ ìîëåêóë ICAM-1 è VCAM-1,
ïðè÷åì IFNg îêàçûâàë çíà÷èòåëüíî ìåíåå âûðàæåííîå
äåéñòâèå. Ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûé öèòîêèí IL-4 íå îêà-
çûâàë ñàìîñòîÿòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ àäãåçè-
îííûõ ìîëåêóë ICAM-1 è VCAM-1 íà êëåòêàõ EA.hy926,
íî èíãèáèðîâàë ýêñïðåññèþ ýòèõ ìîëåêóë, èíäóöèðîâàí-
íóþ ïðîâîñïàëèòåëüíûìè öèòîêèíàìè. Èçó÷åíèå àäãå-
çèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê äëÿ êëåòîê ìîíîöèòî-
ïîäîáíîé ëèíèè ïîêàçàëî, ÷òî âëèÿíèå öèòîêèíîâ íà ýê-
ñïðåññèþ ìîëåêóë ICAM-1 è VCAM-1 è íà àäãåçèâíîñòü
êëåòîê ëèíèè EA.hy926 äëÿ êëåòîê ëèíèè THP-1 â íåêî-
òîðûõ ñëó÷àÿõ áûëî ðàçíîíàïðàâëåííûì. Òàê, IFNg, èí-
äóöèðîâàííûé ýêñïðåññèþ àäãåçèîííûõ ìîëåêóë íà ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, èíãèáèðîâàë àäãåçèâíîñòü ìîíî-
ñëîÿ êëåòîê ëèíèè EA.hy926 äëÿ êëåòîê ëèíèè THP-1.
IL-4 íå îêàçûâàë ñàìîñòîÿòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ýêñïðåñ-
ñèþ àäãåçèîííûõ ìîëåêóë, íî èíãèáèðîâàë àäãåçèâíîñòü
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê äëÿ êëåòîê ëèíèè THP-1. Ïðåèí-
êóáàöèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè TNFa
è IFNg âûçûâàëà óñèëåíèå àäãåçèâíîñòè ýíäîòåëèÿ.
Âîçìîæíî, ÷òî èìåííî ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû
îïîñðåäóþò ïîâûøåíèå àäãåçèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê äëÿ ëåéêîöèòîâ ïðè èíôåêöèÿõ, òàê êàê íåïîñðåä-
ñòâåííîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå èçó÷åííûõ íàìè ìèê-

ðîáíûõ êîìïîíåíòîâ íà àäãåçèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê îêàçàëîñü çíà÷èòåëüíî ìåíåå âûðàæåííûì. Äëÿ
ðåàëèçàöèè àäãåçèè ëåéêîöèòîâ ê ìîíîñëîþ ýíäîòåëèà-
ëüíûõ êëåòîê íåäîñòàòî÷íî óñèëåíèÿ ýêñïðåññèè àäãåçè-
îííûõ ìîëåêóë íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, äëÿ ýòîãî
òðåáóåòñÿ åùå ó÷àñòèå õåìîêèíîâ, êîòîðûå îïîñðåäóþò
âñå ýòàïû àäãåçèè. Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ëèíèè
EA.hy926 ñïîíòàííî ñåêðåòèðîâàëè õåìîêèíû IL-8 è
MCP-1. Îöåíêà èçìåíåíèé óðîâíÿ ñåêðåöèè IL-8 è
MCP-1 ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè EA.hy926 ïîä âëèÿ-
íèåì TNFa, IFNg, IL-4, à òàêæå èõ êîìáèíàöèé ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå îòìûâêè îò öèòîêèíîâ ïîêàçàëà, ÷òî òîëüêî
TNFa è IL-4 îêàçûâàëè ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ñåê-
ðåöèþ IL-8 è MCP-1 êëåòêàìè EA.hy926. IFNg äîñòîâåð-
íî èíãèáèðîâàë ñïîíòàííóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ TNFa
ñåêðåöèþ õåìîêèíîâ. Õåìîêèíû âûïîëíÿþò ôóíêöèè
õåìîàòòðàêòàíòîâ äëÿ ìîíîöèòîâ. Èçó÷åíèå õåìîòàêñèñà
êëåòîê ëèíèè THP-1 ïî íàïðàâëåíèþ ê ìîíîñëîþ ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê ïîçâîëèëî áîëåå ïîëíî îöåíèòü ñïîí-
òàííóþ è èíäóöèðîâàííóþ ñåêðåöèþ õåìîàòòðàêòàíòîâ
ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ëèíèè EA.hy926. Âûÿâëåíà
ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ
ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ ïðîäóêöèè IL-8 è MCP-1 ýíäîòå-
ëèàëüíûìè êëåòêàìè, ïðåèíêóáèðîâàííûìè ñ öèòîêèíà-
ìè TNFa è IL-4, è õåìîòàêñècîì êëåòîê THP-1 ïî íà-
ïðàâëåíèþ ê ìîíîñëîþ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ïðåèí-
êóáèðîâàííûõ ñ òåìè æå öèòîêèíàìè. Ïðåèíêóáàöèÿ
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñ IFNg ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ
îáîèõ ïàðàìåòðîâ. Âëèÿíèå öèòîêèíîâ íà ñåêðåöèþ õå-
ìîêèíîâ è íà àäãåçèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ëè-
íèè EA.hy926 äëÿ êëåòîê ìîíîöèòîïîäîáíîé ëèíèè
THP-1 áûëè îäíîíàïðàâëåííûìè â ñëó÷àå ïðåäîáðàáîò-
êè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê TNFa è IFNg è ðàçíîíàïðàâ-
ëåííûìè â ñëó÷àå ïðåäîáðàáîòêè ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê IL-4. Öèòîêèíû TNFa, IFNg IL-4 èíäóöèðîâàëè
ðàçíûå âàðèàíòû àêòèâàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, êî-
òîðûå ìîãóò ðåàëèçîâûâàòüñÿ â õîäå ðàçíûõ ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ èëè ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48110).

ÐÅÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÒÓÁÓËÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ
Â ÕÎÄÅ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÀ ÝÔÐ-ÐÅÖÅÏÒÎÐÍÛÕ ÊÎÌÏ-
ËÅÊÑÎÂ Â ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Ì. Â. Õàð-
÷åíêî, À. À. Àêñåíîâ, Á. Â. Øðàìêî, Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â õîäå ýíäîöèòîçà êîìïëåêñû ðåöåïòîðà ýïèäåðìà-
ëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ) ñ ëèãàíäîì, íàõîäÿùèåñÿ â
ñîñòàâå ýíäîñîì, ïåðåìåùàþòñÿ îò ïåðèôåðèè êëåòêè â
îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü. Ýòîò ïðîöåññ çàâèñèò îò íàëè÷èÿ
èíòàêòíûõ ðàäèàëüíî îðãàíèçîâàííûõ ìèêðîòðóáî÷åê
(ÌÒ). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýíäîñîìû, îáðàçóþùèåñÿ íà
ïåðèôåðèè êëåòêè, äâèæóòñÿ â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü ïî
ÌÒ. Ýòîò ïðîöåññ ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ïðèâëå÷åíèÿ ìî-
òîðíîãî áåëêà äèíåèíà, îáåñïå÷èâàþùåãî ïåðåìåùåíèå
ãðóçà ê «ìèíóñ-êîíöàì» ÌÒ, ëîêàëèçîâàííûõ âîêðóã
öåíòðà îðãàíèçàöèè ÌÒ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â õîäå ýòîãî
ïðîöåññà îðãàíèçàöèÿ òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà îñòàåò-
ñÿ íåèçìåííîé. Èññëåäóÿ ýíäîöèòîç ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ
êîìïëåêñîâ â êëåòêàõ ëèíèè A431 ìåòîäîì äâîéíîé íå-
ïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â
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õîäå ýòîãî ïðîöåññà îðãàíèçàöèÿ ñèñòåìû ÌÒ ïðåòåðïå-
âàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ. Â òå÷åíèå ïåðâûõ 15 ìèí
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÌÒ ñîõðàíÿëè ðàäèàëü-
íóþ îðãàíèçàöèþ, ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî ÌÒ â ïåðèôåðè-
÷åñêîé çîíå öèòîïëàçìû áûëî âåñüìà çíà÷èòåëüíûì. ×å-
ðåç 30—60 ìèí ïîñëå ñòèìóëèðîâàíèÿ ýíäîöèòîçà ÌÒ
ïåðåðàñïðåäåëÿëèñü ê ÿäðó, à èõ êîëè÷åñòâî íà ïåðèôå-
ðèè çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëîñü. Ïåðâîíà÷àëüíàÿ ðàäèàëü-
íàÿ îðãàíèçàöèÿ òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà âîññòàíàâëè-
âàëàñü ëèøü íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà, êîãäà
îñíîâíàÿ ÷àñòü ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ äîñòèãàëà
ëèçîñîì è ïîäâåðãàëàñü äåãðàäàöèè. Â êëåòêàõ ëèíèè
HeLa, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçàöèè ðàäèàëüíîé
ñèñòåìû ÌÒ, íàáëþäàëèñü àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49046).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÒÐÀÌÈÎÊÀÐÄÈÀËÜÍÎÉ ÀÓÒÎÒÐÀÍ-
ÑÏËÀÍÒÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÍÀ
ÊÐÎÂÎÑÍÀÁÆÅÍÈÅ ÈØÅÌÈÇÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÌÈÎ-
ÊÀÐÄÀ Â ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÅ. © Í. Â. Öóïêèíà,1 À. À. Ìà-
òþêîâ,2 À. Í. ßëôèìîâ,3 Î. Í. Ñàâ÷åíêî,3 Ë. À. Òþòèí,3

Ò. Ä. Âëàñîâ,2 Â. Â. Ãðèöåíêî,2 Â. Â. Äàâûäåíêî,2 Ã. Ï. Ïè-
íà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
natths@inbox.ru, 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò, è 3 Öåíòðàëüíûé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé ðåíòãåíîðàäèîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò ÌÇ
ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èøåìè÷åñêàÿ áîëåçíü ñåðäöà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîå çàáîëåâàíèå è ÿâëÿåòñÿ îñíîâ-
íîé ïðè÷èíîé ëåòàëüíîñòè â áîëüøèíñòâå ïðîìûøëåííî
ðàçâèòûõ ñòðàí ìèðà. Èñïîëüçóåìûå â íàñòîÿùåå âðåìÿ
äëÿ ëå÷åíèÿ èøåìèè ìèîêàðäà êîíñåðâàòèâíûå è îïåðà-
òèâíûå ìåòîäû íå âñåãäà ýôôåêòèâíû èëè íå ìîãóò áûòü
ïðèìåíåíû ïî ðÿäó ïðè÷èí. Â ñâÿçè ñ ýòèì ðàçðàáàòûâà-
þòñÿ íîâûå ïîäõîäû ê îïòèìèçàöèè ïðîöåññà ðåãåíåðà-
öèè ïîðàæåííîãî ìèîêàðäà ñ èñïîëüçîâàíèåì äîñòèæå-
íèé ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Îäíèì èç òà-
êèõ ïîäõîäîâ ÿâëÿåòñÿ òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê. Îäíàêî
ìíîãèå âîïðîñû â ýòîé îáëàñòè ìåäèöèíû îñòàþòñÿ íå-
ðåøåííûìè è òðåáóþò äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ. Â ðà-
áîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïî ñðàâíè-
òåëüíîé îöåíêå âëèÿíèÿ àóòîëîãè÷íîé èíòðàìèîêàäè-
àëüíîé òðàíñïëàíòàöèè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõè-
ìàëüíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà è
ÿäðîñîäåðæàùåé ôðàêöèè êîñòíîãî ìîçãà íà êðîâîñíàá-
æåíèå èøåìèçèðîâàííîãî ìèîêàðäà êðîëèêà. Èíôàðêò
ìèîêàðäà ìîäåëèðîâàëè ïóòåì ëèãèðîâàíèÿ íèñõîäÿùåé
âåòâè ëåâîé êîðîíàðíîé àðòåðèè. Çàáîð êîñòíîãî ìîçãà
ïðîèçâîäèëè ïóòåì ïóíêöèè êðûëà ïîäâçäîøíîé êîñòè,
ÿäðîñîäåðæàùèå êëåòêè (ßÑÊ) âûäåëÿëè ïóòåì ôðàêöè-
îíèðîâàíèÿ êîñòíîãî ìîçãà â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåð-
êîëëà. Êóëüòóðó ÌÌÑÊ ïîëó÷àëè ïîñëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ÿäðîñîäåðæàùåé ôðàêöèè êîñòíîãî ìîçãà â ñðåäå
a-MEM ñ 10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè â òå÷å-
íèå 21 ñóò. Îöåíêó êðîâîñíàáæåíèÿ ìèîêàðäà ïðîâîäè-
ëè ìåòîäîì îäíîôîòîííîé ýìèññèîííîé êîìïüþòåðíîé
òîìîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàäèîôàðìàöåâòè÷åñêîãî
ïðåïàðàòà (ÐÔÏ) 99mTc-òåòðàôîñìèíà (Myoview) ïåðåä
ìîäåëèðîâàíèåì èíôàðêòà ìèîêàðäà è ñïóñòÿ 10 ñóò, 1.5,
3, 6 è 12 ìåñ. Áûëè ñôîðìèðîâàíû òðè ãðóïïû æèâîò-

íûõ: æèâîòíûì 1-é ãðóïïû (n = 12) â èøåìèçèðîâàííóþ
çîíó ââîäèëè ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (2 � 106), æèâîòíûì
2-é ãðóïïû (n = 14) ââîäèëè ÿäðîñîäåðæàùóþ ôðàêöèþ
êîñòíîãî ìîçãà (2 � 106) è æèâîòíûì 3-é ãðóïïû (n = 15,
êîíòðîëü) ââîäèëè ðîñòîâóþ ñðåäó. Ó âñåõ æèâîòíûõ ïî-
ñëå ââåäåíèÿ ÌÌÑÊ è ßÑÊ ÷åðåç 1.5 ìåñ ïîñëå îïåðà-
öèè îòìå÷àëîñü çíà÷èòåëüíîå óëó÷øåíèå êðîâîñíàáæå-
íèÿ. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ íàêîïëåíèÿ ÐÔÏ ñîñòàâèëè
0.92 � 0.03 è 0.89 � 0.03 ñîîòâåòñòâåííî, â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå — 0.62 � 0.02. Ê 3 ìåñ ïîñëå îïåðàöèè ïîëíàÿ
íîðìàëèçàöèÿ êðîâîñíàáæåíèÿ îòìå÷àëàñü â îïûòíûõ
ãðóïïàõ, ãäå óðîâåíü íàêîïëåíèÿ ÐÔÏ ñîñòàâèë 100 �
� 0.02 è 0.98 � 0.01, òîãäà êàê â êîíòðîëüíîé ãðóïïå
ýòîò ïîêàçàòåëü íå óâåëè÷èëñÿ è ðàâíÿëñÿ 0.61 � 0.01.
Ïîêàçàòåëè ðàâíîìåðíîñòè êðîâîñíàáæåíèÿ â ïàòîëîãè-
÷åñêîé è ðåôåðåíòíîé çîíàõ íà 10-å ñóò ïîñëå îïåðàöèè
ñîñòàâèëè: 2.7 � 0.2 è 2.1 � 0.2 ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÌÑÊ;
2.6 � 0.2 è 1.8 � 0.3 ïîñëå ââåäåíèÿ ßÑÊ; 2.8 � 0.3 è
2.1 � 0.1 â êîíòðîëüíîé ãðóïïå. ×åðåç 3 ìåñ ïîñëå ìîäå-
ëèðîâàíèÿ èíôàðêòà â îïûòíûõ ãðóïïàõ ýòè çíà÷åíèÿ äî-
ñòîâåðíî íå ðàçëè÷àëèñü (1.9 � 0.1, 2.0 � 0.1, 2.1 � 0.1 è
2.0 � 0.2); â êîíòðîëüíîé ãðóïïå íåðàâíîìåðíîñòü êðî-
âîñíàáæåíèÿ çíà÷èòåëüíî íàðîñëà è ñîñòàâèëà 3.5 � 0.2
â ïîðàæåííîì ñåãìåíòå ïî îòíîøåíèþ ê 2.0 � 0.1 â èí-
òàêòíîì ñåãìåíòå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî èíòðàìèîêàðäèàëüíàÿ àóòî-
òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÌÑÊ è ßÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ïðèâîäèò
ê ïîëíîìó âîññòàíîâëåíèþ èøåìèçèðîâàííîãî ìèîêàðäà
â ýêñïåðèìåíòå. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òðàíñïëàíòè-
ðîâàííûå ÌÌÑÊ ãëàâíûì îáðàçîì âëèÿþò íà ïðîöåññ
íåîàíãèîãåíåçà çà ñ÷åò èõ äèôôåðåíöèðîâêè â ñîñóäè-
ñòûå ñòðóêòóðû è âûðàáîòêè àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, à
ßÑÊ — çà ñ÷åò ñåêðåöèè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Îäíàêî ìå-
õàíèçì íåîàíãèîãåíåçà ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê äî
êîíöà íå èçó÷åí, ÷òî òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äàëüíåéøèõ èñ-
ñëåäîâàíèé.

ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÛÅ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÎ×ÍÛÅ
ÏÎÒÅÍÖÈÈ ÎÒÄÅËÜÍÛÕ ÊËÎÍÎÂ ÌÓËÜÒÈÏÎÒÅÍ-
ÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÀËÜÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ (ÌÌÑÊ) ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ. © Ð. Ê. ×àéëàõÿí,
Þ. Â. Ãåðàñèìîâ, Í. Â. Ëàöèíèê, À. È. Êóðàëåñîâà,
Ì. Ð. ×àéëàõÿí, Å. Í. Ãåíêèíà. ÃÓ ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè
è ìèêðîáèîëîãèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïðîëèôåðà-
òèâíûõ è äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ïîòåíöèé ìóëüòèïîòåí-
òíûõ ìåçåíõèìàëüíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ),
îáðàçóþùèõ â ìîíîñëîéíûõ êóëüòóðàõ êîñòíîãî ìîçãà
èíäèâèäóàëüíûå êëîíû ñòðîìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
(ÊÎÊô). Ïðîëèôåðàòèâíûå ïîòåíöèè èçó÷àëè â ìîíî-
ñëîéíûõ êóëüòóðàõ. Êëåòêè, äàþùèå â ïåðâè÷íûõ êóëü-
òóðàõ êîñòíîãî ìîçãà íà÷àëî áîëüøèì êîëîíèÿì, ñî-
äåðæàùèì 3 � 103—10 � 103 ôèáðîáëàñòîâ, ñîñòàâëÿþò
10 % ïîïóëÿöèè ÊÎÊô è ïðè ïàññèðîâàíèè îáðàçóþò
ìîíîêëîíàëüíûå øòàììû, ïðîõîäÿ äî 34 óäâîåíèé. Ìî-
íîêëîíàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå øòàììîâ ïîäòâåðäèëîñü ñ
ïîìîùüþ õðîìîñîìíîé ìåòêè. Äèôôåðåíöèðîâî÷íûå
ïîòåíöèè èññëåäîâàëè ïðè îáðàòíîé òðàíñïëàíòàöèè â
îðãàíèçì òàêèõ áîëüøèõ êëîíîâ è ìîíîêëîíàëüíûõ
øòàììîâ â ñèñòåìå, îòêðûòîé äëÿ ðåïîïóëÿöèè êëåòîê
(1), ëèáî â ñèñòåìå, çàêðûòîé äëÿ ïåðåìåùåíèÿ êëåòîê
(2). Â 1-ì ñëó÷àå ãåòåðîòèïíóþ òðàíñïëàíòàöèþ ïîä ïî-
÷å÷íóþ êàïñóëó ôèáðîáëàñòíûõ êëîíîâ ïðîâîäèëè íà
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êîëëàãåíîâîé ïîäëîæêå, à âçâåñü ïàññèðîâàííûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ìîíîêëîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ — â ïîðèñ-
òûõ êàðêàñàõ. Ïðè ýòîì íà ìåñòå òðàíñïëàíòàòà îòäåëü-
íîãî êëîíà â 5 % ñëó÷àåâ ôîðìèðóåòñÿ êîñòíîìîçãîâîé
îðãàí ñ ìèêðîîêðóæåíèåì â âèäå êîñòíîé è ðåòèêóëÿð-
íîé òêàíè, ïðèãîäíîé äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè âñåõ òðåõ
ðîñòêîâ ãåìîïîýçà; â 15 % ñëó÷àåâ ôîðìèðîâàëñÿ êîñò-
íûé îðãàí, à â 80 % ñëó÷àåâ îáðàçîâûâàëàñü ðåòèêóëÿð-
íàÿ òêàíü. Ïðè òðàíñïëàíòàöèè ìîíîêëîíàëüíûõ øòàì-
ìîâ êîñòíîìîçãîâûå îðãàíû îáðàçóþòñÿ â 14 % ñëó÷àåâ,
êîñòíûå — â 33 % è ðåòèêóëÿðíûå — â 53 %. Ýòè äàííûå
ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ÷àñòü êëîíîâ ñòðî-
ìàëüíûõ êëåòîê ñïîñîáíà ñòðîèòü êîñòü è ïðè ýòîì îáåñ-
ïå÷èâàòü ôîðìèðîâàíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ äëÿ âñåõ òðåõ
ðîñòêîâ ãåìîïîýçà. Íàðÿäó ñ òàêèìè ÌÌÑÊ èìååòñÿ
÷àñòü ïðåäøåñòâåííèêîâ, îáðàçóþùèõ êîñòíóþ òêàíü ñ
íåîãðàíè÷åííûì èëè îãðàíè÷åííûì ñðîêîì ñàìîïîääåð-
æàíèÿ. Íàêîíåö, ÷àñòü ÌÌÑÊ ñïîñîáíà ê ôîðìèðîâà-
íèþ òîëüêî ðåòèêóëÿðíîé òêàíè, íå çàñåëÿþùåéñÿ êðî-
âåòâîðíûìè êëåòêàìè. Ðàçíèöà â ñîîòíîøåíèè êëîíîâ ñ
îïðåäåëåííîé äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ïîòåíöèåé ïðè
òðàíñïëàíòàöèè ïåðâè÷íûõ êëîíîâ è ìîíîêëîíàëüíûõ
øòàììîâ ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ êàê ðàçíûìè óñëîâèÿìè äëÿ
äèôôåðåíöèðîâêè ïðè ðàçíûõ ñïîñîáàõ òðàíñïëàíòàöèè,
òàê è ñåëåêöèåé ïîòîìêîâ ÌÌÑÊ ïðè äëèòåëüíîì ïàññè-
ðîâàíèè. Êðîìå òîãî, ÌÌÑÊ ñ ðàçíûìè ïîòåíöèÿìè ìî-
ãóò áûòü â ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ ïðåäñòàâëåíû ñðåäè
áîëüøèõ êîëîíèé è ñðåäè ôèáðîáëàñòîâ ìîíîêëîíàëü-
íûõ øòàììîâ, õîòÿ äëÿ ïàññèðîâàíèÿ òîæå âûáèðàëè
êðóïíûå êîëîíèè. Â çàêðûòîé ñèñòåìå — â äèôôóçèîí-
íûõ êàìåðàõ (2), ïðåïÿòñòâóþùèõ ðåïîïóëÿöèè êëå-
òîê, — ïîòîìêè îòäåëüíûõ ÌÌÑÊ ôîðìèðîâàëè êîñò-
íóþ, õðÿùåâóþ ëèáî ñîåäèíèòåëüíóþ òêàíü, ïðè÷åì
25 % ÌÌÑÊ äàâàëè ïîòîìñòâî, ñïîñîáíîå äåëàòü ýòî îä-
íîâðåìåííî, ò. å. ïîëó÷åíû äîêàçàòåëüñòâà, ÷òî ïîïóëÿ-
öèÿ ÌÌÑÊ âî âçðîñëîì îðãàíèçìå ïî äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûì ïîòåíöèÿì ÿâëÿåòñÿ ãåòåðîãåííîé, íî ïðè ýòîì
èìåþòñÿ è îáùèå ïðåäøåñòâåííèêè äëÿ êîñòíîé, õðÿùå-
âîé è ðåòèêóëÿðíîé òêàíåé, êîòîðûå ïðåòåíäóþò íà ðîëü
ñòâîëîâûõ êëåòîê ñòðîìû êîñòíîãî ìîçãà. Äëÿ äàëüíåé-
øåãî èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû ïîïóëÿöèé ÌÌÑÊ ñëåäóåò èñ-
ïîëüçîâàòü ìàðêåðû ñîîòâåòñòâóþùèõ äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûõ áåëêîâ.

ÎÖÅÍÊÀ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÊËÅ-
ÒÎÊ Â ÒÊÀÍßÕ ÌÎÐÑÊÎÉ ÇÂÅÇÄÛ ASTERIAS
RUBENS ÍÀ ÐÀÍÍÈÕ ÑÐÎÊÀÕ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ.
© Í. Ñ. Øàðëàèìîâà, Î. À. Ïåòóõîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðåãåíåðàöèîííûå ïðîöåññû àêòèâíî èññëåäóþòñÿ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ. Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ñ ýòîé òî÷êè çðå-
íèÿ âûçûâàþò èãëîêîæèå, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ óíèêàëü-
íîé ñïîñîáíîñòüþ âîññòàíàâëèâàòü ðàçëè÷íûå îðãàíû è
òêàíè ïîñëå ðàíåíèÿ. Ðàññìàòðèâàþòñÿ äâà îñíîâíûõ
ñïîñîáà ðåãåíåðàöèè èãëîêîæèõ: ìîðôàëëàêñèñ, ïðè êî-
òîðîì êëåòêè òðàíñäèôôåðåíöèðóþòñÿ èëè ìèãðèðóþò
èç ñóùåñòâóþùèõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ê ìåñòó ðåãåíå-
ðàöèè, è ýïèìîðôîç, ïðåäïîëàãàþùèé âîñïîëíåíèå êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè çà ñ÷åò äåëåíèé íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
áûëà ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà âûÿâèòü èñòî÷íèêè äåëÿùèõ-
ñÿ êëåòîê ðàçëè÷íûõ òêàíåé ìîðñêîé çâåçäû Asterias ru-
bens â îòâåò íà ðàíåíèå íà ðàííèõ ñðîêàõ ðåãåíåðàöèè.

Ïðåäïîëàãàåìûìè èñòî÷íèêàìè ñëóæèëè àêñèàëüíûé
îðãàí (ÀÎ), òèäåìàíîâû òåëüöà (ÒÒ) è öåëîìè÷åñêèé
ýïèòåëèé (ÖÝ; â òîì ÷èñëå îòäåëüíî ðàññìàòðèâàëè ÖÝ
ðàíåíîãî ëó÷à è êëåòêè ñìûâà ÖÝ), à òàêæå êëåòêè öåëî-
ìè÷åñêîé æèäêîñòè — öåëîìîöèòû (ÖÖ). Ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè íà Áåëîìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîî-
ëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà ÐÀÍ â ñåíòÿáðå 2004 è 2005 ãã. Ó
çâåçä äèàìåòðîì 5—6 ñì îòðåçàëè êîí÷èê ëó÷à, ìàêñè-
ìàëüíî ñïóñêàëè öåëîìè÷åñêóþ æèäêîñòü, ïîñëå ÷åãî
æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â òåðìîñòàòèðîâàííîé êàìåðå ïðè
10° C è àýðàöèè â òå÷åíèå 5 ÷, 3 è 7 ñóò. Äëÿ îöåíêè ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè â òêàíÿõ èñïîëüçîâàëè âêëþ-
÷åíèÿ â ÄÍÊ áðîìîäåîêñèóðèäèíà (ÁÄÓ), êîòîðûé ââî-
äèëè çâåçäàì çà 5 ÷ äî ôèêñàöèè êëåòîê â êîíöåíòðàöèè
30 ìêÌ èñõîäÿ èç îáúåìà öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè. Êðî-
ìå òîãî, äèññîöèèðîâàííûå êîëëàãåíàçîé (0.02%-íûé
ðàñòâîð) êëåòêè èññëåäóåìûõ òêàíåé ïåðåâîäèëè â êóëü-
òóðó è îöåíèâàëè ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê
in vitro. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàííîé
ñðåäå Ëåéáîâè÷à ñ äîáàâëåíèåì 2 % ôåòàëüíîé ñûâîðîò-
êè è àíòèáèîòèêîâ ïðè 16° C. Âêëþ÷åíèå ÁÄÓ áûëî îá-
íàðóæåíî â êëåòêàõ âñåõ èññëåäóåìûõ òêàíåé. Âî âñåõ
ñëó÷àÿõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü îáíàðóæèâàëè
êëåòêè ñ òîíêèì ñëîåì öèòîïëàçìû è êðóãëûì ÿäðîì
äèàìåòðîì 4—5 ìêì ëèáî êëåòêè ñ ïðîäîëãîâàòûìè ÿä-
ðàìè ðàçìåðîì 6 � 4—7 � 4 ìêì. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü êëåòîê ÖÝ ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû óâå-
ëè÷èâàëàñü ñ 0.1 äî 0.7 %, îäíàêî ê 7-ì ñóò îêàçàëàñü íà
èñõîäíîì óðîâíå. Âêëþ÷åíèå ÁÄÓ â ÒÒ â ñðåäíåì êîëåá-
ëåòñÿ îò 10 äî 30 % îò óðîâíÿ â êîíòðîëå è íå èçìåíÿåòñÿ
ñî âðåìåíåì. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â îäíîì èç ýêñïåðè-
ìåíòîâ ÷åðåç 7 ñóò ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû áûëî îáíàðó-
æåíî óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê
ÒÒ äî 5.5 %. Ïîñêîëüêó ôóíêöèè ÒÒ èçó÷åíû íåäîñòà-
òî÷íî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òàêàÿ âàðèàáåëüíîñòü
ñâÿçàíà èìåííî ñ ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè
òêàíè. Â äàííîì ñëó÷àå ÁÄÓ âêëþ÷àëè êðóïíûå êëåòêè ñ
àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûì ÿäðîì. Äëÿ ÀÎ âûÿâëåíî
óìåíüøåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ñ 0.30 äî
0.02 % ÷åðåç 7 ñóò ðåãåíåðàöèè. Â ÖÖ êîíòðîëüíûõ çâåçä
âêëþ÷åíèå ÁÄÓ îáíàðóæåíî íå áûëî, â ñëó÷àå ðåãåíåðà-
öèè ÷åðåç 5 ÷ â öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ïîÿâëÿþòñÿ
êëåòêè, ñèíòåçèðóþùèå ÄÍÊ (äî 0.1 %), ÷åðåç 3 è 7 ñóò
äîëÿ ýòèõ êëåòîê íå èçìåíÿåòñÿ. Èññëåäîâàíèå ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê â êóëüòóðå ïîêàçàëî, ÷òî ÷å-
ðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ äîëÿ êëåòîê, âêëþ÷àþùèõ
ÁÄÓ, îñòàåòñÿ íà òîì æå óðîâíå, êîòîðûé áûë âûÿâëåí â
îïûòàõ in vivo. Îäíàêî óæå íà 2-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
âêëþ÷åíèå ÁÄÓ îáíàðóæåíî íå áûëî. Òàêèì îáðàçîì, íà
ðàííèõ ñðîêàõ ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû çíà÷èòåëüíîãî óâå-
ëè÷åíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê èññëåäî-
âàííûõ òêàíåé íå ïðîèñõîäèò. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îñíîâíûì èñòî÷íèêîì êëå-
òîê â ýòîì ñëó÷àå ìîãóò ÿâëÿòüñÿ êëåòî÷íûå äåïî. Ïðè
ïåðåâîäå êëåòîê â êóëüòóðó íàáëþäàåòñÿ ïðåêðàùåíèå
ñèíòåçà ÄÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-08017).

