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Âîçìîæíîñòü ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè
ñðåäè çäîðîâûõ ëèö è áîëüíûõ îáû÷íî íå ó÷èòûâàåòñÿ
èëè íåäîñòàòî÷íî ó÷èòûâàåòñÿ â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå.
Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ðåàêöèÿ âñåõ èëè ïî÷òè âñåõ ëþäåé
íà ïðîíèêàþùèå èçëó÷åíèÿ ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâà.
Ìåæäó òåì ýòî íå òàê. Èçâåñòåí öåëûé ðÿä ãåíåòè÷åñêèõ
äåôåêòîâ, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ. Íàñ â ïåðâóþ î÷åðåäü èíòåðåñîâàëè òå íà-
ñëåäñòâåííûå ñèíäðîìû, ïðè êîòîðûõ êëåòêè èìåþò ïî-
âûøåííóþ ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü, òàê êàê ýòî íåïî-
ñðåäñòâåííî ñâÿçàíî ñ çàäà÷àìè, ñòîÿùèìè ñåé÷àñ ïåðåä
ðàäèàöèîííîé öèòîëîãèåé. Ýòî òàêèå íàñëåäñòâåííûå çà-
áîëåâàíèÿ, êàê àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ), ðÿä ôîðì
ïèãìåíòíîé êñåðîäåðìû è ïðîãåðèé è íåêîòîðûå äðóãèå.
Ýòî íå ñîñòàâëÿëî áû ñåðüåçíîé ìåäèöèíñêîé ïðîáëåìû,
åñëè áû ðå÷ü øëà òîëüêî î ñàìèõ òàêèõ áîëüíûõ, ïîñêî-
ëüêó ñàìè ïî ñåáå ýòè ðåöåññèâíûå íàñëåäñòâåííûå áî-
ëåçíè, ê ñ÷àñòüþ, äîñòàòî÷íî ðåäêè. Îäíàêî ïðè íåêîòî-
ðûõ èç íèõ ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ îáëà-
äàþò íå òîëüêî ñàìè áîëüíûå, íî è ãåòåðîçèãîòíûå
íîñèòåëè ñîîòâåòñòâóþùåãî ìóòàíòíîãî ãåíà. Ïðè ýòîì
ðàñïðîñòðàíåííîñòü ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà íåñî-
ïîñòàâèìî âûøå, ÷åì ÷àñòîòà ñàìèõ çàáîëåâàíèé.

ÀÒ ÿâëÿåòñÿ ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì ñèíäðîìîì
íàñëåäñòâåííî ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè, îä-
íàêî ÷àñòîòà ýòîãî çàáîëåâàíèÿ íå ïðåâûøàåò 1 ñëó÷àÿ
íà 20—200 òûñ. ðîæäåíèé. Íî ãåòåðîçèãîòíûå íîñèòåëè
ñîîòâåòñòâóþùåãî ìóòàíòíîãî ãåíà, íàçûâàåìîãî atm,
ñîñòàâëÿþò ïî ðàçíûì îöåíêàì îò 7 äî 10 % â ðàçëè÷íûõ
÷åëîâå÷åñêèõ ïîïóëÿöèÿõ (Ìèõåëüñîí, 1979; Ñïèâàê,
1999; Thompson et al., 2005; Wu et al., 2005). Ïðè ýòîì ãå-
òåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî ìóòàöèè íå ïðèâîäèò ê çàáî-
ëåâàíèþ ÀÒ, íî ñîïðÿæåíî ñ ðåçêî ïîâûøåííûì ðèñêîì
çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé (Andrieu et al., 2005;
Olsen et al., 2005) è, êàê ìû ïîêàçàëè, ñ ïîâûøåííîé ðà-

äèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ êëåòîê. Ïîìèìî ãåòåðîçèãîòíûõ
íîñèòåëåé ÀÒ ïîâûøåííîé êëåòî÷íîé ðàäèî÷óâñòâèòå-
ëüíîñòüþ îáëàäàþò è íîñèòåëè íåêîòîðûõ ìóòàöèé â îä-
íîì èç ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â ãëîáàëüíûé îòâåò êëåòêè íà
ïîâðåæäåíèå, è ýòî, êàê ïðàâèëî, âûÿñíÿåòñÿ ïîçäíî,
îáû÷íî ïðè íåóäà÷íîé ðàäèîòåðàïèè îïóõîëåé. Çíàòü î
ïîäîáíîé ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè ÷åëîâåêà
âàæíî â ïåðâóþ î÷åðåäü êàê ðàç ïðè íåîáõîäèìîñòè ëó-
÷åâîé òåðàïèè, ÷àùå âñåãî â ñëó÷àå çëîêà÷åñòâåííûõ íî-
âîîáðàçîâàíèé, ò. å. â òîì ÷èñëå èìåííî ïðè ãåòåðîçèãîò-
íîì íîñèòåëüñòâå ìóòàöèé â ðàçëè÷íûõ ãåíàõ, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Ìîæíî ïðèâåñòè ïðèìåð
îïèñàííîãî â Àíãëèè áîëüíîãî BR180, èìåâøåãî ïî-
âðåæäåíèÿ â ãåíå lig4, îòâåòñòâåííîì çà ïðÿìîå íåãîìî-
ëîãè÷íîå âîññîåäèíåíèå äâóíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, êî-
òîðûé ïîãèá ïîñëå ñåàíñà ëó÷åâîé òåðàïèè (Jeggo et al.,
1998).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îñòàíîâèìñÿ èìåííî íà ÀÒ.
Ýòî çàáîëåâàíèå î÷åíü ïîäðîáíî îïèñàíî, ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç òàê íàçûâàåìûõ ñèíäðîìîâ íåñòàáèëüíîñòè ãåíî-
ìà è õàðàêòåðèçóåòñÿ âðîæäåííûì èììóíîäåôèöèòîì,
íåéðîäåãåíåðàòèâíûìè èçìåíåíèÿìè, ïîâûøåííîé ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòüþ ê èîíèçèðóþùåìó èçó÷åíèþ, ðåçêî ïî-
âûøåííîé ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê îïóõîëåâûì çàáîëå-
âàíèÿì è óñêîðåííûì ñòàðåíèåì (Ëàçîâñêèé, 1971; Ìè-
õåëüñîí, 1979; Arlett et al., 1985; Taylor, 1992; Taylor et
al., 1996; Èãóøåâà è äð., 1999; Ñïèâàê, 1999; Õîìàñóðèä-
çå è äð., 1999; Concannon, 2002; Pulverer, 2003; Taylor,
Byrd, 2005). Ê âîçíèêíîâåíèþ ýòîãî òÿæåëîãî çàáîëåâà-
íèÿ ïðèâîäÿò ìóòàöèè â ãåíå atm, êîäèðóþùåì áåëîê
ATM (Sandoval et al., 1999). Â Ñàíêò-Ïåòåðáóðãå îïèñàíî
íåñêîëüêî ñåìåé ñ ÀÒ, ÷òî îáëåã÷àåò ïðîâåäåíèå ñîâìå-
ñòíîãî èññëåäîâàíèÿ ñ âðà÷àìè-êëèíèöèñòàìè.

Áåëîê P53 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå õîðîøî èçó-
÷åííûõ êëåòî÷íûõ àíòèîíêîãåíîâ, îí âîâëå÷åí âî ìíî-
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æåñòâî ñëîæíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ (Êîìàðî-
âà, Ãóäêîâ, 2000; ×óìàêîâ, 2000). Èñõîäÿ èç ñëîæèâøèõ-
ñÿ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïðåäñòàâëåíèé î íåîáõîäèìîì
äëÿ òàáèëèçàöèè áåëêà P53 ôîñôîðèëèðîâàíèè åãî ïðî-
òåèíêèíàçîé ATM ïî ñåðèíó â 15-ì ïîëîæåíèè (Shiloh,
2003) ìû ïðîäîëæèëè èññëåäîâàíèÿ ìåòîäîì íåïðÿìîé
èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Âî âñåõ èçó÷åííûõ íàìè ðàíåå
ëèíèÿõ âûÿâëåíà çàäåðæêà ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53 â êà-
ðèîïëàçìå ïîñëå g-îáëó÷åíèÿ íå ìåíåå ÷åì íà 0.5 ÷ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ëèíèåé VH-10, ãäå áåëîê P53
íàáëþäàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ñðàçó ïîñëå îáëó÷åíèÿ (Ñïè-
âàê è äð., 2005). ×åðåç 0.5 ÷ ïîñëå g-îáëó÷åíèÿ íè â îä-
íîé èç ïðîâåðåííûõ ëèíèé ÀÒ íàìè íå áûëî îáíàðóæåíî
äåòåêòèðóåìîãî êîëè÷åñòâà áåëêà P53 â êàðèîïëàçìå,
ò. å. â ýòîò ïðîìåæóòîê âðåìåíè íå ïðîèñõîäèò ñòàáèëè-
çàöèè áåëêà P53, òàê êàê ATM íå ôîñôîðèëèðóåò åãî ïî
ñåðèíó â ïîëîæåíèè 15. Ïîÿâëÿþùèéñÿ ïðèìåðíî ñ 1-÷à-
ñîâîé çàäåðæêîé ÿäåðíûé ñèãíàë ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî êàêàÿ-òî äðóãàÿ ïðîòåèíêèíàçà, âåðîÿòíåå âñåãî
ATR, áåðåò íà ñåáÿ ýòó ôóíêöèþ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

