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II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé
Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé

ÑÂßÇÜ ÎÎÖÈÒÎÂ ÑÖÈÔÎÌÅÄÓÇÛ Aurelia aurita (Cni-
daria) Ñ ÝÊÒÎÄÅÐÌÎÉ ÎÁÅÑÏÅ×ÈÂÀÅÒÑß ÑÒÐÓÊ-
ÒÓÐÎÉ, ÑÎÄÅÐÆÀÙÅÉ ÌÅÇÎÃËÅÈÍ. © Ë. Ñ. Àäîíèí,
Ò. Ã. Øàïîøíèêîâà. Êàôåäðà öèòîëîãèè è ãèñòîëîãèè
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, mat-
rix.evo@gmail.com.

Â ñîñòàâå ìåçîãëåè ñöèôîìåäóçû Aurelia aurita ïðè-
ñóòñòâóåò áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 45/47 êÄà. Êëîíèðîâàíèå
ìÐÍÊ áåëêà è ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãèïîòåòè-
÷åñêîãî áåëêà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, ïðåäñòàâëåííû-
ìè â áàçàõ äàííûõ, ïîêàçàëè, ÷òî ýòî íîâûé áåëîê. Åìó
áûëî ïðèñâîåíî íàçâàíèå ìåçîãëåèí (Ìàòâååâ, íàñòîÿ-
ùèå òåçèñû). Àíàëèç äîìåííîé ñòðóêòóðû ïîêàçàë, ÷òî
ìåçîãëåèí îòíîñèòñÿ ê ñóïåðñåìåéñòâó ZP-äîìåíñîäåð-
æàùèõ áåëêîâ (Jovine et al., 2005). Ýêñïðåññèþ ìåçîãëå-
èíà îïðåäåëÿëè â ýïèäåðìå, ãàñòðîäåðìå è ìåçîãëåàëü-
íûõ êëåòîê ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ. ÏÖÐ-ïðîäóêò îæèäàåìîãî
ðàçìåðà íàáëþäàëñÿ òîëüêî â ðåàêöèÿõ ñ ÐÍÊ èç ìåçî-
ãëåàëüíûõ êëåòîê. Îäíàêî ðàíåå ìåòîäîì èììóíîáëîòà ñ
àíòèòåëàìè RA45/47, ïîëó÷åííûìè ïðîòèâ ìåçîãëåèíà,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå àíòèãåíû,
âûÿâëÿþòñÿ êàê â ìåçîãëåàëüíûõ êëåòêàõ, òàê è â êëåò-
êàõ ýïèäåðìû. Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü âû-
ÿâëåíèå ìåçîãëåèíà íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ
ñöèôîìåäóçû A. aurita ñ ïîìîùüþ àíòèòåë RA45/47. Ïî-
ñëåäîâàòåëüíîå ðàçâèòèå îîöèòîâ A. aurita ïðîèñõîäèò â
íèæíåé ÷àñòè æåëóäêà è âíóòðåííåé ÷àñòè ðîòîâûõ ùó-
ïàëåö, ãäå îáðàçóþòñÿ óãëóáëåíèÿ, íàçâàííûå âûâîäêî-
âûìè ìåøî÷êàìè. Ïðèêðåïëåíèå ðàçâèâàþùåãîñÿ îîöè-
òà ê ýïèäåðìàëüíîìó ñëîþ êëåòîê ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò
ñòðóêòóð, â ñîñòàâå êîòîðûõ âûÿâëÿåòñÿ ìåçîãëåèí.
Ñòðóêòóðà, îêðàøèâàåìàÿ RA45/47, ðàíåå îïèñàíà íå
áûëà. Îîöèòû ïîÿâëÿþòñÿ â òîëùå ýêòîäåðìû è âíà÷àëå
ïî÷òè íå îòëè÷àþòñÿ îò îêðóæàþùèõ êëåòîê (ðàçìåð
îîöèòà 5—10 ìêì). Ïî ìåðå ðîñòà îîöèòà ñëîé îêðóæàþ-
ùèõ ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê óòîëùàåòñÿ è ñòàíîâèòñÿ
ìíîãîñëîéíûì. Íà ñàìûõ ðàííèõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ îîöè-
òà, êîãäà îí åùå ïðàêòè÷åñêè íåîòëè÷èì îò áëèçëåæà-
ùèõ êëåòîê â òîëùå ýïèäåðìàëüíîãî ïëàñòà, â åãî ïåðè-
ôåðè÷åñêîé öèòîïëàçìå ïîÿâëÿþòñÿ ãðàíóëû, ñâÿçûâàþ-
ùèå àíòèòåëà RA45/47. ßäðî îîöèòà íà äàííîé ñòàäèè
ðàñïîëàãàåòñÿ â öåíòðå êëåòîê. Ïî ìåðå ðîñòà è ñîçðåâà-
íèÿ ïðîèñõîäÿò «âûäåëåíèå» îîöèòà èç ýïèäåðìàëüíîãî
ñëîÿ êëåòîê è ïîòåðÿ êîíòàêòà ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé

ýïèòåëèÿ. Ðàçìåð îîöèòà íà äàííîì ýòàïå íå ïðåâûøàåò
20—25 ìêì. Ïðè ýòîì ñîõðàíÿåòñÿ ñâÿçü ìåæäó ó÷àñò-
êîì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû îîöèòà è êëåòêàìè ýïè-
äåðìû. Â ýòîò ïåðèîä ðàçâèòèÿ â ìåñòå êîíòàêòà îîöèòà ñ
ýïèäåðìàëüíûìè êëåòêàìè ïîÿâëÿåòñÿ èíòåíñèâíî îêðà-
øåííàÿ RA45/47 ãðàíóëÿðíàÿ ñòðóêòóðà, îêðóæåííàÿ ìå-
íåå ÿðêèì ãîìîãåííûì âåùåñòâîì. Òàêæå íàðóøàåòñÿ
öåíòðè÷åñêîå ïîëîæåíèå ÿäðà, îíî ñìåùàåòñÿ ê ïîëþñó,
êîòîðûé îáðàùåí ê ñòðóêòóðå, ïðèêðåïëÿþùåé îîöèò ê
ýïèäåðìå. Êîãäà îîöèòû äîñòèãàþò 70—100 ìêì â äèà-
ìåòðå, â ìåñòå êîíòàêòà ñ ýïèäåðìèñîì ïîÿâëÿåòñÿ ãîìî-
ãåííàÿ íåêëåòî÷íàÿ ñòðóêòóðà ñ âêðàïëåíèÿìè áîëåå èí-
òåíñèâíî ïðîêðàøåííûõ àíòèòåëàìè RA45/47 ãðàíóë.
Ñòðóêòóðà ñîõðàíÿåòñÿ äî ïîçäíèõ ñòàäèé ñîçðåâàíèÿ
îîöèòà, ïðèêðåïëåííîãî ê ýïèòåëèþ. Ãðàíóëû, ñâÿçûâà-
þùèå àíòèòåëà ïðîòèâ ìåçîãëåèíà, âûÿâëÿþòñÿ òàêæå â
àïèêàëüíîé ÷àñòè îêðóæàþùèõ îîöèòû ýïèäåðìàëüíûõ
êëåòîê ðîòîâûõ ëîïàñòåé. Íåäàâíî ó äðóãîãî ïðåäñòàâè-
òåëÿ êèøå÷íîïîëîñòíûõ — ãèäðû — áûëè îáíàðóæåíû
êîðìÿùèå êëåòêè, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò èç èíòåðñòèöè-
àëüíûõ êëåòîê (Alexandrova et al., 2005). Ìû ïëàíèðóåì
ïîêàçàòü, ÷òî è ó ñöèôîèäíûõ åñòü ñïåöèàëüíûå ñòðóêòó-
ðû, îáåñïå÷èâàþùèå ïèòàíèå è ðîñò îîöèòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49578-à).

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÀß È ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÎÐÃÀ-
ÍÈÇÀÖÈß ÄÈÑÊÀ ÈÍÒÅÐÊÀËßÐÍÎÃÎ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎ-
ÌÀÒÈÍÀ 75C1-2 ÏÎËÈÒÅÍÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ Dro-
sophila melanogaster. © Í. Ã. Àíàíüêî, Å. Á. Êîêîçà,
Å. Ñ. Áåëÿåâà, È. Ô. Æèìóëåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãå-
íåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, anata@bionet.nsc.ru.

Ó ïîëèòåííûõ õðîìîñîì Drosophila melanogaster
ñóùåñòâóåò îêîëî ñòà äèñêîâ èíòåðêàëÿðíîãî ãåòåðîõðî-
ìàòèíà (ÈÃÕ). Äëÿ íèõ õàðàêòåðíà ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ âî
âòîðîé ïîëîâèíå S-ôàçû, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê íåäîðåïëè-
êàöèè ÄÍÊ. Íåäîðåïëèêàöèÿ âûðàæàåòñÿ â òîì, ÷òî â ïî-
ëèòåííûõ õðîìîñîìàõ îáðàçóþòñÿ ðàçëîìû è ýêòîïè÷å-
ñêèå êîíòàêòû. Áåëîê SUUR ëîêàëèçóåòñÿ â äèñêàõ ÈÃÕ,
à ïðè åãî îòñóòñòâèè ýòè ðàéîíû ïîëèòåíèçèðóþòñÿ ïîë-
íîñòüþ. Äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðåííåé îðãàíèçàöèè èíäèâè-
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äóàëüíîãî äèñêà ÈÃÕ 75C1-2 ìû îïðåäåëèëè åãî ïîëî-
æåíèå íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå õðîìîñîìû 3L D. melano-
gaster. Äëÿ ýòîãî ìû ïðîâîäèëè öèòîëîãè÷åñêèé àíàëèç
äåëåöèé ñ òî÷íî èçâåñòíûì ïîëîæåíèåì òî÷åê ðàçðûâà è
ãèáðèäèçàöèþ in situ íà ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ
ÄÍÊ-çîíäîâ èç ðàéîíà 75C1-2. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè êðàò-
êîâðåìåííîé ýêòîïè÷åñêîé ýêñïðåññèè ãåíà SuUR â ñî-
ñòàâå êîíñòðóêöèè UAS—SuUR ïîä êîíòðîëåì äðàéâåðà
Sgs3-Gal4 íà ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ èìåííî â ðàéîíå
èíòåðêàëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà âîçíèêàþò íåîáû÷íûå
âçäóòèÿ (ïóçûðè). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî äåëåöèè ðàçíûõ ÷àñ-
òåé äèñêà íå ïðåäîòâðàùàþò âîçíèêíîâåíèÿ ïóçûðÿ,
õîòÿ è âëèÿþò íà åãî ðàçìåð. Ïîäñ÷åò ÷àñòîò ðàçëîìîâ
õðîìîñîì â äèñêå 75C1-2 ñ ðàçëè÷íûìè äåëåöèÿìè ïîêà-
çàëî, ÷òî âîçíèêíîâåíèå ðàçëîìà çàâèñèò ãëàâíûì îáðà-
çîì îò íàëè÷èÿ äèñòàëüíîé ÷àñòè äèñêà. Êàê áûëî ïîêà-
çàíî ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîãî Ñàóçåðí-áëîò-àíàëèçà,
ýòà îáëàñòü ñîîòâåòñòâóåò çîíå ìàêñèìàëüíîé íåäîðå-
ïëèêàöèè ÄÍÊ. Ïîñëå ââåäåíèÿ äâóõ äîïîëíèòåëüíûõ
êîïèé ãåíà SuUR ÷àñòîòà ðàçëîìîâ â öåëîì äèñêå 75C1-2
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëàñü, òîãäà êàê â ëèíèÿõ D. mela-
nogaster, íåñóùèõ äåëåöèè äèñòàëüíîé ÷àñòè äèñêà
75C1-2, êîëè÷åñòâî ðàçëîìîâ ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíè-
ëîñü. Ñðàâíåíèå ïðîôèëåé ðåïëèêàöèè äèñêà 75C1-2 â
ëèíèè D. melanogaster äèêîãî òèïà è â ëèíèè, íåñóùåé
÷åòûðå êîïèè ãåíà SuUR, ïîêàçàëî, ÷òî äîïîëíèòåëüíûå
äîçû áåëêà SUUR, ïî-âèäèìîìó, ñïîñîáñòâóþò ðàñøèðå-
íèþ çîíû íåäîðåïëèêàöèè â äèñêå. Òàêèì îáðàçîì, áå-
ëîê SUUR ñâÿçûâàåòñÿ ïî âñåé äëèíå äèñêà 75C1-2 è ïðè
îâåðýêñïðåññèè âûçûâàåò îáðàçîâàíèå ïóçûðÿ èç âñåãî
ìàòåðèàëà äèñêà. Îäíàêî íà íåäîðåïëèêàöèþ ÄÍÊ
SUUR âëèÿåò â îñíîâíîì òîëüêî â äèñòàëüíîé ÷àñòè äèñ-
êà. Ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîãî Ñàóçåðí-áëîò-àíàëèçà
ìû ïîêàçàëè, ÷òî óäàëåíèå äèñòàëüíîé ïîëîâèíû äèñêà
75C1-2 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ïîëèòåíèçàöèè
îñòàâøåãîñÿ ìàòåðèàëà â 1.4—1.5 ðàçà â çàâèñèìîñòè îò
òîãî, êàêîé ýóõðîìàòèíîâûé ó÷àñòîê îêàçûâàåòñÿ íà ìå-
ñòå óäàëåííîé ÷àñòè äèñêà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü,
÷òî â äèñòàëüíîé ÷àñòè äèñêà 75C1-2 ìîãóò íàõîäèòüñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåïÿòñòâóþùèå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÄÂÎÉÍÛÕ ÌÓÒÀÍÒÎÂ SuUR
Su(var)3-9 ÄËß ÄÅÒÀËÜÍÎÃÎ ÊÀÐÒÈÐÎÂÀÍÈß ÏÎ-
ÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÅÉ ÄÍÊ ÈÇ ÐÀÉÎÍÎÂ ÏÐÈ-
ÖÅÍÒÐÎÌÅÐÍÎÃÎ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀÒÈÍÀ Drosophila
melanogaster. © Å. Í. Àíäðååâà, Ò. Ä. Êîëåñíèêîâà,
Î. Â. Äåìàêîâà, Ñ. À. Äåìàêîâ, Ì. Ìåíäåç-Ëàãî, Ã. Â. Ïî-
õîëêîâà, Å. Ñ. Áåëÿåâà, Ô. Ðîññè, Ó. À. Êîìîð, À. Â. Äî-
ðîøêîâ, Ï. Äèìèòðè, À. Âèëëàñàíòå, È. Ô. Æèìóëåâ.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê,
demakova@bionet.nsc.ru.

Â íîðìå ðàéîíû ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà
â ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ ñëþííûõ æåëåç Drosophila
melanogaster â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè íåäîïðåäñòàâëåíû
è îáúåäèíåíû â îáùèé áåññòðóêòóðíûé õðîìîöåíòð. Ìû
ðàçðàáîòàëè íîâûé ïîäõîä äëÿ öèòîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé ãåòåðîõðîìàòèíà ïîëèòåííûõ õðîìîñîì. Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî îäíîâðåìåííîå îòñóòñòâèå äâóõ âàæíûõ
êîìïîíåíòîâ ãåòåðîõðîìàòèíà — áåëêîâ SUUR è
SU(VAR)3-9 — ïðèâîäèò ê óíèêàëüíîìó ôåíîìåíó:
âñëåäñòâèå ñèëüíîé äåêîìïàêòèçàöèè è ñóïðåññèè íåäî-
ðåïëèêàöèè ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ ïîëèòåííûõ õðî-
ìîñîì ìàòåðèàë, ñîîòâåòñòâóþùèé ó÷àñòêàì ìèòîòè÷å-

ñêîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, ñòàíîâèòñÿ ïîëèòåíèçèðîâàí-
íûì è ïðèîáðåòàåò âîñïðîèçâîäèìûé äèñêîâûé ðèñó-
íîê. Òàê, ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ SuUR Su(var)3-906 ìåæäó
ðàéîíàìè 80 è 81 â ïîëèòåííîé õðîìîñîìå 3 äåòåêòèðó-
åòñÿ áîëåå 50 äèñêîâ, â ôîðìèðîâàíèè êîòîðûõ, êàê ìû
ïîêàçàëè, ó÷àñòâóåò ìàòåðèàë áëîêîâ ìèòîòè÷åñêîãî ãå-
òåðîõðîìàòèíà h49—h 58. Â õðîìîñîìå X âïåðâûå öèòî-
ëîãè÷åñêîìó àíàëèçó ñòàëè äîñòóïíû ó÷àñòêè, ñîîòâåò-
ñòâóþùèå áëîêàì h26—h29, ïðè÷åì äèñòàëüíûé ãåòåðî-
õðîìàòèí õðîìîñîìû X (÷àñòü áëîêà h26—h28)
ïðåâðàùàåòñÿ ó ìóòàíòîâ â áîëüøóþ ïóôôîïîäîáíóþ
ñòðóêòóðó. Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû äâîéíûõ ìóòàíòîâ
äàþò óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ôëóî-
ðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH) ðåøàòü òàêèå
âàæíûå çàäà÷è êàðòèðîâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ
ãåòåðîõðîìàòèíà, êàê óñòàíîâëåíèå ëèíåéíîãî ïîðÿäêà
ãåíîâ âíóòðè îòäåëüíûõ îòñåêâåíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ
ãåíîìà è îïðåäåëåíèå ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè ïðîòÿ-
æåííûõ ôðàãìåíòîâ ãåíîìà îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà, à
òàêæå îòíîñèòåëüíî öåíòðîìåðû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ó ìó-
òàíòîâ SuUR Su(var)3-906 âïåðâûå â ïîëèòåííûõ õðîìîñî-
ìàõ íåêîòîðûå ñàòåëëèòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïî-
ëèòåíèçèðóþòñÿ è â ðÿäå ñëó÷àåâ êàðòèðóþòñÿ â ðàéîíàõ
ñ ÷åòêèì äèñêîâûì ðèñóíêîì. Ýòî ïîçâîëèëî íàì, â ÷àñò-
íîñòè, òî÷íî êàðòèðîâàòü íàáîð âïåðâûå èçîëèðîâàííûõ
ñóáòèïîâ ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ ñåìåéñòâà 1.688 èç õðîìîñî-
ìû 3, à òàêæå ëîêàëèçîâàòü öåíòðîìåðó õðîìîñîìû 3 â
îïðåäåëåííîì õðîìîñîìíîì ðàéîíå. Â öåëîì ìû ïðîêàð-
òèðîâàëè ïðèìåðíî 20 óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ ãåòåðîõðîìàòèíà, à òàêæå ïðèìåðíî 20 êëîíîâ ÄÍÊ
(âêëþ÷àÿ è BAC-êëîíû), ñîäåðæàùèõ ñàòåëëèòíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè. Ìû ïîäòâåðäèëè, à â ðÿäå ñëó÷àåâ è óòî÷-
íèëè ëîêàëèçàöèþ ðÿäà ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ãåíîâ õðî-
ìîñîìû 2, à òàêæå ïðîêàðòèðîâàëè 8 íîâûõ ïðîòÿæåííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ èç õðîìîñîìû 3. Îïèðàÿñü íà
èìåþùèåñÿ äàííûå ïî ëîêàëèçàöèè ýòèõ ãåíîâ â ìèòîòè-
÷åñêèõ õðîìîñîìàõ, ìû ñóìåëè óñòàíîâèòü êîððåëÿöèþ
ìåæäó ïîëèòåíèçèðîâàííûìè ó÷àñòêàìè ïðèöåíòðîìåð-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ïîëèòåííûõ õðîìîñîì äâîéíûõ
ìóòàíòîâ è áëîêàìè ãåòåðîõðîìàòèíà ìèòîòè÷åñêèõ õðî-
ìîñîì. Èçó÷àÿ îðãàíèçàöèþ ãåòåðîõðîìàòèíà ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì ó ìóòàíòîâ SuUR Su(var)3-906, ìû ïîêàçà-
ëè: 1) ó ìóòàíòîâ â ãåòåðîõðîìàòèíå âûÿâëÿþòñÿ äîìåíû,
çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî áåëêîâîìó ñîñòàâó;
2) êàæäàÿ èç èñïîëüçóåìûõ äâóõ ìóòàöèé ñïîñîáíà íåçà-
âèñèìî îêàçûâàòü âëèÿíèå íà óðîâåíü ïîëèòåíèçàöèè îò-
äåëüíûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ äîìåíîâ. Òàêèì îáðàçîì,
ìû ïîëàãàåì, ÷òî ïîëèòåííûå õðîìîñîìû äâîéíûõ ìóòàí-
òîâ SuUR Su(var)3-906 ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîâóþ è ïåð-
ñïåêòèâíóþ ìîäåëüíóþ ñèñòåìó äëÿ êàðòèðîâàíèÿ ãåòå-
ðîõðîìàòèíîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ è èçó÷åíèÿ
äåòàëüíîé îðãàíèçàöèè ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ äîìåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 06-04-49305-à è 06-04-48387-à), ïî
Ìåæäèñöèïëèíàðíîìó èíòåãðàöèîííîìó ïðîåêòó ÐÀÍ
(ãðàíò ¹ 45), ïî ïðîãðàììå ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëå-
òî÷íàÿ áèîëîãèÿ» (ãðàíò ¹ 10.1), ïî ïðîãðàììå «Âåäó-
ùèå íàó÷íûå øêîëû» (ãðàíò ¹ 942.2006.4) è â âèäå
ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ÌÊ-540.2007.4.

ÈÌÌÓÍÎÃÈÑÒÎËÎÃÈß ÎÐÃÀÍÎÂ ÌÛØÅÉ, ÐÀÇÂÈ-
ÂÀÞÙÈÕ ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÉ ÀÓÒÎÈÌÌÓÍÍÛÉ
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ÏÐÎÖÅÑÑ Â ÎÒÍÎØÅÍÈÈ ÁÅËÊÀ ßÄÐÛØÊÀ ÔÈÁ-
ÐÈËËÀÐÈÍÀ. © À. Ñ. Àíäðþùåíêî,1 Ì. Ñ. Êðàñèëüùè-
êîâà,1 Þ. Äîáðóöêè,2 Î. Â. Çàöåïèíà.1 1 Èíñòèòóò áèîîð-
ãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, zatsepin@ibch.ru è
2 ßãåëëîíñêèé óíèâåðñèòåò ã. Êðàêîâà, 30-387, Ïîëüøà.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî áåëêè êëåòî÷íîãî ÿäðà è ÿä-
ðûøêà ÷àñòî âûñòóïàþò â êà÷åñòâå àóòîàíòèãåíîâ ïðè
ñèñòåìíûõ àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèÿõ, êîòîðûå îòíî-
ñÿòñÿ ê îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ áîëåçíåé
÷åëîâåêà. Ìîëåêóëÿðíûå îñíîâû èììóíîòðîïíîñòè ÿä-
ðûøêîâûõ áåëêîâ, à òàêæå ýòèîëîãèÿ àóòîèììóííûõ áî-
ëåçíåé â öåëîì äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. Åñòü
îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî îäíîé èç ïðè÷èí, ñïîñîáñòâóþ-
ùèõ âîçíèêíîâåíèþ àóòîàíòèòåë ê áåëêó ÿäðûøêà ôèá-
ðèëëàðèíó — ôàêòîðó ðàííåãî ïðîöåññèíãà ïðå-ðÐÍÊ, —
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ðåãóëÿðíîå äåéñòâèå íà îðãàíèçì òÿ-
æåëûõ ìåòàëëîâ, ðàñïðîñòðàíåííîñòü êîòîðûõ ïîñòîÿí-
íî âîçðàñòàåò áëàãîäàðÿ àíòðîïîãåííîé äåÿòåëüíîñòè
÷åëîâåêà. Â ïîëüçó ýòîãî çàêëþ÷åíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò,
â ÷àñòíîñòè, ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå î òîì, ÷òî âîçäåé-
ñòâèå õëîðèäà ðòóòè (HgCl2) íà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ
îïðåäåëåííûõ ãåíåòè÷åñêèõ ëèíèé ïðèâîäèò ê èíäóê-
öèè àóòîàíòèòåë ê ôèáðèëëàðèíó. Òàê æå êàê ó ëþäåé,
ýòîò ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ T-çàâèñèìîé àêòèâàöèåé
B-ëèìôîöèòîâ è ïîÿâëåíèåì èììóííûõ êîìïëåêñîâ â
êëóáî÷êàõ (glomeruli) ïî÷åê. Îäíàêî âîïðîñû î ìåõàíèç-
ìàõ îòëîæåíèÿ èììóííûõ äåïîçèòîâ â êëåòêàõ, à òàêæå
èõ âîçìîæíàÿ öèòîïàòè÷íîñòü â ëèòåðàòóðå ïðàêòè÷åñêè
íå èçó÷àëèñü. Îäíèì èç ïîäõîäîâ ê ðåøåíèþ ýòèõ âîïðî-
ñîâ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå òîïîëîãèè èììóííûõ êîìïëåêñîâ
(äåïîçèòîâ) â êëåòêàõ ðàçíûõ îðãàíîâ àóòîèììóííûõ
æèâîòíûõ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðèìåíèëè îðèãè-
íàëüíûé ïðîòîêîë äëÿ âûÿâëåíèÿ îòëîæåíèé èììóííûõ
äåïîçèòîâ ó êîíòðîëüíûõ (ò. å. íå ïðîÿâëÿþùèõ àóòîàí-
òèòåë ê ôèáðèëëàðèíó) è àóòîèììóííûõ ìûøåé ëèíèè
SJL/J, âûðàáàòûâàþùèõ àóòîàíòèòåëà ê ôèáðèëëàðèíó â
îòâåò íà ðåãóëÿðíûå èíúåêöèè ñóáòîêñè÷íûõ (íåëåòàëü-
íûõ) äîç HgCl2. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî
èììóííûå êîìïëåêñû ïîìèìî ïî÷å÷íûõ òåëåö ëîêà-
ëèçóþòñÿ â ïðîêñèìàëüíûõ îòäåëàõ íåôðîíîâ, à òàêæå â
ñòåíêàõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ. Êîëè-
÷åñòâåííàÿ îöåíêà îòëîæåíèé êîìïëåêñîâ â ðàçëè÷íûõ
îòäåëàõ ïî÷åê ïîêàçàëà, ÷òî èõ ðàçìåðû íà ïîðÿäîê ïðå-
âûøàþò òàêîâûå ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ. Ïðèìå÷àòå-
ëüíî, ÷òî ïîÿâëåíèå èììóííûõ äåïîçèòîâ â ìåçàíãèàëü-
íûõ êëåòêàõ ïî÷å÷íûõ òåëåö ñîïðîâîæäàåòñÿ îñëàáëå-
íèåì îêðàñêè ÿäðûøåê àíòèòåëàìè ê ôèáðèëëàðèíó, ÷òî
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó öèòîòîêñè÷íîñòè
âíóòðèêëåòî÷íûõ èììóííûõ äåïîçèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-08131îôè-à è 07-04-12260îôè-à).

ÑÎÌÀÒÈ×ÅÑÊÀß ÏÎËÈÏËÎÈÄÈß Â ÌÎÐÔÎÃÅ-
ÍÅÇÀÕ ÌÎËËÞÑÊÎÂ. © À. Ï. Àíèñèìîâ, À. À. Àíèñè-
ìîâà, Í. Å. Çþì÷åíêî, È. À. Êèðñàíîâà, Å. Â. Òàáàêîâà,
Í. Ï. Òîêìàêîâà. Êàôåäðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè Äàëüíå-
âîñòî÷íîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, Âëàäèâî-
ñòîê, alim@bio.dvgu.ru.

Ýíäîðåïðîäóêöèÿ îòäåëüíûõ ãðóïï êëåòîê, âåäóùàÿ
ê ñîìàòè÷åñêîé ïîëèïëîèäèè (ýíäîïîëèïëîèäèè), â ðÿäå

ñëó÷àåâ ñòàíîâèòñÿ âàæíûì ôàêòîðîì ïîñòýìáðèîíàëü-
íîãî ðîñòà æèâîòíûõ è ðàñòåíèé. Îäíàêî ìåõàíèçìû è
çíà÷åíèå ýòîãî ôåíîìåíà îñòàþòñÿ íåÿñíûìè. Íàìè èçó-
÷åíû îíòîãåíåòè÷åñêèå è ôèëîãåíåòè÷åñêèå àñïåêòû ýí-
äîïîëèïëîèäèè ó ìîëëþñêîâ. Íà ìîäåëüíîì îáúåêòå
Succinea lauta (Gastropoda: Pulmonata) ïîêàçàíî, ÷òî
îïðåäåëåííûå òèïû êëåòîê æåëåç, ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè
è íåéðîíû â ðàçíîé ñòåïåíè ïîëèïëîèäèçèðóþòñÿ: îò
16c—64c äî 128c—256c, à â íåéðîíàõ äî 4—16 òûñ. c
ÄÍÊ. Íàðÿäó ñ ïîëèïëîèäíûìè êëåòêàìè òêàíè ñîõðàíÿ-
þò êàìáèàëüíûå (ñòâîëîâûå?) ðåçåðâû è ñïîñîáíîñòü ê
ðåãåíåðàöèè. Ýíäîðåïðîäóêöèÿ êëåòîê ïðîèñõîäèò â ðå-
çóëüòàòå ñìåíû ïîëíîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ìèòîçà íå-
ïîëíûì ðåñòèòóöèîííûì ìèòîçîì, à äàëåå êëàññè÷åñêèì
ýíäîìèòîçîì. Ìåòîäàìè àâòîðàäèîãðàôèè è ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè ýíäîìèòîç ïîêàçàí êàê ðåàëüíàÿ ôàçà
êëåòî÷íîãî öèêëà, â êîòîðîé ìèòîòè÷åñêîå âåðåòåíî îò-
ñóòñòâóåò, ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà ñîõðàíÿåò öåëîñòíîñòü, íî
ïðîõîäèò íîðìàëüíûé (ìèòîòè÷åñêèé) õðîìîñîìíûé
öèêë. ßäðûøêè âî âðåìÿ ýíäîìèòîçà íå èñ÷åçàþò, íî
ðàñïàäàþòñÿ íà ôðàãìåíòû, êîòîðûå ñîõðàíÿþò ñâÿçü ñ
õðîìîñîìàìè. Ýíäîìèòîòè÷åñêèå õðîìîñîìû ïðîÿâëÿþò
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü (âêëþ÷åíèå 3H-óðèäèíà)
íà óðîâíå 3—4 % îò èíòåðôàçíîé àêòèâíîñòè, è íà èõ
ïîâåðõíîñòè ñîõðàíÿþòñÿ ýóõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû è
ãðàíóëû. Ñ öåëüþ äàòü óíèâåðñàëüíîå òîëêîâàíèå ýíäî-
ïîëèïëîèäèè ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îäíà ïîëèïëîèäíàÿ
êëåòêà ìîæåò áûòü ðàññìîòðåíà êàê ýíäîêëîí, à ýâîëþ-
öèîííîå ïðåîáðàçîâàíèå äèïëîèäíî-êëåòî÷íûõ êëîíîâ
â ïîëèïëîèäíûå ýíäîêëîíû ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îëèãî-
ìåðèçàöèþ ïî Äîãåëþ íà êëåòî÷íî-òêàíåâîì óðîâíå.
Òîãäà âàæíåéøèå ïðîèçâîäíûå ñâîéñòâà îëèãîìåðíîé
ñèñòåìû ñîñòàâÿò îáùèå îñîáåííîñòè ïîëèïëîèäíîé
ñòðàòåãèè ðîñòà. Îíè âêëþ÷àþò â ñåáÿ èíòåíñèôèêàöèþ
ôóíêöèè, ôóíêöèîíàëüíóþ ýêîíîìè÷íîñòü (ýðãîíîìè÷-
íîñòü), óïðîùåíèå âíóòðèñèñòåìíîé è íàäñèñòåìíîé ðå-
ãóëÿöèé, ïîâûøåíèå íàäåæíîñòè ãåíîìîâ è óñêîðåíèå
ðàçâèòèÿ. Íàçâàííûå îñîáåííîñòè ïîçâîëÿþò ðàññìàòðè-
âàòü ýíäîïîëèïëîèäèþ êàê ñïîñîá îíòîãåíåòè÷åñêèõ ðå-
ãóëÿöèé è îäíîâðåìåííî êàê âàæíûé ýâîëþöèîííûé
ôàêòîð, çàêðåïëÿåìûé ïóòåì åñòåñòâåííîãî îòáîðà («îí-
òîãåíåòè÷åñêèå êîððåëÿöèè» è «ôèëîãåíåòè÷åñêèå êîîð-
äèíàöèè» ïî È. È. Øìàëüãàóçåíó). Òàêèì îáðàçîì, ýíäî-
ïîëèïëîèäèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àäàïòèâíûé ìîðôîãå-
íåòè÷åñêèé ôàêòîð, õîòÿ åå ðîëü ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ â
çàâèñèìîñòè îò ñïåöèàëèçàöèè êëåòîê è îñîáåííîñòåé
ãèñòîãåíåçîâ (Àíèñèìîâ. Öèòîëîãèÿ, 1999, 41: 32—39;
Anisimov. Cell Biol. Int., 2005, 29: 993—1004). Òàêîé
âçãëÿä ñîãëàñóåòñÿ ñ èçâåñòíûìè äàííûìè ïî ñîìàòè÷å-
ñêîé ïîëèïëîèäèè â ãèñòîãåíåçàõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ æè-
âîòíûõ è ðàñòåíèé, à òàêæå ñ ðåçóëüòàòàìè íàøèõ èññëå-
äîâàíèé ïî ðàñïðîñòðàíåíèþ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â
æåëåçàõ è ãàíãëèÿõ ó 29 âèäîâ äâóñòâîð÷àòûõ è 82 âèäîâ
áðþõîíîãèõ ìîëëþñêîâ. Ó äâóñòâîð÷àòûõ ãàíãëèè ÖÍÑ,
ýïèäåðìèñ, ñóáýïèäåðìàëüíûå æåëåçû è ïèùåâàðèòåëü-
íûé ýïèòåëèé ñôîðìèðîâàíû îáû÷íûìè äèïëîèäíûìè
êëåòêàìè; òåòðàïëîèäíûå ÿäðà ïðèñóòñòâóþò ëèøü ó íå-
êîòîðûõ âèäîâ â áàçîôèëüíûõ êëåòêàõ ïèùåâàðèòåëüíîé
æåëåçû. Íàïðîòèâ, áðþõîíîãèå îáíàðóæèâàþò îò÷åòëè-
âóþ ôèëîãåíåòè÷åñêóþ ïðîãðåññèþ ïîëèïëîèäèè â ðàç-
âèòèè òêàíåé. Îíà ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò ó àðõåîãàñò-
ðîïîä, ïîÿâëÿåòñÿ ôàêóëüòàòèâíî â íåêîòîðûõ ãðóïïàõ
ìåçî- è íåîãàñòðîïîä è îáëèãàòíî ðàñïðîñòðàíåíà ó
ïîçäíèõ ýâòèíåâðàëüíûõ ãàñòðîïîä (çàäíåæàáåðíûõ è
ëåãî÷íûõ). Ïî-âèäèìîìó, çíà÷åíèå ýíäîïîëèïëîèäèè
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íàäî ðàññìàòðèâàòü â äâóõ àñïåêòàõ. Óìåðåííàÿ (îáû÷íî
äî 4n—8n) ôàêóëüòàòèâíàÿ ïîëèïëîèäèÿ âîçíèêàåò â ìà-
ëûõ ãðóïïàõ è ó îòäåëüíûõ âèäîâ êàê àëëîìîðôíûå
àäàïòàöèè, ñâÿçàííûå ñ íåêîòîðîé èíòåíñèôèêàöèåé êëå-
òî÷íûõ ôóíêöèé. Îáëèãàòíàÿ ïîëèïëîèäèÿ âûñîêèõ ñòå-
ïåíåé (ñîòíè è òûñÿ÷è n), õàðàêòåðíàÿ äëÿ áîëüøèõ
ãðóïï, ìîæåò íåñòè âñå âûøå îáîçíà÷åííûå ïðåèìóùåñò-
âà îëèãîìåðíûõ ñèñòåì è âûñòóïàåò â êà÷åñòâå çàêîíî-
ìåðíûõ, áîëåå èëè ìåíåå àðîìîðôíûõ èçìåíåíèé îíòîãå-
íåçà. Âìåñòå ñ òåì ìîðôîãåíåòè÷åñêîå çíà÷åíèå ïîëèïëî-
èäèè ñïåöèôè÷íî è íåñîïîñòàâèìî ñ ãèñòîãåíåòè÷åñêîé
ñòðàòåãèåé, îñíîâàííîé íà äèïëîèäíûõ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôîí-
äà US CRDF (ãðàíò RUXO-003-MD-06) è Ìèíèñòåðñòâà
îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ãðàíò ÐÍÏ.2.1.2641).

ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÅ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ-ÏÐÅÄ-
ØÅÑÒÂÅÍÍÈÊÈ ÈÇ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑ Â
ÓÑËÎÂÈßÕ ÀÍÎÊÑÈÈ. © Å. Á. Àíîõèíà, Ë. Á. Áóðàâ-
êîâà. ÃÍÖ ÐÔ Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì
ÐÀÍ, Ìîñêâà, burakova@imbp.ru.

Ìóëüòèïîòåíòíîñòü êîñòíîìîçãîâûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ (ÌÑÊ) îáóñëîâ-
ëèâàåò èõ ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ òêàíåâîé ðåïàðàöèè, êîòî-
ðûå ìîãóò ïðîòåêàòü íà ôîíå ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãèïîêñèÿ (5 %
O2) îêàçûâàåò ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò íà êóëüòèâèðóå-
ìûå ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñ, ÷òî âûðàæàëîñü â ñíè-
æåíèè ñòåïåíè ãåòåðîãåííîñòè êóëüòóð ýòèõ êëåòîê, ñòè-
ìóëÿöèè èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, ñíèæåíèè
äîëè ïîâðåæäåííûõ êëåòîê â êóëüòóðå, ñîõðàíåíèè ïàò-
òåðíà ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ ÌÑÊ ìàðêåðîâ è
èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà (Áóðàâêîâà, Àíî-
õèíà, 2006, 2007). Ýòè ýôôåêòû ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ
òåì, ÷òî ñíèæåíèå êèñëîðîäà â ñðåäå äî 5 % îáóñëîâëè-
âàåò ñîçäàíèå äëÿ êëåòîê óñëîâèé, ïðèáëèæåííûõ ê òàêî-
âûì in vivo, è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñêîðåå àïïðîêñèìà-
öèþ íîðìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèé, íåæåëè ãè-
ïîêñè÷åñêîå âîçäåéñòâèå. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî
îöåíèòü âîçäåéñòâèå àíîêñèè íà êóëüòèâèðóåìûå ÌÑÊ
èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ
1—4-ãî ïàññàæåé, êóëüòèâèðóåìûå â íîðìîêñè÷åñêèõ
(ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ CO2-èíêóáàòîðà) èëè àíîêñè÷å-
ñêèõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 4 ñóò ïðè 37 °Ñ. Àíîêñè÷åñêèå
óñëîâèÿ ñîçäàâàëè â ãåðìåòè÷íîé êàìåðå (Stem Cell Tech-
nologies, Êàíàäà), êóäà ïîäàâàëàñü ãàçîâàÿ ñìåñü (95 %
N2 è CO2) äî ïîëíîãî âûòåñíåíèÿ êèñëîðîäà, ñîäåðæàíèå
êîòîðîãî ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ äàò÷èêà. Ìîðôîëî-
ãèþ è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ÌÑÊ îöåíèâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà (Axio-
vert 25, Zeiss), öèôðîâîé êàìåðû è ïðîãðàììíîãî îáåñïå-
÷åíèÿ äëÿ àíàëèçà èçîáðàæåíèÿ. Æèçíåñïîñîáíîñòü (êî-
ëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê) è èì-
ìóíîôåíîòèï (ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ CD90, CD45, CD54,
CD44, CD73 è CD11b) ÌÑÊ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (Epics XL, Beckman Coulter).
Ñïîñîáíîñòü ÌÑÊ ê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå îöå-
íèâàëè ïî ýêñïðåññèè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â îòâåò íà
îñòåîãåííûå äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñòèìóëû (10–8 Ì äåê-
ñàìåòàçîíà, 10 ìÌ ãëèöåðîë-2-ôîñôàòà è 0.2 ìÌ 2-ôîñ-
ôî-L-àñêîðáèíîâîé êèñëîòû). Ñïîñîáíîñòü ê àäèïîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå îöåíèâàëè ïî íàêîïëåíèþ â êëåò-

êàõ ëèïèäíûõ êàïåëü â îòâåò íà äîáàâëåíèå â ñðåäó àäè-
ïîãåííûõ ñòèìóëîâ (0.5 ìÌ èçîáóòèëìåòèëêñàíòèíà,
1 ìêÌ äåêñàìåòàçîíà è 10 ìêã/ìë èíñóëèíà). Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â àíîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ
â òå÷åíèå 4 ñóò ÌÑÊ ñîõðàíÿëè ñâîè ìîðôîëîãè÷åñêèå
õàðàêòåðèñòèêè, ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè è ýêñïðåñ-
ñèþ õàðàêòåðíûõ äëÿ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ìàðêåðîâ.
Äîëÿ ïîâðåæäåííûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ àíîêñèè íå èçìå-
íÿëàñü èëè íåñêîëüêî óâåëè÷èâàëàñü çà ñ÷åò ïðîöåññîâ
àïîïòîçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè â óñëîâèÿõ íîðìî-
êñèè. Â óñëîâèÿõ àíîêñèè íàáëþäàëèñü ðàííèå ýòàïû
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â îñòåîãåííîì è äèàïîãåííîì
íàïðàâëåíèÿõ. Òàêèì îáðàçîì, êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ èç
êîñòíîãî ìîçãà êðûñ â àíîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå
íåñêîëüêèõ ñóòîê íå ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíûì èçìåíå-
íèÿì èõ îñíîâíûõ ñâîéñòâ, ÷òî óêàçûâàåò íà óñòîé÷è-
âîñòü êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ê ðåçêîìó ñíèæåíèþ ñî-
äåðæàíèÿ êèñëîðîäà. Àêòèâàöèÿ ïðîöåññîâ àïîïòîçà ÿâ-
ëÿåòñÿ çàêîíîìåðíîé ðåàêöèåé íà íàðóøåíèå ðàáîòû
äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé â óñëîâèÿõ ïîëíîãî îò-
ñóòñòâèÿ êèñëîðîäà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
åêòà ÎÁÍ ÐÀÍ.

ÌÅÕÀÍÈÇÌ ÈÎÍÍÛÕ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÉ Â ÊÀ-
ÍÀËÅ NMDA-ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ È ÈÕ ÐÎËÜ Â ÐÅÃÓ-
ËßÖÈÈ ÍÅÉÐÎÏÐÎÒÅÊÒÎÐÍÛÕ ÑÂÎÉÑÒÂ Mg2+.
© Ñ. Ì. Àíòîíîâ. Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è
áèîõèìèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, antonov@iephb.ru.

Çíà÷åíèå ðåöåïòîðîâ ãëóòàìàòà (Ãëó) NMDA-òèïà
äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÖÍÑ ïîçâîíî÷íûõ ìíîãîîáðàç-
íî. Èõ íàèáîëåå èçâåñòíîé ôóíêöèåé íàðÿäó ñ äðóãèìè
ðåöåïòîðàìè Ãëó ÿâëÿåòñÿ ïåðåäà÷à âîçáóæäàþùèõ ñèã-
íàëîâ â ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ ñèíàïñàõ. Êðîìå òîãî, ïî-
êàçàíî èõ ó÷àñòèå â ðàçâèòèè ìîçãà, ôîðìèðîâàíèè
êðàòêîâðåìåííîé è äîëãîâðåìåííîé ïàìÿòè, îáó÷åíèè, à
òàêæå â ïàòîãåíåçå ìíîãèõ ïñèõè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé è
äâèãàòåëüíûõ ðàññòðîéñòâ. Øèðîêèé ôóíêöèîíàëüíûé
ñïåêòð NMDA-ðåöåïòîðîâ îïðåäåëÿåòñÿ èõ âûñîêîé ïðî-
âîäèìîñòüþ äëÿ Ca2+, êèíåòèêîé àêòèâàöèè è âîçìîæíî-
ñòüþ ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ýíäî-
ãåííûõ ôàêòîðîâ (ãëèöèíîì, ñïåðìèíîì è ò. ä.). Îñîáåí-
íî ïðèíöèïèàëüíûì äëÿ ôóíêöèè NMDA-ðåöåïòîðîâ
ÿâëÿåòñÿ áëîê êàíàëîâ Mg2+, ñîäåðæàùèìñÿ â ëèêâîðå
(îêîëî 2 ìÌ), îáåñïå÷èâàþùèé ïîòåíöèàëîçàâèñèìîñòü
ïðîõîäÿùèõ ÷åðåç íèõ òîêîâ. Ïðè èññëåäîâàíèè íåéðî-
òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ãëóòàìàòà íà íåéðîíû êîðû áîëü-
øîãî ìîçãà êðûñ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå òêàíè íàìè ïîêà-
çàíî, ÷òî â îòñóòñòâèå Mg2+ â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå
íà «ìîëîäûõ» íåéðîíàõ (7 DIV) íåéðîäåãåíåðàöèÿ ðàç-
âèâàåòñÿ ïî ìåõàíèçìó íåêðîçà íà÷èíàÿ ñ 1 ìÌ Ãëó è
îïîñðåäóåòñÿ àêòèâàöèåé NMDA-ðåöåïòîðîâ. Íà «çðå-
ëûõ» íåéðîíàõ (14 DIV) Ãëó íà÷èíàåò ïðîÿâëÿòü
íåéðîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå â 100 ðàç ìåíüøèõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ (10 ìêÌ), êîòîðîå îïîñðåäóåòñÿ òàêæå àêòèâà-
öèåé NMDA-ðåöåïòîðîâ. Òàêàÿ ýôôåêòèâíîñòü Ãëó íà
«çðåëûõ» íåéðîíàõ ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ áîëåå âûñîêèì
óðîâíåì ýêñïðåññèè NMDA-ðåöåïòîðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
«ìîëîäûìè». Ïàðàäîêñàëüíî, íî äîáàâëåíèå 2 ìÌ Mg2+

â ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó
îñëàáëåíèþ íåéðîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà Ãëó íà «ìîëî-
äûõ» íåéðîíàõ, íî íå îêàçûâàåò ïðîòåêòîðíîãî äåéñòâèÿ
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îò íåêðîçà íà «çðåëûõ». Ïðè÷èíû òàêîãî ðàçëè÷èÿ ñòàíî-
âÿòñÿ ïîíÿòíûìè èç ýêñïåðèìåíòîâ íà îäèíî÷íûõ êàíà-
ëàõ è ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ èíòåãðàëüíûõ òî-
êîâ. Ïðè ðåãèñòðàöèè òîêîâ îäèíî÷íûõ êàíàëîâ ÷åðåç
NMDA-ðåöåïòîðû Mg2+-áëîê âûÿâëÿåòñÿ â âèäå íîâûõ,
íåïðîâîäÿùèõ — áëîêèðîâàííûõ — ñîñòîÿíèé, ïðè
ýòîì êèíåòèêó áëîêàäû ìîæíî ïðîàíàëèçèðîâàòü, èçìå-
ðÿÿ èõ äëèòåëüíîñòü. Òàêîé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ýôôåê-
òèâíîñòü Mg2+-áëîêà â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò íà-
ðóæíîé è âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèé ïðîõîäÿùèõ
èîíîâ. Ýòî îïðåäåëÿåòñÿ ñóùåñòâîâàíèåì äâóõ ìåñò ñâÿ-
çûâàíèÿ äëÿ îñíîâíûõ «òîêîíåñóùèõ» èîíîâ (Na+ è K+) â
íàðóæíîì âåñòèáþëå è îäíîãî ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû êà-
íàëà NMDA-ðåöåïòîðà. Ôîðìàëèçàöèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
èîíîâ ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè ìàòåìàòè÷åñêîå ìîäåëèðîâà-
íèå èíòåãðàëüíûõ òîêîâ è èññëåäîâàòü óñëîâèÿ, ïðè êî-
òîðûõ ïðîèñõîäèò îñëàáëåíèå Mg2+-áëîêà. Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî îñëàáëåíèå ýôôåêòèâíîñòè Mg2+ ìîæåò íàá-
ëþäàòüñÿ òîëüêî â ñëó÷àå íàêîïëåíèÿ ñ ïîñëåäóþùèì
ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Na+ â ðå-
çóëüòàòå ñ åãî íåïðåðûâíîãî âõîäà â íåéðîíû ÷åðåç àêòè-
âèðîâàííûå NMDA-êàíàëû. Íàêîïëåíèå Na2+ äîëæíî
áûòü òåì áîëüøå, ÷åì áîëüøå óðîâåíü ýêñïðåññèè
NMDA-ðåöåïòîðîâ, à ñëåäîâàòåëüíî, èõ ïëîòíîñòü ðàñ-
ïîëîæåíèÿ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå íåéðîíîâ. Òàêèì
îáðàçîì, ðàçëè÷èå â íåéðîïðîòåêòîðíîì äåéñòâèè Mg2+

íà «ìîëîäûå» è «çðåëûå» íåéðîíû ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ
îñëàáëåíèåì Mg2+-áëîêà â ðåçóëüòàòå íàêîïëåíèÿ è çíà-
÷èòåëüíîãî ïîâûøåíèÿ êîíöåíòðàöèè Na+ â «çðåëûõ»
íåéðîíàõ. Â äàëüíåéøåì ýòî äîëæíî ñîïðîâîæäàòüñÿ
âõîäîì âîäû â íåéðîíû è ñîçäàíèåì óñëîâèé äëÿ èõ ãè-
áåëè ïî òèïó íåêðîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 02-04-49685 è 05-04-49789).
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ÌÈÐÎÂÀÍÈß ÏÐÅÄÐÀÑÏÎËÎÆÅÍÍÎÑÒÈ Ê ÏÓËÜ-
ÌÎÍÎÊÀÍÖÅÐÎÃÅÍÅÇÓ. © Å. Â. Àíòîíöåâà,
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Ãåí K-ras ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâ-
íûõ ìîäåëåé äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ íàñëåäñòâåííîé
ïðåäðàñïîëîæåííîñòè ê ðàçâèòèþ îïóõîëåé ëåãêèõ, ïî-
ñêîëüêó îí èäåíòèôèöèðîâàí êàê ãåí, äåòåðìèíèðóþ-
ùèé ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ïóëüìîíîêàíöåðîãåíåçó ó ÷åëî-
âåêà è æèâîòíûõ. Ìóòàöèè â ýòîì ãåíå âñòðå÷àþòñÿ ïðè-
ìåðíî â 25—50 % îïóõîëåé ëåãêèõ ó ÷åëîâåêà (Johnson
et al. Nature, 2001, 410: 1111—1116) è ïðèìåðíî â
60—95 % îïóõîëåé ëåãêèõ ó ìûøè (Matzinger et al. Gene,
1997, 188: 261—269), ïðè÷åì ëîêàëèçîâàíû îíè ïî÷òè
èñêëþ÷èòåëüíî â òðåõ «ãîðÿ÷èõ» òî÷êàõ — êîäîíàõ 12,
13 è 61 (Minamoto et al. Cancer Detect. Prevent., 2000, 24:
1—12). Èçâåñòíî, ÷òî ó ìûøè íà èõ ôîðìèðîâàíèå îêà-
çûâàþò âëèÿíèå SHPs â èíòðîíå 2 ýòîãî ãåíà (Chen et al.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 1994, 91: 1589—1593). Íàìè
âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ó ëèíèé ìûøåé Mus musculus,
ïðåäðàñïîëîæåííûõ ê ðàçâèòèþ ðàêà ëåãêèõ, SHPs â íà-
÷àëå èíòðîíà 2 ãåíà K-ras îáðàçóþò ïîòåíöèàëüíûé êîì-
ïîçèöèîííûé ýëåìåíò, ñîñòîÿùèé èç îäíîãî ñàéòà ñâÿ-
çûâàíèÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè GATA-6 è äâóõ ñàéòîâ

ñâÿçûâàíèÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè NF-Y. Óñòàíîâëåíî,
÷òî SHPs, õàðàêòåðíûå äëÿ ìûøåé M. musculus óñòîé÷è-
âûõ ëèíèé, ðàçðóøàþò ñàéò GATA-6, à õàðàêòåðíûå äëÿ
óñòîé÷èâûõ ëèíèé ìûøåé M. spretus — ñàéò NF-Y. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ýòè æå òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû (NF-Y è
GATA-6) ñâÿçûâàþòñÿ ñ êîìïëåêñíûì ñàéòîì, âûÿâëåí-
íûì â ýêçîíå 1 ãåíà K-ras â ðàéîíå êîäîíà 12, ìóòàöèè â
êîòîðîì ïðèâîäÿò ê ðàçâèòèþ ðàêà. Â ïîëüçó ôóíêöèî-
íàëüíîé çíà÷èìîñòè âûÿâëåííûõ êîìïîçèöèîííûõ ýëå-
ìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò òîò ôàêò, ÷òî ïðè ââåäåíèè æè-
âîòíûì ëåãî÷íûõ êàíöåðîãåíîâ 3�-ìåòèëõîëàíòðåíà è
íèòðîçîýòèëìî÷åâèíû ïðîèñõîäèò óñèëåíèå ñâÿçûâàíèÿ
ôàêòîðîâ NF-Y è GATA-6 ñ îáíàðóæåííûìè êîìïëåêñ-
íûìè ñàéòàìè òîëüêî ó ïðåäñòàâèòåëåé ÷óâñòâèòåëüíûõ
ëèíèé. Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîêàçàíî,
÷òî íàáëþäàåìûé ýôôåêò íå ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà K-ras. Ñêîðåå âñåãî, âûÿâëåííûå
êîìïîçèöèîííûå ýëåìåíòû NF-V/GATA-6, ðàñïîëàãàÿñü
íà äîñòàòî÷íî áëèçêîì äðóã ê äðóãó ðàññòîÿíèè, ïðè-
âîäÿò ê ëîêàëüíûì èçìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå õðîìàòèíà,
êîòîðûå è ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé âûñîêîé èçáèðàòåëüíî-
ñòè îáðàçîâàíèÿ àääóêòîâ ÄÍÊ-êàíöåðîãåí èìåííî â êî-
äîíå 12. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ðàéîí êîäîíà 12 ãåíà K-ras
÷åëîâåêà òàêæå ñîäåðæèò êîìïîçèöèîííûé ýëåìåíò
NF-V/GATA-6. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îòêðûâàþò íî-
âûå ïåðñïåêòèâû äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèç-
ìîâ âîçíèêíîâåíèÿ ñàéòíàïðàâëåííûõ ãåííûõ ìóòàöèé,
à òàêæå äëÿ ðàçâèòèÿ ïðåäñòàâëåíèé î ðîëè ðåãóëÿòîð-
íûõ áåëêîâ â èíèöèàöèè è ðàçâèòèè êàíöåðîãåííîãî ïðî-
öåññà. Ïîëó÷åííûå äàííûå òàêæå èìåþò çíà÷åíèå äëÿ
âûÿñíåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ ãåíåòè÷åñêîé ïðåäðàñ-
ïîëîæåííîñòè ê ïóëüìîíîêàíöåðîãåíåçó.

ÀÍÀËÈÇ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÑÀÒÅËËÈÒÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÌÛØÖ ÊÐÛÑ ÐÀÇÍÎÃÎ ÂÎÇÐÀÑÒÀ.
© Î. Â. Áàëàí Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñê-
âà, olga_b81@inbox.ru.

Ñàòåëëèòíûå êëåòêè â ìûøöàõ âçðîñëîãî îðãàíèçìà
ôîðìèðóþò ñòàáèëüíûé ñàìîîáíîâëÿþùèéñÿ ïóë è ïðè-
íèìàþò ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ðîñòà è âîññòàíîâëåíèÿ ìû-
øå÷íîé òêàíè â íîðìå è ïðè ïîâðåæäåíèè. Â îïðåäå-
ëåííûõ óñëîâèÿõ ñàòåëëèòíûå êëåòêè ñïîñîáíû äàâàòü
íåñêîëüêî ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè: ìèîãåííóþ, àäèïî-
ãåííóþ è îñòåîãåííóþ. Çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ — ïîëó÷å-
íèå è èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå èçó÷åíèå êóëüòóðû ñàòåë-
ëèòíûõ êëåòîê, à òàêæå àíàëèç êëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿð-
íûõ ìåõàíèçìîâ äèôôåðåíöèðîâêè ñàòåëëèòíûõ êëåòîê
è ìèîáëàñòîâ, âûäåëåííûõ èç ìûøö êðûñ íà ðàçíûõ ñòà-
äèÿõ îíòîãåíåçà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç êóëü-
òóðû êëåòîê, âûäåëåííûõ èç áåäðåííîé ìûøöû 5—7-ñó-
òî÷íîé êðûñû è âçðîñëîãî æèâîòíîãî, âûÿâèë íàëè÷èå
ñàòåëëèòíûõ êëåòîê (îêîëî 80 %) è îäíîÿäåðíûõ ìèî-
áëàñòîâ. Èçâåñòíî, ÷òî â ñàòåëëèòíûõ êëåòêàõ ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ êàê ñòàíäàðòíûå ìàðêåðû ñòâîëîâûõ êëåòîê
(CD34, Msx-1 è C-Met), òàê è ñïåöèôè÷åñêèå ìàðêåðû
(Pax7 è MNF). Â íàøåé ðàáîòå èäåíòèôèêàöèþ ñàòåëëèò-
íûõ êëåòîê ïðîâîäèëè ïî ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêîãî
ÿäåðíîãî ìàðêåðà Pax7. Áåëêîâûé ïðîäóêò ãåíà Pax7 —
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, ó÷àñòâóþùèé â ïðîöåññàõ
ñàìîîáíîâëåíèÿ è ïîääåðæàíèÿ ïóëà ñàòåëëèòíûõ êëå-
òîê. Ìèîáëàñòû âûÿâëÿëè ïî ýêñïðåññèè öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîãî áåëêà äåñìèíà. Àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèå ìèî-
áëàñòû îäíîâðåìåííî ñ äåñìèíîì ýêñïðåññèðîâàëè ñòàí-
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äàðòíûé ìàðêåð ïðîëèôåðàöèè Ki67. Äèôôåðåíöèðîâêà
ñàòåëëèòíûõ êëåòîê ïî ìèîãåííîìó ïóòè âêëþ÷àåò â
ñåáÿ àêòèâàöèþ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê è èõ àñèììåòðè÷íîå
äåëåíèå. Â ðåçóëüòàòå ïîñëåäíåãî îäíà êëåòêà îñòàåòñÿ
íåäèôôåðåíöèðîâàííîé è ñîõðàíÿåò ñòàòóñ ñòâîëîâîé
êëåòêè, à äðóãàÿ äàåò íà÷àëî ìèîáëàñòàì. Îáðàçîâàâøèå-
ñÿ ìèîáëàñòû àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþò, çàêîí÷èâøèå äå-
ëåíèå ìèîáëàñòû ñëèâàþòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì ìíîãîÿäåð-
íûõ ìèîòóá, ñèíòåçèðóþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèå ìûøå÷íûå
áåëêè òåðìèíàëüíîé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè, îáðàçó-
þòñÿ ìèîôèáðèëëû. Ïîñêîëüêó ñëèÿíèå è äèôôåðåíöè-
ðîâêà êëåòîê ìèîãåíîâîãî ðÿäà ðåãóëèðóþòñÿ âíåêëåòî÷-
íûì Ca2+, êóëüòóð ñàòåëëèòíûõ êëåòîê è ìèîáëàñòîâ èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10—14 è 21 ÷ è 1 ñóò â ñðåäå F-12 ñ
äîáàâëåíèåì ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ)
ñ ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèåé Ca2+, à òàêæå â ñðåäå DMEM
ñ äîáàâëåíèåì ÝÒÑ ñ ïîñòîÿííî âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé
Ca2+. Ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ âíåêëåòî÷íîãî Ca2+ (äî
1.25 ìÌ) íàáëþäàëîñü ñëèÿíèå ìèîáëàñòîâ ñ îáðàçîâà-
íèåì äâóÿäåðíûõ êëåòîê. Îäíàêî ýêñïðåññèè ñïåöèôè-
÷åñêèõ ìàðêåðîâ ìèîôèáðèëë (òÿæåëûå è ëåãêèå öåïè
ìèîçèíà), ñâèäåòåëüñòâóþùåé î ìèîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêå, íå îòìå÷àëîñü. Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè âíå-
êëåòî÷íîãî Ca2+ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðèâîäèò ê ãè-
ïåðïîëÿðèçàöèè ìåìáðàí ìèîáëàñòîâ êàê íåïîñðåäñò-
âåííî, òàê è ÷åðåç àêòèâàöèþ K+-êàíàëîâ. Ýêñïðåññèÿ
K+-êàíàëîâ è ñîïðîâîæäàåìàÿ èìè ãèïåðïîëÿðèçàöèÿ
ìåìáðàíû èíèöèèðóþò àêòèâàöèþ Ca2+-êàíàëîâ T-òèïà.
Â ðåçóëüòàòå ïîâûøàåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ Ca2+, ïðèâîäÿùàÿ ê çàïóñêó ñïåöèôè÷åñêîãî ñèãíà-
ëüíîãî ïóòè, îïîñðåäîâàííîãî ÷åðåç îáðàçîâàíèå êîìï-
ëåêñà êàëüìîäóëèí—êàëüöèíåðèí è äåôîñôîðèëèðîâàíèå
NFAT3 (ÿäåðíûé ôàêòîð, àêòèâèðóþùèé T-êëåòêè).
Ýòîò ñèãíàëüíûé ïóòü çàïóñêàåò, êàê èçâåñòíî, ïðîöåññ
äèôôåðåíöèðîâêè. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â ñðåäå ñ
ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèåé Ca2+ (2.0 ìÌ) ïðèâîäèëî ê
îáðàçîâàíèþ ìíîãîÿäåðíûõ ìèîòóá (7—10-å ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ), à âïîñëåäñòâèè (10—14-å ñóò) — ê ýêñïðåñ-
ñèè òÿæåëûõ è ëåãêèõ öåïåé ìèîçèíà, õàðàêòåðíûõ äëÿ
òåðìèíàëüíîé ñòàäèè ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðè
ñðàâíåíèè äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ïîòåíöèé ìîæíî ñäå-
ëàòü âûâîä î òîì, ÷òî âûðàæåííàÿ ñïîñîáíîñòü ê äèôôå-
ðåíöèðîâêå ñàòåëëèòíûõ êëåòîê è ìèîáëàñòîâ èç ìûøö
íîâîðîæäåííûõ êðûñ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå õàðàêòåðíà
òàêæå è äëÿ âçðîñëûõ æèâîòíûõ.

ÐÅÀÊÖÈß ÁÅËÊÀ ßÄÐÛØÊÀ ÔÈÁÐÈËËÀÐÈÍÀ ÍÀ
ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅ HgCl2 IN SITU. © Â. Â. Áàðûãèíà,
Ê. À. Ëóêüÿíîâ, Î. Â. Çàöåïèíà. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷å-
ñêîé õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, zatsepin@ibch.ru.

Íàáëþäåíèÿ, ñäåëàííûå çà ïîñëåäíèå ãîäû, ïîçâîëÿ-
þò çàêëþ÷èòü, ÷òî ÿäðûøêî è åãî áåëêè âî ìíîãèõ ñëó-
÷àÿõ îòíîñÿòñÿ ê îñíîâíûì ìèøåíÿì ñòðåññîâûõ âîçäåé-
ñòâèé íà êëåòêè, ïðèâîäÿùèõ ê êëåòî÷íîé ãèáåëè ïóòåì
àïîïòîçà (Rubbi, Milner, 2002; Olson, 2004). Ê ñîåäèíåíè-
ÿì, êîòîðûå ìîãóò îêàçûâàòü ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå íà
ÿäðûøêè è èíäóöèðîâàòü ãèáåëü êëåòîê, îòíîñèòñÿ
HgCl2. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî, ïðîíèêíóâ âíóòðü êëåòîê,
èîíû ðòóòè (II) âçàèìîäåéñòâóþò ñ îñíîâíûì ôàêòîðîì
ïðîöåññèíãà ïðå-ðÐÍÊ — áåëêîì ÿäðûøêà ôèáðèëëàðè-
íîì (36—34 êÄà, pI 8.5; 321 à. ê. ó ÷åëîâåêà), ïðèâîäÿ ê
åãî äåãðàäàöèè. Îáðàçóþùèåñÿ ôðàãìåíòû ôèáðèëëàðè-
íà âûñòóïàþò â êà÷åñòâå àóòîàíòèãåíîâ. Îñîáàÿ «÷óâñò-

âèòåëüíîñòü» ôèáðèëëàðèíà ê HgCl2, âîçìîæíî, ñâÿçàíà
ñ íàëè÷èåì â åãî ìîëåêóëå äâóõ îñòàòêîâ öèñòåèíà,
SH-ãðóïïû êîòîðûõ îáëàäàþò âûñîêèì ñðîäñòâîì ê
èîíàì ðòóòè. Îäíàêî ëèòåðàòóðíûå ñâåäåíèÿ, ïîäòâåðæ-
äàþùèå âîçìîæíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ðòóòè (II) ñ ôèá-
ðèëëàðèíîì â êëåòêàõ in situ, â íàñòîÿùèé ìîìåíò êðàé-
íå îãðàíè÷åííû. Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû —
èçó÷åíèå ïîäâèæíîñòè ôèáðèëëàðèíà â æèâûõ êëåòêàõ
÷åëîâåêà HeLa ïîñëå èõ èíêóáàöèè ñ HgCl2. Êëåòêè HeLa
âðåìåííî òðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäàìè, êîäèðóþùèìè
ôèáðèëëàðèí äèêîãî òèïà ÷åëîâåêà, ñëèòûé ëèáî ñ çåëå-
íûì ôëóîðåñöèðóþùèì áåëêîì GFP (Ëåâèöêèé è äð.,
2004), ëèáî ñ ôîòîàêòèâèðóåìûì áåëêîì Dendra (Gurs-
kaya et al., 2006), à çàòåì ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ
40—150 ìêÌ HgCl2. Â êîíòðîëüíûõ (íåîáðàáîòàííûõ)
êëåòêàõ õèìåðíûé ôèáðèëëàðèí ðàñïîëàãàëñÿ â äèñêðåò-
íûõ ÿäðûøêîâûõ çîíàõ, ñîâïàäàþùèõ ñ ìåñòàìè ëîêàëè-
çàöèè ýíäîãåííîãî ôèáðèëëàðèíà, âûÿâëÿåìûõ ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë, à òàêæå ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ìåñòàì ñèíòåçà ðÐÍÊ. Âîçäåéñòâèå HgCl2

ïðèâîäèëî ê ðåçêîìó ïîäàâëåíèþ âêëþ÷åíèÿ ïðåäøåñò-
âåííèêà ñèíòåçà ÐÍÊ áðîìèðîâàííîãî óðèäèíòðèôîñôà-
òà è ìèãðàöèè õèìåðíîãî ôèáðèëëàðèíà èç ÿäðûøêà â
äèñêðåòíûå ôîêóñû â íóêëåîïëàçìå, ñîâïàäàþùèå ñ ýíä-
ðîãåíííûì ôèáðèëëàðèíîì. Èñïîëüçîâàíèå êîíôîêàëü-
íîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèè â ñî÷åòàíèè ñ ìåòîäîì FRAP
(fluorescence recovery after photobleaching) âûÿâèëî çà-
ìåäëåíèå ïîäâèæíîñòè ôèáðèëëàðèíà è èñòîùåíèå åãî
ìîáèëüíîé ôðàêöèè ïîä âîçäåéñòâèåì HgCl2. Ïîñêîëüêó
ìîáèëüíàÿ ôðàêöèÿ ôèáðèëëàðèíà ñîîòâåòñòâóåò àêòèâ-
íîé ôðàêöèè áåëêà (Phair, Misteli, 2000), ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ýòè äàííûå âïåðâûå âûÿâèëè èíãèáèðóþùåå
âëèÿíèå HgCl2 áåëêà ôèáðèëëàðèíà — â æèâûõ êëåòêàõ
÷åëîâåêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 05-04-08131îôè-à è 06-04-49392).

ÂËÈßÍÈÅ ÑÎÎÒÍÎØÅÍÈß ÃÎÌÅÎËÎÃÈ×ÍÛÕ
ÕÐÎÌÎÑÎÌ ÍÀ ÐÅÏÐÎÃÐÀÌÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÃÅÍÎÂ
Nanog, Oct-4 è Lmna Â ÌÅÆÂÈÄÎÂÛÕ ÝÌÁÐÈÎ-
ÍÀËÜÍÛÕ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Í. Ð. Áàòòó-
ëèí,1 Ê. Â. Þäèíà,2 È. Å. Ïðèñòÿæíþê,1 Î. Ë. Ñåðîâ.1
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê,
è 2 Íîâîñèáèðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, battu-
lin@gmail.ñom.

Îäíîé èç ïåðñïåêòèâíûõ ìîäåëåé äëÿ èçó÷åíèÿ ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà ÿâëÿþòñÿ ãèáðèäû, ïîëó÷åí-
íûå îò ñëèÿíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ (ÝÑ) è äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Òàêèå ãèáðèäû ñîõðàíÿþò
ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà ÝÑ-êëåòîê; áîëåå òîãî, ïîä
âëèÿíèåì ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà èçìåíÿþòñÿ ïðî-
ôèëü àêòèâíîñòè ãåíîâ è ýïèãåíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòè-
êè ñîìàòè÷åñêîãî ãåíîìà. Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó-
÷åíèþ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîâ Nanog, Oct-4 è Lmna â
20 ìåæâèäîâûõ ãèáðèäíûõ êëîíàõ ñåðèè HMC, ïîëó÷åí-
íûõ îò ñëèÿíèÿ ÝÑ-êëåòîê Mus musculus è ñïëåíîöèòîâ
M. caroli. Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû Oct-4 (Pou5fl) è
Nanog ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè ðåãóëÿòîðàìè ïëþðèïîòåíò-
íûõ ñâîéñòâ ÝÑ-êëåòîê è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ïðîöåñ-
ñàõ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ, òîãäà êàê ýêñïðåññèÿ ãåíà
Lmna õàðàêòåðíà äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê.
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Íàøå âíèìàíèå áûëî ñôîêóñèðîâàíî íà èçó÷åíèè ýêñ-
ïðåññèè àëëåëåé óêàçàííûõ ãåíîâ ðàçíîãî ðîäèòåëüñêîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ è ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ èõ ïðîìîòîð-
íûõ ðàéîíîâ. Ñîãëàñíî öèòîãåíåòè÷åñêîìó àíàëèçó, õðî-
ìîñîìíûé íàáîð êëîíîâ HMC âàðüèðîâàë îò îêîëîäè-
ïëîèäíîãî äî îêîëîòåòðàïëîèäíîãî. Ðàçëè÷íîå ñîîòíî-
øåíèå ãîìåîëîãîâ â êëîíàõ HMC ïîçâîëÿåò èçó÷àòü
âëèÿíèå ÷èñëà õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà íà ñòå-
ïåíü ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âî
âñåõ 20 êëîíàõ ãèáðèäíûõ êëåòîê ïðèñóòñòâóþò òðàíñ-
êðèïòû ãåíîâ Oct-4 è Nanog, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñî-
õðàíåíèè ïëþðèïîòåíòíîñòè. Îäíàêî â êëîíå HMC6
óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ çíà÷èòåëüíî ñíèæåí ïî
ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè êëîíàìè. Äëÿ äèñêðèìèíàöèè
òðàíñêðèïòîâ ðîäèòåëüñêèõ àëëåëåé ãåíîâ íàìè áûëè
îïðåäåëåíû ïåðâè÷íûå ñòðóêòóðû ôðàãìåíòîâ ýòèõ ãå-
íîâ â ãåíîìå M. caroli è âûÿâëåíû âèäîñïåöèôè÷íûå
ñàéòû ðåñòðèêöèè. Èñïîëüçóÿ ðåñòðèêöèîííûé ïîëèìîð-
ôèçì, ìû ïîêàçàëè ðåàêòèâàöèþ ñîìàòè÷åñêèõ àëëåëåé
ãåíîâ Oct-4 è Nanog, ðàíåå íåàêòèâíûõ â ãåíîìå äèôôå-
ðåíöèðîâàííîãî ïàðòíåðà. Äëÿ àíàëèçà ìåòèëèðîâàíèÿ
áûëè âûáðàíû ó÷àñòêè ïðîìîòîðîâ ãåíîâ Nanog, Oct-4 è
Lmna, ìåòèëèðîâàíèå êîòîðûõ ïîòåíöèàëüíî âëèÿåò íà
èõ àêòèâíîñòü. Äëÿ äèñêðèìèíàöèè àëëåëåé ðàçíîãî ðî-
äèòåëüñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áûëà îïðåäåëåíà ïåðâè÷íàÿ
ñòðóêòóðà ýòèõ ó÷àñòêîâ ó M. caroli. Ñ ïîìîùüþ áèñóëü-
ôèòíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äàííûå ðàé-
îíû ãåíîâ Oct-4 è Nanog èìåþò âûñîêèé óðîâåíü ìåòè-
ëèðîâàíèÿ â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ, òîãäà êàê â
ÝÑ-êëåòêàõ îíè äåìåòèëèðîâàíû. Ïîêàçàíî, ÷òî â ãèá-
ðèäíûõ êëîíàõ HMC1 è HMC2 àëëåëè ãåíîâ Oct-4 è
Nanog ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà îñòàþòñÿ íåìåòè-
ëèðîâàííûìè, òîãäà êàê àëëåëè äèôôåðåíöèðîâàííîãî
ïàðòíåðà ïîäâåðãàþòñÿ äåìåòèëèðîâàíèþ. Óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ãåíà Lmna â ãèáðèäíûõ êëîíàõ çíà÷èòåëüíî ñíè-
æåí ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïëåíîöèòàìè. Àíàëèç ìåòèëèðî-
âàíèÿ ïðîìîòîðà ãåíà Lmna ïîêàçàë, ÷òî îí äåìåòèëèðî-
âàí êàê â ÝÑ, òàê è â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ è
îñòàåòñÿ òàêîâûì â ãèáðèäíûõ êëîíàõ HMC1 è HMC2.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî èíòåãðàöèîííûì ïðîåêòàì 14.2 è 52.2
ÑÎ ÐÀÍ.

ÊÎËÎÍÈÈ ÑÎÊÐÀÙÀÞÙÈÕÑß ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈ-
ÒÎÂ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ÑÅÐÄÖÀ ÍÎÂÎÐÎÆÄÅÍ-
ÍÎÉ ÊÐÛÑÛ. © Ã. Á. Áåëîñòîöêàÿ, Ò. À. Ãîëîâàíîâà,
Í. À. Âàñèëüåâà. Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è
áèîõèìèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, k@iephb.ru.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ñëîæèâøååñÿ ìíåíèå î íåñïîñîá-
íîñòè ïîñòíàòàëüíûõ ñåðäå÷íûõ êëåòîê ê ïðîëèôåðàöèè
ñòàëî ïîäâåðãàòüñÿ ñîìíåíèþ. Äîïîëíèòåëüíî ê ñòàðûì
äàííûì î íàëè÷èè íåçíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ìèòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê âî âçðîñëîì ñåðäöå (Ðóìÿíöåâ, 1982) ïî-
ÿâèëèñü ðàáîòû, äåìîíñòðèðóþùèå ñïîñîáíîñòü êàðäèî-
ìèîöèòîâ ê ïðîäâèæåíèþ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è àêòèâ-
íîìó ìèòîòè÷åñêîìó äåëåíèþ (Kajstura et al., 2000; Leri
et al., 2000; Beltrami et al., 2001). Îïóáëèêîâàíû äàííûå î
ñóùåñòâîâàíèè ñåðäå÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê âî âçðîñ-
ëîì ñåðäöå (Beltrami et al., 2003; Oh et al., 2003; Matsuura
et al., 2004). Ïîêàçàíî ñóùåñòâîâàíèå ñåðäå÷íûõ êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ (side population cells — SP), ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ àíòèãåíû ñòâîëîâûõ êëåòîê (Oh et al.,

2004). Â ñåðèè ðàáîò êàëèôîðíèéñêèõ ó÷åíûõ, èñïîëüçî-
âàâøèõ ýêñïðåññèþ ãåíà Is11 â êà÷åñòâå ìàðêåðà íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ ñåðäå÷íûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ,
áûëè ïðåäñòàâëåíû äàííûå î íàëè÷èè òàêîâûõ â ïîñòíà-
òàëüíûõ ñåðäöàõ êðûñ, ìûøåé è ÷åëîâåêà (Cai et al.,
2003; Lauqwitz et al., 2005). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü â ìèðå
âûÿâëåíû è èçó÷åíû 3 âèäà ñåðäå÷íûõ ðåçèäåíòíûõ êëå-
òîê è êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ Islet1+-ïðåäøåñòâåííè-
êîâ (Lauqwitz et al., 2005), Lin-c-kit+-ñòâîëîâûõ êëåòîê
(Beltrami et al., 2003) è Sca-1+-ñòâîëîâûõ êëåòîê (Oh
et al., 2003). Âñå âàðèàíòû êëåòîê ñïîñîáíû ê äåëåíèþ ñ
îáðàçîâàíèåì ìîíîñëîÿ è ðàçíîé ñòåïåíè äèôôåðåíöè-
ðîâêè ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ íåîíàòàëüíûìè êàðäèî-
ìèîöèòàìè (Lauqwitz et al., 2005), ïðè äåéñòâèè äåêñàìå-
òàçîíà (Beltrami et al., 2003) èëè 5-àçàöèòèäèíà (Oh et al.,
2003). Ïðè ýòîì òîëüêî Lin-c-kit+ ñïîñîáíû îáðàçîâû-
âàòü êîëîíèè, ÷òî ïîäòâåðæäàåò èõ ñõîäñòâî ñî ñòâîëî-
âûìè êëåòêàìè. Â íàøåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðåä-
êîì ðàññåâå (1�105 êë./ìë) ýíçèìàòè÷åñêè âûäåëåííûõ
ñåðäå÷íûõ êëåòîê íîâîðîæäåííîé êðûñû íà ïîâåðõíî-
ñòè ÷àøåê Ïåòðè ê 6—7-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïàðàëëå-
ëüíî ãèïåðòðîôèè îñíîâíîé ÷àñòè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
íàáëþäàåòñÿ îáðàçîâàíèå îò÷åòëèâî âûðàæåííûõ êîëî-
íèé, êîòîðûå ê 10—12-ì ñóò ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê
ñïîíòàííûì ñîêðàùåíèÿì (ïóëüñàöèè). Êëåòêè, íàõî-
äÿùèåñÿ âíóòðè êîëîíèé, ïîêàçàëè ïîñòåïåííîå ïî
ìåðå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîçðåâàíèå ðåöåïòîðîâ íàðóæíîé
ìåìáðàíû è ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, êîòî-
ðîå áûëî îöåíåíî ñ ïîìîùüþ Ca2+-îòâåòîâ íà äåéñòâèå
ðÿäà ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ ñåðäå÷íîé ìûøöû àãîíèñòîâ —
àöåòèëõîëèíà (20 ìêÌ), KCl (120 ìÌ) è êîôåèíà
(5—10 ìÌ). Èçó÷åíèå ìîíîñëîÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
ïîçâîëèëî óæå íà 3-è ñóò âûÿâèòü îáðàçîâàíèå íåçíà÷è-
òåëüíîãî êîëè÷åñòâà êîëîíèé (íå áîëåå 0.001 % îò ÷èñëà
ïîñåÿííûõ êëåòîê). Íà 11-å ñóò ðàçâèòèÿ áûëè çàðåãèñò-
ðèðîâàíû ñïîíòàííî ïóëüñèðóþùèå êîëîíèè ñ ÷àñòîòîé
ñîêðàùåíèÿ 21—25 óä./ìèí. Ïðè ýòîì êëåòêè, íàõîäÿ-
ùèåñÿ âíóòðè êîëîíèé, çíà÷èòåëüíî ìåëü÷å îêðóæàþ-
ùèõ èõ ãèïåðòðîôèðîâàííûõ êàðäèîìèîöèòîâ. Äàëüíåé-
øåå êóëüòèâèðîâàíèå ïîêàçàëî óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû ñî-
êðàùåíèé êîëîíèé êàðäèîìèîöèòîâ äî 35 ñîêðàùåíèé â
1 ìèí íà 18-å ñóò è äî 56 — íà 26-å ñóò ðàçâèòèÿ. Íàì
óäàâàëîñü ïîääåðæèâàòü ñóùåñòâîâàíèå ïóëüñèðóþùèõ
êîëîíèé â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå â òå÷åíèå 1 ìåñ, ïîñëå ÷åãî
ïðîèñõîäèëà èõ ãèáåëü. Ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèè êëå-
òîê ïðè ïîñåâå â 5—10 ðàç îáðàçîâàíèå ðåäêèõ ìèê-
ðîêîëîíèé íå ñîïðîâîæäàëîñü äèôôåðåíöèðîâêîé êëåòîê
â ñîêðàùàþùèåñÿ êàðäèîìèîöèòû, ÷òî, ïî-âèäèìîìó,
ïîäòâåðæäàåò ìíåíèå î íåîáõîäèìîñòè êîíòàêòà êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ñî âçðîñëûìè çðåëûìè êàðäèî-
ìèîöèòàìè (Pfister et al., 2005). Â îòëè÷èå îò ðåçèäåíò-
íûõ ñòâîëîâûõ ñåðäå÷íûõ êëåòîê (èëè êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ), îïèñàííûõ äðóãèìè àâòîðàìè (Beltrami et al.,
2003; Oh et al., 2003; Lauqwitz et al., 2005), âûÿâëåííûå
íàìè êëåòêè ñïîñîáíû ê ôîðìèðîâàíèþ êîëîíèé è ñïîí-
òàííîé äèôôåðåíöèðîâêå â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ.