ÂËÈßÍÈÅ ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÔÎÐÌ ÊÎËËÀÃÅÍÎÂÛÕ
ÑÓÁÑÒÐÀÒÎÂ, ÏÐÈÊÐÅÏËÅÍÍÛÕ Ê ÏÎËÈÌÅÐÍÎÉ
ÏÎÄËÎÆÊÅ, ÍÀ ÐÎÑÒ È ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÞ ÊËÅÒÎÊ
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Êîëëàãåí — âàæíûé ñòðóêòóðíûé ýëåìåíò ìåæêëå-
òî÷íîãî âåùåñòâà ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Êîëëàãåí ñî-
äåðæèòñÿ â òêàíÿõ âñåõ ìíîãîêëåòî÷íûõ æèâîòíûõ. Îñî-
áàÿ êîíôîðìàöèÿ ìàêðîìîëåêóëû ýòîãî áåëêà è ñïåöè-
ôè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå çàðÿäîâ è ãèäðîôîáíûõ îáëàñòåé
íà åå ïîâåðõíîñòè îáóñëîâëèâàþò ñïîñîáíîñòü ìîëåêóë
êîëëàãåíà ê îáðàçîâàíèþ ôèáðèëëÿðíûõ ñòðóêòóð ìåæ-
êëåòî÷íîãî âåùåñòâà, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì ñòðî-
èòåëüíûì ìàòåðèàëîì êàðêàñà îðãàíîâ è òêàíåé. Îïòè-
ìàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñâîéñòâ êîëëàãåíà è
åãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòî÷íûì îêðóæåíèåì in vitro ÿâ-
ëÿåòñÿ êîëëàãåíîâûé ãåëü, ñòðóêòóðà êîòîðîãî èìèòèðó-
åò ôèáðèëëîîáðàçîâàíèå ìàêðîìîëåêóë êîëëàãåíà in
vivo. Ïîýòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîëëàãåíîâûé ãåëü íà-
õîäèò øèðîêîå ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè äëÿ ðîñòà è ïðîëèôå-
ðàöèè êëåòîê êîæè — êåðàòèíîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå âëèÿ-
íèÿ ñòðóêòóðû ðàçëè÷íûõ ôîðì êîëëàãåíîâîãî ñóáñòðàòà
(ìîëåêóëÿðíîé è ôèáðèëëÿðíîé ôîðì) íà àäãåçèþ, ïðî-
ëèôåðàöèþ è ðîñò êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòîâ è êå-
ðàòèíîöèòîâ. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ âûáðà-
íû ïåðâè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êóñî÷-
êîâ êîæè ÷åëîâåêà ïîñëå ïëàñòè÷åñêèõ îïåðàöèé. Áûëè
ïðèãîòîâëåíû ðàçëè÷íûå êîëëàãåíîâûå ñóáñòðàòû â ìî-
ëåêóëÿðíîé è ôèáðèëëÿðíîé ôîðìàõ. Ïîäëîæêîé äëÿ íà-
íåñåíèÿ è çàêðåïëåíèÿ ñëóæèë áèîäåãðàäèðóåìûé ïîëè-
ìåð — ïîëèëàêòèä. Äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ
ôîðì êîëëàãåíîâûõ ñóáñòðàòîâ íà èññëåäóåìûå êëåòêè â
êóëüòóðå áûëà ïðîâåäåíà îêðàñêà àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà ôèáðîáëàñòîâ è êåðàòèíîöèòîâ ñ ïîìîùüþ òðèñ-ôàë-
ëîèäèíà. Êðîìå òîãî, ïðèâîäèëîñü ïðèæèçíåííîå íà-
áëþäåíèå ÷åðåç ìèêðîñêîï çà ôîðìèðîâàíèåì ìîíîñëîÿ
êåðàòèíîöèòîâ â êóëüòóðå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñïîñîá
íàíåñåíèÿ êîëëàãåíîâîãî ïîêðûòèÿ íà ïîäëîæêó è åãî
ôîðìà âëèÿþò íà îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
ôèáðîáëàñòîâ è ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ êåðàòèíîöèòîâ.
Ïîñëå îêðàñêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ôèáðîáëàñòîâ
îêàçàëîñü, ÷òî íà ôèáðèëëÿðíîì êîëëàãåíå êëåòêè ìåíåå
ðàñïëàñòàíû ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèáðîáëàñòàìè íà ìîëåêó-
ëÿðíîì êîëëàãåíå è îáðàçóþò îïðåäåëåííûå óïîðÿäî-
÷åííûå ñòðóêòóðû â âèäå öåïî÷åê. Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ìîíîñëîÿ êåðàòèíîöèòîâ â êóëüòóðå îïòèìàëüíûì ÿâëÿ-
åòñÿ ôèáðèëëÿðíûé êîëëàãåí.
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Èññëåäîâàíà ñïîñîáíîñòü íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ
ïðîëèôåðàöèè — èíãèáèòîðîâ MEK1/ERK-êèíàçíîãî
êàñêàäà PD 98059, èíãèáèòîðà PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà
LY 294002 è èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòè-
ðàòà íàòðèÿ — èíäóöèðîâàòü ïðîãðàììó óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû REF, òðàí-

côîðìàíòàõ E1A + Ha-Ras ñ âûñîêîé ïðîàïîïòîòè÷åñêîé
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è òðàícôîðìàíòàõ E1A + E1B, óñòîé-
÷èâûõ ê àïîïòîçó ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ
àãåíòîâ. Ñòàðåíèå îöåíèâàëè ïî ïîÿâëåíèþ íåîáðàòè-
ìûõ áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà è ýêñïðåññèè ìàðêåðà ñòà-
ðåíèÿ SA-âGa1-àêòèâíîñòè. Îäíîâðåìåííî èññëåäîâàëè
êîððåëÿöèþ ìåæäó èõ ïîÿâëåíèåì è èçìåíåíèÿìè àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà, ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå êîòîðûõ
îöåíèâàëè ïî ñïîñîáíîñòè êëåòîê ìèãðèðîâàòü èç ìîíî-
ñëîÿ â ðàíó. Ïîêàçàíî, ÷òî â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ
REF èíãèáèòîðû MEK1-êèíàçíîãî êàñêàäà PD 98059,
PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà LY 294002 è áóòèðàò íàòðèÿ íå
ñïîñîáíû âûçûâàòü íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Ïîäàâëåíèå PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà âûçûâàåò íåîáðà-
òèìûé G1/S-áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â óñòîé÷èâûõ ê àïîï-
òîçó êëåòêàõ E1A + E1B, òîãäà êàê òðàíñôîðìàíòû
E1A + Ha-Ras ãèáíóò àïîïòîçîì. Òîëüêî èíãèáèòîð ãèñ-
òîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàò íàòðèÿ ñïîñîáåí èíäóöèðî-
âàòü íåîáðàòèìûé áëîê G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà, êàê â
÷óâñòâèòåëüíûõ E1A + Ha-Ras-, òàê è â óñòîé÷èâûõ ê
àïîïòîçó E1A + E1B-òðàíñôîðìàíòàõ. Îäíàêî äëÿ ïîÿâ-
ëåíèÿ áëîêà â óñòîé÷èâûõ êëåòêàõ òðåáóþòñÿ áîëåå âû-
ñîêèå êîíöåíòðàöèè áóòèðàòà íàòðèÿ è áîëåå äëèòåëü-
íûå ñðîêè âîçäåéñòâèÿ, ÷åì äëÿ êëåòîê ëèíèè E1A +
+ Ha-Ras. Êàê íåîáðàòèìûå áëîêè G1/S, âîçíèêàþùèå
ïðè äåéñòâèè LY 294002 è áóòèðàòà íàòðèÿ íà òðàíñôîð-
ìàíòû, òàê è îáðàòèìûå áëîêè, âîçíèêàþùèå â íîðìàëü-
íûõ êëåòêàõ REF, ñîïðîâîæäàþòñÿ ýêñïðåññèåé ìàðêåðà
ñòàðåíèÿ SA-âGa1. Ýòî ãîâîðèò îá îãðàíè÷åííîé âîç-
ìîæíîñòè åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ îöåíêè ïðîãðàììû óñêî-
ðåííîãî ñòàðåíèÿ. Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, äëÿ ýòîé
öåëè áîëåå àäåêâàòíî èñïîëüçîâàòü êðèòåðèé íåîáðàòè-
ìîñòè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå óäàëåíèÿ èíãèáèòî-
ðîâ èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîÿâëåíèå íåîáðàòèìîãî
áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ è
LY 294002 ñîâïàäàåò ñ ïåðåñòðîéêîé àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ha-Ras è E1A + E1B.
Â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ, ó êîòîðûõ âûçûâàòü íåîá-
ðàòèìûå áëîêè íå óäàåòñÿ, ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â
ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà íå ïðîèñõîäèò. Àíàëèç ñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê ê ìèãðàöèè â ðàíó èç ìîíîñëîÿ êàê ôóí-
êöèîíàëüíîãî ìàðêåðà èçìåíåíèé àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà ïîêàçàë, ÷òî íîðìàëüíûå êëåòêè REF ïðåêðàùàþò
ìèãðàöèþ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà LY 294002 íåçàâè-
ñèìî îò îòñóòñòâèÿ ïåðåñòðîåê öèòîñêåëåòà, îäíàêî áó-
òèðàò íàòðèÿ íå âëèÿåò íà èõ ïîäâèæíîñòü. Òðàíñôîð-
ìàíòû E1A + E1B ïðåêðàùàþò ìèãðàöèþ ïîñëå äåéñò-
âèÿ áóòèðàòà íàòðèÿ, à òàêæå ïîñëå äåéñòâèÿ LY 294002.
Íàèáîëåå íåîæèäàííûì îêàçàëîñü îòñóòñòâèå ýôôåê-
òà áóòèðàòà íàòðèÿ íà ïîäâèæíîñòü òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + Ha-Ras, ïðîëèôåðàöèþ êîòîðûõ îí íåîáðàòèìî
áëîêèðóåò. Òàêèì îáðàçîì, â óñòîé÷èâûõ ê àïîïòîçó
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B, ïðîëèôåðàöèÿ êîòîðûõ íå
ïîäàâëÿåòñÿ ïðè äåéñòâèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ,
ìîæíî íåîáðàòèìî áëîêèðîâàòü ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî
öèêëó ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè PI3K-êàñêàäà èëè ïðè
îáðàáîòêå êëåòîê èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç
áóòèðàòîì íàòðèÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ïðåäñòàâ-
ëÿòü ñóùåñòâåííûé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî äåéñòâèå
ýòèõ àãåíòîâ íà íîðìàëüíûå êëåòêè îáðàòèìî.
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Íàìè âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî ïåïòèäíûå ãîðìîíû
ðåëàêñèí, ñîìàòîñòàòèí, îêñèòîöèí è àðãèíèí-âàçîïðåñ-
ñèí äîçîçàâèñèìî ñòèìóëèðóþò àêòèâíîñòü àäåíèëàò-
öèêëàçû (ÀÖ) è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå â êóëüòóðå èíôóçîðèé
Dileptus anser. Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíîñòü ñòèìóëèðóþùå-
ãî âëèÿíèÿ ãîðìîíîâ è äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé, â êîòî-
ðûõ îíè îêàçûâàþò ìàêñèìàëüíûé ýôôåêò, ñèëüíî ðàç-
ëè÷àþòñÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿíèå ïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ
íà àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå â ãîìîãåíàòå êóëü-
òóðû èíôóçîðèé âûðàæåíî â çíà÷èòåëüíî áîëüøåé ñòå-
ïåíè, ÷åì âî ôðàêöèè ÷àñòè÷íî î÷èùåííûõ ìåìáðàí.
Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè áûëè ðåëàêñèí è ñîìàòîñòàòèí.
Èõ ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ-ýôôåêò, êîòîðûé
íàáëþäàëñÿ â ñëó÷àå ðåëàêñèíà (â êîíöåíòðàöèè 10–8 Ì)
è â ñëó÷àå ñîìàòîñòàòèíà (â êîíöåíòðàöèè 10–6 Ì), ñî-
ñòàâëÿë â ãîìîãåíàòå 91 è 122 %, âî ôðàêöèè ìåìáðàí —
35 è 59 % ñîîòâåòñòâåííî. Ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû ðå-
ëàêñèíà (10–8 Ì) è ñîìàòîñòàòèíà (10–6 Ì) íà ÃÒÔ-ñâÿçû-
âàíèå òàêæå áûëè îò÷åòëèâî âûðàæåíû è ñîñòàâëÿëè â
ãîìîãåíàòå 77 è 150 %, âî ôðàêöèè ìåìáðàí — 31 è 39 %
ñîîòâåòñòâåííî. Îêñèòîöèí è àðãèíèí-âàçîïðåññèí áûëè
ìåíåå ýôôåêòèâíû è çàìåòíî ñòèìóëèðîâàëè àêòèâíîñòü
ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå òîëüêî â ãîìîãåíàòå. Èõ ñòèìóëè-
ðóþùèé ÀÖ-ýôôåêò âûÿâëÿëñÿ òîëüêî â êîíöåíòðàöèè
10–7 Ì è íå ïðåâûøàë 50 %. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå
âñåõ ãîðìîíîâ íà àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå êàê
â ãîìîãåíàòå, òàê è â ìåìáðàíàõ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
ïîäàâëÿëîñü â ïðèñóòñòâèè ñóðàìèíà, ñåëåêòèâíîãî èí-
ãèáèòîðà ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ. Äëÿ èäåíòèôèêà-
öèè òèïà ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðå-
ãóëÿòîðíîì äåéñòâèè ïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ, áûëè ïðèìå-
íåíû ïåïòèäíàÿ ñòðàòåãèÿ è ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå
G-áåëêîâ ñ ïîìîùüþ áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ. C-êîíöå-
âûå ïåïòèäû ás- (385—394) è ái2-ñóáúåäèíèö (346—355)
G-áåëêîâ ìëåêîïèòàþùèõ, ñåëåêòèâíî áëîêèðóþùèõ
ñèãíàëüíûå ïóòè, â êîòîðûõ ó÷àñòâóþò Gs- è Gi-áåëêè, íå
îêàçûâàëè çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ñòèìóëèðóþùèå àêòèâ-
íîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå ýôôåêòû ãîðìîíîâ. ÀÄÔ-
ðèáîçèëèðîâàíèå ôðàêöèé ìåìáðàí èíôóçîðèé õîëåð-
íûì òîêñèíîì ëèøü íåçíà÷èòåëüíî ïîâûøàëî â íèõ áà-
çàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ â îòëè÷èå îò ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ, ó êîòîðûõ òàêàÿ îáðàáîòêà ïðèâîäèò ê ìíîãî-
êðàòíîìó ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà. Â òî æå
âðåìÿ îáðàáîòêà õîëåðíûì òîêñèíîì îò÷åòëèâî áëîêè-
ðîâàëà ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû ïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ
íà àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå, ÷òî ìîæåò óêàçû-
âàòü íà ó÷àñòèå Gs-ïîäîáíîãî áåëêà â ðåãóëèðóåìîì ïåï-
òèäíûìè ãîðìîíàìè ÀÖ-ñèãíàëüíîì êàñêàäå â êëåòêàõ
èíôóçîðèé. Îáðàáîòêà êîêëþøíûì òîêñèíîì, áëîêèðó-
þùèì Gi-áåëêè, íå âëèÿëà êàê íà áàçàëüíóþ, òàê è íà
ñòèìóëèðîâàííóþ ãîðìîíàìè àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿ-
çûâàþùóþ àêòèâíîñòü G-áåëêîâ. Àêòèâíîñòü ÀÖ è
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå áûëè íå÷óâñòâèòåëüíû ê òîêñèíàì èç
ÿäà íàñåêîìûõ — ìàñòîïàðàíó è ìåëèòòèíó, ìèøåíÿìè
êîòîðûõ â îñíîâíîì òàêæå ÿâëÿþòñÿ Gi-áåëêè. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî âëèÿíèå ïåïòèäíûõ
ãîðìîíîâ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ èíôóçî-
ðèé îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè,
ñòðóêòóðíî áëèçêèå Gs-áåëêàì ïîçâîíî÷íûõ, íî îòëè÷à-

þùèåñÿ îò íèõ ñâîèì Ñ-êîíöåâûì ó÷àñòêîì. Â òî æå
âðåìÿ Gi-ïîäîáíûå áåëêè ó èíôóçîðèé ëèáî îòñóòñòâó-
þò, ëèáî èìåþò çíà÷èòåëüíûå ñòðóêòóðíûå îòëè÷èÿ îò
ñîîòâåòñòâóþùèõ èì Gi-áåëêîâ ïîçâîíî÷íûõ, âñëåäñò-
âèå ÷åãî èõ ó÷àñòèå â ïåðåäà÷å ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëîâ,
ãåíåðèðóåìûõ ïåïòèäíûìè ãîðìîíàìè, ïðåäñòàâëÿåòñÿ
ìàëîâåðîÿòíûì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48809).