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

Êëåòî÷íûé øòàìì VH-10 — äèïëîèäíûå ôèáðîáëà-
ñòû êðàéíåé ïëîòè ìàëü÷èêà 11 ëåò, èñïîëüçóåìûå â èñ-
ñëåäîâàíèè â êà÷åñòâå êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà (Kolman
et al., 1992; Nygren et al., 1994). Ïîëó÷åíû îò ïðîô. Àäû
Êîëüìàí (Ada Kolman, Ñòîêãîëüìñêèé óíèâåðñèòåò,
Øâåöèÿ).

Êëåòêè AT6SP — øòàìì äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ
äåâóøêè 16 ëåò, áîëüíîé ÀÒ. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû
ôèáðîáëàñòîâ êîæè ïîëó÷àëè èç áèîïñèé êîæè ïðåä-
ïëå÷üÿ.

Êëåòêè AT(S)6SP — øòàìì äèïëîèäíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ôåíîòèïè÷åñêè çäîðîâîé äåâóøêè 20 ëåò, ñåñòðû
áîëüíîé AT6SP. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ
êîæè ïîëó÷àëè èç áèîïñèé êîæè ïðåäïëå÷üÿ.

Êëåòêè AT(F)6SP — øòàìì äèïëîèäíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ôåíîòèïè÷åñêè çäîðîâîãî ìóæ÷èíû 54 ëåò, îòöà áîëü-
íîé AT6SP. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ êîæè
ïîëó÷àëè èç áèîïñèé êîæè ïðåäïëå÷üÿ.

Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ A431 — êëåòêè ýïèäåðìàëüíîé
êàðöèîíîìû ÷åëîâåêà, ïðèìåíÿåìûå ïðè èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîì èññëåäîâàíèè. Êëåòêè A431 ïîëó÷åíû íàìè
èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ).

Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ, íà
÷àøêàõ Ïåòðè (Nunclon, ÑØÀ) è íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ,
ïîìåùåííûõ â ÷àøêó Ïåòðè, íà ñðåäå F-10 èëè DMEM
(«Áèîëîò», Ðîññèÿ, èëè Sigma, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì
10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà
(Sigma) è àíòèáèîòèêîâ (100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è
100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà) ïðè 37 °C â àòìîñôåðå ñ ñî-
äåðæàíèåì 5 % CO2.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç áåëêà P53
ïðîâîäèëè íà ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ. Âûðàùåííûå íà
ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ äî ñóáêîíôëþåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ
êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà
â PBS íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîñëå èíòåíñèâíîé ïðî-
ìûâêè PBS êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.5%-íîì ðàñ-

òâîðå Òðèòîíà X-100 (Sigma) â PBS â òå÷åíèå 5 ìèí. Çà-
òåì êëåòêè ïðîìûâàëè PBS è ïîìåùàëè íà 30 ìèí â
1%-íûé ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà
(BSA; Sigma) â PBS. Äëÿ âèçóàëèçàöèè äèêîãî òèïà è áîëü-
øèíñòâà ìóòàíòíûõ ôîðì áåëêà P53 ìåòîäîì íåïðÿìîé
èììóíîôëóîðåñöåíöèè êëåòêè ñíà÷àëà â òå÷åíèå 60 ìèí
èíêóáèðîâàëè ñ êîììåð÷åñêèìè ïîëèêëîíàëüíûìè êðî-
ëè÷üèìè àíòèòåëàìè ê ÷åëîâå÷åñêîìó áåëêó P53 (1 : 50;
Santa Crutz, ÑØÀ), çàòåì — 30 ìèí ñ êîçüèìè àíòèòåëà-
ìè ê êðîëè÷üåìó ãàììà-ãëîáóëèíó, ñêîíúþãèðîâàííûìè
ñ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC; Sigma), â ðàçâåäå-
íèè 1 : 300. Ìåæäó èíêóáàöèÿìè ñ àíòèòåëàìè ñòåêëà
ïðîìûâàëè 30 ìèí â 0.1%-íîì ðàñòâîðå Tween-20 (Sig-
ma) â PBS.