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

ÈÍÃÈÁÈÒÎÐ ÊÀËÜÌÎÄÓËÈÍÀ ÊÀËÜÌÈÄÎÇÎËÈ-
ÓÌ ÏÎÄÀÂËßÅÒ Na+/Ca2+-ÎÁÌÅÍ Â ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 715
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Îäíîé èç âàæíåéøèõ ôóíêöèé èîíîâ êàëüöèÿ â ìè-
òîõîíäðèÿõ (ÌÕ) ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè âíóò-
ðèìèòîõîíäðèàëüíûõ ôåðìåíòîâ. Ïîâûøåíèå êîíöåíò-
ðàöèè Ca2+ â ìèòîõîíäðèÿõ ([Ca2+]ì) ìîæåò ñòèìóëèðî-
âàòü îêèñëèòåëüíûé ìåòàáîëèçì è ïðîèçâîäñòâî ATP,
êàñêàä îáðàçîâàíèÿ ñòåðîèäîâ, ðåãóëèðîâàòü ïèðîôîñôà-
òàçíóþ àêòèâíîñòü, à òàêæå ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ
èíäóöèðîâàòü îáðàçîâàíèå ìèòîõîíäðèàëüíîé ïðîíèöà-
åìîé ïîðû. Ïðè òðàíñïîðòå Ca2+ ìåíÿþòñÿ ìèòîõîíäðè-
àëüíûé ïîòåíöèàë è ïðîäóêöèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðî-
äà. Ãëàâíûé ìåõàíèçì âûõîäà Ca2+ èç ìèòîõîíäðèé êëå-
òîê ñåðäöà, ìîçãà, ñêåëåòíûõ ìûøö, áóðîãî æèðà,
õðîìàôôèííûõ êëåòîê, êëåòîê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è
áîëüøèíñòâà îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ Na+/Ca2+-îá-
ìåííèê (Na Ca ì

2+ + ), îñíîâíîé ôóíêöèåé êîòîðîãî ÿâëÿ-
åòñÿ ðåãóëÿöèÿ óðîâíÿ [Ca2+]ì. Ñóùåñòâóåò ðÿä èíãèáè-
òîðîâ îáìåííèêà, âêëþ÷àÿ òåòðàôåíèëôîñôîíèé (TPP+),
CGP37157 è êëîíîçåïàì. Èíãèáèðîâàíèå Na Ca ì

2+ + ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè Ca+ â ÌÕ, óñèëèâàåò
îêèñëèòåëüíûé ìåòàáîëèçì è óðîâåíü NAD(P)H. Ìåõà-
íèçìû ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè Na Ca ì

2+ + âî ìíîãîì íåÿñ-
íû. Íà ðîëü ýíäîãåííûõ èíãèáèòîðîâ Na Ca ì

2+ + ïðåòåí-
äóþò àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà è ñâîáîäíûå íåíàñû-
ùåííûå æèðíûå êèñëîòû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî,
÷òî êàëüìîäóëèí (ÊÌ) ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àêòèâíî-
ñòè Na Ca ì

2+ + . Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè Na Ca ì

2+ + ìû èñïîëüçîâàëè Ca2+-ñèãíàëû,
âûçâàííûå àêòèâàöèåé ïóðèíîðåöåïòîðîâ êëåòîê ÀÊÝ è
èíãèáèòîðîì ÊÌ êàëüìèäàçîëèåì (R24571). Ðåãèñòðèðî-
âàëè R24571- è ATP-èíäóöèðîâàííûå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ
[Ca2+]i, [Ca2+]ì, ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ NAD(P)H,
äûõàíèå è ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ÌÕ. Äëÿ èçìåðåíèÿ
[Ca2+]i èñïîëüçîâàëè Indo-1 è Fluo-4. Äëÿ èçìåðåíèÿ
[Ca2+]ì èñïîëüçîâàëè Rhod-2, õëîðòåòðàöèêëèí è ôëóî-
ðåñöåíöèþ NAD(P)H êàê íåïðÿìîé èíäèêàòîð èçìåíå-
íèÿ [Ca2+]ì. Ïîêàçàíî, ÷òî ATP âûçûâàåò òðàíçèòíîå óâå-
ëè÷åíèå [Ca2+]i, [Ca2+]ì è ôëóîðåñöåíöèè NAD(P)H.
Ïðåäâàðèòåëüíîå äîáàâëåíèå èíãèáèòîðîâ Na Ca ì

2+ +

(TPP+ è CGP37157) ìàëî ìåíÿåò ñèãíàë â öèòîçîëå, íî
ïîäàâëÿåò âûõîä Ca2+ èç ÌÕ. Äîáàâëåíèå èîíîìèöèíà
(0.5 ìêÌ) íà ïëàòî Ca2+-ñèãíàëà â ÌÕ âûçûâàåò óìåíü-
øåíèå ôëóîðåñöåíöèè Rhod-2 è NAD(P)H äî èñõîäíîãî
óðîâíÿ, ÷òî îòðàæàåò âûõîä Ca2+ èç ÌÕ. Óâåëè÷åíèå
[Ca2+]ì ñîïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì ñîïðÿæåííîãî äûõà-
íèÿ. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî [Ca2+]ì êîíòðîëè-
ðóåòñÿ àêòèâíîñòüþ Na+/Ca2+-îáìåíà è îïðåäåëÿåò ñêî-
ðîñòü ïðîäóêöèè NAD(P)H è ñêîðîñòü îêèñëèòåëüíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ. Íàáëþäàåìàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó èç-
ìåíåíèåì êîíöåíòðàöèè Ca2+ â ÌÕ, ôëóîðåñöåíöèåé
NAD(P)H è ñêîðîñòüþ ñîïðÿæåííîãî äûõàíèÿ îáúÿñíÿ-
åòñÿ Ca2+-çàâèñèìîé àêòèâàöèåé NAD-çàâèñèìûõ äåãèä-
ðîãåíàç è óâåëè÷åíèåì ïîòîêà ïðîòîíîâ è ýëåêòðîíîâ ÷å-
ðåç äûõàòåëüíóþ öåïü â ÌÕ. Äîáàâëåíèå èíãèáèòîðà
ÊÌ R 24571 âûçûâàåò òðàíçèòíûé Ca2+ñèãíàë â öèòîçîëå
è íåîáðàòèìîå óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè NAD(P)H è
Rhod-2 â êëåòêàõ ÀÊÝ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî R24571
àíàëîãè÷íî CGP37157 èíãèáèðóåò Na Ca ì

2+ + . Èîíîìè-
öèí, êàê è â ñëó÷àå ñ èíãèáèòîðàìè, âûçûâàë âîçâðàùå-
íèå ôëóîðåñöåíöèè NAD(P)H è Rhod-2 ê èñõîäíîìó
óðîâíþ, ÷òî óêàçûâàëî íà óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè
Ca2+ â ÌÕ. Äîáàâëåíèå ðîòåíîíà ñ îëèãîìèöèíîì ïðå-
ïÿòñòâîâàëî íàêîïëåíèþ Ca2+ â ÌÕ. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ

îáðàáîòêà êëåòîê R24571 â êîíöåíòðàöèÿõ, íå ïîâûøàþ-
ùèõ [Ca2+]i, íå ìåíÿëî Ca2+ñèãíàëà íà ATP â öèòîçîëå,
îäíàêî òîðìîçèëî âûõîä Ña2+ èç ÌÕ, èçìåðåííûé ïî
ôëóîðåñöåíöèè NAD(P)H è Rhod-2. Òàêèì îáðàçîì,
R24571 èíãèáèðóåò Na Ca ì

2+ + â ÌÕ êëåòîê ÀÊÝ, ÷òî
óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå ÊÌ â ðåãóëÿöèè åãî àêòèâíîñòè.

ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÁÅËÊÎÂÎÃÎ ÑÎÑÒÀÂÀ ÌÓËÜÒÈ-
ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÕ ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ,
ÂÊËÞ×ÀÞÙÈÕ Â ÑÅÁß ÑÈÃÍÀËÜÍÛÅ ÌÎËÅÊÓ-
ËÛ È ÝËÅÌÅÍÒÛ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ. © Ä. Å. Áîáêîâ,
À. À. Àéçåíøòàäò, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè èçâåñòíî, ÷òî âñå áèîëîãè÷å-
ñêè àêòèâíûå ìîëåêóëû ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ êëåòêîé
âûçûâàþò ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà. Ìåòîäàìè èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè íàìè
ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àëüôà-àêòèíèí-4 è p65 ñîâìå-
ñòíî ëîêàëèçóþòñÿ â öèòîïëàçìå íåñòèìóëèðîâàííûõ
êëåòîê è ñîâìåñòíî ïåðåðàñïðåäåëÿþòñÿ â ÿäðî ïîä äåé-
ñòâèåì ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà è öèòîõàëàçèíà D,
÷òî ãîâîðèò îá èõ ñâÿçè ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì. Èì-
ìóíîïðåöèïèòàöèÿ èç òîòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ïî-
êàçàëà òàêæå, ÷òî p65-ñóáúåäèíèöà NF-kappaB è àëü-
ôà-àêòèíèí-4 îáíàðóæèâàþòñÿ â ñîñòàâå îäíîãî êîìï-
ëåêñà, êîòîðûé îñòàåòñÿ ñòàáèëüíûì íåçàâèñèìî îò
ïðåäîáðàáîòêè êëåòîê ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà
èëè öèòîõàëàçèíîì D, ÷òî äîêàçûâàåò ñóùåñòâîâàíèå
ïðÿìîé èëè îïîñðåäîâàííîé ñâÿçè ìåæäó ýòèìè áåëêà-
ìè. Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåîð-
ãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè àãåíòîâ,
çàïóñêàþùèõ ñèãíàëüíûå ïðîöåññû, ïðîèñõîäèò äîñòà-
òî÷íî áûñòðî, â òå÷åíèå 5—10 ìèí ïîñëå äåéñòâèÿ ëè-
ãàíäà, è ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå ñèã-
íàëüíûå êîìïëåêñû ìîãóò ïðåòåðïåâàòü â òå÷åíèå ýòîãî
âðåìåíè çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â ñâîåì ñîñòàâå. Äëÿ
âûäåëåíèÿ ïîäîáíûõ íåñòàáèëüíûõ áåëêîâûõ êîìïëåê-
ñîâ áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàòèìîé
ñøèâêè áåëêîâ, ïîçâîëÿþùèé ñòàáèëèçèðîâàòü êîìïëåê-
ñû âî âðåìÿ ýêñòðàêöèè. Â ëèòåðàòóðå åñòü äàííûå, îïè-
ñûâàþùèå ïðèìåíåíèå ôîðìàëüäåãèäà äëÿ ñîçäàíèÿ òà-
êèõ ñøèâîê ìåæäó áëèçêî íàõîäÿùèìèñÿ áåëêàìè, à òàê-
æå ìåæäó áåëêàìè è íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè. Íàëè÷èå
òàêèõ ðàáîò ïðèâåëî íàñ ê ïðåäïîëîæåíèþ î âîçìîæíî-
ñòè èñïîëüçîâàíèÿ ôîðìàëüäåãèäà ïðè âûäåëåíèè ïðè-
ìåìáðàííûõ ñèãíàëüíûõ êîìïëåêñîâ, ôîðìèðóþùèõñÿ
íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëà. Äëÿ ïðîâåðêè
âëèÿíèÿ ôîðìàëüäåãèäà íà ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà ìû ïðîâåëè íàáëþäåíèå çà èõ äèíàìèêîé ïîä
âëèÿíèåì ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ôîðìàëüäåãèäà
íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ åãî âîçäåéñòâèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè
âîçäåéñòâèè ôîðìàëüäåãèäà â ñâåðõíèçêèõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ (30 ìêÌ) êëåòêè ëèíèè A431 îñòàþòñÿ æèâûìè è àê-
òèâíî ôóíêöèîíèðóþò, î ÷åì ãîâîðÿò àêòèâíûå ïåðå-
ñòðîéêè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, ïðîèñõîäÿùèå â òå÷åíèå
0.5 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ. Íàìè áûë ðàçðàáîòàí íîâûé ìå-
òîä áûñòðîé ýêñòðàêöèè ïðèìåìáðàííûõ êîìïëåêñîâ áåç
ïîëíîãî ðàçðóøåíèÿ êëåòêè è êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð. Ýòîò
ìåòîä ïðåäóñìàòðèâàåò ïðåäâàðèòåëüíóþ îáðàáîòêó êëå-
òîê ìèêðîìîëÿðíûìè êîíöåíòðàöèÿìè ôîðìàëüäåãèäà
äëÿ ñòàáèëèçàöèè îáðàçóþùèõñÿ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ.
Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ íà íîðìàëüíûõ
è òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû (êëåòêè ëè-
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íèé REF è E-Ras), ïîêàçàëè, ÷òî òðîïîìèîçèí, ïðèíèìà-
þùèé ó÷àñòèå â ïåðåñòðîéêàõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð è
âõîäÿùèé â ñîñòàâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ïîäìåìáðàí-
íûõ êîìïëåêñîâ, âûõîäèò èç êëåòîê ïðè áûñòðîé ýêñò-
ðàêöèè. Íîâûé ïîäõîä ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ âû-
äåëåíèÿ è äðóãèõ ëàáèëüíûõ ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ êîì-
ïëåêñîâ. Ïîëó÷åííûå ïóòåì îáû÷íîé ýêñòðàêöèè ïîñëå
ïðåäîáðàáîòêè êëåòîê 30 ìêÌ ôîðìàëüäåãèäîì ëèçàòû
áûëè ðàçäåëåíû ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè íà êîëîíêå
superose 6HR, à ïîëó÷åííûå ôðàêöèè ïðîàíàëèçèðîâàíû
ìåòîäàìè ýëåêòðîôîðåçà è èììóíîáëîòèíãà. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ñðåäè âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ (áîëåå 400 êÄà)
ôðàêöèé ìîæíî âûäåëèòü ïî êðàéíåé ìåðå îäíó, â ñîñòà-
âå êîòîðîé îäíîâðåìåííî âûÿâëÿåòñÿ íåñêîëüêî öèòî-
ñêåëåòíûõ è ñèãíàëüíûõ áåëêîâ: p65-ñóáúåäèíèöà òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kappaB, àëüôà-àêòèíèí-4,
MEKK1 è òðîïîìèîçèí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå â âèäå
ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ
øêîë (ãðàíò ÍØ-7852.2006.4).

ÏÐÎÈÑÕÎÆÄÅÍÈÅ È ÝÂÎËÞÖÈß ÌÅÉÎÇÀ ÍÀ
ÎÑÍÎÂÅ ÈÍÒÅÃÐÀÖÈÈ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÊËÅÒÎ×ÍÎ-
ÃÎ ÄÅËÅÍÈß È ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÖÈÈ ÄÍÊ. © Þ. Ô. Áîã-
äàíîâ. Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, ubogda-
nov@vigg.ru.

Ðåçóëüòàòû ñîáñòâåííûõ èññëåäîâàíèé è äàííûå ëè-
òåðàòóðû ïîçâîëÿþò ðåêîíñòðóèðîâàòü ïðîöåññû, ïðîèñ-
õîäèâøèå íà êëåòî÷íîì óðîâíå, êîòîðûå ïðèâåëè ê ôîð-
ìèðîâàíèþ ìåéîçà ó îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò ïðèìåðíî
850 ìëí ëåò íàçàä (Áîãäàíîâ. Ãåíåòèêà, 2003, 257:
453—473; Áîãäàíîâ. Îíòîãåíåç, 2004, 35: 415—423; Bog-
danov et al. Int. Rev. Cytol., 2007, 257: 83—142). Äëÿ ðå-
êîíñòðóêöèè ïðèõîäèòñÿ èñïîëüçîâàòü äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå íà îäíîêëåòî÷íûõ ñóì÷àòûõ ãðèáàõ è ìíîãîêëåòî÷-
íûõ ðàñòåíèÿõ è æèâîòíûõ. Ìåéîç êàê ÷àñòü ïîëîâîãî
ïðîöåññà ýóêàðèîò âîçíèê ïóòåì èíòåãðàöèè òðåõ âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ ÿâëåíèé: 1) ïðåîáðàçîâàííîãî â ôîðìó ïëà-
íîâîé ðåêîìáèíàöèè ÿâëåíèÿ ðåïàðàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ
(Marcon, Moens. Bioessays, 2005, 27: 795—808); 2) âîç-
íèêíîâåíèÿ de novo áåëêîâûõ õðîìîñîìíûõ îñåé, çàòåì
ïðåîáðàçîâàâøèõñÿ â ñèíàïòîíåìíûå êîìïëåêñû (Bog-
danov et al. In Silicom Biol., 2003, 3: 173—185; Loidl.
Chromosoma, 2006, 115: 260—272; Kleckner. Chromoso-
ma, 2006, 115: 175—194); 3) ñïåöèôè÷åñêîãî ïðåîáðàçî-
âàíèÿ àïïàðàòà ìèòîçà (Hamant et al. Curr. Biol. 2005, 15:
948—954). Âîïðîñ î ìîíî- èëè ïîëèôèëåòè÷åñêîì âîç-
íèêíîâåíèè ìåéîçà îñòàåòñÿ îòêðûòûì, îäíàêî êëàññè-
÷åñêàÿ ñõåìà ìåéîçà èìååò, ïî-âèäèìîìó, ìîíîôèëåòè-
÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå. Â õîäå ýâîëþöèè íîâîå ñîäåðæà-
íèå âíóòðèêëåòî÷íûõ ÿâëåíèé ìîãëî ñëîæèòüñÿ ïóòåì
ìóòàöèé, èçìåíèâøèõ ñòðóêòóðó ôåðìåíòîâ è ñòðóêòóð-
íûõ áåëêîâ, à òàêæå «ïåðåòàñîâêè» äîìåíîâ ñòðóêòóð-
íûõ áåëêîâ. Îäíàêî â õîäå âîçíèêíîâåíèÿ õðîìîñîìíûõ
îñåé è ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ èìåë ìåñòî ìíîãîñòó-
ïåí÷àòûé ïðîöåññ ïîÿâëåíèÿ íîâûõ áåëêîâ. Ïðîãðàììà
ðåïàðàöèè ñëó÷àéíûõ ïîâðåæäåíèé ìîëåêóë ÄÍÊ ïóòåì
ðåêîìáèíàöèè ñ íîðìàëüíîé ÄÍÊ-ìàòðèöåé (âîçíèêøàÿ
ó ýóáàêòåðèé îêîëî 3.5 ìëðä ëåò íàçàä) ó ýóêàðèîò ïðå-
îáðàçîâàëàñü â ïëàíîâóþ ðåêîìáèíàöèþ ãîìîëîãè÷íûõ
õðîìîñîì (è ôîðìèðîâàíèÿ õèàçì). Ìåéîòè÷åñêàÿ ðå-
êîìáèíàöèÿ çàïóñêàåòñÿ â òåõ óñëîâèÿõ, êîãäà íåîáõîäè-

ìî «ñïàñåíèå» ãåíîìà ïóòåì ãàïëîèäèçàöèè (ñïîðóëÿöèè
è äðóãèõ âàðèàíòîâ íà÷àëà ïîëîâîãî ïðîöåññà). Â ïðå-
äûñòîðèè âîçíèêíîâåíèÿ ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ,
ïî-âèäèìîìó, ñíà÷àëà ñôîðìèðîâàëñÿ ñïåöèôè÷íûé äëÿ
ìåéîçà êîãåçèíîâûé êîìïëåêñ, ñêðåïëÿþùèé ïðîôàçíûå
ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû, è âîçíèêëè «ëèíåéíûå ýëå-
ìåíòû» õðîìîñîì (íàïðèìåð, ó Schizosaccharomyces pom-
be), à çàòåì èìåë ìåñòî ñëàáîñåëåêòèâíûé ïðîöåññ íà-
êîïëåíèÿ íåêîíñåðâàòèâíûõ ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ, ôîð-
ìèðóþùèõ ñèíàïòîíåìíûé êîìïëåêñ â ðàçíûõ öàðñòâàõ
ýóêàðèîò (Bogdanov et al. In Silicom Biol., 2003, 3:
173—185). Èññëåäîâàíèå êîãåçèíîâ ñîâðåìåííûõ îðãà-
íèçìîâ ïîçâîëÿåò ïîëàãàòü, ÷òî êëþ÷åâîé è ñïåöèôè÷-
íûé äëÿ ìåéîçà êîãåçèí Rec8 ðàñòåíèé, ãðèáîâ, áåñïî-
çâîíî÷íûõ è ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ñôîðìèðîâàëñÿ
ïóòåì ïåðåòàñîâêè áåëêîâûõ äîìåíîâ ñîìàòè÷åñêîãî êî-
ãåçèíà Rad21 è ÷òî ýòè äîìåíû êîíñåðâàòèâíû âî âñåõ
öàðñòâàõ ýóêàðèîò (Ãðèøàåâà è äð. Ìîëåêóëÿð. áèîë.,
2007, ò. 41, ¹ 3). Ïðèíöèïèàëüíàÿ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ìåéîçà (èç ñóùåñòâîâàâøåãî ðàíåå ìèòîçà) ïåðåñòðîéêà
àïïàðàòà êèíåòè÷åñêèõ ñòàäèé êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ ñî-
ñòîÿëà â òîì, ÷òî ãèäðîëèç êîãåçèíà Rec8 â öåíòðîìåð-
íîì ðàéîíå õðîìîñîì âî âðåìÿ ïåðâîãî äåëåíèÿ ìåéîçà
îêàçàëñÿ çàáëîêèðîâàííûì ñ ïîìîùüþ âîçíèêøèõ
de novo ìåéîç-ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà øóãîøè-
íîâ. Øóãîøèíû ðåãóëèðóþò ãèäðîëèç êîãåçèíà Rec8 ïó-
òåì åãî îáðàòèìîãî äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ. Áëîê ãèäðîëè-
çà êîãåçèíîâ â öåíòðîìåðíîì ðàéîíå ñòàë ïåðâûì óñëî-
âèåì, îáåñïå÷èâøèì ìîíîïîëÿðíîñòü êèíåòîõîðîâ, è
ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû ñòàëè îòõîäèòü ê îäíîìó ïîëþ-
ñó. Ìîíîïîëÿðíîñòü êèíåòîõîðîâ â ïåðâîì äåëåíèè ìåé-
îçà â ñîâîêóïíîñòè ñ õèàçìàìè îáåñïå÷èëà ðåäóêöèîí-
íûé õàðàêòåð ýòîãî êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ. Øóãîøèíû åñòü
ó âñåõ èçó÷åííûõ íà èõ ïðèñóòñòâèå â ìåéîçå ýóêàðèîò
(Bogdanov et al. Int. Rev. Cytol., 2007, 257: 83—142; Ha-
mant et al. Curr. Biol., 2005, 15: 948—954).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49052) è ïî ïðîãðàììå ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Áèîðàçíîîáðàçèå è äèíàìèêà ãåíîôîíäîâ».

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ
ÕÐÎÌÎÑÎÌ Â ÎÎÃÅÍÅÇÅ ÍÅÊÎÒÎÐÛÕ ÍÀÑÅÊÎ-
ÌÛÕ. © Ä. Ñ. Áîãîëþáîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dmitr@mail.cytspb.rssi.ru.

Â îîãåíåçå ìíîãèõ (îäíàêî äàëåêî íå âñåõ) æèâîòíûõ
õðîìîñîìû îîöèòà íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè îîãåíåçà
êîíäåíñèðóþòñÿ è ôîðìèðóþò òàê íàçûâàåìóþ êàðèî-
ñôåðó, èëè êàðèîñîìó. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ôîðìèðîâàíèå êà-
ðèîñôåðû ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì òðàíñêðèïöèîí-
íîé àêòèâíîñòè õðîìîñîì, îäíàêî âî ìíîãèõ ðàáîòàõ
ïðåæíèõ ëåò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíîãäà êàðèîñôåðà ïðî-
äîëæàåò âêëþ÷àòü 3H-óðèäèí, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íå-
ïîëíîé èíàêòèâàöèè ãåíîìà îîöèòà â ýòîò ïåðèîä. Âïåð-
âûå íà îîöèòàõ íàñåêîìûõ, èìåþùèõ ÿè÷íèêè ìåðîèñòè-
÷åñêîãî òèïà ðàçëè÷íîãî ñòðîåíèÿ (ïîëèòðîôíîãî è
òåëîòðîôíîãî), óäàëîñü ïðîñëåäèòü äèíàìèêó òðàíñ-
êðèïöèîííîé àêòèâíîñòè õðîìîñîì, ñîáðàííûõ â êà-
ðèîñôåðó, ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêöèé â îîïëàçìó 5-áðî-
ìîóðèäèí-5�-òðèôîñôàòà (áðîìî-ÓÒÔ). Â êà÷åñòâå îáú-
åêòîâ èññëåäîâàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû îîöèòû
æóêà-÷åðíîòåëêè Tenebrio molitor (Coleoptera-Polyphaga:

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 717



Tenebrionidae) è ñêîðïèîííèöû Panorpa communis (Me-
coptera: Panorpidae). Ïîêàçàíî, ÷òî ÿäðî îîöèòà äî ôîð-
ìèðîâàíèÿ â íåì êàðèîñôåðû òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíî.
Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ åå ôîðìèðîâàíèÿ (ïðåâèòåëëîãå-
íåç) â íåé âñå åùå îáíàðóæèâàþòñÿ íåìíîãî÷èñëåííûå
ó÷àñòêè, âêëþ÷àþùèå áðîìî-ÓÒÔ. Îäíàêî êàðèîñôåðà,
çàêàí÷èâàþùàÿ ñâîå ðàçâèòèå (ïîçäíèé âèòåëëîãåíåç),
íå âêëþ÷àåò áðîìî-ÓÒÔ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîì ïðåêðàùåíèè ñèíòåçà ÐÍÊ â îîöèòàõ èñ-
ñëåäîâàííûõ âèäîâ íàñåêîìûõ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ îîãå-
íåçà. Äàííûå âûâîäû ïîäòâåðæäàþòñÿ ñ ïîìîùüþ èììó-
íîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë
ê íåêîòîðûì ôàêòîðàì òðàíñêðèïöèè è ïðîöåññèíãà
ìÐÍÊ: ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå II, ìàëûì ÿäåðíûì ÐÍÏ ñïëàé-
ñèíãà, SR-áåëêó SC35. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà ñòàäèè, ïðåä-
øåñòâóþùåé ôîðìèðîâàíèþ êàðèîñôåðû, ýòè ôàêòîðû
ïðåèìóùåñòâåííî àññîöèèðîâàíû ñ ïåðèõðîìàòèíîâûìè
ôèáðèëëàìè, ÿâëÿþùèìèñÿ, êàê èçâåñòíî, ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì âûðàæåíèåì ïåðâè÷íûõ òðàíñêðèïòîâ ìÐÍÊ, îäíà-
êî íà ïîçäíèõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ êàðèîñôåðû îíè ïåðåðàñ-
ïðåäåëÿþòñÿ èç ïåðèõðîìàòèíîâûõ ó÷àñòêîâ ÿäðà â ðàç-
ëè÷íûå ýêñòðàõðîìîñîìíûå ÿäåðíûå òåëüöà.

Ðàáîòà ïîñâÿùåíà ïàìÿòè îäíîãî èç ñòàðåéøèõ ñî-
òðóäíèêîâ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ ìîåãî ó÷èòåëÿ
ïðîô. Ì. Í. Ãðóçîâîé, ïîñâÿòèâøåé âñþ æèçíü èññëåäî-
âàíèþ êàðèîñôåðû è ýêñòðàõðîìîñîìíûõ âíóòðèÿäåð-
íûõ îðãàíåëë îîöèòîâ. Èññëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïðîâåäåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì îáî-
ðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â
ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48904) è ïî ïðîãðàììå ïîä-
äåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ãðàíò ÍØ-1125.2006.4).

ÈÍÂÀÇÈÂÍÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÎÃÎ
ØÒÀÌÌÀ E. coli, ÏÐÎÄÓÖÅÍÒÀ ÌÅÒÀËËÎÏÐÎÒÅÈ-
ÍÀÇÛ ÃÐÈÌÅËÈÇÈÍÀ, ÎÃÐÀÍÈ×ÅÍÍÎ ÐÀÑÙÅ-
ÏËßÞÙÅÉ ÀÊÒÈÍ. © Å. Ñ. Áîæîêèíà,1 Ñ. Þ. Õàéòëèíà,1
Ò. Àäàì.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, bozhokina@yahoo.com, è 2 Èíñòèòóò ìèêðî- áèî-
ëîãèè è ãèãèåíû, Áåðëèí, Ãåðìàíèÿ, thomas.adam@chari-
te.de.

Ïðîöåññ ïðîíèêíîâåíèÿ áàêòåðèé â ýóêàðèîòè÷åñêèå
êëåòêè îñíîâàí íà âçàèìîäåéñòâèè áàêòåðèàëüíûõ ôàê-
òîðîâ ñ ñèãíàëüíûìè ñèñòåìàìè êëåòêè è öèòîñêåëåòîì.
Ïîýòîìó èññëåäîâàíèå èíâàçèè áàêòåðèé ÿâëÿåòñÿ ìîäå-
ëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ëèãàíä-ðåöåïòîðíûõ îòíîøåíèé, ðîëè
öèòîñêåëåòà â ïåðåäà÷å ñèãíàëà è ñáîðêå àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð êëåòêè. Êðîìå òîãî, ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê
èíâàçèè ìîæåò áûòü ïîêàçàòåëåì ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñî-
ñòîÿíèÿ êëåòêè ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ è ñòåïåíè
åå òðàíñôîðìèðîâàííîñòè. Èññëåäóÿ èíâàçèâíóþ àêòèâ-
íîñòü áàêòåðèé, ñîäåðæàùèõ àêòèí-ñïåöèôè÷åñêóþ ìå-
òàëëîïðîòåèíàçó ECP32, ìû âûÿâèëè êîððåëÿöèþ ìåæäó
ïîÿâëåíèåì ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ñïîñîáíî-
ñòüþ áàêòåðèé ïðîíèêàòü â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè (Ef-
remova et al., 2001; Åôðåìîâà è äð., 2004). ×òîáû äîêà-
çàòü ó÷àñòèå ïðîòåàçû ECP32 â èíâàçèè, íåîáõîäèìî âû-
ÿñíèòü, ïîÿâëÿåòñÿ ëè ñïîñîáíîñòü ê èíâàçèè ïðè
ââåäåíèè ãåíà ïðîòåàçû â íåèíâàçèðóþùèå áàêòåðèè.

ECP32 ÿâëÿåòñÿ ìèíîðíûì áåëêîì áàêòåðèé, èäåíòèôè-
öèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ðóòèííûõ ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ
òåñòîâ êàê E. coli A2 (Khaitlina et al., 1991). Ðàíåå î÷èñòêà
íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà ôåðìåíòà ïîçâîëèëà îïðåäåëèòü
åãî N-êîíöåâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (Martveyev et al.,
1996). Îäíàêî ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íå áûëà íàéäåíà â
ãåíîìå, ÷òî çàòðóäíèëî ïîèñê ãåíà ïðîòåàçû ECP32 è
ïðèâåëî ê äîïîëíèòåëüíîìó èññëåäîâàíèþ ñèñòåìàòè÷å-
ñêîãî ïîëîæåíèÿ øòàììà A2. Ðåçóëüòàòû 47 áèîõèìè÷å-
ñêèõ òåñòîâ ñèñòåìû VITEK2 (BioM *erieux) è ñåêâåíèðî-
âàíèå ãåíà 16S-ìÐÍÊ ïîêàçàëè, ÷òî øòàìì A2 ñõîäåí ñ
áàêòåðèåé Serratia grimesii èëè ýòè áàêòåðèè èäåíòè÷íû.
Äëÿ îáíàðóæåíèÿ ãåíà ïðîòåàçû â øòàììå A2 è â ðåôå-
ðåíòíîì øòàììå S. grimesii DSMZ 30063 áûëà èñïîëüçî-
âàíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ïðîòåàëèçèíà íåäàâíî
îõàðàêòåðèçîâàííîé ìåòàëëîïðîòåàçû S. proteamaculans,
N-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîé ñõîäíà ñ N-êîí-
öåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ECP32 (Demidyuk et al.,
2006). Áåëîê, êîäèðóåìûé îáíàðóæåííûì ãåíîì, ñîäåð-
æèò 50-àìèíîêèñëîòíûé ïðîïåïòèä, çà êîòîðûì ñëåäóåò
ôðàãìåíò, ãîìîëîãè÷íûé N-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ECP32. È ïîëíûé, è óêîðî÷åííûé (íå ñîäåðæàùèé
ïðîïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè) ãåíû èç øòàììîâ
S. grimesii DSMZ 30063 è A2 áûëè êëîíèðîâàíû è ýêñ-
ïðåññèðîâàíû â E. coli K12. Èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè ýòèõ
ãåíîâ ñ ïîìîùüþ IPTG óâåëè÷èâàëà äîëþ ïîëèïåïòèäîâ
ñ ìîë. ìàññàìè 37 è 32 êÄà äî 50—60 % áåëêà ñîîòâåòñò-
âóþùåãî ëèçàòà. Ëèçàòû áàêòåðèé, â êîòîðûõ ýêñïðåññè-
ðîâàëñÿ ïîëíûé ãåí, ðàñùåïëÿëè àêòèí ñ îáðàçîâàíèåì
ôðàãìåíòà 36 êÄà, N-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòî-
ðîãî Val-Met-Val-Gly-Met-Gln ñîîòâåòñòâóåò ñàéòó ðàñ-
ùåïëåíèÿ àêòèíà Gly 42-Val 43 ïðîòåàçîé ECP32 (Khait-
lina et al., 1991). Àíàëîãè÷íî ðàñùåïëÿþò àêòèí ëèçàòû
áàêòåðèé øòàììà S. grimesii DSMZ 30063. Ïðîòåîëèç àê-
òèíà èíãèáèðóåòñÿ ÝÄÒÀ è î-ôåíàíòðîëèíîì, ÷òî â ñî-
÷åòàíèè ñ ïðèñóòñòâèåì â ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå áåëêà
Zn-ñâÿçûâàþùåãî ìîòèâà ïîçâîëÿåò îòíåñòè ôåðìåíò ê
êëàññó ìåòàëëîïðîòåèíàç. Òàêèì îáðàçîì, ïðîòåèíàçà,
îáíàðóæåííàÿ íàìè â S. grimesii è íàçâàííàÿ ãðèìåëèçè-
íîì, ñõîäíà ñ ïðîòåàçîé ECP 32 ïî ðÿäó ñâîéñòâ, âêëþ-
÷àÿ ñïîñîáíîñòü îãðàíè÷åííî ðàñùåïëÿòü àêòèí. Äëÿ
èçó÷åíèÿ èíâàçèâíûõ ñâîéñòâ áàêòåðèé, ñèíòåçèðóþùèõ
ïðèðîäíûé è ðåêîìáèíàíòíûé ãðèìåëèçèí, êëåòêè ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû ãîðòàíè Hep-2 èíêóáèðîâàëè ñ
áàêòåðèÿìè ðåôåðåíòíîãî øòàììà S. grimesii èëè ðåêîì-
áèíàíòíîãî øòàììà E. coli K12 è àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Ïðè ýòîì â äâóõ ñå-
ðèÿõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ áàêòåðèè îáîèõ øòàì-
ìîâ îáíàðóæèâàëèñü â öèòîïëàçìå êëåòîê. Áàêòåðèè
êîíòðîëüíîãî øòàììà E. coli K12 ñ ïëàçìèäîé, íå ñîäåð-
æàùåé ãåíà ãðèìåëèçèíà, â êëåòêè Hep-2 íå ïðîíèêàëè.
Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äàííûõ îá èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè
ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà ïðîâîäèòñÿ êîëè÷åñòâåííûé
àíàëèç èíâàçèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49604) è àññîöèàöèè INTAS (ãðàíò 05-109-5363).

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÓËÜÒÐÀÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎÉ
ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ È ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ ÃÈÁÐÈÄ-
ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ, ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÏÐÈ ÑËÈßÍÈÈ ÝÌ-
ÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ È ÔÈÁÐÎ-
ÁËÀÑÒÎÂ. © À. À. Áîëòåíãàãåí, Í. Â. Ãóáàíîâà, Å. À. Êè-
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çèëîâà, Å. Â. Êèñåëåâà, À. Ã. Øèëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, alxshilov@mail.ru.

Èçâåñòíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ ñ ýìáðèîíàëüíû-
ìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ìîæíî ðåïðîãðàììèðîâàòü
ÿäðà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê äî ïëþðèïîòåíòíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ. Äëÿ àíàëèçà ìåõàíèçìîâ è ïîñëåäñòâèé ýòîãî ñëîæ-
íîãî ïðîöåññà â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâîäèëè ñðàâíè-
òåëüíîå èññëåäîâàíèå ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé è ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòîê
êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ, ÝÑ-êëåòîê, à òàêæå ñòàáèëüíûõ
ãèáðèäîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè èõ ñëèÿíèè. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè ìûøèíûå ÝÑ-êëåòêè ëèíèè HM-1, êëåòêè êóëüòó-
ðû ïåðâè÷íûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøåé ëè-
íèè DD/c è ãèáðèäíûå êëåòêè ñòàáèëüíûõ êëîíîâ HESF
1-1 è HESF4-1. Îöåíêó ïëþðèïîòåíòíîñòè ýòèõ ãèáðèä-
íûõ êëîíîâ ïðîâîäèëè ïîñðåäñòâîì ãèñòîëîãè÷åñêîãî
àíàëèçà òåðàòîì, îáðàçîâàííûõ ïîñëå ïîäêîæíîé èíúåê-
öèè êëåòîê áåñòèìóñíûì ìûøàì. Èññëåäîâàíèå ïîëó-
òîíêèõ è óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ ïîêàçàëî, ÷òî ôèáðîáëà-
ñòû ïðåäñòàâëåíû îäèíî÷íûìè êëåòêàìè è ñîäåðæàò âñå
îðãàíåëëû, òèïè÷íûå äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê:
óïëîùåííîå ÿäðî, áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìèòîõîíäðèé,
ðàçâèòûå ÝÏÐ è ÀÃ, ëèçîñîìû. ÝÑ-êëåòêè ðàñòóò êîëî-
íèÿìè, ïðåäñòàâëÿþùèìè ñîáîé îáîñîáëåííûå, ÷àñòî
ìíîãîñëîéíûå ãðóïïû êëåòîê. Ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ
êîëîíèé ìîæíî óñëîâíî ðàçäåëèòü íà òðè ñòàäèè: 1) îä-
íîñëîéíûå êîëîíèè, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ñëåãêà âûòÿ-
íóòûå êëåòêè, ñîäåðæàùèå êðóïíîå ñâåòëîå ÿäðî è óìå-
ðåííîå êîëè÷åñòâî öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îðãàíåëë;
2) äâóõ-òðåõñëîéíûå êîëîíèè, ñîñòîÿùèå èç óïëîùåí-
íûõ ïîâåðõíîñòíûõ êëåòîê è öåíòðàëüíûõ îêðóãëûõ êëå-
òîê ñ áîëüøèì ÿäðîì è êîìïàêòíûì õðîìàòèíîì, ñðåäè
êîòîðûõ ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè íà ñòàäèè ìèòîçà;
3) ìíîãîñëîéíûå êîëîíèè, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé íàè-
áîëåå ãåòåðîãåííóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê, âêëþ÷àþùóþ â
ñåáÿ óïëîùåííûå ïîâåðõíîñòíûå êëåòêè, è öåíòðàëüíûå
êëåòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ìîðôîëîãèè è îòäåëåííûå îò
ïîâåðõíîñòíûõ êëåòîê ñëîåì âíåêëåòî÷íîãî ãîìîãåííî-
ãî ìàòðèêñà. Öåíòðàëüíûå êëåòêè ôîðìèðóþò ãðóïïû
òåñíî êîíòàêòèðóþùèõ ìåæäó ñîáîé êëåòîê, îòäåëåííûõ
äðóã îò äðóãà øèðîêèì ìåæêëåòî÷íûì ïðîñòðàíñòâîì.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîðôîëîãèÿ êîëîíèé ãèáðèäîâ è
ÝÑ-êëåòîê ñõîäíû. Â òåðàòîìàõ, ïîëó÷åííûõ îò èñõîäíîé
ëèíèè ÝÑ-êëåòîê HM-1, îáíàðóæåíû ïðîèçâîäíûå âñåõ
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ: îðîãîâåâàþùèé ýïèòåëèé è
ãëèÿ, ðàçëè÷íûå òèïû ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, õðÿù, êîñòü,
ìûøöû, æèðîâàÿ è ëèìôîèäíàÿ òêàíè, ðåñíèò÷àòûé, æå-
ëåçèñòûé è êèøå÷íûé ýïèòåëèè. Ãèáðèäíûå êëåòêè ïîêà-
çàëè ñíèæåíèå ñïåêòðà äèôôåðåíöèðîâêè â ñòîðîíó ìåçî-
äåðìàëüíîãî ëèñòêà. Òàêèì îáðàçîì, ãèáðèäíûå êëåòêè,
ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê è ôèáðîáëàñòîâ, ñõîäíû ñ ðîäèòåëüñêèìè ýìá-
ðèîíàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ïî ïîâåäåíèþ â êóëü-
òóðå, ìîðôîëîãèè êîëîíèé è ïëþðèïîòåíòíîñòè.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎ ÍÅ ÑÂßÇÀÍÍÛÉ È ÑÂßÇÀÍÍÛÉ
ÀËÜÔÀ-ÀÊÒÈÍÈÍ Â ÊËÅÒÊÀÕ A431. © À. Áîëüøàêîâà,1
Î. Ïåòóõîâà,1 Ë. Òóðîâåðîâà,1 Ä. Òåíòëåð,1 Ê.-Å. Ìàã-
íóññîí,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Óíèâåðñèòåò ã. Ëèí÷åïèíãà, Øâåöèÿ.

Àëüôà-àêòèíèíû îòíîñÿòñÿ ê ñåìåéñòâó àêòèíñâÿçû-
âàþùèõ áåëêîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ ñøèâàíèþ F-àêòèíà â

ïó÷êè è ñâÿçûâàíèþ F-àêòèíà ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íîé. Îïèñàíû ÷åòûðå èçîôîðìû àëüôà-àêòèíèíîâ ñ ìîë.
ìàññîé 100 êÄà. Àëüôà-àêòèíèíû 1 è 4 ÿâëÿþòñÿ íåìû-
øå÷íûìè ôîðìàìè. Îñîáåííûì ñâîéñòâîì àêòèíèíà 4
ÿâëÿåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü òðàíñëîöèðîâàòüñÿ â ÿäðî, ãäå
îí ìîæåò ÿâëÿòüñÿ êîôàêòîðîì ðÿäà òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ. Ïîëó÷åííûå ðàíåå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî â êëåòêàõ A431 ìîãóò âûÿâëÿòüñÿ ðàçëè÷íûå
ôóíêöèè äëÿ èçîôîðì àëüôà-àêòèíèíîâ. Îñîáûé èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿåò îáíàðóæåíèå ôðàãìåíòà àëüôà-àêòèíè-
íà — áåëêà ñ ïîäâèæíîñòüþ 73 êÄà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áî-
ëåå äåòàëüíîãî ïðåäñòàâëåíèÿ î ëîêàëèçàöèè è ðàñïðåäå-
ëåíèè èçîôîðì àëüôà-àêòèíèíà ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ
ìåæäó ñóáêëåòî÷íûìè ôðàêöèÿìè áûëî ïðîâåäåíî ôðàê-
öèîíèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ Qproteome
Cell Compartment Kit (Qiagen) äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàêöèè
íåñâÿçàííûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ, ìåìáðàííûõ
áåëêîâ, áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ öèòîñêåëåòîì, à òàêæå áåë-
êîâ ÿäåðíîé ëàìèíû. Äëÿ àíàëèçà ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ
àëüôà-àêòèíèíîâ â ÿäðå áûëî ïðåäïðèíÿòî ôðàêöèîíè-
ðîâàíèå èçîëèðîâàííûõ ÿäåð. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà ðàñïðåäåëåíèå ýòèõ áåëêîâ àíà-
ëèçèðîâàëè êëåòêè A431, êóëüòèâèðóåìûå îáû÷íûì îá-
ðàçîì íà ïëàñòèêå, êëåòêè â ñóñïåíçèîííîì ñîñòîÿíèè è
ïîñëå ðàñïëàñòûâàíèÿ èõ íà ôèáðîíåêòèíå. Ïîêàçàíî,
÷òî áåëêè ñ ïîäâèæíîñòüþ 100 êÄà, óçíàâàåìûå ïîëè-
êëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè, ïîëó÷åííûìè ê N-êîíöåâîìó
ïåïòèäó àêòèíèíà 4, îáíàðóæèâàëèñü âî âñåõ ôðàêöèÿõ
ïîñëå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ âûøåóêàçàííîãî
íàáîðà ðåàêòèâîâ è ÿäåðíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ. Äîëÿ
ôðàãìåíòîâ ñ ïîäâèæíîñòüþ 72 êÄà áûëà óâåëè÷åíà âî
ôðàêöèÿõ íåñâÿçàííûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ìåìáðàí-
íûõ áåëêîâ. Â ÿäåðíîé ôðàêöèè òàêæå îáíàðóæèâàëèñü
áåëêè ñ ïîäâèæíîñòüþ 150 êÄà è áîëåå íèçêîìîëåêóëÿð-
íûå áåëêè ñ ïîäâèæíîñòüþ 40—60 êÄà, âçàèìîäåéñò-
âóþùèå ñ ýòèìè àíòèòåëàìè. Ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ê àêòèíèíó 1 (àíòèòåëà clone BM-75.2, Sig-
ma) îáíàðóæèâàëñÿ áåëîê ñ ïîäâèæíîñòüþ 100 êÄà âî
âñåõ ôðàêöèÿõ ïîñëå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ
Qproteome Cell Compartment Kit. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò îáíàðóæåíèå ïîëíîðàçìåðíîãî àêòèíèíà 1 âî
ôðàêöèè ÿäåðíîé ëàìèíû. Âìåñòå ñ òåì ýòè àíòèòåëà íå
îáíàðóæèâàëè ôðàãìåíòà ñ ïîäâèæíîñòüþ 72 êÄà íè â
ÿäåðíîé, íè â öèòîñêåëåòíîé ôðàêöèÿõ. Àäãåçèÿ ê ôèáðî-
íåêòèíó ñîïðîâîæäàëàñü óâåëè÷åíèåì äîëè ïîëíîðàçìåð-
íîãî áåëêà 100 êÄà — àêòèíèíîâ 1 è 4 — â öèòîñêåëåòíîé
ôðàêöèè. Ê òàêîìó æå ðåçóëüòàòó ïðèâîäèëî âîçäåéñòâèå
ÝÔÐ. Êðîìå òîãî, âîçäåéñòâèå ÝÔÐ èçìåíÿëî ñîîòíîøå-
íèå àêòèíèíîâ 1 è 4 ìåæäó ôðàêöèÿìè èçîëèðîâàííûõ
ÿäåð. Ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà ôèáðîíåêòèíå ïðèâîäèëî
ê óâåëè÷åíèþ äîëè áåëêà 72 êÄà â ìåìáðàííîé ôðàêöèè.
Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà çàòðàãè-
âàåò ìåìáðàííóþ, ÿäåðíóþ è öèòîñêåëåòíóþ ôðàêöèè è
íå èçìåíÿåò ôðàêöèþ íåñâÿçàííûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
áåëêîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî âëèÿíèå
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ïðèâîäèëî ê áîëåå çíà÷èòåëüíûì
èçìåíåíèÿì â ðàñïðåäåëåíèè àêòèíèíîâ â ìåìáðàííîé,
öèòîñêåëåòíîé è ÿäåðíîé ôðàêöèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ âîç-
äåéñòâèåì ÝÔÐ, à ðàñïðåäåëåíèå ìåæäó ôðàêöèÿìè áåëêà
72 êÄà ïðîèñõîäèëî ðàçëè÷íûì îáðàçîì äëÿ àêòèíèíîâ 1
è 4 ïðè äàííûõ âîçäåéñòâèÿõ, âîçìîæíî ââèäó ðàçëè÷íûõ
ôóíêöèé ýòèõ äâóõ èçîôîðì àëüôà-àêòèíèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå â âèäå
ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 719



øêîë, 2006—2007 (ÍØ-7852.2006.4) è ãðàíòà ïî ïðî-
ãðàììå Visby Øâåäñêîãî èíñòèòóòà.
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À. Â. Ðîäèîíîâ,2 À. Â. Çåëåíèí.1 1 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿð-
íîé áèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, chrom@eimb.ri è 2 Áîòàíè-
÷åñêèé èíñòèòóò ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Alexander_Ro-
dionov@pobox.spbu.ru.

Ñèñòåìàòèêà çëàêîâ ñ äâóõõðîìîñîìíûìè ãåíîìàìè
íå âïîëíå ÿñíà. Òàê, ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Zingeria òðàäè-
öèîííî îòíîñÿò ê òðèáå AVENEAE, à ðîäà Calpodium —
ê òðèáå POEAE. Îäíàêî ðÿä ñèñòåìàòèêîâ ñ÷èòàþò, ÷òî
Zingeria è Calpodium ôèëîãåíåòè÷åñêè áëèçêè è ôîðìè-
ðóþò îòäåëüíóþ òðèáó. Ïðåäïîëàãàþò òàêæå, ÷òî ïîëè-
ïëîèäíûå ïðåäñòàâèòåëè Zingeria è Calpodium ñ 2n 8 è 12
ìîãëè âîçíèêíóòü â ðåçóëüòàòå ìåæâèäîâîé ãèáðèäèçà-
öèè Zingeria bibersteiniana è Calpodium spp. Êàðèîòèïû
Z. bibersteiniana (Claus) P. Smirn. (2n = 4), Z. trichopoda
(2n = 8) è Calpodium versicolor (Stev.) Schmalh (2n = 4)
áûëè èçó÷åíû ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ âûñîêîðàçðåøàþùå-
ãî äèôôåðåíöèàëüíîãî C- è DAPI-îêðàøèâàíèÿ è FISH ñ
ÄÍÊ-çîíäàìè 5S- è 45S-ðèáîñîìíûõ ãåíîâ. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ïðè C-îêðàøèâàíèè ó Z. bibersteiniana âûÿâëÿþò-
ñÿ êðóïíûå ïðèöåíòðîìåðíûå è ìåëêèå èíòåðêàëÿðíûå
áëîêè ãåòåðîõðîìàòèíà, â òî âðåìÿ êàê ó C. versicolor
ïðèöåíòðîìåðíûå áëîêè çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, à èíòåðêà-
ëÿðíûå C-áëîêè íåñêîëüêî êðóïíåå. Íåñìîòðÿ íà íåêîòî-
ðûå ðàçëè÷èÿ â ðàçìåðàõ, ðàñïîëîæåíèå èíòåðêàëÿðíûõ
áëîêîâ â õðîìîñîìàõ Z. bibersteiniana è C. versicolor ñîâ-
ïàäàåò. Ñðàâíåíèå õðîìîñîì Z. trichopoda ñ õðîìîñîìà-
ìè Z. bibersteiniana è C. versicolor ïîêàçàëî, ÷òî ðèñóíêè
C-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì 1 è 2 Z. trichopoda è Z. bibers-
teiniana èìåþò çíà÷èòåëüíîå ñõîäñòâî. Îäíàêî â õðîìî-
ñîìàõ Z. trichopoda íåò êðóïíûõ ïðèöåíòðîìåðíûõ
C-áëîêîâ, êàê ó Z. bibersteiniana. Ýòè ðåçóëüòàòû õîðîøî
ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè FISH (Kotseruba et al.,
2003) — âûÿâëåíî ñõîäñòâî äâóõ ïàð õðîìîñîì Z. tricho-
poda ñ õðîìîñîìàìè Z. bibersteiniana. Ðèñóíîê C-îêðàñ-
êè õðîìîñîì 3 è 4 Z. trichopoda ñõîäåí ñ òàêîâûì ó
C. versicolor. Îäíàêî ðàçìåðû íåñêîëüêèõ èíòåðêàëÿð-
íûõ C-áëîêîâ çíà÷èòåëüíî áîëüøå ó Z. trichopoda â ñðàâ-
íåíèè ñ C. versicolor. FISH âûÿâèë ñàéò 45S-ãåíîâ â ïðè-
öåíòðîìåðíîì ðàéîíå õðîìîñîì 1 è 5S-ãåíîâ â êîðîò-
êîì ïëå÷å õðîìîñîìû Z. bibersteiniana. Ó Z. trichopoda
45S-ãåíû ëîêàëèçîâàíû â äëèííîì ïëå÷å õðîìîñîìû 3, à
5S-ãåíû — â êîðîòêèõ ïëå÷àõ õðîìîñîì 2 è 4, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò ëèòåðàòóðíûì äàííûì. Êðîìå òîãî, ó îáîèõ
âèäîâ öèíãåðèé ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ ìíîæåñòâåííûå ìè-
íîðíûå ñàéòû, ðàñïðåäåëåííûå ïî âñåé äëèíå õðîìîñîì-
íûõ ïëå÷. Ó èññëåäîâàííîãî íàìè îáðàçöà C. versicolor
èç Òåáåðäèíñêîãî çàïîâåäíèêà 45S- è 5S-ãåíû êîëîêàëè-
çîâàíû â äëèííîì ïëå÷å õðîìîñîìû 1 è â ìèíîðíîì ñàé-
òå õðîìîñîìû 2. Òàêîå ðàñïîëîæåíèå ñàéòîâ ðèáîñîì-
íûõ ãåíîâ îòëè÷àåòñÿ îò îïèñàííîãî ðàíåå â êàðèîòèïå
îáðàçöà ýòîãî âèäà ñ Âîñòî÷íîãî Êàâêàçà (Kotseruba et
al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû FISH-àíàëèçà óêà-
çûâàþò íà íàëè÷èå äèâåðãåíöèè C. versicolor â èçîëèðî-
âàííûõ ïîïóëÿöèÿõ. Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîä-
òâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå îá îáùíîñòè ïðîèñõîæäåíèÿ
äâóõõðîìîñîìíûõ çëàêîâ Z. bibersteiniana è C. versicolor
è î ïðîèñõîæäåíèè Z. trichopoda â ðåçóëüòàòå îòäàëåí-

íîé ãèáðèäèçàöèè ïðåäêîâûõ âèäîâ Z. bibersteiniana è
C. versicolor.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-08-33607 è 07-04-00268).

ÂÛßÂËÅÍÈÅ ÃÅÍÎÂ-ÌÈØÅÍÅÉ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈ-
ÎÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎÐÎÂ FOXA, ÂÎÂËÅ×ÅÍÍÛÕ Â ÌÅ-
ÕÀÍÈÇÌ ÈÕ ÎÏÓÕÎËÅÑÓÏÐÅÑÑÎÐÍÎÃÎ ÄÅÉÑÒ-
ÂÈß. © Ë. Î. Áðûçãàëîâ, Í. È. Åðøîâ, Ä. Þ. Îùåïêîâ,
Â. È. Êàëåäèí, Ò. È. Ìåðêóëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è
ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ðàíåå íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëÿõ õèìè÷åñêîãî
ãåïàòîêàíöåðîãåíåçà íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèîííûå ôàêòîðû FOXA (ïî ñòàðîé íîìåíêëàòó-
ðå — HNF3), èãðàþùèå êëþ÷åâóþ ðîëü â äèôôåðåíöè-
ðîâêå êëåòîê ïå÷åíè (Schrem et al., 2002), ÿâëÿþòñÿ âåñü-
ìà âåðîÿòíûìè êàíäèäàòàìè íà ðîëü òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ
îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ (Merkulova et al., 2005). Â äàí-
íîé ðàáîòå ñ öåëüþ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà îïóõîëåñóï-
ðåññîðíîãî äåéñòâèÿ FOXA ïðåäïðèíÿò ïîèñê ãåíîâ-ìè-
øåíåé ýòèõ ôàêòîðîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ ìîãóò ó÷àñòâî-
âàòü â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è(èëè)
àïîïòîçà. Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî â ïå÷åíè âçðîñëûõ
ìûøåé íàáëþäàåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêîâ
ñåìåéñòâà FOXA, à â òêàíÿõ ïî÷êè èõ ýêñïðåññèÿ îòñóò-
ñòâóåò, èç áàçû äàííûõ Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) íàìè áûëî îòîáðàíî
686 ãåíîâ, óðîâåíü ýêñïðåññèè êîòîðûõ â ïå÷åíè îòëè-
÷àëñÿ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà îò òàêîâîãî â ïî÷êàõ. Ìîæíî
îæèäàòü, ÷òî ýòà âûáîðêà îáîãàùåíà ãåíàìè-ìèøåíÿìè
FOXA. Çàòåì èç íèõ áûëî âûáðàíî 40 ãåíîâ, ïðîäóêòû
êîòîðûõ, ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, ìîãóò èìåòü îò-
íîøåíèå ê àïîïòîçó è êëåòî÷íîìó öèêëó. Ñ ïîìîùüþ ìå-
òîäà SITECON (Oschepkov et al., 2004) â ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿõ ïðîìîòîðíûõ ðàéîíàõ ýòèõ ãåíîâ (îò –5000 äî
+1000 ï. í. îòíîñèòåëüíî ñòàðòà òðàíñêðèïöèè) áûë ïðî-
âåäåí ïîèñê ïîòåíöèàëüíûõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ FOXA.
Òàê êàê ðåãóëÿòîðíûå ðàéîíû èçâåñòíûõ ãåíîâ-ìèøåíåé
FOXA, êàê ïðàâèëî, ñîäåðæàò ïî íåñêîëüêó áëèçêîðîä-
ñòâåííûõ FOXA-ñàéòîâ, â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ãå-
íîâ-ìèøåíåé ýòèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ íàìè
ðàññìàòðèâàëèñü òîëüêî ãåíû, â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ êî-
òîðûõ íàõîäèëèñü êëàñòåðû èç 2 è áîëåå FOXA-ñàéòîâ
(íå ìåíåå 2 ñàéòîâ íà 50 ï. í.). Òàêèõ ãåíîâ îêàçàëîñü 15.
9 ïðåäñêàçàííûõ ñàéòîâ èç ýòèõ ãåíîâ áûëè ïðîâåðåíû
ìåòîäîì çàäåðæêè â ãåëå. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè
äâóõöåïî÷å÷íûå îëèãîíóêëåîòèäû, ñîîòâåòñòâóþùèå
ïðåäñêàçàííûì ñàéòàì, è GST-ñëèòûå áåëêè, ñîäåðæà-
ùèå ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå äîìåíû FOXA3 ìûøè è FOXA2
êðûñû. 7 ñàéòîâ èç 9 âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ ðåêîìáèíàíò-
íûìè áåëêàìè, ïðè ýòîì ñâÿçûâàíèå 3 èç íèõ áûëî ñðàâ-
íèìî ñî ñâÿçûâàíèåì èçâåñòíîãî FOXA-ñàéòà èç ïðîìî-
òîðà ãåíà òðàíñòèðåòèíà ìûøè. Ñàìûì ñèëüíûì ñàéòîì
ñâÿçûâàíèÿ äëÿ FOXA îêàçàëàñü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñî-
äåðæàùàÿ ÷åòûðåõêðàòíûé ïîâòîð òåòðàíóêëåîòèäà
GTTT. Ïîäîáíûå ïîâòîðû áûëè îáíàðóæåíû â 13 ãåíàõ,
ïðè÷åì â 11 ãåíàõ îíè âõîäèëè â êëàñòåðû ïîòåíöèàëü-
íûõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ FOXA. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
FOXA íà ýêñïðåññèþ íàéäåííûõ ïîòåíöèàëüíûõ ãå-
íîâ-ìèøåíåé áûëà èñïîëüçîâàíà ìîäåëü ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ æèâîòíûõ, â ïå÷åíè êîòîðûõ ñíèæàåòñÿ àêòèâ-
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íîñòü ýòîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà â ðåçóëüòàòå îá-
ðàáîòêè ãåïàòîêàíöåðîãåíàìè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ââåäåíèå îðòîàçîàìèíîòîëóîëà (ÎÀÒ) 12-ñóòî÷íûì ìû-
øàì ëèíèè ICR ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè FOXA è â äàëüíåéøåì ê
ðàçâèòèþ îïóõîëåé ïå÷åíè. Ïîýòîìó ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè íàìè áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå ââåäåíèÿ
ÎÀÒ 12-ñóòî÷íûì ìûøàì ICR íà ýêñïðåññèþ 6 ãåíîâ,
ñîäåðæàùèõ êëàñòåðû ñàéòîâ FOXA: Creb3l3 (ñÀÌÐ res-
ponsive element binding protein 3-like 3), Ppp2r5d (protein
phosphatase 2, regulatory subunit B — B56, delta isoform),
Cdc73 (V cell division cycle 73), Paf1/RNA ((polymerase II
complex component, homolog (S. cerevisiae)), Cul2 (Cul-
lin2), Ptk2b (protein tyrosine kinase 2 beta). Íàèáîëåå ñèëü-
íî íà ââåäåíèå ÎÀÒ ðåàãèðîâàëè ãåíû Cul2 è Cdc73.
Ýêñïðåññèÿ ãåíà Cul2 óâåëè÷èëàñü â 10 ðàç, Cdc73 — â
5 ðàç. Ýêñïðåññèÿ îñòàëüíûõ ãåíîâ èçìåíÿëàñü çíà÷èòå-
ëüíî ñëàáåå. Ïðîäóêò ãåíà Cul2 ãóëëèí 2 ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç êîìïîíåíòîâ E3 óáèêâèòèí-ïðîòåèí-ëèãàçíîãî êîì-
ïëåêñà. Îí ñïîñîáåí, ïîäàâëÿÿ èíãèáèòîð CKI-1, àêòèâè-
ðîâàòü CDK, ïîçâîëÿÿ êëåòêå ïåðåõîäèòü èç G1-ôàçû â
S-ôàçó, òåì ñàìûì ñïîñîáñòâîâàòü ïðîëèôåðàöèè (Feng
et al., 1999). Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâëåíèå åãî ýêñïðåññèè
FOXA áåëêàìè ìîæåò ïðèâîäèòü ê îïóõîëåñóïðåññîðíî-
ìó ýôôåêòó è, íàîáîðîò, åãî àêòèâàöèÿ ïðè ïîäàâëåíèè
àêòèâíîñòè FOXA áåëêîâ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü îáðàçî-
âàíèþ îïóõîëåé ïå÷åíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00441).
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Èåðàðõè÷åñêèå îòíîøåíèÿ âíóòðè ïîïóëÿöèè ïîëè-
ïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòàëè ïðåäìåòîì ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
àíàëèçà. Îïðåäåëåíû òðè îñíîâíûõ êðèòåðèÿ ÌÑÊ (Do-
minici et al., 2006): àäãåçèÿ ê ïëàñòèêó â ñòàíäàðòíûõ
êóëüòóðàëüíûõ óñëîâèÿõ, ýêñïðåññèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ïî-
âåðõíîñòåé àíòèãåíîâ (ôåíîòèï), ñïîñîáíîñòü ÌÑÊ ê
äèôôåðåíöèðîâêå in vitro â îñòåîáëàñòû, àäèïîöèòû è
õîíäðîáëàñòû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè îñîáåí-
íîñòè àäãåçèè ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëûõ
êðûñ è ìûøåé, à òàêæå èç ïå÷åíè 17-ñóòî÷íûõ ïëîäîâ
êðûñ ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà. ÌÑÊ
áûëè âûäåëåíû ìåòîäîì, ïîçâîëÿþùèì âûðàùèâàòü â
âèäå äèñêðåòíûõ êîëîíèé ôèáðîëàñòîïîäîáíûå êëåòêè,
èçó÷àòü ñâîéñòâà è ó÷èòûâàòü êîëè÷åñòâî êîëîíèåîáðà-
çóþùèõ ñòðîìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (ÊÎÅ-Ô), ñîäåðæà-
ùèõñÿ â ãåìîïîýòè÷åñêèõ îðãàíàõ (Ôðèäåíøòåéí, 1973,
1980). Àäãåçèÿ ê ïëàñòèêó è äðóãèì ïîâåðõíîñòÿì —
ñâîéñòâî ðîäîíà÷àëüíûõ ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííè-
êîâ, íåîáõîäèìîå äëÿ èçîëÿöèè è ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê.
Ìíîãèå àâòîðû ïðèâîäÿò ðàçëè÷íîå âðåìÿ, íåîáõîäèìîå
äëÿ àäãåçèè ÌÑÊ ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà
(90 ìèí, 1—2 ÷, 1 èëè 4—7 ñóò è ò. ä.), ïîñëå ÷åãî íåïðè-
êðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿþò âî âðåìÿ ñìåíû ñðåäû, à
ñðåäè ïðèêðåïèâøèõñÿ îáðàçóþò ê 10—14-ì ñóò in vitro
êëîíû-êîëîíèè. Íèæå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëå-

äîâàíèÿ êîëîíèåîáðàçîâàíèÿ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ïî-
ëîâîçðåëûõ êðûñ è ìûøåé â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè
àäãåçèè ê ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêîâîãî ìàòðàñà. ×åðåç 2 è
4 ÷, 1, 2, 4 è 7 ñóò ïîñëå ýêñïëàíòàöèè ñóñïåíçèè êîñòíî-
ìîçãîâûõ êëåòîê íàðÿäó ñ íåïðèêðåïèâøèìèñÿ êëåòêàìè
öåëèêîì ïåðåíîñèëè â íîâûå ïðîíóìåðîâàííûå ïëàñòè-
êîâûå ìàòðàñû, à ìàòðàñû ñ ïðèêðåïèâøèìèñÿ êëåòêà-
ìè çàëèâàëè ñâåæåïðèãîòîâëåííîé ïîëíîé ðîñòîâîé ñðå-
äîé. Íà 8-ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ àäãåçèâíûõ è íåàäãåçèâ-
íûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé âî âñåõ ñðîêàõ íàáëþäåíèé
ïðîâîäèëè ñìåíó ñðåäû, ôèêñèðîâàëè êóëüòóðû íà
11—12-å ñóò ðîñòà. Ñðàâíåíèå ÷èñëåííîñòè àäãåçèâíûõ
ïîïóëÿöèé ñâèäåòåëüñòâóåò î ìàêñèìàëüíîì óâåëè÷åíèè
ÊÎÅ-Ô èç êîñòíîãî ìîçãà êàê êðûñû, òàê è ìûøè íà
7-å ñóò in vitro. ×èñëåííîñòü ÊÎÅ-Ô èç íåàäãåçèâíûõ ïî-
ïóëÿöèé êîñòíîãî ìîçãà êðûñû òàêæå óâåëè÷èâàåòñÿ ê
8-ì ñóò in vitro, íî ÊÎÅ-Ô èç êîñòíîãî ìîçãà ìûøè, íà-
îáîðîò, ñíèæàåòñÿ îò 2 ÷ ê 8-ì ñóò äî åäèíè÷íûõ êîëî-
íèé. Â äðóãîé ãðóïïå îïûòîâ êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè êîñò-
íîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëûõ êðûñ è ýìáðèîíàëüíîé ïå÷å-
íè 17-ñóòî÷íûõ ïëîäîâ êðûñ âûðàùèâàëè â ïåðâè÷íîé
êóëüòóðå 7 ñóò, ïîñëå ÷åãî íå ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ïëàñòè-
êó êëåòêè ñî ñðåäîé áûëè ïåðåíåñåíû â íîâûå ïðîíóìå-
ðîâàííûå ïëàñòèêîâûå ìàòðàñû, à âûðîñøèå íà 8-å ñóò
êîëîíèè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è ýìáðèî-
íàëüíîé ïå÷åíè ôèêñèðîâàëè. Â äàëüíåéøåì êàæäûå
7 ñóò ðîñòà íåàäãåçèâíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà è ýì-
áðèîíàëüíîé ïå÷åíè ïî àíàëîãèè ñ ïðåäûäóùåé ñõå-
ìîé ïåðåíîñèëè â íîâûå ïëàñòèêîâûå ìàòðàñû. Ïîëíîå
èñòîùåíèå ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ïëàñòèêîì
èç êîñòíîãî ìîçãà ïðîèçîøëî çà 49 ñóò in vitro (7 íåàäãå-
çèâíûõ êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé). Ñóììàðíîå ÷èñëî êî-
ëîíèé, îáðàçîâàííûõ ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà èç íåàäãå-
çèâíûõ êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé, óâåëè÷èëîñü ïðèáëè-
çèòåëüíî â 6.7 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷èñëîì ÊÎÅ-Ô,
ïîëó÷åííûõ èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû, à ñóììàðíîå ÷èñëî
ÊÎÅ-Ô èç ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè óâåëè÷èëîñü ïðèáëè-
çèòåëüíî â 8.3 ðàçà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî íåàä-
ãåçèâíàÿ ïîïóëÿöèÿ êëîíîãåííûõ êëåòîê èç êðîâåòâîð-
íûõ îðãàíîâ ÿâëÿåòñÿ ðåñóðñîì ÌÑÊ in vitro. Âñå êîëî-
íèè èç íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé êîñòíîãî ìîçãà áûëè
ãåòåðîãåííû ïî ðàçìåðó, â òî âðåìÿ êàê êîëîíèè èç ýìá-
ðèîíàëüíîé ïå÷åíè îòëè÷àëèñü áîëüøîé ãîìîãåííîñòüþ,
à òàêæå ìåíüøèì ðàçìåðîì è ïëîòíîé óïàêîâêîé êëåòîê
â ñîñòàâå êîëîíèè. Ðåçóëüòàòû ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñëó-
æàò îñíîâîé äëÿ àíàëèçà ïðîëèôåðàòèâíîãî è äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëîâ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé
èç êðîâåòâîðíûõ îðãàíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48209) è ïî ïðîãðàììå ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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Â ïîñëåäíèå ãîäû ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÌÑÊ) ïðèâëåêàþò ïðèñòàëüíîå âíèìàíèå ó÷åíûõ â ïåð-
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âóþ î÷åðåäü â ñâÿçè ñ ïåðñïåêòèâàìè èõ ïðèìåíåíèÿ â
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Êàê èçâåñòíî, ÌÑÊ àäãåçèâ-
íû ê ïëàñòèêó è äðóãèì ïîâåðõíîñòÿì (â òîì ÷èñëå ê
áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà). Ðàçíûå êëåòêè ãåòåðî-
ãåííîé ïîïóëÿöèè ÌÑÊ ìîãóò èìåòü íåîäèíàêîâóþ ñïî-
ñîáíîñòü ê àäãåçèè; â ÷àñòíîñòè, èìåþòñÿ äàííûå î ñíè-
æåííîé àäãåçèâíîñòè íàèáîëåå ðàííèõ ñòðîìàëüíûõ
ïðåäøåñòâåííèêîâ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó-
÷åíèå è ñðàâíåíèå àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ, îïðåäåëÿ-
åìûõ ïî êîëè÷åñòâó êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö ôèá-
ðîáëàñòîâ (ÊÎÅ-Ô) êîñòíîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëîé êðûñû
è ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè 16-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé êðû-
ñû. Äëÿ ýòîãî ñóñïåíçèþ êëåòîê ïå÷åíè ýìáðèîíîâ èëè
êîñòíîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëûõ êðûñ ïîìåùàëè â ïëàñòè-
êîâûå êóëüòóðàëüíûå ìàòðàñû, ïîêðûòûå èëè íå ïîêðû-
òûå ôèáðîíåêòèíîì. Ñïóñòÿ 1 èëè 7 ñóò ïðîâîäèëè ñìå-
íó ñðåäû, ïîñëå ÷åãî â íîâûå ìàòðàñû (ñ ôèáðîíåêòèíî-
âûì ïîêðûòèåì èëè áåç íåãî) è òàêæå êóëüòèâèðîâàëè äî
îáðàçîâàíèÿ êîëîíèé. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ïëàñòèêå
á *îëüøàÿ ÷àñòü ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà â 1-å ñóò îñòàâà-
ëàñü â ñóñïåíçèè, íå òåðÿÿ ïðè ýòîì êëîíîãåííîé ñïîñîá-
íîñòè. Ïîñëå ïåðåíîñà â íîâûé ìàòðàñ êëåòêè îáðàçîâû-
âàëè 8.14 ± 0.97 êîëîíèé íà 1 ìëí ïîñàæåííûõ êëåòîê,
òîãäà êàê êëåòêè, ïðèêðåïèâøèåñÿ çà 1 ñóò, — ëèøü
1.92 ± 0.26. Áîëüøèíñòâî æå ÊÎÅ-Ô èç ýìáðèîíàëüíîé
ïå÷åíè çà ýòîò ñðîê ïðèêðåïëÿëèñü ê ñóáñòðàòó (ïðèêðå-
ïèâøèåñÿ êëåòêè äàâàëè 14.58 ± 0.52 êîëîíèé íà 1 ìëí
êëåòîê, íåïðèêðåïèâøèåñÿ — 3.18 ± 0.41). Ïîêðûòèå ïî-
âåðõíîñòè ôèáðîíåêòèíîì ïîâûøàëî àäãåçèâíîñòü êëå-
òîê èç îáîèõ îðãàíîâ. Ïîñëå èíêóáàöèè íà íåì â òå÷åíèå
1 ñóò â ñóñïåíçèè îñòàâàëèñü åäèíè÷íûå ÊÎÅ-Ô (äëÿ êî-
ñòíîãî ìîçãà 0.40 ± 0.17 êîëîíèé íà 1 ìëí êëåòîê, äëÿ
ïå÷åíè — 0.22 ± 0.04), à ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ
ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ïðåâûøàëà òàêîâóþ íà ïëàñòèêå
(êîñòíûé ìîçã — 6.38 ± 0.41 êîëîíèé íà 1 ìëí êëåòîê,
ïå÷åíü — 9.38 ± 0.67). Ñõîäíàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü è
ïðè ïðîäëåíèè èíêóáàöèè äî 7 ñóò: íà ïëàñòèêîâîì ïî-
êðûòèè áîëüøèíñòâî ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà îñòàâàëèñü
â ñóñïåíçèè (ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè äàâàëè 02.42 ± 0.37
êîëîíèé íà 1 ìëí êëåòîê, à íåïðèêðåïèâøèåñÿ — äî
7.42 ± 0.86), òîãäà êàê ñðåäè êëåòîê ïå÷åíè ïðèêðåïèâ-
øèõñÿ ÊÎÅ-Ô áûëî áîëüøå, ÷åì íåïðèêðåïèâøèõñÿ (ñî-
îòâåòñòâåííî 20.34 ± 1.01 è 13.92 ± 2.00 êîëîíèé íà
1 ìëí êëåòîê). Ê *ôèáðîíåêòèíó çà 7 ñóò ïðèêðåïëÿëàñü
á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ (êîñòíûé
ìîçã — 9.78 ± 0.39 êîëîíèé íà 1 ìëí êëåòîê â ïðèêðå-
ïèâøåéñÿ ñóáïîïóëÿöèè è 2.05 ± 0.39 êîëîíèè â íåïðè-
êðåïèâøåéñÿ; ïå÷åíü — 22.46 ± 0.82 è 0.18 ± 0.11 êîëî-
íèé ñîîòâåòñòâåííî). ÊÎÅ-Ô, êóëüòèâèðóåìûå íà ôèáðî-
íåêòèíå, îáðàçîâûâàëè ïðåèìóùåñòâåííî ìåëêèå
êîëîíèè, òîãäà êàê íà ïëàñòèêå ïðåîáëàäàëè áîëåå êðóï-
íûå. ÊÎÅ-Ô, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè, îá-
ëàäàëè áîëüøåé àäãåçèâíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëó-
÷åííûìè èç êîñòíîãî ìîçãà (âîçìîæíî, ââèäó îñîáîé
âàæíîñòè àäãåçèâíûõ âçàèìîäåéñòâèé â ýìáðèîíàëüíîì
ðàçâèòèè), à îáðàçóåìûå èìè êîëîíèè áûëè áîëåå ãåòå-
ðîãåííû ïî ìîðôîëîãèè è ðàçìåðàì. Á *îëüøàÿ àäãåçèâ-
íîñòü ÊÎÅ-Ô ê ôèáðîíåêòèíó ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëàñòèêîì
ìîæåò áûòü îáúÿñíåíà íàëè÷èåì ó êëåòîê ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ðåöåïòîðîâ ê ýòîìó ìàòðèêñíîìó áåëêó. Äàëüíåé-
øåå èçó÷åíèå àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ ïîçâîëèò ñîðòè-
ðîâàòü èõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëåå ãîìîãåííîé ïîïóëÿöèè,
ñîçäàòü îïòèìàëüíûå ïîäëîæêè äëÿ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
è òðàíñïëàíòàöèè, âûÿâèòü âëèÿíèå ìàòðèêñíûõ áåëêîâ
íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ýòèõ êëåòîê è ò. ä.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48209) è ïî ïðîãðàììå ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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Ìèêðîòðóáî÷êè èíòåðôàçíîé êëåòêè îðãàíèçîâàíû â
âèäå çâåçäû ñ íàõîäÿùåéñÿ â öåíòðå öåíòðîñîìîé. Öåíò-
ðîñîìà îñóùåñòâëÿåò íóêëåàöèþ, âûñâîáîæäåíèå è çà-
ÿêîðèâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê, ïðè÷åì ê íåé îáðàùåí ìè-
íóñ-êîíåö ìèêðîòðóáî÷åê. Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ â
èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåë-
êîâ, âûçûâàþùèõ èíãèáèðîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî äèíåèíà, ìèíóñ-êîíöåâîãî ìèêðîòðó-
áî÷êîâîãî ìîòîðíîãî áåëêà, ñ åãî êîôàêòîðîì äèíàêòè-
íîì, íàïðèìåð ýêñïðåññèÿ ôðàãìåíòà CC1 ãëàâíîé
ñóáúåäèíèöû äèíàêòèíà p150glued, ïðèâîäèò ê óòðàòå
ðàäèàëüíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê. Ýòî íàâîäèò íà ìûñëü î
òîì, ÷òî äèíåèí ìîæåò áûòü âîâëå÷åí â ðàáîòó öåíòðîñî-
ìû, â ÷àñòíîñòè â íóêëåàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê èëè â èõ çà-
ÿêîðèâàíèå, ëèáî îí ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóð-
íîé öåëîñòíîñòè ñàìîé öåíòðîñîìû, äîñòàâëÿÿ â íåå ðàç-
ëè÷íûå áåëêè. Äëÿ ïðîâåðêè ýòèõ ïðåäïîëîæåíèé ìû
ñðàâíèâàëè âëèÿíèå ìèêðîèíúåêöèé àíòèäèíåèíîâûõ
ðåàãåíòîâ (ôðàãìåíòà CC1, ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
74.1, ðåêîìáèíàíòíîãî äèíàìèòèíà) íà ðàñïðåäåëåíèå
ìèêðîòðóáî÷åê è áåëêîâûé ñîñòàâ öåíòðîñîìû â êóëüòè-
âèðóåìûõ ôèáðîáëàñòàõ. Îêàçàëîñü, ÷òî õîòÿ êîëè÷åñòâî
îñíîâíûõ öåíòðîñîìíûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåñ-
ñû çàòðàâêè è óäåðæàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê, çàìåòíûì îá-
ðàçîì â ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ êëåòêàõ íå èçìåíÿëîñü,
àíòèäèíåèíîâûå ðåàãåíòû è â ñàìîì äåëå âûçûâàëè áû-
ñòðóþ (çà 30—40 ìèí) óòðàòó ðàäèàëüíîñòè ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê. Ïðè ýòîì òåìïû çàòðàâêè ìèêðîòðóáî-
÷åê íà öåíòðîñîìå, îöåíèâàåìûå ïóòåì ïîäñ÷åòà «êî-
ìåò» áåëêà EB1, îñòàâàëèñü íåèçìåííûìè. Òàêèì îáðà-
çîì, íàèáîëåå âåðîÿòíûì ñòàíîâèòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî äèíåèí íåîáõîäèì äëÿ ñòàáèëèçàöèè ìèêðîòðó-
áî÷åê íà öåíòðîñîìå. Äëÿ òîãî ÷òîáû áîëåå ïîäðîáíî
èçó÷èòü ìåõàíèçì äèíåèíçàâèñèìîé ñòàáèëèçàöèè ìèê-
ðîòðóáî÷åê íà öåíòðîñîìå, ìû èçó÷àëè âëèÿíèå àíòè-
äèíåèíîâûõ ðåàãåíòîâ íà êëåòêè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðà-
áîòàííûå òàêñîëîì — âåùåñòâîì, ñòàáèëèçèðóþùèì
ìèêðîòðóáî÷êè. Â òàêèõ êëåòêàõ ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà
ìèêðîòðóáî÷åê ðàçðóøàåòñÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî àíòèäèíå-
èíîâûå ðåàãåíòû ïðåäîõðàíÿþò ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó
ìèêðîòðóáî÷åê îò ðàçðóøåíèÿ òàêñîëîì. Íàìè âûñêàçà-
íî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî öåíòðîñîìíûé äèíåèí ñòà-
áèëèçèðóåò ìèíóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê íà öåíòðîñîìå,
âîçìîæíî, çà ñ÷åò èíãèáèðîâàíèÿ «ðàçðåçàþùèõ» ìèê-
ðîòðóáî÷êè áåëêîâ, íàïðèìåð êàòàíèíà. Ðàäèàëüíîñòü
ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê ðåãóëèðóåòñÿ íà êëåòî÷íîì
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óðîâíå, âåðîÿòíî, ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñïåöèôè÷å-
ñêèõ áåëêîâ. Ðàíåå ìû îïèñàëè, ÷òî ïðè ýêñïðåññèè â
êëåòêàõ äîìèíàíòíî-íåãàòèâíîãî êîíñòðóêòà, èíãèáèðó-
þùåãî àêòèâíîñòü ïðîòåèíêèíàçû LOSK/SLK, â íèõ íà-
ðóøàåòñÿ ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê, ïðè÷åì
òàêæå çà ñ÷åò èíãèáèðîâàíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê
íà öåíòðîñîìå. Ìû íàøëè, ÷òî ïîäàâëåíèå ñèíòåçà â
êëåòêàõ LOSK/SLK ìåòîäîì ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè òàêæå
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ðàäèàëüíîé ñèñòåìû ìèêðîòðó-
áî÷åê. Â êëåòêàõ ñ èíãèáèðîâàííîé àêòèâíîñòüþ
LOSK/SLK ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå ïîëÿðèçàöèè àïïàðà-
òà Ãîëüäæè íà êðàþ ðàíû ìîíîñëîÿ, õîòÿ ñàì àïïàðàò
Ãîëüäæè ñîõðàíÿåò èíòàêòíîñòü. Ýòî ÿâëÿåòñÿ êîñâåí-
íûì äîêàçàòåëüñòâîì òîãî, ÷òî LOSK/SLK ïðèíèìàåò
ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè òðàíñïîðòíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå.
Áåëîê äèíàêòèíà p150glued áûë èäåíòèôèöèðîâàí êàê
ñóáñòðàò ïðîòåèíêèíàçû LOSK/SLK è íàéäåí ñàéò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ â ó÷àñòêå áåëêà ìåæäó N-êîíöåâûì äîìå-
íîì, ñâÿçûâàþùèì ìèêðîòðóáî÷êè, è äîìåíîì CC1.
Â ñâîåé äàëüíåéøåé ðàáîòå ìû ñîáèðàåìñÿ óñòàíîâèòü
çíà÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ýòîãî ñàéòà â îðãàíèçàöèè
ðàäèàëüíîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê èíòåðôàçíûõ êëåòîê.