ÐÅÃÓËßÒÎÐÍÎÅ ÂËÈßÍÈÅ ÊÀÒÈÎÍÎÂ ÊÀËÜÖÈß
ÍÀ ÁÀÇÀËÜÍÓÞ È ÑÒÈÌÓËÈÐÎÂÀÍÍÓÞ ÃÎÐÌÎ-
ÍÀÌÈ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÀÄÅÍÈËÀÒÖÈÊËÀÇÛ ÈÍÔÓ-
ÇÎÐÈÈ DILEPTUS ANSER. © À. Î. Øïàêîâ,1 Ç. È. Óñ-
ïåíñêàÿ,2 Ê. Â. Äåðêà÷,1 Ë. À. Êóçíåöîâà,1 Ñ. À. Ïëåñíå-
âà,1 Ì. Í. Ïåðöåâà.1 1 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëî-
ãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ, alex_shpakov@list.ru, è 2 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàíåå íàìè â êëåòî÷íîé êóëüòóðå èíôóçîðèè Dileptus
anser áûëà âïåðâûå âûÿâëåíà è îõàðàêòåðèçîâàíà àäåíè-
ëàòöèêëàçíàÿ ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà (ÀÖ-ñèñòåìà) è ïîêà-
çàíî, ÷òî ãóàíèíîâûå íóêëåîòèäû è ôòîðèä íàòðèÿ, íå-
ãîðìîíàëüíûå àêòèâàòîðû àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ), à òàê-
æå ãîðìîíû âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (áèîãåííûå
àìèíû, ïåïòèäíûå ãîðìîíû) âëèÿþò íà ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü êîìïîíåíòîâ ýòîé ñèñòåìû. Â íàñòîÿ-
ùåì èññëåäîâàíèè èçó÷åíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÀÖ èíôó-
çîðèè ê ïðèñóòñòâèþ êàòèîíîâ êàëüöèÿ è îáíàðóæåíî,
÷òî Ca2+ â êîíöåíòðàöèè 0.5—10.0 ìêÌ îò÷åòëèâî ñòè-
ìóëèðóåò àêòèâíîñòü ôåðìåíòà âî ôðàêöèè ÷àñòè÷íî
î÷èùåííûõ ìåìáðàí D. anser. Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðà-
öèè êàòèîíîâ êàëüöèÿ äî 100 ìêÌ è âûøå ïðèâîäèò ê
ïîëíîìó áëîêèðîâàíèþ ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà Ca2+.
Â ìåìáðàíàõ, îáðàáîòàííûõ EGTA, àêòèâíîñòü ôåðìåí-
òà ñèëüíî ñíèæåíà, íî â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âîññòà-
íàâëèâàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè Ca2+. Àíòàãîíèñòû êàëüìî-
äóëèíà õëîðïðîìàçèí, W-7 è W-5 äîçîçàâèñèìî ñíèæà-
þò àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, ñòèìóëèðîâàííóþ 5 ìêÌ Ca2+,
ñî çíà÷åíèÿìè IC50 35, 137 è 174 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî.
Ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû áèîãåííûõ àìèíîâ (ñåðî-
òîíèíà è îêòîïàìèíà) ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿþòñÿ â ïðèñóò-
ñòâèè 2.5 è 100.0 ìêÌ Ca2+, â òî âðåìÿ êàê ýôôåêòû ïåï-
òèäíîãî ãîðìîíà ðåëàêñèíà è ÝÔÐ ñëàáî ìåíÿþòñÿ â
ïðèñóòñòâèè 2.5 ìêÌ êàòèîíîâ êàëüöèÿ, íî â çíà÷èòåëü-
íîé ñòåïåíè èíãèáèðóþòñÿ 100 ìêÌ Ca2+. Â ìåìáðàíàõ,
îáðàáîòàííûõ EGTA, ÀÖ-ýôôåêòû áèîãåííûõ àìèíîâ
îñëàáåâàþò, à ýôôåêòû ðåëàêñèíà è ÝÔÐ íå âûÿâëÿþòñÿ.
Ïðè äîáàâëåíèè Ca2+ ÀÖ-ýôôåêòû áèîãåííûõ àìèíîâ
ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàþòñÿ, â òî âðåìÿ êàê ýôôåêòû
ðåëàêñèíà è ÝÔÐ íå âûÿâëÿþòñÿ èëè âîññòàíàâëèâàþòñÿ
â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè. Àíòàãîíèñòû êàëüìîäóëèíà ó
èíôóçîðèè ñëàáî âëèÿþò íà ÀÖ-ýôôåêòû ðåëàêñèíà è
ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèÿõ, ýôôåêòèâíûõ â ñëó÷àå ÀÖ ïîçâî-
íî÷íûõ æèâîòíûõ, íî çàìåòíî ñíèæàþò èõ â áîëåå âûñî-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ýôôåêòû áèîãåííûõ àìèíîâ íà ÀÖ
ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿþòñÿ äàæå ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ àíòàãîíèñòîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ìèøåíÿìè äåéñòâèÿ ïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ â
êëåòî÷íîé êóëüòóðå èíôóçîðèè D. anser ÿâëÿþòñÿ ôîð-
ìû ÀÖ, àêòèâíîñòü êîòîðûõ çàâèñèò îò êàòèîíîâ êàëü-
öèÿ è, âîçìîæíî, ðåãóëèðóåòñÿ Ca2+/êàëüìîäóëèíîì, â òî
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âðåìÿ êàê ìèøåíÿìè äåéñòâèÿ áèîãåííûõ àìèíîâ ÿâëÿ-
þòñÿ êàëüöèéíåçàâèñèìûå ôîðìû ôåðìåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48809).

ÏÐÎÖÅÑÑ ÏËÀÂËÅÍÈß ÊÐÈÎÃÅÍÍÎÉ ØÓÃÈ Â
ÓÑËÎÂÈßÕ ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÍÎÃÎ ÒÅÏËÎÏÎÄÂÎÄÀ.
© Í. À. Øóáèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èñïîëüçîâàíèå âåùåñòâ â øóãî-
îáðàçíîì ñîñòîÿíèè â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ íàóêè è òåõ-
íèêè âåñüìà ïåðñïåêòèâíî. Øóãîîáðàçíîå âåùåñòâî
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñìåñü æèäêîñòè ñ ìåëêîäèñïåðñíû-
ìè êðèñòàëëàìè ëüäà, îäíîðîäíûìè ïî ñîñòàâó è ñòà-
áèëüíûìè âî âðåìåíè. Äîñòàòî÷íî øèðîêîå ðàñïðîñòðà-
íåíèå â êðèîãåííîé òåõíèêå ïîëó÷àåò õðàíåíèå â âèäå
øóãè íèçêîòåìïåðàòóðíûõ æèäêîñòåé. Ïðè ðåøåíèè
ðÿäà çàäà÷ èñïîëüçîâàíèå àòìîñôåðíûõ ãàçîâ â øóãîîá-
ðàçíîì âèäå èìååò ðÿä ïðåèìóùåñòâ. Èçâåñòíî, ÷òî ñêî-
ðîñòü ðàçëîæåíèÿ òåðìîëàáèëüíûõ æèäêîñòåé çíà÷è-
òåëüíî óìåíüøàåòñÿ ñ ïîíèæåíèåì òåìïåðàòóðû, â ðåçóëü-
òàòå ÷åãî â çàìêíóòîì îáúåìå çàìåäëÿåòñÿ íàðàñòàíèå
äàâëåíèÿ. Êðîìå òîãî, øóãà îáëàäàåò áîëüøîé ñïîñîáíî-
ñòüþ òåïëîïîãëîùåíèÿ, âûñîêîé ïëîòíîñòüþ è äðóãèìè
ñâîéñòâàìè, ïîçâîëÿþùèìè çíà÷èòåëüíî óëó÷øèòü ðàáî-
÷èå õàðàêòåðèñòèêè ðàáî÷èõ ñèñòåì. Èçâåñòíî, ÷òî øóãî-
îáðàçíûé àçîò ïðèìåíÿåòñÿ â êðèîáèîëîãèè â êà÷åñòâå
õëàäàãåíòà ïðè íèçêîòåìïåðàòóðíîé êîíñåðâàöèè áèî-
ìàòåðèàëà. Îäíàêî â ïðîöåññå õðàíåíèÿ âåùåñòâ ïðîèñ-
õîäÿò ïëàâëåíèå òâåðäîé ôàçû è íàãðåâ æèäêîñòè. Â ñâÿ-
çè ñ ýòèì âàæíî çíàòü èçìåíåíèå âî âðåìåíè ïàðàìåòðîâ
øóãà-ðàñïëàâëåíèÿ ñèñòåìû æèäêîñòü—ïàðû è ãàç ñâî-
áîäíîãî îáúåìà. Êñòàòè, ïðè ýòîì âîçíèêàåò âîïðîñ ñî-
çäàíèÿ íàäåæíîé è ýêîíîìè÷íîé òåïëîèçîëÿöèè ñèñòåì
õðàíåíèÿ. Ýòî ìîæåò ïîçâîëèòü îöåíèòü èçìåíåíèÿ, ïðî-
èñõîäÿùèå â åìêîñòè ñ èññëåäóåìîé òåïëîèçîëÿöèåé çà
îïðåäåëåííûé èíòåðâàë âðåìåíè è äåëàòü âûâîäû îá ýô-
ôåêòèâíîñòè èçîëÿöèè â òåõ èëè èíûõ âíåøíèõ óñëîâè-
ÿõ. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðè íàëè÷èè ïîâåðõíî-
ñòíîãî òåïëîïðèòîêà ê åìêîñòè ñ êðèîãåííîé øóãîîáðàç-
íîé ñìåñüþ æèäêîñòü ðàñïëàâà è øóãà àâòîíîìíî
ïîãëîùàþò òåïëî, ïîñòóïàþùåå ê íèì îò ñòåíîê: òåïëî,
ïîñòóïàþùåå â æèäêîñòü, èäåò íà åå ðàçîãðåâ îò òåìïå-
ðàòóðû ïëàâëåíèÿ, à òåïëî, ïîäâîäèìîå ê øóãå, èäåò íà
ïëàâëåíèå òâåðäîé ôàçû. Ïîýòîìó ìîæíî óòâåðæäàòü,
÷òî â ïðîöåññå ïëàâëåíèÿ øóãè ìåæäó æèäêîñòüþ è
òâåðäîé ôàçîé òåïëîîáìåí íå îñóùåñòâëÿåòñÿ. Â äàííîì
ïðîöåññå òâåðäàÿ ôàçà ãåíåðèðóåò æèäêîñòü, íàõîäÿùó-
þñÿ ïðè òåìïåðàòóðå ïëàâëåíèÿ, íà ãðàíèöó ðàçäåëà
«ðàñïëàâ—øóãà». Ýòà æèäêîñòü îáëàäàåò áîëüøåé ïëîò-
íîñòüþ (çà ñ÷åò áîëåå íèçêîé òåìïåðàòóðû) â ñðàâíåíèè
ñ ïëîòíîñòüþ îñíîâíîé ìàññû ðàñïëàâà. Ïðè ïëàâëåíèè
øóãè íàä ïîâåðõíîñòüþ òâåðäîé ôàçû îáðàçóåòñÿ ñêîëü-
çÿùàÿ ãðàíèöà ðàçäåëà ôàç «øóãà—æèäêîñòü», ýêðàíè-
ðóåìàÿ ïîñòîÿííî îáðàçóþùèìñÿ áóôåðíûì ñëîåì ðàñ-
ïëàâà, íàõîäÿùåãîñÿ ïðè òåìïåðàòóðå òðîéíîé òî÷êè.
Òàêèì îáðàçîì, òåïëî îò ðàñïëàâà ïîãëîùàåòñÿ áóôåð-
íîé æèäêîñòüþ, íå ó÷àñòâóÿ â ðàñïëàâëåíèè òâåðäîé
ôàçû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî çà ñ÷åò Àðõèìåäîâûõ ñèë
íàèáîëåå íàãðåòûå ñëîè æèäêîñòè ïîäíèìàþòñÿ ââåðõ, à
â íèæíåé ÷àñòè òåìïåðàòóðà æèäêîñòè íåçíà÷èòåëüíî