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

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é. Àíà-
ëèç ôèêñèðîâàííûõ íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ êëåòîê ïðî-
èçâîäèëè ïðè ïîìîùè ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôî-
êàëüíîãî ìèêðîñêîïà LSM 5 Pascal (C. Zeiss, Ãåðìàíèÿ),
îáîðóäîâàííîãî îáúåêòèâîì 63/1.4 è àðãîíîâûì ëàçåðîì
(458/488 íì). Ãàììà-îáëó÷åíèå ïðîâîäèëè íà óñòàíîâêå
ËÌÁ-ãàììà-1.

Ðåçóëüòàòû

Ðåçóëüòàòû íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíà-
ëèçà ïðèâîäÿòñÿ íà ðèñ. 1—3. Ðèñóíêè, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùèå î ïîñòîÿííîì íàëè÷èè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà áåëêà
P53 êàê â ÿäðàõ, òàê è â öèòîïëàçìå êëåòîê A 431, ìû íå
ïðèâîäèì — îíè áûëè ïðåäñòàâëåíû íàìè ðàíåå (Ñìèð-
íîâà è äð., 1999). Äëÿ êîíòðîëÿ ìû òàêæå èñïîëüçîâàëè
îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ê áåëêó òåïëîâîãî øîêà
HSP70, êîòîðûé èíäóöèðóåòñÿ â êëåòêàõ ïîñëå g-îáëó÷å-
íèÿ. Ïðè ýòîì âî âñåõ èçó÷åííûõ êëåòêàõ ÷åðåç 0.5 ÷ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ ìû íàáëþäàëè ÿðêîå ñïåöèôè÷åñêîå îêðà-
øèâàíèå HSP70 êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå, ò. å. êëåò-
êè ÀÒ ñïîñîáíû íåñïåöèôè÷åñêè ðåàãèðîâàòü íà ñòðåññ
òàê æå, êàê è êëåòêè çäîðîâîãî äîíîðà. Ðèñóíêè ìû íå
ïðèâîäèì, òàê êàê îíè óæå îïóáëèêîâàíû ðàíåå (Ñïèâàê
è äð., 2005).

Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî â ÿäðàõ èíòàêòíûõ êëåòîê êàê ó
çäîðîâîãî äîíîðà, òàê è ó áîëüíîé àòàêñèåé-òåëåàíãèýê-
òàçèåé AT6SP è åå êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ — îòöà
AT(F)6SP è ñåñòðû AT(S)6SP — íå íàáëþäàëîñü ñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâå÷åíèÿ, óêàçûâàþùåãî íà íàëè÷èå áåëêà
P53 (ðèñ. 1, à—ã). Ýòî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëå-
íèÿìè î òîì, ÷òî áåëîê P53 â íåïîâðåæäåííûõ êëåòêàõ
ñîäåðæèòñÿ â ÿäðå â ìàëûõ êîëè÷åñòâàõ, íå äåòåêòèðóå-
ìûõ ìåòîäîì íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðà-
øèâàíèÿ, è ïîñòîÿííî ïåðåõîäèò èç ÿäðà â öèòîïëàçìó,
ãäå ïîäâåðãàåòñÿ ïðîòåîëèçó. Ïðè ýòîì âî âñåõ êëåòêàõ
âèäíà ñîáñòâåííàÿ çåëåíîâàòàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, ÿð÷å âû-
ðàæåííàÿ â ÿäðàõ, ÷åì â öèòîïëàçìå.

Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî óæå ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ
â äîçå 5 Ãð â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà VH-10 â ÿäðàõ
âûÿâëÿåòñÿ ÿðêîå ñïåöèôè÷åñêîå çåëåíîå ñâå÷åíèå, ñîîò-
âåòñòâóþùåå ïîÿâëåíèþ äåòåêòèðóåìûõ äàííûì ìåòî-
äîì êîëè÷åñòâ áåëêà P53 (ðèñ. 2, à). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
î áûñòðîé ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53 â ÿäðå êëåòêè â îòâåò
íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ. Ïîäîáíàÿ æå êàðòèíà ñîõðàíÿåòñÿ
è ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ — áåëîê P53 â ñòàáèëüíîì
ñîñòîÿíèè âûÿâëÿåòñÿ â ÿäðå, à â öèòîïëàçìå ïðàêòè÷å-
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ñêè îòñóòñòâóåò (ðèñ. 3, à). Ýòî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî áåëîê
P53 àêòèâíî âîâëå÷åí â ðàííþþ ôàçó ãëîáàëüíîãî êëå-
òî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è åãî ðàííÿÿ ñòàáè-
ëèçàöèÿ çàâèñèò îò íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðî-
òåèíêèíàçû ATM (ñð.: Ñïèâàê è äð., 2005).

Â êëåòêàõ AT6SP è AT(F)6SP ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå g-îá-
ëó÷åíèÿ êàðòèíà ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâîâàëà êîíòðîëü-
íîé â èíòàêòíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, á, ã). Îñîáàÿ æå ñèòóà-
öèÿ ñêëàäûâàåòñÿ â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò ñåñòðû áîëü-
íîé AT(S)6SP (ðèñ. 2, â). ×åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â
ÿäðàõ ýòèõ êëåòîê ìû íàáëþäàëè ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷å-
íèå, õîòÿ è íåñêîëêî ìåíåå ÿðêîå, ÷åì â ÿäðàõ êëåòîê
VH-10. Îñíîâíàÿ ìàññà áåëêà P53 ïðè ýòîì äåòåêòèðóåò-
ñÿ íå â ÿäðàõ, à â öèòîïëàçìå, ÷òî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ñòà-
áèëèçàöèÿ áåëêà P53 íåïîëíàÿ è îí, âåðîÿòíî, îñòàåòñÿ
ñâÿçàííûì ñ áåëêîì MDM2, êîòîðûé ñïîñîáñòâóåò åãî
àêòèâíîìó ïåðåìåùåíèþ â öèòîïëàçìó. ßäåðíîå ñâå÷å-
íèå íàáëþäàåòñÿ ïî âñåìó ÿäðó, íî íå âî âñåõ êëåòêàõ, à
ïðèìåðíî â ïîëîâèíå èç íèõ (ðèñ. 2, â).

Ïðè ïðîäîëæåíèè íàáëþäåíèÿ îáëó÷åííûõ êëåòîê
íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ êàðòèíà
íåñêîëüêî ìåíÿåòñÿ: â êëåòêàõ AT6SP ïîÿâëÿåòñÿ íå-
áîëüøîå ñïåöèôè÷åñêîå ÿäåðíîå ñâå÷åíèå, ñâèäåòåëüñò-

âóþùåå î íàëè÷èè òàì äåòåêòèðóåìûõ äàííûì ìåòîäîì
êîëè÷åñòâ áåëêà P53. Ïðè ýòîì îíî âûðàæåíî çíà÷èòåëü-
íî ñëàáåå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ VH-10 è êëåòêàõ
AT(S)6SP è ÷åðåç 0.5, è ÷åðåç 1.0 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ, è
ëîêàëèçóåòñÿ ïî ñàìîìó êðàþ êàðèîïëàçìû. Îäíîâðå-
ìåííî âèäíî àêòèâíîå ñâå÷åíèå â öèòîïëàçìå, îñîáåííî
â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò èëè î çàäåðæ-
êå áåëêà P53 â öèòîïëàçìå, èëè, ÷òî âåðîÿòíåå, î áûñòðîì
ïåðåìåùåíèè åãî òóäà (ðèñ. 3, á). Â êëåòêàõ AT(F)6SP
(ðèñ. 3, ã) íàáëþäàåòñÿ äîñòàòî÷íî ñõîæàÿ ïî ëîêàëèçà-
öèè êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà P53, ñ òîé òîëüêî ðàçíè-
öåé, ÷òî ñàìî ñâå÷åíèå íåñêîëüêî áîëåå èíòåíñèâíîå. Â
êëåòêàõ AT(S)6SP ñîõðàíÿåòñÿ òà æå òåíäåíöèÿ, ÷òî è ÷å-
ðåç 0.5 ÷ ïîñëå g-îáëó÷åíèÿ. ßðêîå ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷å-
íèå âèäíî êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå (ðèñ. 3, â), ïðè-
÷åì ÿäåðíîå ñâå÷åíèå ÷åðåç 1 ÷ íàáëþäàåòñÿ óæå íå ìåíåå
÷åì â 80 % êëåòîê è, òàê æå êàê è íà ðèñ. 2, â, çàõâàòûâàåò
âñþ ïëîùàäü ÿäðà. Òàêèì îáðàçîì, ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå g-îáëó-
÷åíèÿ ÿäðà êëåòîê AT(S)6SP ñâÿòÿòñÿ ñ òîé æå èíòåíñèâ-
íîñòüþ, ÷òî è ÿäðà êëåòîê VH-10, ðàçëè÷àÿñü ìåæäó ñî-
áîé òîëüêî òåì, ÷òî ê ýòîìó âðåìåíè P53 èç ÿäåð VH-10
åùå íå ïåðåìåùàåòñÿ â öèòîïëàçìó, à â êëåòêàõ AT(S)6SP
ýòîò ïðîöåññ íà÷èíàåòñÿ óæå ÷åðåç 0.5 ÷.
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Ðèñ. 1. Äåòåêöèÿ áåëêà P53 â êëåòêàõ VH-10, AT6SP, AT(S)6SP è AT(F)6SP â êîíòðîëå áåç îáëó÷åíèÿ.