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 â
âèäå ãðàíòà Ôîíäà Ôîãàðòè.

ÎÍÊÎÑÓÏÐÅÑÑÎÐ È ÐÅÃÓËßÒÎÐ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ
ÊÎÍÒÀÊÒÎÂ lethal (2) giant larvae (lgl) Ó ÄÐÎÇÎÔÈ-
ËÛ È ÅÃÎ ÃÀÏËÎÀÄÀÏÒÈÂÍÎÑÒÜ. © Í. ß. Âàéñ-
ìàí, Ì. Ä. Ãîëóáîâñêèé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, è Êàëèôîðíèéñêèé óíèâåðñèòåò,
Áåðêëè, ÑØÀ.

Ïåðâûå äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî èíàêòèâàöèÿ ãåíà
lgl ó äðîçîôèëû âûçûâàåò íåîïëàñòè÷åñêóþ òðàíñôîðìà-
öèþ in vivo, ïîëó÷èëè Ãàòåô è Øíåéäåðìàí (1969).
Óòðàòà ôóíêöèè lgl ïðèâîäèëà ê íåîãðàíè÷åííîìó ðîñòó
èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ è íåéðîáëàñòîìå ìîçãà. Îòêðûòèå
ïîëîæèëî íà÷àëî íîâîìó íàïðàâëåíèþ â èññëåäîâàíèÿõ
ãåíåòè÷åñêèõ îñíîâ ðàêà. Ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûé
ãåí lgl, îðòîëîã êîòîðîãî Hugl-1 íàéäåí â ãåíîìå ÷åëîâå-
êà, ñòàë ïðåêðàñíîé ìîíîãåííîé ìîäåëüþ äëÿ àíàëèçà
òêàíåâûõ è êëåòî÷íî-ìîëåêóëÿðíûõ àñïåêòîâ êàíöåðîãå-
íåçà. Ñðåäè ïðèçíàêîâ çëîêà÷åñòâåííîãî ïåðåðîæäåíèÿ
ýïèòåëèàëüíîé òêàíè ó äðîçîôèëû è ìëåêîïèòàþùèõ —
óòðàòà êëåòî÷íîé ïîëÿðíîñòè, íàðóøåíèå êëåòî÷íîé àä-
ãåçèè è èçìåíåíèå òêàíåâîé îðãàíèçàöèè. Ñóïðåññîðû
îïóõîëè — ýòî ãåíû íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ, êîíòðîëè-
ðóþùèå äèôôåðåíöèðîâêó. Ìîíîãåííàÿ ìóòàöèÿ, ïðèâî-
äÿùàÿ ê îïóõîëè, íàðóøàåò óñòàíîâëåíèå è ïîääåðæàíèå
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Ãåí lgl ñ ïëåéîòðîïíûì äåéñò-
âèåì îòíîñèòñÿ ê íîâîìó òèïó îíêîñóïðåññîðîâ. Åãî
áåëêîâûé ïðîäóêò íàéäåí â öèòîñêåëåòå, ìåìáðàíå è öè-
òîïëàçìå êëåòîê. Â ïðîöåññå íîðìàëüíîãî ýìáðèîãåíåçà
ó áåëêà äâå ðàçíûå ôóíêöèè: ñòðóêòóðíàÿ — óñòàíîâëå-
íèå è ïîääåðæàíèå ïîëÿðíîñòè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è
íåéðîáëàñòîâ; äèíàìè÷åñêàÿ — ó÷àñòèå âî âíóòðèêëå-
òî÷íîì òðàíñïîðòå è óïîðÿäî÷åííîì ðàñïðåäåëåíèè áåë-
êîâ, â ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ, êîíòðîëèðóþùèõ äåÿòåëüíîñòü
öèòîñêåëåòà, êëåòî÷íûé öèêë è ñïåöèàëèçàöèþ êëåòîê.
Ñóáêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ áåëêà Lg1 íà âíóòðåííåé

ìåìáðàíå íàðÿäó ñ ïðîäóêòàìè äðóãèõ ñóïðåññîðîâ îïó-
õîëè ó äðîçîôèëû — ãåíîâ dlg è scribe — ñâÿçàíà ñ ìåñ-
òàìè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ïðåèìóùåñòâåííî ñ
ðàéîíîì ñêëàä÷àòîãî àäãåçèîííîãî êîìïëåêñà (septate
junction). Ó÷àñòèå â êîíòðîëå ïîëÿðíîñòè è ñèñòåìû
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â ðàçíûõ òèïàõ ýïèòåëèàëüíûõ
òêàíåé ÿâëÿåòñÿ ïåðâè÷íîé ôóíêöèåé îïóõîëåâîãî ñó-
ïðåññîðà lgl. Íàïðèìåð, íîðìàëüíàÿ ôóíêöèÿ lgl íå-
îáõîäèìà äëÿ àñèììåòðè÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ áåë-
êà-ìîðôîãåíà âî âðåìÿ äåëåíèé íåéðîáëàñòîâ è äåÿòåëü-
íîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch, îïðåäåëÿþùåãî ïóòè
ñïåöèàëèçàöèè êëåòîê. Óòðàòà ó ìóòàíòîâ àêòèâíîñòè lgl
ïðèâîäèò ê íåïðàâèëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ ìåæäó àïè-
êàëüíûì è áàçîëàòåðàëüíûì êîìïàðòìåíòàìè ìåìáðàíû
ìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ è èçìåíåíèþ ïîëÿð-
íîñòè, ìîðôîëîãèè êëåòîê, ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è
òêàíåâîé àðõèòåêòóðû ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ìóòàöèè
lgl, íàðóøàÿ àñèììåòðè÷íîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ
ãåíîâ êëåòî÷íîé ñóäüáû è àðõèòåêòóðó êëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ, êîíòðîëèðóþò äåëåíèå ñàìîîáíîâëåíèÿ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî óòðàòà îäíîé äîçû ãåíà
lgl èìååò îíòîãåíåòè÷åñêèå ïîñëåäñòâèÿ. Îñîáè lgl/+
îêàçàëèñü áîëåå æèçíåñòîéêèìè, ÷åì îáû÷íûå îñîáè.
Â óñëîâèÿõ êîíêóðåíöèè çà ðåñóðñû ðàçâèòèÿ è ñîäåðæà-
íèÿ èìàãî ïðè ïîâûøåííîé è ïîíèæåííîé òåìïåðàòóðàõ
(29 è 16 °Ñ) æèâîòíûå lgl/+ õàðàêòåðèçîâàëèñü áîëüøåé
âûæèâàåìîñòüþ è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè. Âîçäåé-
ñòâèå òåïëîâûì ñòðåññîì íà ñòàäèè ïðîýìáðèî — ïðî-
ãðåâàíèå çàðîäûøåâûõ êëåòîê ìàòåðåé lgl/+ — òàêæå
óâåëè÷èâàåò àäàïòèâíîñòü ïîòîìñòâà lgl/+ íà ïîñëåäóþ-
ùèõ ýòàïàõ æèçíè. Ãàïëîàäàïòèâíîñòü îïóõîëåâîãî ñó-
ïðåññîðà lgl, âûðàæàþùàÿñÿ â òîì, ÷òî ó ãåòåðîçèãîò
lgl/+ çíà÷åíèÿ ïðèçíàêîâ âûøå, ÷åì ó íîðìàëüíûõ æè-
âîòíûõ, âåðîÿòíî, îòðàæàåò îäíî èç ñâîéñòâ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé — ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê êîíöåíòðàöèè èõ ôóíêöèî-
íàëüíûõ ýëåìåíòîâ. Ãàïëîñîñòîÿíèå lgl ñîçäàåò óñëîâèÿ
äëÿ îïòèìàëüíîãî äåéñòâèÿ ãåííûõ ñåòåé, ñâÿçàííûõ ñ
ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè è óñòîé÷èâîñòüþ ê ñòðåññó.
Îäíà äîçà ãåíà îïðåäåëÿåò áëàãîïðèÿòíóþ äëÿ ïðèñïîñîá-
ëåííîñòè ïðè ñòðåññå ìåìáðàííóþ àðõèòåêòîíèêó áåëêîâ è
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Äåòåðìèíàöèÿ óðîâíÿ âûæèâàåìîñòè
ïðîèñõîäèò óæå â õîäå ñàìîãî ðàííåãî îîãåíåçà ìàòåðåé
lgl/+. Êðèòè÷åñêèé ïåðèîä äëÿ àêòèâíîñòè ãåíà lgl â ïðîýì-
áðèî, âåðîÿòíî, ñîîòâåòñòâóåò âðåìåíè äåòåðìèíàöèè ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè. Íåäîñòàòîê àêòèâíîñòè
lgl âûçûâàåò íàðóøåíèå â îîãåíåçå ïîëÿðíîñòè ôîëëèêóëÿð-
íûõ êëåòîê, îòâåòñòâåííûõ çà ïàòòåðíèçàöèþ îîöèòà. Âîç-
ìîæíî, âêëàä áåëêà Lg1 â ôîðìèðîâàíèå ñâîéñòâ ñîìàòè÷å-
ñêèõ è çàðîäûøåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðåäîïðåäåëÿåò êà-
÷åñòâî ñòðóêòóðíûõ ýëåìåíòîâ ÿéöåâîé êàìåðû, ÿéöåêëåòêè
è ïðèñïîñîáëåííîñòè áóäóùåãî ïîòîìñòâà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00166).

ÃËÞÊÎÇÀÌÈÍÈËÌÓÐÀÌÎÈËÄÈÏÅÏÒÈÄ ÂËÈßÅÒ
ÍÀ ÑÒÐÓÊÒÓÐÓ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ. © Ò. È. Âàëÿêèíà,
Ì. À. Ñèìîíîâà, Ò. Í. Ãîëîâèíà, Å. Ý. Ïåòðîâà, Â. À. Êà-
äûêîâ, Â. À. Íåñìåÿíîâ. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õè-
ìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ãëþêîçàìèíèëìóðàìîèëäèïåïòèä (ÃÌÄÏ) — ôðàã-
ìåíò áàêòåðèàëüíîé êëåòî÷íîé ñòåíêè, îáëàäàþùèé èì-
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ìóíîìîäóëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ. Â õîäå ïîèñêà ìîëå-
êóëÿðíûõ ìèøåíåé ÃÌÄÏ ó êëåòîê ìèåëî-ìîíîöèòàðíî-
ãî ðÿäà ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îí ñïîñîáåí
ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàòüñÿ ñ ãèñòîíàìè H1 è H3. Öåëüþ
íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿñíèòü, ìîæåò ëè
âçàèìîäåéñòâèå ÃÌÄÏ ñ ãèñòîíîì H1 âëèÿòü íà ñâÿçûâà-
íèå ïîñëåäíåãî ñ ÄÍÊ è èìåòü ôóíêöèîíàëüíóþ çíà÷è-
ìîñòü. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÃÌÄÏ êîíêóðèðóåò ñ ÄÍÊ
ôàãà ë çà ñâÿçûâàíèå ñ ãèñòîíîì H5 öûïëåíêà — àíàëî-
ãîì ãèñòîíà H1 ìëåêîïèòàþùèõ. Èçìåíåíèÿ, âûçûâàå-
ìûå ÃÌÄÏ â ñòðóêòóðå õðîìàòèíà ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ãèñ-
òîíîì H 5, ïîâûøàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü õðîìàòèíà öûï-
ëåíêà ê ðàñùåïëåíèþ ìèêðîêîêêîâîé ýíäîíóêëåàçîé.
Òàêèì îáðàçîì, âçàèìîäåéñòâèå ÃÌÄÏ ñ ãèñòîíàìè ïðè-
âîäèò ê îñëàáëåíèþ ñâÿçè ïîñëåäíèõ ñ ÄÍÊ, â ðåçóëüòà-
òå ÷åãî ðåãóëÿòîðíûå ó÷àñòêè ÄÍÊ ìîãóò ñòàíîâèòüñÿ
äîñòóïíûìè äëÿ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè è ôåðìåíòîâ.
Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ìèøåíüþ äåéñòâèÿ ÃÌÄÏ ÿâëÿþòñÿ
íå òîëüêî êëåòêè ìèåëî-ìîíîöèòàðíîãî ðÿäà, íî è êëåò-
êè ôèáðîñàðêîìû L-929 ÃÌÄÏ óñèëèâàåò ÔÍÎ-çàâèñè-
ìûé ëèçèñ ýòèõ êëåòîê. Ïðîâåäåíî ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîå ñðàâíåíèå õðîìàòèíà èíòàêòíûõ êëåòîê ëè-
íèè L-929, à òàêæå êëåòîê è èçîëèðîâàííûõ ÿäåð,
îáðàáîòàííûõ ÃÌÄÏ. ßäðà âûäåëÿëè ïîñëå èíêóáàöèè
êëåòîê ñ ëèçèðóþùèì áóôåðîì, ñîäåðæàùèì Òðèòîí
X-100. Èõ öåëîñòíîñòü îöåíèâàëè â ñâåòîâîì ìèêðîñêî-
ïå. Áûëè âèçóàëèçèðîâàíû õðîìàòèíîâûå íèòè ðàçëè÷íûõ
äëèíû è ðàçìåðîâ — íóêëåîñîìíîãî è íàäíóêëåîñîìíîãî
ñòðîåíèÿ. Ïðè ýòîì íóêëåîñîìû íà õðîìàòèíîâûõ íèòÿõ
êàê â ïðåïàðàòàõ ÿäåð, îáðàáîòàííûõ ÃÌÄÏ, òàê è â ïðå-
ïàðàòàõ ÿäåð, âûäåëåííûõ èç îáðàáîòàííûõ ÃÌÄÏ êëå-
òîê, óòðà÷èâàëè âèä «êëàññè÷åñêèõ» íóêëåîñîì è èìåëè
íåïðàâèëüíûå ôîðìû è ðàçìåðû. Óïîðÿäî÷åííîñòü â ðàñ-
ïîëîæåíèè íóêëåîñîì âäîëü õðîìàòèíîâûõ íèòåé òàêæå
íàðóøàëàñü. Îòìå÷åíû óâåëè÷åíèÿ ìåæíóêëåîñîìíûõ
ðàññòîÿíèé, ïîÿâëÿëîñü çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî îäèíî÷-
íûõ íóêëåîñîì. ×àñòü õðîìàòèíîâûõ âîëîêîí ïðè ðàñïëà-
ñòûâàíèè ÿäåð ïðèîáðåòàëà âèä ãëàäêèõ ïåòëåâûõ ñòðóê-
òóð, ëèøåííûõ íóêëåîñîìíîãî ñòðîåíèÿ. Â õðîìàòèíå
êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ ÿäåð ïåòëåâûå ñòðóêòóðû âñòðå÷à-
ëèñü ãîðàçäî ðåæå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
â ïîëüçó ïðÿìîãî âëèÿíèÿ ÃÌÄÏ íà íóêëåîñîìíûé óðî-
âåíü ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíîâûõ íèòåé â
ýóêàðèîòè÷åñêîì ÿäðå, ÷òî êîððåëèðóåò ñ äàííûìè î ïðÿ-
ìîì âçàèìîäåéñòâèè ÃÌÄÏ ñ ãèñòîíàìè H1 è H3.
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Ñîâðåìåííûå âîçìîæíîñòè áèîìåäèöèíû îïðåäåëÿ-
þò ðàçíîîáðàçíûå ïîäõîäû ê ëå÷åíèþ òêàíåâûõ äåôåê-
òîâ ïðåæäå âñåãî ñ èñïîëüçîâàíèåì ôàêòîðîâ ðîñòà è
ðàçíîîáðàçíûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ñòàëî î÷åâèäíî, ÷òî äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ öåëîãî
ðÿäà òêàíåé è îðãàíîâ òðåáóþòñÿ òåõíîëîãèè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê, à òàêæå ñ÷èòàåòñÿ äîêàçàí-
íûì, ÷òî ìíîãèå òêàíåñïåöèôè÷íûå ñòâîëîâûå êëåòêè
ìîãóò ïðîÿâëÿòü ýëåìåíòû ïëàñòè÷íîñòè è äàâàòü íà÷àëî
íå òîëüêî êëåòêàì îïðåäåëåííîãî òèïà â ðàìêàõ èõ êëå-
òî÷íîé ñïåöèàëèçàöèè, íî è êëåòêàì äðóãèõ òèïîâ òêà-
íåé. Òàêèì îáðàçîì, ïîèñê è ðàçðàáîòêà òåõíîëîãèé èñ-

ïîëüçîâàíèÿ àóòîëîãè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê èç äîñòóï-
íûõ òêàíåé, îáëàäàþùèõ äîñòàòî÷íîé ìóëüòèïîòåíò-
íîñòüþ, ñòàíîâÿòñÿ êðèòè÷åñêîé áèîìåäèöèíñêîé ïðîá-
ëåìîé. Âàæíûì îñíîâàíèåì äëÿ ïðèìåíåíèÿ êëåòî÷íûõ
òåõíîëîãèé ÿâëÿåòñÿ ïðèíöèï óíèâåðñàëüíîñòè òêàíå-
âûõ è êëåòî÷íûõ ýêâèâàëåíòîâ. Ìû íàøëè, ÷òî èñïîëü-
çîâàíèå àëëîãåííîãî æèâîãî ýêâèâàëåíòà êîæè, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ ìîðôîãåíåòè÷åñêèì è ôóíêöèîíàëüíûì ïîäî-
áèåì êîæè, ïîçâîëÿåò äîñòîâåðíî è ýôôåêòèâíî âîññòà-
íàâëèâàòü øèðîêèé ñïåêòð òêàíåâûõ ýïèòåëèî-ìå-
çåíõèìíûõ äåôåêòîâ. Ïðèíöèïû àëëîãåííûõ òðàíñ-
ïëàíòàòîâ è óíèâåðñàëüíîñòè (ïëàñòè÷íîñòè) æèâîãî
ýêâèâàëåíòà êîæè ñ àóòîëîãè÷íûìè êëåòêàìè ÿâëÿþòñÿ
íîâûìè ðåøåíèÿìè, ðàñøèðÿþùèìè ñôåðó åãî ïðèìåíå-
íèÿ. Íàìè èçó÷åíû êëåòî÷íûå ìåõàíèçìû âîññòàíîâëå-
íèÿ òêàíåé òðàíñïëàíòàöèåé àëëîãåííûõ òêàíåâûõ ýêâè-
âàëåíòîâ. Ïîêàçàíî èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ðÿäà ðåãó-
ëÿòîðíûõ àãåíòîâ — ôàêòîðîâ ðîñòà, èíòåðëåéêèíîâ,
ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç è êîìïîíåíòîâ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà, â ÷àñòíîñòè áàçàëüíîé ìåìáðàíû, ïîä
âëèÿíèåì àëëîãåííûõ òêàíåâûõ òðàíñïëàíòàòîâ. Òàêèì
îáðàçîì, äåéñòâèå àëëîãåííûõ òðàíñïëàíòàòîâ îñíîâàíî
íà ñòèìóëÿöèè ðåïàðàöèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíî,
÷òî ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè ìîãóò èñïîëüçî-
âàòüñÿ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ñåðäå÷íûõ ñîñóäîâ, ñåðäå÷-
íîé ìûøöû è êîñòåé ó ïàöèåíòîâ ïîñëå èíôàðêòà, èí-
ñóëüòà è ïðè îñòåîïîðîçå. Îáñóæäàåòñÿ èõ ïðèìåíåíèå
äëÿ ëå÷åíèÿ ôèáðîçà ëåãêèõ, ðàññòðîéñòâ öåíòðàëüíîé
íåðâíîé ñèñòåìû, íåñîâåðøåííîãî îñòåîãåíåçà, ìûøö, à
òàêæå õðÿùåé, îñîáåííî ïðè çàáîëåâàíèÿõ è òðàâìàõ ñó-
ñòàâîâ è äð. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê æèðîâîé òêàíè â ñîñòàâå òêàíåâûõ ýêâèâàëåíòîâ
òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì. Íàìè ðàçðàáîòàíà îðè-
ãèíàëüíàÿ ìåòîäèêà ïîëó÷åíèÿ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê æè-
ðîâîé òêàíè. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè
ïîëó÷åííûõ êëåòîê â àäèïîöèòû, êëåòêè õðÿùà è êîñòè.
Îïðåäåëåíû ïîäõîäû îáúåäèíåíèÿ ïîëó÷åííûõ êëåòîê ñ
áèîëîãè÷åñêèì ìàòðèêñîì â òðåõìåðíûå ýêâèâàëåíòû.
Èñïîëüçóÿ ìîäåëü æèâîãî ýêâèâàëåíòà êîæè, ìû òàêæå
èçó÷èëè êëåòî÷íûå ìåõàíèçìû ýïèäåðìàëüíîãî ìîðôî-
ãåíåçà. Ðàçðàáîòêà ãèñòîòèïè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, îáîãà-
ùåííûõ òêàíåñïåöèôè÷åñêèìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè,
ïîçâîëÿåò ðàñøèðèòü ãðàíèöû ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáîòàí-
íûõ íàìè ðàíåå òêàíåâûõ ýêâèâàëåíòîâ è, èñïîëüçóÿ
ïðèíöèïû ìîðôîëîãè÷åñêîãî ïîäîáèÿ, ïðèìåíÿòü èõ â
âîññòàíîâëåíèè øèðîêîãî êðóãà òêàíåâûõ ïîâðåæäå-
íèé — êîæíûõ, îôòàëüìîëîãè÷åñêèõ, êîñòíûõ äåôåêòîâ,
âîññòàíîâëåíèè ãîðòàíè è óðåòðû.
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Ìûøè mdx íåñóò ìóòàöèþ ãåíà äèñòðîôèíà, âûçû-
âàþùóþ îòñóòñòâèå â ñîêðàòèòåëüíûõ êëåòêàõ ñèíòåçà
ýòîãî öèòîñêåëåòíîãî áåëêà. Â ñâîþ î÷åðåäü îòñóòñòâèå
äèñòðîôèíà ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçíèêíîâåíèåì â êëåòêàõ
ñîñòîÿíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, ïðèâîäÿùåãî èõ ê ãè-
áåëè. Ñ ýòîé òî÷êè çðåíèÿ êàðäèîìèîöèòû ìûøåé mdx
ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ êàê âû-
æèâàåìîñòè ïîïóëÿöèè òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êàðäèîìèîöèòîâ, òàê è ôîðìèðîâàíèÿ êàðäèîìèîïà-
òèè â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ðàíåå áûëî
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óñòàíîâëåíî, ÷òî äèíàìè÷åñêèé ñòðåññ âûçûâàåò â ìèî-
êàðäå ìûøåé mdx îáðàçîâàíèå íèçêîìîëåêóëÿðíûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Íå âûçûâàåò ñîìíåíèÿ, ÷òî ôðàãìåí-
òàöèÿ ÄÍÊ ðàçâèâàåòñÿ ÷åðåç îáðàçîâàíèå äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ (ÄÐ ÄÍÊ). Äëÿ ðåãèñòðàöèè äèíàìèêè
âîçíèêíîâåíèÿ è èñ÷åçíîâåíèÿ ÄÐ ÄÍÊ â êàðäèîìèîöè-
òàõ ìûøåé mdx ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà ìû èñ-
ïîëüçîâàëè èììóíîìîðôîëîãè÷åñêèé ìåòîä ïðè ïîìîùè
àíòèòåë ê ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå ãèñòîíà H2Ax
(ã-H2Ax). Ïðè îòñóòñòâèè ñòðåññà ÄÐ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëå-
òîê ìèîêàðäà îáíàðóæåíû êàê ó ìûøåé C57Bl/6, òàê è ó
ìûøåé mdx â 0.05 ± 0.07 è 6.7 ± 0.2 % ñîîòâåòñòâåííî.
×åðåç 1 ÷ ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà ó ìûøåé C57Bl
äîëÿ ìå÷åíûõ ÿäåð êàðäèîìèîöèòîâ âîçðàñòàëà äî âåëè-
÷èíû 1.0 ± 0.02 %, ó ìûøåé mdx — äî 41.7 ± 11.4 %. ×å-
ðåç 24 ÷ ïîñëå ñòðåññà â ìèîêàðäå ìûøåé mdx îñòàâà-
ëèñü ã-H2Ax-ïîëîæèòåëüíûìè 5.2 ± 0.2 % ÿäåð êàðäèî-
ìèîöèòîâ. Ó êàðäèîìèîöèòîâ ìûøåé C57Bl/6 ìå÷åíûå
ÿäðà íå îïðåäåëÿëèñü. Èçâåñòíî, ÷òî âûáðàííûé íàìè
âàðèàíò äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà — ïëàâàíèå â õîëîäíîé
âîäå (12 °Ñ) â òå÷åíèå 5 ìèí — íå ïðèâîäèò ê ãèáåëè æè-
âîòíûõ. Ïðè ýòîì îáíàðóæåíèå ãèñòîíà ã-H2Ax â ÿäðàõ
êàðäèîìèîöèòîâ ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà
âîçðàñòàåò äî 41.7 %, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î çíà÷èòåëü-
íîì îáðàçîâàíèè â íèõ ÄÐ ÄÍÊ. ×åðåç 24 ÷ äîëÿ
ã-H2Ax-ïîëîæèòåëüíûõ êàðäèîìèîöèòîâ óìåíüøàåòñÿ
äî 5.2 %. Ýòîò ðåçóëüòàò ñòàâèò âîïðîñ îá ó÷àñòèè ðåïà-
ðàöèè ÄÍÊ â âûæèâàåìîñòè êàðäèîìèîöèòîâ. Äëÿ îòâå-
òà íà ýòîò âîïðîñ âàæíî çíàòü, èìååò ëè ìåñòî ïîòåðÿ
êàðäèîìèîöèòîâ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåñ-
ñà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ êëåòî÷íîé ïîòåðè áûë âû-
áðàí ìåòîä ìîðôîìåòðèè. Ïîëó÷åíû äàííûå î òîì, ÷òî
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ñòðåññà êëåòî÷íàÿ ïîòåðÿ êàðäèîìèîöè-
òîâ â 1 ìì3 ìèîêàðäà ìûøåé mdx âàðüèðóåò â ïðåäåëàõ
îò 2.4 äî 2.5 % ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé êîíöåíòðàöèåé
êàðäèîìèîöèòîâ. ×òî êàñàåòñÿ ìûøåé C57Bl, òî ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå ñòðåññà îáùèé óðîâåíü êëåòî÷íîé ïîòåðè íå
ïðåâûñèë ïîðîãà â 0.4 %. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû èìåþò
ïîëîæèòåëüíóþ êîððåëÿöèþ ñ ðàíåå îïèñàííûìè íàìè
ñâåäåíèÿìè î âêëþ÷åíèè 3H-òèìèäèíà â ÿäðà êàðäèîìè-
îöèòîâ. ×åðåç 1 ÷ ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà
2.9 ± 0.5 % ÿäåð êàðäèîìèîöèòîâ ìûøåé mdx âêëþ÷àþò
3H-òèìèäèí. Ïðè ðåãèñòðàöèè âêëþ÷åíèÿ ÷åðåç 24 ÷ ïî-
ñëå ââåäåíèÿ 3H-òèìèäèíà äîëÿ ìå÷åíûõ ÿäåð êàðäèî-
ìèîöèòîâ óìåíüøàåòñÿ äî 0.4 ± 0.2 %. Çà ïðîøåäøèå
ñóòêè â ìèîêàðäå íå îòìå÷åíî ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êëåòîê êàêîãî-ëèáî òèïà. Ïîýòîìó èñ÷åçíîâåíèå ìå÷åí-
íûõ 3H-òèìèäèíîì êàðäèîìèîöèòîâ èç êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè ìîæíî îáúÿñíèòü òîëüêî èõ ãèáåëüþ. Êðîìå òîãî,
íåîáõîäèìî îòìåòèòü çíà÷èòåëüíóþ ðàçíèöó êîíöåíòðà-
öèé êëåòîê ìèîêàðäà ó ìûøåé C57Bl è ìûøåé mdx. Êîí-
öåíòðàöèè âñåõ êëåòîê ìèîêàðäà, â ÷àñòíîñòè êàðäèîìè-
îöèòîâ, ó ìûøåé C57Bl âûøå. Ýòî ÿâëåíèå íàáëþäàåòñÿ
êàê ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ, òàê è ñîõðàíÿåòñÿ ó ïîäî-
ïûòíûõ æèâîòíûõ ïîñëå ñòðåññà. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ïðîöåññå âûæèâàíèÿ
êàðäèîìèîöèòîâ ìûøåé mdx ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî
ñòðåññà çàäåéñòâîâàí ìåõàíèçì ðåïàðàöèè ÄÍÊ.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ
ÍÅÉÐÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÌÎÇÃÀ È
ÑÅÒ×ÀÒÊÈ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÒÊÀÍÈ. © Á. À. Âåðäèåâ,1
Î. Â. Ïîäãîðíûé,1 Ð. À. Ïîëòàâöåâà,1 Ð. Ä. Çèíîâüåâà,1
Ì. Â. Ìàðåé,2 Ã. Ò. Ñóõèõ,2 Â. È. Ìèòàøîâ,1 Ì. À. Àëåê-

ñàíäðîâà.1 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà,
mariaaleks@inbox.ru, è 2 Öåíòð àêóøåðñòâà, ãèíåêîëîãèè
è ïåðèíàòîëîãèè ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÍÑÊ) îòíîñÿòñÿ ê
ãðóïïå òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, îíè èìå-
þò õàðàêòåðèñòèêè ñàìîïîääåðæèâàþùåéñÿ ïîïóëÿöèè,
ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ñïîñîáíûå äàâàòü íåðâíûå êëåò-
êè, àñòðîöèòû è îëèãîäåíäðîöèòû â ðàçâèâàþùåìñÿ ìîç-
ãå, âî âçðîñëîì ìîçãå è â êóëüòóðå òêàíè. ×ðåçâû÷àéíî
èíòåðåñíî, ÷òî íà ðàçíûõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ ìîçãà ñòâîëî-
âûå êëåòêè ïðèíèìàþò ðàçíûå ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå
îáëè÷èÿ. Â ýìáðèîãåíåçå ýòî êëåòêè íåéðîýïèòåëèÿ è ðà-
äèàëüíîé ãëèè, à âî âçðîñëîì ìîçãå îíè ïðîÿâëÿþò ñâîé-
ñòâà àñòðîöèòîâ. Òåêóùèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ïî-
ëàãàòü, ÷òî â õîäå ðàçâèòèÿ ìîçãà ñòâîëîâûå êëåòêè ïî-
ñòåïåííî òðàíñôîðìèðóþòñÿ èç íåéðîýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê â ðàäèàëüíóþ ãëèþ è äàëåå â àñòðîöèòîïîäîáíûå
êëåòêè. Â òî æå âðåìÿ ïîìèìî öåíòðàëüíîãî ìîçãà èç
íåéðîýïèòåëèÿ íåðâíîé òðóáêè ðàçâèâàþòñÿ ñåò÷àòêà è
åå ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé. Â ýòèõ ñòðóêòóðàõ òàêæå íàé-
äåíû êëåòêè ñî ñâîéñòâàìè ñòâîëîâûõ, ê íèì îòíîñÿòñÿ
êëåòêè Ìþëëåðîâîé ãëèè èç çðèòåëüíîé ÷àñòè ñåò÷àòêè è
ïèãìåíòíûå êëåòêè èç öèëèàðíîé îáëàñòè è ñàìîãî ïèã-
ìåíòíîãî ýïèòåëèÿ. Â íàøåì èññëåäîâàíèè ïðîâåäåí
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýòèõ òêàíåé äëÿ îöåíêè ñïîñîáíî-
ñòè èõ êëåòîê ê ñàìîïîääåðæàíèþ è ìóëüòèïîòåíòíîé
äèôôåðåíöèðîâêå â êóëüòóðå òêàíè è ïðè òðàíñïëàíòà-
öèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿð-
íî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Îáðàçöû òêàíåé, âûäåëåí-
íûå èç ìîçãà, ñåò÷àòêè è öèëèàðíîé îáëàñòè ãëàçà 10-íå-
äåëüíûõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðîâàëè â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè ìèòîãåíîâ FGF è
EGF. ÏÖÐ-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî íàòèâíûé ìîçã è ñåò÷àòêà
èìåëè ñõîäíûé ïàòòåðí ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ïî ìàðêåðàì
äèôôåðåíöèðîâêè (â-òóáóëèíó III, ÊÃÔÁ è âèìåíòèíó) è
òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðàì Pax6, Prox 1, Oct-4 è Na-
nog. Â óñëîâèÿõ ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåò-
êè ôîðìèðîâàëè ñâîáîäíîïëàâàþùèå øàðîîáðàçíûå àã-
ðåãàòû — íåéðîñôåðû, êîòîðûå èìåëè ðàçëè÷èÿ â ñòðóê-
òóðå è ñîñòàâå êëåòîê. Â íåéðîñôåðàõ èç ìîçãà ñíà÷àëà
âñòðå÷àþòñÿ ðîçåòêè íåéðîýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, íî ïî
ìåðå ðîñòà êëåòêè àêòèâíî äåëÿòñÿ, ðàñïðåäåëÿþòñÿ õàî-
òè÷íî, ñðåäè íèõ íàðÿäó ñî ñòâîëîâûìè è ïðîãåíèòîðíû-
ìè âñåãäà ïðèñóòñòâóþò êëåòêè, äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ
ïî íåéðîíàëüíîìó è ãëèàëüíîìó òèïàì. Ïî ìåðå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòêè ìîçãà óòðà÷èâàëè ýêñïðåññèþ òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ïëþðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà Oct-4
è Nanog, íî ñîõðàíÿëè ýêñïðåññèþ Pax6, ó÷àñòâóþùåãî â
ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è íåéðîíàëüíîé äå-
òåðìèíàöèè. Ðåòèíîñôåðû ñîñòîÿëè èç ðîçåòîê ôîòîðå-
öåïòîðíûõ íåéðîáëàñòîâ è êëåòîê âîêðóã íèõ ñ âûñîêîé
ïðîëèôåðàöèåé, îðãàíèçîâàííûõ ïî òèïó ýìáðèîíàëü-
íîé ñåò÷àòêè. Â êëåòêàõ ðåòèíîñôåð íàáëþäàëàñü ýêñ-
ïðåññèÿ ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê,
íåéðîáëàñòîâ è ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ Pax6, Prox 1, Oct-4 è
Nanog. Íåéðîñôåðû, ïîëó÷åííûå èç êëåòîê öèëèàðíîé
îáëàñòè ãëàçà, áûëè ñôîðìèðîâàíû èç ñèëüíî- è ñëàáî-
ïèãìåíòèðîâàííûõ êëåòîê ñ íèçêîé ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòüþ. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå êëåòêè ñîõðàíÿëè â
öèòîïëàçìå ïèãìåíòíûå ãðàíóëû è íà èõ ôîíå äåìîíñò-
ðèðîâàëè ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê, íåé-
ðîáëàñòîâ è áåëêà ðåêîâåðèíà, ñïåöèôè÷íîãî äëÿ ôîòî-
ðåöåïòîðîâ ñåò÷àòêè. Îäíàêî ïî ìîðôîëîãèè ýòè êëåòêè
íå ñîîòâåòñòâîâàëè íè íåéðîíàì, íè ôîòîðåöåïòîðíûì
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êëåòêàì. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâîâàëè î òîì, ÷òî êëåò-
êè, âûäåëåííûå èç ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà è íåéðàëüíîé
ñåò÷àòêè, ïðîÿâëÿëè ñõîäíûå ïîòåíöèè ê ñàìîïîääåðæà-
íèþ è ìóëüòèïîòåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêå â êóëüòóðå òêà-
íè, â òî âðåìÿ êàê ïèãìåíòíûå êëåòêè èç öèëèàðíîé îáëàñ-
òè ñåò÷àòêè, ñêîðåå âñåãî, äåìîíñòðèðóþò ñïîñîáíîñòü ê
òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå, à íå ñòâîëîâûì ñâîéñòâàì.

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

ÁÀËÀÍÑ ÏÎÒÎÊÎÂ K+, Na+ È Cl– ×ÅÐÅÇ ÏËÀÇÌÀÒÈ-
×ÅÑÊÓÞ ÌÅÌÁÐÀÍÓ Ó ÊËÅÒÎÊ ËÈÌÔÎÌÛ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ U937 Â ÍÎÐÌÅ È ÏÐÈ ÀÏÎÏÒÎÇÅ. ÈÎÍÍÛÅ
ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÀÏÎÏÒÎÇÍÎÉ ÄÅÃÈÄÐÀÒÀÖÈÈ ÊËÅ-
ÒÎÊ. © À. À. Âåðåíèíîâ,1 Ò. Ñ. Ãîðÿ÷àÿ,1 Þ. Ì. Ðîçàíîâ,1
À. Â. Øèðîêîâà,1 Â. Å. Þðèíñêàÿ,1 Ô. Ëîíã,2 À. À. Ðó-
áàøêèí.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
è 2 Óíèâåðñèòåò ã. Òþáèíãåíà, Ãåðìàíèÿ.

Ñðàâíåíèå ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– ÷åðåç ïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ìåìáðàíó ó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê â íîðìå è
ïðè àïîïòîçå äàåò óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü êîëè÷åñò-
âåííî îõàðàêòåðèçîâàòü ðàáîòó ñèñòåìû òðàíñïîðòåðîâ è
êàíàëîâ, ïîääåðæèâàþùåé àñèììåòðè÷íîå ðàñïðåäåëå-
íèå îäíîçàðÿäíûõ èîíîâ ìåæäó öèòîïëàçìîé è ñðåäîé,
ðàçíîñòü ýëåêòðè÷åñêèõ ïîòåíöèàëîâ íà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå è âîäíî-îñìîòè÷åñêèé áàëàíñ êëåòêè. Ýòî ñòà-
íîâèòñÿ âîçìîæíûì áëàãîäàðÿ áûñòðîìó óñòàíîâëåíèþ
èîííîãî áàëàíñà ó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, âñëåäñò-
âèå ÷åãî ìîæíî ñðàâíèâàòü ðàçíûå ñîñòîÿíèÿ áàëàíñà.
Íà îñíîâå óðàâíåíèé áàëàíñà ìîæíî ïðîâåñòè ðàñ÷åò
âëèÿíèÿ îòäåëüíûõ òðàêòîâ íà ïîâåäåíèå ñèñòåìû â öå-
ëîì è ïî èíòåãðàëüíîìó ýôôåêòó ïðîâåðÿòü ãèïîòåçû,
îòíîñÿùèåñÿ ê ìåõàíèçìàì ðåãóëÿöèè èîííîãî è âîäíî-
ãî áàëàíñà êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå èîííî-
ãî áàëàíñà êëåòîê ïðè àïîïòîçå ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ íå
òîëüêî â ñâÿçè ñ èçó÷åíèåì àïîïòîçà, íî è â ñâÿçè ñ ðåøå-
íèåì áîëåå îáùèõ ïðîáëåì íîðìàëüíîé ôèçèîëîãèè
êëåòêè. Íàìè ïðîâåäåíî êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå
áàëàíñà òðàíñìåìáðàííûõ ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl–, ñîãëà-
ñóþùååñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èçìåðåíèÿ ïîòîêîâ ((K+(Rb+),
22Na+ è 36Cl–)) ó êëåòîê ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôîìû ÷åëî-
âåêà U937 â äâóõ ñîñòîÿíèÿõ — íîðìàëüíîì è ïðè àïîï-
òîçå, âûçâàííîì ñòàóðîñïîðèíîì (1—2 ìêÌ, 4—5 ÷).
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîëíûé ïîòîê Na+

÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ïðè àïîïòîçå óìåíüøà-
åòñÿ â 1.8 ðàçà, ïîòîê Na+ ÷åðåç íàñîñ — â 2.2, à ïîòîê
Na+ ÷åðåç ñèñòåìó îáìåíà 1 : 1 — â 1.7 ðàçà; âõîäíîé ïî-
òîê Na+ ÷åðåç êàíàëû, ñîñòàâëÿþùèé ó íîðìàëüíûõ êëå-
òîê âñåãî ëèøü 16 % ïîëíîãî ïîòîêà, óìåíüøàåòñÿ ïðè
àïîïòîçå â 1.5 ðàçà, õîòÿ äîëÿ åãî íåñêîëüêî âîçðàñòàåò
(19 %); â âûõîäíîì ïîòîêå Na+ êàíàëüíûé êîìïîíåíò
î÷åíü ìàë (ìåíåå 0.5 %); ïîòîê Na+ ÷åðåç ñèñòåìó ñèì-
ïîðòà Na+—Cl– ñîñòàâëÿåò ó íîðìàëüíûõ êëåòîê 8 %
âõîäíîãî è 0.35 % âûõîäíîãî ïîòîêîâ Na+. Ïîëíûé ïî-
òîê K+ ïðè àïîïòîçå óìåíüøàåòñÿ â 1.6 ðàçà ïðè óìåíü-
øåíèè âõîäíîãî ïîòîêà K+ ÷åðåç íàñîñ â 2.2 ðàçà è íåáî-
ëüøîì óâåëè÷åíèè âõîäíîãî ïîòîêà K+ ÷åðåç êàíàëû (íà
17 %). Íàø àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî âûõîäíîé ïîòîê K+ ó
èññëåäîâàííûõ êëåòîê îáóñëîâëåí äâèæåíèåì åãî òîëü-
êî ÷åðåç K+-êàíàëû, òîãäà êàê âî âõîäíîì ïîòîêå 25 %

ïðèõîäèòñÿ íà êàíàëû è 75 % — íà íàñîñ. Ïîëíûé ïîòîê
Cl– ó àïîïòîçíûõ êëåòîê óìåíüøàåòñÿ â 1.4 ðàçà, ïðè
óìåíüøåíèè êàíàëüíîãî êîìïîíåíòà â âûõîäíîì ïîòîêå
â — 1.9 è âî âõîäíîì ïîòîêå â — 1.4 ðàçà. Ïîòîê Cl– ÷å-
ðåç ñèñòåìó îáìåíà 1 : 1, ñîñòàâëÿþùèé ó íîðìàëüíûõ
êëåòîê 62 % âñåãî ïîòîêà, ïðè àïîïòîçå óìåíüøàåòñÿ â
1.4 ðàçà. Ïîòîê Cl– ÷åðåç ñèñòåìó ñèìïîðòà Na+—Cl– ñî-
ñòàâëÿåò ó íîðìàëüíûõ êëåòîê 10 % âõîäíîãî è 0.4 % âû-
õîäíîãî ïîòîêîâ. Øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîå ìíåíèå î
òîì, ÷òî ñíèæåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ K+ è
ñâÿçàííàÿ ñ ýòèì àïîïòîçíàÿ äåãèäðàòàöèÿ êëåòîê îáó-
ñëîâëåíû îòêðûâàíèåì K+-êàíàëîâ (ñì. îáçîðû: Burg
et al., 2006; Lang et al., 2006), íå ïîäòâåðæäàåòñÿ íè ìàòå-
ìàòè÷åñêèì ìîäåëèðîâàíèåì èîííîãî áàëàíñà, íè ïðÿ-
ìûìè èçìåðåíèÿìè ïîòîêîâ K+ (Rb+) (Âåðåíèíîâ è äð.,
2004, 2006). Ðàíåå ìû ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî
àïîïòîçíàÿ äåãèäðàòàöèÿ êëåòîê ìîæåò áûòü îáóñëîâëå-
íà êàê ñîêðàùåíèåì Na+—Cl–-ñèìïîðòà, òàê è îòêðûâà-
íèåì Cl–-êàíàëîâ (Vereninov et al., 2007). Èçìåðåíèÿ ïî-
òîêîâ 36Cl ó êëåòîê U937, ïðîâåäåííûå íàìè â ïîñëåäíåå
âðåìÿ, ïîêàçûâàþò, ÷òî âòîðîå ïðåäïîëîæåíèå íå ïðîõî-
äèò. Ïî íàøåìó àíàëèçó, èçìåíåíèå èîííîãî áàëàíñà ïðè
àïîïòîçå èññëåäîâàííûõ êëåòîê è õàðàêòåðíîå äëÿ àïîï-
òîçà äåãèäðàòàöèîííîå óìåíüøåíèå èõ îáúåìà îáóñëîâëå-
íû ñî÷åòàíèåì ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè Na,K-ÀÒÔàçíîãî
íàñîñà, óìåíüøåíèÿ èíòåãðàëüíîé ïðîíèöàåìîñòè Na+-êà-
íàëîâ è ñîêðàùåíèÿ Na+—Cl–-ñèìïîðòà. Ðàçðàáîòàííûé
ïîäõîä ê ðàñ÷åòó áàëàíñà ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êëåòîê U937 ìîæåò áûòü èñïî-
ëüçîâàí è â äðóãèõ ñëó÷àÿõ, êîãäà èìåþò ìåñòî ìåäëåí-
íûå ôèçèîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ èîííîãî ñîñòàâà êëåòîê,
êàê ýòî ïðîèñõîäèò, íàïðèìåð, ïðè ïåðåõîäå êëåòîê ê ïðî-
ëèôåðàöèè. Ñòîëü ïîëíîãî àíàëèçà áàëàíñà èîííûõ ïîòî-
êîâ ó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê äî ñèõ ïîð íå ïðîâîäèëè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 06-04-48060 è 06-04-04000 ÐÔÔÈ-ÍÍÈÎ (436 RUS)
113/488/0-2R) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà
ÐÀÍ (ïðîåêò À. À. Âåðåíèíîâà).

ÐÎËÜ ÁÅËÊÀ HP1á È ÏÎÑÒÒÐÀÍÑËßÖÈÎÍÍÛÕ ÌÎ-
ÄÈÔÈÊÀÖÈÉ ÃÈÑÒÎÍÎÂ Â ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÊÎÍ-
ÑÒÈÒÓÒÈÂÍÎÃÎ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀÒÈÍÀ. © Ï. Í. Âèõ-
ðåâà,1, 2 Ñ. À. Ãîëûøåâ,1 Ã. È. Êèðüÿíîâ,1 Â. Þ. Ïîëÿêîâ.1
1 Èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è 2 Ôàêóëüòåò áèîèíæå-
íåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà, polina266@gmail.com.

Íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, ñïîñîá
êîìïàêòèçàöèè ÄÍÊ â èíòåðôàçíûõ è ìèòîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Ïåðñïåêòèâíîé ìîäåëüþ
äëÿ àíàëèçà ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîãî õðî-
ìàòèíà ÿâëÿþòñÿ òàê íàçûâàåìûå õðîìîöåíòðû — ñòðóê-
òóðû, ñîäåðæàùèå âûñîêîïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ, ãèñòîíû è íåãèñòîíîâûå áåë-
êè. Ìàðêåðíûì áåëêîì õðîìîöåíòðîâ ÿâëÿåòñÿ HP1á,
êîòîðûé, ïî íåêîòîðûì äàííûì, èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
èíàêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ (ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè ðîëü áåëêà HP1á â ñòðóê-
òóðíîé îðãàíèçàöèè õðîìîöåíòðîâ. Â êà÷åñòâå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ïîäõîäà èñïîëüçîâàëè ãèïîòîíè÷åñêóþ îá-
ðàáîòêó, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê äåêîìïàêòèçàöèè è ïîñëå-
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äóþùåé ðåêîíñòðóêöèè õðîìàòèíà, è âîçäåéñòâèå
èíãèáèòîðîì àêòèâíîñòè äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ — òðèõî-
ñòàòèíîì A (TSA). Â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè ëèòåðàòó-
ðû ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îêðàñêå èíòàêòíûõ êëåòîê ôëóî-
ðîõðîìîì DAPI õðîìîöåíòðû ïðåäñòàâëåíû ãîìîãåííî
îêðàøåííûìè áëîêàìè îêðóãëîé ôîðìû. Áåëîê HP1á âû-
ÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå õðîìîöåíòðîâ, ïîëíîñòüþ êîëîêàëè-
çóÿñü ñ çîíàìè ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ. Ïîñëå
24 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê ñ TSA â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë
HP1á óäàëÿåòñÿ èç õðîìîöåíòðîâ. Ãèïîòîíè÷åñêàÿ îáðà-
áîòêà (60 ìèí èíêóáàöèè â 30%-íîì ðàñòâîðå Õýíêñà)
èíòàêòíûõ êëåòîê ïðèâîäèò ê íàáóõàíèþ è ïîñëåäóþ-
ùåé ÷àñòè÷íîé ðåêîíñòðóêöèè õðîìîöåíòðîâ, íî íå óäà-
ëÿåò HP1á. Â êëåòêàõ, èíêóáèðîâàííûõ 24 ÷ â ïðèñóòñò-
âèè TSA, ãèïîòîíè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ïðèâîäèò ê äåêîì-
ïàêòèçàöèè õðîìîöåíòðîâ, àíàëîãè÷íîé ãèïîòîíè÷åñêîé
îáðàáîòêå áåç òðèõîñòàòèíà. Îáðàáîòêà êëåòîê òðèõîñòà-
òèíîì â òå÷åíèå 48 ÷ è ïîñëåäóþùåå ãèïîòîíè÷åñêîå
âîçäåéñòâèå ïðèâîäÿò ê äðàìàòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì â
ñòðóêòóðå õðîìîöåíòðîâ. Â 80 % êëåòîê ïîä âîçäåéñòâè-
åì ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà õðîìîöåíòðû ðåêîíñò-
ðóèðóþòñÿ â ôèáðèëëû, ïðåèìóùåñòâåííî çàìêíóòûå
â êîëüöåîáðàçíûå ñòðóêòóðû. Ïðèáëèçèòåëüíî 20 % êëå-
òîê ñîäåðæàò ÿäðà ñ ïîëíîñòüþ äåêîíäåíñèðîâàííûì
õðîìàòèíîì, ãäå õðîìîöåíòðû íåëüçÿ âûÿâèòü êàê îáî-
ñîáëåííûå ñòðóêòóðû. Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïî-
ëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â óñëîâèÿõ
îòñóòñòâèÿ HP1á è ãèïåðàöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ ðå-
êîíñòðóêöèÿ õðîìàòèíà õðîìîöåíòðîâ ïðîèñõîäèò ïî
ïóòè, îòëè÷àþùåìóñÿ îò òàêîâîãî äëÿ íàòèâíîãî õðîìà-
òèíà. Ïîëó÷åííûå äàííûå îáñóæäàþòñÿ â ñâÿçè ñ ãèïîòå-
çîé î ñòðóêòóðíîé ðîëè HP1á è äðóãèõ íåãèñòîíîâûõ
áåëêîâ â îðãàíèçàöèè õðîìîöåíòðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49506-à).

ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÝÊÒÎÏÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÌÅÆÄÈÑÊÀ Â
ÏÎËÈÒÅÍÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌÀÕ Drosophila melanogas-
ter Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ FRT-ÑÎÄÅÐÆÀÙÈÕ ÊÎÍ-
ÑÒÐÓÊÖÈÉ. © Å. È. Âîëêîâà, Î. Â. Àíäðååíêîâ, Â. Ô. Ñå-
ìåøèí, Ñ. À. Äåìàêîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Âîïðîñ î òîì, êàêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåîáõîäè-
ìû äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìåæäèñêîâ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì
äðîçîôèëû, äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Íàìè äëÿ âû-
ÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà ïðåäëîæåí ïîäõîä, êîòîðûé îñíî-
âàí íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì êàðòèðîâàíèè èç-
ìåíåíèé ìîðôîëîãèè êîíêðåòíîãî ðàéîíà ïîëèòåííîé
õðîìîñîìû ïðè âñòðàèâàíèè â íåãî òåñòèðóåìûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ èç ðàéîíà ìåæäèñêà. Ìåòîä ïðåä-
ïîëàãàåò èñïîëüçîâàíèå äâóõ òðàíñïîçîíîâ. Òðàíñïî-
çîí-äîíîð íåñåò èññëåäóåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ,
ôëàíêèðîâàííóþ äâóìÿ ñàéòàìè FRT.

Òðàíñïîçîí-ìèøåíü ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ, ðàçäåëåííûõ ñàéòîì FRT, êîòîðûå ôîðìèðóþò â
ñîñòàâå õðîìîñîìû íîâûé äèñê. Ïðè ñâåäåíèè ýòèõ
òðàíñïîçîíîâ â ãåíîìå ñ èñòî÷íèêîì FLP ïðîèñõîäÿò
âûðåçàíèå èññëåäóåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç äîíîðíî-
ãî òðàíñïîçîíà è åå âñòðàèâàíèå â àêöåïòîðíûé òðàíñïî-
çîí ïî ñàéòó FRT (Golic et al., 1997). Íàìè ïðåäëîæåíà
ãåíåòè÷åñêàÿ ñõåìà äëÿ ñåëåêöèè ïîäîáíîãî ðîäà ñîáû-

òèé. Äîíîðíàÿ êîíñòðóêöèÿ pFRTV-3C, ñîäåðæàùàÿ
ìåæäó ñàéòàìè FRT ôðàãìåíò ÄÍÊ èç ìåæäèñêà 3C6/7 è
ìàðêåðíûé ãåí vermilion (v), áûëà òðàíñôîðìèðîâàíà âî
2-þ õðîìîñîìó. Êîíñòðóêöèÿ-ìèøåíü pICon(dv)Ä áûëà
êàðòèðîâàíà â 3-é õðîìîñîìå, ìàðêèðîâàííîé ìóòàöèåé
Kinked (Ki). Ïðèñóòñòâèå â ñîñòàâå êîíñòðóêöèè-ìèøåíè
íåôóíêöèîíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà vermilion
(dv) çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò ÷àñòîòó âñòðàèâàíèÿ êàññå-
òû-äîíîðà çà ñ÷åò ãîìîëîãèè ñ ÄÍÊ ýòîãî ãåíà (Golic et
al. Nucl. Acids Res., 1997, 25: 3665—3671). Ñåëåêöèþ
ïðîâîäèëè íà ôîíå ñèñòåìû ìóòàöèé v2; bwD, êîòîðàÿ ïî-
çâîëÿåò ïî èçìåíåíèþ öâåòà ãëàç (áåëûé—êîðè÷íåâûé)
ðåãèñòðèðîâàòü ñîáûòèÿ âûðåçàíèÿ—âñòðàèâàíèÿ êàññå-
òû ñ ãåíîì vermilion. Ñàìöîâ â2Tb-FLP, pFRTV-3C/+;
pICon(dv)Ä Ki/+, ñîäåðæàùèõ èñòî÷íèê FLP ïîä â-òó-
áóëèíîâûì ïðîìîòîðîì, ñêðåùèâàëè ñ ñàìêàìè v2;
bwD/CyO. Â ïîòîìñòâå îòáèðàëè ñàìöîâ bwKi, èíäèâè-
äóàëüíî ñêðåùèâàëè âíîâü ñ ñàìêàìè v2; bwD/CyO è ñå-
ëåêòèðîâàëè ñîáûòèÿ èíòåãðàöèè â òðàíñïîçîí-ìèøåíü
pICon(dv)Ä ïî ãåíåòè÷åñêîìó ñöåïëåíèþ ïðèçíàêà
«êîðè÷íåâûå ãëàçà» (v2; bw [v+]) ñ ìàðêåðîì Ki. ×àñòîòà
âûðåçàíèÿ êàññåòû ñ ìàðêåðîì v+ â ñèñòåìå â2Tb-FLP—
FRT ñîñòàâèëà áîëåå 95 %, à ÷àñòîòà åå âñòðàèâàíèÿ â
òðàíñïîçîí pICon(dv)Ä — îêîëî 2 % (3/146). Òàêèì îá-
ðàçîì, äàííàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ ñõåìà ïîçâîëÿåò ñðåäè âñåõ
âîçìîæíûõ âàðèàíòîâ ñîáûòèé â ñèñòåìå FRT—FLP ðå-
êîìáèíàöèè ýôôåêòèâíî îòáèðàòü ñîáûòèÿ èíòåãðàöèè
íóæíîé êàññåòû, ñîäåðæàùåé ôðàãìåíò ìåæäèñêà, â êîí-
ñòðóêöèþ-ìèøåíü. Äàëüíåéøåå ýëåêòðîííî-ìèêðîñêî-
ïè÷åñêîå êàðòèðîâàíèå ïîçâîëèò îïðåäåëèòü ñòåïåíü àâ-
òîíîìíîñòè èññëåäóåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç ðàéî-
íà ìåæäèñêà 3C6/7. Åñëè â ñîñòàâå àêöåïòîðíîãî
òðàíñïîçîíà âñòðàèâàíèå áóäåò ñîïðîâîæäàòüñÿ îáðàçî-
âàíèåì ìåæäèñêà, ýòî áóäåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì,
÷òî äàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íåîáõîäèìà è äîñòàòî÷-
íà äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìåæäèñêà. Äîñòîèíñòâîì äàííîãî
ãåíåòè÷åñêîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíàÿ âîçìîæ-
íîñòü âñòðàèâàòü â ñòàíäàðòíóþ êîíñòðóêöèþ-ìèøåíü
ðàçëè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ è èçó÷àòü èõ ñâîé-
ñòâà â çàäàííîì ãåíîìíîì îêðóæåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå,
ïðåäîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-4838), â âèäå ãðàíòà
ÍØ-942.2006.4, ïî ïðîãðàììå ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» (ãðàíò 10.1) è ïî Ìåæ-
äèñöèïëèíàðíîìó èíòåãðàöèîííîìó ïðîåêòó ÑÎ ÐÀÍ
¹ 45.

Ó×ÀÑÒÈÅ ÎÏÓÕÎËÅÂÎÃÎ ÑÓÏÐÅÑÑÎÐÀ p53 Â ÈÍ-
ÄÓÊÖÈÈ ÝÐÈÒÐÎÈÄÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ
ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ K562. © Ò. Î. Âîëêîâà, Í. Ñ. Çûêèíà,
Í. Í. Íåìîâà. Ïåòðîçàâîäñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåð-
ñèòåò.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî îïóõîëåâûé ñó-
ïðåññîð p53 èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷-
íîé ïðîëèôåðàöèè. Â îòâåò íà ðàçëè÷íûå ïîâðåæäàþ-
ùèå àãåíòû êîíöåíòðàöèè áåëêà p53 â êëåòêå ðåçêî âîç-
ðàñòàåò, ÷òî ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà â
G1-ïåðèîäå è(èëè) çàïóñêó ïðîöåññîâ àïîïòîçà. Îäíàêî
ìîäóëÿöèÿ ýêñïðåññèè p53 ìîæåò èìåòü ìåñòî òàêæå ïðè
èíäóêöèè êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Íàðóøåíèå
ôóíêöèè óêàçàííîãî áåëêà ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ÷àñòî
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âñòðå÷àåìûì ìîëåêóëÿðíûì èçìåíåíèåì â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ. Äëÿ áîëåå 50 % îïóõîëåé ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ õàðàêòåðíûìè ÿâëÿþòñÿ ìóòàöèè â ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùåì äîìåíå p53. Ïîýòîìó âîïðîñ î ðîëè ìóòàíòíûõ
ôîðì áåëêà p53 â ðåãóëÿöèè îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ ÿâëÿåòñÿ âåñüìà çíà÷èìûì è èìååò îãðîìíîå
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå íàìè
áûëè èçó÷åíû îñîáåííîñòè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ðî-
äèòåëüñêîé ëèíèè K562 è åå ñóáëèíèè, ýêñïðåññèðóþ-
ùåé òåìïåðàòóðî÷óâñòâèòåëüíûé (ts) ìóòàíòíûé ìûøè-
íûé p53 Val-135, êîòîðûé ïðè 37 °Ñ èìååò òèïè÷íûå õà-
ðàêòåðèñòèêè ìóòàíòíîãî áåëêà p53, à ïðè 32 °Ñ
ïðèîáðåòàåò êîíôîðìàöèþ è ñâîéñòâà áåëêà äèêîãî òèïà
(ñóáëèíèÿ ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ïðîô. Á. Ï. Êîïíè-
íûì, Îíêîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ). Êëåòêè
(5�105 êëåòîê â 1 ìë) èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ñ 2 ìÌ òèìè-
äèíà ïðè 32 °Ñ â òå÷åíèå 2 ñóò, ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè
êîíöåíòðàöèþ ãåìîãëîáèíà — ìàðêåðà, ñïåöèôè÷íîãî
äëÿ êëåòîê ýðèòðîèäíîãî ðÿäà. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
ïîêàçàëè, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ãåìîãëîáèíà â êëåòêàõ ñóá-
ëèíèè K562/ts-p53, îáðàáîòàííûõ ðåàãåíòîì, áûëà â
3 ðàçà âûøå, ÷åì â êëåòêàõ ðîäèòåëüñêîé ëèíèè. Êðîìå
òîãî, â èñïîëüçóåìûõ íàìè óñëîâèÿõ ó 10—20 % êëåòîê
K562/ts-p53 íàáëþäàëèñü ïðèçíàêè àïîïòîçà, òîãäà êàê
ñðåäè ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê äîëÿ ïîãèáøèõ ñîñòàâëÿëà
2—3 %. Àïîïòîç ðåãèñòðèðîâàëè ìåòîäàìè ýëåêòðîôî-
ðåçà ÄÍÊ â àãàðîçå è äâóõïàðàìåòðîâîé ôëóîðåñöåíöèè
ñ 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîëîì (DAPI) è ýòèäèé áðî-
ìèäîì (EtBr). Â ðàáîòå îáñóæäàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ìóòàíò-
íîãî p53 â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ñîõðàíÿòü íåêîòîðûå
àêòèâíîñòè áåëêà äèêîãî òèïà, à èìåííî ñâÿçûâàòüñÿ ñ
p53-ðåñïîíñèâíûìè ýëåìåíòàìè è óâåëè÷èâàòü òðàíñ-
êðèïöèþ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â ïðî-
öåññå äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôîí-
äà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
ÐÔ (ãðàíò ÍØ-4310.2006.4) è ÔÖÍÒÏ «Âåäóùèå íàó÷-
íûå øêîëû».

ÂËÈßÍÈÅ ÍÈÒÐÎÑÒÈÐÈËÜÍÛÕ ÏÐÎÈÇÂÎÄÍÛÕ
ÕÈÍÎËÈÍ-1-ÎÊÑÈÄÀ ÍÀ ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÑÒÜ
ÝÐÈÒÐÎËÅÉÊÅÌÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ K562 Ê ÍÅÑÏÅ-
ÖÈÔÈ×ÅÑÊÎÌÓ ËÈÇÈÑÓ ËÅÉÊÎÖÈÒÀÌÈ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ. © Ò. Î. Âîëêîâà, Í. Í. Íåìîâà. Ïåòðîçàâîäñêèé
ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Ñïîñîáíîñòü åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê, à òàê-
æå äðóãèõ ñóáïîïóëÿöèé ýôôåêòîðîâ îñóùåñòâëÿòü íå-
ñïåöèôè÷åñêèé öèòîòîêñè÷åñêèé ëèçèñ (ÍÖÒ-ëèçèñ)
êëåòîê-ìèøåíåé âî ìíîãîì îïðåäåëÿåòñÿ ðåöåïòîðíûìè
ñòðóêòóðàìè íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, îáóñëîâëèâàþùèìè
èõ âçàèìîäåéñòâèå. Ê ÷èñëó òàêèõ ñòðóêòóð îòíîñÿòñÿ,
íàïðèìåð, àíòèãåíû ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòè-
ìîñòè êëàññà I, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ ìîæåò ìåíÿòüñÿ êàê
ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê in vivo, òàê è ïðè
ñïîíòàííîé è èíäóöèðîâàííîé äèôôåðåíöèðîâêå in vit-
ro. Ïîýòîìó ïðàâèëüíûé âûáîð öèòîñòàòè÷åñêèõ àãåíòîâ
â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå îïðåäåëÿåò ýôôåêòèâíîñòü õè-
ìèîòåðàïèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè èçó÷åíî èç-
ìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê K562 ê ÍÖÒ-ëèçèñó
ëåéêîöèòàìè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ÷åëîâåêà
ïðè èíäóêöèè ýðèòðîèäíîé äèôôåðåíöèðîâêè â óñëîâè-
ÿõ îáðàáîòêè N-îêñèäèðîâàííûìè ïðîèçâîäíûìè õèíî-

ëèíà [2-(4�-íèòðîñòèðèë)õèíîëèí-1-îêñèä) (2-NSQO) è
4-(4�-íèòðîñòèðèë)õèíîëèí-1-îêñèä) (4-NSQO)], à òàêæå
êîìáèíàöèÿìè óêàçàííûõ ðåàãåíòîâ ñ äèìåòèëñóëüôî-
êñèäîì (ÄÌÑÎ). Îáðàáîòêó êëåòîê ðåàãåíòàìè ïðîâîäè-
ëè â òå÷åíèå 2 è 4 ñóò èíêóáàöèè. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâà-
íèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðè îáðàáîòêå îïóõîëåâûõ êëåòîê
2-NSQO èëè 4-NSQO â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü èõ ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ËÏÊ çíà÷èìî âîç-
ðàñòàëà (P < 0.05). Ýôôåêò íàáëþäàëñÿ íà 4-å ñóò èíêó-
áàöèè ñ ðåàãåíòàìè. Îäíàêî äîáàâëåíèå â ñèñòåìó
ÄÌÑÎ (0.5 %) ïðèâîäèëî ê äîñòîâåðíîìó ñíèæåíèþ
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê K562 ê ÍÖÒ-ëèçèñó ËÏÊ (P <
< 0.05) ïî ñðàâíåíèþ ñ âûøåîïèñàííûì âàðèàíòîì. Êðî-
ìå òîãî, íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè êîì-
áèíàöèé ñîåäèíåíèé òàêæå ïðîèñõîäèëî ïîäàâëåíèå
àïîïòîçà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Â ðàáîòå îáñóæäàåòñÿ
âîçìîæíàÿ âçàèìîñâÿçü ìåæäó âûáîðîì íàïðàâëåíèÿ
äèôôåðåíöèðîâêè îïóõîëåâûõ êëåòîê è èçìåíåíèåì ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ê ÍÖÒ-ëèçèñó ãîìîëîãè÷íûìè êëåòêà-
ìè-ýôôåêòîðàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôîí-
äà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
ÐÔ (ãðàíò ÍØ-4310.2006.4) è ÔÖÍÒÏ «Âåäóùèå íàó÷-
íûå øêîëû».

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÆÈÂÎÉ ÊËÅÒÊÅ:
ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÐÀÄÈÀËÜÍÎÉ ÑÅÒÈ È ÊÐÀÅÂÎÉ ÝÔ-
ÔÅÊÒ. © È. À. Âîðîáüåâ,1, 2 È. Ñ. Ãðèãîðüåâ,2 È. Â. Ìà-
ëûé.3 1 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà, ivorobjev@mail.ru, 2 Äåïàðòàìåíò êëåòî÷íîé
áèîëîãèè è ãåíåòèêè, Ìåäèöèíñêèé öåíòð èì. Ýðàçìà â
Ðîòòåðäàìå, Ãîëëàíäèÿ, è 3 Äåïàðòàìåíò âû÷èñëèòåëü-
íîé áèîëîãèè, Ìåäèöèíñêèé ôàêóëüòåò, Óíèâåðñèòåò
ã. Ïèòòñáóðãà, ÑØÀ.

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) èãðàþò öåíòðàëüíóþ ðîëü â
ïîääåðæàíèè àðõèòåêòóðû, îðãàíèçàöèè äâèæåíèÿ è äå-
ëåíèÿ êëåòîê. Â èíòåðôàçå äëèííûå ÌÒ îáðàçóþò âî
ìíîãèõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ðàäèàëüíóþ ñåòü, ãäå
ïëþñ-êîíöû îáðàùåíû ê êðàþ êëåòêè, à ìèíóñ-êîíöû çà-
êðåïëåíû íà öåíòðîñîìå èëè íàõîäÿòñÿ âáëèçè íåå. Èí-
äèâèäóàëüíûå ÌÒ âñå âðåìÿ ðàñòóò è óêîðà÷èâàþòñÿ, â
òî âðåìÿ êàê ñòàòèñòè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå äëèí ÌÒ â
êëåòêå îñòàåòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî ïîñòîÿííûì. Ìû ïðåä-
ëàãàåì ìîäåëü, êîòîðàÿ îïèñûâàåò îòíîøåíèå ñðåäíåé
äëèíû ÌÒ è äèíàìèêè èõ ïëþñ-êîíöîâ â ñòàöèîíàðíîì
ñîñòîÿíèè â êëåòêå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèíèìàëüíîãî íà-
áîðà ïàðàìåòðîâ (ðàäèóñ êëåòêè, êîíöåíòðàöèÿ òóáóëè-
íà, êðèòè÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ äëÿ óäëèíåíèÿ ïëþñ-êîí-
öà è ÷èñëî ñàéòîâ íóêëåàöèè). Ñåòü ÌÒ àïïðîêñèìèðóåò-
ñÿ ðàäèàëüíîé ñèñòåìîé, â êîòîðîé ìèíóñ-êîíöû
àññîöèèðîâàíû ñ çàòðàâêàìè íà öåíòðîñîìå, â òî âðåìÿ
êàê ïëþñ-êîíöû ðàñòóò è óêîðà÷èâàþòñÿ. Äèíàìè÷åñêàÿ
íåñòàáèëüíîñòü ïëþñ-êîíöîâ ÌÒ ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê
ñëó÷àéíîå áëóæäàíèå ñ êðàåâûìè óñëîâèÿìè, ïîâåäåíèå
ñåòè ÌÒ êîëè÷åñòâî õàðàêòåðèçóåòñÿ êîýôôèöèåíòà-
ìè äèôôóçèè è ñíîñà. Ìû ïîêàçûâàåì, ÷òî ôîðìèðî-
âàíèå ïðîòÿæåííîé ñåòè â ñòàöèîíàðíîì ñîñòîÿíèè ìî-
æåò áûòü äîñòèãíóòî îäíèì ëèøü îãðàíè÷åíèåì ðîñòà
ìèêðîòðóáî÷åê êðàåì êëåòêè è íå òðåáóåò ëîêàëüíîé ðå-
ãóëÿöèè èõ ïîâåäåíèÿ. Äëÿ ðàäèóñà êëåòêè, êîíöåíòðà-
öèè òóáóëèíà, êðèòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè ýëîíãàöèè
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ïëþñ-êîíöà è ÷èñëà ñàéòîâ íóêëåàöèè ìû îïðåäåëèëè
áàçèñíóþ òî÷êó â ïðîñòðàíñòâå ïàðàìåòðîâ, â êîòîðîé
ïëþñ-êîíöû èíäèâèäóàëüíûõ ÌÒ â ñðåäíåì íå óäëèíÿ-
þòñÿ è íå óêîðà÷èâàþòñÿ. Â ýòîì ñëó÷àå ñðåäíÿÿ äëèíà
ÌÒ ðàâíà ïîëîâèíå ðàäèóñà êëåòêè. Êîãäà êàêîé-ëèáî èç
ïàðàìåòðîâ óêëîíÿåòñÿ îò ñâîåãî áàçèñíîãî çíà÷åíèÿ,
ÌÒ â ñðåäíåì ñòàíîâÿòñÿ äëèííåå èëè êîðî÷å; ñîîòâåòñò-
âåííî âîçíèêàåò ïîëîæèòåëüíûé èëè îòðèöàòåëüíûé
ñíîñ ïëþñ-êîíöîâ. Èçìåíåíèå ëþáîãî ïàðàìåòðà â îêðå-
ñòíîñòè áàçèñíîé òî÷êè ñóùåñòâåííî âëèÿåò íà äëèíó
ÌÒ è ñëàáî — íà âåëè÷èíó ñíîñà. Åñëè ñðåäíÿÿ äëèíà
ÌÒ áëèçêà ê ðàäèóñó êëåòêè, òî ñíîñ ïëþñ-êîíöîâ ñòàíî-
âèòñÿ çíà÷èòåëüíûì. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî áîëüøèí-
ñòâî ïëþñ-êîíöîâ ðàñïîëàãàåòñÿ âáëèçè êðàÿ êëåòêè, à
íåìíîãî÷èñëåííûå ÌÒ, èìåþùèå ïëþñ-êîíöû âî âíóò-
ðåííåé öèòîïëàçìå, äåìîíñòðèðóþò ïðîöåññèâíûé ðîñò.
Ñòàáèëèçàöèÿ ïëþñ-êîíöîâ íà êðàþ êëåòêè ÿâëÿåòñÿ â
ðàìêàõ ìîäåëè ðåçóëüòàòîì áîëüøîãî ïîëîæèòåëüíîãî
ñíîñà è íå òðåáóåò ïðåäïîëîæåíèé î íàëè÷èè ëîêàëüíûõ
ñòàáèëèçèðóþùèõ ôàêòîðîâ. Ýêñïåðèìåíòàëüíûé àíà-
ëèç äèíàìèêè ïëþñ-êîíöîâ ÌÒ â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ (ôèáðîáëàñòû 3T3, êëåòêè HeLa, CHO, ìåëà-
íîôîðû ðûá è äð.) ïîêàçûâàåò, ÷òî â áîëüøèíñòâå êëåòîê
ñ ðàäèàëüíîé ñèñòåìîé ïðîòÿæåííûõ ÌÒ ïëþñ-êîíöû
èìåþò çàìåòíûé ïîëîæèòåëüíûé ñíîñ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ
íàëè÷èåì äëèííûõ ÌÒ â ðàìêàõ ïðåäëàãàåìîé òåîðèè.
Íàëè÷èå ñâîáîäíûõ (äåïîëèìåðèçóþùèõñÿ) ìèíóñ-êîí-
öîâ íà íåáîëüøîé ÷àñòè ÌÒ íå ïðèâîäèò ê çàìåòíîìó èç-
ìåíåíèþ ïàðàìåòðîâ ñèñòåìû (ñíîâà è äèôôóçèè
ïëþñ-êîíöîâ), îäíàêî ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò âðåìÿ îá-
íîâëåíèÿ äëèííûõ ÌÒ. Ýêñïåðèìåíòàìè ïî àíàëèçó êè-
íåòèêè âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå îáåñöâå÷è-
âàíèÿ ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ, ðàäèóñ êîòîðûõ íå ïðå-
âîñõîäèò 20—25 ìêì, îáíîâëåíèå áîëüøèíñòâà ÌÒ
ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò äåïîëèìåðèçàöèè ïëþñ-êîíöîâ, òîã-
äà êàê äëÿ áîëåå äëèííûõ ÌÒ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì îá-
íîâëåíèÿ ÿâëÿåòñÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèíóñ-êîíöîâ. Ïî-
êàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ïàðàìåòðîâ äèôôóçèè è ñíîñà
ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ðàçëè÷íûå ýôôåêòû âîçäåéñòâèÿ íà
ÌÒ ðåãóëÿòîðíûõ ÃÒÔàç (Rho-áåëêîâ), à òàêæå ñòàáèëè-
çèðóþùèõ ôàêòîðîâ (áåëêîâ ñåìåéñòâà CLASP).

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

ÌÀÒÐÈÊÑÍÛÅ ÌÅÒÀËËÎÏÐÎÒÅÈÍÀÇÛ ÌÎÃÓÒ
ÁÛÒÜ ÌÈØÅÍÜÞ ÄÅÉÑÒÂÈß N-ÀÖÅÒÈËÖÈÑÒÅ-
ÈÍÀ ÍÀ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÅ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÛ
3T3-SV40. © È. Â. Âîðîíêèíà, Ë. Â. Ñìàãèíà, Ê. Ì. Êèð-
ïè÷íèêîâà, È. À. Ãàìàëåé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, igamaley@mail.cytspb.rssi.ru.

Òàêèå àíòèîêñèäàíòû, êàê N-àöåòèëöèñòåèí (NAC) è
ãëóòàòèîí, â îòëè÷èå îò ëèïîåâîé êèñëîòû, äåéñòâóÿ íà
ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû 3T3, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðó-
ñîì SV40 (3T3-SV40), âûçûâàþò âðåìåííóþ ÷àñòè÷íóþ
íîðìàëèçàöèþ (ðåâåðñèþ) èõ òðàíñôîìèðîâàííîãî ôå-
íîòèïà. Ðåâåðñèÿ âûðàæàåòñÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, â ïðèîá-
ðåòåíèè êëåòêàìè 3T3-SV40 ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà, ïîõîæèõ íà ñòðåññ-ôèáðèëëû íîðìàëüíûõ êëå-
òîê 3T3, à ñ äðóãîé — â ïîòåðå èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè è ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ åñòåñò-
âåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (Ãàìàëåé è äð., 2006; Gamaley

et al., 2006). NAC è ãëóòàòèîí ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àþò-
ñÿ îò ëèïîåâîé êèñëîòû íàëè÷èåì â ñâîåé ñòðóêòóðå âîñ-
ñòàíîâëåííûõ SH-ãðóïï è äåéñòâóþò êàê àíòèîêñèäàíòû
è ýêñòðàêëåòî÷íî, è ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó. Ëè-
ïîåâàÿ êèñëîòà âîññòàíàâëèâàåò ñâîè SH-ãðóïïû ôåð-
ìåíòàòèâíî ëèøü âíóòðè êëåòêè è äåéñòâóåò êàê àíòèîê-
ñèäàíò èñêëþ÷èòåëüíî âíóòðèêëåòî÷íî. Ìû ïîêàçàëè,
÷òî âñå òðè àíòèîêñèäàíòà óìåíüøàþò ñîäåðæàíèå â
êëåòêàõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà è óâåëè÷èâàþò ïóë
âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà. Îäíàêî ðàçëè÷íûå ìîðôî-
ëîãè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê, âû-
çâàííûå èõ ïðèñóòñòâèåì, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ðàç-
íûõ ìèøåíåé èõ äåéñòâèÿ, ïðÿìî íå ñâÿçàííûõ ñ èçìåíå-
íèÿìè îáùåãî ðåäîêñ-áàëàíñà êëåòêè. Èñõîäÿ èç ýòîãî â
äàííîé ðàáîòå ìû ïîïûòàëèñü íàéòè ìèøåíü äåéñòâèÿ
NAC íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê 3T3-SV40. Èññëåäîâàëè àê-
òèâíîñòü ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ) — æå-
ëàòèíàç ÌÌÏ2 è ÌÌÏ9, íàèáîëåå ÷àñòî ñåêðåòèðóåìûõ
îïóõîëåâûìè è òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè. ÌÌÏ,
áóäó÷è ìàðêåðàìè îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè, ÿâëÿþòñÿ
áåëêàìè, ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ðåäîêñ-îêðóæåíèþ áëàãî-
äàðÿ öèñòåèíîâîìó îñòàòêó â ïðîïåïòèäíîì äîìåíå áåë-
êà, ÷åðåç êîòîðûé ìîæåò ïðîèñõîäèòü àêòèâàöèÿ èëè èí-
ãèáèðîâàíèå ÌÌÏ. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ2 è ÌÌÏ9 â ýêñòð-
àêëåòî÷íîé ñðåäå èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ çèìîãðàìì.
Ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ 10 ìÌ NAC (íî íå
ëèïîåâîé êèñëîòû) ðåçêî óìåíüøàåòñÿ êîëè÷åñòâî îáåèõ
ÌÌÏ â ñðåäå, ÷òî ãîâîðèò îá èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåé-
ñòâèþ NAC. Ââåäåíèå æå ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà
ÌÌÏ GM6001 (30 íÌ) ïðèâîäèò, íàîáîðîò, ê âûáðîñó
êëåòêàìè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ÌÌÏ2, íî â ëàòåíòíîé
ôîðìå. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè NAC è GM6001 ïðåâà-
ëèðóåò äåéñòâèå NAC, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
NAC ÿâëÿåòñÿ íå ïðîñòûì (è íå òîëüêî) èíãèáèòîðîì àê-
òèâíîñòè ÌÌÏ. Îòñóòñòâèå ÌÌÏ (êàê â àêòèâíîé, òàê è
â íåàêòèâíîé ôîðìàõ) â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè NAC ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÌÌÏ â
ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ NAC ìîãóò îñòàâàòüñÿ íà ìåìáðàíå
êëåòîê è èçìåíÿòü åå ïîâåðõíîñòíûå è äðóãèå ñâîéñòâà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48586).

ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÍÈÊÎÒÈÍÎÂÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ
ÀÖÅÒÈËÕÎËÈÍÀ Â ÍÅÉÐÎÍÀÕ ÌÎËËÞÑÊÀ ÏÎ
ÔÀÐÌÀÊÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÌÓ ÏÐÎÔÈËÞ. ÑÐÀÂÍÅ-
ÍÈÅ Ñ ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÛÌÈ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀÌÈ ÏÎÇÂÎ-
ÍÎ×ÍÛÕ. © Å. À. Âóëüôèóñ,1 Å. Â. Ãîðáà÷åâà,1 Î. Á. Òó-
ìèíà,1 È. Å. Êàøåâåðîâ,2 Ì. Í. Æìàê,2 Þ. Í. Óòêèí,2
Â. È. Öåòëèí.2 1 Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî, vulfius@icb.psn.ru, è 2 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé
õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Íèêîòèíîâûå ðåöåïòîðû àöåòèëõîëèíà (ÍÐÀÕ) îò-
íîñÿòñÿ ê ñóïåðñåìåéñòâó ëèãàíäóïðàâëÿåìûõ èîííûõ
êàíàëîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ïåíòàìåðíûå áåëêè.
Ïÿòü ñóáúåäèíèö ñãðóïïèðîâàíî âîêðóã èîííîé ïîðû,
êîòîðàÿ îòêðûâàåòñÿ äëÿ ïîòîêà èîíîâ â ðåçóëüòàòå êîí-
ôîðìàöèîííîãî èçìåíåíèÿ ïðè ñâÿçûâàíèè àöåòèëõîëè-
íà (ÀÕ) èëè åãî àãîíèñòà ñ óçíàþùèì ó÷àñòêîì. Èäåíòè-
ôèöèðîâàíî è êëîíèðîâàíî 12 ïîäòèïîâ ñóáúåäèíèö
íåéðîíàëüíûõ ÍÐÀÕ ïîçâîíî÷íûõ (9 á è 3 â). Ñáîðêà
ñóáúåäèíèö â ðàçíûõ êîìáèíàöèÿõ è ïîñòòðàíñëÿöèîí-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 729



íàÿ ìîäèôèêàöèÿ ðåöåïòîðîâ îïðåäåëÿþò ìíîãîîáðàçèå
èõ ñâîéñòâ. Ïðè ñðàâíåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè íåéðîíîâ ê
àãîíèñòàì è àíòàãîíèñòàì ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ðåêîì-
áèíàíòíûõ ÍÐÀÕ çàäàííîãî ñîñòàâà ìîæíî ñäåëàòü
ïðåäïîëîæåíèå î ñóáúåäèíè÷íîì ñîñòàâå íàòèâíûõ
ÍÐÀÕ. Ïðèìåíèâ ýòîò ïîäõîä äëÿ èññëåäîâàíèÿ Cl–-ïðî-
âîäÿùèõ ÍÐÀÕ â èäåíòèôèöèðîâàííûõ íåéðîíàõ áðþ-
õîíîãîãî ìîëëþñêà Lymnaea stagnalis, ìû íàøëè áîëü-
øîå ñõîäñòâî îêîëî 80 % ðåöåïòîðîâ ñ ãîìîîëèãîìåð-
íûì á7-ðåöåïòîðîì ïîçâîíî÷íûõ: 1) òîê, âûçâàííûé ÀÕ
(IÀÕ), ïîäàâëÿåòñÿ äëèííûì á-íåéðîòîêñèíîì èç ÿäà êîá-
ðû; èçâåñòíî, ÷òî äëèííûå á-íåéðîòîêñèíû èìåþò âûñî-
êîå ñðîäñòâî òîëüêî ê á7-, á8- è á9-ïîäòèïàì íåéðîíàëü-
íûõ ÍÐÀÕ ïîçâîíî÷íûõ (Couturier et al., 1990; Elgoyhen
et al., 1994; Gerazanich et al., 1994); 2) IÀÕ âûñîêî÷óâñòâè-
òåëåí ê á-êîíîòîêñèíó ImI — èçáèðàòåëüíîìó àíòàãîíè-
ñòó á7 è á3â2 ÍÐÀÕ (Johnson et al., 1995; Ellison et al.,
2004), íî íå ñíèæàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè á-êîíîòîêñèíà
ÌII, ñïåöèôè÷íîãî â îòíîøåíèè á3â2-ðåöåïòîðîâ (Carti-
er et al., 1996); 3) IÀÕ áëîêèðóåòñÿ äâóìÿ ñèíòåòè÷åñêèìè
àíàëîãàìè á-êîíîòîêñèíà PnIA ñ çàìåíîé Ala10 íà Leu è
Asp14 íà Lys; èçìåíåíèå èçáèðàòåëüíîñòè ñ á3â2-ïîäòèïà
íà á7-ïîäòèï ÍÐÀÕ ïîçâîíî÷íûõ ïðè ìóòàöèè A10L â
PnIA ïîêàçàíî ðàíåå (Hogg et al., 1999; Luo et al., 1999);
4) öèòèçèí è õîëèí ÿâëÿþòñÿ ïîëíûìè àãîíèñòàìè, ÷òî
õàðàêòåðíî òîëüêî äëÿ á7- è á8-ïîäòèïîâ ÍÐÀÕ (Bert-
rand et al., 1992; Gerzanich et al., 1994; Papke et al., 1996;
Alkondon et al., 1997), è îòâåòû íà íèõ ïîäàâëÿþòñÿ ImI.
Ôàðìàêîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî áûñòðî äåñåíñèòèçèðóþ-
ùåéñÿ êîìïîíåíòû Cl–-òîêà, âûçâàííîãî ÀÕ, ñ á7-ãîìî-
ìåðàìè ÍÐÀÕ ïîçâîíî÷íûõ áûëî îáíàðóæåíî â íåéðî-
íàõ ãîëîæàáåðíîãî ìîëëþñêà Aplysia (Kehoe, McIntosh,
1998). Ïîïóëÿöèÿ á7-ïîäîáíûõ ÍÐÀÕ íåéðîíîâ ïðóäî-
âèêà íåãîìîãåííà: íà äâóõ ãðóïïàõ êëåòîê IC50 äëÿ ImI
ðàçëè÷àåòñÿ â 30 ðàç. Ââåäåíèå ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà â
C-êîíåö á-êîíîòîêñèíà [A10L]PnIA ïðè çàìåíå Asp14 íà
Lys ïîâûøàåò åãî àêòèâíîñòü â 50 ðàç â îòíîøåíèè
ÍÐÀÕ ñ áîëåå âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ImI, íî íå
èçìåíÿåò åå íà êëåòêàõ ñ îòíîñèòåëüíî íèçêîé ÷óâñòâè-
òåëüíîñòüþ ê ImI. Ðàíåå (Celie et al., 2005) áûëî îáíàðó-
æåíî ïîâûøåííîå ñðîäñòâî [A10L,D14K]PnIA ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ [A10L]PnIA ê á-ÍÐÀÕ, ýêñïðåññèðîâàííûì â
îîöèòàõ Xenopus, è ÀÕ-ñâÿçûâàþùåìó áåëêó èç ìîçãà
L. stagnalis, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ êàê ìîäåëü ýêñòðàêëå-
òî÷íîãî äîìåíà íåéðîíàëüíîãî ÍÐÀÕ. Íåñìîòðÿ íà íå-
êîòîðûå îòëè÷èÿ äâóõ á7-ïîäîáíûõ ïîäòèïîâ ÍÐÀÕ
èäåíòèôèöèðîâàííûõ íåéðîíîâ ïðóäîâèêà îò èñòèííûõ
á7-ðåöåïòîðîâ ïîçâîíî÷íûõ, ýòè êëåòêè ìîæíî èñïîëü-
çîâàòü äëÿ ïðåäâàðèòåëüíîãî òåñòèðîâàíèÿ ïîòåíöèàëü-
íûõ èçáèðàòåëüíûõ àãåíòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 03-04-48732 è 06-04-49198).

ÂËÈßÍÈÅ Õ¨ÕÑÒÀ 33342 ÍÀ ÏÐÎÕÎÆÄÅÍÈÅ ÏÎ
ÊËÅÒÎ×ÍÎÌÓ ÖÈÊËÓ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ L929.
© Å. Â. Ãàâðèëîâà, Í. Ä. Àêñåíîâ, À. Í. Øàòðîâà. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, gav1982@mail.ru.

Õ¸õñò 33342 èçâåñòåí êàê ïðèæèçíåííûé ÄÍÊ-ôëóî-
ðîõðîì, êîòîðûé èíòåðêàëèðóåò â ìàëóþ áîðîçäêó ÄÍÊ.
Êðàñèòåëü â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè ôëóîðîõðîìàìè ïðè-
ìåíÿþò äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòî÷íûõ ïîïó-

ëÿöèé, äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè äîëè êëåòîê, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ðàçíûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà (FACS-àíàëèç),
à òàêæå äëÿ ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê íà ãðàíèöå ôàç G2M
êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñâîéñòâî ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàòüñÿ
ñ ÀÒ-ïàðàìè îñíîâàíèé øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ ÀÒ-áîãàòûõ âíóòðèÿäåðíûõ ñòðóêòóð, íàïðèìåð
õðîìîöåíòðîâ. Èçâåñòíî, ÷òî Õ¸õñò 33342 òîðìîçèò àê-
òèâíîñòü òîïîèçîìåðàç I è II è, òàêèì îáðàçîì, îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî êëåòî÷íîìó öèêëó.
Íàðóøåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà ìîãóò âûçâàòü èçìåíåíèÿ
äèíàìèêè îðãàíèçàöèè õðîìîöåíòðîâ. Ïîýòîìó íåîáõî-
äèì ïîèñê îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè êðàñèòåëÿ äëÿ îä-
íîâðåìåííîé ïðèæèçíåííîé âèçóàëèçàöèè õðîìîöåíò-
ðîâ íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè ìèíèìè-
çàöèè âëèÿíèÿ êðàñèòåëÿ íà ìåòàáîëèçì ÄÍÊ è
ñîîòâåòñòâåííî íà íîðìàëüíîå ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî
öèêëó. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå
âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé Õ¸õñò 33342 íà ïðî-
õîæäåíèå ïî öèêëó êëåòîê ëèíèè L929. Â ðàáîòå ìû èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè ëèíèè L929, ïðåäâàðèòåëüíî ñèíõðî-
íèçèðîâàííûå â ôàçàõ G0/G1 ëèøåíèåì ñûâîðîòêè â òå-
÷åíèå 48 ÷. Ñèíõðîíèçèðîâàííûå êëåòêè îáðàáàòûâàëè
Õ¸õñòîì 33342 â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, îòìûâàëè îò êðà-
ñèòåëÿ è çàïóñêàëè ïî öèêëó ïóòåì äîáàâëåíèÿ ðîñòî-
âîé ñðåäû. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè. Ïðè êîíöåíòðàöèÿõ îò 0.1 äî 5.0 ìêã/ìë
êðàñèòåëü âûçûâàåò çàìåäëåíèå ïðîõîæäåíèÿ êëåòêàìè
ôàç G0/G1 � S � G2 äîçîçàâèñèìûì îáðàçîì ñ ÿðêî âûðà-
æåííûì òîðìîæåíèåì âõîäà è ïðîõîæäåíèÿ S-ôàçû. Îäíà-
êî äàæå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå çàïóñêà êëåòîê ïî öèêëó êëåòêè
ïðîäîëæàëè îñòàâàòüñÿ â G2-ôàçå, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò
ìèêðîñêîïè÷åñêèå äàííûå (îòñóòñòâèå ìèòîòè÷åñêèõ êëå-
òîê). Ïðè ïîíèæåíèè êîíöåíòðàöèè êðàñèòåëÿ îò 0.100 äî
0.001 ìêã/ìë íàèáîëåå îïòèìàëüíûé ýôôåêò íàáëþäàëñÿ
ïðè êîíöåíòðàöèè 0.04 ìêã/ìë. Òàêèå óñëîâèÿ ïîçâîëèëè
÷åòêî âèçóàëèçèðîâàòü õðîìîöåíòðû â êëåòêàõ, ñèíõðîíè-
çèðîâàííûõ â ôàçàõ G0/G1, ïðè ìèíèìàëüíîì âëèÿíèè íà
äàëüíåéøåå ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî öèêëó. Ïðè ìåíüøèõ
êîíöåíòðàöèÿõ êðàñèòåëÿ âèçóàëèçàöèÿ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð
êëåòîê çàòðóäíåíà. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî
Õ¸õñò 33342 ïðè êîíöåíòðàöèè 0.04 ìêã/ìë íå ïðåïÿòñòâó-
åò ïðîõîæäåíèþ êëåòîê ëèíèè L929 ïî öèêëó, îäíîâðåìåí-
íî ïîçâîëÿÿ âèçóàëèçèðîâàòü õðîìîöåíòðû.

ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ È ÀÍÀËÈÇ ÒÐÀÍÑÏÎÇÎÍÀ mariner
ÈÇ ÃÅÍÎÌÀ ÏÀÐÀÇÈÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏËÎÑÊÎÃÎ ×ÅÐ-
Âß Humasthla elongate. © Í. Ê. Ãàëàêòèîíîâ, À. Â. Ôåäî-
ðîâ, Î. È. Ïîäãîðíàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, gnickkolas@gmail.com.

Ìîáèëüíûå ýëåìåíòû ñåìåéñòâà mariner øèðîêî ðàñ-
ïðîñòðàíåíû â ãåíîìàõ ïðåäñòàâèòåëåé ðàçíûõ ñèñòåìà-
òè÷åñêèõ ãðóïï. Ýëåìåíòû mariner ÿâëÿþòñÿ ÄÍÊ-òðàíñ-
ïîçîíàìè, îíè èìåþò äëèíó îêîëî 1300 ï. í. è ñîäåðæàò
îäíó îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíèÿ, êîäèðóþùóþ òðàíñ-
ïîçàçó. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýëåìåíòîâ
mariner ó ðàçíûõ âèäîâ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ, òåì
íå ìåíåå àíàëèç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
òðàíñïîçàçû ïîçâîëèë âûÿâèòü â èõ ñîñòàâå êîíñåðâàòèâ-
íûå äëÿ âñåõ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà mariner äîìåíû.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ïîèñêà ýëåìåíòîâ ñåìåéñòâà ma-
riner ó ïðåäñòàâèòåëåé ïàðàçèòè÷åñêèõ ÷åðâåé êëàññà
Trematoda — Humasthla elongate — ìû èñïîëüçîâàëè èç-
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âåñòíûé ïðîäóêòèâíûé ïîäõîä ÏÖÐ-àíàëèçà ñ âûðîæ-
äåííûìè ïðàéìåðàìè ê êîíñåðâàòèâíûì ó÷àñòêàì ãåíà
òðàíñïîçàçû. Ýòîò ïîäõîä ïîêàçàë íàëè÷èå â ãåíîìå
H. elongate òðàíñïîçîíîâ mariner. Ñåêâåòèðîâàíèå ïîëó-
÷åííîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü íóêëåîòèä-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåíòðàëüíîé ÷àñòè ãåíà òðàíñïî-
çàçû äëèíîé 484 ï. í. Ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò
êîíñåðâàòèâíûé òðàíñïîçàçíûé äîìåí è âûñîêîãîìîëî-
ãè÷íà ñîîòâåòñòâóþùåìó ó÷àñòêó ýëåìåíòà mariner èç ãå-
íîìà ïðåñíîâîäíîé òóðáåëëÿðèè Dugesia tigrina. Îñîáåí-
íîñòüþ òðàíñïîçîíîâ mariner ÿâëÿåòñÿ íàáëþäàåìàÿ âû-
ñîêàÿ ñòåïåíü ãîìîëîãèè ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ ýòèõ ýëåìåíòîâ èç ãåíîìîâ íåêîòîðûõ íåðîäñòâåí-
íûõ âèäîâ; â òî æå âðåìÿ èçâåñòíû ïðèìåðû îòñóòñòâèÿ
òðàíñïîçîíîâ mariner ó îäíîãî èç áëèçêèõ âèäîâ. Äëÿ
îáúÿñíåíèÿ ýòîãî ÿâëåíèÿ áûëà ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà ãî-
ðèçîíòàëüíîãî ïåðåíîñà òðàíñïîçîíîâ mariner. Îäíèìè
èç ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ÿâëåíèÿ ãîðèçîíòà-
ëüíîãî ïåðåíîñà ÿâëÿþòñÿ ñèñòåìû ïàðàçèò—õîçÿèí.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäîì äîò-áëîòèíãà îïðåäåëåíî
êîëè÷åñòâî ýëåìåíòîâ mariner, ãîìîëîãè÷íûõ âûÿâëåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â ãåíîìå H. elongate. Ïðè ýòîì
óñòàíîâëåíî, ÷òî ãåíîìû ïðîìåæóòî÷íûõ õîçÿåâ H. elon-
gate (ìîëëþñêîâ Mytilus edulis, Littorina littorea è L. saxati-
lis) è îêîí÷àòåëüíîãî õîçÿèíà (÷àéêè Larus argentatus) íå
ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ òðàíñïîçîíîâ, ãîìîëî-
ãè÷íûõ ýëåìåíòó mariner èç ãåíîìà H. elongate.

ÁÅËÊÎÂÛÉ ÑÎÑÒÀÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊ-
ÑÀ, ÏÐÎÄÓÖÈÐÓÅÌÎÃÎ ÔÈÄÅÐÍÛÌÈ ÔÈÁÐÎÁËÀ-
ÑÒÀÌÈ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Ä. À. Ãàìàçèí, À. Ì. Êîëüöîâà,
Ò. À. Êðûëîâà, È. Â. Âîðîíêèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dklimenok@mail.ru.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÷åëîâåêà in vitro âàæ-
íåéøåé çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ âîññîçäàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî
ìèêðîîêðóæåíèÿ, ñïîñîáñòâóþùåãî ñîõðàíåíèþ îñíîâ-
íûõ ñâîéñòâ äàííîãî êëåòî÷íîãî òèïà. Â ñëó÷àå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ex vivo ñòâîëîâûõ êëåòîê — ýòà ïðîáëåìà ñî-
õðàíåíèÿ ïëþðèïîòåíòíîñòè è ïðåäîòâðàùåíèÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Â ïðàêòèêå ðàáîòû ñ êëåòêàìè ÷åëîâåêà
ïîëó÷èëè ðàñïðîñòðàíåíèå ôèäåðíûå êëåòêè, ñèíòåçè-
ðóþùèå êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ),
ñëóæàùèå ïîäëîæêîé äëÿ ïîñåâà êîëîíèé ñòâîëîâûõ
êëåòîê. ÂÊÌ ðàçíûõ òêàíåé ðàçëè÷àåòñÿ êàê ñîîòíîøå-
íèåì ðàçíûõ òèïîâ ìàêðîìîëåêóë, òàê è ñïîñîáîì èõ îð-
ãàíèçàöèè. Îñíîâíûìè ïðîäóöåíòàìè ÂÊÌ ÿâëÿþòñÿ
ôèáðîáëàñòû; èçâåñòíî, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ è êåðàòèíîöèòîâ ñî-
çäàåòñÿ àíàëîã áàçàëüíîé ìåìáðàíû (ÁÌ), ñïåöèàëèçèðî-
âàííîãî âàðèàíòà ÂÊÌ. Îñíîâíûå êîìïîíåíòû ÁÌ —
ãëèêîïðîòåèíû êîëëàãåí IV è ëàìèíèí, àäãåçèâíûé áå-
ëîê ôèáðîíåêòèí, à òàêæå ãåïàðàíñóëüôàòñîäåðæàùèé
ïðîòåîãëèêàí ïåðëåêàí. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åí êà-
÷åñòâåííûé ñîñòàâ ìàòðèêñà, ïðîäóöèðóåìîãî ôèäåðíû-
ìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà â êóëüòóðå. Ýìáðèîíàëüíûå ìû-
øå÷íûå è ìåçåíõèìíûå ôèáðîáëàñòû è êîæíûå ôèáðî-
áëàñòû êðàéíåé ïëîòè âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 2 íåä ïîñëå
ìåòàìèöèíîâîãî áëîêà, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ñíèìàëè
0.5%-íûì äåçîêñèõîëàòîì íàòðèÿ, ÂÊÌ ôèêñèðîâàëè è
âûÿâëÿëè åãî áåëêîâûå êîìïîíåíòû ìåòîäàìè íåïðÿìîé
èììóíîôëóîðåñöåíöèè è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè.
Óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ÂÊÌ, ïðîäóöèðóåìûé ôèäåðíû-

ìè ôèáðîáëàñòàìè, íå ÿâëÿåòñÿ îäíîðîäíîé «ïîäëîæ-
êîé», à ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíóþ òðåõìåðíóþ
ñòðóêòóðó, ñîñòàâ è ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ êîòî-
ðîé ðàçëè÷íû. Âî âñåõ ïðåïàðàòàõ ëàìèíèí è ôèáðîíåê-
òèí âûÿâëÿþòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â ïåðèöåëëþëÿðíîì
ïðîñòðàíñòâå, îáðàçóÿ «êàðêàñ», ñîîòâåòñòâóþùèé î÷åð-
òàíèÿì è ðàçìåðàì ôèáðîáëàñòà. Îòìå÷åíà áîëüøàÿ ãóñ-
òîòà ñåòè ëàìèíèíà, à òàêæå ìåðîçèíà (á2-ëàìèíèíà), â
òî âðåìÿ êàê ôèáðîíåêòèí îáðàçóåò áîëåå ðåãóëÿðíûå
ïðÿìûå ôèáðèëëû. Â ïðåïàðàòàõ ìûøå÷íûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ïðèñóòñòâóþò áîëåå ïðîòÿæåííûå ôèáðîíåêòèíî-
âûå âîëîêíà, èíîãäà áîëåå 100 ìêì äëèíîé. Îáðàùàåò íà
ñåáÿ âíèìàíèå ïðåîáëàäàíèå ëàìèíèíà íàä ôèáðîíåêòè-
íîì â ñóáñòðàòå, îáðàçîâàííîì ôèáðîáëàñòàìè êðàéíåé
ïëîòè. Ýìáðèîíàëüíûå ìûøå÷íûå ôèáðîáëàñòû ïðîäó-
öèðóþò äëèííûå (äî 60 ìêì è áîëåå) âîëîêíà èíòåðñòè-
öèàëüíûõ êîëëàãåíîâ (òèïîâ I, II è III). Â ìàòðèêñå, îáðà-
çîâàííîì ôèáðîáëàñòàìè êîæè, òàêæå îáíàðóæèâàåòñÿ
êîëëàãåí I, íî õàðàêòåðíûõ âîëîêîí îí íå ôîðìèðóåò.
Â ïðåïàðàòå ìåçåíõèìíûõ êëåòîê âûÿâèòü èíòåðñòèöè-
àëüíûå êîëëàãåíû íå óäàëîñü. Îòìå÷åííàÿ ïðîòÿæåí-
íîñòü êîëëàãåíîâûõ è ôèáðîíåêòèíîâûõ âîëîêîí â ñëó-
÷àå ýìáðèîíàëüíûõ ìûøå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ ìîæåò
áûòü ñâÿçàíà ñ áîëüøåé ïîäâèæíîñòüþ ýòèõ êëåòîê. Íàè-
áîëåå çàìåòíà ðàçíèöà â ðàñïðåäåëåíèè ñïåöèôè÷íîãî
äëÿ ÁÌ êîëëàãåíà IV. Ëèøü â ïðåïàðàòå ýìáðèîíàëüíûõ
ìûøå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ ýòîò (íåôèáðèëëÿðíûé) êîëëà-
ãåí îáðàçóåò äîñòàòî÷íî ïðîòÿæåííûå âîëîêíà, â òî
âðåìÿ êàê â äðóãèõ äâóõ ëèíèÿõ êëåòîê îí âûÿâëÿåòñÿ
ëèøü â ïåðèöåëëþëÿðíîì ïðîñòðàíñòâå — ïîäîáíî ëà-
ìèíèíó è ôèáðîíåêòèíó. Â íàèáîëüøåì êîëè÷åñòâå êîë-
ëàãåí IV ïðèñóòñòâóåò â ÂÊÌ, ñèíòåçèðîâàííîì ôèáðî-
áëàñòàìè êðàéíåé ïëîòè. Ñ ïîìîùüþ äîñòóïíûõ àíòèòåë
äîñòîâåðíî âûÿâèòü êîðîâûé áåëîê ïåðëåêàíà íå óäà-
ëîñü. Îòíîñèòåëüíóþ ëîêàëèçàöèþ áåëêîâ îïðåäåëèëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì äâîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ. Ðàçëè÷èÿ â ñèíòåçå êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ
ôèáðîáëàñòàìè ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïîäòâåðæäåíû
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Â äàëüíåéøåì ýòî ïîçâîëèò
êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü óðîâåíü ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ôèäåðíûõ êëåòîê. Îáðàçóåìûé òàêèì îáðàçîì ÂÊÌ
áóäåò èñïîëüçîâàí äëÿ ïîñåâà ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïîâå-
äåíèå èõ íà íîâîñèíòåçèðîâàííîì ëèáî ìîäèôèöèðîâàí-
íîì êàêèì-ëèáî îáðàçîì (ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ áåë-
êîâ, îáðàáîòêà ìàòðèêñíûìè ìåòàëëîïðîòåèíàçàìè) ìàò-
ðèêñå áóäåò ñëóæèòü ôóíêöèîíàëüíûì «òåñòîì íà
íàòèâíîñòü» òàêîãî ñóáñòðàòà.

ÐÀÑÏËÀÑÒÛÂÀÍÈÅ ÊËÅÒÎÊ A431 ÍÀ ÊÎÌÏËÅÊ-
ÑÀÕ ÁÅËÊÎÂ ÁÀÇÀËÜÍÎÉ ÌÅÌÁÐÀÍÛ. © Ä. À. Ãà-
ìàçèí, Å. Á. Ðåâíîâà, È. Â. Âîðîíêèíà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dklime-
nok@mail.ru.

Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ ÂÊÌ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ôóíêöèé, âëèÿÿ íà ôîðìó êëåòîê,
èõ ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó â ïðîöåññå ìîð-
ôîãåíåçà è ïðè ðåãåíåðàöèè îðãàíîâ è òêàíåé. Ñòðóêòóð-
íûå è àäãåçèâíûå áåëêè ÂÊÌ, à òàêæå ïðîòåîãëèêàíû,
âçàèìîäåéñòâóÿ ìåæäó ñîáîé, îáðàçóþò ñëîæíóþ òðåõ-
ìåðíóþ ñòðóêòóðó, ê êîòîðîé ïðèêðåïëÿþòñÿ êëåòêè.
Ðàçëè÷èÿ â ñîîòíîøåíèè ðàçíûõ òèïîâ ìàêðîìîëåêóë è â
ñïîñîáå èõ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ïðèâîäÿò ê
îáðàçîâàíèþ ðàçíîîáðàçíûõ ôîðì ìàòðèêñà, îòâå÷àþ-
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ùèõ ïîòðåáíîñòÿì ðàçíûõ òêàíåé. Áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà
(ÁÌ) — ñïåöèàëèçèðîâàííûé áàðüåðíûé âàðèàíò ÂÊÌ;
îñíîâíûå åå êîìïîíåíòû — êîëëàãåí IV, èçîôîðìû ëà-
ìèíèíà, ôèáðîíåêòèí è ãåïàðàíñóëüôàòñîäåðæàùèé
ïðîòåîãëèêàí ïåðëåêàí. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñò-
âî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ õàðàêòåðèñòèêå âçàèìîäåéñòâèé
îòäåëüíûõ áåëêîâ ÁÌ ñ êëåòî÷íûìè ðåöåïòîðàìè, äî íà-
ñòîÿùåãî âðåìåíè îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêóþ ðîëü â ïðî-
öåññàõ àäãåçèè èãðàþò ìåæìîëåêóëÿðíûå âçàèìîäåéñò-
âèÿ êîìïîíåíòîâ ÁÌ. Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî ðàçëè÷íûé
êà÷åñòâåííûé ñîñòàâ èëè êîëè÷åñòâåííîå ñîîòíîøåíèå
áåëêîâ è ïðîòåîãëèêàíîâ ÁÌ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ êëþ÷åâûì
ôàêòîðîì ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ. Êðîìå òîãî, ñîñòàâ è ïðîñòðàíñò-
âåííàÿ îðãàíèçàöèÿ ÂÊÌ ìîãóò ìåíÿòüñÿ ïîä âëèÿíèåì
ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç, ñåêðåòèðóåìûõ îêðóæà-
þùèìè êëåòêàìè ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîé ðåãåíåðàöèè
ëèáî ïðè çàæèâëåíèè ïîâðåæäåíèé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ôèáðîíåêòèí, ëàìèíèí 2/4, êîëëàãåí IV, ïðîòåîãëèêàí
ïåðëåêàí, à òàêæå èõ äâóõêîìïîíåíòíûå êîìïëåêñû ðàç-
íîãî ñîñòàâà èñïîëüçîâàëè äëÿ èçó÷åíèÿ àäãåçèè è ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ëèíèè
A431. Ëàìèíèí, êîëëàãåí è ïåðëåêàí âûäåëÿëè ïî èçâå-
ñòíûì ìåòîäèêàì èç EHS-ñàðêîìû, ïåðåâèâàåìîé â ìû-
øàõ, ôèáðîíåêòèí — èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà. Êëåòêè
íàíîñèëè íà ñèëèêîíèçèðîâàííûå ñòåêëà, ïîêðûòûå
êîìïîíåíòàìè ÁÌ, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷, ôèêñè-
ðîâàëè è âûÿâëÿëè â ïðåïàðàòàõ àêòèíîâûé öèòîñêåëåò,
à òàêæå ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ ÂÊÌ. Êàê è îæèäàëîñü,
ôîðìà êëåòîê è ñòðóêòóðà öèòîñêåëåòà ðàçëè÷àþòñÿ â çà-
âèñèìîñòè îò ñóáñòðàòà. Ñðåäè êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà
ôèáðîíåêòèíå, ïðåîáëàäàþò îêðóãëûå êëåòêè ñ òîíêèìè
ïåðèôåðè÷åñêèìè ïó÷êàìè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ; îá-
íàðóæèâàþòñÿ êëåòêè ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè è
ñòðåññ-ôèáðèëëàìè. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê A431, àäãåçèðî-
âàâøèõ ê ëàìèíèíó 2/4, èíàÿ: âûðàæåíà ïîëÿðíîñòü, âñå
êëåòêè èìåþò øèðîêóþ ëàìåëëó. Âïåðâûå èçó÷åíà àäãå-
çèÿ êëåòîê A431 ê êîëëàãåíó IV è ïåðëåêàíó. Íà êîëëàãå-
íå IV ïðåîáëàäàåò íåïîëÿðíûé ìîðôîòèï, öåíòðàëüíàÿ
÷àñòü êëåòîê îòîðî÷åíà øèðîêîé ñêëàä÷àòîé ïîëîñîé öè-
òîïëàçìû; ïðåäïîëàãàåòñÿ íàëè÷èå ðàôôëîâ. Ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè äâóõêîìïîíåíòíûõ ñìåñåé áåëêîâ ÁÌ ðàñ-
ïëàñòûâàíèå êëåòîê A431 íå íîñèò «ïðîìåæóòî÷íîãî»
õàðàêòåðà. Õàðàêòåð ðàñïëàñòûâàíèÿ çàâèñèò îò êîëè÷å-
ñòâåííîãî ñîñòàâà ìàêðîìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ. Òàê,
ïðè ðàâíîì ñîîòíîøåíèè êîìïîíåíòîâ ýôôåêò ôèáðî-
íåêòèíà îêàçûâàåòñÿ áîëåå âûðàæåííûì. Äåòàëüíîå èñ-
ñëåäîâàíèå ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåò-
êàõ, ðàñïëàñòàííûõ íà ìíîãîêîìïîíåíòíûõ êîìïëåêñàõ
áåëêîâ ÁÌ, è ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ ñ âûÿâëåííûìè
ðàíåå ìîðôîëîãè÷åñêèìè òèïàìè êëåòîê A431 â äàëü-
íåéøåì ïîçâîëÿò îõàðàêòåðèçîâàòü ðîëü êàæäîãî èç êîì-
ïîíåíòîâ è ïðåäëîæèòü ìîäåëü ïîâåäåíèÿ êëåòîê ïðè àä-
ãåçèè ê áàçàëüíîé ìåìáðàíå.

ÄÅÏÎËÈÌÅÐÈÇÀÖÈß ÀÊÒÈÍÎÂÛÕ ÔÈËÀÌÅÍÒÎÂ
ÈÇÌÅÍßÅÒ ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÑÒÜ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ
3T3-SV40 Ê ËÈÒÈ×ÅÑÊÎÌÓ ÄÅÉÑÒÂÈÞ ÅÑÒÅÑÒ-
ÂÅÍÍÛÕ ÊÈËËÅÐÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © È. À. Ãàìàëåé,
Í. À. Ôèëàòîâà, Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, igamaley@cytspb.rssi.ru.

Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà
N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) íà òðàíñôîðìèðîâàííûå ìû-

øèíûå ôèáðîáëàñòû 3T3-SV40 ïðèâîäèò ê èçìåíåíèÿì
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è âðåìåííîé ïîòåðå èìè ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèë-
ëåðíûõ êëåòîê (ÅÊ — ñïëåíîöèòîâ ìûøåé). Ýòà ïîòåðÿ,
ñâèäåòåëüñòâóþùàÿ îá èçìåíåíèè íà ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê 3T3-SV40 äåòåðìèíàíò óçíàâàíèÿ äëÿ ÅÊ, êîððåëè-
ðîâàëà ñ ïîÿâëåíèåì â êëåòêàõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, ïî-
äîáíûõ ñòðåññ-ôèáðèëëàì, èìåþùèìñÿ â íîðìàëüíûõ
êëåòêàõ 3T3, íî íå õàðàêòåðíûõ äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê
3T3-SV40 (Ãàìàëåé è äð., 2006; Gamaley et al., 2006).
Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîïûòàëèñü ÷àñòè÷íî ñìîäåëèðî-
âàòü äåçîðãàíèçóþùåå àêòèíîâûé öèòîñêåëåò äåéñòâèå
NAC, ÷òîáû âûÿñíèòü, åñòü ëè ïðÿìàÿ ñâÿçü ìåæäó ñî-
ñòîÿíèåì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ
êëåòîê ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçî-
âàëè åñòåñòâåííûé äåïîëèìåðèçàòîð àêòèíà ëàòðóíêó-
ëèí B (ËB). Äëÿ âèçóàëèçàöèè àêòèíîâûõ ýëåìåíòîâ öè-
òîñêåëåòà ñëóæèë ôàëëîèäèí-TRITC, åñòåñòâåííóþ êèë-
ëåðíóþ àêòèâíîñòü ñïëåíîöèòîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
3H-óðèäèíîâîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî òåñòà. Ïîêàçàíî, ÷òî â
ïðèñóòñòâèè ËB àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â êëåòêàõ äåçîð-
ãàíèçóåòñÿ â òå÷åíèå 2 ÷. Ñòåïåíü ýòîé äåçîðãàíèçàöèè è
ïàðàëëåëüíîãî ðàçðóøåíèÿ ìîíîñëîÿ êëåòîê çàâèñÿò îò
êîíöåíòðàöèè ËB (200 íÌ—1 ìêÌ) è ìàêñèìàëüíû ïðè
êîíöåíòðàöèè àãåíòà 1 ìêÌ. Ïîñëå óäàëåíèÿ ËB ðàçî-
áðàííûé àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ñîáèðàåòñÿ âíîâü (â òå-
÷åíèå 8—24 ÷). Îäíàêî âîññòàíîâëåííûå ïîñëå äåéñòâèÿ
ËB ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ îòëè÷à-
þòñÿ îò èñõîäíûõ è íàïîìèíàþò ñòðåññ-ôèáðèëëû íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê 3T3. Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà (ïîÿâëåíèå
ïñåâäîôèëàìåíòîâ) íàáëþäàëàñü íàìè è ïîñëå äåéñòâèÿ
NAC íà ýòè æå êëåòêè. Â ïðèñóòñòâèè ËB íà ôîíå äåïî-
ëèìåðèçîâàííûõ ñòðóêòóð àêòèíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëå-
òîê 3T3-SV40 ê äåéñòâèþ ÅÊ ïîñòåïåííî óìåíüøàëàñü
äî ïîëíîé åå ïîòåðè (ïðè êîíöåíòðàöèè ËB 1 ìêÌ), ÷åãî
íå íàáëþäàëîñü â ïðèñóòñòâèè NAC, êîòîðûé, ðàçðóøàÿ
àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, íå èçìåíÿë ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊ. Ïîñëå óäàëåíèÿ ËB èç ñðåäû êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê, íåñìîòðÿ íà ïîÿâëåíèå â ýòî âðåìÿ
ÿðêî âûðàæåííûõ àêòèíîâûõ «ïñåâäîôèëàìåíòîâ», ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊ ïîñòåïåííî (â òå÷å-
íèå íå ìåíåå 48 ÷) âîçâðàùàëàñü ê èñõîäíîìó óðîâíþ.
À ïîòåðÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê ÅÊ â ðåçóëüòàòå
äåéñòâèÿ NAC êàê ðàç ñîâïàäàëà âî âðåìåíè ñ ïîÿâëåíè-
åì â êëåòêàõ àêòèíîâûõ «ïñåâäîôèëàìåíòîâ». Òàêèì îá-
ðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïðè äåéñòâèè NAC íå ÿâëÿþòñÿ
ñëåäñòâèåì ïðÿìîé åãî äåïîëèìåðèçàöèè è íå îïðåäåëÿ-
þò ïîòåðþ (à ëèøü ñîïóòñòâóþò åé) ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊ. Êàêîå-ëèáî äåéñòâèå íà êëåòêè
ËB, ïîìèìî äåïîëèìåðèçóþùåãî àêòèí, íåèçâåñòíî, ïî-
ýòîìó ðåçóëüòàòû äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå
çàâèñèìîñòè äåòåðìèíàíò óçíàâàíèÿ ÅÊ íà ìåìáðàíå
êëåòîê 3T3-SV40 îò ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48586).
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ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, Ðåñïóáëèêà Ãðó-
çèÿ, namugi@mail.ru.

Î äëèòåëüíîñòè äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ â ëèòåðàòóðå
ïðåäñòàâëåíû ðàçíîðå÷èâûå ðåçóëüòàòû. Îäíè àâòîðû
óêàçûâàþò íà 1.5-÷àñîâîå òîðìîæåíèå êëåòîê àñöèòíîé
îïóõîëè. Äåéñòâèå ãðàíóëîöèòàðíûõ èíãèáèòîðîâ òàêæå
íåïðîäîëæèòåëüíî — 3—5 ÷. Ïî ñâåäåíèÿì äðóãèõ àâòî-
ðîâ, ïðîäîëæèòåëüíîñòü äåéñòâèÿ ïîäîáíûõ èíãèáèòî-
ðîâ çàòóõàåò ê 14 ÷. Åñòü òàêæå äàííûå î òîì, ÷òî ýïè-
äåðìàëüíûé èíãèáèòîð îñòàíàâëèâàåò ïðîëèôåðàöèþ íà
4—8 ÷, îäíàêî ïðè åãî äâóêðàòíîì ââåäåíèè ñ èíòåðâà-
ëîì â 12 ÷ ñèíòåç ÄÍÊ â ýïèäåðìîöèòàõ ìîæåò áûòü ïî-
äàâëåí â òå÷åíèå 2 ñóò. Âìåñòå ñ òåì ïîäîáíàÿ îáðàáîòêà
ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàåò èíäóöèðîâàííóþ ãèïåðïëà-
çèþ ýïèäåðìèñà. Ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà ôàçû G2 ýì-
áðèîíàëüíûå êëåòêè ïðåêðàùàþò äåëåíèå ïðèìåðíî íà
12 ÷, à êëåòêè êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ — áîëåå ÷åì íà 12 ÷.
Âíåñåíèå ìèòîãåíà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ðàçìíîæàþ-
ùèõñÿ ãðàíóëîöèòîâ â òå÷åíèå 2 ÷ âûçûâàåò ïîíèæåíèå
èõ êîëè÷åñòâà äî 58 % ê êîíöó 2-õ ñóò. Èñõîäÿ èç ïîëó-
÷åííûõ ðàíåå ðåçóëüòàòîâ î íàëè÷èè ÒÑÁÊ â ðÿäå îðãà-
íîâ è åãî èäåíòè÷íûõ ñâîéñòâàõ, ïðîÿâëÿþùèõñÿ â èíãè-
áèðîâàíèè ñèíòåçà ÐÍÊ è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
â ãîìîëîãè÷íûõ ðàñòóùèõ îðãàíàõ, âîçíèêëî ïðåäïîëî-
æåíèå î åãî ðîëè â ðîñòå îðãàíà â ïîñòíàòàëüíîì ðàçâè-
òèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçëîæåíû ðåçóëüòàòû ìíîãî-
êðàòíûõ âîçäåéñòâèé ÒÑÁÊ èç ñåðäöà ïîëîâîçðåëûõ
êðûñ íà ñåðäöà êðûñÿò â âîçðàñòå îò 2 äî 25 ñóò. Îïðåäå-
ëÿëè ìàññó ñåðäåö, ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ êàðäèîìèîöè-
òîâ è àíàëèçèðîâàëè ãèñòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû. Ïðîâå-
äåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðè åæåñóòî÷íîì
ââåäåíèè ÒÑÁÊ â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè ìàññà ñåð-
äåö â êîíöå ýêñïåðèìåíòà (25-å ñóò) â êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïå ðàâíà 139.2 ± 4.6 ìã, à â îïûòå — 123.00 ± 1.39 ìã.
Ïðè ýòîì ÌÈ êàðäèîìèîöèòîâ â êîíòðîëå è îïûòå íå
ðàçëè÷àëñÿ. Íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ ñåðäöà êðûñ
îáåèõ ãðóïï íå îáíàðóæåíî êàêèõ-ëèáî ïàòîëîãè÷åñêèõ
èçìåíåíèé; â ÷àñòíîñòè, ìûøå÷íûå âîëîêíà ìèîêàðäà
ðàñïîëîæåíû íîðìàëüíî, êîíòóð êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ
ãëàäêèé, ÿäðà îêðóãëûå, ñ íîðìàëüíûì ðàñïîëîæåíèåì
õðîìàòèíà. Ïðîñëåæèâàåòñÿ íîðìàëüíàÿ èñ÷åð÷åííîñòü
ìèîôèáðèëë. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìíîãîêðàòíîå åæåñóòî÷-
íîå ââåäåíèå ÒÑÁÊ ïîíèæàåò òåìï ðîñòà ñåðäöà ê
25-ì ñóò ðàçâèòèÿ. Îäíàêî åæåñóòî÷íîå äîáàâëåíèå èíãè-
áèòîðà íà ýòîì ñðîêå ðîñòà ñåðäöà íå òîðìîçèò äåëåíèÿ
êàðäèîìèîöèòîâ. Èç ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ èçâåñòíî,
÷òî ìå÷åíûé èíãèáèòîð ëó÷øå ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðîëèôåðè-
ðóþùèìè êëåòêàìè, ÷åì ñ äèôôåðåíöèðîâàííûìè, â êî-
òîðûõ ïî ìåðå èõ äèôôåðåíöèðîâêè ïðîèñõîäèò ïîñòå-
ïåííîå íàêîïëåíèå «ñâîåãî» ôàêòîðà, èì íàñûùàþòñÿ
ðåöåïòîðû, îòâåòñòâåííûå çà ðåöåïöèþ äàííîãî ôàêòî-
ðà. Îäèíàêîâîå è íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ìèòîçîâ
êàðäèîìèîöèòîâ ó 25-ñóòî÷íûõ æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé
è ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïï (0.4 %) è ïðè ýòîì îòñòàâà-
íèå â ìàññå ñåðäöà ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èíãèáèðîâàíèè ãèïåðòðîôèè
êàðäèîìèîöèòîâ ïðè ìíîãîêðàòíîì ââåäåíèè ÒÑÁÊ. Èç-
âåñòíî, ÷òî ãèïåðòðîôèÿ êàðäèîìèîöèòîâ âûçâàíà óñè-
ëåííûì ñèíòåçîì ÐÍÊ, áåëêîâ è ÄÍÊ. Âìåñòå ñ òåì ãè-
ïåðòðîôèÿ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì àêòèâàöèè ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ãåíîâ â îòâåò íà äåéñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.
Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ÒÑÁÊ ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì, òàê-
æå èíãèáèðóþùèì ñèíòåç ñóììàðíîé ÐÍÊ êàðäèîìèî-
öèòîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ìíîãîêðàòíîå

ââåäåíèå êðûñàì ÒÑÁÊ çàäåðæèâàåò ãèïåðòðîôèþ êàð-
äèîìèîöèòîâ, ðåçóëüòàòîì ÷åãî è ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå
ìàññû ñåðäöà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ïðè îäèíà-
êîâîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êàðäèîìèîöèòîâ ó
êðûñ îáåèõ ãðóïï, õàðàêòåðíîé äëÿ ñåðäöà æèâîòíûõ
ýòîãî âîçðàñòà.

ÂËÈßÍÈÅ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÎÂ È ÁËÎÊÀÒÎÐÎÂ
ÊÀËÜÖÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ ÍÀ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÓÞ
ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈÞ ÊÀËÜÖÈß Ó ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ
ÊÐÛÑÛ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÎÊÈÑ-
ËÈÒÅËÜÍÎÃÎ ÑÒÐÅÑÑÀ. © Ò. À. Ãîëîâàíîâà,1 È. Â. Äà-
ðàøèíà,1 Ð. Ñ. Õðóñòàëåâà,2 Ã. Á. Áåëîñòîöêàÿ.1 1 Èí-
ñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ,
k@iephb.ru, è 2 ÔÖÑÊèÝ ÌÇ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â óñëîâèÿõ èøåìèè è ïîñëåäóþùåé ðåïåðôóçèè ìè-
îêàðäà ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ íåêîíòðîëè-
ðóåìîé ãåíåðàöèåé àêòèâèðîâàííûõ êèñëîðîäíûõ ìåòà-
áîëèòîâ (ÀÊÌ), ïîâðåæäàþùèõ êëåòî÷íûå ñòðóêòóðû.
Â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè âûðàæåííîñòè îêèñëèòåëüíî-
ãî ñòðåññà è óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ìèîêàðäà ê ïîâðåæäà-
þùåìó äåéñòâèþ ÀÊÌ èìåþò ìåñòî îáðàòèìûå (íàðó-
øåíèå ôóíêöèè) èëè íåîáðàòèìûå (ãèáåëü) èçìåíåíèÿ,
êîòîðûå ïðèâîäÿò ê íàêîïëåíèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+,
âûçûâàÿ äëèòåëüíîå îñëàáëåíèå ñîêðàòèòåëüíîé ñïîñîá-
íîñòè ìèîêàðäà. Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ Ca2+ â öèòî-
ïëàçìå êàðäèîìèîöèòîâ ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî êàê
àêòèâàöèåé ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ Ca2+-êàíàëîâ, òàê è îò-
êðûòèåì ðåöåïòîðóïðàâëÿåìûõ Ca2+-êàíàëîâ ñàðêîëåì-
ìû è ìåìáðàí ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (Hu-
ang, 1999). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äèôôåðåíöèðîâàííàÿ
óïðåæäàþùàÿ êîððåêöèÿ èíòåíñèâíîñòè ñâîáîäíîðàäè-
êàëüíûõ ïðîöåññîâ è ñòàáèëèçàöèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì äëÿ èîíîâ êàëüöèÿ ïîçâîëÿò
óìåíüøèòü âûðàæåííîñòü èøåìè÷åñêèõ è ðåïåðôóçèîí-
íûõ ïîâðåæäåíèé ìèîêàðäà è òåì ñàìûì ñíèçèòü ÷àñòî-
òó ïîñëåîïåðàöèîííûõ îñëîæíåíèé. Ãèñòîõðîì, ñîçäàí-
íûé ÒÈÁÕ ÄÂÎ ÐÀÍ â 1991 ã., ìîæåò áëîêèðîâàòü öåï-
íûå ðåàêöèè ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ â êëåòêàõ,
ïåðåõâàòûâàÿ ñâîáîäíûå ðàäèêàëû, õåëàòèðóÿ ìåòàë-
ëû-êàòàëèçàòîðû ïåðîêñèäàöèè è èíãèáèðóÿ ôåðìåíòû
ëèïîêñèãåíàçû, îò àêòèâíîñòè êîòîðûõ âî ìíîãîì çàâè-
ñèò îêèñëèòåëüíûé ñòàòóñ êëåòêè. Äðóãèì ïîäõîäîì äëÿ
çàùèòû êëåòîê ìèîêàðäà îò èçáûòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
Ca2+ ñëóæèò èñïîëüçîâàíèå áëîêàòîðîâ-êàíàëîâ L-òèïà.
Âåðàïàìèë è åãî àíàëîã èçîïòèí íåñåëåêòèâíî áëîêèðó-
þò ðåöåïòîðû êàíàëîâ L-òèïà ó êàðäèîìèîöèòîâ è ãëàä-
êîìûøå÷íûõ êëåòîê êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Èçâåñòíûå
ñâåäåíèÿ î ïîâûøåíèè âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ ([Ca2+]i) ïîä âëèÿíèåì ñâîáîäíîðà-
äèêàëüíûõ ïðîöåññîâ (Ïðîêîïåíêî, Ãåðàñèìîâè÷, 2004;
Äîëãèõ, 2005) ïîëîæåíû â îñíîâó ñîçäàíèÿ ìîäåëè îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà ïðè äåéñòâèè ïåðåêèñè âîäîðîäà íà
êàðäèîìèîöèòû êðûñ in vitro. Ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé
ñèñòåìû äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
èîíîâ (Intracellular Imaging & Photometry System, ÑØÀ)
è ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ Fura-2AM (10 ìêÌ) ïðîâå-
äåíà îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè âëèÿíèÿ ãèñòîõðîìà è èçîï-
òèíà íà íîðìàëèçàöèþ [Ca2+]i. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðè
äåéñòâèè H2O2 (3�10–4 Ì) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðîèñõîäèò
óâåëè÷åíèå [Ca2+]i â 1.72 ± 0.19 ðàçà. Èñïîëüçîâàíèå ãèñ-
òîõðîìà (2 %) â ðàçâåäåíèè 1 : 104 ïîçâîëÿåò ñíèçèòü íà-
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êîïëåíèå Ca2+ â öèòîçîëå. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ
êëåòîê ñ ãèñòîõðîìîì â òå÷åíèå 10 ìèí ñíèæàåò âûçâàí-
íîå ïåðåêèñüþ íàðàñòàíèå [Ca2+]i äî 1.30 ± 0.01 ðàçà, â
òå÷åíèå 30 ìèí—1 ÷ 45 ìèí — äî 1.21 ± 0.04, â òå÷åíèå
2—3 ÷ — äî 1.33 ± 0.07 ðàçà. Íàèëó÷øèé ýôôåêò äàåò
îäíîâðåìåííîå äåéñòâèå ãèñòîõðîìà è ïåðåêèñè —
1.14 ± 0.08 ðàçà. Îäíàêî ïðèñóòñòâèå ãèñòîõðîìà ïðè áî-
ëåå äëèòåëüíîì âîçäåéñòâèè H2O2 äàæå ïðè ñíèæåíèè
åå êîíöåíòðàöèè äî 3�10–9 Ì íå ïîçâîëÿåò ñäåðæàòü íà-
ðàñòàíèå [Ca2+]i ïîñëå 40 ìèí ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè.
Â îòëè÷èå îò ãèñòîõðîìà èçîïòèí â êîíöåíòðàöèè
2.5�10–4 ìã/ìë îêàçûâàåò çàùèòíîå äåéñòâèå òîëüêî ïðè
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêå: èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí
ñíèæàåò óâåëè÷åíèå [Ca2+]i äî 1.13 ± 0.16 ðàçà, â òå÷åíèå
1 ÷ — äî 1.05 ± 0.01 è â òå÷åíèå 2.5 ÷ — äî 1.09 ±
� 0.02 ðàçà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî êîìïëåêñíîå ïðèìåíåíèå ïðåïàðàòîâ ñ àíòè-
îêñèäàíòíûìè ñâîéñòâàìè áëîêàòîðîâ Ca2+-êàíàëîâ
L-òèïà â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà äàþò âîçìîæ-
íîñòü ñíèçèòü íàêîïëåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+ è òåì
ñàìûì óìåíüøèòü âûðàæåííîñòü èøåìè÷åñêèõ è ðåïåð-
ôóçèîííûõ ïîâðåæäåíèé ìèîêàðäà.

Ðàáîòà ïðîâîäèòñÿ ïî ïðîãðàììå ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàó-
êè — ìåäèöèíå».

ÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÈÅ ÝÌÁÐÈÎÈÄÍÛÕ ÒÅË: ÊÀÊ ÑÎ-
ÇÄÀÒÜ «ÈÑÊÓÑÑÒÂÅÍÍÛÉ» ÝÌÁÐÈÎÍ ÈÇ ÝÌÁÐÈ-
ÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Î. Ô. Ãîðäå-
åâà, Å. Á. Öèòðèí, Í. Þ. Êðàñíèêîâà. Èíñòèòóò áèîëî-
ãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, olgagordeeva@yandex.ru.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé óíèêàëüíóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü äëÿ
èçó÷åíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ, âîâëå÷åííûõ â
ðåãóëÿöèþ ïðîöåññîâ ðàííåãî ðàçâèòèÿ ìëåêîïèòàþùèõ.
Ïðè ïîëó÷åíèè ïîñòîÿííûõ ëèíèé ÝÑÊ ðàçðóøàåòñÿ ïî-
çèöèîííàÿ èíôîðìàöèÿ äîèìïëàíòàöèîííîãî ýìáðèîíà
è óñòàíàâëèâàþòñÿ íîâûå ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *ûå
çàêîíîìåðíîñòè äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè ïëþðèïîòåíòíûõ
êëåòîê. Ðåêàïèòóëÿöèÿ ñîáûòèé ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà
íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ äåìîíñò-
ðèðóåò êîíñåðâàòèâíîñòü ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëèðóþ-
ùèõ ýòè ïðîöåññû. Îäíàêî ïðîñòðàíñòâåííîå ðàñïîëî-
æåíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê â ýìáðèîèäíûõ òåëàõ,
ôîðìèðóåìûõ ÝÑÊ, íå ÿâëÿåòñÿ èäåíòè÷íûì ïî îòíîøå-
íèþ ê ñîîòâåòñòâóþùèì ðàííèì ñòàäèÿì ðàçâèòèÿ.
Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðîãðàììà äèôôåðåíöèðîâêè â ñïåöèàëè-
çèðîâàííûå òèïû êëåòîê ðåàëèçóåòñÿ â ýìáðèîèäíûõ òå-
ëàõ íà îñíîâå äðóãèõ çàêîíîìåðíîñòåé. Â äîêëàäå áóäóò
îáñóæäåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ôîð-
ìèðîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåë, îáðàçóåìûõ ÝÑÊ, ýìáðèî-
íàëüíûìè ãåðìèíàòèâíûìè è òåðàòîêàðöèíîìíûìè
êëåòêàìè â êîíòåêñòå ñðàâíåíèÿ ñ ðàííèìè ýìáðèîíàìè.
Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè
ñàìûõ ðàííèõ ýòàïîâ äåòåðìèíàöèè êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ è ëèíèè ïîëîâûõ
êëåòîê èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîêàçàëè,
÷òî îïðåäåëåíèå êëåòî÷íîé ñóäüáû ïðîèñõîäèò âñëåäñò-
âèå èçìåíåíèÿ áàëàíñà ôàêòîðîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé No-
dal:Activin:Lefty:BMP:TGFâ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, âîñïðî-
èçâåäåíèå ðàííèõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ â ýìáðèîèäíûõ òåëàõ
çíà÷èòåëüíî îãðàíè÷åíî âðåìåíåì êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî-

ñëåäíèõ â ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ è ïîçâîëÿåò àäåê-
âàòíî ìîäåëèðîâàòü ðàííèé ýìáðèîí â òå÷åíèå
íåñêîëüêèõ ñóòîê êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro. Èññëåäîâà-
íèå çàêîíîìåðíîñòåé «èñêóññòâåííîãî ýìáðèîãåíåçà»
ÝÑÊ in vitro ïîçâîëÿåò ñîçäàòü îðèãèíàëüíóþ òåñò-ñèñòå-
ìó äëÿ èçó÷åíèÿ ýìáðèîòîêñè÷íîñòè íîâûõ ëåêàðñòâåí-
íûõ ïðåïàðàòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-49185 è 06-04-08279-îôè) è ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
ïî ïðîãðàììå ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÓËÜÒÐÀÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÊËÅÒÎÊ MDCK
Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈß ÂÀÇÎÏÐÅÑÑÈÍÀ.
© À. Í. Ãîðøêîâ, Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ, ß. Þ. Êîìèññàð-
÷èê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè MDCK èìåþò íà ñâîåé ìåìáðà-
íå V2-ðåöåïòîðû ê àðãèíèí-âàçîïðåññèíó (ÀÂÏ). Ñâÿ-
çûâàíèå äàííûõ ðåöåïòîðîâ ñ ÀÂÏ çàïóñêàåò àäåíè-
ëàò-öèêëàçíûé ïóòü âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèãíàëèíãà, êî-
íå÷íûìè çâåíüÿìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ àêòèâàöèÿ
ïðîòåèíêèíàçû À è ôîñôîðèëèðîâàíèå ðÿäà áåëêîâ, â
òîì ÷èñëå àêâàïîðèíà 2 ïî ñåðèíó 256. Ðåçóëüòàòîì äàí-
íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ îêàçûâàåòñÿ òðàíñëîêà-
öèÿ àêâàïîðèíà 2 èç ïóëà âåçèêóë àïèêàëüíîé öèòîïëàç-
ìû â àïèêàëüíóþ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Ìîíîñëîé
êëåòîê MDCK ÿâëÿåòñÿ, òàêèì îáðàçîì, óäîáíîé êóëüòó-
ðàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ àí-
òèäèóðåòè÷åñêîãî ãîðìîíà â ñîáèðàòåëüíûõ òðóáêàõ
ïî÷êè ìëåêîïèòàþùèõ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îõàðàê-
òåðèçîâàëè ðÿä èçìåíåíèé òîíêîé ñòðóêòóðû êëåòîê
MDCK â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ ìåòîäàìè ýëåêòðîí-
íîé è ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë, ÷òî êîíôëþåíòíûé ìîíî-
ñëîé MDCK ïðåäñòàâëåí ïîëÿðíûìè êëåòêàìè ñ ðàçâè-
òûìè çîíàìè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ — ïëîòíûìè,
ïðîìåæóòî÷íûìè è äåñìîñîìàìè. Àïèêàëüíàÿ ïîâåðõ-
íîñòü êëåòîê íåñåò ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîðñèíêè, à
áàçîëàòåðàëüíàÿ — çàõîäÿùèå äðóã â äðóãà ïàëüöåâèä-
íûå îòðîñòêè, èíòåðäèãèòàöèè. Â öèòîïëàçìå êëåòîê
çíà÷èòåëüíî ðàçâèòû ýëåìåíòû àïïàðàòà Ãîëüäæè. Ñòîï-
êè óïëîùåííûõ öèñòåðí àïïàðàòà Ãîëüäæè ñ ìíîãî÷èñ-
ëåííûìè îêàéìëåííûìè âåçèêóëàìè íà èõ ïåðèôåðèè
ëîêàëèçîâàíû ïðåèìóùåñòâåííî â íàäúÿäåðíîé çîíå öè-
òîïëàçìû. Àêòèíîâûå ìèêðîôèëàìåíòû îáíàðóæèâàþò-
ñÿ â êîðòèêàëüíîì ñëîå ïîä àïèêàëüíîé ìåìáðàíîé, â
àïèêàëüíûõ ìèêðîâîðñèíêàõ, â îáëàñòÿõ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ, à òàêæå â âèäå îòäåëüíûõ ïó÷êîâ â öèòîïëàç-
ìå êëåòîê. Âèçóàëèçàöèÿ àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì
ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè óëüòðàñòðóêòóðíîãî àíàëèçà.
Â áàçàëüíîé öèòîïëàçìå ïðèñóòñòâóþò ñòðåññ-ôèáðèë-
ëû, ñâÿçàííûå ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè. Ïëîòíàÿ ñåòü
àêòèíà àññîöèèðîâàíà ñ ìåæêëåòî÷íûìè êîíòàêòàìè.
Ïîäñòèëàþùèé àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó öèòîñêåëåò ïðåä-
ñòàâëåí òîíêèìè ïó÷êàìè àêòèíà â ìèêðîâîðñèíêàõ è
ñëàáî ôëóîðåñöèðóþùåé ñåòüþ ñóáìåìáðàííûõ àêòèíî-
âûõ ôèáðèëë. Èíêóáàöèÿ êëåòîê MDCK ñ ÀÂÏ (10–6 Ì) â
òå÷åíèå 20 ìèí âûçûâàåò ðÿä èçìåíåíèé â èõ òîíêîé îð-
ãàíèçàöèè. Íàáëþäàþòñÿ ðàñøèðåíèå ìåæêëåòî÷íûõ
ùåëåé è ðàñõîæäåíèå áàçàëüíûõ èíòåðäèãèòàöèé ñîñåä-
íèõ êëåòîê. Ïðîèñõîäèò âûðàæåííîå íàáóõàíèå öèñòåðí
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àïïàðàòà Ãîëüäæè. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â çíà÷èòåëü-
íîé ìåðå äåïîëèìåðèçóåòñÿ. Íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ õî-
ðîøî ïðîñëåæèâàåòñÿ ñíèæåíèå ïëîòíîñòè ñëîÿ àïè-
êàëüíîãî ñóáìåìáðàííîãî àêòèíà. Ïó÷êè àêòèíîâûõ ôè-
ëàìåíòîâ ñîõðàíÿþòñÿ òîëüêî â ìèêðîâîðñèíêàõ è â
îáëàñòè ïëîòíûõ è ïðîìåæóòî÷íûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ. Ìå÷åíèå àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì ïîäòâåð-
æäàåò ðåçóëüòàòû ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ôëóî-
ðåñöåíöèÿ àêòèíà â êëåòêàõ ïîñëå èíêóáàöèè â ÀÂÏ íà-
áëþäàåòñÿ â âèäå òî÷å÷íûõ êëàñòåðîâ â àïèêàëüíûõ
ìèêðîâîðñèíêàõ, à òàêæå â çîíàõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ — ïî ãðàíèöàì êëåòîê. Ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ äå-
ïîëèìåðèçóåòñÿ àïèêàëüíûé ñóáìåìáðàííûé àêòèí.
Â áîëüøèíñòâå êëåòîê ìîíîñëîÿ èñ÷åçàþò òàêæå
ñòðåññ-ôèáðèëëû áàçàëüíîé öèòîïëàçìû. Ðåçóëüòàòû íà-
øåé ðàáîòû ãîâîðÿò îá ó÷àñòèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
â îòâåòå êëåòîê MDCK íà âîçäåéñòâèå ÀÂÏ. ÀÂÏ-èíäó-
öèðîâàííàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà áûëà ðàíåå ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíà íàìè è äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè íà äðó-
ãèõ ÀÂÏ-÷óâñòâèòåëüíûõ ýïèòåëèÿõ in vivo è in vitro.
Íàáóõàíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåé è öèñòåðí àïïàðàòà Ãî-
ëüäæè èçó÷àåìûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ
ÿâëÿåòñÿ ñâèäåòåëüñòâîì ïîÿâëåíèÿ âîäíîãî ïîòîêà ÷å-
ðåç ìîíîñëîé êëåòîê. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èçíà÷àëü-
íî îòñóòñòâîâàë ïðèëîæåííûé ê ìîíîñëîþ òðàíñýïè-
òåëèàëüíûé îñìîòè÷åñêèé ãðàäèåíò. ÀÂÏ-èíäóöèðî-
âàííûé ïîòîê âîäû â äàííûõ óñëîâèÿõ îáúÿñíÿåòñÿ,
ïî-âèäèìîìó, àêòèâàöèåé ÀÂÏ ïåðåíîñà èîíîâ íàòðèÿ
÷åðåç ýïèòåëèé è ïîÿâëåíèåì, òàêèì îáðàçîì, àïèêàëü-
íî-áàçàëüíîãî îñìîòè÷åñêîãî ãðàäèåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48281).

ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÀß ÑÈÃÍÀËÈÇÀÖÈß Â ÌÅÕÀ-
ÍÈÇÌÀÕ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÄÎËÃÎÂÐÅÌÅÍÍÎÉ
ÏÀÌßÒÈ. © Ë. Í. Ãðèíêåâè÷,1 Î. À. Õàð÷åíêî,1 Ï. Ä. Ëè-
ñà÷åâ.2 1 Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
lng@infran.ru, è 2 Êîíñòðóêòîðñêî-òåõíîëîãè÷åñêèé èí-
ñòèòóò âû÷èñëèòåëüíîé òåõíèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ äîëãîâðåìåííîé
ïàìÿòè íåîáõîäèì ñèíòåç ìÐÍÊ è áåëêîâ de novo. Âàæ-
íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ èãðàþò òðàíñ-
êðèïöèîííûå ôàêòîðû (ÒÔ), ÿâëÿþùèåñÿ ìèøåíÿìè
âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ êàñêàäîâ, îïîñðåäóþ-
ùèõ äåéñòâèÿ ñòèìóëîâ ðàçëè÷íîé ìîäàëüíîñòè, âîâëå-
êàåìûõ â îáó÷åíèå. Ñëîæíîñòü èññëåäîâàíèé â ýòîé îá-
ëàñòè çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî íåéðîí îáðàáàòûâàåò îäíî-
âðåìåííî ìíîæåñòâî ñèãíàëîâ, ïðèøåäøèõ ñ ðàçíûõ
âõîäîâ è îïîñðåäóåìûõ íåñêîëüêèìè âíóòðèêëåòî÷íûìè
ñèãíàëüíûìè ñèñòåìàìè, êîòîðûå ïðè ýòîì ìîãóò âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü äðóã ñ äðóãîì. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ñâÿçè
ñ îáó÷åíèåì èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ ìèòîãåíàêòèâèðóå-
ìûå MAP-êèíàçíûå êàñêàäû (ERK, P38 è JNK), äëÿ ÷åãî
øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ ìîëëþñêè. Ìîëëþñêè èìåþò îò-
íîñèòåëüíî ïðîñòî óñòðîåííóþ íåðâíóþ ñèñòåìó ñ ãè-
ãàíòñêèìè ëåãêî èäåíòèôèöèðóåìûìè íåéðîíàìè è ñïî-
ñîáíû ê ôîðìèðîâàíèþ íåñêîëüêèõ âèäîâ óñëîâíûõ
ðåôëåêñîâ. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âûðàáîò-
êå óñëîâíîãî ðåôëåêñà ïèùåâîé àâåðçèè ó ìîëëþñêà He-
lix ïðîèñõîäèò êàñêàäíàÿ àêòèâàöèÿ ÒÔ, ðåãóëèðóþùèõ
ýêñïðåññèþ ãåíîâ ÷åðåç ýëåìåíòû CRE, SRE è AP-1. Ýòà

àêòèâàöèÿ ìîäåëèðóåòñÿ èíêóáàöèåé ÖÍÑ ñ ñåðîòîíè-
íîì è Ca2+. Ó íåñïîñîáíûõ ê âûðàáîòêå îáîðîíèòåëüíûõ
ôîðì ïëàñòè÷íîñòè þâåíèëüíûõ Helix â ñîñòàâå ÒÔ, ñâÿ-
çûâàþùèõñÿ ñ ðåãóëÿòîðíûì ýëåìåíòîì SRE, è íèæåëå-
æàùèõ ÒÔ ñåìåéñòâà AP-1 íàáëþäàþòñÿ ñóùåñòâåííûå
ðàçëè÷èÿ. Òàê êàê â SRE-çàâèñèìîé ýêñïðåññèè ãåíîâ
âàæíóþ ðîëü èãðàþò MAP-êèíàçíûå ðåãóëÿòîðíûå êàñ-
êàäû, íàìè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ðîëè ýòèõ êèíàç â
ôîðìèðîâàíèè óñëîâíîãî îáîðîíèòåëüíîãî ðåôëåêñà ïè-
ùåâîé àâåðçèè. Ïîêàçàíî, ÷òî íà ðàííèõ ñòàäèÿõ îáó÷å-
íèÿ â ïàðèåíòàëüíî-âèñöåðàëüíîì è öåðåáðàëüíîì êîìï-
ëåêñàõ ãàíãëèåâ, ñâÿçàííûõ ñ îáîðîíèòåëüíûì è ïèùå-
âûì ïîâåäåíèåì, ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ MAP-êèíàç
ERK. Ïðè ýòîì ââåäåíèå íåéðîòîêñèíà äèîêñèòðèïòàìè-
íà (5,7-ÄÎÒ), âûçûâàþùåãî äèñôóíêöèþ ñåðîòîíèíåð-
ãè÷åñêèõ òåðìèíàëåé è ðåäóöèðóþùåãî ñïîñîáíîñòü ê
äàííîé ôîðìå îáó÷åíèÿ, ñíèæàåò àêòèâàöèþ MAP/ERK-
êèíàç. Àíàëèç îòäåëüíûõ èäåíòèôèöèðîâàííûõ íåéðîíîâ
ÖÍÑ ïðè îáó÷åíèè ïîêàçàë, ÷òî àêòèâàöèÿ MAP/ERK
íåðàâíîìåðíà. Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ
MAP/ERK ïðîèñõîäèò â íåéðîíàõ ïðîöåðåáðóìà (öåíò-
ðàëüíûå íåéðîíû, ñâÿçàííûå ñ îáðàáîòêîé çàïàõà) è
êîìàíäíûõ íåéðîíàõ îáîðîíèòåëüíîãî ïîâåäåíèÿ. Èíêó-
áàöèÿ ãàíãëèÿ ñ ñåðîòîíèíîì ìîäåëèðóåò äàííûé ýô-
ôåêò. Êðîìå òîãî, â ÖÍÑ þâåíèëüíûõ æèâîòíûõ ñ íåçðå-
ëûìè ìåõàíèçìàìè ôîðìèðîâàíèÿ óñëîâíûõ îáîðîíè-
òåëüíûõ ðåôëåêñîâ âî âñå âðåìåíí *ûå èíòåðâàëû ïîñëå
îáó÷åíèÿ óðîâåíü àêòèâàöèè ERK-êèíàç ÷ðåçâû÷àéíî
íèçîê. Â îòëè÷èå îò âçðîñëûõ æèâîòíûõ íå ïðîèñõîäèò è
àêòèâàöèÿ MAP/ERK-êèíàçíîãî êàñêàäà è íà ðàííèõ ñòà-
äèÿõ îáó÷åíèÿ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â îñíîâå íåñïîñîá-
íîñòè ìîëëþñêîâ ê ïëàñòè÷íîñòè îáîðîíèòåëüíîãî ïîâå-
äåíèÿ ëåæèò íåçðåëîñòü ñåðîòîíèíåðãè÷åñêîé ñèñòåìû
íåéðîíîâ. Îäíàêî äèñêóòèðóåòñÿ âîïðîñ î òîì, ñ êàêèì
çâåíîì ýòî ñâÿçàíî — ñ ïðåñèíàïòè÷åñêèì èëè ñ ïîñòñè-
íàïòè÷åñêèì. Íàøè äàííûå ïî èíêóáàöèè ÖÍÑ þâåíè-
ëüíûõ æèâîòíûõ ñ ñåðîòîíèíîì ñâèäåòåëüñòâóþò â ïî-
ëüçó íåçðåëîñòè ïîñòñèíàïòè÷åñêîãî çâåíà. Èíêóáàöèÿ ñ
ñåðîòîíèíîì ÖÍÑ þâåíèëüíûõ æèâîòíûõ íå âûçûâàåò
àêòèâàöèè MAP/ERK, íå ìåíÿåò ñîñòàâà ÒÔ, ðåãóëèðó-
þùèõ ýêñïðåññèþ ãåíîâ ÷åðåç ýëåìåíòû SRE è AP-1, íå
âûçûâàåò ïîÿâëåíèÿ êèñëîãî ìîçãîñïåöèôè÷åñêîãî áåë-
êà Rf 0.58á, ÿâëÿþùåãîñÿ ìàðêåðîì îáó÷åíèÿ. Êðîìå
òîãî, íàìè ïîëó÷åíû ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå î òîì, ÷òî
ó þâåíèëüíûõ óëèòîê â îòëè÷èå îò âçðîñëûõ ïðàêòè÷åñêè
îòñóòñòâóåò äåãëèêîëèçèðîâàííàÿ ôîðìà ñåðîòîíèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ 5HT1A. Íåçðåëîñòü îïðåäåëåííûõ òèïîâ ñå-
ðîòîíèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, ïðÿìî èëè îïîñðåäîâàííî ñâÿ-
çàííûõ ñ MAP/ERK-êèíàçíûì êàñêàäîì, ìîæåò áûòü îä-
íîé èç ïðè÷èí íèçêîãî óðîâíÿ åãî àêòèâàöèè. Òàêèì îáðà-
çîì, MAP/ERK-êèíàçíûé êàñêàä èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
ôîðìèðîâàíèè óñëîâíûõ îáîðîíèòåëüíûõ ðåôëåêñîâ.
Íèçêèé óðîâåíü àêòèâàöèè MAP/ERK-êèíàç â ÖÍÑ ÷åðåç
íàðóøåíèå SRE-çàâèñèìîé ýêñïðåññèè ãåíîâ ìîæåò îïðå-
äåëÿòü íåñïîñîáíîñòü æèâîòíûõ ê âûðàáîòêå äîëãîâðå-
ìåííûõ ôîðì ïëàñòè÷íîñòè îáîðîíèòåëüíîãî ïîâåäåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
02-04-49731).
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÷óê, Ë. Ë. Àëåêñååíêî, Ê. Ì. Èâàíöîâ, È. À. Ãàáàé. Èí-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 735



ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, gmdmk@mail.
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Ïðè ðàáîòå ñ êëåòî÷íûìè êóëüòóðàìè âàæíî áûòü
óâåðåííûì â ïðàâîìî÷íîñòè ñðàâíåíèÿ äàííûõ, ïîëó-
÷åííûõ íà îäíîé è òîé æå ëèíèè, íî â ðàçíûõ ëàáîðàòî-
ðèÿõ. Ñ ýòèõ ïîçèöèé ïðîáëåìà ñòàíäàðòèçàöèè èñêëþ-
÷èòåëüíî âàæíà, îñîáåííî â èññëåäîâàííûõ ýìáðèîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ). Ëèíèÿ ÝÑÊ ìûøè E-14-IV
áûëà ïîëó÷åíà îêîëî 20 ëåò íàçàä, îäíàêî è ïî ñåé äåíü
øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ â ñâÿçè ñ
èçó÷åíèåì ìåõàíèçìîâ ïîääåðæàíèÿ ýìáðèîíàëüíîãî
ñòàòóñà êëåòîê è èõ ïåðåõîäîì â äèôôåðåíöèðîâàííîå
ñîñòîÿíèå. Îäíîé èç íåîáõîäèìûõ õàðàêòåðèñòèê ëþáûõ
ëèíèé ÝÑÊ ÿâëÿþòñÿ äàííûå î ñòðóêòóðå êàðèîòèïà. Òåì
íå ìåíåå âî ìíîãèõ ðàáîòàõ, âûïîëíåííûõ íà ÝÑÊ
ìûøè, äàííûõ î ñòðóêòóðå êàðèîòèïà íå ïðèâîäèòñÿ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí êàðèîëîãè÷åñêèé àíà-
ëèç ëèíèè E-14-IV èç áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòó-
òà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ôèäåðå, â
êà÷åñòâå êîòîðîãî èñïîëüçîâàëè êëåòêè ìûøè ëèíèè
STO, îáðàáîòàííûå ìèòîìèöèíîì C. Äëÿ êàðèîëîãè÷å-
ñêîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè êëåòî÷íóþ êóëüòóðó ÝÑÊ
êëåòîê ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà. Äëÿ íàêîïëåíèÿ ìèòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê íà ñòàäèè ñóáìîíîñëîÿ â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó äîáàâëÿëè 0.0004%-íûé ðàñòâîð êîëõèöèíà.
Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì â êà÷åñòâå ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà 0.75 Ì ðàñ-
òâîð KCl. Õðîìîñîìû îêðàøèâàëè äèôôåðåíöèàëüíî íà
G-äèñêè. Äåòàëüíî ïðîàíàëèçèðîâàíî 20 ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíîê. Èçâåñòíî, ÷òî êàðèîòèï ìûøè â íîðìå ñòàáè-
ëåí è ïðåäñòàâëåí 19 ïàðàìè àóòîñîì è 2 ïîëîâûìè õðî-
ìîñîìàìè (2n = 40), îäíàêî ïðè ïåðåâîäå â óñëîâèÿ
in vitro î÷åíü áûñòðî (â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïåðâûõ ïàñ-
ñàæåé) ïðåòåðïåâàåò èììîðòàëèçàöèþ è ñòàíîâèòñÿ íà
ïóòü òðàíñôîðìàöèè. Êàê áûñòðî âîçíèêàþò èçìåíåíèÿ â
ñòðóêòóðå êàðèîòèïà ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè â ñâÿçè ñ
êóëüòèâèðîâàíèåì â óñëîâèÿõ in vitro è ñóùåñòâóþò ëè
ïðèíöèïèàëüíûå ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå è íàïðàâëåííîñòè
ïðîöåññà äåñòàáèëèçàöèè â ñðàâíåíèè ñ ñîìàòè÷åñêèìè
êëåòêàìè ìûøè, ïðåòåðïåâàþùèìè ïðîöåññ èììîðòàëè-
çàöèè è òðàíñôîðìàöèè in vitro, äàëåêî íå ÿñíî. Êàðèî-
òèïèðîâàíèå ÝÑÊ E-14-IV, ïðîâåäåííîå â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå, âûÿâèëî ãåíåòè÷åñêóþ íåîäíîðîäíîñòü ïðîàíà-
ëèçèðîâàííîãî ìàòåðèàëà. Íè îäíà êëåòêà íå èìåëà
òèïè÷íîãî äëÿ ìûøè â íîðìå íàáîðà õðîìîñîì. Èõ ÷èñ-
ëî áûëî ïñåâäî- èëè îêîëîäèïëîèäíûì è âàðüèðîâàëî îò
37 äî 41. Ïðè äåòàëüíîì àíàëèçå êàðèîòèï îêàçàëñÿ àíåó-
ïëîèäíûì è õàðàêòåðèçîâàëñÿ óòðàòîé òåõ èëè èíûõ õðî-
ìîñîì íàáîðà èëè íàëè÷èåì ëèøíèõ êîïèé. Íàáîð õðî-
ìîñîì â ïðåäåëàõ êàðèîòèïà îò êëåòêè ê êëåòêå âàðüèðî-
âàë. Òðèñîìèÿ áûëà âûÿâëåíà â áîëüøåé ÷àñòè õðîìîñîì
êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà, à èìåííî â õðîìîñîìàõ 1, 2, 3,
4, 6, 9, 10, 13, 14, 16 è 17. Íåñëó÷àéíûå èçìåíåíèÿ (ïðè-
ñóòñòâèå òðèñîìèè â äâóõ è áîëåå êëåòêàõ) áûëè îòìå÷å-
íû òîëüêî â ÷åòûðåõ õðîìîñîìàõ — 4, 6, 12 è 13. Íå èñê-
ëþ÷åíî, ÷òî ñïåêòð õðîìîñîì-òðèñîìèêîâ ïðè àíàëèçå
áîëüøåãî ÷èñëà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ìîæåò áûòü ðàñ-
øèðåí. Ïîëîâûå õðîìîñîìû ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî
áûëè óòðà÷åíû. Ëèíèÿ õàðàêòåðèçîâàëàñü òàêæå íàëè÷è-
åì â áîëüøèíñòâå ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê äîïîëíè-
òåëüíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â âèäå ñâåðõìåëêèõ
ìèêðîõðîìîñîì, ÷èñëî êîòîðûõ îò êëåòêè ê êëåòêå âàðü-
èðîâàëî (îäíà è áîëåå) è ïîâûøåííîé ÷àñòîòîé íåñïåöè-
ôè÷åñêèõ ìåæõðîìîñîìíûõ ñöåïëåíèé (ýêòîïè÷åñêàÿ

êîíúþãàöèÿ). Íàðÿäó ñ õðîìîñîìàìè ñòàíäàðòíîé ñòðóê-
òóðû â íåêîòîðûõ êëåòêàõ âûÿâëÿëèñü àòèïè÷íûå, ñëó-
÷àéíûì îáðàçîì ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû, ñîçäàþùèå
ïóë ãåíåòè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè íà ïîïóëÿöèîííîì
óðîâíå. Äàííûå îá àíåóïëîèäèè ëèíèè E-14-IV ñîâïàäà-
þò ñ ðåçóëüòàòàìè òåõ íåìíîãî÷èñëåííûõ ðàáîò íà ÝÑÊ
ìûøè, â êîòîðûõ âûÿâëåíû èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà. Òàêèì
îáðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðîòÿæåííîå
âî âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ ìûøè âûçûâàåò äå-
ñòàáèëèçàöèþ êàðèîòèïà àäàïòèâíîãî õàðàêòåðà, ÷òî íå-
ìèíóåìî ïðèâîäèò ê èõ âûñîêîé êàðèîòèïè÷åñêîé (ãåíå-
òè÷åñêîé) ãåòåðîãåííîñòè íà ïîïóëÿöèîííîì óðîâíå. Ïî
íàøåìó ìíåíèþ, òàêîãî òèïà êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷è-
âîñòü ñâîéñòâåííà òðàíñôîðìèðîâàííûì êëåòêàì ìûøè.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÎÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ in silico ÌÅÉ-
ÎÇ-ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÊÎÃÅÇÈÍÎÂ Rec8 È ÈÕ ÑÎÌÀ-
ÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÎÐÒÎËÎÃÎÂ Rad21 Ó ÒÀÊÑÎÍÎÌÈ×Å-
ÑÊÈ ÄÀËÅÊÈÕ ÎÐÃÀÍÈÇÌÎÂ. © Ò. Ì. Ãðèøàåâà,
Ñ. ß. Äàäàøåâ, Þ. Ô. Áîãäàíîâ. Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòè-
êè ÐÀÍ, Ìîñêâà, grishaeva@vigg.ru.

Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå in silico äâóõ ãðóïï õðîìîñîì-
íûõ áåëêîâ — ìèòîòè÷åñêèõ êîãåçèíîâ Rad21 è èõ ìåéî-
òè÷åñêèõ îðòîëîãîâ Rec8 — ó øåñòè âèäîâ ýóêàðèîò èç
ðàçíûõ òàêñîíîìè÷åñêèõ ãðóïï: Saccharomyces cerevi-
siae (ãðèáû), Arabidopsis thaliana (öâåòêîâûå ðàñòåíèÿ),
Caenorhabditis elegans (êðóãëûå ÷åðâè), Danio rerio
(ðûáû), Mus musculus è Homo sapiens (ìëåêîïèòàþùèå).
Ýòè áåëêè àííîòèðîâàíû â áàçàõ äàííûõ ëèáî êàê ìèòî-
òè÷åñêèå èëè ìåéîòè÷åñêèå êîãåçèíû, ëèáî êàê ïîäîá-
íûå èì áåëêè. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòè áåëêè ñîäåð-
æàò ñïåöèôè÷åñêèé ôóíêöèîíàëüíûé äîìåí Rad21/Rec8,
îïðåäåëÿþùèé èõ ñõîäñòâî. Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî
Rad21 è Rec8 â ïðåäåëàõ îäíîãî ïðîòåîìà ðàçëè÷àþòñÿ
áîëüøå, ÷åì áåëêè îäíîé ãðóïïû (Rad21 èëè Rec8) ó ðàç-
íûõ îðãàíèçìîâ. Ðàçëè÷èÿ â ñòðóêòóðå ìèòîòè÷åñêîãî è
ìåéîòè÷åñêîãî êîãåçèíîâ íàáëþäàþòñÿ íå òîëüêî çà ïðå-
äåëàìè ôóíêöèîíàëüíîãî äîìåíà, íî è âíóòðè íåãî. Âñå
èçó÷åííûå áåëêè Rad21 èìåëè ñõîäíûé íàáîð êîíñåðâà-
òèâíûõ ìîòèâîâ âíóòðè äîìåíà, òîãäà êàê ìåéîòè÷åñêèå
êîãåçèíû îêàçàëèñü áîëåå ãåòåðîãåííûìè. Ó íèõ ïîðÿ-
äîê ðàñïîëîæåíèÿ ìîòèâîâ èíîãäà áûë íàðóøåí; êðîìå
òîãî, âûÿâëåíû ìîòèâû, îòëè÷íûå îò ìèòîòè÷åñêèõ.
Íàìè òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà âñåõ
èçó÷åííûõ êîãåçèíîâ (ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü àëü-
ôà-ñïèðàëüíóþ êîíôèãóðàöèþ) âèäîñïåöèôè÷íà. Ïðè
ýòîì â ïðåäåëàõ îäíîãî âèäà Rad21 è Rec8 ìîãóò áûòü
ëèáî ñõîäíûìè ïî âòîðè÷íîé ñòðóêòóðå, ëèáî ðàçëè÷íû-
ìè. Ôóíêöèè êîãåçèíîâ â ìèòîçå è ìåéîçå íåîäèíàêîâû.
Ðàçëè÷èå ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ è áåëêîâ-ïàðòíåðîâ ó ìèòî-
òè÷åñêèõ è ìåéîòè÷åñêèõ êîãåçèíîâ îáóñëîâèëî çàìåò-
íûå ñòðóêòóðíûå ðàçëè÷èÿ Rad21 è Rec8, íåñìîòðÿ íà
íàëè÷èå îäíîãî è òîãî æå ôóíêöèîíàëüíîãî äîìåíà. Òà-
êèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå óñòàíîâëåíî, ÷òî îðòîëîãè÷-
íûå áåëêè êîãåçèè ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä â ìåéîçå
(Rec8) è ìèòîçå (Rad21) â ïðåäåëàõ îäíîãî ïðîòåîìà
èìåþò áîëüøå ðàçëè÷èé â îòíîøåíèè êîìáèíàòîðèêè
êîíñåðâàòèâíûõ ìîòèâîâ èõ ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû, ÷åì
êàæäûé èç ýòèõ áåëêîâ ó îðãàíèçìîâ èç ðàçíûõ òàêñîíîâ
(ñóì÷àòûõ ãðèáîâ, íåìàòîä, ðûá, ìëåêîïèòàþùèõ è ðàñ-
òåíèé). Ñëåäîâàòåëüíî, ìåéîòè÷åñêèå áåëêè, îáúåäèíÿ-
åìûå îáùèì íàçâàíèåì Rec8, ýâîëþöèîííî ìåíåå êîí-
ñåðâàòèâíû, ÷åì èõ ñîìàòè÷åñêèå îðòîëîãè — áåëêè
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Rad21, — è ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ îò íèõ ïî êîìáè-
íàòîðèêå êîíñåðâàòèâíûõ ìîòèâîâ ïåðâè÷íîé ñòðóê-
òóðû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49052).

ÂËÈßÍÈÅ ÌÀËÎÉ ÃÒÔàçû Ran ÍÀ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀ-
ÍÈÅ ßÄÅÐÍÎÉ ÎÁÎËÎ×ÊÈ È ßÄÅÐÍÛÕ ÏÎÐ.
© Í. Â. Ãóáàíîâà,1 Å. À. Îíèùåíêî,2 Å. Â. Êèñåëåâà.1
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê,
è 2 Ñîäåðòîðíñêèé óíèâåðñèòåòñêèé êîëëåäæ, Ñòîê-
ãîëüì, Øâåöèÿ, nat@bionet.nsc.ru.

Â ðåãóëÿöèè ñáîðêè ÿäåðíîé îáîëî÷êè â òåëîôàçå
ìèòîçà ïðèíèìàåò ó÷àñòèå áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàçëè÷-
íûõ âíóòðèÿäåðíûõ è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ.
Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå íà óðîâíå ñâåòî-
âîé ìèêðîñêîïèè, ïîçâîëèëè ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìàëàÿ
ÃÒÔàçà Ran îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ïðîöåññ ñáîðêè ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè è ÿäåðíûõ ïîð (Ryan et al. J. Cell Biol.,
2003, 160: 1041—1053). Èçâåñòíî, ÷òî íåàêòèâíàÿ ôîðìà
Ran (Ran-ÃÄÔ) òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî, ãäå ïåðåõîäèò
â àêòèâíóþ ôîðìó (Ran-ÃÒÔ) ïðè ó÷àñòèè áåëêà RCC1,
êîòîðûé ëîêàëèçóåòñÿ íà õðîìàòèíå è íåîáõîäèì äëÿ åãî
äåêîíäåíñàöèè â òåëîôàçå. Ëîêàëèçàöèÿ Ran-ÃÒÔ íà
õðîìàòèíå îáåñïå÷èâàåò íàïðàâëåííûé ðîñò ìèêðîòðó-
áî÷åê â ýêâàòîðèàëüíóþ îáëàñòü äåëåíèÿ ÿäðà. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîò ïðè ïîìîùè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî
àíàëèçà èññëåäîâàëè âëèÿíèå ìàëîé ÃÒÔàçû íà Ran íà
ïðîöåññ ñáîðêè ÿäåðíîé îáîëî÷êè è ÿäåðíûõ ïîð â ñèí-
öèòèàëüíûõ ýìáðèîíàõ äðîçîôèëû. Ïðè ïîìîùè ìèêðî-
èíúåêöèé ìû ââîäèëè â ýìáðèîíû äðîçîôèëû ìóòàíò-
íóþ ôîðìó Ran — RanT24N, êîòîðàÿ, áëîêèðóÿ RCC1,
íàðóøàåò ôîðìèðîâàíèå Ran-ÃÒÔ è êàê ñëåäñòâèå —
ðîñò ìèêðîòðóáî÷åê. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå ýòî-
ãî âîçäåéñòâèÿ äåëåíèÿ ÿäåð íå ïðîèñõîäèò. Ïðè èíàêòè-
âàöèè ìèòîòè÷åñêèõ êèíàç â ðåçóëüòàòå èíúåêöèè â ýì-
áðèîíû öèêëîãåêñèìèäà (Onischenko et al. Mol. Biol.
Cell, 2005, 16: 5152—5162) â öèòîïëàçìå ýìáðèîíîâ íà-
áëþäàëèñü ÿäðà ñ êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì (÷òî,
âåðîÿòíî, âûçâàíî èíàêòèâàöèåé RCC1), à òàêæå ÿäåðíàÿ
îáîëî÷êà ñ ìíîæåñòâîì ðàçðûâîâ, íå ñîäåðæàùàÿ ÿäåð-
íûõ ïîð. Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà ìî-
æåò ñîáèðàòüñÿ è ïîñëå äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðó-
áî÷åê â ìåòàôàçå (Su et al. Genes Develop., 1998, 12:
1495—1503), ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëÿ ôîðìèðîâà-
íèÿ èíòàêòíîé ÿäåðíîé îáîëî÷êè íåîáõîäèìû íîðìàëü-
íûå ÿäåðíûå ïîðû, ñáîðêà êîòîðûõ â íàøåì èññëåäîâà-
íèè áûëà íàðóøåíà â ðåçóëüòàòå èíúåêöèè ìóòàíòíîé
ôîðìû Ran. Â ðåçóëüòàòå ïîñëåäîâàòåëüíûõ ìèêðîèíú-
åêöèé â ñèíöèòèàëüíûå ýìáðèîíû RCC1, âûçûâàþùåãî
ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè Ran-ÃÒÔ â ýìáðèîíå, è öèêëî-
ãåêñèìèäà â öèòîïëàçìå ýìáðèîíà íàáëþäàåòñÿ ôîðìè-
ðîâàíèå íåîáûêíîâåííî äëèííûõ ìèêðîòðóáî÷åê, ðàñïî-
ëîæåííûõ ðàäèàëüíî. Ïðè ýòîì õðîìàòèí áûë äèôôóçíî
ðàñïðåäåëåí â öèòîçîëå, à ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà íå ñîáèðà-
ëàñü. Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäî-
âàíèé ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî êîìïàðòìåíòàëèçàöèÿ
àêòèâíîé è íåàêòèâíîé ôîðì ìàëîé ÃÒÔàçû Ran â êëåò-
êå èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñáîðêå ÿäåðíîé îáîëî÷êè è
ÿäåðíûõ ïîð è íåîáõîäèìà äëÿ íàïðàâëåííîãî ðîñòà
ìèêðîòðóáî÷åê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðåäî-
ñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé (ïðîåêò 07-04-00416-à) è â âèäå ìîëîäåæíîãî
ãðàíòà èì. àêàä. Ì. À. Ëàâðåíòüåâà ÑÎ ÐÀÍ (ãðàíò ¹ 106).

ÌÅÕÀÍÈÇÌ ÏÎÄÀÂËÅÍÈß ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈß ÍÅÐÀÑ-
ÒÂÎÐÈÌÛÕ ÁÅËÊÎÂÛÕ ÀÃÐÅÃÀÒÎÂ Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ
ØÀÏÅÐÎÍÀ Hsp70 Â ÌÎÄÅËßÕ ÍÅÉÐÎÄÅÃÅÍÅÐÀ-
ÒÈÂÍÛÕ ÇÀÁÎËÅÂÀÍÈÉ. © È. Â. Ãóæîâà, À. Â. Êàç-
íà÷ååâà, Ì. Â. Èïïîëèòîâà, Ò. Â. Íîâîñåëîâà, À. Â. Êè-
íåâ, Á. À. Ìàðãóëèñ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã.

Íàðóøåíèå íàòèâíîé êîíôîðìàöèè áåëêîâ è ôîðìè-
ðîâàíèå íåðàñòâîðèìûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ ÿâëÿþòñÿ
ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ ïà-
òîëîãèé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ áîëåçíè Àëüöãåéìåðà, Ïàð-
êèíñîíà è Ãåíòèíãòîíà. Ñ íåêîòîðûìè èç ýòèõ ïàòîëîãèé
ìîæíî óñïåøíî áîðîòüñÿ â ìîäåëÿõ in vitro è in vivo, âû-
çûâàÿ ýêñïðåññèþ øàïåðîíîâ Hsp70 è Hdj1, 2. Äëÿ òîãî
÷òîáû ïîäòâåðäèòü àíòèàãðåãàòíóþ àêòèâíîñòü Hsp70,
ìû èñïîëüçîâàëè ñâîéñòâî ýòîãî áåëêà — ñïîñîáíîñòü
ïðîíèêàòü âíóòðü æèâûõ êëåòîê, èìèòèðóþùèõ õîðåþ
Ãåíòèíãòîíà. Ïðè÷èíà áîëåçíè Ãåíòèíãòîíà — ìóòàöèÿ
áåëêà õàíòèíãòèíà, ïðèâîäÿùàÿ ê óäëèíåíèþ ïîëèãëóòà-
ìèíîâîãî ïîâòîðà â N-òåðìèíàëüíîé ÷àñòè ìîëåêóëû.
Äëèíà ýòîãî ïîâòîðà êîððåëèðóåò ñ ðàííèì íà÷àëîì áî-
ëåçíè è ñ òÿæåñòüþ åå ïðîòåêàíèÿ. Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáî-
òû óñòàíîâëåíî, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû
÷åëîâåêà SK-N-SH, òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäîé, ñî-
äåðæàùåé 1-é ýêçîí ãåíà áåëêà õàíòèíãòèíà (êîäèðóþ-
ùèé 103 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà ãëóòàìèíà è çåëåíûé
ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê), ñ î÷èùåííûì ïðåïàðàòîì
Hsp70 ñóùåñòâåííî ïîíèæàëà êîëè÷åñòâî àïîïòîçíûõ
êëåòîê. Çàùèòíûé ýôôåêò áûë ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî ïðèñóò-
ñòâèå øàïåðîíà â êëåòêå ïðèâîäèëî ê ïîäàâëåíèþ ïðî-
öåññà àãðåãàöèè ìóòàíòíûõ áåëêîâ, è ýòî ïîäòâåðæäàåò-
ñÿ äàííûìè, ïîêàçûâàþùèìè ñíèæåíèå êàê ÷èñëà, òàê è
ðàçìåðîâ àãðåãàòîâ. Íåðàñòâîðèìûå áåëêîâûå àãðåãàòû
ôîðìèðóþòñÿ ïîä äåéñòâèåì ôåðìåíòà òðàíñãëóòàìèíà-
çû (TG), êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò îáðàçîâàíèå êîâàëåíò-
íûõ ñâÿçåé ìåæäó îñòàòêàìè ãëóòàìèíîâ àãðåãèðóþùåãî
áåëêà è ëèçèíàìè äðóãèõ áåëêîâ. Íà ðîëü äîíîðà ëèçè-
íîâ áûë ïðåäëîæåí êëþ÷åâîé ôåðìåíò ãëèêîëèçà
ÃÀÔÄÃ (ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà), íà ïî-
âåðõíîñòè êîòîðîãî òðè îñòàòêà ëèçèíà ó÷àñòâóþò â ðå-
àêöèè, êàòàëèçèðóåìîé TG (Orru et al., 2002). Ïîñêîëüêó
â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÃÀÔÄÃ ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ Hsp70 (Êèíåâ, Ìàðãóëèñ, íåîïóáëèêîâàííûå
äàííûå), ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî çàùèòíàÿ àêòèâíîñòü
Hsp70 â ìîäåëè áîëåçíè Ãåíòèíãòîíà îáóñëîâëåíà òåì,
÷òî øàïåðîí, êîãäà åãî êîëè÷åñòâî â êëåòêå âåëèêî, ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ÃÀÔÄÃ è ìàñêèðóåò ñîîòâåòñòâóþùèå ëèçè-
íîâûå îñòàòêè. Èñïîëüçóÿ òó æå êëåòî÷íóþ ìîäåëü, ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî Hsp70 è ÃÀÔÄÃ êîëîêàëèçóþòñÿ ñ ïî-
ëèãëóòàìèíîâûìè àãðåãàòàìè. Hsp70, ïî íàøèì äàííûì,
ôèçè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóåò ñ ÃÀÔÄÃ, è ÷åì áîëüøå
Hsp70 ïðèñóòñòâóåò â êëåòêå, òåì ìåíüøå ÃÀÔÄÃ îáíà-
ðóæèâàåòñÿ â àãðåãàòàõ. Ïðåïàðàò Hsp70, âíåñåííûé â
êóëüòóðó êëåòîê, èìèòèðóþùóþ ïàòîãåíåç, ìîæåò ïðåä-
îòâðàùàòü ôîðìèðîâàíèå àãðåãàòîâ èç ïîëèãëóòàìèíî-
âûõ öåïåé, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü øàïåðîí êàê ïî-
òåíöèàëüíîå ëåêàðñòâî äëÿ òåðàïèè íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íûõ ïðîòåòîêñè÷åñêèõ ïàòîëîãèé. Ìåõàíèçì çàùèòíîãî
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äåéñòâèÿ øàïåðîíà, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, çàêëþ÷à-
åòñÿ â òîì, ÷òî Hsp70 çàõâàòûâàåò ìîëåêóëû ÃÀÔÄÃ è
îòáèðàåò èõ èç ïóëà ìîëåêóë, ðåêðóòèðóåìûõ äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ íåðàñòâîðèìûõ (êîâàëåíòíî ñøèòûõ) áåëêîâûõ
àãðåãàòîâ â êëåòêàõ ìîçãà.

ÀÍÀËÈÇ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÏÅÏÒÈÄ-
ÍÛÕ ×ÀÑÒÅÉ ØÀÏÅÐÎÍÀ Hsp70. © È. Â. Ãóæîâà,
Á. À. Ìàðãóëèñ, Å. Ñ. Ìàðòûíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Íåäàâíèå óñïåõè ãåíîìèêè è ïðîòåîìèêè ïðèâåëè ê
îòêðûòèþ íîâûõ êàíäèäàòîâ â ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà,
òàêèõ êàê îëèãîíóêëåîòèäû, ïëàçìèäû, ïåïòèäû è áåëêè.
Ìíîãèå èç òàêèõ ìîëåêóë íå ñïîñîáíû ñàìîñòîÿòåëüíî
ïðîíèêàòü â æèâûå êëåòêè, ïîýòîìó âàæíîé çàäà÷åé ÿâ-
ëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ýôôåêòèâíîé äîñòàâêè òàêèõ
ñïåöèôè÷åñêèõ ãðóçîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò
íåñêîëüêî ñïîñîáîâ äîñòàâêè áèîìîëåêóë â êëåòêè —
ìèêðîèíúåêöèÿ, ýëåêòðîïîðàöèÿ, âèðóñíûå ñèñòåìû è
ëèïîñîìû, îäíàêî íå âñå èç ýòèõ ìåòîäîâ àêòèâíî ïðèìå-
íÿþòñÿ ââèäó íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè è öèòîòîêñè÷íîñòè
ìíîãèõ èç ïåðå÷èñëåííûõ àãåíòîâ. Àëüòåðíàòèâíûé ìå-
òîä äîñòàâêè îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè ïåïòèäîâ, ñïî-
ñîáíûõ ê òðàíñëîêàöèè ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îïèñàí öåëûé ðÿä ïðîíèêàþùèõ ïåï-
òèäîâ, êîòîðûå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ýôôåêòèâíî äî-
ñòàâëÿòü ìîëåêóëû ãðóçà ðàçëè÷íûõ òèïîâ, íàïðèìåð öå-
ëûå áåëêè èëè ïëàçìèäû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ öåëûé ðÿä
ðàáîò ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïîñîáíîñòè øàïåðîíà Hsp70
ïðîíèêàòü â êëåòêè ðàçëè÷íûõ òèïîâ. Ìû ïðåäïîëîæèëè
ñóùåñòâîâàíèå â ñòðóêòóðå áåëêà Hsp70 ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè àìèíîêèñëîò, êîòîðûå èãðàëè áû êëþ÷åâóþ ðîëü â
ïðîíèêíîâåíèè öåëîãî áåëêà. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëè
âûáðàíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç C-òåðìèíàëüíîé ÷àñòè
ìîëåêóëû Hsp70, KRNSTIPTK (415—423), êîòîðóþ íà-
çâàëè KRN-ïåïòèä, è KSTGKANKITITNDKGRLSK
(493—512), ïîëó÷èâøàÿ íàçâàíèå KST-ïåïòèä (ðàáîòà
ïðîâåäåíà â íàøåì èíñòèòóòå À. Ì. Ëåáåäåâûì). Áèîòè-
íèëèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå ñîîòâåòñòâóþùèõ ïåïòèäîâ
áûëè ñèíòåçèðîâàíû â ÎÎÎ «Äèàôàðì» (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Öåëü äàííîé ðàáîòû — àíàëèç òðàíñïîðòà è ôè-
çèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ôðàãìåíòîâ áåëêà Hsp70, à
òàêæå ïðîâåðêà âîçìîæíîñòè äîñòàâêè ñ èõ ïîìîùüþ
ìîëåêóë áåëêîâ â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Íà ïåðâîì
ýòàïå ðàáîò áûë ïðîâåäåí àíàëèç ñïîñîáíîñòè ïåïòèäîâ
âõîäèòü â êëåòêè. Êàê ïîêàçàëè äàííûå ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè, KST-ïåïòèä ñïîñîáåí ïðîíèêàòü êàê â
êëåòêè ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè U937, òàê è â êëåòêè íåé-
ðîáëàñòîìû SK-N-SH, â òî âðåìÿ êàê KRN-ïåïòèä îáëà-
äàåò ýòîé ñïîñîáíîñòüþ â ãîðàçäî ìåíüøåé ñòåïåíè.
Àíàëèçèðóÿ äèíàìèêó âõîæäåíèÿ áèîòèíèëèðîâàííûõ
ïåïòèäîâ â êëåòêè ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè U937 ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêî-
ïèè, ìû ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî ïîñëå 15 ìèí èíêóáà-
öèè ïåïòèäû ðàñïîëàãàëèñü íà ïîâåðõíîñòè ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû, à íà âðåìåíí *îé òî÷êå 30 ìèí îáà
ïåïòèäà íà÷èíàëè îáðàçîâûâàòü ñòðóêòóðû «ïýò÷è» è
«êýïû». Ïîñëå 1 ÷ èíêóáàöèè KST-ïåïòèä áûë äèôôóçíî
ðàñïðåäåëåí ïî öèòîïëàçìå êëåòîê, à KRN-ïåïòèä â
êëåòêàõ ïðàêòè÷åñêè íå áûë çàìåòåí. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïèè, áûëè
ïîäòâåðæäåíû â áèîõèìè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ, â êîòî-
ðûõ èññëåäîâàëè ýêñòðàêòû êëåòîê, èíêóáèðîâàííûõ ñ

ìå÷åíûìè ïåïòèäàìè. Öåëüþ âòîðîé ÷àñòè èññëåäîâàíèÿ
áûëî îïðåäåëèòü ýôôåêò ïåïòèäîâ íà ðîñò è æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê, âûáðàííûõ äëÿ àíàëèçà. Ñ ïîìîùüþ ìå-
òîäîâ îêðàñêè æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê óäàëîñü óñòàíî-
âèòü, ÷òî îáà ïåïòèäà íåòîêñè÷íû äëÿ êëåòîê U937 è
ëèøü íåçíà÷èòåëüíî òîðìîçèëè èõ ðîñò. Íà ñëåäóþùåì
ýòàïå ìû èñïûòàëè ñïîñîáíîñòü ïåíåòðàòèíîâ äîñòàâëÿòü
â êëåòêó íåêîâàëåíòíî ñøèòûå ìîëåêóëû «ãðóçà». Íàïðè-
ìåð, êàê áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîé ìèêðîñêîïèè, ìîäèôèöèðîâàííûå áèîòèíîì ìî-
ëåêóëû KST-ïåïòèäà ýôôåêòèâíî òðàíñïîðòèðîâàëè ìî-
ëåêóëû àâèäèíà â êëåòêè ãëèîìû ÷åëîâåêà T98. Òàêèì
îáðàçîì, KST-ïåïòèä è â ìåíüøåé ñòåïåíè KRN-ïåïòèä
îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ïðîíèêàòü â êëåòêè ìëåêîïèòàþ-
ùèõ è ìîãóò ñòàòü ïåðñïåêòèâíûìè ñðåäñòâàìè äîñòàâêè
â êëåòêè àêòèâíûõ áèîìîëåêóë, òåðàïåâòè÷åñêèõ áåëêîâ,
ïåïòèäîâ è, âîçìîæíî, íóêëåèíîâûõ êèñëîò.

ÖÈÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÊÀÐÒÛ ÕÐÎÌÎÑÎÌ-ËÀÌÏÎ-
ÂÛÕ ÙÅÒÎÊ ÏÅÐÅÏÅËÀ. © À. À. Äàêñ, Ñ. Å. Äåðþøå-
âà, Ñ. À. Ãàëêèíà, Å. Ð. Ãàãèíñêàÿ. Áèîëîãè÷åñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Â ðàñòóùèõ îîöèòàõ ó ìíîãèõ âèäîâ æèâîòíûõ, â
òîì ÷èñëå è ó ïòèö, õðîìîñîìû íà äèïëîòåííîé ñòàäèè
ïðîôàçû ìåéîçà ïðåîáðàçóþòñÿ â õðîìîñîìû òèïà ëàì-
ïîâûõ ùåòîê ñî ñïåöèôè÷íîé õðîìîìåðíî-ïåòëåâîé îð-
ãàíèçàöèåé. Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áèâàëåíòû, â êîòî-
ðûõ ãîìîëîãè÷íûå õðîìîñîìû ñîåäèíåíû â ìåñòàõ õè-
àçì. Òàêèå õðîìîñîìû ñèëüíî äåêîíäåíñèðîâàíû, à èõ
äëèíà â íåñêîëüêî äåñÿòêîâ ðàç ïðåâûøàåò äëèíó ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì. Ýòî ïîçâîëÿåò äîáèòüñÿ ãîðàçäî áîëåå
âûñîêîãî óðîâíÿ ðàçðåøåíèÿ ôèçè÷åñêîãî êàðòèðîâàíèÿ,
÷òî èñïîëüçóåòñÿ, íàïðèìåð, äëÿ èññëåäîâàíèÿ îðãàíèçà-
öèè ãåíîìà äîìàøíåé êóðèöû (Galkina et al., 2006; Krasi-
kova et al., 2006). Â íàøåé ðàáîòå ìû ïîñòðîèëè öèòîëî-
ãè÷åñêèå êàðòû õðîìîñîì-ëàìïîâûõ ùåòîê ÿïîíñêîãî
ïåðåïåëà 1—5 è ïîëîâîãî áèâàëåíòà ZW. ßïîíñêèé ïå-
ðåïåë Coturnix japonica ÿâëÿåòñÿ öåííûì ñåëüñêîõîçÿé-
ñòâåííûì âèäîì, à â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîëó÷àåò áîëüøîå
ðàñïðîñòðàíåíèå è êàê ëàáîðàòîðíûé îáúåêò. Ïðè îêðà-
øèâàíèè ìàêðîõðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ÿïîíñêî-
ãî ïåðåïåëà AT- è GC-ñïåöèôè÷íûìè ôëóîðåñöåíòíûìè
êðàñèòåëÿìè (ÄÀÏÈ è õðîìîìèöèíîì A3 ñîîòâåòñòâåí-
íî) íàáëþäàåòñÿ, ÷òî, êàê è íà ëàìïîâûõ ùåòêàõ êóðèöû,
õðîìîìåðû ðàçëè÷àþòñÿ ïî öâåòó è ñòåïåíè îêðàñêè.
×àñòü õðîìîìåðîâ èìååò òóñêëóþ îêðàñêó è ïðè îêðàøè-
âàíèè ÄÀÏÈ, è ïðè îêðàøèâàíèè õðîìîìèöèíîì; íåêî-
òîðûå ÿâëÿþòñÿ ÄÀÏÈ- èëè õðîìîìèöèí-ïîëîæèòåëü-
íûìè. ×àùå âñåãî ÿðêèå ñèãíàëû îò îáîèõ êðàñèòåëåé
íàêëàäûâàþòñÿ äðóã íà äðóãà, èç ÷åãî ìîæíî ñäåëàòü âû-
âîä î òîì, ÷òî ÄÍÊ â äàííîì õðîìîìåðå ñîäåðæèò ïðè-
áëèçèòåëüíî ðàâíîå êîëè÷åñòâî AT- è GC-ïàð. ×òî êàñà-
åòñÿ õðîìîìåðíîãî ðèñóíêà, òî çäåñü òîæå íàáëþäàåòñÿ
çàìåòíîå ñõîäñòâî ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ëàìïîâûìè ùåò-
êàìè êóðèöû, õîòÿ åñòü íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ. Ïîìèìî
ýòîãî, ìàêðîõðîìîñîìû ÿïîíñêîãî ïåðåïåëà íå íåñóò íà
ñåáå òàêèõ ìàðêåðíûõ ïåòåëü, êàê TGL (non-transcibing
terminal giant loops) è LL (lumpy loop).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48252).
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Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû äèêòóåò íåîáõî-
äèìîñòü ñîçäàíèÿ áåëêîâ, ñïîñîáíûõ ê ìóëüòèâàëåíòíî-
ìó è(èëè) ìóëüòèñïåöèôè÷åñêîìó âçàèìîäåéñòâèþ ñ îä-
íèì è òåì æå èëè ñ ðàçíûìè ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòêè-ìèøåíè, ÷òî îáåñïå÷èâàåò âûñîêîñåëåêòèâíóþ
äîñòàâêó ê íèì äåéñòâóþùèõ àãåíòîâ. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòèõ
çàäà÷ òðåáóåòñÿ ïîäõîä, êîòîðûé ïîçâîëèë áû íå òîëüêî
ñîåäèíÿòü áåëêîâûå äîìåíû ëèíåéíûì ïóòåì, êàê â ñëó-
÷àå «ñëèòûõ» áåëêîâ, íî è ñîçäàâàòü ñëîæíûå íàäìîëå-
êóëÿðíûå êîìïëåêñû, ñîñòàâëåííûå èç íåñêîëüêèõ ïîëè-
ïåïòèäíûõ öåïåé. Ó÷èòûâàÿ íåîäíîçíà÷íîñòü õèìè÷å-
ñêîãî ñîåäèíåíèÿ áåëêîâ è òðóäíîñòè ïîñëåäóþùåãî
ðàçäåëåíèÿ îëèãîìåðîâ, õèìè÷åñêóþ ìîäèôèêàöèþ íåëü-
çÿ ñ÷èòàòü îïòèìàëüíûì ïîäõîäîì ê ðåøåíèþ óêàçàí-
íûõ çàäà÷. Èäåàëüíàÿ îëèãîìåðèçàöèîííàÿ ñèñòåìà äîë-
æíà îñíîâûâàòüñÿ íà èñêëþ÷èòåëüíî ïðî÷íîì è òî÷íîì
âçàèìîäåéñòâèè êîìïîíåíòîâ, ñîñòîÿòü èç ãåòåðîäèìåð-
íûõ áëîêîâ è áûòü ñîâìåñòèìîé ñ øèðîêèì íàáîðîì
áåëêîâ. Âñåì ñôîðìóëèðîâàííûì òðåáîâàíèÿì îòâå÷àåò
ãåòåðîäèìåðíûé ìîäóëü, ñîñòîÿùèé èç äâóõ íåáîëüøèõ
áåëêîâ — ðèáîíóêëåàçû áàðíàçû è åå ïðèðîäíîãî èíãè-
áèòîðà áàðñòàðà. Ýòè áåëêè îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ Kd îêî-
ëî 10–14 Ì, ñðàâíèìûé ïî ñèëå ñâÿçûâàíèÿ òîëüêî ñî
ñòðåïòàâèäèí-áèîòèíîâîé ñèñòåìîé (Kd îêîëî 10–15 Ì),
íî íå òðåáóþùèé â îòëè÷èå îò ïîñëåäíåé õèìè÷åñêîé
ìîäèôèêàöèè îäíîãî èç áåëêîâ. Íàìè ïðåäëîæåí ïðèí-
öèïèàëüíî íîâûé ïîäõîä äëÿ ñîçäàíèÿ ìóëüòèâàëåíòíûõ
ìèíè-àíòèòåë, â êîòîðîì èñïîëüçîâàíî èñêëþ÷èòåëüíî
ñèëüíîå ñðîäñòâî áàðíàçû è áàðñòàðà. Íà îñíîâå ìîäóëÿ
áàðíàçà: áàðñòàð è ïðîòèâîðàêîâûõ àíòè-HER-2/neu-ìè-
íè-àíòèòåë ñêîíñòðóèðîâàíû äâóõ- è òðåõâàëåíòíûå
îëèãîìåðíûå êîìïëåêñû. Âàæíûì ïðåèìóùåñòâîì ïðåä-
ëîæåííîãî ïîäõîäà ïî ñðàâíåíèþ ñ èçâåñòíûìè ðàíåå
ÿâëÿþòñÿ ñòðîãîå ñîîòíîøåíèå 1 : 1 ïàðòíåðîâ â êîìï-
ëåêñå, èõ âûñîêàÿ ñòàáèëüíîñòü è ðàñòâîðèìîñòü. Íè
îäíà èç ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäîëîãèé íå ïîçâîëÿåò íà-
äåæíî ïîëó÷àòü ñòàáèëüíûå îëèãîìåðíûå êîìïëåêñû ñî
ñòðîãèì ñîîòíîøåíèåì êîìïîíåíòîâ. Ïðåäëîæåííûé
ïîäõîä áûë ðåàëèçîâàí íà ìîäåëè àíòèòåë, íàöåëåííûõ
íà HER-2/neu-àíòèãåí, êîòîðûé ëîêàëèçóåòñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðè ðàêå ìîëî÷íîé æåëåçû,
ÿè÷íèêà, ìàòêè, ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, æåëóäêà, ëåã-
êèõ è îòíîñèòñÿ ê íàèáîëåå ñïåöèôè÷íûì ìàðêåðàì ðà-
êîâûõ îïóõîëåé. ×òîáû ñîçäàâàåìûå ìîëåêóëû îáëàäàëè
ñîâîêóïíîñòüþ çàðàíåå çàäàííûõ ñâîéñòâ, ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ áûë îñóùåñòâëåí èõ ðà-
öèîíàëüíûé äèçàéí. Àíòèãåíñâÿçûâàþùèå ÷àñòè äàí-
íîãî áåëêà âêëþ÷àþò â ñåáÿ âàðèàáåëüíûå (VL è VH)
äîìåíû ïðîòèâîðàêîâîãî àíòè-HER-2/neu-àíòèòåëà, ñî-
åäèíåííûå ìåæäó ñîáîé ïåïòèäíûì ëèíêåðîì RATPSH-
NSHQPSAGGPTANSG, è îáðàçóþò ñîáñòâåííî ìèíè-àí-
òèòåëî, èëè scFv. Ðèáîíóêëåàçà, áàðíàçà èëè áàðñòàð â
ñâîþ î÷åðåäü ïðèñîåäèíåíû ê íàöåëèâàþùèì scFv-
ôðàãìåíòàì ÷åðåç øàðíèðíûé ïåïòèä EFPKPSTPP-
GSSGGAP. Ýòîò ïåïòèä ÿâëÿåòñÿ àíàëîãîì øàðíèðíîé
îáëàñòè IgG3 ìûøè è èìååò ïðîòÿæåííîñòü 2.5—2.7 íì.
Åãî íàçíà÷åíèå — îáåñïå÷èòü âðàùàòåëüíóþ è ñåãìåíò-
íóþ ïîäâèæíîñòü îñíîâíûõ ôðàãìåíòîâ (àíòèòåëüíîãî è
áàðíàçíîãî èëè áàðñòàðíîãî) è òåì ñàìûì, ñ îäíîé ñòî-
ðîíû, ñîõðàíèòü ôóíêöèîíàëüíîñòü êàæäîãî èç íèõ, à ñ

äðóãîé — ñäåëàòü âîçìîæíûì îäíîâðåìåííîå âçàèìî-
äåéñòâèå ñ íåñêîëüêèìè ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñòè
îïóõîëåâîé êëåòêè. Ñîçäàí «ìîëåêóëÿðíûé êîíñòðóê-
òîð», ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü ìîíîìåðíûå, äèìåðíûå è
òðèìåðíûå àíòèòåëà. Äåòàëüíûé ôèçèêî-õèìè÷åñêèé
àíàëèç ñèíòåçèðîâàííûõ de novo àíòèòåë ïîêàçàë çíà÷è-
òåëüíî ëó÷øèå àíòèãåíñâÿçûâàþùèå ñâîéñòâà äèìåðîâ è
òðèìåðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîíîìåðíûìè àíàëîãàìè. Ýòîò
ìîëåêóëÿðíûé êîíñòðóêòîð ïîçâîëèë òàêæå ñîçäàòü ðÿä
ðåêîìáèíàíòíûõ ïðîèçâîäíûõ, â êîòîðûõ ïðîòèâîðàêî-
âûå ìèíè-àíòèòåëà áûëè ñîåäèíåíû ñ âèçóàëèçèðóþùè-
ìè (ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, ïîëóïðîâîäíèêîâûå ôëóî-
ðåñöåíòíûå íàíîêðèñòàëëû — «êâàíòîâûå òî÷êè», êîë-
ëîèäíîå çîëîòî) èëè öèòîòîêñè÷åñêèìè (ýêçîòîêñèí A è
ðèáîíóêëåàçà) àãåíòàìè. Èçó÷åíèå àäðåñíîé äîñòàâêè
ñîçäàííûõ ñîåäèíåíèé ê îïóõîëåâûì êëåòêàì ïîêàçàëî
âûñîêóþ èçáèðàòåëüíîñòü èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêà-
ìè-ìèøåíÿìè.
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ÈÇ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÄÅÏÎ ÎÎÖÈÒÎÂ ÑÂÈÍÜÈ,
ÑÒÈÌÓËÈÐÎÂÀÍÍÎÅ ÑÎÂÌÅÑÒÍÛÌ ÄÅÉÑÒÂÈÅÌ
ÏÐÎËÀÊÒÈÍÀ È ÒÅÎÔÈËËÈÍÀ. © Â. Þ. Äåíèñåíêî,
Ò. È. Êóçüìèíà, Ã. Â. Ìóðçà. Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëü-
ñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, tkuzmina@rol.ru.

Â ðàáîòå ðàññìàòðèâàþòñÿ âîçìîæíûå ïóòè âçàèìî-
äåéñòâèÿ ïðîëàêòèíà, ýñòðàäèîëà è òåîôèëëèí â ìåõà-
íèçìàõ âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè íà ìîäåëè îîöè-
òîâ ñâèíåé. Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
ýñòðàäèîëà íà âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ïðîëàêòèíîì è òåî-
ôèëëèíîì ïðè îñâîáîæäåíèè Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî îîöèòîâ ñâèíåé. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè
ÿè÷íèêè ñâèíåé â ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà, áåç âè-
äèìîé ïàòîëîãèè. Îîöèòû âûäåëÿëè èç ôîëëèêóëîâ äèà-
ìåòðîì 3—6 ìì. Èíêóáàöèþ îîöèòîâ ïðîâîäèëè â ñðåäå
Äþëüáåêêî áåç êàëüöèÿ. Êîíöåíòðàöèþ êàëüöèÿ âî âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà õëîðòåòðàöèêëèíà. Èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè çîíäà èçìåðÿëè íà ëþìèíåñöåíò-
íîì ìèêðîñêîïå, ñíàáæåííîì íåîáõîäèìûìè ñâåòîôèëü-
òðàìè. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî, ÷òî ïðîëàêòèí
â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë è òåîôèëëèí â êîíöåíòðàöèè
10 ìÌ âûçûâàëè â îîöèòàõ îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòè-
íà è òåîôèëëèíà äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî íå îòìå÷àëè. Âíåñåíèå â ñðåäó
èíêóáàöèè ñ îîöèòàìè èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû C Ro
31-8220 (10 íã/ìë) ïðèâîäèëî ê îñâîáîæäåíèþ Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëå îáðàáîòêè îîöèòîâ èíãè-
áèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû C äîáàâëåíèå ïðîëàêòèíà èëè
òåîôèëëèíà íå ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ïðîëàêòè-
íà è òåîôèëëèíà áåç àêòèâíîé ïðîòåèíêèíàçû C òàêæå
íå ïðèâîäèëî ê îñâîáîæäåíèþ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî. Â ïðèñóòñòâèè ýñòðàäèîëà â êîíöåíòðàöèè
1 ìêã/ìë â îîöèòàõ îòìå÷àëè óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà
êàëüöèÿ, àêêóìóëèðîâàííîãî âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Â îáðàáîòàííûõ ýñòðàäèîëîì îîöèòàõ äîáàâëåíèå ïðî-
ëàêòèíà èëè òåîôèëëèíà íå ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæäå-
íèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îäíàêî ñîâìåñòíîå
äåéñòâèå ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà â ïðèñóòñòâèè ýñòðà-
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äèîëà âûçûâàëî â îîöèòàõ îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî. Èíãèáèðîâàíèå ïðîòåèíêèíàçû C ïðè-
âîäèëî ê îñâîáîæäåíèþ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå ê ýòèì îîöèòàì ïðîëàêòèíà
èëè òåîôèëëèíà íå âûçûâàëî äîïîëíèòåëüíîãî âûõîäà
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî
ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ïðîëàêòèíà è
òåîôèëëèíà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî òðåáóåò ïðèñóòñòâèÿ àêòèâíîé ïðîòåèíêèíàçû C, è
â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû C ñòèìóëè-
ðóþùèé ýôôåêò ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ ýòèõ äâóõ âå-
ùåñòâ îòñóòñòâóåò. Ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðà Ca2+-ÀÒÔàç
òàïñèãàðãèíà ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîëàêòèí è òåî-
ôèëëèí îñâîáîæäàþò Ca2+ èç ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî: ïðîëàêòèí — èç IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ, òåîôèë-
ëèí — èç ðèàíîäèí-÷óâñòâèòåëüíûõ (Äåíèñåíêî, Êóçü-
ìèíà, 2007). Åñëè ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà
è òåîôèëëèíà êàæäûé èç ðåàãåíòîâ îñâîáîæäàåò Ca2+ èç
äåïî íåçàâèñèìî äðóã îò äðóãà, òî â ïðèñóòñòâèè òàïñè-
ãàðãèíà íå äîëæíî ïðîèñõîäèòü äîïîëíèòåëüíîå îñâî-
áîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îäíàêî â ïðè-
ñóòñòâèè ýñòðàäèîëà îáðàáîòêà îîöèòîâ òàïñèãàðãèíîì
íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî, ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñòâè-
åì ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ýñòðàäèîëà
ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà ïðî-
èñõîäèò îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Â ýòîò ïðîöåññ âîâëå÷åíû ðàçëè÷íûå òèïû âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî ïðè àêòèâíîì ó÷àñòèè ïðîòåèíêèíàçû C.
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Õèðóðãè÷åñêèé ìåòîä ëå÷åíèÿ îïóõîëåé ïàíêðåàñà
ðàçëè÷íîé ëîêàëèçàöèè â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïîäðàçó-
ìåâàåò øèðîêîìàñøòàáíóþ ðåçåêöèþ îðãàíà. Ïðè ýòîì
äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ òÿæåëîé èíâàëèäèçàöèè ïàöèåíòîâ
æåëàòåëüíû ñîõðàíåíèå ñåêðåòîðíîé è ýíäîêðèííîé
ôóíêöèé ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è èíäóöèðîâàíèå ðåïà-
ðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè òêàíè. Ïîäæåëóäî÷íàÿ æåëåçà, ñî-
ãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, îáëàäàåò íèçêîé ñïîñîá-
íîñòüþ ðåãåíåðàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ïàðåíõèì-
íûìè îðãàíàìè (íàïðèìåð, ïå÷åíüþ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî â
îòâåò íà ðåçåêöèþ â îñòàâøèõñÿ ÷àñòÿõ òêàíè æåëåçû îò-
ìå÷àþòñÿ ãèïåðòðîôèÿ è ïðîëèôåðàöèÿ âûñòèëàþùèõ
ïðîòîê êëåòîê ýïèòåëèÿ. Íå èñêëþ÷àåòñÿ è ó÷àñòèå ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê â äàííîì ïðîöåññå. Îïóõîëè ïîäæåëóäî÷-
íîé æåëåçû â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñîïðîâîæäàþòñÿ òàê
íàçûâàåìûì âíåïå÷åíî÷íûì õîëåñòàçîì. Õîëåñòàç â
ñâîþ î÷åðåäü äîïîëíèòåëüíî îñëîæíÿåò ïðîòåêàíèå âîñ-
ñòàíîâèòåëüíûõ ïðîöåññîâ. Öåëüþ íàøèõ èññëåäîâàíèé
ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðà-
öèè ïàíêðåàñà áåëûõ êðûñ â íîðìå è ïðè õîëåñòàçå. Ïî-
êàçàíî, ÷òî íà 6-é ÷ ïîñëå ðåçåêöèè óâåëè÷èâàåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê â îñòàâøåéñÿ ìàññå òêà-
íè îðãàíà. Íà 2-å ñóò ïîñëå ðåçåêöèè âîçðàñòàåò òàêæå
ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïàíêðåîöèòîâ. Ìèòîòè÷åñêèé
èíäåêñ äîñòèãàåò 9.4 ‰ íà 4-å ñóò ïîñëå îïåðàöèè. Êðàé-

íå âàæíî, ÷òî âñòðå÷àþòñÿ åäèíè÷íûå ìèòîòè÷åñêèå
êëåòêè â ýíäîêðèííîé ÷àñòè æåëåçû. Ó÷àñòèå â-êëåòîê
îñòðîâêîâ Ëàíãåðãàíñà â ïðîöåññå âîññòàíîâëåíèÿ ìàññû
îðãàíà, êàê èçâåñòíî, äî ñèõ ïîð ÿâëÿåòñÿ ñïîðíûì âî-
ïðîñîì. Èíàÿ êàðòèíà âûÿâëÿåòñÿ ïîñëå ëèãèðîâàíèÿ îá-
ùåæåë÷íîãî ïðîòîêà. Áåç ðåçåêöèè îðãàíà â òå÷åíèå ïåð-
âûõ 12 ÷ ïîñëå îêêëþçèè èíòåíñèâíîñòü ñèíòåçà ÐÍÊ â
èçîëèðîâàííûõ ÿäðàõ ïàíêðåàñà íå ìåíÿåòñÿ. Â òî æå
âðåìÿ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü êëåòîê. Êîëõèöèíîâûé ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ
ïàíêðåîöèòîâ ñîñòàâëÿåò 6.9 ‰ óæå íà 2-å ñóò ïîñëå îïå-
ðàöèè. Íàìè òàêæå áûëè èçó÷åíû îñîáåííîñòè ðåïàðà-
òèâíîãî ðîñòà ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ïðè õîëåñòàçå.
Ïîêàçàíî, ÷òî îäíîâðåìåííîå ëèãèðîâàíèå îáùåæåë÷íî-
ãî ïðîòîêà è ðåçåêöèÿ îðãàíà âûçûâàåò ïîäàâëåíèå ñèí-
òåçà ÐÍÊ íà ðàííåì ýòàïå âîññòàíîâèòåëüíîãî ðîñòà
(ïåðâûå 8 ÷). Îäíàêî íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ñ öåëüþ
âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèè îðãàíà â ïàíêðåîöèòàõ íàáëþ-
äàþòñÿ ñòèìóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè è
âñïëåñê ìèòîçîâ. Ïî ïðåäâàðèòåëüíûì ðåçóëüòàòàì, â
òêàíè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, êàê è â ïå÷åíè, ïðåîáëà-
äàåò ïðîöåññ ïîëèïëîèäèçàöèè. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åí-
íûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè õîëåñòà-
çå âîññòàíîâèòåëüíûé ðîñò ïàðåíõèìàòîçíûõ îðãàíîâ
ïðîòåêàåò ïî îáùåé ñõåìå. Äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ
ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè íåìàëîâàæíûìè ÿâëÿþòñÿ
èäåíòèôèêàöèÿ è õàðàêòåðèñòèêà ýíäîãåííûõ ôàêòîðîâ
è óñòàíîâëåíèå ìåõàíèçìîâ èõ äåéñòâèÿ. Â ïðåäûäóùèõ
ðàáîòàõ íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëêîâûå ôàêòîðû êëå-
òîê ïå÷åíè è ïî÷åê áåëûõ êðûñ ïóòåì èíãèáèðîâàíèÿ
ýêñïðåññèè ãåíîâ â G1-ôàçå ïîäàâëÿþò ìèòîòè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü ãîìîòèïè÷åñêèõ êëåòîê 7-ñóòî÷íûõ áåëûõ
êðûñ. Èññëåäîâàíèÿìè in vivo òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî
áåëêîâûé ôàêòîð îáëàäàåò òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ,
íå ïðîÿâëÿÿ âèäîâîé ñïåöèôè÷íîñòè. Íàìè óñòàíîâëåíî
íàëè÷èå àíàëîãè÷íîãî ôàêòîðà â êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷-
íîé æåëåçû áåëûõ êðûñ. Äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà
áåëêîâîãî ôàêòîðà ïðèìåíÿëè ìåòîä æèäêîñòíîé õðîìà-
òîãðàôèè ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Èçó÷åíî âëèÿ-
íèå äàííîãî ôàêòîðà íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê òêàíè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû.
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Ãåíû Hox (êëàñòåð ãåíîâ) ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè ìîð-
ôîãåíåòè÷åñêèìè ðåãóëÿòîðàìè áèëàòåðàëüíûõ æèâîò-
íûõ. Îíè êîäèðóþò òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è âîâëå-
êàþòñÿ â ðåàëèçàöèþ ìíîãî÷èñëåííûõ ãåíåòè÷åñêèõ
ïðîãðàìì ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà. Ïîêàçàíà èõ ýêñïðåññèÿ è
ó âçðîñëûõ æèâîòíûõ, â òîì ÷èñëå ó ÷åëîâåêà. Íàðóøå-
íèÿ ýêñïðåññèè Hox-ãåíîâ ïðèâîäÿò ê ðàçíîîáðàçíûì
àíîìàëèÿì, â òîì ÷èñëå ê ãîìèîçèñíûì òðàíñôîðìàöèÿì
è çëîêà÷åñòâåííîìó ðîñòó. Îñíîâíàÿ è, âåðîÿòíî, àíöå-
ñòðàëüíàÿ ôóíêöèÿ Hox-ãåíîâ, ðåàëèçóåìàÿ ó âñåõ Bi-
lateria, ñâÿçàíà ñ âåêòîðèàëüíîé ðåãèîíàëèçàöèåé òåëà
æèâîòíîãî âäîëü ïåðåäíåçàäíåé îñè ñ ñîçäàíèåì ïîçè-
öèîííîé èíôîðìàöèè, â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðîé è ðàçâè-
âàþòñÿ ðàçëè÷íûå îðãàíû è ñòðóêòóðû òåëà. Ýòà ôóíê-
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öèÿ Hox-ãåíîâ â ïîëíîé ìåðå ðåàëèçóåòñÿ â õîäå ëè÷è-
íî÷íîãî ðàçâèòèÿ ïîëèõåòû Nereis virens (Lophotrocho-
zoa). Ðàíåå íàìè áûëè êëîíèðîâàíû âñå 11 ãåíîâ Nvi-Hox
(de Rosa et al., 1999; Àíäðååâà è äð., 2001). Áûëî ïîêàçà-
íî (Kulakova et al., 2002, 2007), ÷òî âñå ýòè ãåíû ó÷àñòâó-
þò â îïðåäåëåíèè ïëàíà îðãàíèçàöèè ëè÷èíêè (ðåêòîõå-
òû) è ïðàâèëà èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñõîäíû ñ òàêîâûìè
äëÿ æèâîòíûõ äâóõ äðóãèõ ýâîëþöèîííûõ âåòâåé (Ecdy-
sozoa è Deuterostomia). Îäíàêî á *îëüøàÿ ÷àñòü òåëà
âçðîñëîé ïîëèõåòû ñîçäàåòñÿ â õîäå ïîñòëàðâàëüíîé ñåã-
ìåíòàöèè â ðåçóëüòàòå äåÿòåëüíîñòè ñóáòåðìèíàëüíîé
çîíû ðîñòà è ñòâîëîâûõ êëåòîê, åå ñîñòàâëÿþùèõ. Âî-
âëå÷åíû ëè â ýòîò ïðîöåññ ãåíû Hox? Ìû ïðåäñòàâëÿåì
äàííûå, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè íà öåëûõ
æèâîòíûõ (WMISH), î äèíàìèêå ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ
Nvi-Hox (Nvi-Hox1, Nvi-Hox4, Nvi-Lox2, Nvi-Lox4 è Nvi-
Hox7) êàê â õîäå íîðìàëüíîé ïîñòëàðâàëüíîé ñåãìåíòà-
öèè, òàê è â òå÷åíèå ðåãåíåðàöèè ïîñòåðèàëüíûõ ÷àñòåé
òåëà. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â õîäå ïîñòëàðâàëüíîãî ðàçâè-
òèÿ N. virens ãåíû Hox ñîçäàþò óíèêàëüíûå ïàòòåðíû
ýêñïðåññèè, êîòîðûå, êàê ìû ïîëàãàåì, èñïîëüçóþòñÿ
äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïåðåäíåçàäíèõ ïîçèöèîííûõ çíà÷åíèé
êàæäîãî ñåãìåíòà. Îñíîâíûå äîìåíû ýêñïðåññèè ñâÿçà-
íû ñ ðàçâèòèåì ýêòîäåðìàëüíûõ ñòðóêòóð òóëîâèùà è
âåíòðàëüíîé ÖÍÑ. Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà ñåãìåíòîâ
ïðîèñõîäèò ïîñòîÿííîå èçìåíåíèå ïàòòåðíîâ ýêñïðåññèè
ãåíîâ Hox â ñîîòâåòñòâèè ñ óâåëè÷èâàþùåéñÿ äëèíîé
òåëà æèâîòíîãî. Ïîëèõåòà N. virens ñïîñîáíà ðåãåíåðè-
ðîâàòü òåðìèíàëüíûå ñòðóêòóðû (ïèãèäèàëüíóþ çîíó è
çîíó ðîñòà) ïðè óòðàòå çàäíåãî êîíöà òåëà è âîññòàíî-
âèòü ïîñòëàðâàëüíóþ ñåãìåíòàöèþ. Êëåòî÷íûå èñòî÷íè-
êè ïîñòåðèîðíîé ðåãåíåðàöèè, îäíàêî, äî ñèõ ïîð íå
îïðåäåëåíû, òàê æå êàê íå îïðåäåëåíû è ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû âîññîçäàíèÿ ïîçèöèîííîé èíôîðìàöèè ïðè
âîññòàíîâëåíèè íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèè òåëà ðåãåíåðè-
ðóþùåãî æèâîòíîãî. Ïðè àìïóòàöèè çàäíåé ÷àñòè òåëà
ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ãåíîâ Hox î÷åíü áûñòðî ðåîðãàíè-
çóþòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ íîâîé äëèíîé òåëà. Ìû ïîëà-
ãàåì, ÷òî ñèñòåìà êëàñòåðà ãåíîâ Hox ó ïîñòëàðâàëü-
íûõ ïîëèõåò ñëóæèò íå äëÿ ñîçäàíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêîãî
ðàçíîîáðàçèÿ ñåãìåíòîâ (îíè âñå îäèíàêîâûå), à äëÿ
îïðåäåëåíèÿ èõ ïîëîæåíèÿ âäîëü îñíîâíîé îñè òåëà. Ýòà
ôóíêöèÿ, âåðîÿòíî, èñïîëüçóåòñÿ ïîëèõåòàìè êàê ïðè
íîðìàëüíîì ðàçâèòèè, òàê è ïðè ðåãåíåðàöèè è áåñïîëîì
ðàçìíîæåíèè. Î÷åâèäíî, ÷òî ôóíêöèîíèðîâàíèå ñòâîëî-
âûõ êëåòîê çîíû ðîñòà ïîñòëàðâàëüíûõ ñåãìåíòîâ è îïðå-
äåëåíèå ïîçèöèîííûõ çíà÷åíèé êàæäîãî ñåãìåíòà ïðîèñ-
õîäÿò ïðè ó÷àñòèè âñåãî êîìïëåêñà ãåíîâ Hox. Â õîäå ýòî-
ãî ïðîöåññà íåêîòîðûå ãåíû Hox (Nvi-Hox2 è Nvi-Hox3)
ýêñïðåññèðóþòñÿ òîëüêî â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ çîíû ðîñòà;
äðóãèå ãåíû ýòîãî êëàñòåðà (Nvi-Hox1, Nvi-Hox4, Nvi-Hox5
è Nvi-Lox4) ýêñïðåññèðóþòñÿ â óæå ñôîðìèðîâàííûõ ñåã-
ìåíòàõ è íå ýêñïðåññèðóþòñÿ â ñàìûõ ìîëîäûõ ñåãìåíòàõ
è â çîíå ðîñòà. Íàêîíåö, åñòü òðåòüÿ ãðóïïà ãåíîâ Hox
(Nvi-Lox5, Nvi-Lox2, Nvi-Hox7 è Nvi-Post2), êîòîðûå àêòèâ-
íî ýêñïðåññèðóþòñÿ è â çîíå ðîñòà, è â ñåãìåíòàõ ðàçëè÷-
íîé ñòåïåíè ìîðôîëîãè÷åñêîé çðåëîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49654).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ È ÔÓÍÊ-
ÖÈÈ ÒÓÌÎÐ-ÑÓÏÐÅÑÑÎÐÀ Merlin Â ÑÏÅÐÌÀÒÎÃÅ-

ÍÅÇÅ Drosophila melanogaster. © Í. Â. Äîðîãîâà,1
Ë. Ñ. ×àíã,2 Ë. Â. Îìåëüÿí÷óê.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è
ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, ome@bionet.nsc.ru,
2 Öåíòð ïî èññëåäîâàíèþ äåòñêîãî ðàêà, Äåòñêèé èññëå-
äîâàòåëüñêèé èíñòèòóò, Äåòñêèé ãîñïèòàëü è Äåïàðòà-
ìåíò ïåäèàòðèè, Ìåäèöèíñêèé êîëëåäæ Óíèâåðñèòåòà
øòàòà Îãàéî, Êîëóìáóñ, Îãàéî, ÑØÀ.

Áåëîê äðîçîôèëû Merlin ÿâëÿåòñÿ ôóíêöèîíàëüíûì
ãîìîëîãîì îäíîèìåííîãî áåëêà ÷åëîâåêà, êîòîðûé êîäè-
ðóåòñÿ ãåíîì NF2. Ýòîò ãåí îòíîñÿò ê òóìîð-ñóïðåññî-
ðàì, åãî ìóòàöèè ïðèâîäÿò ê îáðàçîâàíèþ äîáðîêà÷åñò-
âåííîé îïóõîëè — íåéðîôèáðîìàòîçà âòîðîãî òèïà.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó äðîçîôèëû ýòîò áåëîê òàêæå âû-
ïîëíÿåò ôóíêöèþ òóìîð-ñóïðåññîðà: ïîòåðÿ ôóíêöèè
áåëêà Merlin â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè ó äðîçîôèëû ïðèâî-
äèò ê óñèëåíèþ ïðîëèôåðàöèè è ðàçðàñòàíèþ òêàíåé
(LaJeunesse et al., 1998). Ýôôåêò ìóòàöèé çàòðàãèâàåò íå
òîëüêî ñîìàòè÷åñêóþ òêàíü, íî òàêæå êëåòêè çàðîäûøå-
âîãî ïóòè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî æèçíåñïîñîáíûå îñîáè îáî-
åãî ïîëà ñòåðèëüíû (Fehon et al., 1997; LaJeunesse et al.,
1998). Â äàííîé ðàáîòå èçó÷àëè ôóíêöèþ òóìîð-ñóïðåñ-
ñîðà Merlin â ñïåðìàòîãåíåçå ó Drosophila melanogaster.
Àíàëèç ñïåðìàòîãåíåçà äàåò âîçìîæíîñòü âûÿâëÿòü êëå-
òî÷íóþ ôóíêöèþ ãåíà ïðè ñîïîñòàâëåíèè ìóòàíòíîãî è
íîðìàëüíîãî ôåíîòèïîâ. Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê áåëêó
Merlin ìû âûÿâèëè åãî êëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ è åå èç-
ìåíåíèå â ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåä
ïðåäìåéîòè÷åñêèìè ìèòîçàìè áåëîê ëîêàëèçîâàí êîðòè-
êàëüíî. Ïîçäíåå, íà ñòàäèè ïðåäìåéîòè÷åñêîãî ðîñòà,
íàáëþäàåòñÿ èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå âñåé öèòîïëàç-
ìû (âêëþ÷àÿ êîðòåêñ), êîòîðîå èìååò õàðàêòåðíóþ ðåòè-
êóëÿðíóþ ìîðôîëîãèþ. Â ìåéîçå àíòèòåëà íå ñâÿçûâà-
þòñÿ ñ êîðòèêàëüíîé îáëàñòüþ, íî âûÿâëÿåòñÿ êîëîêà-
ëèçàöèÿ áåëêà Merlin ñ àíãëîìåðàòîì ìèòîõîíäðèé,
ôîðìèðóþùèìñÿ â ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà. Àññîöèà-
öèÿ ñ ìèòîõîíäðèÿìè ñîõðàíÿåòñÿ äî ñòàäèè çðåëîãî
ñïåðìèÿ. Íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà, êîãäà óæå
ñôîðìèðîâàíû ãîëîâêè ñïåðìèåâ, ïîÿâëÿåòñÿ åùå îäèí
ñàéò ñâÿçûâàíèÿ áåëêà, êîòîðûé ñîîòâåòñòâóåò îáëàñòè
ðàñïîëîæåíèÿ àêðîñîìíûõ ãðàíóë. Äëÿ ìóòàíòíîãî ôåíî-
òèïà Mer3 õàðàêòåðíû íåçíà÷èòåëüíûå íàðóøåíèÿ öèòî-
êèíåçà (1—3 êëåòêè ñ íåðàçäåëèâøåéñÿ öèòîïëàçìîé íà
öèñòó) è ìàññîâûå äåôåêòû ïîëÿðèçàöèè öèñò. Â ïîñëåä-
íåì ñëó÷àå ÿäðà, êîòîðûå â íîðìå äîëæíû ñèíõðîííî
äâèãàòüñÿ ê îäíîìó èç ïîëþñîâ öèñòû, ëèáî ðàñõîäÿòñÿ
áèïîëÿðíî äâóìÿ êîíñîëèäèðîâàííûìè ãðóïïàìè, ëèáî
õàîòè÷íî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî äëèíå öèñòû. Ýòè íàðóøå-
íèÿ îòðàæàþòñÿ íà õîäå äàëüíåéøåé äèôôåðåíöèðîâêè â
çðåëûå ñïåðìèè, âûçûâàÿ ìóæñêóþ ñòåðèëüíîñòü. Ëîêà-
ëèçàöèÿ áåëêà ó ìóòàíòîâ áëèçêà ê íîðìàëüíîé. Îäíàêî
ìîðôîãåíåç ìèòîõîíäðèàëüíîãî òåëüöà íà ñòàäèè ïîëÿ-
ðèçàöèè öèñòû íàðóøåí. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ìóòàöèÿ
Mer3 ïðåäîòâðàùàåò âçàèìîäåéñòâèå áåëêà Merlin ñ äðó-
ãèìè ñóáêëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè èëè áåëêàìè, îáåñïå-
÷èâàþùèìè íîðìàëüíûé ìîðôîãåíåç (ðîñò è óäëèíåíèå)
ìèòîõîíäðèé è, âîçìîæíî, äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ
ìåìáðàí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-48316) è Ìèíèñòåðñòâîì îáî-
ðîíû ÑØÀ ïî ïðîãðàììå èññëåäîâàíèÿ íåéðîôèáðîìà-
òîçîâ (ãðàíò W1XWH04-1-0509).

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 741



ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ È ÝÏÈÃÅÍÎÌÍÛÅ ÐÅÃÓËßÒÎÐÛ
ÏÐÎÑÏÅÊÒÈÂÍÎÉ ÏÎÒÅÍÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ Â ÄÎÈÌ-
ÏËÀÍÒÀÖÈÎÍÍÛÕ ÌÛØÈÍÛÕ ÇÀÐÎÄÛØÀÕ.
© À. Ï. Äûáàí. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
Andrei_dyban@inbox.ru.

Òðàíñôîðìàöèÿ òîòèïîòåíòíîé çèãîòû â ïîëèïî-
òåíòíûå ýêòîäåðìàëüíûå êëåòêè ïðèìèòèâíîé ýêòîäåð-
ìû (ýïèáëàñòà) ðåãóëèðóåòñÿ ãåíåòè÷åñêèìè è ýïèãåíîì-
íûìè ìåõàíèçìàìè. Â ýïèáëàñòå âîçíèêàåò ïîïóëÿöèÿ
êëåòîê, ñïîñîáíûõ òðàíñôîðìèðîâàòüñÿ in vitro â ñòâîëî-
âûå ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè. Âàæíóþ ðîëü èãðàåò âçàèìî-
äåéñòâèå ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðåäû ñ òðàíñêðèïöèîííû-
ìè ôàêòîðàìè, ïðîÿâëÿþùèìè àêòèâíîñòü ñðàçó æå ïî-
ñëå àêòèâàöèè ÿéöåêëåòêè. Â äîêëàäå ñóììèðóþòñÿ
ëèòåðàòóðíûå äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âûñîêîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè çèãîòû ê êîëåáàíèÿì òåìïåðàòóðû, pH
è ýíäîãåííûõ îêñèäàíòîâ. Îáðàùàåòñÿ âíèìàíèå íà îò-
äàëåííûå ïîñëåäñòâèÿ ïîâðåæäåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî àïïà-
ðàòà çèãîòû, êîòîðûå ìîãóò ïðîÿâëÿòüñÿ âî âðåìÿ àíòå-
íàòàëüíîãî è ïîñòíàòàëüíîãî îíòîãåíåçà è, â ÷àñòíîñòè,
ïðèâîäèòü ê âîçíèêíîâåíèþ îïðåäåëåííûõ ñèíäðîìîâ,
ïåðåäàþùèõñÿ ïîñëåäóþùèì ïîêîëåíèÿì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-48993-à è 07-04-01216-à).

Ê ÂÎÏÐÎÑÓ Î ÏËÀÑÒÈ×ÍÎÑÒÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÄÅÔÈÍÈÒÈÂÍÛÕ ÒÊÀÍÅÉ. © Ï. À. Äûáàí. Íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëîñü áîëüøîå êîëè÷åñòâî
ïóáëèêàöèé, àâòîðû êîòîðûõ äåëàþò âûâîäû î ïëàñòè÷-
íîñòè, â ÷àñòíîñòè î òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå äåôèíèòèâ-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îïðåäåëåííûõ ëèíèé â äðóãèå
êëåòî÷íûå òèïû. Íà êîíêðåòíûõ ïðèìåðàõ áóäåò ïîêàçà-
íî, ÷òî, êàê ïðàâèëî, ýòè âûâîäû íå ïîäêðåïëåíû ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûìè äîêàçàòåëüñòâàìè, èñêëþ÷àþùèìè äðó-
ãóþ èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷åííûõ äàííûõ. Âî-âòîðûõ,
íåîáõîäèìîå äëÿ èññëåäîâàíèé êîëè÷åñòâî êëåòîê ïîëó-
÷àþò, êóëüòèâèðóÿ èõ â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ èììóíî-
ìîäóëÿòîðû, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðûõ çíà÷èòåëüíî ïðå-
âûøàåò êîíòðîëüíûå ïîêàçàòåëè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî,
ïî íàøåìó ìíåíèþ, îáðàçóþòñÿ ëèíèè, ïðèíöèïèàëüíî
îòëè÷àþùèåñÿ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì îò èñõîäíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç äåôèíèòèâíûõ òêàíåé. Òà-
êèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò íèêàêèõ óáåäèòåëü-
íûõ ïðè÷èí ïîäâåðãàòü ðåâèçèè êëàññè÷åñêîå ïðåäñòàâ-
ëåíèå î òîì, ÷òî âñå èçìåíåíèÿ òêàíåé, â ÷àñòíîñòè
ïðîöåññû ìåòàïëàçèè, îñóùåñòâëÿþòñÿ òîëüêî â ïðå-
äåëàõ èõ ãèñòîáëàñòè÷åñêèõ ïîòåíöèé, â ðàìêàõ, îïðåäå-
ëÿåìûõ ìåòîäîì â ãèñòîãåíåòè÷åñêîé êëàññèôèêàöèè
òêàíåé.

ÒÅÑÒÈÐÎÂÀÍÈÅ ÍÎÂÛÕ ÄÍÊ-ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ
ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÛÕ ÊÐÀÑÈÒÅËÅÉ ÄËß ÄÈÔÔÅ-
ÐÅÍÖÈÀËÜÍÎÃÎ ÎÊÐÀØÈÂÀÍÈß ÕÐÎÌÎÑÎÌ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ È ÐÀÑÒÅÍÈÉ. © Å. À. Åãîðîâà, À. À. Èâàíîâ,
Ê. Â. Ïîïîâ, À. Ë. Æóçå, À. Â. Çåëåíèí. Èíñòèòóò ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, chrom@eimb.ru.

Èíòåðåñ ê ôëóîðîõðîìàì, ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþ-
ùèìñÿ ñ îïðåäåëåííûìè íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿìè, â íåìàëîé ñòåïåíè îáóñëîâëåí ïåðñïåêòèâíî-
ñòüþ èõ ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Ëèãàíäû,
ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþùèåñÿ ñ ðåãóëÿòîðíûìè ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿìè è ìîäåëèðóþùèå àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ
ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèïöèè, ìîãëè áû áûòü èñïîëüçîâà-
íû â ïðîòèâîîïóõîëåâîé è ïðîòèâîâèðóñíîé òåðàïèè.
Â öèòîëîãèè ïðè îêðàøèâàíèè ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûìè
ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì
÷åëîâåêà è æèâîòíûõ âûÿâëÿåòñÿ ðèñóíîê äèôôåðåíöè-
àëüíîé èñ÷åð÷åííîñòè õðîìîñîì. Îáû÷íî â êà÷åñòâå òà-
êîãî ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ èñ-
ïîëüçóåòñÿ X¸õñò 33258 (2�-(4-ãèäðîêñèëôåíèë)-5-(4-ìå-
òèë-1-ïèïåðàçèíèë)-2,5�-áèñ-1H-áåíçèìèäàçîë) èëè DAPI
(4�,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë). Ïðîâåäåíà ïðîâåðêà
âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ â öèòîãåíåòè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèÿõ íîâûõ ôëóîðîõðîìîâ: äèìåðíûõ áèñáåíç-
àìèäàçîëîâ è ïðîèçâîäíûõ X¸õñòà 33258 (ñèíòåçèðîâàí-
íûõ â ãðóïïå À. Ë. Æóçå íàøåãî èíñòèòóòà). Ïðè ñîçäà-
íèè èññëåäîâàííûõ ñîåäèíåíèé â êà÷åñòâå èñõîäíîé
ñòðóêòóðû áûë âûáðàí ÀÒ-ñïåöèôè÷íûé êðàñèòåëü
X¸õñò 33258. Ñèíòåç íîâûõ ñîåäèíåíèé áûë îñóùåñòâ-
ëåí äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ, âûñîêîñïåöèôè÷íûõ ëèãàíäîâ,
óçíàþùèõ äâà ñàéòà, ñîñòîÿùèå èç òðåõ èëè ÷åòûðåõ
ÀÒ-ïàð — (À/Ò)n-NN-(À/Ò)n, ãäå n ðàâíî 3 èëè 4, è íà-
êðûâàþùèõ ïðè ýòîì ïðèìåðíî îäèí âèòîê äâîéíîé ñïè-
ðàëè ÄÍÊ. Ïåðâè÷íîå òåñòèðîâàíèå 10 ôëóîðîõðîìîâ
ïðîâîäèëè íà ïðåïàðàòàõ ôèêñèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ
ýìáðèîíàëüíîãî ëåãêîãî MRC-5. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
÷åòûðå èç äåñÿòè ñèíòåçèðîâàííûõ ôëóîðåñöåíòíûõ êðà-
ñèòåëåé ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþòñÿ ñ õðîìàòèíîì ÿäåð
ôèáðîáëàñòîâ. Ïðè îáëó÷åíèè óëüòðàôèîëåòîâûì ñâå-
òîì (380 íì) îíè èçëó÷àþò ñâåò â ãîëóáîé ÷àñòè ñïåêòðà
(420 íì), ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü èõ ñ áëîêîì ôèëüò-
ðîâ, ðàññ÷èòàííûõ íà íàáëþäåíèå DAPI. Ïðè âîçáóæäå-
íèè ñâåòîì ñ äðóãîé äëèíîé âîëíû (ñèíèì — 430 íì, çå-
ëåíûì — 488 íì) ñâå÷åíèÿ íå íàáëþäàëîñü (íè â çåëåíîì,
íè â êðàñíîì äèàïàçîíàõ ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè îêðàøèâà-
íèè ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì êàæäûì îòîáðàí-
íûì ñîåäèíåíèåì âûÿâëÿåòñÿ Q-ïîäîáíûé ðèñóíîê äèô-
ôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì. Ïî ñðàâíåíèþ ñ
îêðàøèâàíèåì ñîâìåñòíî ñ DAPI òåñòèðóåìûå íîâûå
ôëóîðîõðîìàìû âûÿâëÿëè áîëåå ÷åòêèé è êîíòðàñòíûé
ðèñóíîê ðàñïîëîæåíèÿ ñåãìåíòîâ ïî äëèíå õðîìîñîì.
Îêðàøèâàíèå ýòèìè ôëóîðîõðîìíûìè êðàñèòåëÿìè õðî-
ìîñîì ëüíà âûÿâèëî ðèñóíîê îêðàøèâàíèÿ, ïîäîáíûé
C-îêðàñêå, ÷òî î÷åíü õàðàêòåðíî äëÿ ðàñòåíèé. Äëÿ õðî-
ìîñîì ïøåíèöû è ÿ÷ìåíÿ ïðÿìîå îêðàøèâàíèå ôëóîðî-
õðîìàìè äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ íå âûÿâèëî,
òàê æå êàê è ïðè îêðàøèâàíèè DAPI è X¸õñò 33258. Ïî-
ìèìî ýòîãî, äàííûå ñîåäèíåíèÿ îáëàäàþò áîëüøåé ñòàáè-
ëüíîñòüþ è óñòîé÷èâîñòüþ ê âûãîðàíèþ, ÷åì DAPI.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-08-33607, 06-04-81007 è 07-04-00268).

ÑÒÂÎËÎÂÛÅ ÊËÅÒÊÈ ÃÎËÎÒÓÐÈÉ. © Ì. Ã. Åëèñåé-
êèíà, Ò. Þ. Ìàãàðëàìîâ. Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ ÄÂÎ
ÐÀÍ, Âëàäèâîñòîê, meliseikina@yandex.ru.

Â ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè ãîëîòóðèé Eupentacta frau-
datrix è Apostichopus japonicus îáíàðóæåíû íåáîëüøèå

742 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



ñâîáîäíîïîäâèæíûå (þâåíèëüíûå) êëåòêè ñ âûñîêèì
ÿäåðíî-ïëàçìåííûì îòíîøåíèåì. Êëåòêè îáëàäàþò
ïëîòíûì ãèïåðõðîìíûì ÿäðîì, âáëèçè êîòîðîãî ðàñïî-
ëàãàåòñÿ êëåòî÷íûé öåíòð. ßäðî îêðóæåíî íèçêîäèôôå-
ðåíöèðîâàííîé öèòîïëàçìîé, ñîäåðæàùåé ëèøü ñâîáîä-
íûå ðèáîñîìû ëèáî ïîëèñîìû, åäèíè÷íûå ìèòîõîíäðèè
è èíîãäà — óêîðî÷åííûå öèñòåðíû ØÝÐ. Èçó÷àåìûå
âèäû ãîëîòóðèé îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê ýâèñöåðàöèè
êîìïëåêñà âíóòðåííèõ îðãàíîâ è èõ ïîñëåäóþùåìó âîñ-
ñòàíîâëåíèþ. Ýêñïåðèìåíòàëüíî âûçâàííàÿ ýâèñöåðà-
öèÿ, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ ïîòåðåé áîëüøåé ÷àñòè öåëîìè-
÷åñêîé æèäêîñòè ñ ñîäåðæàùèìèñÿ â íåé àìåáîöèòàìè,
ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ þâåíèëüíûõ êëåòîê, èõ
ìèãðàöèþ èç ñîñòàâà ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè êîæíî-ìóñ-
êóëüíîãî ìåøêà â ïîëîñòü òåëà è äèôôåðåíöèðîâêó â
îñíîâíûå ýôôåêòîðíûå êëåòêè çàùèòíîé ñèñòåìû ãîëî-
òóðèé — àìåáîöèòû è ìîðóëîïîäîáíûå êëåòêè. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî þâåíèëüíûå êëåòêè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè
ãîëîòóðèé ñëóæàò äëÿ ïîääåðæàíèÿ êà÷åñòâåííîãî è êî-
ëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâîâ ïîïóëÿöèè öåëîìîöèòîâ ãîëîòó-
ðèé è ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ñòâîëîâûå ïî îòíîøå-
íèþ ê îñíîâíûì òèïàì êëåòîê öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè
ãîëîòóðèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01247-à).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÒÈÐÎÇÈÍÊÈÍÀÇ È ÒÈ-
ÐÎÇÈÍÔÎÑÔÀÒÀÇ ÍÀ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÞ ÌÈÊÐÎÒÐÓ-
ÁÎ×ÅÊ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÊÎÐÍß Arabidopsis thaliana.
© À. È. Åìåö,1 ß. À. Øåðåìåò,1 Æ.-Ï. Âåðáåëåí,2
ß. Á. Áëþì.1 1 Èíñòèòóò êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãåíåòè÷å-
ñêîé èíæåíåðèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ, è 2 Óíèâåðñèòåò
Àíòâåðïåíà, Áåëüãèÿ.