âûøå òåìïåðàòóðû òðîéíîé òî÷êè. Íà îñíîâàíèè ýêñïåðè-
ìåíòîâ âûÿñíåíî, ÷òî â ñëó÷àå áîëüøîãî çíà÷åíèÿ ãðàäèåí-
òà òåìïåðàòóð íà ñòåíêå åìêîñòè æèäêîñòè ðàñïðåäåëåíèå
òåìïåðàòóðû ïî âûñîòå â æèäêîñòè, êàê ïðàâèëî, ëèíåé-
íîå. Â èòîãå â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ïëàâëåíèÿ øóãè
òåìïåðàòóðà áóôåðíîãî ñëîÿ ïðàêòè÷åñêè ðàâíà òåìïåðà-
òóðå ïëàâëåíèÿ, à èìåííî òåïëî æèäêîñòè ñòðåìèòñÿ
«äîãíàòü» è ðàñïëàâèòü òâåðäóþ ôàçó, à òâåðäàÿ ôàçà
«óáåãàåò» (ïðîñåäàåò), ãåíåðèðóÿ áóôåðíóþ æèäêîñòü.
Àíàëèçèðóÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî óòâåðæäàòü,
÷òî øóãà èìååò ïîñòîÿííóþ òåìïåðàòóðó, åå ïëîòíîñòü
íåñêîëüêî áîëüøå ïëîòíîñòè æèäêîé ôàçû, à êîýôôèöè-
åíò òåïëîîòäà÷è ê æèäêîñòè (èëè øóãå) îò ñòåíêè åìêî-
ñòè è îò ãàçà ê ñòåíêå ïîñòîÿíåí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-48251).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÏÎÄÂÈÆÍÎÑÒÈ ÍÎÐÌÀËÜÍÛÕ
ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ. ÐÎËÜ ÀÊÒÈÍ-ÌÈÎÇÈÍÎÂÎÃÎ
ÑÎÊÐÀÙÅÍÈß. © Ì. Ñ. Øóòîâà, À. Þ. Àëåêñàíäðîâà.
ÍÈÈ êàíöåðîãåíåçà Ðîññèéñêîãî îíêîëîãè÷åñêîãî íàó÷-
íîãî öåíòðà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Âåäóùóþ ðîëü â ïðîöåññàõ äâèæåíèÿ êëåòîê èãðàþò
ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íà èõ àêòèâíîì
êðàå. Àêòèâíûé êðàé êëåòîê ñîñòîèò èç äâóõ ñòðóêòóðíî
è ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûõ çîí: óçêîé êðàåâîé ëàìåë-
ëèïîäèè, ãäå èäåò ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâîé ñåòè, è áî-
ëåå øèðîêîé ëàìåëëû, ñîäåðæàùåé àêòèí-ìèîçèíîâûå
ïó÷êè, ãäå ïðîèñõîäÿò äàëüíåéøàÿ ïåðåñòðîéêà àêòèíà ñ
ó÷àñòèåì ìèîçèíçàâèñèìîé ñîêðàòèìîñòè è ôîðìèðîâà-
íèå çðåëûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðà-
áîòû ÿâëÿëîñü âûÿñíåíèå ðîëè êàæäîãî èç ïðîöåññîâ —
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà è àêòèí-ìèîçèíîâûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé — â äâèæåíèè ôèáðîáëàñòîâ â êóëüòóðå (ëèíèÿ
REF52). Áûëè ðàññìîòðåíû òàêèå õàðàêòåðèñòèêè ïî-
äâèæíîñòè, êàê ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà ïëîñêîì àäãå-
çèâíîì ñóáñòðàòå è ìèãðàöèÿ êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàëü-
íóþ ðàíó. Äëÿ ïîäàâëåíèÿ ìèîçèí II-çàâèñèìîé ñîêðàòè-
ìîñòè áûëè èñïîëüçîâàíû èíãèáèòîðû Y27632 (èí-
ãèáèòîð àêòèâèðóþùåé ìèîçèí Rho-êèíàçû) è áëåááè-
ñòàòèí (èíãèáèòîð ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè ìèîçèíà). Ïî-
ëèìåðèçàöèÿ àêòèíà íà êðàþ êëåòêè ïîäàâëÿëàñü íèçêè-
ìè äîçàìè ëàòðóíêóëèíà A (0.5—1.0 ìêÌ). Îáðàáîòêà
êëåòîê èíãèáèòîðàìè ñîêðàòèìîñòè ïðèâîäèëà ê ïîëíî-
ìó èñ÷åçíîâåíèþ àêòèí-ìèîçèíîâûõ ïó÷êîâ è çðåëûõ
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Ó êëåòîê ñîõðàíÿëèñü ëèøü òî-
÷å÷íûå èíèöèàëüíûå ôîêàëüíûå êîìïëåêñû ïî ïåðèìåò-
ðó. Àêòèâíîñòü êðàÿ òàêèõ êëåòîê óñèëèâàëàñü, àêòèâ-
íûé êðàé ðàñøèðÿëñÿ. Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè
ôèáðîáëàñòîâ ñ Y27632 èëè áëåááèñòàòèíîì íàáëþäà-
ëîñü îáðàçîâàíèå òàê íàçûâàåìûõ õâîñòîâ, êîòîðûå
êëåòêè îñòàâëÿëè çà ñîáîé, áóäó÷è íåñïîñîáíûìè ê ðåò-
ðàêöèè. Ðàñïëàñòûâàíèå â ïðèñóòñòâèè Y27632 è áëåá-
áèñòàòèíà ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëüíî áûñòðåå, ÷åì â êîí-
òðîëå. Îäíàêî êîíå÷íàÿ ïëîùàäü êëåòîê äîñòîâåðíî íå
îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëÿ. Ñêîðîñòü è ýôôåêòèâíîñòü ìèã-
ðàöèè â ðàíó òàêæå çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëèñü ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì — âûïîëçàëî áîëüøåå êîëè÷åñòâî
êëåòîê (â 1.2— 1.4 ðàçà), äàëüíîñòü èõ ìèãðàöèè óâåëè-
÷èâàëàñü â 1.5 ðàçà. Îáðàáîòêà íèçêèìè äîçàìè ëàòðóí-
êóëèíà A ïðèâîäèëà ê èñ÷åçíîâåíèþ òîíêîé àêòèíîâîé
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ñåòè íà êðàþ êëåòêè, ñîîòâåòñòâóþùåé ëàìåëëèïîäèè
(èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà). Ïðè ýòîì ñîõðàíÿ-
ëèñü ìîùíûå ñòðåññ-ôèáðèëëû ñî âñòðîåííûì ìèîçè-
íîì è êðóïíûå ôîêàëüíûå êîíòàêòû. Óæå ïðè ìàëûõ äî-
çàõ ëàòðóíêóëèíà ñóùåñòâåííî íàðóøàëñÿ ïðîöåññ ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê è èõ êîíå÷íàÿ ïëîùàäü ñíèæàëàñü
ïðèìåðíî â 3.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Òàêèå
êëåòêè äåìîíñòðèðîâàëè äîçîçàâèñèìîå ñíèæåíèå ìèã-
ðàöèîííîé ñïîñîáíîñòè âïëîòü äî ïîëíîé îñòàíîâêè
äâèæåíèÿ (ïðè êîíöåíòðàöèè ëàòðóíêóëèíà 4 ìêÌ). Òà-
êèì îáðàçîì, ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè ìèîçèíà II
ëîêîìîòîðíàÿ àêòèâíîñòü ôèáðîáëàñòîâ â êóëüòóðå íå
òîëüêî íå ñíèæàëàñü, à, íàîáîðîò, óñèëèâàëàñü. Ïîäàâëå-
íèå ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà ïðèâîäèëî ê ñóùåñòâåííîìó
óãíåòåíèþ êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè êàê â ñëó÷àå ðàñïëà-
ñòûâàíèÿ, òàê è ïðè íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè. Ìû ïðåä-
ïîëàãàåì, ÷òî íàèáîëåå ñóùåñòâåííûì ôàêòîðîì äëÿ
êëåòî÷íîãî äâèæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ èìåííî ïîëèìåðèçàöèÿ
àêòèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48146à).
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Óñêîðåííûìè òåìïàìè ïðèðàñòàþò â ïîñëåäíåå
âðåìÿ îáúåìû âûðàùèâàíèÿ îñåòðîâûõ ðûá â àêâàêóëü-
òóðå ñ öåëüþ âîññòàíîâëåíèÿ èõ ïðèðîäíûõ ïîïóëÿöèé,
à òàêæå ïðîèçâîäñòâà äåëèêàòåñíîé ïèùåâîé ïðîäóêöèè.
Îäíîé èç ãëàâíûõ ïðîáëåì, òîðìîçÿùèõ ðàçâèòèå îñåò-
ðîâîäñòâà â ìèðå, ÿâëÿþòñÿ âèðóñíûå áîëåçíè. Ïîýòîìó
âàæíîñòü èññëåäîâàíèé ïî ïîëó÷åíèþ êëåòî÷íûõ ëèíèé
îñåòðîâûõ ðûá — êëþ÷åâîãî ýëåìåíòà âèðóñîëîãè÷å-
ñêîé äèàãíîñòèêè — íå âûçûâàåò ñîìíåíèÿ. Èç 21 èçâå-
ñòíîé íà ñåãîäíÿ ïîñòîÿííîé ëèíèè êëåòîê îñåòðîâûõ 5
(èç òêàíåé ñåãîëåòêîâ ñèáèðñêîãî îñåòðà Acipenser baeri)
ïîëó÷åíî â íàøåé ëàáîðàòîðèè. Ýòî ìîíîñëîéíûå êëå-
òî÷íûå ëèíèè èç ïóëà ïî÷êè, ïå÷åíè è ñåëåçåíêè (Siberi-
an sturgeon organs: SSO-1, SSO-2 è SSO-3) è ïëàâíèêîâ
ðûá (Siberian sturgeon fins: SSF-1 è SSF-2) (Ùåëêóíîâà è
äð., 1997; Êîëáàñîâà è äð., 2006). Ðîñòîâàÿ ñðåäà äëÿ êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ óêàçàííûõ ëèíèé êëåòîê ñîñòîèò èç ñðå-
äû Èãëà-MEM ñ äâîéíûì íàáîðîì àìèíîêèñëîò è âèòà-
ìèíîâ (SSO-1, SSO-3 è SSF-1) èëè ñðåäû 199 ñ 5—10 %
ñûâîðîòêè ýìáðèîíà êîðîâû (SSO-2 è SSF-2). Ïîñêîëüêó
ðûáû — ýòî ïîéêèëîòåðìíûå îðãàíèçìû, îïðåäåëåíèå
òåìïåðàòóðíûõ ïàðàìåòðîâ ðîñòà ïîëó÷àåìûõ îò íèõ ëè-
íèé êëåòîê ÿâëÿåòñÿ âàæíûì àñïåêòîì îïèñàíèÿ ïîñëåä-
íèõ. Ýôôåêòèâíîñòü ðîñòà êóëüòóð êëåòîê ñèáèðñêîãî
îñåòðà ïðè òåìïåðàòóðàõ 10, 15, 20, 25 è 30 °Ñ îöåíèâàëè
íà 155—206-ì ïàññàæàõ in vitro. Êëåòêè âûðàùèâàëè â
êóëüòóðàëüíûõ ïðîáèðêàõ, â êîòîðûå âíîñèëè ïî 1 ìë
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè. Ïîñåâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿ-
ëà 159—355 òûñ. êëåòîê â 1 ìë ðîñòîâîé ñðåäû. Äëÿ ïîä-
ñ÷åòà êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèï-
ñèíà è 0.02%-íîãî ðàñòâîðà âåðñåíà è îáúåäèíÿëè ñóñ-
ïåíçèþ êëåòîê èç òðåõ ïðîáèðîê äëÿ êàæäîãî ñðîêà
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîäñ÷åò æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê âåëè

â êàìåðå Ãîðÿåâà ÷åðåç 0, 1, 4, 7, 10, 14 è 20 ñóò ïîñëå ïî-
ñåâà, îïðåäåëÿÿ èõ êîíöåíòðàöèþ ïî èçâåñòíîé ôîðìóëå
(Æèâîòíàÿ êëåòêà..., 2000). Õîòÿ äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ
æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê â êóëüòóðå ïðè ðàçíûõ òåìïåðà-
òóðàõ èíêóáàöèè áûëà íåñêîëüêî ñõîæåé äëÿ äâóõ ïàð
êëåòî÷íûõ ëèíèé (SSF-1—SSF-2 è SSO-2—SSO-3), êàæ-
äàÿ èç ëèíèé îáëàäàëà óíèêàëüíîé òåìïåðàòóðíî-ðîñòî-
âîé õàðàêòåðèñòèêîé. Íàèâûñøóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü ïîêàçàëà ëèíèÿ SSF-1, äîñòèãíóâøàÿ íàèáîëåå
âûñîêèõ çíà÷åíèé êîíöåíòðàöèè æèâûõ êëåòîê ïðè âñåõ
èñïûòàííûõ òåìïåðàòóðàõ. Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ SSO-2 âû-
äåëÿëàñü ñàìûì íèçêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì,
óñòóïàÿ äðóãèì ëèíèÿì â óðîæàå êëåòîê â 1.5—3.0 ðàçà,
íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðèðîñò êëåòîê ó íåå, êàê è ó ëèíèè
SSF-1, íàáëþäàëè âî âñåì äèàïàçîíå òåìïåðàòóð. Ïðè
15—25 °Ñ êðèâûå ðîñòà êóëüòóðû äåìîíñòðèðîâàëè òåí-
äåíöèþ âûõîäà íà ïëàòî, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü
íàëè÷èå ó äàííîé ëèíèè ÿðêî âûðàæåííîãî ôåíîìåíà
êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ äåëåíèÿ êëåòîê. Ïðèðîñò êëå-
òîê âî âñåì òåìïåðàòóðíîì äèàïàçîíå áûë îòìå÷åí è ó
ëèíèè SSO-3, òîãäà êàê ó ëèíèé SSO-1 è SSF-2 èëè 10 è
30 °Ñ íàáëþäàëè ëèøü ïåðåæèâàíèå êëåòîê. Õîòÿ îáðà-
çîâàíèå êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ ïðîèñõîäèëî ïðè âñåõ èñ-
ïûòàííûõ òåìïåðàòóðàõ, ïðè 30 °Ñ äîñòàòî÷íî áûñòðî
íà÷èíàëàñü åãî äåãåíåðàöèÿ, âûðàæàâøàÿñÿ â îêðóãëå-
íèè êëåòîê è îòäåëåíèè èõ îò ñòåêëà. Ïðàêòè÷åñêè íå-
ïðåêðàùàþùèéñÿ ðîñò êëåòîê çà âåñü ïåðèîä íàáëþäå-
íèÿ áûë îòìå÷åí äëÿ âñåõ êóëüòóð ïðè 15 °Ñ, òîãäà êàê
ïðè äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû ðàçíûå ëèíèè
âåëè ñåáÿ ïî-ðàçíîìó. Ïðè 20 °Ñ àêòèâíî ïðîäîëæàëè
ðàñòè êëåòêè ëèíèé SSO-1, SSF-1 è SSF-2, â òî âðåìÿ êàê
êëåòêè SSO-2 âûõîäèëè íà ïëàòî, à ìîíîñëîé ëèíèè
SSO-3 íà ïðîòÿæåíèè âòîðîé ïîëîâèíû ñðîêà íàáëþäå-
íèÿ ïðåòåðïåâàë ñèëüíóþ äåãåíåðàöèþ. Ïðè 25 °Ñ ê êîí-
öó ñðîêà íàáëþäåíèÿ ïðèðîñò êëåòîê îòìå÷àëè òîëüêî â
êóëüòóðå SSO-1, êóëüòóðà SSO-2 íàõîäèëàñü íà ïëàòî,
òîãäà êàê êëåòêè òðåõ îñòàëüíûõ ëèíèé íà÷èíàëè áûñòðî
äåãåíåðèðîâàòü. Åñëè ñ÷èòàòü îïòèìàëüíîé äëÿ ðîñòà êó-
ëüòóðû òàêóþ òåìïåðàòóðó, ïðè êîòîðîé íàèáîëüøåå êî-
ëè÷åñòâî æèâûõ êëåòîê ñîõðàíÿåòñÿ íàèáîëåå ïðîäîëæè-
òåëüíîå âðåìÿ, òî òàêàÿ òåìïåðàòóðà áûëà: 20 °Ñ äëÿ
SSO-1, SSF-1 è SSF-2, 25 °Ñ äëÿ êëåòîê SSO-2 è 15—
20 °Ñ äëÿ êëåòîê SSO-3. Òîëåðàíòíîñòü êëåòî÷íûõ ëè-
íèé ñèáèðñêîãî îñåòðà ê ïîíèæåííûì òåìïåðàòóðàì ïî-
çâîëÿåò ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ çíà÷èòåëüíîå âðåìÿ
(ìåñÿöàìè) ñîõðàíÿòü èõ áåç ñìåíû ñðåäû ïðè 10—
15 °Ñ.
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Âûðàùèâàíèå îñåòðîâûõ ðûá â àêâàêóëüòóðå â íà-
øåé ñòðàíå ïðàêòèêóåòñÿ íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ äå-
ñÿòêîâ ëåò. Îñíîâíîé öåëüþ ïðè ýòîì áûëî âîññòàíîâëå-
íèå ïðèðîäíûõ çàïàñîâ îñåòðîâûõ. Äëÿ ýòîãî îòëàâëèâà-
ëè äèêèõ ïðîèçâîäèòåëåé, èíêóáèðîâàëè èñêóññòâåííî
îïëîäîòâîðåííóþ èêðó íà ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ðûáî-
âîäíûõ çàâîäàõ è ïîäðàùåííóþ ìîëîäü âûïóñêàëè â åñ-
òåñòâåííûå âîäîåìû. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ ðåçêèì
ñîêðàùåíèåì ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèé îñåòðîâûõ è îùó-
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òèìûì íåäîñòàòêîì äèêèõ ïðîèçâîäèòåëåé âñå áîëüøåå
÷èñëî ïðåäïðèÿòèé ïåðåõîäèò íà ïîëíîñèñòåìíóþ òåõ-
íîëîãèþ ðàáîòû, ïðè êîòîðîé íà ðûáçàâîäå ñîäåðæàò
ñîáñòâåííîå ðåìîíòíî-ìàòî÷íîå ñòàäî ðûá. Ñíÿòèå çà-
ïðåòà íà âûâîç îñåòðîâûõ ðûá çà ðóáåæ ïðèâåëî ê áóð-
íîé àêòèâèçàöèè ìåæäóíàðîäíîé òîðãîâëè íàèáîëåå
öåííûìè âèäàìè îòå÷åñòâåííûõ îñåòðîâûõ, à ðîñò öåí
íà ïèùåâóþ ïðîäóêöèþ èç íèõ ñòèìóëèðîâàë òîâàðíîå
âûðàùèâàíèå îñåòðîâûõ âî âñåì ìèðå. Èíòåíñèôèêàöèÿ
îñåòðîâîäñòâà ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîÿâëåíèåì áîëåçíåé, èç
êîòîðûõ íàèáîëüøèé óùåðá íàíîñÿò âèðóñíûå. Íà ñå-
ãîäíÿ â ìèðå ó îñåòðîâûõ ðûá âûÿâëåíî îêîëî 10 âèðó-
ñîâ, 5 èç êîòîðûõ âûçûâàþò îïàñíûå çàáîëåâàíèÿ. Ïîìè-
ìî «ñîáñòâåííûõ» âèðóñîâ îñåòðîâûå ìîãóò ÿâëÿòüñÿ íî-
ñèòåëÿìè âèðóñîâ äðóãèõ âèäîâ ðûá (Ùåëêóíîâ, 2000).
Çà ðóáåæîì äëÿ âèðóñîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé îñåòðî-
âûõ ðûá èñïîëüçóþò íåñêîëüêî ëèíèé êëåòîê, ïîëó÷åí-
íûõ ãëàâíûì îáðàçîì îò àìåðèêàíñêîãî áåëîãî îñåòðà.
Â íàøåé ñòðàíå ïîäîáíûå ðàáîòû íîñèëè ýïèçîäè÷åñêèé
õàðàêòåð, è ïîÿâëåíèå îòå÷åñòâåííûõ ëèíèé êëåòîê îñåò-
ðîâûõ ðûá áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü ðàñøèðåíèþ òàêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé. ×óâñòâèòåëüíîñòü ïîëó÷åííûõ â íàøåé ëà-
áîðàòîðèè 5 ëèíèé êëåòîê èç îðãàíîâ (SSO-1, SSO-2 è
SSO-3) è ïëàâíèêîâ (SSF-1 è SSF-2) ñèáèðñêîãî îñåòðà
îïðåäåëÿëè ê 8 øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûì âèðóñàì ðûá:
ðàáäîâèðóñàì èíôåêöèîííîãî íåêðîçà ãåìîïîýòè÷åñêîé
òêàíè ëîñîñåâûõ (IHNV), âèðóñíîé ãåìîððàãè÷åñêîé
ñåïòèöåìèè (VHSV), âåñåííåé âèðåìèè êàðïà (SVCV),
âèðóñó åâðîïåéñêîãî óãðÿ Rhabdovirus anguilla, ðàáäîâè-
ðóñó ìàëüêîâ ùóêè (PFRV), âèðóñó åâðîïåéñêîé îçåðíîé
êóìæè (ELTV), áèðíàâèðóñó èíôåêöèîííîãî íåêðîçà
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû (IHNV) è èðèäîâèðóñó êàðïà
(CCIV). Îïðåäåëåíèå âåëè ïî äâóì êðèòåðèÿì: 1) ñîáñò-
âåííî ÷óâñòâèòåëüíîñòü îïðåäåëÿëè ïàðàëëåëüíûì òèò-
ðîâàíèåì íà âñåõ 5 êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ñóñïåíçèè ïàòîëî-
ãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà îò çàðàæåííûõ âèðóñîì ðûá èëè
êóëüòóðàëüíîãî âèðóñà, íàêîïëåííîãî íà ðåôåðåíñíîé
êëåòî÷íîé ëèíèè; 2) ñïîñîáíîñòü êóëüòóðû êëåòîê ïîä-
äåðæèâàòü ðåïðîäóêöèþ âèðóñà îïðåäåëÿëè òèòðîâàíè-
åì íà íåé êóëüòóðàëüíîãî âèðóñà, ïðîøåäøåãî íà íåé íå
ìåíåå 3 ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïàññàæåé. Êëåòî÷íûå ëèíèè
ñèáèðñêîãî îñåòðà îêàçàëèñü ÷óâñòâèòåëüíûìè òîëüêî ê
ðàáäîâèðóñàì ðûá. Ïðè ýòîì îðãàííûå ëèíèè êëåòîê
áûëè ÷óâñòâèòåëüíû êî âñåì ðàáäîâèðóñàì, à ïëàâíèêî-
âûå — òîëüêî ê 5 (íå ÷óâñòâèòåëüíû ê IHNV). Â öåëîì
îñåòðîâûå ëèíèè êëåòîê óñòóïàëè ðåôåðåíñíûì êëåòî÷-
íûì ëèíèÿì êàê ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè îáíàðóæåíèÿ âè-
ðóñîâ â êëèíè÷åñêîì ìàòåðèàëå îò ðûá, òàê è ïî èõ óðî-
æàþ â êóëüòóðå êëåòîê. Íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû êëåòêè
îñåòðîâûõ ïîêàçàëè ïðè ðàáîòå ñ àíòèãåííî ðîäñòâåííû-
ìè ìåæäó ñîáîé âèðóñàìè SVCV è PFRV. Ðåãèñòðèðóå-
ìûå ïðè ýòîì òèòðû âèðóñîâ ïðèáëèæàëèñü ê òàêîâûì
äëÿ ðåôåðåíñíûõ ëèíèé êëåòîê, à íåðåäêî è ïðåâîñõîäè-
ëè èõ. Â êà÷åñòâå èíòåãðàëüíîãî ïîêàçàòåëÿ äëÿ êîëè÷å-
ñòâåííîãî ñðàâíåíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé áûëî âçÿòî ñóì-
ìàðíîå çíà÷åíèå ëîãàðèôìîâ âèðóñíûõ òèòðîâ, ðàññ÷è-
òàííîå äëÿ êàæäîé ëèíèè êëåòîê ïî êàæäîìó èç äâóõ
âûøåíàçâàííûõ êðèòåðèåâ. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ïîçâî-
ëèëè óñòàíîâèòü, ÷òî êëåòî÷íûå ëèíèè èç îðãàíîâ ñèáèð-
ñêîãî îñåòðà áûëè âåñüìà ñõîæè ìåæäó ñîáîé, òîãäà êàê
ïëàâíèêîâûå ëèíèè êëåòîê íåñêîëüêî óñòóïàëè èì ïî
äàííîìó ïîêàçàòåëþ. Â òî æå âðåìÿ «âèðóñíûå ïðîôè-
ëè» âñåõ îñåòðîâûõ ëèíèé êëåòîê áûëè â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè èíäèâèäóàëüíûìè. Èíòåðåñíîé îñîáåííîñòüþ
êëåòî÷íûõ ëèíèé SSF-1 è SSF-2 áûë òîò ôàêò, ÷òî ïåðâàÿ