Îáñóæäåíèå

Ðàíåå ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò ðåçêîå îòëè-
÷èå êëåòîê ÀÒ (êàê òèïè÷íîé, òàê è âàðèàíòíîé ôîðìû)
îò êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà, â ïåðâóþ î÷åðåäü ïî âðåìå-
íè ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53 ïîñëå g-îáëó÷åíèÿ (Ñìèðíî-
âà è äð., 1999; Ñïèâàê è äð., 2005). Ïðè èçó÷åíèè ýòèì
ìåòîäîì êëåòîê áîëüíîé ÀÒ è åå êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ
(îòåö — ãåòåðîçèãîòíûé íîñèòåëü ÀÒ, ñåñòðà — âåðîÿò-
íûé ãåòåðîçèãîòíûé íîñèòåëü) ïîñëå äåéñòâèÿ èîíèçè-
ðóþùåé ðàäèàöèè â ñóáëåòàëüíîé äîçå íàáëþäàåòñÿ èç-
ìåíåíèå âðåìåíè è õàðàêòåðà ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè çäîðîâîãî äîíîðà. Â ÿäðàõ èíòàêò-
íûõ êëåòîê êàê ó çäîðîâîãî äîíîðà, òàê è ó áîëüíûõ ÀÒ
íå íàáëþäàëîñü ñïåöèôè÷åñêîãî ñâå÷åíèÿ, óêàçûâàþùå-
ãî íà íàëè÷èå áåëêà P53. Ýòî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåä-
ñòàâëåíèÿìè î òîì, ÷òî áåëîê P53 â íåïîâðåæäåííûõ
êëåòêàõ ñîäåðæèòñÿ â ÿäðå â ìàëûõ êîëè÷åñòâàõ, íå äå-
òåêòèðóåìûõ ìåòîäîì íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîãî îêðàøèâàíèÿ, è ïîñòîÿííî ïåðåõîäèò èç ÿäðà â öè-
òîïëàçìó â êîìïëåêñå ñ áåëêîì MDM2, ãäå ïîäâåðãàåòñÿ
ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè. Íî óæå ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå g-îá-

ëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà (êëåòî÷-
íàÿ ëèíèÿ VH-10) â ÿäðàõ âûÿâëÿåòñÿ ÿðêîå ñïåöè-
ôè÷åñêîå çåëåíîå ñâå÷åíèå, ñîîòâåòñòâóþùåå ïîÿâëå-
íèþ äåòåêòèðóåìûõ äàííûì ìåòîäîì êîëè÷åñòâ áåëêà
P53. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53 â
ÿäðå êëåòêè è ïîêàçûâàåò, ÷òî ýòîò áåëîê àêòèâíî âîâëå-
÷åí â êëåòî÷íûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ. Â òàêîé æå
âðåìåííîé ïðîìåæóòîê, ò. å. ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå g-îáëó÷å-
íèÿ, â ÿäðàõ êëåòîê âñåõ èçó÷åííûõ øòàììîâ áîëüíûõ
ÀÒ (êðîìå AT1SP) íå ïîÿâëÿëîñü ñïåöèôè÷åñêîãî ñâå÷å-
íèÿ äåòåêòèðóåìûõ ýòèì ìåòîäîì êîëè÷åñòâ áåëêà P53.
Ïðè ýòîì ÿâëåíèÿ, íàáëþäàåìûå â öèòîïëàçìå êëåòîê
ðàçíûõ áîëüíûõ, ìîãëè ñóùåñòâåííî îòëè÷àòüñÿ äðóã îò
äðóãà (Ñïèâàê è äð., 2005). Ò. å. èìåííî áûñòðîå ïîÿâëå-
íèå äîñòàòî÷íûõ êîëè÷åñòâ áåëêà P53 è åãî ÿäåðíàÿ ëî-
êàëèçàöèÿ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ñâèäåòåëüñòâóþò î
íîðìàëüíîì ôóíêöèîíèðîâàíèè â êëåòêå ïðîòåèíêèíàçû
ÀÒÌ, à îòñóòñòâèå â òå÷åíèå íà÷àëüíîãî âðåìåíí *îãî ïå-
ðèîäà ïîñëå îáëó÷åíèÿ äåòåêòèðóåìûõ êîëè÷åñòâ áåëêà
P53 â êëåòêå, ñêîðåå âñåãî, ñâèäåòåëüñòâóåò î êàêîì-ëèáî
äåôåêòå ïðîòåèíêèíàçû ATM. Ïðè îêðàñêå àíòèòåëàìè
íà îñíîâíîé áåëîê òåïëîâîãî øîêà Hshp70 ìû âèäèì åãî
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Ðèñ. 2. Äåòåêöèÿ áåëêà P53 â êëåòêàõ VH-10, AT6SP, AT(S)6SP è AT(F)6SP ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð.



ïîÿâëåíèå â ÿäðå ñðàçó æå ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î íåçàâèñèìîñòè ôóíêöèé ýòîãî áåëêà îò ATM.

Ïîÿâëåíèå âî âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ êëåòêàõ ÀÒ äå-
òåêòèðóåìûõ êîëè÷åñòâ áåëêà P53 óæå ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
g-îáëó÷åíèÿ ïîäòâåðæäàåò ñëîæèâøååñÿ â íàóêå ïðåä-
ñòàâëåíèå î òîì, ÷òî ôóíêöèþ ATM ïî ôîñôîðèëèðîâà-
íèþ P53 ÷åðåç êàêîå-òî âðåìÿ ñïîñîáíà âçÿòü íà ñåáÿ
ðîäñòâåííàÿ åé ïðîòåèíêèíàçà ATR (O’Driscoll et al.,
2003, 2004), äåôåêò êîòîðîé ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ äðóãî-
ãî òÿæåëîãî íàñëåäñòâåííîãî çàáîëåâàíèÿ — ñèíäðîìà
Ñåêåëÿ.

Âðåìÿ, íà êîòîðîå îòëè÷àåòñÿ ðåàêöèÿ êëåòîê äèêîãî
òèïà îò ðåàêöèè ÀÒ-êëåòîê, êàê ðàç è õàðàêòåðèçóåò îò-
ñòàâàíèå äåéñòâèÿ îäíîé ïðîòåèíêèíàçû îò äðóãîé. Â íà-
øèõ îïûòàõ îíî îêàçàëîñü ðàâíûì ïðèáëèçèòåëüíî 1 ÷
(Ñïèâàê è äð., 2005).

Èññëåäîâàíèå â òàêîé æå âðåìåííîé ïðîìåæóòîê
êëåòîê øòàììîâ áîëüíûõ ÀÒ è èõ êðîâíûõ ðîäñòâåííè-
êîâ (âîçìîæíûõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ÀÒ) ïðåä-
ñòàâëÿëîñü íàì äîñòàòî÷íî ïðîäóêòèâíûì, è íàøè è ðå-
çóëüòàòû ýòî ïîäòâåðäèëè. Î÷åâèäíî, ÷òî íå âñå êðîâíûå
ðîäñòâåííèêè áîëüíîãî íåîáõîäèìî ÿâëÿþòñÿ ãåòåðîçè-
ãîòíûìè íîñèòåëÿìè ÀÒ; òàêèì îáðàçîì, íàì ïðåäîñòà-