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) ÿâëÿþòñÿ âûñîêîäèíàìè÷íû-
ìè ñîñòàâëÿþùèìè öèòîñêåëåòà, ïðèíèìàþùèìè ó÷àñ-
òèå âî ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê ìèòîòè-
÷åñêîå äåëåíèå, âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò, à òàêæå
ïîääåðæàíèå ïîñòîÿííîé ôîðìû è ïîëÿðíîñòè êëåòîê.
Ãëàâíûì êîìïîíåíòîì ÌÒ ÿâëÿåòñÿ ãåòåðîäèìåðíûé áå-
ëîê òóáóëèí, êîòîðûé ñîñòîèò èç á- è â-ñóáúåäèíèö. Èç-
âåñòíî, ÷òî îáå ñóáúåäèíèöû òóáóëèíà, â òîì ÷èñëå è
ðàñòèòåëüíîãî, ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ðàçëè÷íûì òèïàì
ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé, ñðåäè êîòîðûõ îñî-
áîå ìåñòî çàíèìàåò ôîñôîðèëèðîâàíèå. Íàìè âïåðâûå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàê á-, òàê è â-òóáëèí âûñøèõ ðàñòå-
íèé ïîäâåðãàþòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèþ ïî îñòàòêàì òèðî-
çèíà. Èçâåñòíî, ÷òî ó âûñøèõ ðàñòåíèé ôîñôîðèëèðîâà-
íèå áåëêîâ ïî îñòàòêàì òèðîçèíà ïðèíèìàåò ó÷àñòèå âî
ìíîãèõ âàæíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê ïåðåäà-
÷à âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèãíàëà, îïðåäåëåíèå ïóòåé
MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà è êîíòðîëü êëåòî÷íîãî öèêëà.
Èñõîäÿ èç ýòîãî îñíîâíîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò îïðåäå-
ëåíèå ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè äàííîé ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íîé ìîäèôèêàöèè è åå âëèÿíèÿ íà îðãàíèçàöèþ è ôóíê-
öèîíèðîâàíèå ÌÒ. Èçâåñòíî, ÷òî óðîâåíü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ áåëêîâ îïðåäåëÿåòñÿ âçàèìîñáàëàíñèðîâàííûì
ôóíêöèîíèðîâàíèåì ïðîòåèíêèíàç è ïðîòåèíôîñôàòàç.
Ïîýòîìó äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ïðîöåññîâ òèðîçèíôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ íà îðãàíèçàöèþ ÌÒ â ðàçëè÷íûõ òèïàõ
êëåòîê è òêàíåé Arabidopsis thaliana íàìè áûëî èñïîëü-
çîâàíî íåñêîëüêî âèäîâ èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç è òè-

ðîçèíôîñôàòàç. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà òèðîçèíôîñôàòàç
èñïîëüçîâàëè îðòîâàíàäàò íàòðèÿ (100, 250 è 500 ìêÌ),
à â êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç — èíãèáèòîð íå-
ðåöåïòîðíîé òèðîçèíêèíàçû ãåðáèìèöèí A (10, 30 è
50 ìêÌ) è èíãèáèòîðû ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç òèð-
ôîñòèí AG 18 (10, 30 è 50 ìêÌ) è ãåíåñòåèí (0.1, 1.0 è
10.0 ìêÌ). Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç è òèðî-
çèíôîñôàòàç íà îðãàíèçàöèþ ÌÒ in vivo èçó÷àëè íà ðàñ-
òåíèÿõ A. thaliana, ýêñïðåññèðóþùèõ õèìåðíûé áåëîê
GFP-MBD (MBD-ôðàãìåíò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà
MAP-4). 4-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðà-
ìè èíãèáèòîðîâ è àêòèâàòîðîâ òèðîçèíôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ â òå÷åíèå 3, 6, 12, 24 è 48 ÷. GFP-ìå÷åííûå ÌÒ â
êëåòêàõ Arabidopsis âèçóàëèçèðîâàëè in vivo ñ ïîìîùüþ
ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà LSM 510 META
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Â õîäå ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ðîñò è ðàçâèòèå êîðíåâûõ âîëîñêîâ ÿâëÿþò-
ñÿ î÷åíü ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ïðîöåññàì òèðîçèíôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ. Îáðàáîòêà êîðíåé Arabidopsis âñåìè òåñ-
òèðóåìûìè èíãèáèòîðàìè òèðîçèíêèíàç â òå÷åíèå 24 ÷
ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëüíûì íàðóøåíèÿì ìîðôîëîãèè
ïðîðîñòêîâ. Íàèáîëåå âûðàæåííûå èçìåíåíèÿ íàáëþäà-
ëèñü â ðàçâèòèè êîðíåâûõ âîëîñêîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî îáðà-
áîòêà ïðîðîñòêîâ 30 ìêÌ ãåðáèìèöèíîì A âûçâàëà ïîë-
íîå èíãèáèðîâàíèå ðîñòà êîðíåâûõ âîëîñêîâ, à îáðàáîò-
êà 50 ìêÌ òèðôîñòèíîì AG18 — ñâåëëèíã êîðíåâûõ
âîëîñêîâ è òîðìîæåíèå èõ ðîñòà. Ïîñëå îáðàáîòêè
10 ìêÌ ãåíåñòåèíîì òàêæå íàáëþäàëèñü íàðóøåíèÿ â
îáðàçîâàíèè è ðîñòå êîðíåâûõ âîëîñêîâ. Áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññà òèðîçèíôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíûì íàðóøåíèÿì â îðãà-
íèçàöèè ÌÒ â êëåòêàõ çîíû äèôôåðåíöèàöèè êîðíÿ, à
èìåííî âûçûâàåò èçìåíåíèå èõ îðèåíòàöèè, à â íåêîòî-
ðûõ ñëó÷àÿõ ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷íîìó èëè ïîëíîìó ðàçðó-
øåíèþ ÌÒ. Â òî æå âðåìÿ îáðàáîòêà ïðîðîñòêîâ èíãèáè-
òîðîì òèðîçèíôîñôàòàçû îðòîâàíàäàòîì íàòðèÿ
(250 ìêÌ) îêàçûâàëà ïðîòèâîíàïðàâëåííîå âëèÿíèå íà
ðîñò è ìîðôîëîãèþ êîðíåâûõ âîëîñêîâ, à òàêæå íà îðãà-
íèçàöèþ ÌÒ. Àêòèâèðîâàíèå ïðîöåññà òèðîçèíôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ïðèâîäèëî ê èíäóêöèè ðîñòà è îáðàçîâàíèÿ
êîðíåâûõ âîëîñêîâ è âûçûâàëî èçìåíåíèå îðèåíòàöèè
ÌÒ â êëåòêàõ êîðû è ýïèäåðìèñà çîí ðàñòÿæåíèÿ è äèô-
ôåðåíöèàöèè èç ïîïåðå÷íîé íà ïðîäîëüíóþ. Íà îñíîâà-
íèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî ïðîöåññ òèðîçèíôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ïðè-
íèìàåò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè îðãàíèçàöèè ÌÒ â
ðàñòèòåëüíûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ.

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀ ÏÎÄÄÅÐÆÈÂÀÞÙÅÉ ÌÅ-
ÒÈËÀÇÛ 5-ÀÇÀ-2-ÄÅÇÎÊÑÈÖÈÒÈÄÈÍÀ ÍÀ ÀÏÎÏ-
ÒÎÇ È ÔÓÍÊÖÈÈ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀ-
ÑÒÎÂ Â ÏÅÐÂÈ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ. © À. Â. Åðåìååâ,
À. Ñ. Çàìàé, Í. Â. Çîòîâà. Öåíòð ðåïðîäóêòèâíîé ìåäè-
öèíû, Êðàñíîÿðñê.

Ïðè ïåðåíîñå èëè ñëèÿíèè ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê
ñ ýìáðèîíàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè âîçíèêàåò
ïðîáëåìà íàñëåäîâàíèÿ ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ.
Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ íåïîëíàÿ ðåàêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè
oct-4, ïðèâîäÿùåé ê äèñðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè oct-4-çà-
âèñèìûõ ãåíîâ. Íåïîëíîå ðåïðîãðàììèðîâàíèå êëþ÷å-
âûõ ãåíîâ âåäåò ê íàðóøåíèÿì ïëþðèïîòåíòíîñòè. Âîç-
ìîæíî, äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ðåïðîãðàììèðî-
âàíèÿ öåëåñîîáðàçíî ïåðåä ïåðåíîñîì ÿäåð «ñòèðàòü»

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 743



ýïèãåíåòè÷åñêóþ ïàìÿòü. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ïðåä-
âàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, èñïîëüçóå-
ìûõ äëÿ ñëèÿíèÿ ñ öèòîïëàñòàìè, 5-àçà-2-äåçîêñèöèòè-
äèíîì (5-àçà-2-ÄÖ) — èíãèáèòîðîì ïîääåðæèâàþùåé
ìåòèëàçû — ìîæåò ïîçâîëèòü ïîëó÷èòü ëèíèè êëåòîê,
àóòîëîãè÷íûõ äîíîðñêèì. Îäíàêî 5-àçà-2-ÄÖ ìîæåò âû-
çûâàòü õðîìîñîìíûå íàðóøåíèÿ è ïðèâîäèòü ê àïîïòîçó
êëåòîê. Ïîýòîìó íà ïåðâîì ýòàïå öåëåñîîáðàçíî èññëå-
äîâàòü ýôôåêòû ýòîãî èíãèáèòîðà íà ñòðóêòóðó õðîìî-
ñîì, ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå è æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê. Êóëüòóðó ôèáðîáëàñòîâ ïîëó÷àëè èç 7—10-íå-
äåëüíûõ ìåäèöèíñêèõ ôåòóñîâ, ïîñëå 3-ãî ïàññàæà ïåðå-
âîäèëè â ñðåäó ñ 5-àçà-2-ÄÖ (5 ìêã/ìë). ×åðåç 24, 48 è
72 ÷ â êëåòêàõ îïðåäåëÿëè àïîïòîç, êîíöåíòðàöèþ êàëü-
öèÿ ([Ca2+]), pH è ñîäåðæàíèå NAD(P)H. Íà 5-å ñóò ïðî-
âîäèëè ñòàíäàðòíîå êàðèîòèïèðîâàíèå. Àïîïòîç îïðåäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ Õ¸õñòà 33342 è èîäèäà ïðîïèäèÿ íà
ìèêðîñêîïå Olympus BX51. [Ca2+], pH è ìèêðîâÿçêîñòü
ìåìáðàí îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ çîíäîâ Fura-2AM
(2.5 ìêÌ) è ôëóîðåñöåèíà èçîòèîöèàíàòà èçîìåðà I
(1 ìã/ìë) è ïèðåíà (3 ìêÌ). NAD(P)H îïðåäåëÿëè ïî åãî
ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà
ñïåêòðîôëóîðèìåòðå Aminco Bowman Series 2 (Thermo
Spectronic). 5-àçà-2-ÄÖ âûçûâàë àïîïòîç ôèáðîáëàñòîâ â
êóëüòóðå: ÷åðåç 24 ÷ îáíàðóæåíî 52 % àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëå èõ áûëî 16 %. Â äàëü-
íåéøåì ïðîèñõîäèëî óìåíüøåíèå ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê, ÷åðåç 48 ÷ èõ áûëî 36 %, à ÷åðåç 72 ÷ — 8 %, ïðè
ýòîì äåëåíèå ôèáðîáëàñòîâ âîçîáíîâëÿëîñü. Âíóòðèêëå-
òî÷íûé êàëüöèé — îäèí èç âàæíåéøèõ ðåãóëÿòîðîâ êëå-
òî÷íîãî ðîñòà, äèôôåðåíöèðîâêè è àïîïòîçà. Â êîíòðî-
ëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ âåëè÷èíà [Ca2+] áûëà 13 íÌ íà 100
êëåòîê, ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè ñ 5-àçà-2-ÄÖ îíà óâåëè÷è-
âàëàñü äî 67 íÌ, âîçìîæíî âñëåäñòâèå èíòåíñèôèêàöèè
àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Íà 2-å ñóò âåëè÷èíà [Ca2+] â
êëåòêàõ áûëà ñðàâíèìà ñ òàêîâîé â êîíòðîëå. ×åðåç 24 ÷
5-àçà-2-ÄÖ âûçûâàë çàêèñëåíèå â ôèáðîáëàñòàõ, îäíàêî
çíà÷åíèå pH âîññòàíàâëèâàëîñü äî êîíòðîëüíîé âåëè-
÷èíû íà 3-è ñóò. ÀÔÊ â ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ ìîäó-
ëèðóþò êëåòî÷íûå ôóíêöèè, îíè îáðàçóþòñÿ â êëåòêàõ
êàê ïîáî÷íûå ïðîäóêòû îáùåãî ìåòàáîëèçìà è äåÿòåëü-
íîñòè NADPH-îêñèäàçû. Â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè äåéñòâèè
5-àçà-2-ÄÖ ñîäåðæàíèå NAD(P)H ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿ-
ëîñü è áûëî ñðàâíèìî ñî çíà÷åíèåì â êîíòðîëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòàõ. Îäíàêî íà 3-è ñóò ñîäåðæàíèå NAD(P)H ðåç-
êî óìåíüøàëîñü, ÷òî ãîâîðèò îá óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà
ÀÔÊ â ôèáðîáëàñòàõ. Ïðè èíêóáàöèè ôèáðîáëàñòîâ ñ
5-àçà-2-ÄÖ ìèêðîâÿçêîñòü áåëîê-ëèïèäíûõ êîíòàêòîâ
áûëà âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, ÷òî ìîãëî ïðèâîäèòü ê èíãè-
áèðîâàíèþ ìåìáðàííûõ ôåðìåíòîâ. Èíêóáàöèÿ ôèáðî-
áëàñòîâ ñ èíãèáèòîðîì â òå÷åíèå 24 è 48 ÷ ïðèâîäèëà ê
ñîïðîâîæäàþùåìó ïðîëèôåðàöèþ óìåíüøåíèþ æåñòêî-
ñòè ëèïèäíîãî áèñëîÿ ìåìáðàí. Îäíàêî óæå ÷åðåç 72 ÷
èç-çà óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ ÀÔÊ è èíòåíñèôèêàöèè ïåðå-
êèñíûõ ïðîöåññîâ óâåëè÷èâàëàñü æåñòêîñòü ëèïèäíîãî
áèñëîÿ ìåìáðàí ôèáðîáëàñòîâ. Êàðèîòèïèðîâàíèå ïîêà-
çàëî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ â ñðåäå ñ
5-àçà-2-ÄÖ íå ïðèâîäèëî ê õðîìîñîìíûì èçìåíåíèÿì.
Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå 5-àçà-2-ÄÖ ïðèâîäèò ê
îáðàòèìûì èçìåíåíèÿì ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ
êëåòîê, ê ñåëåêòèâíîìó îòáîðó êëåòîê â êóëüòóðå, âûçû-
âàÿ àïîïòîç. Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè ÷èñëî
àïîïîòîçíûõ êëåòîê óìåíüøàåòñÿ, ïðîëèôåðàöèÿ âîçîá-
íîâëÿåòñÿ. Ïî-âèäèìîìó, ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâ-
íîñòè ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ öåëåñîîáðàçíî ïåðåä ïðîöå-

äóðîé ïåðåíîñà ÿäåð èñïîëüçîâàòü êëåòêè íà ýòàïå âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ èõ ôóíêöèé è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè.

ÐÀÍÍÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÎÉ ÎÐ-
ÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ËÈÌÔÎÖÈÒÎÂ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ ÏÐÈ ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÏÎÂÐÅÆÄÀÞÙÈÕ ÔÀÊÒÎ-
ÐÎÂ. © À. Â. Åðìàêîâ, Ì. Ñ. Êîíüêîâà, Ñ. Â. Êîñòþê,
Í. À. Åãîëèíà, Í. À. Ëÿïóíîâà, Í. Í. Âåéêî. ÃÓ Ìåäè-
êî-ãåíåòè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè íà êóëü-
òèâèðóåìûå êëåòêè ÷åëîâåêà ãåíîòîêñè÷íûõ ôàêòîðîâ â
1-å ÷ íàáëþäàåòñÿ «ðàííèé îòâåò» íà ñòðåññ, êîòîðûé
âûðàæàåòñÿ â àêòèâàöèè ñèíòåçà îáùåé ÐÍÊ è ðÐÍÊ
êëåòêè. Èíòåíñèâíîñòü «ðàííåãî îòâåòà» îòðèöàòåëüíî
êîððåëèðîâàëà ñ êîëè÷åñòâîì êëåòîê, êîòîðûå â äàëü-
íåéøåì ïîãèáàþò ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà («ïîçäíèé îò-
âåò»). Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ âûÿñíèòü, ñîïðîâîæäàþòñÿ
ëè íàáëþäàåìûå ïðè «ðàííåì îòâåòå» èçìåíåíèÿ â óðîâ-
íå òðàíñêðèïöèè ãåíîìà ñòðóêòóðíûìè ïåðåñòðîéêàìè
õðîìàòèíà êëåòî÷íîãî ÿäðà. Â êà÷åñòâå ïîâðåæäàþùèõ
ôàêòîðîâ ìû âûáðàëè: 1) ìàëûå äîçû ðàäèàöèè (3 è
10 ñÃð); 2) îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, âûçûâàåìûé ïåðåêè-
ñüþ âîäîðîäà (â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è 100 ìêÌ). Îáúåê-
òîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè âûäåëåííûå ëèìôîöèòû çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ, êóëüòèâèðóåìûå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èçìåíåíèé â ïðîñòðàíñòâåííîé îð-
ãàíèçàöèè õðîìàòèíà ÿäåð ïðè óêàçàííûõ âîçäåéñòâèÿõ
ïðèìåíèëè, âî-ïåðâûõ, ìåòîä ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðè-
äèçàöèè in situ (FISH), ïîçâîëÿþùèé äåòåêòèðîâàòü ïðî-
ñòðàíñòâåííîå ðàñïîëîæåíèå ïðèöåíòðîìåðíûõ ó÷àñò-
êîâ ãåòåðîõðîìàòèíà õðîìîñîìû 1 (ðàéîí 12q12,
ÄÍÊ-çîíä — áèîòèíèëèðîâàííûé ôðàãìåíò, ãîìîëîãè÷-
íûé ñóáôðàêöèè ñàòåëëèòà III), è, âî-âòîðûõ, ìåòîä ñïå-
öèôè÷íîé îêðàñêè àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì àêòèâíûõ â
îòíîøåíèè ñèíòåçà ðÐÍÊ ñòðóêòóð ÿäðûøêà. Àíàëèç
ïðîñòðàíñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ ó÷àñòêîâ ãåòåðî-
õðîìàòèíà õðîìîñîìû 1 ïðîâîäèëè ïóòåì ïåðåâîäà
äâóõìåðíîãî ðàñïîëîæåíèÿ ñèãíàëîâ â ÿäðå â òðåõìåð-
íîå ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî àëãîðèòìà, ðàçðàáîòàííîãî
â ëàáîðàòîðèè. Ïîëó÷àëè ãèñòîãðàììû ÷àñòîòíîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé íîðìèðîâàííîãî ðàäèóñ-âåêòî-
ðà (r) ãèáðèäèçàöèîííîãî ñèãíàëà äëÿ èíòàêòíûõ è
ïîäâåðãíóòûõ âîçäåéñòâèþ ÿäåð ëèìôîöèòîâ. Äëÿ àíà-
ëèçà ÷èñëà è îáùåé ïëîùàäè ñåðåáðÿùèõñÿ öåíòðîâ â
ÿäðå èñïîëüçîâàëè íàïèñàííóþ äëÿ ýòîé öåëè êîìïüþ-
òåðíóþ ïðîãðàììó. Ïðè äåéñòâèè ìàëûõ äîç ðàäèàöèè
èëè ïåðåêèñè âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ ìû íà-
áëþäàëè îäèíàêîâûå ýôôåêòû: 1) ïåðåìåùåíèå àíàëèçè-
ðóåìûõ ïðèöåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ ãåòåðîõðîìàòèíà îò
ìåìáðàíû ê öåíòðó ÿäðà â ïîäàâëÿþùåì ÷èñëå ÿäåð;
2) èçìåíåíèå ñòðóêòóðû ÿäðûøåê — óâåëè÷åíèå ÷èñëà è
îáùåé ïëîùàäè ñåðåáðÿùèõñÿ öåíòðîâ â ÿäðå. Îáíàðó-
æåííûå ýôôåêòû ñîîòâåòñòâóþò èçìåíåíèÿì, õàðàêòåð-
íûì äëÿ àêòèâèðîâàííûõ èëè ñòèìóëèðîâàííûõ ê ïðîëè-
ôåðàöèè G0-ëèìôîöèòîâ. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî îäíèì èç ôàêòîðîâ, ñòèìóëèðóþùèõ àêòèâàöèþ
ëèìôîöèòîâ ïðè ïîâðåæäàþùåì âîçäåéñòâèè, ìîãóò ÿâ-
ëÿòüñÿ ôðàãìåíòû âíåêëåòî÷íîé ÄÍÊ (âíÄÍÊ) ïîãèáøèõ
êëåòîê, êîòîðûå ïîâûøåííî ÷óâñòâèòåëüíû ê àïîïòîçó.
Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî äîçû ðàäèàöèè 3 è 10 ñÃð èíäóöèðó-
þò óâåëè÷åíèå â ëèìôîöèòàõ àêòèâíîñòè êàñïàçû 3. Áî-
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ëåå òîãî, èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà
ïðèâîäèëî ê îòñóòñòâèþ íàáëþäàåìûõ íàìè êëåòî÷íûõ
ðåàêöèé íà äåéñòâèå ðàäèàöèè. Óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè
êàñïàçû 3 ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíòåíñèôèêàöèè ïðîöåñ-
ñîâ ñïîíòàííîãî àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ
è âîçìîæíîé èíäóêöèè àïîïòîçà â íîâûõ êëåòêàõ, ïîâû-
øåííî ÷óâñòâèòåëüíûõ ê îáëó÷åíèþ. Â îòäåëüíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ìû ïîêàçàëè, ÷òî ôðàãìåíòû âíÄÍÊ, âûäå-
ëåííûå èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ îáëó÷åííûõ êëåòîê,
äåéñòâóþò íà èíòàêòíûå ëèìôîöèòû è âûçûâàþò îïè-
ñàííûå âûøå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ,
êîòîðûå óêàçûâàþò íà àêòèâàöèþ êëåòîê. Ìû ïðåäïîëî-
æèëè, ÷òî TLR9 («toll-like»-ðåöåïòîðû)-îïîñðåäîâàííûé
ñèãíàëüíûé ïóòü ìîæåò èãðàòü â ýòîì ñóùåñòâåííóþ
ðîëü. Äåéñòâèòåëüíî, ïîñëå áëîêàäû TLR9 èíãèáèòîðà-
ìè (îëèãîíóêëåîòèäîì èëè õëîðîêèíîì) ýôôåêò ïåðåìå-
ùåíèÿ ïðèöåíòðîìåðíûõ ëîêóñîâ õðîìîñîì â ëèìôîöè-
òàõ ïðè äåéñòâèè ðàäèàöèè èëè âíÄÍÊ, âûäåëåííîé èç
ñðåäû îáëó÷åííûõ êëåòîê, èñ÷åçàåò. Íà îñíîâàíèè ïîëó-
÷åííûõ íàìè ðåçóëüòàòîâ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ðàííèé
îòâåò ëèìôîöèòîâ íà ïîâðåæäàþùèå âîçäåéñòâèÿ ñîïðî-
âîæäàåòñÿ âûðàæåííûìè ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè
õðîìàòèíà ÿäåð. Ýòè èçìåíåíèÿ ìîãóò áûòü âûçâàíû (íà-
ðÿäó ñ äðóãèìè ïðè÷èíàìè) âîçäåéñòâèåì ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ïîãèáøèõ êëåòîê (âíÄÍÊ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48101).
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Ðåãåíåðàöèÿ ìûøå÷íîé òêàíè — ýòî ñëîæíûé ìíî-
ãîýòàïíûé ïðîöåññ, êëþ÷åâûì ìîìåíòîì êîòîðîãî ÿâëÿ-
åòñÿ àêòèâàöèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñêåëåòíûõ ìûøö, ìèî-
áëàñòîâ, çàïóñêàþùàÿ èõ ïðîëèôåðàöèþ, ìèãðàöèþ è
äèôôåðåíöèðîâêó. Íàðÿäó ñ ôàêòîðàìè ðîñòà áîëüøîå
çíà÷åíèå â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ìèîãåíåçà îòâî-
äÿò êîìïîíåíòàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — ïðîòåîãëè-
êàíàì (ÏÃ). Öåëü ðàáîòû — âûäåëåíèå è àíàëèç ÏÃ êóëü-
òóðû òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìèîáëàñòîâ êðûñû L6J1 äëÿ
ïîñëåäóþùåãî èçó÷åíèÿ ðîëè ÏÃ â ïðîöåññàõ ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ. Âûäåëåíèå ÏÃ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñîðáåíòà Q-ñåôàðîçà èç òðåõ êîì-
ïîíåíòîâ êëåòî÷íîé êóëüòóðû ìèîáëàñòîâ L6J1 — êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû, âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) è êëå-
òîê. Ýëþöèÿ ñîðáèðîâàííîãî ìàòåðèàëà â ãðàäèåíòå
NaCl ïîçâîëèëà îòäåëèòü ÏÃ îò îñíîâíîé ìàññû áåëêîâ,
ýëþèðóåìûõ ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè ñîëè. Ïîëó÷åíî
ïî ÷åòûðå ôðàêöèè äëÿ êàæäîé ñîñòàâëÿþùåé êëåòî÷íîé
êóëüòóðû, â òîì ÷èñëå äâå ôðàêöèè ÏÃ äëÿ ÂÊÌ è êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû è îäíà ôðàêöèÿ — äëÿ ìèîáëàñòîâ. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ÏÃ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ ïðåäñòàâëåíû ÏÃ ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñû-
âîðîòêè — íåîòúåìëåìîãî êîìïîíåíòà ñðåäû äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòîâ õîíäðî-
èòèíàçà ABC è ãåïàðèíàçà III, ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåï-
ëÿþùèõ õîíäðîèòèí/äåðìàòàí ñóëüôàò è ãåïàðàí ñóëü-
ôàò, âûÿâëåíî ïðåîáëàäàíèå õîíäðîèòèí/äåðìàòàíñóëü-

ôàò ÏÃ âî âñåõ ñîñòàâëÿþùèõ êóëüòóðû ìèîáëàñòîâ.
Â ïðîöåññå ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ìàòåðèàëà, îáðàáî-
òàííîãî ôåðìåíòàìè, îõàðàêòåðèçîâàíû êîðîâûå áåëêè
ÏÃ, ìîë. ìàññû êîòîðûõ ñîñòàâèëà 45 è 90 êÄà â ñëó÷àå
ÏÃ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, 63 êÄà â ñëó÷àå ÂÊÌ è 55 êÄà
â ñëó÷àå ìèîáëàñòîâ. Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå íàñ-
òîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ïîëó÷åíû íîâûå äàííûå, õàðàêòå-
ðèçóþùèå ÏÃ ðàçëè÷íûõ ñîñòàâëÿþùèõ êëåòî÷íîé êóëü-
òóðû òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìèîáëàñòîâ êðûñû L6J1, è
âûäåëåíû ðàçëè÷íûå êëàññû ÏÃ â êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷-
íîì äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ýòèõ ñîåäèíåíèé íà ïðîöåññû
ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ â 2005—2007 ãã.
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© À. Ñ. Åôðåìîâà, Â. Ï. Çèí÷åíêî. Èíñòèòóò áèîôèçèêè
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Ca2+-ñâÿçûâàþùèé áåëîê êàëüìîäóëèí (ÊÌ) êîíòðî-
ëèðóåò íàïðÿìóþ èëè ÷åðåç ïîñðåäíèêîâ àêòèâíîñòü
ìíîãèõ Ca2+-òðàíñïîðòèðóþùèõ ñèñòåì â êëåòêå. Íàè-
áîëåå ñïåöèôè÷íûé èíãèáèòîð ÊÌ êàëüìèäàçîëèé
(R24571) ðåàãèðóåò ñ ÊÌ, ìåíÿåò åãî êîíôîðìàöèþ è
âûòåñíÿåò èç êîìïëåêñà ñ áåëêîì-ìèøåíüþ. Ðàíåå íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî êàëüìèäàçîëèé â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ êðàòêîâðåìåííî àêòèâèðóåò íåñïåöèôè÷åñêèé
Ca2+-êàíàë â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê àñöèòíîé
êàðöèíîìû Ýðëèõà (ÀÊÝ). Ñ öåëüþ óñòàíîâëåíèÿ íàëè-
÷èÿ àíàëîãè÷íûõ Ca2+-êàíàëîâ â äðóãèõ òèïàõ êëåòîê
íàìè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ íà òèìîöèòàõ êðûñû.
Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà êëåòî÷íûõ
ñóñïåíçèé â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî R24571 âû-
çûâàåò äâóõôàçíîå ïîâûøåíèå Ca2+ â öèòîçîëå òèìîöè-
òîâ ñ âûõîäîì íà ïëàòî. Ïîâûøåíèå Ca2+ îáóñëîâëåíî
àêòèâàöèåé åãî âõîäà ñíàðóæè è èíãèáèðîâàíèåì
Ca2+-ATPàçû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (PMCa2+). Ïåð-
âàÿ, áûñòðàÿ, ôàçà îáóñëîâëåíà àêòèâàöèåé íåñïåöèôè-
÷åñêîãî (Mn2+- è Ni2+-ïðîâîäÿùåãî) Ca2+-êàíàëà. Âòîðàÿ,
ìåäëåííàÿ, ôàçà ñâÿçàíà ñ îáðàçîâàíèåì è ìåòàáîëèçìîì
ýíäîãåííîãî èíãèáèòîðà êàíàëà (ïðåäïîëîæèòåëüíî àðà-
õèäîíîâîé êèñëîòû). EC50-àêòèâàöèè äëÿ îáîèõ ïðîöåñ-
ñîâ ïðèìåðíî ñîâïàäàþò è ðàâíû 1—2 ìêÌ. Èññëåäî-
âàíû áèîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà è ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè
ýòîãî êàíàëà. Êàíàë áûñòðî àêòèâèðóåòñÿ (âðåìÿ äîñòè-
æåíèÿ ìàêñèìàëüíîé àêòèâíîñòè êàíàëà 5—7 ñ), õàðàê-
òåðèçóåòñÿ âûñîêîé ïðîâîäèìîñòüþ è áûñòðî èíàêòèâè-
ðóåòñÿ. Ca2+-êàíàë ïðîíèöàåì äëÿ Mn2+ è Ni2+. Ïðîôèëè
ñêîðîñòåé âõîäà Ca2+ è Mn2+ ñîâïàäàþò, ÷òî óêàçûâàåò íà
îòñóòñòâèå âêëàäà äðóãèõ ñïåöèôè÷íûõ ê Ca2+ êàíàëîâ â
ôîðìèðîâàíèå Ca2+-ñèãíàëà. Àêòèâíîñòü êàíàëà ñëàáî
çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû. Ïðè ïîíèæåíèè òåìïåðàòóðû
ìàêñèìàëüíàÿ ñêîðîñòü âõîäà Ca2+ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿ-
åòñÿ, íî àìïëèòóäà áûñòðîé ôàçû ñèãíàëà ðàñòåò çà ñ÷åò
óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè èíàêòèâàöèè êàíàëà. Ñêîðîñòü ìåä-
ëåííîé ôàçû âõîäà Ca2+ ïàäàåò ïðè óìåíüøåíèè òåì-
ïåðàòóðû, ÷òî óêàçûâàåò íà ôåðìåíòàòèâíûé ìåòàáî-
ëèçì èíãèáèòîðà Ca2+-êàíàëà. Èíãèáèòîð ôîñôîëèïàçû
C U73122 â êîíöåíòðàöèè 2 ìêÌ è ñïåöèôè÷åñêèé èíãè-
áèòîð Ca2+-êàíàëîâ, àêòèâèðóåìûõ îïóñòîøåíèåì ðåòè-
êóëóìà, ãàäîëèíèé â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå
ïîäàâëÿëè Ca2+-ñèãíàë, èíäóöèðîâàííûé R24571. Èíãè-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 745



áèòîð ëèïîêñèãåíàçíîãî îêèñëåíèÿ àðàõèäîíîâîé êèñëî-
òû íîðäèãèäðîãóàðåòèêîâàÿ êèñëîòà â êîíöåíòðàöèè
3—5 ìêÌ ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿëà áûñòðóþ ôàçó âõîäà
Ca2+. Èíãèáèòîð Ca2+-çàâèñèìîé öèòîçîëüíîé ôîñôîëè-
ïàçû À2 (ÔëÀ2) áðîìôåíàöèëáðîìèä íå âëèÿë íà áûñò-
ðóþ ôàçó âõîäà Ca2+. Èíãèáèòîð öèêëîîêñèãåíàçû èíäî-
ìåòàöèí íèêàê íå âëèÿë íà Ca2+-ñèãíàë. Èíãèáèòîðû
Ca2+-íåçàâèñèìîé ÔëÀ2 áðîìîýíîëëàêòîí (bromoenol
lactone) è ïàëüìèòîèëòðèôëóîðîýòèëêåòîí (palmitoyl tri-
fluoromethyl ketone) ïîäàâëÿëè áûñòðóþ ôàçó âõîäà Ca2+,
àêòèâèðîâàëè ìåäëåííóþ è ïîâûøàëè îáùóþ àìïëèòóäó
ñèãíàëà. Ýêçîãåííàÿ àðàõèäîíîâàÿ êèñëîòà (ÀÀ) ïîäàâ-
ëÿëà áûñòðûé âõîä Ca2+ è ïîíèæàëà îáùóþ àìïëèòóäó
ñèãíàëà, àêòèâèðóÿ Ca2+-ATPàçó ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíû. Òàêèì îáðàçîì, ïî äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ Ca2+-êà-
íàë, àêòèâèðîâàííûé êàëüìèäàçîëèåì â T-ëèìôîöèòàõ,
àíàëîãè÷åí êàíàëó êëåòîê ÀÊÝ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
R24571 âûòåñíÿåò ÊÌ èç Ca2+-íåçàâèñèìîé ÔëÀ2, ÷òî
ïðèâîäèò ê åå àêòèâàöèè. Àêòèâíàÿ ÔëÀ2 ãåíåðèðóåò
äâà âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðà. Ïåðâûé àêòèâèðóåò êàíàë,
à âòîðîé — èíãèáèðóåò. Èíãèáèòîðû Ca2+-íåçàâèñèìîé
ÔëÀ2 ïîäàâëÿþò ïðîèçâîäñòâî îáîèõ ìåññåíäæåðîâ.
Ìåññåíäæåðû îáðàçóþòñÿ îäíîâðåìåííî è â ðàçíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ, îäíàêî ìåòàáîëèçèðóþòñÿ ñ ðàçíîé ñêîðî-
ñòüþ ðàçëè÷íûìè ôåðìåíòàìè. Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëü-
òàòå èññëåäîâàíèé îáíàðóæåí íîâûé òèï Ca2+-êàíàëà íà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå T-ëèìôîöèòîâ, àêòèâèðóåìûé
èíãèáèòîðîì ÊÌ R24571. Êàíàë îáëàäàåò âûñîêîé ïðî-
âîäèìîñòüþ, êîòîðàÿ ñëàáî çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû. Êà-
íàë àêòèâèðóåòñÿ ñ ó÷àñòèåì Ca2+-íåçàâèñèìîé ôîñôîëè-
ïàçû À2. Ïðèðîäíûì èíãèáèòîðîì êàíàëà ÿâëÿåòñÿ ÀÀ.
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Õîëåñòåðîë (õîëåñòåðèí) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâ-
íûõ ëèïèäíûõ êîìïîíåíòîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Èçâåñòíî, ÷òî äèíàìè÷åñêèå
ñâîéñòâà ëèïèäíîãî áèñëîÿ êðèòè÷åñêè çàâèñÿò îò ñîñòà-
âà è êîíöåíòðàöèè ñòåðîëîâ â ìåìáðàíå, â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü õîëåñòåðîëà. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíè-
ÿì, óðîâåíü ìåìáðàííîãî õîëåñòåðîëà èìååò îïðåäåëÿþ-
ùåå çíà÷åíèå äëÿ ñòðóêòóðû è öåëîñòíîñòè ëèïèäíûõ
ìèêðîäîìåíîâ (ðàôòîâ) — ó÷àñòêîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ-
ñÿ áîëåå ïëîòíîé óïàêîâêîé è ïîâûøåííûì ñîäåðæàíè-
åì õîëåñòåðîëà, ñôèíãîëèïèäîâ è íàñûùåííûõ æèðíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Íà îñíîâàíèè áèîõèìè÷åñêèõ äàí-
íûõ ïî ýêñòðàêöèè èíòåãðàëüíûõ áåëêîâ âûñêàçûâàþòñÿ
ïðåäïîëîæåíèÿ î ðîëè ðàôòîâ â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ñ ïî-
âåðõíîñòè ìåìáðàíû ê âíóòðèêëåòî÷íûì ñòðóêòóðàì, â
÷àñòíîñòè â ïðîöåññàõ ðåîðãàíèçàöèè è äèíàìèêè öèòî-
ñêåëåòà. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé ôóíêöèé èîííûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëî-
âåêà K562 è êîìïëåìåíòàðíûå äàííûå ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè ïîçâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî ðàçðóøåíèå ìèê-
ðîäîìåíîâ ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ïðèìåìáðàííûõ
ôèëàìåíòîâ íà áàçå èìåþùåãîñÿ â ñóñïåíçèîííûõ êëåò-
êàõ ïóëà ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà (Morachevskaya et al.,
2007). Â îáùåì âèäå íàøà ãèïîòåçà ñîñòîèò â òîì, ÷òî
ôóíêöèîíàëüíûé èìïàêò äåñòðóêöèè ìèêðîäîìåíîâ â

îòíîøåíèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà îïðåäåëÿåòñÿ â ïåð-
âóþ î÷åðåäü áàëàíñîì G- è F-àêòèíà; ìåõàíèçì âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ â êà÷åñòâå êëþ÷åâîãî çâåíà äåêýïèðîâàíèå
ìèêðîôèëàìåíòîâ. Äàííàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà èçó÷å-
íèå ñîñòîÿíèÿ è âûÿâëåíèå ïåðåñòðîåê àêòèíîâûõ ýëå-
ìåíòîâ öèòîñêåëåòà â óñëîâèÿõ äåñòðóêöèè áîãàòûõ õî-
ëåñòåðîëîì ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ. Â êà÷åñòâå ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè âûáðàíû ëèíèè ìîíîñëîéíûõ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, îáëàäàþùèå ðàçâèòîé â ðàçëè÷-
íîé ñòåïåíè ñèñòåìîé ìèêðîôèëàìåíòîâ. Èññëåäîâàíèÿ
âûïîëíåíû íà «íîðìàëüíûõ» (Balb 3T3) è òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ (Balb 3T3-SV40) ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ ìûøè (Ðîññèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì
10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè ìèêðîôèëàìåíòîâ ïðèìåíÿëè ñòàíäàðòíûå ìåòîäèêè
ôèêñàöèè êëåòîê è îêðàñêè F-àêòèíà ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî êðàñèòåëÿ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà (2 ìêã/ìë,
TRITC-phalloidin, Sigma). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé èñ-
ïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìèêðîñêîï, âîçáóæäàÿ è ðå-
ãèñòðèðóÿ ôëóîðåñöåíöèþ ïðè äëèíàõ âîëí 546 è 590 íì
ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðîëà
êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ìåòèë-â-öèêëîäåêñò-
ðèíà (MâCD, 5 èëè 10 ìÌ) â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè; âðåìÿ
èíêóáàöèè ñîñòàâëÿëî 60 èëè 120 ìèí. Îáðàáîòêà MâCD
ñ÷èòàåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì è àäåêâàòíûì ìåòîäîì
äëÿ ìîäèôèêàöèè ñòåðîëüíîãî ñîñòàâà ìåìáðàí; ñíèæå-
íèå óðîâíÿ õîëåñòåðîëà ïðèâîäèò ê ðàçðóøåíèþ ëèïèä-
íûõ äîìåíîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ðåçóëüòàòû
ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî èíêóáàöèÿ íîðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ 3T3 ñ MâCD ïðèâîäèò ê ðàçáîðêå F-àêòèíà.
Íàïðîòèâ, â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ 3T3-SV40
ïîñëå ýêñòðàêöèè õîëåñòåðîëà íàáëþäàëè ðàçâèòèå àêòè-
íîâîé ñåòè è îáðàçîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñîîòâåòñòâóþò íàøåé ðàáî÷åé ãèïîòåçå î âåðîÿò-
íîé ðîëè äåêýïèðîâàíèÿ (uncapping) ìèêðîôèëàìåíòîâ â
ïðîöåññå ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, êîòîðîå
èíèöèèðóåòñÿ ïðè ðàçðóøåíèè áîãàòûõ õîëåñòåðèíîì
ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 05-04-48209 è 05-04-49604).

3D-ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÈÍÒÅÐÔÀÇÍÎÃÎ ßÄÐÀ Ó ÄÂÓÕ
ÂÈÄÎÂ ÁÓÐÎÇÓÁÎÊ, ÇÍÀ×ÈÒÅËÜÍÎ ÐÀÇËÈ×ÀÞ-
ÙÈÕÑß ÏÎ ×ÈÑËÓ ßÎ-ÐÀÉÎÍÎÂ. © Í. Ñ. Æäàíîâà,
Ò. Â. Êàðàìûøåâà, Í. Á. Ðóáöîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è
ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî òåðìèíàëüíûå ðàéîíû õðî-
ìîñîì áóðîçóáêè Sorex granarius èìåþò íåîáû÷íóþ äëÿ
õðîìîñîì ìëåêîïèòàþùèõ îðãàíèçàöèþ. Íà êîíöàõ êî-
ðîòêèõ ïëå÷ 32 àêðîöåíòðèêîâ ëîêàëèçîâàíû äëèííûå
òåëîìåðû, ñîäåðæàùèå äî 300 ò. ï. í. òåëîìåðíîãî ïî-
âòîðà (â ñðåäíåì 218 ò. ï. í.), ïðè÷åì ïî êðàéíåé ìåðå
÷àñòü òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ â íèõ ïåðåìåæàåòñÿ ñ ðÄÍÊ.
Â ýòèõ æå ðàéîíàõ áûëè âûÿâëåíû àêòèâíûå ßÎ-ðàéîíû.
Îñòàëüíûå òåëîìåðû ó ýòîãî âèäà íåáîëüøèå, â ñðåäíåì
3.6 ò. ï. í. Â îòëè÷èå îò S. granarius ó åãî âèäà-áëèçíåöà
S. araneus ßÎ-ðàéîíû ëîêàëèçîâàíû íà êîíöàõ äëèííûõ
ïëå÷ 8 õðîìîñîì, à ðàçìåð òåëîìåð òèïè÷åí äëÿ ìëåêî-
ïèòàþùèõ. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî êàðèîòèïû ýòèõ âèäîâ
ñîñòàâëåíû èç ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íûõ õðîìîñîìíûõ
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ïëå÷ è îòëè÷àþòñÿ ëèøü Ðîáåðòñîíîâñêèìè ïåðåñòðîé-
êàìè. Èçâåñòíî, ÷òî òåëîìåðíûå, öåíòðîìåðíûå è
ßÎ-ðàéîíû õðîìîñîì èãðàþò îñîáóþ ðîëü â àðõèòåêòî-
íèêå êëåòî÷íîãî ÿäðà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðîâåëè ñðàâ-
íèòåëüíûé àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè èíòåð-
ôàçíûõ ÿäåð â ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòàõ S. granarius è
S. araneus (õðîìîñîìíàÿ ðàñà cordon). Òðåõìåðíàÿ ëàçåð-
íàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ
àíàëèçà ðåçóëüòàòîâ FISH (òåëîìåðû, êëàñòåðû ðèáîñîì-
íûõ ãåíîâ è öåíòðîìåðû) è èììóíîîêðàøèâàíèÿ (áåëêè
ÿäðûøåê è öåíòðîìåðíûå ðàéîíû). Ó îáîèõ âèäîâ ÷èñëî
ñèãíàëîâ ïîñëå FISH ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå çîí-
äà òåëîìåðíîé ÄÍÊ áûëî ñóùåñòâåííî ìåíüøå ÷èñëà òå-
ëîìåð. Ó S. granarius âûÿâëåííûå ðàéîíû òåëîìåðíîãî
ñèãíàëà áûëè íà ïîðÿäîê êðóïíåå, ÷åì ó S. araneus, èõ
÷èñëî âàðüèðîâàëî îò 7 äî 24, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá
àññîöèàöèÿõ òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ, áîëåå âûðàæåííûõ ó
S. granarius, ÷åì ó S. araneus. Áîëüøèíñòâî òåëîìåð
(îêîëî 80 %) íàõîäèëîñü â êîíòàêòå ñ ÿäåðíîé îáîëî÷-
êîé. Äâóõöâåòíûé FISH ñ èñïîëüçîâàíèåì òåëîìåðíîãî
çîíäà è çîíäà ðÄÍÊ/ðÐÍÊ, à òàêæå ñ èñïîëüçîâàíèåì òå-
ëîìåðíîãî çîíäà è ìûøèíûõ àíòèòåë ê áåëêó B23 ÿä-
ðûøêà êðûñû ïîçâîëèë îïèñàòü ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãà-
íèçàöèþ ÿäðûøåê, êîòîðûå õàðàêòåðèçîâàëèñü áîëüøè-
ìè ðàçìåðàìè. Áûëà ïðîñëåæåíà èõ ñâÿçü ñ òåëîìåðàìè.
Ó S. araneus â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêàìè íàõîäèëîñü íå áî-
ëåå 8 òåëîìåð, òîãäà êàê ó S. granarius — îò 2 äî 12.
Ïî-âèäèìîìó, ó S. granarius ñâÿçü ñ ÿäðûøêîì âûÿâëÿ-
ëàñü òîëüêî äëÿ òåõ òåëîìåð, â ñîñòàâå êîòîðûõ íàõîäè-
ëîñü äîñòàòî÷íîå ÷èñëî àêòèâíûõ ðèáîñîìíûõ ãåíîâ.
Ïîñëå îáðàáîòêè ÐÍÊàçîé â ÿäðàõ S. granarius íàáëþäà-
ëàñü êîëîêîëèçàöèÿ ñèãíàëîâ, îáóñëîâëåííûõ òåëîìåð-
íûì è ðÄÍÊ-çîíäàìè. Êàê ïðàâèëî, ñèãíàëû, îáóñëîâ-
ëåííûå òåëîìåðíûì çîíäîì, áûëè êðóïíåå, ÷åì
ðÄÍÊ-çîíäîì. Ñòðóêòóð, íàïîìèíàþùèõ ÿäðûøêè, âû-
ÿâëåíî íå áûëî. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü,
÷òî íå âñÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå äëèííûõ òåëîìåð S. granarius
òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíà. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà êëåòîê â
ðàçëè÷íûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà áûëà ïðîñëåæåíà äè-
íàìèêà ôîðìèðîâàíèÿ è ðàçáîðêè ÿäðûøåê ó èññëåäî-
âàííûõ âèäîâ. Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ íàáëþäàëèñü
ðàñïàä è äàëüíåéøåå èñ÷åçíîâåíèå ÿäðûøåê, ïðè ýòîì
áåëîê B23 âûÿâëÿëñÿ â ìåòàôàçíûõ è àíàôàçíûõ õðîìî-
ñîìàõ. Ïî-âèäèìîìó, òàêèì ñïîñîáîì îáåñïå÷èâàåòñÿ
äîñòàâêà áåëêîâ ÿäðûøåê â ñîîòâåòñòâóþùèå êîìïàðò-
ìåíòû äî÷åðíèõ êëåòîê, ãäå îíè ó÷àñòâóþò â ñáîðêå ÿä-
ðûøåê. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
íî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçà-
öèè õðîìîñîì, èõ òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ è ÷èñëå
ßÎ-ðàéîíîâ, ó äâóõ èññëåäîâàííûõ âèäîâ îáùèå ïðèí-
öèïû ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäðûøåê è èõ ðå-
îðãàíèçàöèè â êëåòî÷íîì öèêëå îêàçàëèñü ñõîäíûìè.
Âîïðîñ îá èçìåíåíèè âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ õðîìî-
ñîìíûõ òåððèòîðèé â èíòåðôàçíîì ÿäðå, îáóñëîâëåííîì
ðàçëè÷íûì ó÷àñòèåì õðîìîñîì â ôîðìèðîâàíèè ÿäðû-
øåê ó èññëåäîâàííûõ âèäîâ áóðîçóáîê, îñòàåòñÿ îòêðû-
òûì è òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-48221 è 07-04-00513).

ÂÐÅÌÅÍÍÎÅ ÏÎÄÀÂËÅÍÈÅ ÐÎÑÒÀ ÏÐÈÂÈÒÎÉ
ÀÑÖÈÒÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ÝÐËÈÕÀ. © Ò. Í. Çàìàé,

À. Ñ. Çàìàé. Ñèáèðñêèé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò,
Êðàñíîÿðñê.

Ðàçâèòèå êàíöåðîãåíåçà îáóñëîâëåíî ïîâðåæäåíèåì
ìåõàíèçìîâ äèôôåðåíöèðîâêè, äåëåíèÿ è ýëèìèíàöèè
êëåòîê. È õîòÿ îïóõîëåâûì êëåòêàì ïðèñóù àâòîíîìíûé
ñïîñîá ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè, íå âûçûâàåò ñîìíåíèé,
÷òî îðãàíèçì ñïîñîáåí îêàçûâàòü íåïîñðåäñòâåííîå âëèÿ-
íèå íà èõ ðîñò è ðàçìíîæåíèå. Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêà-
çàëè, ÷òî íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ îïóõîëè îð-
ãàíèçì ñàì ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü îïóõîëåâûé ðîñò. Ýòî
ÿâëåíèå áûëî îáíàðóæåíî íàìè ïðè èññëåäîâàíèè äèíà-
ìèêè ðîñòà êàðöèíîìû Ýðëèõà. Âûÿâëåííîå ïîäàâëåíèå
ðîñòà îïóõîëè, ïîñëå êîòîðîãî íàñòóïàëà íîâàÿ ôàçà
óñêîðåíèÿ, áûëî êðàòêîâðåìåííûì è ïðîäîëæàëîñü â òå-
÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê (Çàìàé, Çàìàé, 2006). Ïîñêîëüêó
îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ ôàêòîðîâ ðåãóëÿöèè ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ îãðàíè÷åíèå ïèòàòåëü-
íûõ ñóáñòðàòîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ñóáñòðàòíîãî è îêèñ-
ëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
ïðè÷èíîé ïîäàâëåíèÿ ðîñòà àñöèòíîé êàðöèíîìû Ýðëè-
õà íà 12-å ñóò ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè îïóõîëè ìîã ñòàòü
äåôèöèò ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è êèñëîðîäà, êîòîðûé ìîã
ðàçâèòüñÿ âñëåäñòâèå èíòåíñèâíîãî ðîñòà îïóõîëè. Íå-
äîñòàòîê ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è ãèïîêñèÿ, êàê èçâåñòíî,
ìîãóò ïîäàâëÿòü ñèíòåç ÄÍÊ è âûçûâàòü àïîïòîç è íå-
êðîç îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ïîýòîìó äëÿ òîãî ÷òîáû îïðå-
äåëèòü ïðè÷èíó ïîäàâëåíèÿ ðîñòà êàðöèíîìû Ýðëèõà,
áûëî âàæíî â ïåðâóþ î÷åðåäü îöåíèòü ýíåðãåòè÷åñêèé
ñòàòóñ îïóõîëè â äèíàìèêå åå ðàçâèòèÿ. Ýíåðãåòè÷åñêîå
ñîñòîÿíèå àñöèòíûõ êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòî-
äà 31P-ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè. Íà îñíîâàíèè 31P-ßÌÐ-ñïåê-
òðîâ ðàññ÷èòûâàëè ñîîòíîøåíèå Pi/â-NTP. Èìåííî ýòîò
ïîêàçàòåëü èñïîëüçóåòñÿ îáû÷íî äëÿ îöåíêè ýíåðãåòè÷å-
ñêîãî ñòàòóñà êëåòêè (Eskey et al., 1993). Ðàñ÷åòû ïîêàçà-
ëè, ÷òî âåëè÷èíà Pi/â-NTP íà 7-å ñóò, â ïåðèîä èíòåíñèâ-
íîãî ðîñòà îïóõîëè, ñîñòàâëÿëà 0.6 ± 0.1. Óæå íà 9-å ñóò
ñîîòíîøåíèå Pi/â-NTP âîçðîñëî äî 2.5 ± 0.2, à íà 10-å
óìåíüøèëîñü (1.3 ± 0.2), íî ÷åðåç 1 ñóò íà÷àëî âîçðàñ-
òàòü, è òàê ïðîäîëæàëîñü äî 12-õ ñóò, ïîêà íå ïðèíÿëî
çíà÷åíèå 3.8 ± 0.6, îäíàêî ê 13-ì ñóò âíîâü ñíèçèëîñü è
ñîñòàâèëî 1.2 ± 0.2. 12-å ñóò õàðàêòåðèçîâàëèñü íàèáîëåå
ïëîõèì ýíåðãîñíàáæåíèåì àñöèòíûõ êëåòîê (Pi/â-NTP
3.75 ± 0.56). Óäèâèòåëüíî, ÷òî èìåííî â ýòîò ïåðèîä ìû
íàáëþäàëè ìàêñèìàëüíîå óñêîðåíèå ðîñòà îïóõîëè. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî,
÷òî â óñëîâèÿõ in vivo âðåìåííîå ïîäàâëåíèå ðîñòà àñ-
öèòíîé êàðöèíîìû Ýðëèõà íå áûëî îáóñëîâëåíî óõóä-
øåíèåì ýíåðãåòè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ àñöèòíûõ êëåòîê.
Âåðîÿòíî, ôàêòîðû, ïîäàâëÿþùèå ðîñò îïóõîëè, íóæíî
èñêàòü íà ïîïóëÿöèîííîì óðîâíå èëè íà óðîâíå âçàèìî-
äåéñòâèÿ îïóõîëè è îðãàíèçìà-îïóõîëåíîñèòåëÿ. Íà
óðîâíå îðãàíèçìà ïîäàâëåíèå ðîñòà ìîãëî îñóùåñòâèòü-
ñÿ èììóííûìè ôàêòîðàìè. Íà óðîâíå êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè òîðìîæåíèå ðîñòà ìîãëî ñòèìóëèðîâàòüñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ñèñòåìû ýíäîãåííûõ áåëêîâ-èíãèáèòîðîâ. Äîêàçà-
òåëüñòâà ïîäàâëåíèÿ ðîñòà îïóõîëè ýíäîãåííûìè
èíãèáèòîðàìè áûëè ïîëó÷åíû Áèõåëåì (Bichel, 1973) â
îïûòàõ ïî ââåäåíèþ àñöèòíîé æèäêîñòè èç ðàçâèòîé
îïóõîëè ìûøàì, ó êîòîðûõ êàðöèíîìà íàõîäèëàñü â ýêñ-
ïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà, ïðè÷åì îñòàíîâêà ðîñòà êëå-
òîê ïðîèñõîäèëà â ôàçå G1 èëè G2 è áûëà íåäîëãîâðåìåí-
íîé. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà íà÷èíàëàñü
áûñòðàÿ êîìïåíñàòîðíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ. Òàêîå ïîâåäå-
íèå îïóõîëè áûëî õàðàêòåðíûì è â íàøèõ ýêñïåðèìåí-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 747



òàõ — ðåçêîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê â îïóõîëè â
òå÷åíèå 1 ñóò ñòèìóëèðîâàëî ïðîëèôåðàòèâíûå ïðîöåñ-
ñû â àñöèòíûõ êëåòêàõ. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðåäïîëîæå-
íèÿ î ñóùåñòâîâàíèè áåëêîâûõ ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ
ïðèíÿòü ó÷àñòèå â ïîäàâëåíèè ðîñòà àñöèòíîé êàðöèíî-
ìû Ýðëèõà, ìû ïðîâåëè ðàçäåëåíèå áåëêîâûõ ôðàêöèé
äèàëèçèðîâàííûõ àñöèòíûõ æèäêîñòåé ñ ïîìîùüþ ýëåê-
òðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Èññëåäîâàíèå ïî-
êàçàëî, ÷òî ñïåêòð áåëêîâûõ ôðàêöèé àñöèòíîé æèä-
êîñòè íà 11-å ñóò (ïåðèîä ïîäàâëåíèÿ ðîñòà îïóõîëè) ñó-
ùåñòâåííî îòëè÷àëñÿ îò ñïåêòðà áåëêîâûõ ôðàêöèé
àñöèòíîé æèäêîñòè 7, 12 è 13-õ ñóò (ïåðèîä àêòèâíîãî
îïóõîëåâîãî ðîñòà). Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèÿ ïîä-
òâåðäèëè íàøè ïðåäïîëîæåíèÿ î ñóùåñòâîâàíèè áåëêî-
âûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ìîãëè áû îêàçûâàòü âëèÿíèå íà
ðîñò àñöèòíîé êàðöèíîìû Ýðëèõà.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ
ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ NF-kB ÈÍÃÈÁÈ-
ÒÎÐÀÌÈ HDAC Â ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÍÒÀÕ E1A+RAS.
© Å. À. Çàòóëîâñêèé,1, 2 Ì. Â. Àáðàìîâà,1 Ñ. Á. Ñâåòëè-
êîâà,1 Â. À. Ïîñïåëîâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò, zatulovskye@mail.ru.

Õîðîøåé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ îïóõîëåâûõ
êëåòîê ÿâëÿþòñÿ ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè,
òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras (òðàíñ-
ôîðìàíòû E1A + Ras). Òàêèå êëåòêè ïî ôåíîòèïó ñõîä-
íû ñ ðàêîâûìè êëåòêàìè è â îòëè÷èå îò íîðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ íå ñïîñîáíû ðåàëèçîâûâàòü áëîêè G1/S è
G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëî-
äàíèÿ, ïðè âîçäåéñòâèè ôàêòîðîâ ñòðåññà èëè ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ. Îäíàêî îáðàáîòêà èíãèáèòîðîì
äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut) ìîæåò
âûçûâàòü ó íèõ G1/S-áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðè ýòîì â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras â îòëè÷èå îò íåêîòîðûõ äðó-
ãèõ òèïîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê íå ïðîèñõîäèëî
àïîïòîçà. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà NaBut êëå-
òîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras,
çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò â íèõ àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà NF-êB, êîòîðûé èãðàåò ñóùåñòâåííóþ
àíòèàïîïòîòè÷åñêóþ ðîëü. Òàêèì îáðàçîì, êðîìå àíòè-
ïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ NaBut âûçûâàåò â êëåòêàõ
òàêæå è àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ýôôåêò. Ýòîò ôàêò çàñëó-
æèâàåò âíèìàíèÿ, ïîñêîëüêó NaBut ìîæåò çíà÷èòåëüíî
ñíèæàòü ýôôåêòèâíîñòü ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ HDAC. Ïîíèìàíèå ìåõà-
íèçìà, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî èíãèáèòîðû HDAC çàïóñêà-
þò â êëåòêàõ àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ñèãíàë, ñïîñîáíî ïî-
ìî÷ü â ðàçðàáîòêå êîìïëåêñíîé òåðàïèè, íàïðàâëåííîé
íå òîëüêî íà ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ êëå-
òîê, íî è íà èíäóêöèþ â íèõ àïîïòîçà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, çàäåéñòâîâàííûõ â àêòèâàöèè àíòè-
àïîïòîòè÷åñêîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB
â èññëåäóåìûõ òðàíñôîðìàíòàõ, ìû ìåòîäîì ëþöèôå-
ðàçíîãî àíàëèçà èññëåäîâàëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ
MAP-êèíàçíûõ êàñêàäîâ, à òàêæå èíãèáèòîðà PI3-êè-
íàçû íà óðîâåíü èíäóöèðîâàííîé áóòèðàòîì àêòèâà-
öèè NF-êB-çàâèñèìîé òðàíñêðèïöèè. Êàê áûëî ïîêà-
çàíî ðàíåå, óðîâåíü àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçíîãî ðåïîð-
òåðà ïîä êîíòðîëåì NF-êB-ðåñïîíñèâíîãî ýëåìåíòà
(3xNF-êB-luc) ñóùåñòâåííî âîçðàñòàåò â NaBut-îáðàáî-
òàííûõ êëåòêàõ. Îêàçàëîñü, ÷òî äîáàâëåíèå èíãèáèòîðîâ

ëþáîãî èç êèíàçíûõ êàñêàäîâ (Erk, Jnk è p38) èëè èíãè-
áèòîðà PI3-êèíàçû ñ ðàçíîé ñòåïåíüþ ýôôåêòèâíîñòè
ñíèæàåò óðîâåíü àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
NF-êB. Èññëåäîâàíèå ñîâìåñòíîãî âëèÿíèÿ NaBut ñ êàæ-
äûì èç ýòèõ èíãèáèòîðîâ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè ïîêàçàëî, ÷òî âî âñåõ ðàññìîòðåííûõ ñëó÷àÿõ
ñîõðàíÿåòñÿ èíäóöèðîâàííûé áóòèðàòîì áëîê êëåòî÷íî-
ãî öèêëà. Êðîìå òîãî, â ñëó÷àå ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ Na-
But ñ èíãèáèòîðîì p38-çàâèñèìîãî è îñîáåííî ñ èíãèáè-
òîðîì Jnk-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíûõ ïóòåé â ðàñïðåäåëå-
íèè êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ â íèõ ÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ
çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ñóáïèêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ìåíåå äèïëîèäíîìó ñîñòîÿíèþ êëåòîê, ÷òî ìîæåò ÿâ-
ëÿòüñÿ ñâèäåòåëüñòâîì ôðàãìåíòàöèè ÿäåð è çàïóñêà â
êëåòêàõ àïîïòîçà. Äîïîëíèòåëüíûì ñâèäåòåëüñòâîì çà-
ïóñêà àïîïòîçà â òðàíñôîðìàíòàõ, îáðàáîòàííûõ NaBut
ñîâìåñòíî ñ èíãèáèòîðàìè p38-çàâèñèìîãî è Jnk-çàâè-
ñèìîãî ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ÿâëÿåòñÿ ñíèæåíèå ÷èñëà êëå-
òîê íà ñîîòâåòñòâóþùèõ ýòèì îáðàáîòêàì êðèâûõ ðîñòà,
ïîñòðîåííûõ ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà. Îáðàáîòêà òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + Ras èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû è
PKB/Atk-êèíàçû, à òàêæå ñîåäèíåíèåì, èíãèáèðóþùèì
äîñòàâêó NF-êB â ÿäðî, êàê è îæèäàëîñü, òàêæå âûçûâà-
åò ñíèæåíèå óðîâíÿ NaBut-èíäóöèðîâàííîé àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB, ïîÿâëåíèå ñóáïèêîâ
ïðè ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè è ñíèæåíèå ÷èñëà
êëåòîê íà êðèâûõ ðîñòà. Òàêèì îáðàçîì, â äàííîé ðàáî-
òå ìû ïîêàçàëè, ÷òî àêòèâàöèÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB â òðàíñôîðìàíòàõ
E1A + Ras ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà äåéñòâèåì Jnk-çàâè-
ñèìîãî è(èëè) p38-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíûõ ïóòåé.

ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÅ ÏÐÅÄÑÒÀÂËÅÍÈß Î ÑÂÎÉÑÒÂÀÕ
È ÔÓÍÊÖÈßÕ ßÄÐÛØÊÀ: ßÄÐÛØÊÎ ÊÀÊ ÌÈ-
ØÅÍÜ ÑÒÐÅÑÑÎÂÛÕ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÉ ÍÀ ÊËÅÒÊÈ.
© Î. Â. Çàöåïèíà. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè
ÐÀÍ, Ìîñêâà, è Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò
ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà, zatsepina_olga@mail.ru.

ßäðûøêî — íàèáîëåå êðóïíûé ñòðóêòóðíûé äîìåí
êëåòî÷íîãî ÿäðà, ãäå ïðîèñõîäÿò òðàíñêðèïöèÿ ðèáîñîì-
íûõ ãåíîâ (ðÄÍÊ), ñîçðåâàíèå ïåðâè÷íûõ òðàíñêðèïòîâ
47—45S ïðå-ðÐÍÊ è ñáîðêà ïðåðèáîñîìíûõ ÷àñòèö. Ñî-
ãëàñíî ïîñëåäíèì äàííûì ïðîòåîìíîãî àíàëèçà, ÿäðûø-
êè êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa ñîäåðæàò îêîëî 700 áåëêîâ, à
ïîìèìî îñíîâíîé ôóíêöèè — áèîãåíåçà ðèáîñîì — ÿä-
ðûøêî è åãî áåëêè ó÷àñòâóþò òàêæå â äðóãèõ ïðîöåññàõ,
âêëþ÷àÿ ðåãóëÿöèþ àïîïòîçà è êëåòî÷íîãî öèêëà. Êðîìå
òîãî, ñîãëàñíî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, ÿäðûø-
êî ÿâëÿåòñÿ ñåíñîðîì ìíîãèõ ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé íà
êëåòêè, òàê ÷òî ðàçðóøåíèå èëè ïîâðåæäåíèå åãî ñòðóê-
òóðíîé öåëîñòíîñòè ïðèâîäèò ê ñòàáèëèçàöèè îñíîâíîãî
ðåãóëÿòîðíîãî áåëêà àïîïòîçà — p53 — è â êîíöå êîíöîâ
âûçûâàåò ãèáåëü êëåòîê. Ñóùåñòâåííî, ÷òî âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ îòâåò ÿäðûøêà íà âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ îò÷åò-
ëèâî ïðîÿâëÿåòñÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå, ñïåöèôè÷åí è
ïîòîìó ìîæåò ñëóæèòü èíäèêàòîðîì áèîëîãè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè è ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ.
Òàê, ÷àñòè÷íîå èëè ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå òðàíñêðèïöèè
ðÄÍÊ ïðèâîäèò ê ðåçêîìó óìåíüøåíèþ ðàçìåðîâ ÿä-
ðûøêà è ñåãðåãàöèè åãî ãëàâíûõ ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåí-
òîâ, âêëþ÷àÿ ôèáðèëëÿðíûå öåíòðû — «äåïî» íåàêòèâ-
íûõ ðèáîñîìíûõ ãåíîâ è ÐÍÊ ïîëèìåðàçû I, ïëîòíîãî
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ôèáðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà (òåððèòîðèÿ, ãäå ïðîèñõîäèò
ñîçðåâàíèå ïðå-ðÐÍÊ) è ãðàíóëÿðíîãî êîìïàðòìåíòà,
ñëóæàùåãî ìåñòîì ôîðìèðîâàíèÿ ðèáîñîìíûõ ÷àñòèö.
Íàïðîòèâ, èíãèáèðîâàíèå êèíàç, ôîñôîðèëèðóþùèõ
îñíîâíûå ÿäðûøêîâûå áåëêè (B23/íóêëåîôîçìèí, íóê-
ëåîëèí, UBF è äð.), ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåçêèì è õàðàêòåð-
íûì «ðàçâîðà÷èâàíèåì» ÿäðûøåê. Ñóùåñòâåííî, ÷òî â
ðåçóëüòàòå âñåõ ïåðå÷èñëåííûõ âîçäåéñòâèé íàáëþäàåò-
ñÿ ãèáåëü êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà. Íàøè íàáëþäåíèÿ ïî-
êàçûâàþò òàêæå, ÷òî ñîñòîÿíèå ÿäðûøåê â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ ÷åëîâåêà HeLa è MCF-7 âûñîêî÷óâñòâèòåëüíî ê
ïîäàâëåíèþ òîòàëüíîãî áåëêîâîãî ñèíòåçà. Ðåàêöèÿ ÿä-
ðûøåê íà èíãèáèòîðû òðàíñëÿöèè — öèêëîãåêñèìèä è
àíèçîìèöèí — ïðîÿâëÿåòñÿ â áûñòðîé ìèãðàöèè ñïåöè-
ôè÷åñêîãî êîôàêòîðà ÐÍÊ ïîëèìåðàçû I áåëêà UBF èç
ÿäðûøêà â íóêëåîïëàçìó è ïðåäøåñòâóåò ãèáåëè êëåòîê
ïóòåì àïîïòîçà. Ñóùåñòâåííî, ÷òî â íàèáîëüøåé ñòåïå-
íè ýòè èçìåíåíèÿ ïðîÿâëÿþòñÿ â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â
ñîñòîÿíèè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ (S-ïåðèîä êëåòî÷íîãî öèê-
ëà). Õîòÿ ïðè÷èíû íàáëþäàåìîé ðåàêöèè îñòàþòñÿ íå-
èçâåñòíûìè, ýòè äàííûå õîðîøî ñîîòâåòñòâóþò ñóùåñò-
âóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì îá ó÷àñòèè ÿäðûøêà â ðåãóëÿ-
öèè àïîïòîçà è êëåòî÷íîãî öèêëà â öåëîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-08131îôè-à è 06-04-49392).
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Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè îáû÷íî îáëàäàþò ïîðàçèòåëü-
íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Îíè ìîãóò ðåàãèðîâàòü íà ïðè-
ñóòñòâèå îäíîé ìîëåêóëû èëè îäíîãî ôîòîíà. Ýòî îáó-
ñëîâëåíî íàëè÷èåì ñèñòåì àìïëèôèêàöèè ñèãíàëîâ. Äî
ðàçâèòèÿ áèîôèçèêè êëåòêè ðåçóëüòàò âîçäåéñòâèÿ èçó-
÷àëè ïî ðåàêöèè öåëîãî îðãàíèçìà èëè îòäåëüíîãî îðãà-
íà (ñåêðåöèÿ, ñîêðàùåíèå ìûøöû, àêòèâíîñòü ìîçãà è
ò. ä.). Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ ñòàëà îäíîé èç
âàæíåéøèõ îáëàñòåé áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Îêà-
çàëîñü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà îáèëèå ëèãàíäîâ è ðåöåïòîðîâ,
ñóùåñòâóåò îãðàíè÷åííîå ÷èñëî ñèñòåì ïåðåäà÷è ñèãíà-
ëà íà èñïîëíèòåëüíûå ìåõàíèçìû êëåòêè. Îäíîé èç
îñíîâíûõ ÿâëÿåòñÿ ñèñòåìà êîíòðîëÿ ïðîñòðàíñòâåííîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ Ca2+. Ýêñïåðèìåíòàëüíî èçìåíåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè Ca2+ â êëåòêàõ ðåãèñòðèðóþò ñ ïîìîùüþ ñïå-
öèàëüíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ. Íà ïðèìåðàõ ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé Ca2+-âîëíû â êàðäèîìèîöè-
òàõ è ìåæêëåòî÷íîé Ca2+-âîëíû â ìîíîñëîå êëåòîê
àñöèòíîé êàðöèíîìû Ýðëèõà ïîêàçàíî, ÷òî ATP èíäóöè-
ðóåò Ca2+-ñèãíàë è èìïóëüñíóþ ñåêðåöèþ ATP. Ñåêðåòè-
ðóåìûé ATP âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïóðèíîðåöåïòîðàìè íà
ñîñåäíèõ êëåòêàõ è èíäóöèðóåò â íèõ Ca2+-ñèãíàë è
Ca2+-âîëíó. Â ðåçóëüòàòå Ca2+-âîëíà ïåðåäàåòñÿ îò êëåò-
êè ê êëåòêå. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèÿ Ca2+ ó÷àñòâóþò â
ïðîöåññå ôóíêöèîíàëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê â
òêàíè. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé
òàêèõ äèíàìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ áûëà ïðåäëîæåíà è ðàñ-
ñìîòðåíà ìàòåìàòè÷åñêàÿ ìîäåëü ñ ïðîòÿæåííûìè äèñ-
êðåòíî ðàñïðåäåëåííûìè èñòî÷íèêàìè Ca2+, îïèñûâàþ-
ùàÿ èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè Ca2+ âíóòðè êëåòêè, âûñâî-

áîæäàåìûõ èç ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÑÐ).
Áûëè ðàññìîòðåíû õàðàêòåðíûå ðåæèìû àâòîâîëíîâîé
àêòèâíîñòè ñïîíòàííîãî ñîêðàùåíèÿ ìûøå÷íîé êëåòêè.
Ïîêàçàíî, ÷òî â ïåðâîíà÷àëüíî îäíîðîäíî âîçáóæäåííîé
êëåòêå âîçìîæíû ïðîñòîå ðàñïðîñòðàíåíèå Ca2+-âîëíû,
ñëîæíûé (êâàçèõàîòè÷åñêèé, òèïà áèåíèÿ) ðåæèì ñ ïî-
ñòåïåííîé ðàñôàçèðîâêîé êîëåáàíèé îòäåëüíûõ ó÷àñò-
êîâ êëåòêè, ýôôåêòû ñèíõðîíèçàöèè èëè ñëîæíûå ðàñ-
ïðåäåëåííûå àâòîêîëåáàíèÿ. Ïîëó÷åííûå èç ìîäåëè
îöåíêè äëÿ Vôð. ñêîðîñòè ôðîíòà êàëüöèåâîé âîëíû äî-
ñòàòî÷íî õîðîøî ñîîòâåòñòâóþò èçâåñòíûì ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì äàííûì: Vôð. ëåæèò â äèàïàçîíå 50—150 ìêì/ñ,
à øèðèíà ôðîíòà ïîâûøåíèÿ êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëü-
öèÿ — â äèïàçîíå 3—0 ìêì. Êðîìå òîãî, áûëà îòìå÷åíà
îïðåäåëåííàÿ êà÷åñòâåííàÿ çàêîíîìåðíîñòü â ðåàêöèè
ñêîðîñòè ôðîíòà Vôð. íà èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ êëåòêè. Â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðàññìîòðåííîé ìîäåëüþ â ýêñïåðèìåíòå
äîëæíî íàáëþäàòüñÿ ïðåêðàùåíèå ïðîöåññà ðàñïðîñòðà-
íåíèÿ âîëíû ïîä äåéñòâèåì âåùåñòâ, óìåíüøàþùèõ
ïðîíèöàåìîñòü ìåìáðàíû ÑÐ äëÿ Ca2+. Ïðè ýòîì ïðèáëè-
æåíèå ê ãðàíèöå ñóùåñòâîâàíèÿ ôðîíòà äîëæíî ñîïðî-
âîæäàòüñÿ óâåëè÷åíèåì ñêîðîñòè ðàñïðîñòðàíåíèÿ
Ca2+-âîëíû. Äàëüíåéøåå ñîïðîòèâëåíèå ïðîñòðàíñòâåí-
íî-âðåìåíí *îé äèíàìèêè êàëüöèåâûõ ñèãíàëîâ, ïîëó÷åí-
íûõ â ýêñïåðèìåíòàõ è ìîäåëüíûõ ðàñ÷åòàõ, ïîçâîëèò
ïðîâîäèòü áîëåå äåòàëüíîå èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿ-
öèè ôóíêöèîíàëüíûõ ñîñòîÿíèé êëåòîê è êëåòî÷íûõ ñè-
ñòåì.

ÍÎÊÀÓÒ ÏÎ ÑÒÐÅÑÑ-ÊÈÍÀÇÀÌ JNK1, 2 ËÈØÀÅÒ
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÍÒÛ ÌÛØÈ ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÈ ÐÅÀÊ-
ÒÈÂÈÐÎÂÀÒÜ ÏÐÎÃÐÀÌÌÓ ÓÑÊÎÐÅÍÍÎÃÎ ÑÒÀÐÅ-
ÍÈß. © Ñ. Ã. Çóáîâà, Ò. Â. Áûêîâà, Þ. Ã. Çóáîâà, Í. Ä. Àê-
ñåíîâ, Â. À. Ïîñïåëîâ, Ò. Â. Ïîñïåëîâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, jul_zubova@mail333.com.

Ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïðåòåðïåòü ñòàðåíèå ñâÿçàíà ñ
íåîáðàòèìûì áëîêîì êëåòî÷íîãî öèêëà. Óñêîðåííîå ñòà-
ðåíèå íå ñâÿçàíî ñ óêîðî÷åíèåì òåëîìåð è ÿâëÿåòñÿ àí-
òèêàíöåðîãåííîé ïðîãðàììîé, êîòîðàÿ ïðåäîõðàíÿåò
êëåòêó îò çëîêà÷åñòâåííîãî ïåðåðîæäåíèÿ. Óñêîðåííîå
ñòàðåíèå èíäóöèðóåòñÿ îíêîãåíàìè èëè ñòðåññîðíûìè
ôàêòîðàìè, âêëþ÷àÿ óëüòðàôèîëåò, ãàììà-îáëó÷åíèå,
âîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû è öèòîñòàòèêè, à òàêæå äåéñò-
âèåì èíãèáèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç. Ïîä âëèÿíè-
åì ñòðåññîðíûõ ôàêòîðîâ â êëåòêå ìîæåò âêëþ÷àòüñÿ
ëèáî àïîïòîòè÷åñêàÿ ïðîãðàììà óíè÷òîæåíèÿ äåôåêò-
íûõ êëåòîê, ëèáî ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ. Îáà ýòèõ ïðîöåñ-
ñà ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé ñòðåññ-êèíàçíûõ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ ðàáîòû áûëî âûÿñíåíèå
ðîëè ðàçíûõ ñòðåññ-êèíàç â èíäóêöèè ïðîöåññà óñêîðåí-
íîãî ñòàðåíèÿ, èíäóöèðîâàííîãî èíãèáèòîðîì ãèñòîíî-
âûõ äåàöåòèëàç áóòèðàòîì íàòðèÿ. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
òðàíñôîðìàíòû E1A + cHa-ras, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíà-
ëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøåé, íîêàóòíûõ ïî ñòðåññ-êèíà-
çå p38á, ìîãóò íåîáðàòèìî îñòàíàâëèâàòüñÿ íà ãðàíèöå
ôàç G1/S ïðè äåéñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ â òå÷åíèå 5 ñóò.
Ïîñëå îòìûâêè áóòèðàòà îíè íå ñïîñîáíû âõîäèòü â
ôàçó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è ïðîëèôåðèðîâàòü, â íèõ íàáëþ-
äàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ñòàðåíèÿ — SA-â-ãàëàêòîçè-
äàçíîé àêòèâíîñòè. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü,
÷òî ðåàëèçàöèÿ ïðîöåññà ñòàðåíèÿ â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ ãðûçóíîâ âîçìîæíà â îòñóòñòâèè ôóíêöèî-
íàëüíî àêòèâíîãî ãåíà êèíàçû p38á. Ñ èñïîëüçîâàíèåì
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òðàíñôîðìàíòîâ E1A + cHa-ras, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, íîêàóòíûõ ïî ñòðåññ-êè-
íàçàì JNK1, 2, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îíè íå ñïîñîáíû
îñòàíàâëèâàòüñÿ â öèêëå ïîñëå äåéñòâèÿ áóòèðàòà íàòðèÿ
â òå÷åíèå 5 ñóò, â íèõ íå âûÿâëÿåòñÿ ìàðêåð ñòàðåíèÿ —
SA-â-ãàëàêòîçèäàçíàÿ àêòèâíîñòü. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â òðàíñôîðìàíòàõ ìûøè,
ïîëó÷åííûõ êîìïëåìåíòàöèåé îíêîãåíîâ E1A + cHa-ras,
â îòëè÷èå îò ÷åëîâå÷åñêèõ îïóõîëåâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
óñêîðåííîå ñòàðåíèå çàâèñèò íå îò àêòèâàöèè p38á-êè-
íàçû, à îò ñòðåññ-êèíàç JNK1, 2. Ýòè äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò â ïîëüçó âîçìîæíûõ îïóõîëü-ñóïðåññîðíûõ
ñâîéñòâ êèíàç JNK1, 2, ïîñêîëüêó èíäóêöèÿ ñòàðåíèÿ â
òðàíñôîðìàíòàõ, ïðåïÿòñòâóþùàÿ ïðîëèôåðàöèè îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê, ìîæåò èäòè òîëüêî â ïðèñóòñòâèè áåëêîâ
ñòðåññ-êèíàç JNK1, 2.

ÐÅÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÌÅÌÁÐÀÍ ßÄÅÐÍÎÉ ÎÁÎËÎ×ÊÈ
Â ÕÎÄÅ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÊËÅÒÎÊ ÒÐÎÔÎÁËÀ-
ÑÒÀ È Â ÕÎÄÅ ÄÅÏÎËÈÏËÎÈÄÈÇÀÖÈÈ È ÔÐÀÃ-
ÌÅÍÒÀÖÈÈ ÃÈÃÀÍÒÑÊÎÃÎ ßÄÐÀ. © Å. Â. Çûáèíà,
Ò. Ã. Çûáèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè äâóõ ïîïóëÿöèé êëåòîê
òðîôîáëàñòîâ â ïëàöåíòå êðûñû íà ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîì óðîâíå íàáëþäàëàñü çíà÷èòåëüíàÿ àêòèâ-
íîñòü ÿäåðíîé îáîëî÷êè (ßÎ), âûðàæåííàÿ â îáðàçîâà-
íèè öåëîãî ðÿäà åå ïðîèçâîäíûõ. Êàê â íèçêîïîëèïëîèä-
íûõ àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ òðîôîáëàñòà
ñîåäèíèòåëüíîé çîíû ïëàöåíòû, òàê è âî âòîðè÷íûõ ãè-
ãàíòñêèõ êëåòêàõ òðîôîáëàñòà â ÿäðàõ âñòðå÷àëîñü çíà-
÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî annulate lamellae (AL), ñêîïëå-
íèé ïîðîâûõ êîìïëåêñîâ, âíóòðèÿäåðíûõ ìåìáðàííûõ
òðóáî÷åê è êîíöåíòðè÷åñêèõ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð. Â ïå-
ðèîä òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè âòîðè÷íûõ ãè-
ãàíòñêèõ êëåòîê òðîôîáëàñòà ïðîèçâîäíûå ßÎ èãðàþò
àêòèâíóþ ðîëü â áûñòðîì ðàçäåëåíèè èñõîäíîãî âûñîêî-
ïîëèïëîèäíîãî ÿäðà íà ìíîæåñòâî íèçêîïîëèïëîèäíûõ
ôðàãìåíòîâ. Â ó÷àñòêàõ îáîñîáëåíèÿ ôðàãìåíòîâ óñèëè-
âàåòñÿ ñêëàä÷àòîñòü ßÎ è íàêàïëèâàåòñÿ áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî ïðîèçâîäíûõ ßÎ — âíóòðèÿäåðíûõ AL, ìåìá-
ðàííûõ òðóáî÷åê, êëàñòåðîâ ïîðîâûõ êîìïëåêñîâ è ò. ï.,
êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðåçåðâíûé ìàòåðèàë, íåîá-
õîäèìûé, ïî-âèäèìîìó, äëÿ ïîñòðîåíèÿ ìåìáðàí ßÎ
ìíîãî÷èñëåííûõ ÿäåðíûõ ôðàãìåíòîâ. Â õîäå ôðàãìåí-
òàöèè ÿäðà ãëóáîêèå óçêèå èíâàãèíàöèè ßÎ ïîäðàçäåëÿ-
þò ÿäðî íà îòäåëüíûå äîëè, êîòîðûå âïîñëåäñòâèè îòäå-
ëÿþòñÿ îò èñõîäíîãî ÿäðà. Òàêèì îáðàçîì, åñëè â íà÷àëå
äèôôåðåíöèðîâêè âíóòðèÿäåðíûå ìåìáðàííûå ñòðóêòó-
ðû ñëóæàò, ïî-âèäèìîìó, äëÿ óâåëè÷åíèÿ àêòèâíîé ïî-
âåðõíîñòè ðàñòóùåãî ýíäîïîëèïëîèäíîãî ÿäðà, òî íà
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè îíè òàêæå èãðàþò
çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ïðåâðàùåíèè âûñîêîýíäîïîëèïëî-
èäíîé (256c—1024c) êëåòêè â ìíîãîÿäåðíóþ ñ äèïëîèä-
íûìè è íèçêîïîëèïëîèäíûìè ÿäðàìè. Íàðóæíàÿ ìåìáðà-
íà ßÎ èñõîäíîãî ÿäðà èãðàåò àêòèâíóþ ðîëü â êîìïàðò-
ìåíòàëèçàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ òåððèòîðèé âîêðóã
ÿäåðíûõ ôðàãìåíòîâ âíóòðè ãèãàíòñêîãî ïîëèêàðèîöèòà.
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è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, è 2 Èí-
ñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ôèçèîëîãèè, Äîðòìóíä, Ãåðìàíèÿ,
alvign@rambler.ru.

Áåëîê Yip3 ÿâëÿåòñÿ ÷ëåíîì ñåìåéñòâà òðàíñìåì-
áðàííûõ áåëêîâ Yip (Ypt interacting proteins), îòêðûòûõ
êàê áåëêè, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà
Rab/Ypt, ìàëûìè ÃÒÔàçàìè, ó÷àñòâóþùèìè â ðåãóëÿöèè
âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áåëêè ñå-
ìåéñòâà Yip îáíàðóæåíû êàê â êëåòêàõ äðîææåé, òàê è â
êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òêàíåé ìëåêîïèòàþùèõ. Îäíàêî ëî-
êàëèçàöèÿ âíóòðè êëåòîê èçâåñòíà ëèøü äëÿ íåêîòîðûõ
áåëêîâ Yip. Ýêñïåðèìåíòàëüíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëêè
Yip ïîòåíöèàëüíî ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ôàêòîðîâ
GDF (GDI Displacement Factors) èëè ðåöåïòîðîâ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ìåìáðàíàõ âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ,
îáåñïå÷èâàÿ äèññîöèàöèþ âûñîêîàôôèííîãî êîìïëåêñà
Rab(GDP)—GDI, â ôîðìå êîòîðîãî îñóùåñòâëÿåòñÿ
òðàíñïîðò áåëêîâ Rab/Ypt ìåæäó ìåìáðàíàìè âíóòðè-
êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ. Îñâîáîæäåííûå îò GDI
(GDP dissociation inhibitor) áåëêè Rab/Ypt âñòðàèâàþòñÿ
â ìåìáðàíó äîíîðíîãî êîìïàðòìåíòà ïîñðåäñòâîì ïðå-
íèëüíûõ ãðóïï, êîòîðûå êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíÿþòñÿ ê
C-êîíöåâûì öèñòåèíîâûì îñòàòêàì Rab/Ypt â ïðîöåññå
ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèè. Ïîñëå èíòåãðèðîâà-
íèÿ â ìåìáðàíó ÃÒÔ-ñâÿçàííûå áåëêè Rab/Ypt, âçàè-
ìîäåéñòâóÿ ñ ýôôåêòîðíûìè ìîëåêóëàìè, àêòèâèðóþò
òîò èëè èíîé ýòàï âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà. Òåì íå ìå-
íåå ìåõàíèçìû ðåöåïöèè è äèññîöèàöèè êîìïëåêñà
Rab—GDI, âñòðàèâàíèÿ Rab/Ypt â ìåìáðàíó ïîñðåäñò-
âîì áåëêîâ Yip, à òàêæå òðåõìåðíûå ñòðóêòóðû áåëêîâ
Yip íà äàííûé ìîìåíò íåèçâåñòíû. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñòðóêòóðû è ïðîâåäåíèÿ áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
íàìè ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ïîëó÷åíèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî
ïîëíîðàçìåðíîãî äðîææåâîãî áåëêà Yip3. Íà îñíîâå ýêñ-
ïðåññèîííûõ âåêòîðîâ pGATEV è pET19 áûëè ïîëó÷åíû
ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùèå êÄÍÊ Yip3 â îä-
íîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ ñ ãëóòàòèîíîì-S-òðàíñôåðàçíûì
äîìåíîì (GST) èëè 6xHis-ôðàãìåíòîì ñîîòâåòñòâåííî.
Î÷èñòêó ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ïðîâîäèëè ïðè ïîìî-
ùè àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ãëóòàòèîí-ñåôàðîçíîé
èëè Ni-NTA-àãàðîçíîé êîëîíêå, ïîñëå ÷åãî ïðèìåñè
óäàëÿëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé. Î÷èùåííûå õèìåðíûå áåëêè
áåç óäàëåíèÿ ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçíîãî äîìåíà è
6xHis-ôðàãìåíòà èñïîëüçîâàëè äëÿ êðèñòàëëèçàöèè ìå-
òîäîì ñèäÿ÷åé êàïëè ïðè ðàçëè÷íûõ êðèñòàëëèçàöèîí-
íûõ óñëîâèÿõ, à òàêæå ìåòîäîì ëèïèäíûõ êóáè÷åñêèõ
ôàç. Ïîñëåäíèé ìåòîä îñíîâàí íà ñîçäàíèè ñèñòåìû, îá-
ðàçîâàííîé áèëèïèäíûìè ëèïîñîìàìè, êîòîðûå íàõî-
äÿòñÿ â âîäíîé ôàçå. Ïðè ýòîì òðàíñìåìáðàííûé áåëîê
ñâîåé ãèäðîôîáíîé ÷àñòüþ âêëþ÷àåòñÿ â áèëèïèäíûå
ëèïîñîìû, òîãäà êàê ãèäðîôèëüíûå ó÷àñòêè îáðàùåíû â
âîäíóþ ñðåäó. Â ïîëó÷åííóþ ñèñòåìó äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
áåëêîâûõ êðèñòàëëîâ äîáàâëÿþòñÿ ïðåöèïèòèðóþùèå
àãåíòû. Ïðè êðèñòàëëèçàöèè ìåòîäîì ñèäÿ÷åé êàïëè
áåëêè íå ôîðìèðîâàëè êðèñòàëëîâ, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ àãðåãàöèåé ìîëåêóë áåëêà èëè íåäîñòàòî÷íî ïðà-
âèëüíûì ôîëäèíãîì. Â ëèïèäíûõ êóáè÷åñêèõ ôàçàõ
áûëè ïîëó÷åíû êðèñòàëëû, êîòîðûå ïðåäïîëàãàåòñÿ èñ-
ïîëüçîâàòü äëÿ äàëüíåéøåãî ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíà-
ëèçà. Îäíàêî äàííûé ìåòîä ïðåäïîëàãàåò áîëüøèå âðå-
ìåíí *ûå çàòðàòû äëÿ ïîäáîðà óñëîâèé, â êîòîðûõ ìîãóò
áûòü ïîëó÷åíû êðèñòàëëû, ïîäõîäÿùèå äëÿ èõ èñïîëüçî-
âàíèÿ â ðåíòãåíîñòðóêòóðíîì àíàëèçå. Â «pull-down»-ýêñ-
ïåðèìåíòàõ íà ãëóòàòèîí-ñåôàðîçíîé è(èëè) Ni-NTA-
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àãàðîçíîé ñìîëàõ, íà êîòîðûõ áûë àôôèííî ñâÿçàí ñîîò-
âåòñòâóþùèé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê, ïðè äîáàâëåíèè
êîìïëåêñà GDI ñ ïðåíèëèðîâàííûì Ypt1 (äðîææåâûì
áåëêîì Rab) GDI âûòåñíÿëñÿ èç êîìïëåêñà. Áåëîê Ypt1
ïðè ýòîì ïðåöèïèòèðîâàë, òàê êàê ñâîáîäíûé ïðåíèëè-
ðîâàííûé áåëîê Rab/Ypt ÿâëÿåòñÿ íåðàñòâîðèìûì. Ýòîò
ýêñïåðèìåíò ïîäòâåðæäàåò ñïîñîáíîñòü áåëêà Yip3 ïî-
òåíöèàëüíî âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ôàêòîðà, ðàñïîçíàþùå-
ãî è äèññîöèèðóþùåãî êîìïëåêñ GDI—Rab.

ÝÂÎËÞÖÈÎÍÍÛÉ ÊÎÍÑÅÐÂÀÒÈÇÌ ÌÎÐÔÎÔÓÍÊ-
ÖÈÎÍÀËÜÍÎÉ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÒÎÒÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ Metazoa. © Â. Â. Èñàåâà,1
À. È. Øóêàëþê,1, 2 À. Â. Àõìàäèåâà,1 ß. Í. Àëåêñàíäðî-
âà.1 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ ÄÂÎ ÐÀÍ, Âëàäèâîñòîê,
è 2 Ëàáîðàòîðèÿ áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê è ôóíêöèî-
íàëüíîé ãåíåòèêè, Óíèâåðñèòåò ã. Òîðîíòî, Êàíàäà.

Ó æèâîòíûõ ñ áåñïîëûì ðàçìíîæåíèåì ëèíèÿ ñàìî-
îáíîâëÿþùèõ òîòèïîòåíòíûõ, ïî êðàéíåé ìåðå ìóëüòè-
ïîòåíòíûõ, êëåòîê ïîääåðæèâàåòñÿ â òå÷åíèå âñåé æèçíè
îðãàíèçìà; òîòèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ñîõðàíÿþò
ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ êàê â ñîìàòè÷åñêèå
êëåòêè âñåõ òèïîâ, òàê è â ïîëîâûå êëåòêè. Ñ öåëüþ ñðàâ-
íèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ ýâîëþöèîííî-êîíñåðâàòèâíûõ
ñóáêëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ òîòèïîòåíòíîñòè
èñïîëüçîâàíû ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ)
ìûøè êàê îòíîñèòåëüíî èçó÷åííûé «ýòàëîí» è ñòâîëî-
âûå êëåòêè ðàçìíîæàþùèõñÿ áåñïîëûì ïóòåì áåñïîçâî-
íî÷íûõ æèâîòíûõ. Èññëåäîâàíû ñòâîëîâûå êëåòêè êîëî-
íèàëüíûõ áåñïîçâîíî÷íûõ: àñöèäèè Botryllus tuberatus,
êîðíåãîëîâûõ ïàðàçèòè÷åñêèõ ðàêîîáðàçíûõ Peltogaste-
rella gracilis, Polyascus polygenea è Thylacoplethus isae-
vae, ãèäðîèäà Obelia longissima, à òàêæå ðàçìíîæàþùåé-
ñÿ áåñïîëûì ïóòåì òóðáåëëÿðèè Dugesia tigrina. Âïåð-
âûå îáíàðóæåíû ïî÷êóþùèåñÿ ñòîëîíû è ñòâîëîâûå
êëåòêè êîðíåãîëîâûõ ðàêîîáðàçíûõ, óíèêàëüíûõ ïðåä-
ñòàâèòåëåé ÷ëåíèñòîíîãèõ ñ êîëîíèàëüíîé îðãàíè-
çàöèåé, è ñòâîëîâûå êëåòêè êîëîíèàëüíîé àñöèäèè ñ
ïàëëåàëüíûì ïî÷êîâàíèåì. Ãåðìèíàëüíûå ãðàíóëû çàðî-
äûøåâîé (ïîëîâîé) ïëàçìû èçó÷åíû â êà÷åñòâå óëüòðà-
ñòðóêòóðíîãî ìàðêåðà è êëþ÷åâîãî îðãàíîèäà òîòèïî-
òåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ìîëåêóëÿðíûì ìàðêåðîì
âûáðàí èçâåñòíûé ñâîåé ëîêàëèçàöèåé â ãðàíóëàõ ïîëî-
âîé ïëàçìû ðàçëè÷íûõ ïðåäñòàâèòåëåé Metazoa ïðîäóêò
ýâîëþöèîííî-êîíñåðâàòèâíîãî ãåíà vasa è åãî ãîìîëî-
ãîâ, ïðåäïîëîæèòåëüíî âîâëå÷åííûõ â äåòåðìèíàöèþ
êëåòî÷íîé òîòèïîòåíòíîñòè. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà êëåòî÷-
íîé ðåïðîäóêöèè ñàìîïîääåðæèâàþùåéñÿ ëèíèè ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê ïðèìåíåí ÿäåðíûé àíòèãåí ïðîëèôåðèðó-
þùèõ êëåòîê (proliferating cell nuclear antigen — PCNA)
ìûøè. Â êà÷åñòâå öèòîõèìè÷åñêîãî ìàðêåðà ñòâîëîâûõ
êëåòîê áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ èñïîëüçîâàíà àêòèâ-
íîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, âûÿâëåíèå êîòîðîé â êëåò-
êàõ ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü ÝÑÊ è ïåðâè÷íûå ïî-
ëîâûå êëåòêè ïîçâîíî÷íûõ. Ñòâîëîâûå êëåòêè âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ íàìè ïðåäñòàâèòåëåé ðàçëè÷íûõ òèïîâ
Metazoa õàðàêòåðèçóþòñÿ ïðèñóòñòâèåì ãåðìèíàëüíûõ
ãðàíóë èëè ìåëêîäèñïåðñíîãî ìàòåðèàëà nuage çà-
ðîäûøåâîé ïëàçìû. Â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ îáíàðóæåíû
ñåëåêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ÿäåðíîãî àíòèãåíà ïðîëèôå-
ðèðóþùèõ êëåòîê (PCNA) è àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñ-
ôàòàçû. Èíòåíñèâíîñòü öèòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè âûÿâ-
ëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â ñòâîëîâûõ

êëåòêàõ èçó÷åííûõ áåñïîçâîíî÷íûõ ïîäîáíà íàéäåííîé
â ÝÑÊ ìûøè, èñïîëüçîâàííûõ â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ. Âñå
èëè áîëüøèíñòâî áëàñòîìåðîâ äðîáÿùèõñÿ ýìáðèîíîâ
P. polygenea ñîäåðæàò êðóïíûå ãåðìèíàëüíûå ãðàíóëû,
ò. å. ó ýòîãî êîëîíèàëüíîãî ïðåäñòàâèòåëÿ êîðíåãîëîâûõ
íå ïðîèñõîäèò ðàííåé ñåãðåãàöèè ïîëîâîãî çà÷àòêà â îò-
ëè÷èå îò äðóãèõ ðàêîîáðàçíûõ è âñåõ ÷ëåíèñòîíîãèõ.
Íàéäåíû èíòåíñèâíàÿ èçáèðàòåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà,
ðîäñòâåííîãî vasa, â ñòâîëîâûõ è ïîëîâûõ êëåòêàõ, à
òàêæå ëîêàëèçàöèÿ áåëêîâîãî ïðîäóêòà ýòîãî ãåíà â ãåð-
ìèíàëüíûõ ãðàíóëàõ áëàñòîìåðîâ P. polygenea. Ëîêàëè-
çàöèÿ ïðîäóêòà ãåíà ðîäñòâåííîãî vasa, îáíàðóæåíà òàê-
æå â ãåðìèíàëüíûõ òåëàõ è ìàòåðèàëå nuage ÝÑÊ ìûøè.
Ýòè ðåçóëüòàòû âìåñòå ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàòå-
ëåé ñâèäåòåëüñòâóþò îá ýâîëþöèîííîì êîíñåðâàòèçìå
ìîðôîôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè è îáùíîñòè ñóáêëå-
òî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ òîòèïîòåíòíîñòè ñòâîëî-
âûõ êëåòîê âñåõ èññëåäîâàííûõ â ýòîì àñïåêòå ìíîãî-
êëåòî÷íûõ æèâîòíûõ, âêëþ÷àÿ èçó÷åííûõ íàìè ïðåäñòà-
âèòåëåé ñòîëü ðàçëè÷íûõ òèïîâ, êàê Cnidaria, Turbellaria,
Arthropoda è Chordata. Ó áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ñ
áåñïîëûì ðàçìíîæåíèåì ñàìîîáíîâëÿþùèéñÿ ðåçåðâ
òîòèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñëóæèò èñòî÷íèêîì
êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà è êëåòî÷íîé îñíîâîé ðåàëèçàöèè
ðåïðîäóêòèâíîé ñòðàòåãèè, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ è ïîëî-
âîå, è áåñïîëîå ðàçìíîæåíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 06-04-48744, 06-04-63092 è 06-04-96039) è ÄÂÎ ÐÀÍ
(ïðîåêò 06-III-À-06-162).

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÒÈÎËÌÎÄÈÔÈÖÈÐÓÞÙÈÕ
MTS-ÐÅÀÃÅÍÒÎÂ Ñ ÈÎÍÍÛÌÈ ÊÀÍÀËÀÌÈ ÂÎÇÁÓ-
ÄÈÌÛÕ È ÍÅÂÎÇÁÓÄÈÌÛÕ ÌÅÌÁÐÀÍ. © Í. Â. Êà-
áàíîâà, Â. Í. Êàçà÷åíêî. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè
ÐÀÍ, Ïóùèíî, kabanovatata@mail.ru.

Èîííûå êàíàëû ÿâëÿþòñÿ íåîòúåìëåìûìè èîíòðàíñ-
ïîðòèðóþùèìè êîìïîíåíòàìè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, èìå-
þò áåëêîâóþ ïðèðîäó è ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé
ìàññå, ñòðîåíèþ, óïàêîâêå â ìåìáðàíå è ñïåöèôè÷åñêèì
ñâîéñòâàì, îïðåäåëÿþùèì èõ ó÷àñòèå â êëåòî÷íîì ìåòà-
áîëèçìå. Èññëåäîâàíèÿ îäèíî÷íûõ èîííûõ êàíàëîâ ïî-
çâîëÿþò áîëåå ïîëíî îïèñàòü ìåìáðàííûå ïðîöåññû è
íàïðàâëåíû, êàê ïðàâèëî, íà èçó÷åíèå õàðàêòåðèñòèê
«âîðîòíîãî» ìåõàíèçìà èîííîãî êàíàëà. «Âîðîòíûé» ìå-
õàíèçì èîííûõ êàíàëîâ ïîäâåðæåí âëèÿíèþ ðàçëè÷íûõ
âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ, ÷òî â èòîãå âûðàæàåò-
ñÿ â èçìåíåíèè ïàðàìåòðîâ àêòèâíîñòè êàíàëîâ. Èç âñåãî
ñïåêòðà âîçäåéñòâèé, èçìåíÿþùèõ õàðàêòåð àêòèâíîñòè
èîííûõ êàíàëîâ, îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîå âîç-
äåéñòâèå íà áåëêîâóþ ìîëåêóëó êàíàëà èìååò ñèëüíî âû-
ðàæåííûå ïîñëåäñòâèÿ è ëåæèò â îñíîâå ìíîãèõ ïàòîëî-
ãèé. Óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé
îäèíî÷íûõ èîííûõ êàíàëîâ íà ýëåêòðîâîçáóäèìûõ ìåì-
áðàíàõ ñëóæàò íåéðîíû ìîëëþñêîâ, â ÷àñòíîñòè íåéðî-
íû áîëüøîãî ïðóäîâèêà Lymnaea stagnalis, à íà íåâîçáó-
äèìûõ ìåìáðàíàõ — êóëüòóðû êëåòîê îïðåäåëåííûõ òè-
ïîâ òêàíåé. Â íàøåé ðàáîòå îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ
èîííûõ êàíàëîâ íåâîçáóäèìûõ ìåìáðàí ñëóæèëè ïî÷å÷-
íûå êëåòêè ëèíèè Vero. Èñïîëüçóÿ ìåòîä òî÷å÷íîé ôèê-
ñàöèè ïîòåíöèàëà (ïýò÷-ìåòîä) íà èçîëèðîâàííûõ ìåì-
áðàííûõ ôðàãìåíòàõ (ìîäèôèêàöèÿ inside-out ïýò÷-ìåòî-
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äà), ìû èññëåäîâàëè âçàèìîäåéñòâèå MTS-ðåàãåíòîâ —
ïðîèçâîäíûõ ìåòàíòèîñóëüôîíàòà — ñ ïîòåíöèàëîçàâè-
ñèìûìè K+-êàíàëàìè (Kv

+ -êàíàëàìè) íåéðîíîâ ïðóäîâè-
êà è Ca2+-àêòèâèðóåìûìè K+-êàíàëàìè (KCa

+ -êàíàëàìè)
êëåòîê ëèíèè Vero. Ýòè ðåàãåíòû èçáèðàòåëüíî è áûñòðî
âçàèìîäåéñòâóþò ñ äîñòóïíûìè òèîëîâûìè ãðóïïàìè
áåëêà, ïðèâîäÿ ê îáðàçîâàíèþ êîâàëåíòíîé äèñóëüôèä-
íîé ñâÿçè ìåæäó áåëêîì è ðàäèêàëîì MTS-ðåàãåíòà, è
òåì ñàìûì ìîäèôèöèðóþò ïðèâîäÿùóþ ôóíêöèþ êàíà-
ëà. Ïîìèìî òîãî, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ âûñîêîýôôåêòèâíû-
ìè «ìåòêàìè» îñòàòêîâ öèñòåèíà â ñòðóêòóðå áåëêà,
MTS-ðåàãåíòû ìîãó èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ïî-
ñëåäñòâèé èçìåíåíèÿ ðåäîêñ-ñòàòóñà áåëêîâ ïðè îêèñëå-
íèè èõ òèîëìîäèôèöèðóþùèìè ìåòàáîëèòàìè êëåòêè.
Ìû èñïîëüçîâàëè äâà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ
MTS-ðåàãåíòà: MTSET — [2-(òðèìåòèëàììîíèóì)ýòèë]
ìåòàíòèîñóëüôîíàò áðîìèä è MTSEA-Chloride —
(2-àìèíîýòèë) ìåòàíòèîñóëüôîíàò ãèäðîõëîðèä. Íàøè
èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî íà ôîíå äåéñòâèÿ 2 ìÌ
MTSET è 2 ìÌ MTSEA-Chloride òîê ÷åðåç KCa

+ -êàíàëû è
Kv

+ -êàíàëû ñíèæàëñÿ â ñðåäíåì íà 37 % îò êîíòðîëÿ, â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ÷àñòè÷íî îáðàòèìî. Âåðîÿòíîñòü íà-
õîæäåíèÿ êàíàëîâ â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè (Pî ) ïîä äåéñò-
âèåì MTS-ðåàãåíòîâ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íåîáðàòèìî
ñíèæàëàñü. Èçìåíåíèå çíà÷åíèé Pî áûëî âûçâàíî èçìå-
íåíèåì âðåìåíè íàõîæäåíèÿ êàíàëîâ â îòêðûòîì (tî) è
çàêðûòîì (tñ) ñîñòîÿíèÿõ. Íåîáðàòèìîå ñíèæåíèå Pî

áûëî ñëåäñòâèåì ñíèæåíèÿ tî è óâåëè÷åíèÿ tñ â ñðåäíåì
íà 44 è 40 % îò êîíòðîëÿ ñîîòâåòñòâåííî. MTS-ðåàãåíòû
âûçûâàëè òàêæå èçìåíåíèÿ â õàðàêòåðå ïîòåíöèàëîçàâè-
ñèìîñòè êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ àêòèâíîñòè èññëåäóå-
ìûõ êàíàëîâ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿëîñü ñëåäñòâèåì
êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé êàíàëüíîãî áåëêà, âûç-
âàííûõ MTS-ìîäèôèêàöèåé. Íåîáðàòèìûå èçìåíåíèÿ
ïàðàìåòðîâ àêòèâíîñòè êàíàëîâ âîññòàíàâëèâàëèñü òîëü-
êî ïðè äîáàâëåíèè â ðåàêöèîííóþ ñðåäó 1 ìÌ DTT. Òà-
êèì îáðàçîì, àíàëèçèðóÿ ðåçóëüòàòû âçàèìîäåéñòâèÿ
MTS-ðåàãåíòîâ ñ îäèíî÷íûìè Kv

+ - è KCa

+ -êàíàëàìè, ìîæ-
íî ñêàçàòü, ÷òî îáà òèïà êàíàëîâ ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ìî-
äèôèöèðóþùåìó äåéñòâèþ òèîëîâûõ ðåàãåíòîâ ñ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíû êàíàëüíîãî áåëêà. Â ñòðóêòóðå
èîííîé ïîðû äàííûõ êàíàëüíûõ áåëêîâ èìåþòñÿ ñâîáîä-
íûå SH-ãðóïïû, äîñòóïíûå äåéñòâèþ îêèñëèòåëåé, ìî-
äèôèêàöèÿ êîòîðûõ ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ êèíåòèêè
«âîðîòíîãî» ìåõàíèçìà èññëåäóåìûõ êàíàëîâ. Ó÷èòûâàÿ
ðîëü äàííûõ êàíàëîâ â ìåòàáîëèçìå êëåòîê, â ñòðóêòóðó
ìåìáðàí êîòîðûõ âõîäÿò ýòè òèïû êàíàëîâ, ìîæíî ñêà-
çàòü, ÷òî íàðóøåíèå èõ ôóíêöèè ìîæåò ïðèâåñòè ê íàðó-
øåíèþ âñåãî ìåòàáîëèçìà êëåòêè è êàê ñëåäñòâèå — ê
ôîðìèðîâàíèþ ïàòîëîãèè. Êà÷åñòâåííîé ðàçíèöû ýô-
ôåêòîâ äåéñòâèÿ MTSET è MTSEA-Chloride íà èññëåäóå-
ìûå òèïû êàíàëîâ íàìè îáíàðóæåíî íå áûëî.

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÕ ÏÅÐÅÑÒÐÎÅÊ Â
ÊËÅÒÊÀÕ, ÎÁÐÀÁÎÒÀÍÍÛÕ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀÌÈ
ÄÍÊ-ÒÎÏÎÈÇÎÌÅÐÀÇÛ II. © Î. Ë. Êàíòèäçå,1 Ñ. Â. Ðà-
çèí.1, 2 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ, Ìîñêâà, è 2 Êà-
ôåäðà ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-òîïî-
èçîìåðàçû II, ÷àñòî ïðîèñõîäÿò ðàçëè÷íûå õðîìîñîìíûå
ïåðåñòðîéêè. Ýòè ïåðåñòðîéêè ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ðàç-
âèòèÿ âòîðè÷íûõ ëåéêîçîâ ó ïàöèåíòîâ, ïðîøåäøèõ

êóðñ õèìèîòåðàïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II. Ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ õðî-
ìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ èíãèáè-
òîðàìè ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II, îñòàþòñÿ íå âïîëíå ÿñ-
íûìè. Ñîãëàñíî îäíîé ãèïîòåçå, ñàìà òîïîèçîìåðàçà II
ñïîñîáíà îñóùåñòâëÿòü ïåðåíîñ öåïåé ÄÍÊ, ïðè÷åì ýòà
àêòèâíîñòü óñèëèâàåòñÿ ïðè èíãèáèðîâàíèè ëèãèðóþ-
ùåé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà. Äðóãàÿ ãèïîòåçà çàêëþ÷àåòñÿ
â òîì, ÷òî îñíîâíîé ïðè÷èíîé õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê
â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè òîïîèçîìåðàçû
II, ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ ðåïàðàöèîííûõ ñèñòåì, îøèáêè â
ðàáîòå êîòîðûõ è ïðèâîäÿò ê âîçíèêíîâåíèþ õðîìîñîì-
íûõ ïåðåñòðîåê. Ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî âíîñèìûå
òîïîèçîìåðàçîé II ðàçðûâû ÄÍÊ óçíàþòñÿ ñèñòåìàìè
ìîíèòîðèíãà öåëîñòíîñòè ÄÍÊ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò
ïîÿâëåíèå ôîêóñîâ ãèñòîíà ãH2A.X Ýòè ôîêóñû ëîêàëè-
çóþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íà ÿäåðíîì ìàòðèêñå, è ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ðàçðûâû â ÄÍÊ âíîñÿòñÿ ïðå-
èìóùåñòâåííî â ìåñòàõ ïðèêðåïëåíèÿ ÄÍÊ ê ÿäåðíîìó
ìàòðèêñó. Ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíîîêðàøèâàíèÿ è êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî
âíåñåííûå òîïîèçîìåðàçîé II ðàçðûâû ÄÍÊ ñòèìóëèðó-
þò ñáîðêó áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ó÷àñòâóþùèõ â íåãî-
ìîëîãè÷íîì ñîåäèíåíèè êîíöîâ ÄÍÊ (Ku, DNA-PKcs,
DNA-ligase IV). Ýòî íàáëþäåíèå áûëî ïîäòâåðæäåíî è ñ
èñïîëüçîâàíèåì äðóãîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïîäõîäà
(èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà àíòèòåëàìè ïðîòèâ
áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â íåãîìîëîãè÷íîì ñîåäèíåíèè
êîíöîâ ÄÍÊ è ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè). Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê èíãèáèòîðàìè òîïî-
èçîìåðàçû II ñ êàðòèðîâàííûì ðàíåå êëàñòåðîì õðîìî-
ñîìíûõ ïåðåñòðîåê â ãåíå AML-1 ñâÿçûâàþòñÿ áåëêè,
îñóùåñòâëÿþùèå íåãîìîëîãè÷íîå ñîåäèíåíèå êîíöîâ
ÄÍÊ (Ku è DNA-PKcs,), íî íå áåëêè ñèñòåìû ãîìîëîãè÷-
íîé ðåêîìáèíàöèè (RAD 52). Â öåëîì ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî îñíîâíîé ïðè÷èíîé
âîçíèêíîâåíèÿ õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê â êëåòêàõ, îá-
ðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II, ÿâëÿ-
þòñÿ îøèáêè â ðàáîòå ñèñòåìû ðåïàðàöèè äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïîñðåäñòâîì íåãîìîëîãè÷íîãî ñîåäèíå-
íèÿ êîíöîâ ÄÍÊ.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÌÈÊÐÎÄÈÑÑÅÊÖÈÎÍÍÛÕ ÕÐÎÌÎ-
ÑÎÌÎ- È ÐÀÉÎÍÎÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÇÎÍÄÎÂ ÄËß
ÀÍÀËÈÇÀ ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÕ ÏÅÐÅÑÒÐÎÅÊ Â ÝÌ-
ÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ×ÅËÎÂÅ-
ÊÀ. © Ò. Â. Êàðàìûøåâà,1 Ì. À. Ïðîõîðîâè÷,1 Ì. À. Ëà-
ãàðüêîâà,3 Ñ. Ë. Êèñåëåâ,3 Í. Á. Ðóáöîâ.1, 2 1 Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê,
rubt@bionet.nsc.ru, 2 Íîâîñèáèðñêèé óíèâåðñèòåò è 3 Èí-
ñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñòîÿííûé öèòîãåíåòè÷åñêèé êîíò-
ðîëü êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü
äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà ñ ñîõðàíåíèåì èõ íîðìàëüíîãî
êàðèîòèïà. Äëÿ ýòîãî òðåáóåòñÿ îòáðàêîâêà ñóáëèíèé, â
êàðèîòèïàõ êëåòîê êîòîðûõ ïðèñóòñòâóþò ñòàáèëüíûå
ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû. Â òî æå âðåìÿ ïðè óñëîâèè
äåòàëüíîãî îïèñàíèÿ ïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì òàêèå
ñóáëèíèè ìîãóò îêàçàòüñÿ ìîùíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ
èçó÷åíèÿ ðîëè êîíêðåòíûõ õðîìîñîìíûõ ðàéîíîâ â ïîä-
äåðæàíèè ïëþðèïîòåíòíîñòè ÝÑÊ è îïðåäåëåíèè ñïåêò-
ðà èõ âîçìîæíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Îäíèì èç íåîáõîäè-
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ìûõ óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ òàêèõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåòñÿ
îïèñàíèå õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê íà âûñîêîì óðîâíå
ðàçðåøåíèÿ. Àíàëèç äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííûõ õðî-
ìîñîì ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ïî-
çâîëÿåò âûÿâèòü ðàçëè÷íûå õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè.
Îäíàêî íàäåæíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ õðîìîñîìíûõ ðàéîíîâ
è òî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ òî÷åê ðàçðûâîâ è âîññîåäèíåíèé,
ñîïðîâîæäàþùèõ ïåðåñòðîéêè, ïðåäñòàâëÿþòñÿ íåâîç-
ìîæíûìè áåç èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíî-öè-
òîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà. Â äàííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ìèêðîäèññåêöèè è ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèè
ìàòåðèàëà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì è èõ îòäåëüíûõ ðàéî-
íîâ áûë ïîëó÷åí íàáîð ðàçëè÷íûõ õðîìîñîìî- è ðàéî-
íîñïåöèôè÷íûõ ÄÍÊ-çîíäîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ àíà-
ëèçà êîíêðåòíûõ õðîìîñîìíûõ àíîìàëèé, âûÿâëåííûõ â
ñóáëèíèÿõ hESM01r18 è hESM03der9 ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Äëÿ
êàðòèðîâàíèÿ òî÷åê ðàçðûâîâ áûëè ïîëó÷åíû ÄÍÊ-çîí-
äû, ñïåöèôè÷íûå ê àíîìàëüíûì õðîìîñîìàì. Ôëóîðåñ-
öåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ (FISH) ïîçâîëèëà îïðåäå-
ëèòü ñîñòàâ è òî÷êè ðàçðûâîâ äåðèâàòîâ õðîìîñîì 4 è
18. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ äåðèâàò
õðîìîñîìû 4 áûë îïèñàí êàê del(4)(q25q31.1). Äîïîë-
íèòåëüíûé àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì FISH ïîëó÷åííî-
ãî ìèêðîäèññåêöèîííîãî ÄÍÊ-çîíäà, ïðèãîòîâëåííîãî
èç der(18), ñ ìåòàôàçíûìè õðîìîñîìàìè êëåòîê ñóáëè-
íèè hESM01r18 è ÄÍÊ-ïðîáû, âûÿâëÿþùåé òåëîìåðíûå
ïîâòîðû, ïîêàçàë, ÷òî àíîìàëüíàÿ õðîìîñîìà 18 ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé r(18)(::p11.31�q21.2::q21.2�11.31::). Ðå-
çóëüòàòû äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ è FISH ìèê-
ðîäèññåêöèîííîãî ÄÍÊ-çîíäà, ïðèãîòîâëåííîãî èç der(9),
ñ ìåòàôàçíûìè õðîìîñîìàìè êëåòîê ñóáëèíèè
hESM03der9 óêàçûâàëè íà äóïëèêàöèþ ÷àñòè ìàòåðèàëà
õðîìîñîìû 9. Äëÿ óòî÷íåíèÿ òî÷åê ðàçðûâîâ áûëà ïîëó-
÷åíà ñåðèÿ ðàéîíîñïåöèôè÷íûõ çîíäîâ. Â ðåçóëüòàòå
ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì âñåõ
ïîëó÷åííûõ ÄÍÊ-çîíäîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî der(9)
ÿâëÿåòñÿ dup(9)(q12q33), à êàðèîòèï hESM03der9 ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé 46,XX,del(4)(q25q31.1),dup(9)(q12q33).
Ïðîâåäåíèå ïîëíîãî äåòàëüíîãî ìîëåêóëÿðíî-öèòîãå-
íåòè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòîê ñóáëèíèé hESM01r18 è
hESM03der9 îòêðûâàåò âîçìîæíîñòè èõ èñïîëüçîâàíèÿ â
êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ äëÿ èçó÷åíèÿ çíà÷åíèÿ îò-
äåëüíûõ õðîìîñîìíûõ ðàéîíîâ â îïðåäåëåíèè è ïîääåð-
æàíèè ñòàòóñà ïëþðèïîòåíòíîñòè ÝÑÊ, à òàêæå â èññëå-
äîâàíèÿõ, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ïðèíöèïîâ ïðîñòðàí-
ñòâåííîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîãî ÿäðà è åå çíà÷åíèÿ â
îïðåäåëåíèè óðîâíÿ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-48221) è ïî ïðîåêòó «Ãåíåòè-
÷åñêàÿ è êëåòî÷íàÿ ïëàñòè÷íîñòü ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà»
(ãîñêîíòðàêò 02.512.11.2060).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß Na+,K+-ÀÒÔÀÇÛ Â ÀÊÒÈÂÈÐÎÂÀÍ-
ÍÛÕ ËÈÌÔÎÖÈÒÀÕ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © È. À. Êàðèöêàÿ,
È. Î. Âàñèëüåâà, Ò. À. Âèíîãðàäîâà, È. È. Ìàðàõîâà. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Äåéñòâèå öèòîêèíîâ è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è çàïóñê
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ñîïðîâîæäàþòñÿ àêòèâàöèåé
îñíîâíûõ èîíòðàíñïîðòèðóþùèõ ñèñòåì ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû, à èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ, íàòðèÿ è pH öèòîçîëÿ ÿâëÿþòñÿ

êîìïîíåíòàìè ðàííåãî îòâåòà êëåòîê íà ìèòîãåííûé
ñèãíàë. Â ðàáîòå èññëåäîâàíû òðàíñïîðòíàÿ ôóíêöèÿ
Na+,K+-íàñîñà (èçìåðåíèå èíãèáèðóåìûõ óàáàèíîì âõîä-
íûõ ïîòîêîâ ðóáèäèÿ, àíàëîãà êàëèÿ), ñâÿçûâàíèå ìå÷å-
íîãî 3H-óàáàèíà (îöåíêà ÷èñëà Na+,K+-ÀÒÔàçíûõ ïîìï â
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå), ýêñïðåññèÿ Na+,K+ -ÀÒÔàçû
íà óðîâíå áåëêà (îöåíêà ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ñî-
äåðæàíèÿ êàòàëèòè÷åñêîé á1-ñóáúåäèíèöû Na+,K+-ÀÒÔ-
àçû) è ìÐÍÊ (îöåíêà ìåòîäîì RT-PCR), âíóòðèêëåòî÷-
íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ è íàòðèÿ, êèíåòèêà çàïóñêà ïðîëè-
ôåðàöèè è ýêñïðåññèÿ âûñîêîàôôèííîãî ðåöåïòîðà
èíòåðëåéêèíà-2 (ÈË-2) ó ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà (ËÏÊ), ñòèìóëèðîâàííûõ ôèòîãåìàããëþ-
òèíèíîì (ÔÃÀ), ôîðáîëîâûì ýôèðîì (ÔÄÁ) ñ èîíîìè-
öèíîì (ÈÌ) èëè èíòåðëåéêèíîì-2 (ÈË-2). Ïîêàçàíî, ÷òî
â ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ ÔÃÀ è ñî÷åòàíèå ÔÄÁ ñ ÈÌ
èíäóöèðóþò ïðîëèôåðàòèâíûé è ðîñòîâîé îòâåòû, êîòî-
ðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ óñòîé÷èâûì 5-êðàòíûì ïîâûøåíè-
åì âõîäà ðóáèäèÿ â êëåòêó è âîçðàñòàíèåì âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ïåðåõîäà
G0/G1/S. Âõîäíîé ïîòîê ðóáèäèÿ âîçðàñòàåò çà ñ÷åò èíãè-
áèðóåìûõ óàáàèíîì ïîòîêîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïî-
âûøåíèè àêòèâíîñòè Na+,K+-íàñîñà âî âðåìÿ áëàñòòðàíñ-
ôîðìàöèè ËÏÊ. Èçìåðåíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
3H-óàáàèíà ïîêàçàëî, ÷òî âûñîêèå âõîäíûå ïîòîêè ðóáè-
äèÿ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ïåðåõîäà G0/G1/S îáåñïå÷èâàþò-
ñÿ âîçðîñøèì ÷èñëîì ðàáîòàþùèõ Na+/K+-ïîìï â ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà âûÿâ-
ëåíî íàðàñòàíèå êîëè÷åñòâà àëüôà1-ñóáúåäèíèöû
Na+,K+-ÀÒÔàçû â ìåìáðàííûõ ôðàêöèÿõ òîòàëüíûõ ëè-
çàòîâ ëèìôîöèòîâ, êîððåëèðóþùåå ñ íàðàñòàíèåì óðîâ-
íÿ ïîòîêîâ ÷åðåç Na+,K+-íàñîñ íà ñòàäèè ðîñòà è îáðàçî-
âàíèÿ áëàñòîâ â êóëüòóðå àêòèâèðîâàííûõ ËÏÊ. Îáíàðó-
æåíî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ á1- è â1-ìÐÍÊ Na+,K+-ÀÒÔàçû
â ïåðâûå 5 ÷, ñîõðàíÿþùååñÿ äàëåå â òå÷åíèå 24 ÷ ñòèìó-
ëÿöèè ëèìôîöèòîâ ÔÃÀ èëè ÔÄÁ ñ ÈÌ. Óñòàíîâëåíî,
÷òî âîçðàñòàíèå òðàíñïîðòíîé àêòèâíîñòè èîííîãî íàñî-
ñà ñîïðÿæåíî ñ ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèåé ïåðåõîäà
G0/G1/S. Èñïîëüçîâàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêèõ èíãèáèòîðîâ, âûêëþ÷àþùèõ îòäåëüíûå ñèãíàëü-
íûå ïóòè ñ ðåöåïòîðà ÈË-2, ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî
ïðîòåèíêèíàçû ERK1/2 (MAP-êèíàçíûé ïóòü) è JAK3
(JAK-STAT-ïóòü) ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè Na+,K+-ÀÒÔàçû ïðè ïåðåõîäå íîðìàëüíûõ ëèì-
ôîöèòîâ ÷åëîâåêà ê ïðîëèôåðàöèè. Ñäåëàí âûâîä î òîì,
÷òî â àêòèâèðîâàííûõ ËÏÊ ÷åëîâåêà ïîâûøåííàÿ àêòèâ-
íîñòü íàòðèåâîãî íàñîñà âî âðåìÿ ïðåðåïëèêàòèâíîé ñòà-
äèè ïåðåõîäà G0/G1/S îáåñïå÷èâàåòñÿ çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ
÷èñëà ôóíêöèîíèðóþùèõ ìîëåêóë íàòðèåâîãî íàñîñà â
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, êîòîðîå êîíòðîëèðóåòñÿ
T-êëåòî÷íûì ðîñòîâûì ôàêòîðîì ÈË-2 íà óðîâíå òðàíñ-
ëÿöèè è(èëè) òðàíñêðèïöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48445-à) è â âèäå ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïðîåêòó
«Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ãðàíò 523.2006.4).

ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÐÎËÜ ÁÅËÊÎÂ ÝÍÄÎÏËÀÇÌÀ-
ÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÐÅÒÈÊÓËÓÌÀ ÐÅÒÈÊÓËÎÍÎÂ, ÑÒÀ-
ÁÈËÈÇÈÐÓÞÙÈÕ ÈÇÃÈÁ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÛÕ
ÌÅÌÁÐÀÍ. © Å. Â. Êèñåëåâà,1 Ê. Í. Ìîðîçîâà,1 Ã. Âî-
åëö,2 Ì. Â. Ãîëäáåðã.3 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, 2 Êîëîðàäñêèé óíèâåðñèòåò, Êî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 753



ëîðàäî, ÑØÀ, è 3 Äóðõàìñêèé óíèâåðñèòåò, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ, elka@bionet.nsc.ru.

Îòêðûòûå íåäàâíî ðåòèêóëîíû îòíîñÿòñÿ ê èíòåãðà-
ëüíûì áåëêàì âíóòðèêëåòî÷íûõ ìåìáðàí, âîâëå÷åííûõ,
êàê ïðåäïîëàãàþò, â ðåãóëÿöèþ ìíîãèõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïðîöåññîâ. Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ðåòèêóëîíû
èíäóöèðóþò ôîðìèðîâàíèå òðóá÷àòîãî ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÏÐ) â óñëîâèÿõ in vitro (Woelz et al.,
2006), ÷òî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü âåäóùóþ ðîëü ýòèõ
áåëêîâ â ñòàáèëèçàöèè èçãèáà âíóòðèêëåòî÷íûõ ìåì-
áðàí. Íàøè ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
òðóá÷àòûå ìåìáðàíû ÝÏÐ ÷àñòî âûÿâëÿþòñÿ âáëèçè õðî-
ìàòèíà íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ñáîðêè ÿäåðíîé îáîëî÷êè.
Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — îïðåäåëåíèå ìåñò ëî-
êàëèçàöèè ðåòèêóëîíîâ íà ìåìáðàíàõ ÝÏÐ, à òàêæå âû-
ÿñíåíèå âîçìîæíîé ðîëè ýòèõ áåëêîâ â ñáîðêå ÿäåðíîé
îáîëî÷êè. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè in vivo, íà ðàííèõ
îîöèòàõ àìôèáèé, à òàêæå in vitro, ïðè ñáîðêå ÿäåð â
óñëîâèÿõ èíêóáàöèè ýêñòðàêòîâ èç îîöèòîâ àìôèáèé è
êîìïàêòíîãî õðîìàòèíà. Èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê Rtn4a, ïðîñâå÷èâàþùóþ è âûñîêîðàçðåøàþ-
ùóþ ñêàíèðóþùóþ ýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ (FEI-
SEM). Âïåðâûå ñ ïîìîùüþ FEISEM óñòàíîâëåíî, ÷òî ðå-
òèêóëîí ëîêàëèçóåòñÿ â ó÷àñòêàõ êîíòàêòà è ñïëàâëåíèÿ
ïóçûðüêîâ ÝÏÐ â öèòîïëàçìå. Áåëîê âûÿâëÿëñÿ òàêæå
âäîëü êðàÿ ìåìáðàí óïëîùåííûõ ïóçûðüêîâ ÝÏÐ, ñïëàâ-
ëÿþùèõñÿ ñ íàðóæíîé ìåìáðàíîé ÿäåðíîé îáîëî÷êè ðàñ-
òóùèõ îîöèòîâ, è íà íàðóæíîé ìåìáðàíå ÿäðà, îäíàêî
îòñóòñòâîâàë íà âíóòðåííåé ìåìáðàíå ÿäåðíîé îáîëî÷-
êè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâîâàëè â ïîëüçó ó÷à-
ñòèÿ äàííîãî áåëêà â ðåãóëÿöèè ñáîðêè ÿäåðíîé îáîëî÷-
êè ðàñòóùåãî ÿäðà. Ýòî áûëî ïðîâåðåíî â óñëîâèÿõ
in vitro. Äîáàâëåíèå àíòèòåë â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó ïðè
ñáîðêå ÿäåð íå ïðåïÿòñòâîâàëî ôîðìèðîâàíèþ ÿäåðíîé
îáîëî÷êè è ÿäåðíûõ ïîð âîêðóã êîìïàêòíîãî õðîìàòèíà
íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ýòîãî ïðîöåññà, îäíàêî ïîëíîñòüþ
áëîêèðîâàëî ïîñëåäóþùèé ðîñò ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Ïðè
ýòîì íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå êðóïíûõ ïóçûðüêîâ è öèñ-
òåðí ÝÏÐ, êîíòàêòèðóþùèõ, íî íå ñëèâàþùèõñÿ ñ íà-
ðóæíîé ÿäåðíîé ìåìáðàíîé, âåðîÿòíî çà ñ÷åò èíãèáèðî-
âàíèÿ äåéñòâèÿ ðåòèêóëîíà. Ýòè äàííûå ìîãóò ñâèäåòå-
ëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ìåõàíèçìîâ ñïëàâëåíèÿ
ìåìáðàí â ïðîöåññàõ ñáîðêè ÿäåðíîé îáîëî÷êè â ìèòî-
òè÷åñêè äåëÿùèõñÿ è èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ðàçëè÷àåòñÿ.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ðåòèêóëîí Rth4 ñòàáèëèçèðóåò êðè-
âèçíó ìåìáðàí, îáåñïå÷èâàÿ ñïëàâëåíèå ìåìáðàí ÝÏÐ ñ
íàðóæíîé ìåìáðàíîé ðàñòóùèõ íåäåëÿùèõñÿ ÿäåð.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 07-04-00416-à) è â âèäå ãðàíòà ôîíäà
Âåëêîì Òðàñò (Âåëèêîáðèòàíèÿ).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ìÐÍÊ ÒÐÎÌÁÎÑÏÎÍÄÈÍÀ Â ÌÀÊÐÎ-
ÔÀÃÀÕ È ÒÈÌÎÖÈÒÀÕ ÌÛØÅÉ ÏÐÈ ÎÏÓÕÎËÅ-
ÂÎÌ ÐÎÑÒÅ. © Å. Ï. Êèñåëåâà, À. Â. Êðûëîâ, Â. È. Ëþ-
äûíî, Ã. Ì. Àëåøèíà. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã.

Òðîìáîñïîíäèí-1 (TSP-1) îòíîñèòñÿ ê ìàòðèêñ-
íî-êëåòî÷íûì áåëêàì, îñíîâíîé ôóíêöèåé êîòîðûõ â îò-
ëè÷èå îò áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ÿâëÿåòñÿ ðåãó-

ëÿòîðíàÿ ôóíêöèÿ, à íå ñòðóêòóðíàÿ. Îí ïðîäóöèðóåòñÿ
ìíîãèìè êëåòêàìè îðãàíèçìà, â òîì ÷èñëå ìàêðîôàãàìè,
ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè T-ëèìôîöèòàìè. Îñîáåííî-
ñòüþ ìîëåêóëû TSP-1 ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå íà ðàçíûõ åå
ó÷àñòêàõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ ðàçëè÷íûìè êëåòî÷íûìè
ðåöåïòîðàìè è áåëêàìè, ÷òî ïîçâîëÿåò åé ñëóæèòü «ìîñ-
òèêîì» â ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ. TSP-1 ñ÷èòà-
åòñÿ àíòèàíãèîãåííûì ôàêòîðîì è ñïîñîáåí èíãèáèðî-
âàòü ïðîëèôåðàöèþ, ìèãðàöèþ è äðóãèå ôóíêöèè ýíäî-
òåëèÿ in vitro, à òàêæå áëîêèðîâàòü äåéñòâèå àíòèîãåííûõ
ôàêòîðîâ in vivo (DiPietro et al., 1994). Êðîìå òîãî, TSP-1
óñèëèâàåò àäãåçèþ è ìèãðàöèþ T-ëèìôîöèòîâ (Forslow
et al., 2007). Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ TSP-1 ïîâûøàåòñÿ
â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ, î÷àãå âîñïàëåíèÿ, ðåãåíè-
ðóþùèõ òêàíÿõ è îïóõîëÿõ. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäî-
âàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ñèíòåçà TSP-1 â ïðîöåññå ðîñòà ãå-
ïàòîìû 22a ó æèâîòíûõ â òèìîöèòàõ è ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ — êëåòêàõ, óäàëåííûõ îò ìåñòà ðàçâèòèÿ
îñíîâíîé îïóõîëè. Ìûøàì C3HA ïîäêîæíî èíîêóëèðî-
âàëè 2�105 æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ãåïàòîìû 22a è èñ-
ñëåäîâàëè òèìîöèòû, ñòðîìó òèìóñà è êëåòêè ïåðèòîíå-
àëüíîãî ýêññóäàòà íà 3, 7, 14, 21, 28 è 35-å ñóò îïóõîëå-
âîãî ðîñòà. Òèìîöèòû îòäåëÿëè îò ñòðîìû ïóòåì
ðàçäàâëèâàíèÿ è ïðîïóñêàíèÿ ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð.
Ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ TSP-1 â êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ÎÒ) ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ÏÖÐ. Ñóììàðíóþ ÐÍÊ â êîëè÷åñòâå 2 ìêã èñïîëüçî-
âàëè äëÿ ÎÒ, êîòîðóþ ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè îëè-
ãî(äÒ)15-ïðàéìåðîâ è îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû M-MLV
(Promega) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì îò ïðîèçâîäèòå-
ëÿ. Ñïåöèôè÷åñêèå ïðàéìåðû ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû äëèíà ïðîäóêòà ïðè ïðîõîæäåíèè ðåàêöèè íà
êÄÍÊ è ÿäåðíîé ÄÍÊ áûëà ðàçëè÷íîé. Ïðàéìåðû äëÿ
TSP-1: ïðÿìîé 5�-caaaggagatgcctgtgacc-3� è îáðàòíûé
5�-ctggaatcgtcggaaatcgg-3� (ðàçìåð ïðîäóêòà 216 ï. í.).
Ðåçóëüòàòû âèçóàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà
â ãåëå, îêðàøåííîì áðîìèñòûì ýòèäèåì, ôîòîãðàôèðî-
âàëè è èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ ïîëîñ ïðè ïî-
ìîùè ïðîãðàììû ScionImage. Ðåçóëüòàòû íîðìàëèçîâà-
ëè ïî óðîâíþ ìÐÍÊ â-àêòèíà è îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè-
÷åñêè. Íà 21-å è 28-å ñóò ðîñòà ãåïàòîìû ïðîèñõîäèëî
äîñòîâåðíîå äâóêðàòíîå ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
TSP-1 â òèìîöèòàõ (íà 35-å ñóò òèìîöèòû íå èññëåäîâà-
ëè, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî îïóõîëåâûé ðîñò ñîïðîâîæäàëñÿ
âûðàæåííîé èíâîëþöèåé òèìóñà è ÷èñëî òèìîöèòîâ â
îðãàíå çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëîñü). Â ñòðîìå òèìóñà òàê-
æå îòìå÷àëè óñèëåíèå ñèíòåçà TSP-1 íà ïîçäíèõ ñðîêàõ
è íà 3-è è 7-å ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê.
Íà 28-å è 35-å ñóò îòìå÷àëè óñèëåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
â êëåòêàõ ïåðèòîíåàëüíîãî ýêññóäàòà (5.06 ± 0.37 â êîíò-
ðîëå è 6.91 ± 0.64 ó ìûøåé ñ ãåïàòîìîé íà 28-å ñóò, p <
< 0.05; 4.50 ± 0.46 â êîíòðîëå è 8.09 ± 1.02 íà 35-å ñóò,
p < 0.01). Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíà ñèñòåì-
íàÿ àêòèâàöèÿ ñèíòåçà TSP-1 â îðãàíèçìå æèâîòíûõ-îïóõî-
ëåíîñèòåëåé, ïðîÿâëÿþùàÿñÿ â ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ ýòîãî ôàêòîðà â òèìóñå è ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôà-
ãàõ. Ïðè ðîñòå ãåïàòîìû, êàê è ìíîãèõ äðóãèõ îïóõîëåé ÷å-
ëîâåêà è æèâîòíûõ, ðàçâèâàåòñÿ èíâîëþöèÿ òèìóñà. Ïðåä-
ïîëàãàþò, ÷òî îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ýòîãî ïðîöåññà ÿâëÿåò-
ñÿ óñèëåííûé âûõîä íåçðåëûõ òèìîöèòîâ íà ïåðèôåðèþ.
Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè î ðîëè TSP-1 â ðåãóëÿöèè àäãå-
çèè è ìèãðàöèè T-ëèìôîöèòîâ, à âîçìîæíî, òàêæå è òðàíñ-
ýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè òèìîöèòîâ. Ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå îá óñèëåíèè ñèíòåçà ýòîãî ôàêòîðà ñòðîìàëüíûìè
êëåòêàìè òèìóñà è ñàìèìè òèìîöèòàìè ïîçâîëÿþò ïðåä-

754 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



ïîëàãàòü ó÷àñòèå TSP-1 â óñèëåíèè âûõîäà òèìîöèòîâ íà
ïåðèôåðèþ. Ðåçèäåíòíûå òêàíåâûå ìàêðîôàãè, êàê ñ÷è-
òàåòñÿ, èç ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè íå ìèãðèðóþò, è ïî-
âûøåííûé ñèíòåç TSP-1 â íèõ, âîçìîæíî, íàïðàâëåí íà
ñâÿçûâàíèå ïðîäóêòîâ îïóõîëåâîãî ðàñïàäà èëè ýòî ÿâ-
ëÿåòñÿ èõ çàêîíîìåðíîé ðåàêöèåé íà äëèòåëüíî ïåðñè-
ñòèðóþùèé â îðãàíèçìå î÷àã íåîàíãèîãåíåçà.

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

ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅ ÀËÜÔÀ-ËÈÏÎÅÂÎÉ ÊÈÑËÎÒÎÉ ÍÀ
ÊËÅÒÊÈ ÝÏÈÄÅÐÌÎÈÄÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ A431.
© Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà,1 À. Â. Òèøêîâñêàÿ,1 Å. À. Àëåê-
ñàíäðîâà,2 Ã. Å. Îíèùåíêî.1 1 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò
Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è 2 ÃÓ
Öåíòðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò òó-
áåðêóëåçà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Àíòèîêñèäàíòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðèðîäíûå ñî-
åäèíåíèÿ, ïðåïÿòñòâóþùèå îáðàçîâàíèþ â êëåòêàõ àêòèâ-
íûõ ôîðì êèñëîðîäà, ÷òî ñíèæàåò ðèñê ðàçâèòèÿ ðàçëè÷-
íûõ çàáîëåâàíèé, â òîì ÷èñëå âîçíèêíîâåíèÿ îïóõîëåé.
Àíòèîêñèäàíòû ìîãóò âëèÿòü íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü êëåòîê, àêòèâèðîâàòü ïðîãðàììó àïîïòîçà
(ïðåæäå âñåãî â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ). Îäíàêî
äëÿ áîëüøèíñòâà àíòèîêñèäàíòîâ ïðàêòè÷åñêè íå ïðîâî-
äèëîñü êîìïëåêñíûõ èññëåäîâàíèé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ
àíàëèç ïðîëèôåðàöèè, ìîðôîëîãèè è óëüòðàñòðóêòóðû
êëåòîê. Â ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå îäíîãî èç øèðîêî
èñïîëüçóåìûõ àíòèîêñèäàíòîâ — àëüôà-ëèïîåâîé êèñ-
ëîòû — íà äèíàìèêó êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê ýïèäåðìî-
èäíîé êàðöèíîìû A431. Ïðîâåäåí òàêæå àíàëèç óëüòðà-
ñòðóêòóðû êëåòîê. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè ïîêàçàíî, ÷òî êðàòêîâðåìåííîå (14 ÷, 200 ìêÌ)
âîçäåéñòâèå àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû ïðèâîäèò ê óâåëè-
÷åíèþ â ïîïóëÿöèè äîëè êëåòîê â S- è G2 + M-ñòàäèÿõ
(çàìåäëåíèå ïðîõîæäåíèÿ äàííûõ ôàç êëåòî÷íîãî öèê-
ëà). Ïðè áîëåå äëèòåëüíîì âîçäåéñòâèè íàáëþäàåòñÿ
ñíà÷àëà èñ÷åçíîâåíèå ïèêà G2 + M (24 ÷, 200 è 300 ìêÌ),
à çàòåì è ïèêà G1 (48 ÷, 300 ìêÌ), ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëü-
ñòâîâàòü îá ýëèìèíàöèè êëåòîê â ýòèõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî
öèêëà. Àíàëèç ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà ïîêàçûâàåò, ÷òî
ïîëíîé îñòàíîâêè â ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà â
ïðèñóòñòâèè àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû íå ïðîèñõîäèò íè
ïðè îäíîì èç âàðèàíòîâ âîçäåéñòâèÿ. Êóëüòóðà A431 õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì êëåòîê ñ ïîëèìîðôíûìè ÿäðàìè
(ìèêðîÿäðà, ÿäðà ñ èíâàãèíàöèÿìè, ãèãàíòñêèå ÿäðà), ÷òî
îòðàæàåò ãåíåòè÷åñêóþ íåñòàáèëüíîñòü òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê. Äëèòåëüíîå âîçäåéñòâèå (48 ÷, 300 ìêÌ)
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êàê ÷èñëà ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ
êëåòîê, òàê è ÷èñëà ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîçîâ. Ïðè âîç-
äåéñòâèè áîëåå íèçêîé äîçû (24 ÷, 200 ìêÌ) íàáëþäàåò-
ñÿ çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå äîëè òàêèõ êëåòîê. Óìåíü-
øàåòñÿ òàêæå äîëÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîçîâ. Âîçìîæíî,
÷òî äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (24 è 48 ÷,
200 ìêÌ) îòðàæàþò ýëèìèíàöèþ ïðåæäå âñåãî ïîïóëÿ-
öèè ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ êëåòîê. Âëèÿíèå àëüôà-ëèïîå-
âîé êèñëîòû íà äèíàìèêó êëåòî÷íîãî öèêëà, èçìåíåíèå
÷èñëà ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ êëåòîê è ïàòîëîãè÷åñêèõ ìè-
òîçîâ ïîëíîñòüþ îáðàòèìî. Óëüòðàñòðóêòóðíûé àíàëèç
ïîêàçàë, ÷òî â êîíòðîëå îáëàñòü êëåòî÷íîãî öåíòðà â
êëåòêàõ êóëüòóðû A431 õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì ìíî-

ãî÷èñëåííûõ âåçèêóë, îêðóæàþùèõ öåíòðèîëè. Õîðîøî
ðàçâèòûé àïïàðàò Ãîëüäæè ôîðìèðóåò ïðîòÿæåííûå
ïëîñêèå äèêòèîñîìû, çàíèìàþùèå çíà÷èòåëüíîå ïðî-
ñòðàíñòâî êëåòêè. Ìíîãî÷èñëåííûå ìèòîõîíäðèè ñ ïðî-
ñâåòëåííûì ìàòðèêñîì îáðàçóþò êëàñòåðû â öèòîïëàç-
ìå. Ïðè âîçäåéñòâèè àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòîé (48 ÷,
200 ìêÌ) ïðîèñõîäèò íàáóõàíèå öèñòåðí è âåçèêóë äèñ-
òàëüíîãî îòäåëà àïïàðàòà Ãîëüäæè, óâåëè÷èâàåòñÿ ñî-
äåðæàíèå â êëåòêå ëèçîñîì è ìèåëèíîïîäîáíûõ òåëåö.
Èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû è ðàñïîëîæåíèÿ ìèòîõîíäðèé ïðè
ýòîì íå ïðîèñõîäèò. Ïðèæèçíåííîå îêðàøèâàíèå ìèòî-
õîíäðèé Ðîäàìèíîì 123 ïîäòâåðæäàåò äàííûå ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè î òîì, ÷òî â ïðèñóòñòâèè àëüôà-ëèïîå-
âîé êèñëîòû (48 ÷, 200 ìêÌ) îðãàíèçàöèÿ õîíäðèîìà íå
èçìåíÿåòñÿ. Â öåëîì âîçäåéñòâèå àëüôà-ëèïîåâîé êèñëî-
òîé (200 ìêÌ) íà êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
A431 ïðèâîäèò ê çàìåäëåíèþ (íî íå áëîêèðîâàíèþ) ïðî-
õîæäåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà è ýëèìèíàöèè êëåòîê ñ ïî-
ëèìîðôíûìè ÿäðàìè. Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëü-
íîå óâåëè÷åíèå ëèçîñîìíîãî êîìïàðòìåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49248) è ïî ïðîåêòó ÐÍÏ
2.1.1.7842.

ÀÍÒÈÃÅÍÍÛÅ ÄÅÒÅÐÌÈÍÀÍÒÛ ÌÎËÅÊÓË, Ó×À-
ÑÒÂÓÞÙÈÕ Â ÒÐÀÍÑÖÈÒÎÇÅ ÑÅÊÐÅÒÎÐÍÛÕ ÈÌ-
ÌÓÍÎÃËÎÁÓËÈÍÎÂ (Ig). © Â. Á. Êëèìîâè÷, È. Â. Ãðÿ-
çåâà, Ì. Ï. Ñàìîéëîâè÷, Ì. Ñ. Ïèñàðåâà, Ä. Ã. Èáðàãèìîâà.
Öåíòðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé ðåíòãåíîðàäèîëî-
ãè÷åñêèé èíñòèòóò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ñåêðåòîðíûå Ig (sIgA è sIgM) ÿâëÿþòñÿ óíèêàëüíû-
ìè êîìïëåêñàìè, â êîòîðûõ îáúåäèíåíû ïðîäóêòû ñèí-
òåçà ëèìôîèäíûõ è ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ïëàçìàòè÷å-
ñêèå êëåòêè ëèìôîèäíûõ òêàíåé, àññîöèèðîâàííûõ ñî
ñëèçèñòûìè, íàðÿäó ñ ëåãêèìè è òÿæåëûìè öåïÿìè Ig
ïðîäóöèðóþò J-öåïè (130 îñòàòêîâ àìèíîêèñëîò), îáåñ-
ïå÷èâàþùèå ñáîðêó äèìåðîâ IgA è ïåíòàìåðíûõ ìîëå-
êóë IgM. J-öåïè òàêæå ó÷àñòâóþò âî âçàèìîäåéñòâèè ïî-
ëèìåðíûõ Ig ñ ðåöåïòîðîì (pIgR) íà áàçîëàòåðàëüíûõ
ïîâåðõíîñòÿõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Êîìïëåêñû pIgR ñ
ïîëèìåðíûìè Ig ïåðåìåùàþòñÿ â òðàíñöèòîçíûõ âàêóî-
ëÿõ ê àïèêàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ïîä
äåéñòâèåì ïðîòåç ôðàãìåíò pIgR, ñîñòîÿùèé èç 620
îñòàòêîâ àìèíîêèñëîò, óòðà÷èâàåò ñâÿçü ñ ìåìáðàíîé è,
ïðèñîåäèíÿÿñü ê ïîëèìåðíûì Ig, ïðåâðàùàåòñÿ â ÷àñòü
sIgA èëè sIgM, íàçûâàåìóþ ñåêðåòîðíûì êîìïîíåíòîì
(SC). Â ðåçóëüòàòå òðàíñöèòîçà sIgA è sIgM îêàçûâàþòñÿ
íà ïîâåðõíîñòè ñëèçèñòûõ ïîêðîâîâ, ãäå âûïîëíÿþò
ìíîãîîáðàçíûå ôóíêöèè çàùèòû îò ïàòîãåíîâ è âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ íîðìàëüíîé ìèêðîôëîðîé. Ñîçäàííûå â ëàáî-
ðàòîðèè ïàíåëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÊÀÒ) ïðî-
òèâ êîìïîíåíòîâ sIgA è sIgM ïîçâîëÿþò âûÿâëÿòü ïî-
ðîçíü è â ðàçëè÷íûõ ñî÷åòàíèÿõ âñå ñîñòàâëÿþùèå
êîìïëåêñîâ ñåêðåòîðíûõ Ig ÷åëîâåêà. ÌÊÀÒ ïðîòèâ IgA
ðàñïîçíàþò íà àëüôà-öåïÿõ 8 àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò.
ÌÊÀÒ ïðîòèâ IgM âûÿâëÿþò 2 ýïèòîïà ìþ-öåïåé.
ÌÊÀÒ ïðîòèâ SC âûÿâëÿþò 10 ýïèòîïîâ, èç êîòîðûõ 4
ýêñïîíèðîâàíû òîëüêî íà ñâîáîäíîì SC, îñòàëüíûå ñî-
õðàíÿþòñÿ ïîñëå âêëþ÷åíèÿ SC â ñîñòàâ sIgA èëè sIgM.
Ïîëó÷åíà ïàíåëü ÌÊÀÒ, ðàñïîçíàþùèõ íåñêîëüêî àíòè-
ãåííûõ äåòåðìèíàíò J-öåïè. Ñîçäàíû òàêæå ÌÊÀÒ ïðî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 755



òèâ ñâîáîäíûõ è ñâÿçàííûõ ñ Ig ëåãêèõ öåïåé êàïïà- è
ëÿìáäà-òèïîâ. Èññëåäîâàíèå ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòè
ÌÊÀÒ ñ sIgA è sIgM ìëåêîïèòàþùèõ ïîêàçàëî, ÷òî ìî-
ëåêóëû sIgA, SC è J-öåïè ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ îáëàäàþò
ðÿäîì îáùèõ ýïèòîïîâ. Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ
ÌÊÀÒ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óíèêàëüíûé àðñåíàë èíñòðó-
ìåíòîâ, ïîçâîëÿþùèõ âûÿâëÿòü, âûäåëÿòü è àíàëèçèðî-
âàòü ìîëåêóëû sIgA è sIgM, SC è J-öåïè, èçó÷àòü èõ ñèí-
òåç è òðàíñïîðò íà ðÿäå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé
in vivo, à òàêæå íà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà è
æèâîòíûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48860).

ÇÀÊÎÍÎÌÅÐÍÎÑÒÈ ÏÐÎÌÎÒÎÐÍÎÉ ÑÒÀÄÈÈ ÊÀÍ-
ÖÅÐÎÃÅÍÅÇÀ. © Â. À. Êîáëÿêîâ, Ì. Ñ. Âîëêîâ, À. Â. Ãàñ-
ïàðÿí, Â. À. Åâòååâ, Í. À. Áîëîòèíà. ÃÓ Ðîññèéñêèé îí-
êîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, koblia-
kov@rambler.ru.

Ïðè äåéñòâèè êàíöåðîãåííûõ âåùåñòâ íàñëåäóåìûå
èçìåíåíèÿ â ãåíîìå, îïðåäåëÿþùèå îïóõîëåâûé ãåíî-
òèï, ïðîèñõîäÿò íà ñòàäèè èíèöèàöèè. Ïðè íåãåíîòîêñè-
÷åñêîì âëèÿíèè íà ñòàäèè ïðîìîöèè èíèöèèðîâàííûå
êëåòêè ïîëó÷àþò ïðåèìóùåñòâåííûé ðîñò, íàçíà÷åíèå
êîòîðîãî — ñîçäàòü óñëîâèÿ äëÿ èçáèðàòåëüíîãî ðîñòà
èíèöèèðîâàííûõ êëåòîê. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èìåííî
ñòàäèÿ ïðîìîöèè ÿâëÿåòñÿ «óçêèì» ìåñòîì ðàçâèòèÿ îïó-
õîëåâîãî ïðîöåññà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé ïîêàçàíî, ÷òî ñòàäèÿ ïðîìîöèè
ìîæåò ðåàëèçîâàòüñÿ ïî ðàçëè÷íûì ìåõàíèçìàì â çàâè-
ñèìîñòè îò äåéñòâóþùåãî âåùåñòâà. Ìîæíî âûäåëèòü
ñëåäóþùèå ãðóïïû âîçäåéñòâèÿ. 1. Âåùåñòâà, ãåíåðèðó-
þùèå îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), êî-
òîðûå è ÿâëÿþòñÿ èñòèííûìè ïðîìîòîðàìè êàíöåðîãåíå-
çà, ñòèìóëèðóÿ ïðîëèôåðàöèþ, áëîêèðóÿ àïîïòîç è íàðó-
øàÿ ìåæêëåòî÷íûå êîììóíèêàöèè, ÷òî îãðàæäàåò
èíèöèèðîâàííûå êëåòêè îò ðåãóëÿòîðíîãî âîçäåéñòâèÿ
íîðìàëüíûõ êëåòîê; ê òàêèì ñîåäèíåíèÿì îòíîñÿòñÿ
ôîðáîëîâûå ýôèðû, àíòðàëèí, à òàêæå ïðîöåññ õðîíè÷å-
ñêîãî âîñïàëåíèÿ. 2. Âåùåñòâà, èíãèáèðóþùèå ôåðìåí-
òû, ïðåðûâàþùèå ïåðåäà÷ó ìèòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà, â
ïåðâóþ î÷åðåäü ôîñôàòàçû; ê òàêèì ñîåäèíåíèÿì îòíî-
ñèòñÿ îêàäàèêîâàÿ êèñëîòà. 3. Ñîåäèíåíèÿ, ñòèìóëèðóþ-
ùèå ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê «ìîë÷àíèþ»
ìåòèëèðîâàííûõ ãåíîâ. Â ñëó÷àå ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ îò-
ñóòñòâèå èõ ýêñïðåññèè ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ
èíèöèèðîâàííûõ êëåòîê; ê òàêîìó òèïó ñîåäèíåíèé îò-
íîñèòñÿ ôåíîáàðáèòàë. 4. Ñîåäèíåíèÿ, àêòèâèðóþùèå
ðÿä ðåöåïòîðîâ, ïðèâîäÿùèå ê èçìåíåíèþ ãîìåîñòàçà
êëåòêè. Àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà PPAR (íàïðèìåð, êëîôèá-
ðàòîì) ñòèìóëèðóåò ñèíòåç ïåðîêñèñîì — îðãàíåëë, â
êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ ôåðìåíòû áåòà-îêèñëåíèÿ æèðíûõ
êèñëîò, — è âûçûâàåò áîëåå èíòåíñèâíîå îêèñëåíèå
æèðíûõ êèñëîò è óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ÀÔÊ, îáðàçóþùå-
ãîñÿ ïðè ýòîì ôåðìåíòàòèâíîì ïðîöåññå. Õëîðèðîâàí-
íûå áèôåíèëû, íåêîòîðûå áàðáèòóðàòû, à òàêæå çàãðÿç-
íèòåëü îêðóæàþùåé ñðåäû ÄÄÒ, ÿâëÿþùèåñÿ ïðîìîòî-
ðàìè êàíöåðîãåíåçà, âçàèìîäåéñòâóþò ñ ðåöåïòîðàìè
CAR, àêòèâàöèÿ êîòîðîãî ïðèâîäèò, âèäèìî, ê ïðîìî-
öèè, ïî íåèçâåñòíîìó ìåõàíèçìó. Â ïîëüçó ýòîãî ãîâîðèò
òî, ÷òî ìûøè, íîêàóòèðîâàííûå ïî ãåíó CAR, íå ÷óâñò-

âèòåëüíû ê ïðîìîòîðíîìó äåéñòâèþ ëèãàíäîâ CAR.
Íàèáîëåå èññëåäîâàíî äåéñòâèå ïðîìîòîðîâ, ÿâëÿþùèõ-
ñÿ ëèãàíäàìè Ah-ðåöåïòîðà. Ê ýòîìó òèïó âåùåñòâ ïðè-
íàäëåæàò áîëüøèíñòâî çàãðÿçíèòåëåé îêðóæàþùåé ñðå-
äû, òàêèõ êàê ïîëèöèêëè÷åñêèå àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäî-
ðîäû (ÏÀÓ), õëîðèðîâàííûå äèîêñèíû è àðîìàòè÷åñêèå
àìèíû. Àêòèâèðîâàííûé Ah-ðåöåïòîð ÿâëÿåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèîííûì ôàêòîðîì, âûçûâàÿ èíäóêöèþ ôåðìåíòîâ
ìåòàáîëèçìà êñåíîáèîòèêîâ, â òîì ÷èñëå èçîôîðì öèòî-
õðîìà P450. Ïîìèìî ýòîãî, îí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðàçëè÷-
íûìè ðåãóëÿòîðíûìè áåëêàìè (áåëîê ðåòèíîáëàñòîìû,
NF-êB), èçìåíÿÿ èõ ôóíêöèè è àêòèâèðóÿ áåëîê src.
Ïî-âèäèìîìó, ýòè ñâîéñòâà àêòèâèðîâàííîãî Ah-ðå-
öåïòîðà ìîãóò èãðàòü ðîëü â ðåàëèçàöèè ïðîìîòîðíîé
ïðîãðàììû êàíöåðîãåíîâ òèïà ÏÀÓ èëè äèîêñèíîâ.
Âçàèìîäåéñòâèå äèîêñèíîâ ñ öèòîõðîìîì P450 ìîæåò
ïðèâåñòè ê ãåíåðàöèè ÀÔÊ. Ïîìèìî ýòîãî, íàìè ïî-
êàçàíî, ÷òî êàíöåðîãåííûå ÏÀÓ òèïà áåíçî\à\ïèðåíà
âçàèìîäåéñòâóþò ñ íåèçâåñòíûì êîìïîíåíòîì â êëåòêè,
âûçûâàÿ ñòèìóëÿöèþ ïðîëèôåðàöèè, àêòèâàöèþ NF-êB
è èíãèáèðîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåâûõ êîíòàêòîâ.
Â òî æå âðåìÿ òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð AP-1 àêòè-
âèðóåòñÿ ïîä äåéñòâèåì áåíç\à\ïèðåíà òîëüêî â êëåòêàõ,
â êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ ýêñïðåññèÿ Ah-ðåöåïòîðà. Ýòè
ýôôåêòû ÿâëÿþòñÿ íåîáõîäèìûìè ôàêòîðàìè ïðîìî-
öèè. Òàêèì îáðàçîì, ìåõàíèçì ïðîìîòîðíîãî äåéñòâèÿ
ëèãàíäîâ Ah-ðåöåïòîðà çàâèñèò îò òîãî, ýêñïðåññèðóþò
ëè èíèöèèðîâàííûå êëåòêè Ah-ðåöåïòîð è èçîôîðìû öè-
òîõðîìà P450. Îáñóæäàåòñÿ ìåõàíèçì ïðîìîöèè â êëåò-
êàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ è íå ýêñïðåññèðóþùèõ Ah-ðå-
öåïòîð.

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

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÌÅÇÅÍÕÈÌ-
ÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇ-
ÃÀ ÊÐÛÑÛ ÍÀ ÐÀÍÍÈÕ È ÏÎÇÄÍÈÕ ÏÀÑÑÀÆÀÕ.
© Ì. Í. Êîæåâíèêîâà, Î. Â. Ïàþøèíà, À. Ñ. Ìèêàåëÿí.
Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, arsmika-
el@gmail.com.