èç íèõ áûëà ÷óâñòâèòåëüíà ê âèðóñó VHSV ïðè åãî âûäå-
ëåíèè îò ðûá, îäíàêî â õîäå ïàññèðîâàíèÿ öèòîïàòè÷å-
ñêèé ýôôåêò âèðóñà óòðà÷èâàëñÿ. Âòîðàÿ ëèíèÿ êëåòîê
âåëà ñåáÿ ïðÿìî ïðîòèâîïîëîæíûì îáðàçîì.
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Ýíäîïîëèïëîèäèÿ îïóõîëåé ñâÿçàíà ñ ðåçèñòåíòíî-
ñòüþ ê ëå÷åíèþ ãåíîòîêñè÷åñêèìè ñðåäñòâàìè, îäíàêî
äî íåäàâíåãî âðåìåíè ýíäîïîëèïëîèäû êàê ðåçåðâóàð
äëÿ ðåïðîäóêöèè îïóõîëåé èç ðàññìîòðåíèÿ èñêëþ÷à-
ëèñü. Íàøè íàáëþäåíèÿ âêëþ÷àþò â ñåáÿ îòâåò ðåçè-
ñòåíòíûõ p53-äåôèöèòíûõ ÷åëîâå÷åñêèõ ëèìôîì è êëå-
òîê HeLa íà îáëó÷åíèå â äîçå 10 Ãð, êîòîðîå ýòè êëåòêè
âûäåðæèâàþò, âîçâðàùàÿñü ê ïðîëèôåðàòèâíîìó ðîñòó.
Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî îòâåò õàðàêòåðèçóåòñÿ çàäåðæêîé â
G2-ôàçå, åå àäàïòàöèåé è ïîñëåäóþùèì áëîêîì â àáåð-
ðàíòíîì ìèòîçå, ïîëèïëîèäèçàöèåé (äî 32c—64c) è
ïîçäíåé ðåêîìáèíàöèîííîé ðåïàðàöèåé ýíäîïîëèïëîè-
äîâ ñ ïîñëåäóþùèì îáèëüíûì àïîïòîçîì (Ivanov et al.
J. Cell Sci., 2003, 116: 4095—4106). Âñå âìåñòå ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ôåíîìåí ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôû. Âûæèâà-
åò ëèøü ÷àñòü ïîëèïëîèäîâ, è ëèøü â íåìíîãèõ âïîñëåä-
ñòâèè íàáëþäàåòñÿ äåïîëèïëîèäèçàöèÿ ñ âîçâðàùåíèåì
ê äèïëîèäíîñòè è ìèòîçàì (Erenpreisa et al. Cell Biol Int.,
2005, 29: 1005—1011). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷àëè
ìèòîòè÷åñêèé ïîòåíöèàë îïóõîëåâûõ ýíäîïîëèïëîèäîâ,
âûÿâëÿÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêè Àâðîðó Â (À-Â), åå ìè-
øåíü — ôîñôîðèëèðîâàííûé ãèñòîí H3, òóáóëèíû,
ÄÍÊ, ëàìèí B è áåëêè êèíåòîõîðîâ. Èçó÷åíèå ïîêàçàëî,
÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê äèïëîèäíîãî öèêëà, ãäå À-Â ïî-
ÿâëÿåòñÿ íà öåíòðîìåðàõ ëèøü â êîðîòêîì îêíå G2-ôàçû
è çàòåì êîíöåíòðèðóåòñÿ íà íèõ â ïðîôàçå è ìåòàôàçå
ìèòîçà, â ïîëèïëîèäèçèðóþùèõñÿ êëåòêàõ À-Â àññîöèè-
ðóåòñÿ â óìåðåííî àêòèâíîé ôîðìå ñ öåíòðîìåðàìè èí-
òåðôàçíûõ õðîìîñîì, à òàêæå íà õðîìîñîìàõ êëàññè÷å-
ñêîãî ýíäîìèòîçà. Îäíàêî À-Â íå âûÿâëÿëàñü â êëåòêàõ ñ
ïîëîæèòåëüíîé ðåàêöèåé íà ðàííèé àïîïòè÷åñêèé ìàð-
êåð àííåêñèí V. Ïîïûòêè äåïîëèïëîèäèçàöèè, ïðèõîäÿ-
ùèåñÿ íà ïîçäíèé ïîñòðàäèàöèîííûé ïåðèîä, èäóò â
êëåòêàõ ïî äâóì ñöåíàðèÿì. 1. À-Â ñîïðîâîæäàåò ìèêðî-
òðóáî÷êè, ïðîíèêàþùèå îò íåñêîëüêèõ ÖÎÌÒ, â èíâàãè-
íàöèè ÿäåðíîé îáîëî÷êè, âûçûâàÿ ôðàãìåíòàöèþ ãèãàíò-
ñêîãî ÿäðà íà ñóáúÿäðà. Ïðè ýòîì õðîìîñîìû ïî÷òè äå-
êîíäåíñèðîâàíû, À-Â íà íèõ ïî÷òè îòñóòñòâóåò, à ìèòî-
òè÷åñêèé àïïàðàò ïðåäñòàâëåí ïîëóñôåðàìè ÖÎÌÒ áåç
öåíòðàëüíîãî âåðåòåíà. Ýòîò òèï ÿäåðíîé ñåãðåãàöèè íà-
ïîìèíàåò ïëåâðîìèòîç ïðîñòåéøèõ (Raikov. Eur. J. Pro-
tistol., 1994, 30: 253—269) è, ïî-âèäèìîìó, òàêæå ïðîèñ-
õîäèò â ãèãàíòñêèõ êëåòêàõ òðîôîáëàñòà (Zybina, Zybina.
Int. Rev. Cytol., 1996, 165: 53—119). 2. Â ñëó÷àå ïîïûòîê
ìóëüòèïîëÿðíûõ ìèòîçîâ îáðàçóþòñÿ áîëåå âûðàæåííûå
àñòðàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè ïîëþñîâ âåðåòåíà, õðîìîñî-
ìû áîëåå êîíäåíñèðîâàíû, è â òîé æå ìåðå À-Â ñâÿçàíà ñ
öåíòðîìåðàìè õðîìîñîì è öåíòðàëüíûì âåðåòåíîì. Ñî-
ñêàêèâàíèå À-Â ñ êèíåòîõîðîâ â öèòîïëàçìó õàðàêòåðíî
äëÿ áëîêà è áè-, è ìóëüòèïîëÿðíîãî ìèòîçà. Ïðè óñïåø-
íîé äåïîëèïëîèäèçàöèè ìåæäó ìóëüòèÿäåðíîé ìàòå-
ðüþ-ãèãàíòîì è åäèíè÷íîé äî÷åðíåé êëåòêîé íàáëþäà-
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ëîñü À-Â-ïîçèòèâíîå îñòàòî÷íîå òåëüöå (mid-body) —
ñâèäåòåëü àíàôàçû è öèòîòîìèè. Íàáëþäàëèñü òàêæå òè-
ïè÷íûå õðîìîñîìíûå ïëàñòèíêè ðåäóêöèîííûõ àíàôàç.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïî-
âûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ À-Â ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ
p53-äåôèöèòíûõ îïóõîëåâûõ ýíäîïîëèïëîèäîâ è ïîä-
äåðæèâàåò â íèõ ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ è ðåäóêöèè ïëî-
èäíîñòè. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ ðåêîìáèíàöèîííîé ðå-
ïàðàöèåé ÄÍÊ, â ÷àñòíîñòè ôîñôîðèëèðîâàíèåì À-Â
ìåéîòè÷åñêîãî êîãåçèíà Rec8, îáíàðóæåííîãî íàìè â
ýòèõ ýíäîïîëèïëîèäàõ ðàíåå (Kalejs et al. BMC Cancer,
2006, 9: 6). Èíòåðåñíî, ÷òî À-Â ó÷àñòâóåò êàê â áëîêå ìè-
òîòè÷åñêîãî âåðåòåíà, òàê è â çàâåðøåíèè äåïîëèïëîè-
äèçèðóþùåãî ìèòîçà. Òàêîé äóàëèçì äåéñòâèÿ è ïëåéîò-
ðîïèçì ìèøåíåé îïèñàíû è äëÿ áîëåå èçó÷åííîãî õðî-
ìîñîìíîãî ïàññàæèðà, òåñíî ñâÿçàííîãî ñ À-Â, —
survivin (Wheatley, McNeish. Int. Rev. Cytol., 2005, 247:
35—88).
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå äëÿ ëå-
÷åíèÿ òðîôè÷åñêèõ ÿçâ è äðóãèõ äåôåêòîâ êîæè ïðèìå-
íÿåòñÿ äåðìàëüíûé ýêâèâàëåíò, ïðèãîòîâëåííûé íà
îñíîâå êñåíîãåííîãî êîëëàãåíà è êóëüòèâèðóåìûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ. Îäíàêî â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ ïðèìåíåíèå êîëëà-
ãåíà âûçûâàåò àëëåðãè÷åñêóþ ðåàêöèþ. Êðîìå òîãî, äëÿ
çàæèâëåíèÿ ðàíû áîëåå àäåêâàòíî èñïîëüçîâàíèå ôèáðè-
íà ïëàçìû êðîâè ïàöèåíòà, ïåðåðàáîòàííîãî ôèáðîáëà-
ñòàìè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ â íåì êîëëàãåíà. Âîç-
ìîæíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå òàêîãî êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà ñ
ïîñëåäóþùåé òðàíñïëàíòàöèåé íà ðàíó ïðåäîòâðàòèò àë-
ëåðãè÷åñêóþ ðåàêöèþ, ñîêðàòèò ñðîêè çàæèâëåíèÿ ðàíû
è óëó÷øèò êà÷åñòâî âîññòàíîâëåííîé òêàíè. Â ïðîâåäåí-
íîì èññëåäîâàíèè ðàññìàòðèâàëè ïðîöåññû ìèãðàöèè
ôèáðîáëàñòîâ è ñèíòåçà èìè áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà â òðåõìåðíûõ êîíñòðóêöèÿõ, ïðèãîòîâëåííûõ íà
îñíîâå êîëëàãåíîâîãî è ôèáðèíîâîãî ãåëåé. Áûëè èññëå-
äîâàíû ñëåäóþùèå âàðèàíòû: 1) ãåëü íàíåñåí ïîâåðõ
ñëîÿ ôèáðîáëàñòîâ, êóëüòèâèðóåìûõ â ÷àøêå Ïåòðè;
2) ôèáðîáëàñòû ïîñåÿíû íà ïîâåðõíîñòü ãåëÿ; 3) ñóñïåí-
çèÿ ôèáðîáëàñòîâ èíúåöèðîâàíà âíóòðü ãåëÿ. Â ïåðâîì
âàðèàíòå ýêñïåðèìåíòà â òå÷åíèå 1-õ ñóò â ãëóáèíå ôèá-
ðèíîâîãî ãåëÿ ïîÿâëÿþòñÿ ôèáðîáëàñòû, îáðàçóþùèå
çâåçäîîáðàçíûå ñêîïëåíèÿ è òîíêèå òÿæè ïî âñåìó ïåðè-
ìåòðó ãåëÿ; â ãëóáèíå êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ â ýòîì æå âà-
ðèàíòå íàáëþäàåòñÿ ïîÿâëåíèå òîëüêî îäèíî÷íûõ êëå-
òîê. Âî âòîðîì âàðèàíòå ïðè ïîñåâå êëåòîê íà ïîâåðõ-
íîñòü ôèáðèíîâîãî ãåëÿ ïîñòåïåííî ïðîèñõîäèò «êîí-
öåíòðèðîâàíèå» ôèáðîáëàñòîâ, è ÷åðåç 3 ñóò íà ïîâåðõ-
íîñòè ãåëÿ îáðàçóþòñÿ êëåòî÷íûå òÿæè. Ôèáðîáëàñòû,
ïîñåÿííûå íà ïîâåðõíîñòü êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ, ïîñòå-
ïåííî ìèãðèðóþò âãëóáü è ïîäîáíûõ ñòðóêòóð íå îáðà-
çóþò. Ïðè èíúåêöèè êëåòîê â ãëóáü ôèáðèíîâîãî ãåëÿ
óæå â 1-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ àêòèâíàÿ
ìèãðàöèÿ êëåòîê â ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèè ïî ïîâåðõ-
íîñòè ãåëÿ ñ îáðàçîâàíèåì ñâîåîáðàçíûõ «ëó÷åé». Â ñëó-
÷àå èíúåêöèè êëåòîê â ãëóáü êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ êëåòêè
ìèãðèðóþò êàê ïî ïîâåðõíîñòè ãåëÿ, òàê è â åãî ãëóáèíó.