âèëàñü óíèêàëüíàÿ âîçìîæíîñòü ïîïûòàòüñÿ äèñêðè-
ìèíèðîâàòü ýòî íîñèòåëüñòâî èìåþùèìèñÿ â íàøåì ðàñ-
ïîðÿæåíèè ìåòîäàìè. Òàê, íàìè áûëè èññëåäîâàíû êðîâ-
íûå ðîäñòâåííèêè áîëüíîé AT6SP — îòåö AT(F)6SP, áå-
çóñëîâíî ÿâëÿþùèéñÿ íîñèòåëåì çàáîëåâàíèÿ, è åå ñåñò-
ðà AT(S)6SP, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü íîñèòåëåì ÀÒ òîëüêî ñ
âåðîÿòíîñòüþ îêîëî 0.5.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îáíàðóæåíî áîëåå 80 ìóòà-
öèé, ïðèâîäÿùèõ ê ïîëíîé èëè ÷àñòè÷íîé èíàêòèâàöèè
ãåíà áåëêà ATM è ðàçâèòèþ ó ïàöèåíòîâ ÀÒ ðàçëè÷íîé
ñòåïåíè êëèíè÷åñêîé âûðàæåííîñòè, è íåñêîëüêî ìåíü-
øåå ÷èñëî õàðàêòåðíûõ äëÿ ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèé ïîëè-
ìîðôèçìîâ, íå âëèÿþùèõ íà àêòèâíîñòü áåëêà ATM
(Sandoval et al., 1999), ò. å. ïðàêòè÷åñêè êàæäàÿ íîâàÿ
îïèñàííàÿ ñåìüÿ íåñåò ñâîþ îñîáåííóþ ìóòàöèþ (Eang
et al., 2003; Gumy-Pause et al., 2006).

Âûÿâëåíèå ýòèõ ìóòàöèé â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó-
÷àå ÀÒ è ïîñëåäóþùåå ãåíåòè÷åñêîå îáñëåäîâàíèå âñåõ
÷ëåíîâ ñåìüè, ðàçóìååòñÿ, âîçìîæíû, íî êðàéíå òðóäî-
åìêè è äîðîãîñòîÿùè (Heinrich et al., 2006). Â òî æå âðå-
ìÿ íåîáõîäèìîñòü ðåàëüíîãî ìåäèöèíñêîãî ïðîãíîçà äëÿ
÷ëåíîâ ñåìüè — âîçìîæíûõ íîñèòåëåé ÀÒ — ÿâëÿåòñÿ
î÷åíü âàæíûì (Cavasiuti et al., 2005; Olsen, 2005; Thomp-
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Ðèñ. 3. Äåòåêöèÿ áåëêà P53 â êëåòêàõ VH-10, AT6SP, AT(S)6SP è AT(F)6SP ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð.



son et al., 2005). Ïðåäëîæåííûé íàìè ìåòîä äèñêðèìèíà-
öèè ÀÒ-ãåòåðîçèãîò ïî âðåìåíè ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53
ïðåäñòàâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî èíôîðìàòèâíûì è äîñòîâåð-
íûì è ìîæåò ñëóæèòü òåñòîì íà âûÿâëåíèå íîñèòåëåé
ÀÒ ñðåäè êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ áîëüíîãî.

Àâòîðû ïðèíîñÿò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Àäå Êîëüìàí
(Ôîíä èññëåäîâàíèé áåç èñïîëüçîâàíèÿ æèâîòíûõ, Ñòîê-
ãîëüì, Øâåöèÿ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-49451) è ïðîãðàììû «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè —
ìåäèöèíå (ðàäèîáèîëîãèÿ)» ïðåçèäèóìà ÐÀÍ.
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DISCRIMINATION OF HETEROZYGOTE CURRENCY OF ATAXIA-TELANGIECTASIA
BY INDIRECT IMMUNOFLUORESCENT ANALYSIS

I. M. Spivak, N. Ì. Smirnova, N. M. Pleskach, T. A. Ledashcheva, V. M. Mikhelson

Institute of Cytology RAS and Municipal Consultation-Diagnostic Medical Genetics Centre, St. Petersburg;
e-mail: irina_spivak@hotmail.com

The qualitative differences in P53 protein stabilization after ionizing irradiation in different doses were fo-
und in cells of members of ataxia-telangiectasia (AT) family — proband AT6SP, her sister AT(S)6SP and father
AT(F)6SP. The method of indirect immunofluorescence with confocal microscopy was used.

K e y w o r d s: ataxia-telangiectasia, P53, ionizing radiation, heterozygote currency.
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