Ìèãðèðóþùèå êëåòêè òåðÿþò ñâîþ áèïîëÿðíóþ îðè-
åíòàöèþ è ïðèîáðåòàþò çâåçäîîáðàçíóþ ìîðôîëîãèþ,
õàðàêòåðíóþ äëÿ ôèáðîáëàñòîâ, êóëüòèâèðóåìûõ â äåð-
ìàëüíîì ýêâèâàëåíòå. Âî âñåõ óêàçàííûõ âàðèàíòàõ ýêñ-
ïåðèìåíòà ôèáðîáëàñòû â ôèáðèíîâîì ãåëå õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ âûðàæåííîé áèïîëÿðíîé ìîðôîëîãèåé ïî
ñðàâíåíèþ ñ ôèáðîáëàñòàìè, êóëüòèâèðóåìûìè â êîëëà-
ãåíîâîì ãåëå. Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ìèãðàöèè ôèá-
ðîáëàñòîâ â ôèáðèíîâîì ãåëå ÿâëÿåòñÿ ñòðåìëåíèå êëå-
òîê âûéòè íà ïîâåðõíîñòü ãåëÿ, òîãäà êàê â êîëëàãåíîâîì
ãåëå ìèãðàöèÿ ïðîèñõîäèò â ãëóáèíå ãåëÿ. Ïðè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ñîñòàâà ãåëÿ (ôèáðèíîâîãî
è êîëëàãåíîâîãî), â êîòîðîì êóëüòèâèðîâàëèñü ôèáðî-
áëàñòû â òå÷åíèå 10 ñóò, áûëè îáíàðóæåíû èçìåíåíèÿ åãî
ñîñòàâà âñëåäñòâèå ñèíòåçà êëåòêàìè ýëåìåíòîâ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà. Â ñîñòàâå ãåëÿ ïîÿâëÿåòñÿ ðÿä áåëêîâ,
êîòîðûå îòñóòñòâóþò â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå. Êîíòðî-
ëåì ñëóæèë ãåëü ñ ââåäåííûìè âíóòðü íåãî êëåòêàìè áåç
ïîñëåäóþùåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâíîì ñèíòåçå êëåòêàìè, íàõîäÿ-
ùèìèñÿ âíóòðè ãåëÿ, áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è
ðåîðãàíèçàöèè èìè ãåëÿ. Êðîìå òîãî, â ôèáðèíîâîì è
êîëëàãåíîâîì ãåëÿõ áûëî óñòàíîâëåíî ïðèñóòñòâèå ìàò-
ðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç (MMP-2 è MMP-9). Óðîâåíü
ïðîòåàç íà 10-å ñóò çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàë, ñëåäîâàòåëü-
íî, óâåëè÷èâàëàñü àêòèâíîñòü ôèáðîáëàñòîâ ïðè ðåîðãà-
íèçàöèè ãåëÿ. Òàêèì îáðàçîì, ôèáðîáëàñòû, êóëüòèâèðó-
åìûå â êîëëàãåíîâîì è ôèáðèíîâîì ãåëÿõ âî âñåõ ðàñ-
ñìîòðåííûõ âàðèàíòàõ ýêñïåðèìåíòà, èìåþò îñîáåííîñòè
ìèãðàöèè, îáëàäàþò ðàçëè÷íîé ìîðôîëîãèåé è àêòèâíî
ðåîðãàíèçóþò ãåëè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé â ðàìêàõ Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà
¹ 02.435.11.3020 «Ìåòîä âîññòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëü-
íî-ìåçåíõèìàëüíûõ äåôåêòîâ ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ
êëåòîê» (ëîò 2005-ÆÑ-13.1/001).

ÑÎÇÄÀÍÈÅ ÏÐÎÁËÅÌÍÎ-ÎÐÈÅÍÒÈÐÎÂÀÍÍÎÉ
ÁÀÇÛ ÄÀÍÍÛÕ ÏÎ ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈÊÅ ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ
ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈÍÈÉ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ò. Ê. ßêîâëåâà,
Í. Ì. ßðöåâà, Â. È. Òóðèëîâà, Í. Ï. Áèêòàøåâà, À. Ã. Áèê-
òàøåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
tyak@mail.cytspb.rssi.ru.

Âûÿâëåíèå çàêîíîìåðíîñòåé êàðèîòèïè÷åñêîé èç-
ìåí÷èâîñòè îïóõîëåâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé â çàâèñèìîñòè
îò ìåõàíèçìîâ äèôôåðåíöèðîâêè è òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê in vivo òðåáóåò ñîïîñòàâëåíèÿ è ñðàâíèòåëüíîãî àíà-
ëèçà ðàçíîîáðàçíûõ õàðàêòåðèñòèê êóëüòèâèðóåìûõ êëå-
òîê. Îñíîâíûì ïîäõîäîì ê ðåøåíèþ ýòîé ïðîáëåìû ÿâ-
ëÿåòñÿ ñîçäàíèå ïðîáëåìíî-îðèåíòèðîâàííîé áàçû äàí-
íûõ. Âìåñòå ñ òåì øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ
ëèíèé â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ ñèñòåì òàêæå äåëàåò íåîá-
õîäèìûì ñîçäàíèå èíôîðìàöèîííîãî ðåñóðñà, îáúåäèíÿ-
þùåãî áîëüøîé îáúåì ðàçðîçíåííîé èíôîðìàöèè î ìî-
ëåêóëÿðíûõ, öèòîãåíåòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèêàõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèé, äàííûõ îá èõ òêàíåâîì ïðîèñõîæäåíèè,
óðîâíå äèôôåðåíöèðîâêè è ïðîëèôåðàòèâíîì ñòàòóñå
êëåòîê è ïðåäîñòàâëÿþùåãî âîçìîæíîñòü âûáðàòü àäåê-
âàòíóþ çàäà÷å èññëåäîâàíèÿ ìîäåëü. Èíôîðìàöèÿ î ðàç-
ëè÷íûõ õàðàêòåðèñòèêàõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, îñîáåííî öè-
òîãåíåòè÷åñêèõ, ÿâëÿþùèõñÿ íàäåæíûì êðèòåðèåì èõ
àóòåíòè÷íîñòè, ïîçâîëÿåò èíäèâèäóàëèçèðîâàòü êëåòî÷-
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íûå ëèíèè, ñóäèòü îá ìåæâèäîâîé è âíóòðèâèäîâîé êîí-
òàìèíàöèè ëèíèé, ÷òî îïðåäåëÿåò öåííîñòü òàêîé áàçû
äàííûõ äëÿ ôîíäîâ êîëëåêöèé êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Óíè-
êàëüíàÿ áàçà äàííûõ öèòîãåíåòè÷åñêîé è ìîëåêóëÿð-
íî-áèîëîãè÷åñêîé èíôîðìàöèè ïî íîðìàëüíûì è îïóõî-
ëåâûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, ñîäåð-
æàùàÿ áîëåå 60 õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íûõ ëèíèé, áûëà
ñîçäàíà Ñ. Å. Ìàìàåâîé ñ êîëëåãàìè (Ãåíîì ÷åëîâåêà-91.
Ì., 1991, ñ. 163—164; Abst. 41 st Int. Congr. ETCS. 1994).
Ê ñîæàëåíèþ, ýòà ïåðâîíà÷àëüíàÿ âåðñèÿ â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íåäîñòóïíà â ñâÿçè ñ âûâîäîì èç ýêñïëóàòàöèè ìî-
ðàëüíî óñòàðåâøåãî îáîðóäîâàíèÿ. Ñ öåëüþ èíòåãðàöèè
ïîñòîÿííî ðàñòóùåãî îáúåìà êà÷åñòâåííî íîâûõ äàííûõ
ïî êëåòî÷íûì ëèíèÿì ïðè ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîí-
äà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 02-07-90094)
áûë çàïóùåí ïðîåêò ïî ñîçäàíèþ ñîâðåìåííîãî âàðèàí-
òà áàçû äàííûõ «Cytogenetics of Human Tumor Cell Li-
nes» (http://www.htcl.cytspb.rssi.ru). Íà äàííîì ýòàïå ðà-
áîòû ïðîâîäèòñÿ íàïîëíåíèå èíôîðìàöèîííîãî ðåñóðñà
îðèãèíàëüíûìè äàííûìè êîëëåêòèâà ãðóïïû öèòîãåíå-
òèêè è ñâåäåíèÿìè èç ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ. Ïîäáîð
è âêëþ÷åíèå êëåòî÷íûõ ëèíèé îñóùåñòâëÿþòñÿ â ñîîò-
âåòñòâèè ñ òèïîì îïóõîëè, èç ìàòåðèàëà êîòîðîé ïîëó÷å-
íà ëèíèÿ, ìåõàíèçìàìè äèôôåðåíöèðîâêè è òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê in vivo. Ðàçìåùàåìàÿ
èíôîðìàöèÿ ïî êëåòî÷íûì ëèíèÿì ñèñòåìàòèçèðîâàíà è
ðàçäåëåíà íà îòäåëüíûå áëîêè, ñîäåðæàùèå ñâåäåíèÿ î
ïðîèñõîæäåíèè ëèíèè, åå öèòîãåíåòè÷åñêèõ è ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèêàõ, äèôôåðåíöèðîâêå
è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, è ïðåäñòàâëåíà â âèäå ãèïåðòåê-
ñòîâûõ äîêóìåíòîâ, òàáëèö, ãðàôè÷åñêèõ èëëþñòðàöèé,
èçîáðàæåíèé êàðèîòèïîâ è îòäåëüíûõ õðîìîñîì. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ íà ñàéòå Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ ïðåä-
ñòàâëåíà ñèñòåìàòèçèðîâàííàÿ ïî êëþ÷åâûì õàðàêòåðè-
ñòèêàì èíôîðìàöèÿ î êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ìèåëîãåííîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ HL-60, Kasumi-1, KG-1, ML-1, RC-2A,
SKNO-1, THP-1 (îñòðûé ìèåëîáëàñòíûé ëåéêîç),
HMC-1, K-562, RPMI-6410 (õðîíè÷åñêèé ìèåëîëåéêîç) è
U-937 (ãèñòèîöèòàðíàÿ ëèìôîìà). Èíôîðìàöèÿ ïî ëèì-
ôîèäíûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì è ëèíèÿì, ïîëó÷åííûì èç
ñîëèäíûõ îïóõîëåé, ïðåäñòàâëåíà èçîáðàæåíèÿìè è
îïèñàíèåì ìîäàëüíûõ êàðèîòèïîâ, ïîëó÷åííûìè ñî-
òðóäíèêàìè ãðóïïû öèòîãåíåòèêè. Ïëàíèðóåòñÿ äîïîë-
íèòü ýòè ñâåäåíèÿ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè. Äàëüíåéøåå
ðàçâèòèå ïðîåêòà ïðåäïîëàãàåò ðàçðàáîòêó íà îñíîâå ñî-
çäàííîãî èíôîðìàöèîííîãî ðåñóðñà áàçû äàííûõ ñ èí-
ôîðìàöèîííî-ïîèñêîâîé ñèñòåìîé, ïîçâîëÿþùåé ïðîâî-
äèòü êîððåëÿöèîííûé àíàëèç áèîëîãè÷åñêè çíà÷èìûõ
êëþ÷åâûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íûõ ëèíèé, íàïðàâëåí-
íûé íà âûÿâëåíèå îñîáåííîñòåé ãåíîìíîãî äèñáàëàíñà
äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç îïó-
õîëåé ðàçëè÷íîãî ãèñòîãåíåçà. Â öåëîì ñîçäàíèå òàêîé
ïðîáëåìíî-îðèåíòèðîâàííîé áàçû áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü
ïîíèìàíèþ âîïðîñà î âîçìîæíîé äåòåðìèíàöèè õàðàêòå-
ðà êàðèîòèïè÷åñêîé ýâîëþöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê in vitro
èíèöèèðóþùèì îíêîãåíåç ñîáûòèåì.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÊÓËÜÒÈÂÈ-
ÐÓÅÌÛÕ ×ÅËÎÂÅ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÅÇÅÍÕÈÌÀ-
ËÜÍÎÃÎ ÐßÄÀ, ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÐÀÇÍÛÕ ÈÑÒÎ×-
ÍÈÊÎÂ. © Â. Í. ßðûãèí,1 Þ. Ã. Ñóçäàëüöåâà,1 Â. Â. Áó-
ðóíîâà,1 È. Á. ×åãëàêîâ,2 Ð. Â. Õîëîäåíêî,1 È. Â. Õî-
ëîäåíêî,1 À. Þ. Ëóïàòîâ,1, 2 È. Â. Âàõðóøåâ,1 Ï. À. Êà-
ðàëêèí,1 Ê. Í. ßðûãèí.1, 2 1 Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé

ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò, medcellbox@mail.ru, è 2 Íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò áèîìåäèöèíñêîé õè-
ìèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Êëåòêè ìåçåíõèìàëüíîãî ðÿäà ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ êëåòî÷íûõ
ïðåïàðàòîâ è áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé íà èõ îñíîâå.
Âìåñòå ñ òåì èõ áèîëîãèÿ èçó÷åíà íåäîñòàòî÷íî, ÷òî äå-
ëàåò àêòóàëüíûì òùàòåëüíîå èññëåäîâàíèå èõ ñâîéñòâ, â
òîì ÷èñëå ôåíîòèïà, ñïîñîáíîñòè ê äèôôåðåíöèðîâêå è
èììóíîãåííîñòè. Â ýòîì îòíîøåíèè íàìè áûëè ïîäðîá-
íî îõàðàêòåðèçîâàíû àäãåçèâíûå êóëüòóðû ôèáðîáëà-
ñòîâ êîæè, êëåòîê âûäåëåííûõ èç ïóïîâèíû, è ìåçåíõè-
ìàëüíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà.
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìåòîäû èììóíîöèòîõèìèè è ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Íåêîòîðûå êóëüòóðû áûëè
èçó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìå-
òîäîâ ïîñòòðàíñêðèïöèîííîé ãåíîìèêè. Â êóëüòóðå âñå
ïåðå÷èñëåííûå êëåòêè èìåþò ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ
ìîðôîëîãèþ. Îäíàêî àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðíûõ áåë-
êîâ ïîêàçàë ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèìè. ×àñòü
êëåòîê èç ïóïîâèíû ýêñïðåññèðîâàëà íåñòèí. Ôèáðîáëà-
ñòû äåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà
íåñòèí íå ýêñïðåññèðîâàëè. ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà íå
îêðàøèâàëèñü òàêæå àíòèòåëàìè ïðîòèâ êîëëàãåíîâ 1-ãî
è 2-ãî òèïîâ, à â êóëüòóðå êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ êîæè òî-
ëüêî åäèíè÷íûå êëåòêè ñèíòåçèðîâàëè ýòè áåëêè. Â êó-
ëüòóðå êëåòîê èç ïóïîâèíû ñóùåñòâåííî áîëüøèé ïðî-
öåíò êëåòîê ýêñïðåññèðîâàë êîëëàãåíû 1-ãî è 2-ãî òèïîâ.
Èç ÷èñëà êëåòîê ïóïîâèíû è êîñòíîãî ìîçãà ïðèáëèçèòå-
ëüíî 20 % ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ
ìàðêåðà ýíäîòåëèîöèòîâ — ôàêòîð ôîí Âèëëèáðàíäà.
Íà ôèáðîáëàñòàõ êîæè ôàêòîð ôîí Âèëëèáðàíäà íå âû-
ÿâëÿëñÿ. Ïåðå÷èñëåííûå êóëüòóðû áûëè ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè èññëåäîâàíû íà ýêñïðåññèþ
ìàðêåðîâ ïðîãåíèòîðíûõ è ñòâîëîâûõ êëåòîê — CD13,
CD34, CD44, CD45, CD49b, CD54, CD90, CD105, CD106
è CD117. Ôèáðîáëàñòû äåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
èìåëè ôåíîòèï CD13–, CD34–, CD44+, CD45–, CD49b+,
CD54–, CD90+, CD105–, CD106–, CD117–. Ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûå êëåòêè ïóïîâèíû õàðàêòåðèçîâàëèñü ôåíîòèïîì
CD13low, CD34–, CD44+, CD45–, CD49b+, CD54+, CD90+,
CD105+, CD106low, CD117+. ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà èìåëè
ôåíîòèï CD13low, CD34–, CD44+, CD45–, CD49b+,
CD54+, CD90+, CD105+, CD106low, CD117low. Óðîâåíü
ýêñïðåññèé áåëêîâ ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòè-
ìîñòè 1-ãî êëàññà (HLA-ABC, MHC I), âàæíûé ïîêàçà-
òåëü èõ èììóíîãåííîñòè ïðè òðàíñïëàíòàöèè, áûë âûñî-
êèì â êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ äåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ è ñðåäíèì â êóëüòóðå ÌÑÊ. Êëåòêè èç ïóïîâèíû
áûëè â ýòîì îòíîøåíèè íåîäíîðîäíûìè. Â êóëüòóðå
ïðèñóòñòâîâàëè ìåëêèå êëåòêè ñî ñðåäíèì óðîâíåì ýêñï-
ðåññèè MHC I è êðóïíûå ðàñïëàñòàííûå êëåòêè, ýêñï-
ðåññèðóþùèå ýòè áåëêè íà ôîíîâîì óðîâíå. Èññëåäîâàí-
íûå íàìè êëåòêè ìåçåíõèìàëüíîãî ðÿäà íå ýêñïðåññèðî-
âàëè áåëêè ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè 2-ãî
êëàññà (HLA-DR è MHC II). Áûëà èññëåäîâàíà ñïîñîá-
íîñòü êëåòîê äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â æèðîâóþ, êîñòíóþ
è õðÿùåâóþ òêàíè â óñëîâèÿõ in vitro. Ôèáðîáëàñòû
êîæè ìîãëè ïðåâðàùàòüñÿ òîëüêî â àäèïîöèòû, ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûå êëåòêè ïóïîâèíû — â àäèïîöèòû, à òàê-
æå â õîíäðîáëàñòû (ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ìèêðîìàññå
â ïðèñóòñòâèè TGF-beta) è îñòåîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè
(ïîñëå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó àñêîðáèíîâîé
êèñëîòû, ãëèöåðîôîñôàòà êàëüöèÿ è äåêñàìåòàçîíà). Ýòè
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îñòåîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè àêòèâíî íàêàïëèâàëè ôîñ-
ôàòû êàëüöèÿ â âàêóîëÿõ, íî íå îáëàäàëè ñïîñîáíîñòüþ
îáðàçîâûâàòü ëîêóñû îêîñòåíåíèÿ. ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà
ëåãêî äèôôåðåíöèðîâàëèñü â àäèïîöèòû, õîíäðîáëàñòû
è îñòåîáëàñòû, îáðàçóþùèå â êóëüòóðå ìíîãî÷èñëåííûå
î÷àãè îêîñòåíåíèÿ. Èññëåäîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ èç
êîæè, êëåòîê èç ïóïîâèíû è ÌÑÊ ìåòîäàìè òðàíñêðèï-
òîìèêè (ìèêðîýððåè ôèðìû Agilent) è ïðîòåîìèêè (2D
PAGE-MALDI-TOF è LC-MS-MS) ïîçâîëèëè çíà÷èòåëü-
íî ïîëíåå îõàðàêòåðèçîâàòü ïðîôèëè ãåíåòè÷åñêîé ýêñï-
ðåññèè â ýòèõ êëåòêàõ è îáíàðóæèòü ñõîäñòâà è ðàçëè÷èÿ
â ñïåêòðàõ ñèíòåçèðóåìûõ èìè ìÐÍÊ è áåëêîâ.

STEM CELLS IN TREATMENTS OF NEUROGENERA-
TIVE DISEASES AND SEVERE BURN TRAUMA.
© I. I. Katkov,1, 2 Y. V. Gladkikh,3 A. V. Yelskaya,4 G. S. Lo-
byntseva,3 L. L. Lukash,3 V. A. Kozinec,5 Yu. P. Rubizov,3

O. N. Kovalenko,6 D. V. Lobyntsev,3 V. Yu. Gladkikh,3

P. K. Sidorenko,7 C. Cao.7 1 Stem Cell Therapy International
(SCTI), San Diego, California, USA, prodvincell@hotma-
il.com, 2 Stem Cell Center, Burnham Institute for Medical
Research, La Jolla, California, USA, 3 SCTI, Kiev, 4 Institu-
te of Molecular Biology and Genetics, Kiev, 5 The 2nd Clini-
cal Hospital of Dneprovskiy District, Kiev, 6 Schupikov
Academy of Postgraduate Medical Education, Kiev, 7 SCTI,
Tampa, Florida, USA.

Stem cell (SC) transplantation is a surgical procedure that
has been used successfully for 70 years as a treatment of many
diseases for which modern medicine has had no therapy, or in
which «state-of-art» therapies stopped being effective. A do-
cumented 5 millions of patients have been so treated worldwi-
de to-date, evidenced by over 120 000 publications in MED-
LINE (see: www.nlm.nih.gov) amongst others. SC therapy is
approved for use by the German authorities and the EU. This
presentation highlights the recent achievements of the Stem
Cell Therapy International, Inc. (www.scticorp.com) in appli-
cation of a set of different types of stem cells such as embryo-
nic epithelial cells, fetal hematpoietic SC and others for treat-
ment of a variety of both acute and chronic disease such as
multiple sclerosis, stroke, and burn trauma.

Source of support: Burnham Stem Cell Center, Ja Jolla,
California, USA.

CRYOSENSITIVITY OF HUMAN STEM CELLS OF DIF-
FERENT ORIGIN. © I. I. Katkov,1, 3 N. S. Karpova,2

M. S. Kim,3 F. Levine,1, 3 A. V. Terskikh,3 J. F. Loring,3

E. Y. Snyder.3 1 UCSD Cancer Center, San Diego, Califor-
nia, USA, prodvincell@hotmail.com, 2 Institute of Hemato-
logy and Blood Transfusion, St. Petersburg, 3 Stem Cell
Center, Burnham Institute for Medical Research, La Jolla,
California, USA.

Long term stabilization of stem cells (SCs) is one of the
key elements of effective functioning of SC banks and core
facilities, and for therapeutic and pharmaceutical applicati-
ons of SCs in general. When cells are maintained in a liquid
milieu, they undergo aging-related processes that cause pro-
gressive loss of viability. To prevent such degradation, cells
need to be placed in conditions that essentially stop all che-
mical reactions for the duration of time of storage. Cryopre-
servation at extremely low temperatures has proven to be so

far the only way of stable long-term storage of animal cells.
Conventionally used methods of cryopreservation include
slow freezing with the use of special cryoprotective agents
(CPAs). One of the most widely used CPA for freezing cul-
tured cells, including majority of stem cells (SCs), is dimeth-
ylsulfoxyde (DMSO) in concentrations 10—20 % v/v. Whi-
le slow freezing with DMSO provides satisfactory results for
many types of robust, highly proliferative cell types such as
HeLa and 293 lines, when such protocols are applied for cry-
opreservation of SCs a variety of problems emerge. The
problems are not necessarily obvious; SCs can look perfectly
healthy by crude cell viability assays such as Trypan Blue or
PI staining. But frozen and thawed SCs often suffer from
changes in the key functions, such as loss of proliferative po-
tential, clonogenic capacity, and homing ability of blood
marrow (BM) and cord blood (CB) cells, and pluripotency of
human embryonic stem cells (hESC). These effects may
have an impact on the value of SC banks and effective thera-
peutic applications of SCs in regenerative medicine, or for
pharmaceutical drug screening. For example, SC content in
CB, which determines whether the sample should be cryop-
reserved for a client (private clientele CB bank) or for a po-
tential recipient (donor CB bank). This calculation generally
assumes that 50 % of cells will survive after freezing, which
may not always be the case. If even a 20 % improvement in
cell survival and cell functionality could be achieved, it wo-
uld add a high therapeutic value for these cells. For hESCs
there is a growing body of evidence that the conventional
slow freezing protocol and use of DMSO have deleterious
effects both on the cell survival and on pluripotency. Our
data show that after standard freezing only 10 % of the cell
population maintain expression of Oct-4, a transcriptional
factor that is closely associated with pluripotency. We see
that it requires 2—3 weeks for hESC to recover to the
pre-freezing level. From the other hand, during the free-
zing-thawing cycle non-embryonic stem cells, and particualr-
ly hematopoietic SCs derived from cord blood or bone mar-
row, can suffer the loss of some features that are overly im-
portant for proper functioning. For example, cryopreservation
and associated procedures can adversely affect the cell proli-
feration (culturing test), and/or its homing ability after trans-
plantaion. At the same time, more intricate molecular mecha-
nisms that lead to senescence and apoptosis, such as telome-
re shortening (please, see presentation by Karpova and
Abdulkadyrov in this Meeting), can be triggered as well. In
this presentation, we review the current state of the art in pre-
servation of human SCs (including publications in Russian)
and suggest improvements that are critical to the successful
establishment of therapeutically valuable SC Banks and sci-
entifically important SC Center core facilities.

Source of support: Burnham Stem Cell Center, Ja Jolla,
California, USA.

PI3-KINASE SIGNALLING PATHWAY NEGATIVELY
REGULATES THE EXPRESSION OF P21 WAF1/CIP1 IN
MYELOID LEUKEMIA CELLS DRIVEN TO MONOCY-
TIC DIFFERENTIATION BY PMA. © G. Treigyte,1 J. Sa-
vickiene,1 A. Pivoriunas,2 K.-E. Magnusson,3 R. Navakauski-
ene.1 1 Department of Developmental Biology, Institute of
Biochemistry, Mokslininku 12, LT-08662 Vilnius, Lithua-
nia, savickiene@bchi.lt, 2 Department of Experimental Rese-
arch, Institute of Experimental and Clinical Medicine, Zygi-
mantu 9, LT-01102 Vilnius, Lithuania, 3 Division of Medical
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Microbiology, Department of Clinical and Molecular Medi-
cine, SE-583 53 Linkoping, Sweden.

Phosphoinositide-3 kinase (PI3-K) participates in a wide
range of cellular processes, such as proliferation, differenti-
ation and apoptosis. In many cancer cells, PI3-K signalling
pathway is directly involved in a positive regulation of CDK
inhibitor p21 WAF1/Cip1, which is important for the G1/S
transition. In this study, we have shown that inhibition of
PI3-K by 2 h-pretreatment with the specific inhibitor
LY294002 significantly (about 50 folds) increased p21
WAF1/Cip 1 protein expression in PMA-treated myeloid le-
ukemia cells. This occurred during 2—6 h of treatment of
NB4 (p53-positive) and THP-1 (p53-negative) cells driven to
monocytic differentiation by PMA by p53-independent mec-
hanism. This was confirmed using piffithrin-á (PFT), an in-
hibitor of p53 transcriptional activity, which did not influen-
ce on p21 expression level nor change protein expression
profile. Furthermore, PFT induced apoptosis, but differently
influenced leukemia cell viability, protecting only p53-posi-
tive leukemia cells from induced death. PI3-K inhibition by
LY294002 increased transcription factor Sp1 binding to
PMA-responsive sites on the p21 WAF1/Cip 1 promoter.
The up-regulation of p21 protein expression correlated with
the activation of targets of PI3-K signalling pathway, such as
ERK2, PKCî, and Sp 1. LY294002 did not induced p21 pro-
tein expression in NB4 cells driven to granulocytic differen-
tiation by retinoic acid or to growth arrest by a histone deace-
tylase inhibitor, phenyl butyrate (PhB). The pretreatment
with rapamycin, an inhibitor of mTOR kinase, a member of
PI3-K PKB/ mTOR/ p70S6K pathway, resulted in the sup-
pression of p21 WAF1/Cip 1 expression in PMA-stimulated
NB4 cells. To conclude, this study provides an evidence for
negative regulation of p21 WAF1/Cip 1 expression by PI3-K
signalling pathway in leukemia cells induced to differentiate
toward monocytes.

ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÌÈÒÎÕÎÍÄ-
ÐÈÉ ÍÅÉÐÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ-ÏÐÅÄØÅÑÒÂÅÍÍÈ-
ÊÎÂ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Å. Þ. Ïëîòíèêîâ,1, 2 Ì. Â. Ìàðåé,1

Î. Â. Ïîäãîðíûé,3 Ì. À. Àëåêñàíäðîâà,3 Ä. Á. Çîðîâ,2

Ã. Ò. Ñóõèõ1. 1 Íàó÷íûé öåíòð àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, 2 ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî, ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, è
3 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Èíòåðåñ ê áèîëîãèè íåéðàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëå-
òîê ñâÿçàí ïðåæäå âñåãî ñ ïåðñïåêòèâàìè èñïîëüçîâàíèÿ
ýòèõ êëåòîê äëÿ íóæä ìåäèöèíñêîé áèîòåõíîëîãèè. Ïðè
ëå÷åíèè íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, âîñïàëè-

òåëüíûõ ïîâðåæäåíèé öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû,
òðàâì ñïèííîãî è ãîëîâíîãî ìîçãà òðàíñïëàíòàöèÿ íåé-
ðàëüíûõ ñòâîëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì. Â áîëü-
øèíñòâå ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèé ïðàêòè÷åñêè íå ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ñòâîëîâûõ
êëåòîê, â ÷àñòíîñòè èõ ýíåðãåòè÷åñêèé ñòàòóñ. Ñîñòîÿ-
íèå ìèòîõîíäðèé â êóëüòèâèðóåìûõ íåéðîñôåðàõ ìîæåò
ÿâèòüñÿ êðèòåðèåì îïòèìèçàöèè óñëîâèé êóëüòèâèðîâà-
íèÿ è âûäåëåíèÿ ïîïóëÿöèè íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê, îáëàäàþùèõ âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ è ïîòåíöèàëîì äèôôåðåíöèðîâêè. Öåëü íàñòîÿùå-
ãî èññëåäîâàíèÿ — îïðåäåëåíèå ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíä-
ðèàëüíîãî àïïàðàòà â êóëüòèâèðóåìûõ íåéðàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòêàõ, âûäåëåííûõ èç ôåòàëü-
íîãî ãîëîâíîãî ìîçãà, è õàðàêòåðèñòèêà ýíåðãèçàöèè ìè-
òîõîíäðèé êëåòîê íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Âûÿâëåíà íåðàâíîìåðíàÿ ýíåðãèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé â
êëåòêàõ íåéðîñôåð. Íåîäíîðîäíîñòü êëåòîê â íåéðîñôå-
ðå ïî âåëè÷èíå ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïîòåíöèàëà óñèëèâà-
ëàñü ïðè óâåëè÷åíèè ðàçìåðîâ íåéðîñôåð ïî ìåðå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ áåç ìåõàíè÷åñêîé äèññîöèàöèè. Â öåíòðà-
ëüíîé ÷àñòè êðóïíûõ ñôåð êëåòêè èìåëè áîëåå íèçêèé
ìèòîõîíäðèàëüíûé ïîòåíöèàë, ÷òî ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòî÷íîé äèôôóçèåé êèñëîðîäà è ïèòàòå-
ëüíûõ âåùåñòâ. Îäíàêî äàæå â îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèõ
ñôåðàõ íàáëþäàåòñÿ ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê ïî ïîòåíöèà-
ëó ìèòîõîíäðèé, êîððåëèðóþùàÿ ñ îáíàðóæåííûì ðàíåå
ðàñïðåäåëèòåëåì íåñòèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê â àãðåãàòàõ
ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà. Ïðè ýòîì ïîïóëÿöèÿ êëåòîê ñ âûñî-
êîýíåðãèçîâàííûìè ìèòîõîíäðèÿìè ðåàãèðîâàëà íà äî-
áàâëåíèå ÿäåðíîãî êðàñèòåëÿ ñíèæåíèåì ìèòîõîíäðèàëüíîãî
ïîòåíöèàëà, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ôóíêöèîíèðîâàíèå
â ýòèõ êëåòêàõ ABCG2-êîìïëåêñà, õàðàêòåðíîãî äëÿ íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Òàêèì îáðà-
çîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âåëè÷èíà
ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â êëåòêàõ
íåéðîñôåð ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿ-
íèå êëåòîê è ìîæåò ñëóæèòü êðèòåðèåì âûáîðà óñëîâèé
êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ îïòèìàëüíîãî îáåñïå÷åíèÿ âñåõ
êëåòîê êóëüòóðû êèñëîðîäîì, ïèòàòåëüíûìè è ñèãíàëü-
íûìè âåùåñòâàìè. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðîèñõîäÿùåå ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ íåéðîñôåð ìîæåò
íåãàòèâíî ñêàçûâàòüñÿ íà ñîñòîÿíèè êëåòîê öåíòðàëüíîé
÷àñòè áîëüøèõ àãðåãàòîâ. Êðîìå òîãî, âûÿâëåíî ïðèñóò-
ñòâèå â êóëüòóðå íåéðàëüíûõ êëåòîê ñ âûñîêèì ìèòîõîí-
äðèàëüíûì ïîòåíöèàëîì, èìåþùèõ ÷åðòû èñòèííûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïðè÷åì êîëè÷åñòâî òàêèõ êëåòîê óìåíü-
øàåòñÿ ïðè ðîñòå íåéðîñôåð, ÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì
íà÷àëà äèôôåðåíöèðîâêè ÷àñòè êëåòîê â áîëåå çðåëûå
íåéðàëüíûå êëåòêè.
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