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ), âïåðâûå
îáíàðóæåííûå â ñîñòàâå ñòðîìû êðîâåòâîðíûõ îðãàíîâ
À. ß. Ôðèäåíøòåéíîì, îáëàäàþò ñòàòóñîì ïîëèïîòåíò-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Îíè ñïîñîáíû äàâàòü íà÷àëî àäè-
ïîãåííîé, îñòåîãåííîé è ðÿäó äðóãèõ äèôôåðåíöèðîâîê.
Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ñàìîïîääåðæàíèÿ è íàïðàâëåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðèîðèòåòíûõ íà-
ïðàâëåíèé â áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî
ìóëüòèïîòåíòíûå ñâîéñòâà ÌÑÊ ïðè äëèòåëüíîì êóëü-
òèâèðîâàíèè îñëàáåâàþò. Îäíàêî ìîëåêóëÿðíî-öèòîëî-
ãè÷åñêèå àñïåêòû èçìåíåíèÿ ìóëüòèïîòåíòíîãî ñòàòóñà
ÌÑÊ ïðè èõ äîëãîâðåìåííîì êóëüòèâèðîâàíèè èçó÷åíû
íåäîñòàòî÷íî äëÿ áîëåå ïîëíîãî ñóæäåíèÿ î ðîëè ìíîãî-
êðàòíîãî ïàññèðîâàíèÿ â ïðîöåññàõ ñòàðåíèÿ êóëüòóðû
ÌÑÊ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëñÿ ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç êóëüòóð ÌÑÊ íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ñðîêàõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì öèòîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ â
ñî÷åòàíèè ñ ÏÖÐ-àíàëèçîì. Áûëè èñïîëüçîâàíû êóëüòó-
ðû ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëûõ êðûñ Âèñòàð.
Îáùàÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâèëà
áîëåå 140 ñóò, â òå÷åíèå êîòîðûõ êóëüòóðà ïðåòåðïåëà 11
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ïàññàæåé. Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ïîäîáíàÿ êóëüòóðà
îòíîñèòñÿ ê ïîçäíåé. ÌÑÊ èíêóáèðîâàëè â èíäóêöèîí-
íûõ ñðåäàõ â òå÷åíèå 14—18 ñóò. Ãèñòîõèìè÷åñêèé àíà-
ëèç îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ïðè îêðàøèâà-
íèè êóëüòóðû àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S âûÿâëÿåò ó÷àñò-
êè îòëîæåíèÿ êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå êàê íà
ðàííèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (1—4-é ïàññàæè), òàê è
íà ïîçäíèõ ñðîêàõ (9-é è 11-é ïàññàæè). Â êóëüòóðàõ
1—4-ãî ïàññàæåé ìèíåðàëèçàöèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà îñóùåñòâëÿåòñÿ êëåòêàìè ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû —
îñòåîáëàñòàìè, òîãäà êàê â êóëüòóðå 9—11-ãî ïàññàæåé â
ó÷àñòêàõ îòëîæåíèÿ êàëüöèÿ îáíàðóæèâàþòñÿ âåðåòåíî-
âèäíûå êëåòêè, à òèïè÷íûå îñòåîáëàñòû îòñóòñòâóþò.
Ñóäÿ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì, ïðîèñõîäèò èçìå-
íåíèå òèïè÷íîé îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, ñâîéñò-
âåííîé ðàííèì ïàññàæàì ÌÑÊ. Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-àíàëè-
çà, ïðîâîäèìîãî íà ìÐÍÊ, ïðè èíêóáàöèè ÌÑÊ â îñòåî-
ãåííîé ñðåäå íàìè îáíàðóæåíî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå
ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷íîãî äëÿ çðåëûõ îñòåîáëàñòîâ ìàð-
êåðà äèôôåðåíöèðîâêè îñòåîêàëüöèíà êàê íà ðàííèõ, òàê
è íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Òàêæå âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ìàñ-
òåð-ãåíà îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè — ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè Runx2(cbfa-1). Èììóíîöèòîõèìè÷åñêè îá-
íàðóæåí êîëëàãåí 1-ãî òèïà â êóëüòóðàõ ÌÑÊ 2-ãî è
11-ãî ïàññàæåé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ðåàëèçàöèè îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â êóëü-
òóðå ÌÑÊ íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ, íåñìîòðÿ íà ìîðôîëîãè-
÷åñêè èçìåíåííûé õàðàêòåð ýòîé êóëüòóðû. Ìîðôîëîãè-
÷åñêèé àíàëèç àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðè
îêðàøèâàíèè ëèïèäíûõ âêëþ÷åíèé êëåòîê êðàñèòåëåì
Oil Red O âûÿâèë ìóëüòèëîêóëÿðíûå àäèïîöèòû (îäè-
íî÷íûå èëè â âèäå êëàñòåðîâ) â êóëüòóðå 1—4-ãî ïàññà-
æåé è îòñóòñòâèå æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêè â êóëüòóðå
11-ãî ïàññàæà. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè (11 ïàññàæåé) ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà
êðûñû òåðÿþò ñâîè ïîòåíöèè ê àäèïîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêå, ïðè ýòîì ñîõðàíÿÿ ñïîñîáíîñòü ê îñòåîãåíåçó.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà
ÌÑÊ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ (áî-
ëåå 140 ñóò) ïîêàçàë, ÷òî âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè
ÌÑÊ íà ðàííèõ ïàññàæàõ ñîñòàâëÿåò 2.8 ñóò, à íà ïîçä-
íèõ ïàññàæàõ — 3.6 ñóò, ò. å. ðàçëè÷èÿ ìåæäó ðàííèìè è
ïîçäíèìè ïàññàæàìè ïî âðåìåíè óäâîåíèÿ íåçíà÷èòåëü-
íû. Âìåñòå ñ òåì íà 5—6-ì ïàññàæàõ íàáëþäàëè «ïåðå-
ëîìíûé ìîìåíò», êîòîðûé çàêëþ÷àëñÿ â ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîé îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî ðîñòà: â òå÷åíèå 35 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷èñëî óäâîåíèÿ ÌÑÊ ñîñòàâèëî âñåãî
0.2. Äàííûé ôåíîìåí çàñëóæèâàåò äàëüíåéøåãî èçó÷å-
íèÿ. Â õîäå ïðèæèçíåííîé îöåíêè ñîñòîÿíèÿ êóëüòóðû
ÌÑÊ ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè îá-
íàðóæåíî, ÷òî íà ðàííèõ ïàññàæàõ êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ
ãåòåðîãåííà è ïðåäñòàâëåíà ïî êðàéíåé ìåðå êëåòêàìè
äâóõ òèïîâ — êðóïíûõ ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê è êëåòîê
ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ôîðìû. Ïîñëå ìíîãîêðàòíîãî
ïàññèðîâàíèÿ êóëüòóðà ÌÑÊ ñòàíîâèòñÿ áîëåå ãîìîãåí-
íîé è â íåé ïðåîáëàäàþò êëåòêè âòîðîãî òèïà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48209) è ïî ïðîãðàììå ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÌÎÐÔÎÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÉ ÌÎÍÈÒÎÐÈÍÃ ÝÌ-
ÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Danio rerio. © Ë. Â. Êîçèêî-

âà, Ñ. À. Ëîõìàòîâà. Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿé-
ñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí,
larkozik@list.ru.

Ìîðôîëîãèÿ è ñòðóêòóðà êëåòî÷íîãî ÿäðà âî ìíîãîì
îòðàæàþò ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòêè, è âîçäåé-
ñòâèå ðàçíîîáðàçíûõ ôàêòîðîâ íà êëåòêó ìîæåò áûòü
îõàðàêòåðèçîâàíî îïðåäåëåííûìè ìàðêåðàìè èíòåðôàç-
íîãî ÿäðà. Ãëàâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ðàçâèòèÿ êëåòîê
ÿâëÿþòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ, ðåïàðàöèÿ, àïîïòîç è äèôôå-
ðåíöèðîâêà. Îñíîâíûìè ïîêàçàòåëÿìè â äàííîé ðàáîòå
áûëè âûáðàíû ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ, îòðàæàþùèé ïðî-
öåññ ïðîëèôåðàöèè, è èíäåêñ ïèêíîòè÷åñêèõ ÿäåð, õà-
ðàêòåðèçóþùèé êîíå÷íóþ ñòàäèþ àïîïòîçà. Ãåíåòè÷å-
ñêóþ ñòàáèëüíîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ýìáðèîíàëü-
íûõ êëåòîê Danio rerio îïðåäåëÿëè ïóòåì àíàëèçà
õðîìîñîì. Àêâàðèóìíàÿ ðûáêà D. rerio ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç ïîïóëÿðíûõ ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ â áèî-
ëîãèè ðàçâèòèÿ è ãåíåòèêè áëàãîäàðÿ êîðîòêîìó ãåíåðà-
öèîííîìó ïåðèîäó; êðîìå òîãî, ó D. rerio äëèòåëüíîñòü
ñòàäèé ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ õîðîøî óñòàíîâëåíà è
ýìáðèîíû ëåãêî äîñòóïíû äëÿ àíàëèçà áëàãîäàðÿ ïðî-
çðà÷íûì îáîëî÷êàì. Äëÿ íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëà âû-
áðàíà ñòàäèÿ 35 ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ (30 ñîìèòîâ,
prim 5 — The Zebrafish book, 1995). Îáðàáîòêó ìàòåðèà-
ëà ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå Óîëêåðà (Walker, 2000) â íà-
øåé ìîäèôèêàöèè. Ïîñëå óäàëåíèÿ îáîëî÷êè çàðîäûøåé
íà íèõ âîçäåéñòâîâàëè êîëõèöèíîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì. Áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî ïîä ìèêðî-
ñêîïîì áîëåå 2 òûñ. ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê. Ìèòîòè÷å-
ñêèé èíäåêñ â ðàçíûõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ âàðüèðîâàë
îò 2.55 äî 3.15 %. Áûëî ïîäñ÷èòàíî êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ
ïèêíîòè÷åñêèìè ÿäðàìè, êîòîðîå âàðüèðîâàëî îò 1.7 äî
2.4 %. Êðèòåðèÿìè ïèêíîòè÷åñêèõ èçìåíåíèé â èíòåð-
ôàçíîì ÿäðå ÿâëÿëèñü îêðóãëûå êîíäåíñèðîâàííûå
ôðàãìåíòû õðîìàòèíà, à â ìèòîçå — ñëèïøèåñÿ ñèëüíî
êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû. Ñëåäîâàòåëüíî, íà ïðî-
òÿæåíèè ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ D. rerio ïðîèñõîäèò
êîîðäèíàöèÿ ïðîöåññîâ àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
è íàðóøåíèé, à òàêæå ãèáåëè íàñëåäñòâåííîãî ìàòåðèàëà
÷àñòè ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê. Ïîñëå 1-÷àñîâîé îáðàáîò-
êè ýìáðèîíîâ íà ñòàäèè áëàñòóëû (ñòàäèè 12—14) íåêî-
òîðûìè ìóòàãåíàìè ÷åðåç 1 ñóò (ñòàäèÿ 35) áûë ïðîâåäåí
ìîðôîöèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê çàðîäûøåé, êî-
òîðûé ïîêàçàë äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ýìáðèîíàëüíûõ
êëåòîê ñ ïèêíîòè÷åñêèìè ÿäðàìè â 2—3 ðàçà. Ïîäòâåðæ-
äåíèåì ìóòàãåííîãî âëèÿíèÿ íåêîòîðûõ âåùåñòâ íà ãå-
íåòè÷åñêèé àïïàðàò ñëóæèë àíàëèç õðîìîñîì. Äèïëîèä-
íîå ÷èñëî õðîìîñîì ó D. rerio ñîñòàâëÿåò 50, êîëè÷åñòâî
ïëå÷ — 100. Êàðèîãðàììà D. rerio õàðàêòåðèçóåòñÿ ìåòà-
öåíòðè÷åñêèìè, ñóáìåòàöåíòðè÷åñêèìè è àêðîöåíòðè÷å-
ñêèìè õðîìîñîìàìè. Â ýêñïåðèìåíòàõ áûëè âûÿâëåíû
òîëüêî ñòðóêòóðíûå íàðóøåíèÿ, òàêèå êàê äåëåöèè è
ôðàãìåíòû; ãåíîìíûõ íàðóøåíèé íå íàáëþäàëè íè â
êîíòðîëå, íè â îïûòíûõ ãðóïïàõ. Ïèêíîòè÷åñêèå ÿäðà
ÿâëÿþòñÿ êîíå÷íûì ðåçóëüòàòîì àïîïòîçà. Öèòîëîãè÷å-
ñêè àïîïòîç ïðîÿâëÿåòñÿ â ñæàòèè êëåòîê, îáðàçîâàíèè
ìåìáðàííûõ ïóçûðüêîâ, êîíäåíñàöèè è ôðàãìåíòàöèè
õðîìàòèíà, îáðàçîâàíèè àïîïòîçíûõ òåëåö, ÷òî ñâÿçàíî ñ
äåãåíåðàöèåé àêòèí-ìèîçèíîâîãî ñêåëåòà (Croft et al.,
2005). Àïîïòîç ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêèì ìåõàíèçìîì,
óñòðàíÿþùèì èçáûòî÷íûå, èëè ôóíêöèîíàëüíî àíî-
ìàëüíûå, êëåòêè, íåîáõîäèìûå äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâè-
òèÿ ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà (Ìîðãóíêîâà, 2005). Òà-
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êèì îáðàçîì, â òåñòàõ íà öèòî- è ãåíîòîêñè÷íîñòü èññëå-
äîâàííûõ õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ ìîãóò áûòü ñ óñïåõîì
èñïîëüçîâàíû òàêèå ïîêàçàòåëè, êàê ó÷åò êîëè÷åñòâà
êëåòîê ñ ïèêíîòè÷åñêèìè ÿäðàìè è èíäåêñ ïðîëèôåðà-
òèâíîé êëåòî÷íîé àêòèâíîñòè. Õðîìîñîìíûé àíàëèç
äàåò äîïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ î õàðàêòåðå ãåíîì-
íîé ñòàáèëüíîñòè, åãî äàííûå êîððåëèðóþò ñ ïîêàçàòå-
ëÿìè ïèêíîòè÷åñêèõ èçìåíåíèé ÿäåð. Ýòè ôåíîòèïè÷å-
ñêèå îñîáåííîñòè èíòåðôàçíûõ ÿäåð óäîáíî èñïîëüçî-
âàòü äëÿ îöåíêè íàðóøåíèé ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé
îðãàíèçàöèè õðîìîñîì, ÷òî èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé áèîëîãèè è êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÀ-ÌÀÐÊÅÐÀ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ Nvi-pl10 ÏÐÈ ÌÅÒÀÌÎÐÔÎÇÅ Nereis virens (Po-
lychaeta, Annelida). © Â. Â. Êîçèí, Ð. Ï. Êîñòþ÷åíêî. Êà-
ôåäðà ýìáðèîëîãèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà, kostyuch@mail.ru.

Ìåòàìîðôîç ëè÷èíêè è âîçíèêíîâåíèå þâåíèëüíîé
ôîðìû — îäíî èç êëþ÷åâûõ ñîáûòèé â îíòîãåíåçå ïîëè-
õåò. Â õîäå ýòîãî ïðîöåññà ñîçäàþòñÿ ïðåäïîñûëêè äëÿ
îðãàíèçàöèè òåëà æèâîòíîãî íà âåñü ïîñòëàðâàëüíûé ïå-
ðèîä. Âåðîÿòíåå âñåãî, ïðè ýòîì àêòèâèðóþòñÿ íîâûå
ïðîãðàììû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è ïîñòðîåíèÿ ïîñòëàð-
âàëüíîãî òåëà. Èìåííî â ýòîì ñìûñëå Ïåòð Ïàâëîâè÷
Èâàíîâ ïîíèìàë ïåðâè÷íóþ ãåòåðîíîìíîñòü ñåãìåíòîâ.
Îí ïîêàçàë (Iwanoff, 1928), ÷òî ó íåêîòîðûõ âèäîâ Ser-
pullidae è Spionidae âî âðåìÿ ìåòàìîðôîçà êëåòêè ïðåä-
ïèãèäèàëüíîé çîíû äåäèôôåðåíöèðóþòñÿ è âñòóïàþò â
àêòèâíûé ìèòîòè÷åñêèé öèêë. Òàêèì îáðàçîì, ïî ìíå-
íèþ Èâàíîâà, ôîðìèðóþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêè çîíû ðîñ-
òà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó îöå-
íèòü äèíàìèêó ýêñïðåññèè îäíîãî èç ãåíîâ ñòâîëîâûõ
êëåòîê — ãåíà Nvi-pl10 — â îáëàñòè ïèãèäèÿ è ïðåäïè-
ãèäèàëüíîé çîíû ðîñòà, ôîðìèðóþùèõñÿ â õîäå ëè÷è-
íî÷íîãî ðàçâèòèÿ è ìåòàìîðôîçà ó áåëîìîðñêîé ïîëèõå-
òû Nereis virens. Ñ ýòîé öåëüþ ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñ âûðîæäåííûìè ïðàéìåðàìè ê
êîíñåðâàòèâíîé ÷àñòè ãåíà, à çàòåì è 3�RACE è 5�RACE
ÏÖÐ áûëî ïðîèçâåäåíî êëîíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ãåíà
Nvi-pl10, ñîäåðæàâøèõ êàê 3�-, òàê è 5�-íåòðàíñëèðóå-
ìûå çîíû. Ýòè ïðîòÿæåííûå ôðàãìåíòû áûëè ïðèìåíå-
íû äëÿ ïîñëåäóþùåé îöåíêè ýêñïðåññèè ãåíà ìåòîäàìè
ìîëåêóëÿðíîé ãèáðèäèçàöèè in situ. Íà ñòàäèè ïîçäíåé
ìåòàòðîõîôîðû ñðåäè ìàòåðèàëà ôîðìèðóþùèõñÿ ïèãè-
äèàëüíûõ ëîïàñòåé, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí Nvi-pl10 íà
íåçíà÷èòåëüíîì óðîâíå, îòìå÷åíû äâå ãðóïïû êëåòîê ñ
î÷åíü âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè. Ýòè äîìåíû, ñîñ-
òîÿùèå èç íåñêîëüêèõ êëåòîê êàæäûé, ñèììåòðè÷íî ðàñ-
ïîëîæåíû â îñíîâàíèè ðàñòóùåãî ïèãèäèÿ, íà åãî âíåø-
íèõ ëàòåðàëüíûõ ñòîðîíàõ. Ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ïèãè-
äèÿ â õîäå ðàçâèòèÿ íåêòîõåòû ñèãíàë îãðàíè÷èâàåòñÿ
ïåðåäíåé òðåòüþ ïèãèäèàëüíûõ ëîïàñòåé. Ïîñòåïåííî
äîìåíû ýêñïðåññèè ðàñøèðÿþòñÿ íà âåíòðàëüíóþ ñòîðî-
íó, à ïîçäíåå è íà äîðñàëüíóþ, â êîíå÷íîì èòîãå ôîðìè-
ðóÿ êîëüöî êëåòîê ïîêðîâíîãî ýïèòåëèÿ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ãåí Nvi-pl10 íà âûñîêîì óðîâíå. Ðàíåå ïðè ïðîâåäå-
íèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ ïðèìåíåíèåì áðîìäåçîêñèóðåäèíà
(ÁÄÓ) íà N. virens íàìè áûëî ïîêàçàíî (Ãàáàé, Êîñòþ-
÷åíêî, 2005), ÷òî â õîäå ìåòàìîðôîçà, ïðè ïåðåõîäå ê ïî-
ñòëàðâàëüíîìó ðàçâèòèþ, çîíà ìå÷åííûõ ÁÄÓ êëåòîê ïî-
ÿâëÿåòñÿ â ïåðåäíåé òðåòè ïèãèäèÿ. Âåðîÿòíåå âñåãî,
èìåííî ýòè êëåòêè ñîñòàâÿò çîíó ðîñòà è áóäóò ñëóæèòü

èñòî÷íèêîì êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà äëÿ ïîñëåäóþùåãî
ôîðìèðîâàíèÿ ïîñòëàðâàëüíûõ ñåãìåíòîâ. È äåéñòâè-
òåëüíî, íà çàâåðøàþùåé ñòàäèè ìåòàìîðôîçà íåêòîõåòû
ýêñïðåññèè â íàðóæíîì ýïèòåëèè ïðåäïèãèäèàëüíîé
çîíû ñèëüíûé ñèãíàë ãåíà Nvi-pl10 îáíàðóæåí âî âíóò-
ðåííèõ òêàíÿõ, ïðåäïîëîæèòåëüíî âî âíîâü ôîðìèðóþ-
ùåéñÿ ìåçîäåðìå çîíû ðîñòà è íîâûõ ñåãìåíòîâ. Òàêîé
õàðàêòåð ýêñïðåññèè ñîõðàíÿåòñÿ è â þâåíèëüíûõ ÷åð-
âÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49030-à).
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Äî íåäàâíåãî âðåìåíè ãåí SuUR áûë åäèíñòâåííûì
èçâåñòíûì ôàêòîðîì, êîòîðûé ñóùåñòâåííî âëèÿåò íà
âðåìåíí *óþ êàðòèíó ðåïëèêàöèè â ïîëèòåííûõ õðîìîñî-
ìàõ ÏÕ ñëþííûõ æåëåç D. melanogater, íå èçìåíÿÿ ïðè
ýòîì äëèòåëüíîñòè S-ôàçû. Ïðè ìóòàöèè ãåíà SuUR âñå
ðàéîíû èíòåðêàëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà è íåêîòîðûå
ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû ÏÕ çàêàí÷èâàþò ðåïëèêàöèþ
ñóùåñòâåííî ðàíüøå, ÷åì â õðîìîñîìàõ ëè÷èíîê äèêîãî
òèïà. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãèñòîíìåòèëòðàíñôå-
ðàçà SU(VAR)3-9 òîæå îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ïàòòåðí
ðåïëèêàöèè â ïðèöåíòðîìåðíîì ãåòåðîõðîìàòèíå ÏÕ
(Demakova et al. Genetics, 2007, 175: 609—620). Ïðè ýòîì
ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ SuUR Su(var)3-906, ïî-âèäèìîìó, íà-
áëþäàåòñÿ àääèòèâíûé ýôôåêò. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû
ïûòàëèñü âûÿâèòü ðàéîíû ÏÕ, ðåïëèêàöèÿ êîòîðûõ íà-
õîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ýòèõ ãåíîâ. Ïðåäâàðèòåëüíûå
äàííûå î ñîñòàâå ðàéîíîâ, ïîëèòåíèçèðîâàâøèõñÿ ó ìó-
òàíòîâ, ìû ïîëó÷èëè ïðè êàðòèðîâàíèè îòäåëüíûõ ãåòå-
ðîõðîìàòèíîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ïðè ïîìîùè
ãèáðèäèçàöèè in citu. Ýòè äàííûå ïîçâîëèëè óñòàíîâèòü
ñîîòâåòñòâèå ìåæäó ìîðôîëîãè÷åñêè âûÿâëÿåìûìè â
ÏÕ ðàéîíàìè è êàðòîé ìèòîòè÷åñêîãî ãåòåðîõðîìàòèíà
è ïîíÿòü, êàêèå áëîêè ãåòåðîõðîìàòèíà ïîäâåðæåíû âëèÿ-
íèþ SuUR è Su(var)3-906. Îäíàêî òàêîå êàðòèðîâàíèå
äàåò íåäîñòàòî÷íî âûñîêîå ðàçðåøåíèå. Íàïðèìåð, ãåí
rpl15 è ñàòåëëèò èç ñåìåéñòâà 1688 í. ï., íåñìîòðÿ íà òî
÷òî îíè ëîêàëèçîâàëèñü ó ìóòàíòîâ â äèñêîâîé îáëàñòè
ÏÕ, áûëè êàðòèðîâàíû â îäíîì äèñêå. Äëÿ êîëè÷åñòâåí-
íîãî îïðåäåëåíèÿ ïîëèòåíèçàöèè ðàçëè÷íûõ ðàéîíîâ
ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ìû èñïîëüçîâàëè
ìåòîä Ñàóçåðí-áëîò-ãèáðèäèçàöèè, ïîçâîëÿþùèé òî÷íî
îïðåäåëèòü ñòåïåíü ïîëèòåíèçàöèè îòäåëüíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ÄÍÊ. Â êà÷åñòâå çîíäîâ áûëî âûáðàíî 11
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç ðàéîíîâ ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðî-
õðîìàòèíà ðàçíûõ õðîìîñîì, ðàñïîëîæåíèå êîòîðûõ íà
öèòîëîãè÷åñêîé êàðòå áûëî óæå èçâåñòíî. Ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî óðîâåíü íåäîðåïëèêàöèè ýòèõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ïî-ðàçíîìó çàâèñèò êàê îò äîçû ãåíà SuUR, òàê è
îò ìóòàöèè Su(var)3-906. Èñïîëüçîâàíèå èìïóëüñíîãî
âêëþ÷åíèÿ J-äåçîêñèóðèäèí (àíàëîãà äåçîêñèòèìèäèíà)
ïîçâîëèëî ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì ïðîêàðòèðîâàòü ó÷à-
ñòêè íàèáîëåå ïîçäíåé ðåïëèêàöèè â ðàéîíàõ ïðèöåíò-
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ðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ó ìóòàíòîâ SuUR è
Su(var)3-906. Êðîìå òîãî, ïðè ïîìîùè ýòîãî ìåòîäà óäà-
ëîñü âûÿâèòü ðàéîí äîïîëíèòåëüíîé ïîëèòåíèçàöèè â
õðîìîñîìå 4 ìóòàíòîâ Su(var)3-906 è SuUR è Su(var)3-906.
Ó SuUR Su(var)3-906 ðàéîí 102D âñòóïàåò â ðåïëèêàöèþ
â êîíöå S-ôàçû è ïðîäîëæàåò ðåïëèöèðîâàòüñÿ äàæå òîã-
äà, êîãäà âñå îñòàëüíûå ðàéîíû õðîìîñîì (çà èñêëþ÷å-
íèåì äâóõ íåáîëüøèõ çîí â ïðèöåíòðîìåðíîì ãåòåðî-
õðîìàòèíå) óæå âûõîäÿò èç ðåïëèêàöèè. Â ðåçóëüòàòå ñî-
îòâåòñòâóþùèé ìàòåðèàë äàåò ïðîòÿæåííûé áëîê,
ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàþùèé äëèíó õðîìîñîìû 4.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48387-à), ïðåçèäèóìîì ÐÀÍ
ïî ïðîãðàììå 10.1 «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëî-
ãèÿ», ÑÎ ÐÀÍ ïî Ìåæäèñöèïëèíàðíîìó èíòåãðàöèîííî-
ìó ïðîåêòó (ãðàíò ¹ 45), â âèäå ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ãðàíò ÌÊ-540.2007.4) è ïðåçèäèóìîì ÐÀÍ ïî ïðîãðàì-
ìå ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÐÔ (ãðàíò
ÍØ-942.2006.4).

ÂÈÄÎÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÅ ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÏÀÕÈÒÅÍ-
ÍÎÃÎ ÀÐÅÑÒÀ Ó ÑÀÌÖÎÂ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ È
×ÅËÎÂÅÊÀ. © Î. Ë. Êîëîìèåö. Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòè-
êè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ìåéîòè÷åñêîé ñåëåêöèè
ïîëîâûõ êëåòîê àêòóàëüíî äëÿ ðåøåíèÿ âîïðîñîâ íàðó-
øåíèÿ ðåïðîäóêöèè ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, ôåðòèëüíîñòè
ãèáðèäîâ, ýâîëþöèè è ñòàíîâëåíèÿ âèäîâ. Äàâíî èçâåñò-
íî, ÷òî íàðóøåíèå ñèíàïñèñà àóòîñîì â ìåéîçå ãåòåðîçè-
ãîòíûõ ñàìöîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïðèâîäèò ê àññîöèàöèè
àñèíàïòè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ àóòîñîì ñ X-õðîìîñîìîé. Â òà-
êèõ ñëó÷àÿõ íàðóøàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ñòðóêòóðû «ïî-
ëîâîãî òåëüöà». Ïîëîâîé áèâàëåíò (X, Y) íå âûñåëÿåòñÿ
íà ïåðèôåðèþ ÿäðà. Òàêèå ñïåðìàòîöèòû ïðåêðàùàþò
äèôôåðåíöèðîâêó íà ñòàäèè ïàõèòåíû — ïðîèñõîäèò ïà-
õèòåííûé àðåñò ñïåðìàòîöèòîâ I ïîðÿäêà. Â 1980-å ãîäû
Ôîðåéò ïðåäïîëîæèë ãèïîòåçó, ñîãëàñíî êîòîðîé ïóñêî-
âûì ìåõàíèçìîì ïàõèòåííîãî àðåñòà ó ñàìöîâ ìëåêîïè-
òàþùèõ ñ íàðóøåíèåì ñèíàïñèñà õðîìîñîì ÿâëÿåòñÿ àê-
òèâàöèÿ X-õðîìîñîìû, êîòîðàÿ â íîðìå èíàêòèâèðîâàíà
(Forejt et al., 1981; Forejt, 1982). Â ïîñëåäíèå ãîäû, êîãäà
ê ðåøåíèþ ïðîáëåì íàðóøåíèÿ ôåðòèëüíîñòè ÷åëîâåêà
è æèâîòíûõ áûëè ïðèâëå÷åíû íîâûå ìåòîäû êëåòî÷íîé
áèîëîãèè è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, ãèïîòåçà, ïðåäëî-
æåííàÿ Ôîðåéòîì, ïîäâåðãëàñü ðåâèçèè. Íîâàÿ ãèïîòåçà
îáúÿñíÿåò ìåõàíèçì ïàõèòåííîãî àðåñòà ó ñàìöîâ íå àê-
òèâàöèåé, à èíàêòèâàöèåé X-õðîìîñîìû. Áîëåå òîãî, ñî-
ãëàñíî íîâîé ãèïîòåçå, ïðè àññîöèàöèè àóòîñîìû ñ ïîëî-
âûì áèâàëåíòîì èíàêòèâèðóþòñÿ è àñèíàïòè÷åñêèå ó÷à-
ñòêè àóòîñîì. Ìîðôîëîãè÷åñêè ýòî âûðàæàåòñÿ â
óïëîòíåíèè ñòðóêòóðû îñåâûõ ýëåìåíòîâ ïîëîâîãî áèâà-
ëåíòà è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèì àóòîñîì. Îáøèðíàÿ
èíàêòèâàöèÿ õðîìîñîì, ñîãëàñíî íîâîé êîíöåïöèè, ìî-
æåò âîñïðèíèìàòüñÿ êëåòêîé êàê ïîòåðÿ ÷àñòè ãåíîìà,
÷òî ïðèâîäèò ê âêëþ÷åíèþ ìåõàíèçìà ïàõèòåííîãî àðåñ-
òà (Oliver-Bonet et al., 2005). Â îñíîâå ýòîé ãèïîòåçû ëå-
æàò äàííûå î ôîðìèðîâàíèè áåëêîâîãî «ïîêðûâàëà»,
èçîëèðóþùåãî ïîëîâîé áèâàëåíò îò àóòîñîì â ïðîôàçå I
ìåéîçà. Ïðè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâà-
íèè ðàñïëàñòàííûõ ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ (ÑÊ)
íàìè âûÿâëåíû âèäîñïåöèôè÷íûå îñîáåííîñòè ïîâåäå-

íèÿ ïîëîâûõ õðîìîñîì è àóòîñîì â íîðìå è ïðè ðàçâè-
òèè ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê ìåéîòè÷åñêîé ñòåðèëüíîñòè
ó ÷åëîâåêà è ïðåäñòàâèòåëåé ðàçíûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü,
÷òî ñïåöèôè÷åñêèå îñîáåííîñòè ñòðóêòóðû è ïîâåäåíèÿ
ïîëîâûõ õðîìîñîì â ìåéîçå ïðåäêîâ ìîãëè ñûãðàòü ðå-
øàþùóþ ðîëü â ñòàíîâëåíèè îòäåëüíûõ âèäîâ. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ó ïàöèåíòîâ ñ ïîíèæåííîé ôåðòèëüíîñòüþ è
áëîêîì ñïåðìàòîãåíåçà íà ñòàäèè ïàõèòåíû ìîðôîëîãè-
÷åñêèå ïðèçíàêè «ïàõèòåííîãî àðåñòà» óíèâåðñàëüíû.
Ïðèçíàêè ïàõèòåííîãî àðåñòà âûÿâëåíû íå òîëüêî ïðè
íàðóøåíèÿõ ãîìîëîãèè è ÷àñòè÷íîì àñèíàïñèñå àóòî-
ñîì, íî è ó ïàöèåíòîâ, ó êîòîðûõ ïðè÷èíà íàðóøåíèÿ
ôåðòèëüíîñòè îáóñëîâëåíà àóòîèììóííûìè è èíôåêöè-
îííûìè ïðîöåññàìè òåñòèêóë.

Ó×ÀÑÒÈÅ C-ÊÎÍÖÅÂÎÃÎ ÄÎÌÅÍÀ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ
ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ (ÝÔÐ) Â ÐÅ-
ÃÓËßÖÈÈ ÓÁÈÊÂÈÒÈÍÈÐÎÂÀÍÈß ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ.
© Ê. À. Êîíäðàòîâ,1 À. Ë. ×åðíîðóäñêèé,1 2À. Ï. Àìîñî-
âà,1 Å. Ñ. Êîðíèëîâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Íèæåãîðîäñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò.

Ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ-Ð) ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ó÷àñòíèêîâ ïåðåäà÷è ñèãíà-
ëà âíóòðü êëåòêè. Öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ÷àñòü ìîëåêóëû
ýòîãî òðàíñìåìáðàííîãî áåëêà ñîäåðæèò òðè ìîðôîôóí-
êöèîíàëüíûõ äîìåíà — ïîäìåìáðàííûé äîìåí, òèðî-
çèíêèíàçíûé äîìåí è C-êîíöåâîé äîìåí. Â C-êîíöåâîì
äîìåíå íàõîäèòñÿ íåñêîëüêî ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ, âàæíûõ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè ýô-
ôåêòîðàìè ðåöåïòîðà. Íåãàòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ ðàáîòû
ÝÔÐ-Ð îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ÝÔÐ-ñòèìóëèðóåìîãî ýí-
äîöèòîçà è ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèè â ëèçîñîìàõ. Èçâå-
ñòíî, ÷òî ýòîò ïðîöåññ ðåãóëèðóåòñÿ óáèêâèòèíèðîâà-
íèåì ðåöåïòîðà óáèêâèòèíëèãàçîé c-Cbl. Óáèêâèòèíè-
ðîâàíèå ÝÔÐ-Ð ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ñòèìóëÿöèè åãî
òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ÝÔÐ. Ïî
ïîñëåäíèì äàííûì, ìîäèôèêàöèè ïîäâåðãàþòñÿ ìíîæå-
ñòâåííûå îñòàòêè ëèçèíà, ðàñïîëîæåííûå â òèðîçèíêè-
íàçíîì äîìåíå ðåöåïòîðà. Óáèêâèòèíëèãàçà ìîæåò âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü ñ ÝÔÐ-Ð äâóìÿ ñïîñîáàìè. Â ïåðâîì ñëó÷àå
c-Cbl íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ôîñôîðèëèðîâàííûì
îñòàòêîì òèðîçèíà ðåöåïòîðà â ïîëîæåíèè 1045 (Y1045).
Âî âòîðîì ñëó÷àå c-Cbl âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðåöåïòîðîì
÷åðåç àäàïòåðíûé áåëîê Grb2, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü
ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ òðåìÿ ñàéòàìè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
íà C-êîíöåâîì äîìåíå ðåöåïòîðà (Y1068, Y1086 è
Y1101). Ôèçèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå êàæäîãî èç ýòèõ ñïî-
ñîáîâ ñâÿçûâàíèÿ íåÿñíî. Â äàííîé ðàáîòå áûëî èññëå-
äîâàíî âëèÿíèå C-êîíöåâîãî äîìåíà íà óáèêâèòèíèðîâà-
íèå ÝÔÐ-Ð ïîñëå àêòèâàöèè åãî ÝÔÐ. Â êà÷åñòâå ìîäåëè
èñïîëüçîâàëè ïàíåëü êëåòî÷íûõ ëèíèé NIH 3T3, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ íàòèâíûé ðåöåïòîð (WT), ðåöåïòîð, ëè-
øåííûé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè (K721), è ðåöåïòî-
ðû ñ äåëåöèÿìè 63, 123 èëè 165 C-êîíöåâûõ àìèíîêèñ-
ëîò (CD63, CD123 è CD165 ñîîòâåòñòâåííî). Ðåöåïòîðû
áåç 165 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (ÀÎ) ëèøåíû âñåõ ÷å-
òûðåõ ñâÿçûâàþùèõ ñàéòîâ äëÿ c-Cbl, ðåöåïòîðû áåç 123
ÀÎ èìåþò ëèøü ñàéò ïðÿìîãî ñâÿçûâàíèÿ Y1045, òîãäà
êàê ðåöåïòîð áåç 63 ÀÎ, òàê æå êàê è íàòèâíûé ðåöåïòîð,
ñîäåðæàë âñå ÷åòûðå ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ c-Cbl. Èììóíî-
áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî óáèêâèòèíèðîâàíèå

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 759



ðåöåïòîðà íå ïðîèñõîäèò êàê â êëåòêàõ K721, òàê è â
êëåòêàõ CD165. Â òî æå âðåìÿ â êëåòêàõ CD123 ÝÔÐ-Ð
óáèêâèòèíèðîâàëñÿ, íî â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè,
÷åì â êëåòêàõ CD63 è WT. Ñóáêëåòî÷íîå ôðàêöèîíèðî-
âàíèå â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà ïîêàçàëî, ÷òî ñòåïåíü óáèê-
âèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà êîððåëèðóåò ñ ýôôåêòèâíî-
ñòüþ ïåðåõîäà ÝÔÐ-Ð èç ðàííèõ ýíäîñîì â ïîçäíèå. Äè-
íàìèêà óáèêâèòèíèðîâàíèÿ è ñïåêòð ìîäèôèöèðîâàííûõ
ôîðì ìóòàíòíûõ ðåöåïòîðîâ òàêæå ðàçëè÷àëèñü. Ïîäîá-
íûå ðàçëè÷èÿ áûëè âûÿâëåíû òàêæå è ïðè ñðàâíåíèè
ôîðìû óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ÝÔÐ-Ð â êëåòêàõ CD63 è WT,
õîòÿ ýòè äâå ðåöåïòîðíûå ôîðìû èìåþò ïîëíûé íàáîð
ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ c-Cbl è ðàçëè÷àþòñÿ ëèøü C-òåðìè-
íàëüíûì ó÷àñòêîì. Íàøè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî ñàéòû íåïðÿìîãî ñâÿçûâàíèÿ óáèêâèòèíëèãàçû
ñ ÝÔÐ-Ð ñóùåñòâåííû äëÿ äîñòèæåíèÿ âûñîêîé ñòåïåíè
ìîäèôèöèðîâàííîñòè ðåöåïòîðà, à åãî C-êîíöåâîé äî-
ìåí äëèíîé â 63 ÀÎ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ìîäóëÿöèè
ñòåïåíè óáèêâèòèíèðîâàíèÿ.

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

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÏÎÏÓËßÖÈÈ NeuN-ÏÎÇÈÒÈÂÍÛÕ
ÍÅÉÐÎÍÎÂ ÎÁËÀÑÒÈ CA1 ÃÈÏÏÎÊÀÌÏÀ ÊÐÛÑÛ
ÏÎÑËÅ ÒÐÀÍÇÈÒÎÐÍÎÉ ÎÁÙÅÉ ÈØÅÌÈÈ ÃÎËÎÂ-
ÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ. © Ä. Ý. Êîðæåâñêèé,1 Ì. Â. Ëåíöìàí,2
Î. Â. Êèðèê.1 1 Îòäåë ìîðôîëîãèè Èíñòèòóòà ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, iemmorphol@yandex.ru, è
2 Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èçâåñòíî, ÷òî ðàçâèòèå âîññòàíîâèòåëüíûõ ïðîöåñ-
ñîâ ïîñëå èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ãîëîâíîãî ìîçãà
ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ýíäîãåííûõ íåéðàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê, îäíàêî äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè îñòà-
åòñÿ íåèçó÷åííûì âîïðîñ î ïðèíöèïèàëüíîé âîçìîæíî-
ñòè ïîëíîöåííîãî âîññòàíîâëåíèÿ óòðà÷åííûõ íåéðî-
íàëüíûõ ïîïóëÿöèé ãîëîâíîãî ìîçãà ìëåêîïèòàþùèõ ñ
ïîìîùüþ ñîáñòâåííûõ ðåçåðâîâ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ íàìè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî èíäóêöèÿ òðàíçèòîðíîé îáùåé èøåìèè ãîëîâíî-
ãî ìîçãà ó êðûñ â ñîîòâåòñòâèè ñ äâóõñîñóäèñòîé ìî-
äåëüþ ïðèâîäèò ê èçáèðàòåëüíîé ñóáòîòàëüíîé ãèáåëè
ïèðàìèäíûõ íåéðîíîâ îáëàñòè ãèïïîêàìïà CA1 ïðè ñî-
õðàíåíèè íåéðîíîâ îáëàñòåé CA3 è ÑÀ4. Öåëü íàñòîÿ-
ùåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè èçìåíåíèÿ ïîïó-
ëÿöèè íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ÷åðåç 1, 2 è 7 íåä ïîñëå
èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ñ ïîìîùüþ ñåëåêòèâíîãî
íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðà NeuN, ïîçâîëÿþùåãî èäåíòèôè-
öèðîâàòü êàê êðóïíûå ïèðàìèäíûå íåéðîíû ãèïïî-
êàìïà, òàê è ìåëêèå íåéðîíû, âûÿâëåíèå êîòîðûõ ïðè
èñïîëüçîâàíèè êëàññè÷åñêèõ íåéðîìîðôîëîãè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ çàòðóäíèòåëüíî. Ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ ñòàíäàð-
òèçèðîâàííîãî èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ãèïïîêàìïà
ïðèìåíÿëè äâóõñîñóäèñòóþ ìîäåëü (Smith et al. Acta ne-
urol. Scand., 1984. 69: 385—401). Èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîå âûÿâëåíèå ÿäåðíîãî íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðà NeuN
ïðîâîäèëè íà ïàðàôèíîâûõ ñðåçàõ, ïîëó÷åííûõ íà ðîòà-
öèîííîì ìèêðîòîìå, â ñîîòâåòñòâèè ñ îïóáëèêîâàííûì
ðàíåå ïðîòîêîëîì (Êîðæåâñêèé è äð. Ìîðôîëîãèÿ, 2005,
128(5): 76—78). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åðåç 1 íåä ïîñëå èøå-
ìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ÷èñëî íåéðîíîâ, ïðèõîäÿùèõñÿ
íà 100 ìêì ïèðàìèäíîãî ñëîÿ, óìåíüøàåòñÿ ñ 12.6 ± 1.7

äî 1.25 ± 0.44. Â äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà ïèðà-
ìèäíûõ íåéðîíîâ â çîíå CA1 íå ïðîèñõîäèëî íè ó îäíî-
ãî èç èññëåäîâàííûõ æèâîòíûõ; íàïðîòèâ, ê 7-é íåä
ïîñëå èøåìèè ñðåäíåå ÷èñëî NeuN-ïîçèòèâíûõ êëåòîê
óìåíüøàëîñü äî 1 íà 300 ìêì ïðîòÿæåííîñòè ïèðàìèä-
íîãî ñëîÿ. Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà àêòèâàöèþ íå-
ñòèí-èììóíîïîçèòèâíûõ è ïðîëèôåðèðóþùèõ ýíäîãåí-
íûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â ãèïïîêàìïå êðûñû â îò-
äàëåííûå ñðîêè ïîñëå òðàíçèòîðíîé èøåìèè ãîëîâíîãî
ìîçãà, ïîïóëÿöèÿ ïèðàìèäíûõ íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà íå
âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Ýòîò ôàêò ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó
ïðèíöèïèàëüíîé íåñïîñîáíîñòè àêòèâèðîâàííûõ ýíäî-
ãåííûõ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (è êëåòîê-ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ) àäåêâàòíî âîñïîëíÿòü óòðà÷åííûå íåéðî-
íàëüíûå ïîïóëÿöèè äàæå ïðè ñîõðàíåíèè ëàìèíàðíîé
îðãàíèçàöèè ïîâðåæäåííîé ñòðóêòóðû ìîçãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-492397 è 05-04-08072-îôè).

ßÄÅÐÍÛÉ ÀÍÒÈÃÅÍ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÏÐÎËÈÔÅÐÀ-
ÖÈÈ Â ËÈÌÔÎÖÈÒÀÕ ÊÎÐÎÂ Ñ ÂÈÐÓÑÈÍÄÓÖÈÐÎ-
ÂÀÍÍÛÌ ËÅÉÊÎÇÎÌ. © Ã. Ï. Êîñÿêîâà,1 Ñ. Í. Ïðî-
øèí,2 Â. Þ. Êðàâöîâ,2 À. Ô. ßêîâëåâ.1 1 Âñåðîññèéñêèé
íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäå-
íèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ è 2 Âñåðîññèéñêèé
öåíòð ýêñòðåííîé è ðàäèàöèîííîé ìåäèöèíû Ì×Ñ Ðîñ-
ñèè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, psn@arcerm.spb.ru.

Ïðè ëåéêîçå ó êîðîâ, âûçûâàåìîì âèðóñîì òèïà C
(ïîäñåìåéñòâî Oncovirinae, ñåìåéñòâî Retroviridae), õà-
ðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ÿâëÿåòñÿ ðàçâèòèå ïåðñèñòåíò-
íîãî B-ëèìôîöèòîçà, êîòîðûé ìîæåò ñîõðàíÿòüñÿ íà
ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ ëåò. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â óñëî-
âèÿõ in vivo (ò. å. â öèðêóëèðóþùåé êðîâè) ïðîëèôåðà-
òèâíàÿ àêòèâíîñòü ëèìôîöèòîâ ñóùåñòâåííî ñíèæåíà çà
ñ÷åò ïîâûøåííîãî îáðàçîâàíèÿ àíòèòåë ê ðÿäó áåëêîâ
âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÂËÊÐÑ), îáðà-
çóþùèõñÿ â îðãàíèçìå ïîðàæåííîãî æèâîòíîãî. ßäåð-
íûé àíòèãåí êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè (ßÀÊÏ) — áåëîê
ñ ìîë. ìàññîé 36 êÄà, ýêñïðåññèðóþùèéñÿ â G1- è S-ôà-
çàõ êëåòî÷íîãî öèêëà, íàøåë øèðîêîå ïðèìåíåíèå äëÿ
âåðèôèêàöèè èíòåðôàçíûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ ïðîëè-
ôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì. Â ðàáîòå áûëè èññëåäîâàíû
ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ êîðîâ è êî-
ðîâ, ïîðàæåííûõ ÂËÊÐÑ. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíà-
ëèç íà ÿäåðíûé àíòèãåí êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïîêà-
çàë, ÷òî â ñðåäíåì ÷àñòîòà êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ íà èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå â ãðóïïå çäîðîâûõ
êîðîâ, ñîñòàâèëà 6.2 %, òîãäà êàê â ãðóïïå æèâîòíûõ ñ
âèðóñîíîñèòåëüñòâîì ÷àñòîòà êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ â
èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè, äîñòèãàëà 63.4 %
(U-êðèòåðèé Âèëêîêñîíà—Ìàííà—Óèòíè, 0.005 < Pu <
< 0.001). Íà îñíîâå èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ñäå-
ëàí âûâîä î äîñòîâåðíîì ðàçëè÷èè â ïðîëèôåðàòèâíîì
ñòàòóñå ëèìôîöèòîâ çäîðîâûõ êîðîâ è êîðîâ-âèðóñîíîñè-
òåëåé è èíôîðìàòèâíîñòè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî ìåòî-
äà â èññëåäîâàíèè ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.

ÀÍÀËÈÇ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÅÉ ÄÍÊ Â ÖÅÍÒ-
ÐÎÌÅÐÍÛÕ ÐÀÉÎÍÀÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ ÏÒÈÖ ÌÅÒÎ-
ÄÀÌÈ IN SILICO. © À. Â. Êðàñèêîâà, Ñ. Å. Äåðþøåâà,

760 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



Å. Ð. Ãàãèíñêàÿ. Áèîëîãè÷åñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèé èíñòèòóò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà, chromas@paloma.spbu.ru.

Ãåíîì äîìàøíåé êóðèöû Gallus gallus domesticus —
ïåðâûé ñðåäè ñåêâåíèðîâàííûõ ãåíîìîâ ïòèö (ICGSC,
2004). Íåñìîòðÿ íà ïðîãðåññ â èññëåäîâàíèè ãåíîìà êó-
ðèöû è óñïåøíîå âûïîëíåíèå ïðîåêòà ïî ïîëíîìó ñåêâå-
íèðîâàíèþ ãåíîìà, ñëîæíîñòè, ñâÿçàííûå ñ êëîíèðîâà-
íèåì, ñåêâåíèðîâàíèåì, «ñáîðêîé» â ñóïåðêîíòèãè è
«ïðèâÿçêîé» ê õðîìîñîìàì ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ, îðãàíèçîâàííûõ â òàíäåìíûå ìàññèâû,
ïðèâîäÿò ê ïîÿâëåíèþ áðåøåé â óïîðÿäî÷åííûõ ñåêâå-
íèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ õðîìîñîì. Ïîýòîìó
äàæå â çàêîí÷åííûõ ïðîåêòàõ ñåêâåíèðîâàííûõ ãåíîìîâ
ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò èíôîðìàöèÿ î òàêèõ ðàéîíàõ
õðîìîñîì, êàê öåíòðîìåðû è òåëîìåðû, à òàêæå î íåêî-
òîðûõ êîäèðóþùèõ ó÷àñòêàõ, êàê, íàïðèìåð, êëàñòåðû
ãåíîâ ðÐÍÊ (http://www.ensembl.org; http://www.ncbi.nih.
gov). Â òåêóùåé âåðñèè ãåíîìà êóðèöû öåíòðîìåðíûå
ðàéîíû õðîìîñîì îáîçíà÷åíû ïðîïóñêàìè, äëèíà êîòî-
ðûõ ïðèíÿòà çà 1.5 ìëí ï. í. äëÿ ìàêðîõðîìîñîì è
0.5 ìëí ï. í. äëÿ ìèêðîõðîìîñîì (ICGSC, 2004; Supple-
mentary). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ öåíòðîìåð â óïî-
ðÿäî÷åííûõ ñåêâåíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ õðî-
ìîñîì èñïîëüçóåòñÿ ñëåäóþùàÿ èíôîðìàöèÿ: çíà÷åíèÿ
öåíòðîìåðíûõ èíäåêñîâ õðîìîñîì, äàííûå FISH-àíàëè-
çà è íàëè÷èå â êîíòèãàõ ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé. Ìû ïðîâåëè êîìïüþòåðíûé àíàëèç ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, ãðàíè÷àùèõ ñ öåíòðîìåðíûìè ðàéîíàìè, â
ñåêâåíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ õðîìîñîì êóðè-
öû. Ýòîò ïîäõîä ïîçâîëèë âûÿâèòü êàê ðàíåå èçâåñòíûå
ñàòåëëèòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, òàê è íîâûå ïîâòîðû.
Â ÷àñòíîñòè, íà õðîìîñîìå 24 áûë îáíàðóæåí GC-áîãà-
òûé òàíäåìíûé ïîâòîð ñ ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöåé äëè-
íîé 28 ï. í., êîòîðûé ìû íàçâàëè PO28. ÏÖÐ-àíàëèç ãå-
íîìíîé ÄÍÊ êóðèöû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ñïå-
öèôè÷íûõ ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè PO28, ïîäòâåðäèë
íàëè÷èå ýòîãî ïîâòîðà â ãåíîìå êóðèöû è åãî òàíäåìíóþ
îðãàíèçàöèþ. Ðåçóëüòàòû êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà ëîêà-
ëèçàöèè ïîâòîðà PO28 â ãåíîìå êóðèöû ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû BLAST ïîçâîëÿþò îæèäàòü åãî ïðèñóòñòâèå
â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ êàê ìàêðî-, òàê è ìèêðîõðî-
ìîñîì è áëèçêóþ ëîêàëèçàöèþ ê ïîâòîðàì CNM è PO41.
Ñåêâåíèðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îðãàíèçîâàííûå
â ñóïåðêîíòèãè, íî íå èìåþùèå íèêàêèõ ìàðêåðîâ, ïî-
çâîëÿþùèõ ïðèâÿçàòü èõ ê îïðåäåëåííîé õðîìîñîìå, ïî-
ìåùåíû íà òàê íàçûâàåìóþ âèðòóàëüíóþ õðîìîñîìó
(chromosome unknown, chrUn). ChrUn êóðèöû ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ íåêîòîðûõ ìèêðîõðîìîñîì, à
òàêæå ïîâòîðÿþùóþñÿ ÄÍÊ (ICGSC, 2004). Ðàíåå ìû ïî-
êàçàëè òðàíñêðèïöèþ íåêîäèðóþùèõ ïðèöåíòðîìåðíûõ
è ñóáòåëîìåðíûõ ñàòåëëèòîâ, â ÷àñòíîñòè ïîâòîðîâ CNM
è PO41, â îîöèòàõ êóðèöû (Deryusheva et al., 2006; Krasi-
kova et al., 2006). Îäíàêî ìåõàíèçìû, ðåãóëèðóþùèå
òðàíñêðèïöèþ ñàòåëëèòíûõ ïîâòîðîâ, âî ìíîãîì îñòà-
þòñÿ íåÿñíûìè. Ìû ïðîâåëè êîìïüþòåðíûé àíàëèç äî-
ñòóïíûõ â áàçå äàííûõ ãåíîìà êóðèöû êëîíîâ, ñîäåðæà-
ùèõ ñàòåëëèòíûå ïîâòîðû CNM è PO41 (âñåãî 107 êîí-
òèãîâ èç chrUn), ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org). Ïîìèìî êîíòèãîâ, ñîäåð-
æàùèõ òîëüêî êëàñòåðû ïîâòîðîâ CNM è PO41 èëè ïåðå-
õîäû äðóã â äðóãà ìàññèâîâ PO41 è CNM, áûëî îáíàðó-
æåíî 9 êîíòèãîâ, ñîäåðæàùèõ ðåãóëÿòîðíûå ïðîìîòîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñðàâíåíèå ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíî-

ñòåé ñ èìåþùèìèñÿ â áàçå äàííûõ RepBase Update
(http://www.girinst.org) ïîêàçàëî èõ ïðèíàäëåæíîñòü
ãðóïïå èíòåðñïåðñíûõ ïîâòîðîâ, à èìåííî LTR-ñîäåð-
æàùèõ ðåòðîòðàíñïîçîíîâ. Ñðåäè ýòèõ ðåòðîòðàíñïîçî-
íîâ áûëè îáíàðóæåíû ýëåìåíòû, ñîäåðæàùèå òðàíñ-
êðèïöèîííî àêòèâíûå ïðîìîòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè, íàïðèìåð ýíäîãåííûé ðåòðîâèðóñ (ERV) êóðèöû ñ
íåîáû÷íî êîðîòêèìè LTR äëèíîé 243 í. ï. (Boyce-Jacino
et al., 1989). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, ïîìèìî ãåíîâ
pol ERV, äðóãèõ îòêðûòûõ ðàìîê ñ÷èòûâàíèÿ â êîíòè-
ãàõ, ñîäåðæàùèõ ñàòåëëèòû CNM è PO41, îáíàðóæåíî íå
áûëî. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèÿ ñàòåëëèòíûõ ïîâòîðîâ â îîöèòàõ êóðèöû ìîæåò
èíèöèèðîâàòüñÿ íà ÒÀÒÀ-áîêññîäåðæàùèõ ïðîìîòîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ, ëîêàëèçîâàííûõ â 3�- èëè 5�-LTRs
ðåòðîòðàíñïîçîíîâ, ïðèëåæàùèõ ê ñàòåëëèòàì.
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Èçâåñòíî, ÷òî öåíòðîìåðíûå ðàéîíû õðîìîñîì âû-
ïîëíÿþò âàæíóþ ôóíêöèþ â àðõèòåêòóðå ãåíîìîâ ñîìà-
òè÷åñêèõ è íåðâíûõ êëåòîê. Ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü
õðîìîöåíòðû è íåñëó÷àéíàÿ èõ ëîêàëèçàöèÿ âíóòðè èí-
òåðôàçíîãî ÿäðà — òèïè÷íûå îñîáåííîñòè öåíòðîìåðíî-
ãî ãåòåðîõðîìàòèíà, ïðè÷åì ïîëîæåíèå öåíòðîìåðíûõ
ðàéîíîâ è îáðàçîâàííûõ èìè õðîìîöåíòðîâ âíóòðè ÿäðà
îïðåäåëÿåòñÿ òèïîì òêàíè è ñòàäèåé êëåòî÷íîãî öèêëà.
Â îîãåíåçå ôóíêöèÿ öåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì è
èõ ðîëü â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà èçó÷å-
íû íåäîñòàòî÷íî. Â âèòåëëîãåííûõ îîöèòàõ ïîçâîíî÷-
íûõ ñòàäèÿ òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûõ õðîìîñîì ñìå-
íÿåòñÿ ãëîáàëüíîé èíàêòèâàöèåé ãåíîìà, êîòîðàÿ ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ìàñøòàáíûìè èçìåíåíèÿìè íå òîëüêî
ñòðóêòóðû õðîìîñîì è ýêñòðàõðîìîñîìíûõ äîìåíîâ, íî
òàêæå èçìåíåíèÿìè àðõèòåêòóðû ÿäðà è ôîðìèðîâàíèåì
êàðèîñôåðû (Gruzova, Parfenov, 1993). Ìåõàíèçì ýòèõ
èçìåíåíèé íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ.
ßäðà ðàñòóùèõ îîöèòîâ ïòèö ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäîá-
íóþ è ïåðñïåêòèâíóþ ìîäåëüíóþ ñèñòåìó äëÿ ïîäîáíûõ
èññëåäîâàíèé áëàãîäàðÿ ñïåöèôè÷åñêîìó òèïó îîãåíåçà
ó ïòèö, ïðè êîòîðîì â îîöèòå îòñóòñòâóþò õðîìîñîìíûå
è àìïëèôèöèðîâàííûå ÿäðûøêè è î÷åíü ìàëî÷èñëåííû
ýêñòðàõðîìîñîìíûå âíóòðèÿäåðíûå òåëüöà. Â äîêëàäå
ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé
ìîðôîëîãèè è äèíàìèêè öåíòðîìåðíûõ íåéðîíîâ õðîìî-
ñîì ïòèö íà ñòàäèè ëàìïîâûõ ùåòîê è â õîäå îáðàçîâà-
íèÿ êàðèîñôåðû, âûïîëíåííîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòî-
äîâ èììóíîôëóîðåñöåíöèè, ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçà-
öèè in situ, èììóíîáëîòèíãà è êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà.
Àíàëèçèðóÿ ñòðîåíèå öåíòðîìåð íà ñòàäèè ëàìïîâûõ
ùåòîê, ìû îñíîâûâàëèñü íà èçâåñòíûõ äàííûõ îá îñî-
áåííîñòÿõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè öåíòðîìåðíûõ ðàé-
îíîâ ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì è ñóùåñòâîâàíèÿ â ñî-
ñòàâå öåíòðîìåðû ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíîâ. Îñíîâíûå

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 761



äîìåíû öåíòðîìåðíîãî ðàéîíà (äîìåí êîíòàêòà, ñîäåð-
æàùèé ïðèöåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, öåíòðàëüíûé,
ñîäåðæàùèé öåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, è êèíåòî-
õîðíûé) áûëè íàìè èäåíòèôèöèðîâàíû â ñòðóêòóðå ëàì-
ïîâûõ ùåòîê, îñîáåííîñòè èõ ñîñòàâà, ìîðôîëîãèè è
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áûëè èçó÷åíû. Â ïðèöåíòðîìåðíîì
ãåòåðîõðîìàòèíå âûÿâëåíû ýïèãåíåòè÷åñêèå ìàðêåðû
òðàíñêðèïöèîííîãî èíåðòíîãî õðîìàòèíà (áåëîê HP1â è
ìåòèëèðîâàííûé öèòîçèí), â òî æå âðåìÿ â íåì îáíàðó-
æåíà òðàíñêðèïöèÿ íåêîäèðóþùåé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ.
Áåëêîâûå òåëà (ÁÒ), êîòîðûå ñîäåðæàò áåëêè, ó÷àñòâóþ-
ùèå â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû õðîìîñîì (ÄÍÊ-òîïî-
èçîìåðàçó II, ýëåìåíòû êîìïëåêñà êîãåçèè ñåñòðèíñêèõ
õðîìàòèä è ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà), ôîðìèðóþòñÿ â
àññîöèàöèè ñ öåíòðàëüíûì äîìåíîì öåíòðîìåðû. Â ñî-
çðåâàþùèõ îîöèòàõ öåíòðîìåðû è àññîöèèðîâàííûå ñ
íèìè ÁÒ ïðîÿâëÿþò ñïåöèôè÷åñêóþ ôóíêöèþ, ñâÿçàí-
íóþ ñ òîïîëîãè÷åñêîé îðãàíèçàöèåé õðîìîñîì â ïðîöåñ-
ñå ôîðìèðîâàíèÿ êàðèîñôåðû: ñëèâàþùèåñÿ ÁÒ îáðàçó-
þò áåëêîâûé îñòîâ êàðèîñôåðû, êîíäåíñèðîâàííûå õðî-
ìîñîìû ðàñïîëàãàþòñÿ íà åãî ïîâåðõíîñòè, áóäó÷è
«çàÿêîðåíû» â ìàòåðèàë îñòîâà êàðèîñôåðû öåíòðîìåð-
íûìè ðàéîíàìè. Âàæíàÿ ôóíêöèÿ îñòîâà êàðèîñôåðû,
ïî-âèäèìîìó, çàêëþ÷àåòñÿ òàêæå â ñîçäàíèè äåïî áåë-
êîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû â òîïîëîãè÷åñêóþ
îðãàíèçàöèþ èíàêòèâèðîâàííîãî ãåíîìà íà ðàííèõ ñòà-
äèÿõ ýìáðèîãåíåçà. Íàøå èññëåäîâàíèå è èìåþùèåñÿ â
ëèòåðàòóðå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
ÁÒ îáðàçóþòñÿ íà õðîìîñîìàõ ñòàäèè ëàìïîâûõ ùåòîê ó
æèâîòíûõ, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçíûì ñèñòåìàòè÷åñêèì
ãðóïïàì. Â äîêëàäå îáñóæäàþòñÿ óíèâåðñàëüíîñòü è ðàñ-
ïðîñòðàíåííîñòü ýòîãî òèïà âíóòðèÿäåðíûõ ñòðóêòóð.
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Ãèáðèäíûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñëèÿ-
íèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ (ÝÑ) è
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ
èçó÷åíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ïðîáëåì áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ — ïëþðèïîòåíòíîñòè è âîçìîæíîñòè îáðàòèìîñòè
äèôôåðåíöèðîâêè ãåíîìà ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè. Ãèáðèä-
íûå êëåòêè òàêîãî òèïà ïðîÿâëÿþò ïëþðèïîòåíòíûå
ñâîéñòâà è ôåíîòèï, õàðàêòåðíûå äëÿ ÝÑ-êëåòêè. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè ñëèÿíèè äèïëîèäíîé ÝÑ-êëåòêè
è òåòðàïëîèäíîé ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè ãèáðèäíûå êëåòêè
áóäóò îáëàäàòü ñâîéñòâàìè è ôåíîòèïîì ñîìàòè÷åñêîãî,
à íå ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ïëîèäíîñòè ñîìàòè÷å-
ñêîé êëåòêè íà ôåíîòèï ãèáðèäíûõ êëåòîê. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè ñåðèè êëîíîâ ãèáðèäíûõ êëåòîê îò ñëèÿíèÿ
ÝÑ-êëåòîê ëèíèè E14Tg2aSc4TP6.3, ïîëó÷åííîé èç âíóò-
ðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèñòû ìûøè Mus muscu-
lus ëèíèè 129/Ola, ñî ñëåäóþùèìè ñîìàòè÷åñêèìè ïàðò-
íåðàìè: ýìáðèîíàëüíûìè äèïëîèäíûìè è òåòðàïëîèä-
íûìè ôèáðîáëàñòàìè (ñåðèÿ êëîíîâ tef è tef-1 ãèáðèäíûõ

êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî) è ôèáðîáëàñòàìè èç âçðîñëîé
ìûøè, ïîëó÷åííûìè îò ìûøåé ëèíèè DD/c (ñåðèÿ êëî-
íîâ taf); ýìáðèîíàëüíûìè äèïëîèäíûìè è òåòðàïëîèä-
íûìè ôèáðîáëàñòàìè, ïîëó÷åííûìè îò ìûøåé ëèíèè
C57Bl/I(1)1RK (ñåðèè êëîíîâ tdf è ttf ñîîòâåòñòâåííî).
Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî âñå êëîíû ãèáðèäíûõ êëåòîê ñå-
ðèé ttf è tef-t, ïîëó÷åííûå ïðè ñëèÿíèè ÝÑ-êëåòîê ñ òåò-
ðàïëîèäíûìè ôèáðîáëàñòàìè, èìåëè ôåíîòèï ñîìàòè÷å-
ñêîãî ïàðòíåðà, ò. å. ôèáðîáëàñòà. Èììóíîôëóîðåñöåíò-
íûì ìåòîäîì ïîêàçàíî, ÷òî êîëëàãåí è F-àêòèí
ðàñïðåäåëåíû â öèòîïëàçìå êëåòîê êëîíîâ ýòîé ñåðèè ïî
òîìó æå òèïó, ÷òî è â ôèáðîáëàñòàõ. Îäíàêî êëîíû ãèá-
ðèäíûõ ñåðèé tdf, fat è tef, ïðè ïîëó÷åíèè êîòîðûõ â êà-
÷åñòâå ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà èñïîëüçîâàëè äèïëî-
èäíûå ôèáðîáëàñòû, èìåþò ôåíîòèï, òèïè÷íûé äëÿ
ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà, è êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè Oct-4 è Na-
nog, â ýòèõ êëîíàõ ñîïîñòàâèìî ñ òàêîâûì â ðîäèòåëü-
ñêîé ëèíèè ïëþðèïîòåíòíûõ ÝÑ-êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì,
ìû âïåðâûå íàáëþäàëè äîìèíèðîâàíèå ôåíîòèïà ñîìà-
òè÷åñêîãî ïàðòíåðà â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ îò ñëèÿíèÿ
ÝÑ-êëåòîê è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî äîìèíèðîâàíèå ôåíîòèïà ñîìàòè÷åñêîãî èëè
ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà ÿâëÿåòñÿ ïîñëåäñòâèåì ñåã-
ðåãàöèè õðîìîñîì îäíîãî èç ïàðòíåðîâ. Áûë ïðîâåäåí
ÏÖÐ-àíàëèç õðîìîñîìíîãî ñîñòàâà ñ ïîìîùüþ ïîëè-
ìîðôíûõ ìèêðîñàòåëëèòîâ, ïîçâîëÿþùèõ íàäåæíî ìàð-
êèðîâàòü è ðàçëè÷àòü õðîìîñîìû îáîèõ ïàðòíåðîâ ïî
ñëèÿíèþ. Â êëåòêàõ êëîíîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè ñëèÿíèè
ÝÑ-êëåòîê ñ òåòðàïëîèäíûìè ôèáðîáëàñòàìè è èìåþ-
ùèìè ôåíîòèï, òèïè÷íûé äëÿ ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà,
âûÿâëåíà ïîëíàÿ ïîòåðÿ îáîèõ ãîìîëîãîâ íåêîòîðûõ
õðîìîñîì ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà. Â êëåòêàõ êëîíîâ,
ïîëó÷åííûõ îò ñëèÿíèÿ ÝÑ-êëåòîê ñ äèïëèäíûìè ôèá-
ðîáëàñòàìè è èìåþùèõ ôåíîòèï ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðò-
íåðà, ìåòîäîì ÏÖÐ-àíàëèçà íå îáíàðóæåíî ïîòåðè õðî-
ìîñîì. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîé ïîòåðè ãîìîëîãîâ íå-
êîòîðûõ õðîìîñîì áûëî íåîáõîäèìî ïðîàíàëèçèðîâàòü
èõ ÷èñëî. Ïîäñ÷åò õðîìîñîì ïîêàçàë, ÷òî â êëîíàõ, ïîëó-
÷åííûõ ïðè ñëèÿíèè ñ äèïëîèäíûìè ôèáðîáëàñòàìè, íà-
áëþäàåòñÿ ÷àñòè÷íàÿ ïîòåðÿ ãîìîëîãîâ íåêîòîðûõ õðî-
ìîñîì. Òàêèì îáðàçîì, ìû âïåðâûå íàáëþäàëè âëèÿíèå
ïëîèäíîñòè ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà íà ôåíîòèï è ñåãðå-
ãàöèþ õðîìîñîì ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà â êëîíàõ
ãèáðèäíûõ êëåòîê ñ ôåíîòèïîì ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00528) è ÑÎ ÐÀÍ (èíòåãðàöèîííûå ïðîåêòû 5.2.2
è 14.2).

ÌÎÐÔÎÃÅÍÅÇ IN VITRO ÊËÅÒÎÊ ÊÀËËÓÑÎÂ ÐÀÇ-
ËÈ×ÍÎÃÎ ÏÐÎÈÑÕÎÆÄÅÍÈß. © Í. Í. Êðóãëîâà,
Î. À. Ñåëüäèìèðîâà, À. À. Êàòàñîíîâà, Ä. Þ. Çàéöåâ. Èí-
ñòèòóò áèîëîãèè Óôèìñêîãî ÍÖ ÐÀÍ, Kruglova@anrb.ru.

Ìîðôîãåíåç ðàñòåíèé êàê ôîðìîîáðàçîâàòåëüíûé
ïðîöåññ ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóð, ñîâåðøàþùèéñÿ íà ðàçëè÷-
íûõ óðîâíÿõ, âûçûâàåò áîëüøîé èíòåðåñ. Îäíî èç ïåð-
ñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé èññëåäîâàíèé — èçó÷åíèå ìîð-
ôîãåíåçà â êàëëóñå â êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâèÿõ in vitro.
Êàëëóñ êàê ãåòåðîãåííàÿ èíòåãðèðîâàííàÿ ñòðóêòóðà (ñè-
ñòåìà), îáðàçóþùàÿñÿ â ðåçóëüòàòå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
íà ïîâåðõíîñòè îòäåëüíûõ ñòðóêòóð ðàñòèòåëüíîãî îðãà-
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íèçìà, ôîðìèðóþùàÿñÿ, êàê ïðàâèëî, èç èñõîäíî ðàçíûõ
êëåòîê ãåíåðàòèâíûõ èëè âåãåòàòèâíûõ îðãàíîâ (Áàòûãè-
íà, 1987), ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé èäåàëüíóþ ìîäåëüíóþ ñè-
ñòåìó äëÿ èçó÷åíèÿ êàê îáùèõ çàêîíîìåðíîñòåé, òàê è
îñîáåííîñòåé ìîðôîãåíåçà ðàñòåíèé in vitro. Öåëü èññëå-
äîâàíèÿ ñîñòîÿëà â âûÿâëåíèè ïóòåé ìîðôîãåíåçà in vit-
ro êëåòîê êàëëóñà, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñâîåìó ïðîèñõîæ-
äåíèþ: êàëëóñà, ïîëó÷åííîãî â êóëüòóðå in vitro íåçðåëî-
ãî ïûëüíèêà, è êàëëóñà, ïîëó÷åííîãî â êóëüòóðå in vitro
íåçðåëîãî çàðîäûøà. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæè-
ëè ñîðòà è ãèáðèäíûå ëèíèè ÿðîâîé ìÿãêîé ïøåíèöû
Triticum aestivum L., êîòîðûå, ñîãëàñíî ïðåäâàðèòåëü-
íûì äàííûì, îòëè÷àþòñÿ âûñîêîé ÷àñòîòîé ôîðìèðîâà-
íèÿ ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ â êóëüòóðå íåçðåëûõ ïûëü-
íèêîâ è â êóëüòóðå íåçðåëûõ çàðîäûøåé. Ïðåäâàðèòåëü-
íî áûëî âûÿâëåíî, ÷òî êîìïåòåíòíûé ê ôîðìèðîâàíèþ
ìîðôîãåííîãî êàëëóñà íåçðåëûé ïûëüíèê äîëæåí íàõî-
äèòüñÿ â ñòàäèè ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííîé ìèêðîñïîðû
(Êðóãëîâà è äð., 2005), íåçðåëûé çàðîäûø — â ôàçå îðãà-
íîãåíåçà (Êðóãëîâà, Ñåëüäèìèðîâà, 2004). Ìîðôîãåííûå
êàëëóñû ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïîëó÷àëè ïóòåì êóëü-
òèâèðîâàíèÿ in vitro íåçðåëûõ ïûëüíèêîâ è íåçðåëûõ çà-
ðîäûøåé íà èíäóêöèîííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîñ-
òàâëåííîé ïî ïðîïèñè Ìóðàøèãå è Ñêóãà (Murashige,
Skoog, 1962), ïðè ýòîì íåçðåëûå ïûëüíèêè è íåçðåëûå
çàðîäûøè êóëüòèâèðîâàëè äî ïîÿâëåíèÿ íà èõ ïîâåðõíî-
ñòÿõ õîðîøî ðàçâèòûõ ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ. Ìåòîäà-
ìè ñâåòîâîé è ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîðôîãåííûé êàëëóñ îáîèõ òèïîâ
ñîñòîèò èç ãðóïï íåîäíîðîäíûõ êëåòîê — ìåðèñòåìàòè-
÷åñêèõ è ïàðåíõèìàòîçíûõ. Â òî æå âðåìÿ ìîðôîãåííûé
êàëëóñ ïûëüíèêîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áåðåò íà÷àëî îò
îäíîé ãàïëîèäíîé êëåòêè — ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííîé
ìèêðîñïîðû, òîãäà êàê ìîðôîãåííûé êàëëóñ çàðîäûøå-
âîãî ïðîèñõîæäåíèÿ — îò ãðóïïû äèïëîèäíûõ êëåòîê
ùèòêà íåçðåëîãî çàðîäûøà. Ìåòîäîì èììóíîôåðìåíò-
íîãî àíàëèçà ðàñòèòåëüíûõ îáðàçöîâ (Êóäîÿðîâà è äð.,
1986) â ìîðôîãåííûõ êàëëóñàõ îáîèõ òèïîâ âûÿâèëè ñî-
äåðæàíèå ýíäîãåííîãî àóêñèíà ÈÓÊ è ïåðåíåñëè èõ íà
ñðåäó äëÿ ðåãåíåðàöèè, ñîñòàâëåííóþ ïî ïðîïèñè Ìóðà-
øèãå è Ñêóãà, â âàðèàíòàõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ êîíöåíò-
ðàöèåé ýêçîãåííîãî àóêñèíà ÈÓÊ. Ìåòîäàìè ñâåòîâîé
è ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ÷åðåç
30—35 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè âûÿâëåíû ñëåäóþùèå
ïóòè ìîðôîãåíåçà ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòîê êàëëóñîâ
îáîèõ òèïîâ: ýìáðèîèäîãåíåç (ñîìàòè÷åñêèé ýìáðèî-
ãåíåç), 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-
÷åííûå íà ïðèìåðå ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ ðàçëè÷íîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (ãàïëîèäíàÿ ñèëüíîâàêóîëèçèðîâàííàÿ
ìèêðîñïîðà ïûëüíèêà è äèïëîèäíûå êëåòêè ùèòêà íå-

çðåëîãî çàðîäûøà) ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîäòâåð-
æäàþò êîíöåïöèþ óíèâåðñàëüíîñòè ïóòåé ìîðôîãåíåçà
ðàñòåíèé â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ è â óñëîâèÿõ êóëüòó-
ðû 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 «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû ÐÔ» (ãðàíò
ÍØ-4834.2006.4) è ïî ïðîãðàììå ÃÍÒÏ ÀÍ ÐÁ «Âîñïðî-
èçâîäñòâî áèîðåñóðñíîãî ïîòåíöèàëà ÐÁ» (ãðàíò 3/3).

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÐÀÇÌÅÐÀ ÃÅÍÎÌÀ
ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈÍÈÉ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© Á. Í. Êóäðÿâöåâ,1 Ã. À. Ñàêóòà,1 À. Ì. Êàëèìàãàìáå-
òîâ,2 Í. Í. Áåçáîðîäêèíà,1 Þ. Ì. Ðîçàíîâ.1 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Êàçàõñêèé íàöèî-
íàëüíûé óíèâåðñèòåò, Àëìà-Àòà, Ðåñïóáëèêà Êàçàõñòàí.

Êëåòî÷íûå êóëüòóðû â çíà÷èòåëüíîé ñâîåé ÷àñòè
èìåþò îïóõîëåâîå ïðîèñõîæäåíèå. Õàðàêòåðíîé îñîáåí-
íîñòüþ ìíîãèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ íåñòàáèëü-
íîñòü èõ ãåíîìà. Ïåðåâîä êëåòîê â êóëüòóðó è ïîñëåäóþ-
ùàÿ èõ àäàïòàöèÿ ê ïîñòîÿííîìó ñóùåñòâîâàíèþ â óñ-
ëîâèÿõ in vitro ñîïðîâîæäàþòñÿ, ïî-âèäèìîìó, åùå
áîëüøåé ðàçáàëàíñèðîâêîé ãåíîìà. Êëåòêè â êóëüòóðå,
ëèøåííûå òåõ ðåãóëÿòîðíûõ âîçäåéñòâèé, êîòîðûì îíè
ïîäâåðãàëèñü â íîðìàëüíîì ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå,
â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè òåðÿþò ñâîè èçíà÷àëüíûå äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå ôóíêöèè. Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî êëåòîê â êóëüòóðå ìîæåò áûòü ïîëó÷åíî
èç îäíîé-åäèíñòâåííîé êëåòêè. Ôàêòè÷åñêè êëåòêè â êóëü-
òóðå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñàìîñòîÿòåëüíûå îäíîêëåòî÷-
íûå îðãàíèçìû, ñóùåñòâóþùèå è ýâîëþöèîíèðóþùèå â
ñïåöèôè÷åñêèõ óñëîâèÿõ îêðóæàþùåé ñðåäû. Òàêèì îá-
ðàçîì, êëåòî÷íûå êóëüòóðû ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé áèîëîãè-
÷åñêîé ìîäåëüþ äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èçó÷åíèÿ
îñíîâíûõ ïóòåé è íàïðàâëåíèé ýâîëþöèè ãåíîìà. Öåëü
äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíåíèè ðàçìåðà ãåíîìà
êëåòîê ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóåìûõ äëèòåëüíîå âðåìÿ â
óñëîâèÿõ in vitro, ñ ðàçìåðîì ãåíîìà êëåòîê, ïîëó÷åííûõ
èç òêàíåé íîðìàëüíîãî ÷åëîâåêà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ 40 ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé ÷åëîâåêà, ïðîâåäåííûé ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè, ïîêàçàë, ÷òî ðàçìåð ãåíîìà êëåòîê â êóëüòóðå
íåçàâèñèìî îò èõ ïðîèñõîæäåíèÿ óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íîðìîé. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçìåð ãåíîìà êëåòîê â
ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ óâåëè÷èâàåòñÿ ïðîïîðöèî-
íàëüíî óâåëè÷åíèþ ìîäàëüíîãî ÷èñëà õðîìîñîì â êàðèî-
òèïå (r = 0.984, P < 0.001). Â ðàñ÷åòå íà 46 õðîìîñîì óâå-
ëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ â ãåíîìå
íîðìàëüíîãî ÷åëîâåêà ñîñòàâèëî ïðèìåðíî 5.53 %, èëè
400�106 ïàð îñíîâàíèé. Â øåñòè êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ìî-
äàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì â êàðèîòèïå êîòîðûõ ðàâíÿëîñü
46, óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ãåíîìà ñîñòàâèëî â ñðåäíåì
3.8 %, èëè 270�106 ïàð îñíîâàíèé. Èçáûòî÷íîå êîëè÷å-
ñòâî ÄÍÊ â ãåíîìå íåðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíî ïî õðî-
ìîñîìàì â êàðèîòèïå êëåòî÷íûõ ëèíèé è ìîæåò èçìå-
íÿòüñÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

ÂËÈßÍÈÅ ÏÐÎËÀÊÒÈÍÀ ÍÀ ÑÒÀÒÓÑ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ
Â ÎÎÖÈÒ-ÊÓÌÓËÞÑÍÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÀÕ ÊÎÐÎÂ,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 763



ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÔÎËËÈÊÓËÎÂ ÐÀÇÍÎÃÎ ÄÈÀ-
ÌÅÒÐÀ ÏÐÈ ÈÕ ÑÎÇÐÅÂÀÍÈÈ IN VITRO.
© Ò. È. Êóçüìèíà,1 Õ. Àëüì,2 Õ. Òîðíåð,2 Î. Ñ. Ñêîòòè,1
Ò. Â. Êèáàðäèíà.1 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòå-
ëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí,
è 2 Èíñòèòóò áèîëîãèè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ,
Äóììåðñòîðô—Ðîñòîê, Ãåðìàíèÿ, tkuzmina@rol.ru.

Âàæíûìè ìîìåíòàìè, îïðåäåëÿþùèìè ñóäüáó îîöè-
òà ïðè ýêñòðàêîðïîðàëüíîì äîçðåâàíèè, ÿâëÿþòñÿ ñîñòàâ
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è õàðàêòåð âëèÿíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ
àêòèâíûõ âåùåñòâ, èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå äîáàâîê.
Ðàíåå íàìè îáíàðóæåíî ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå
50 íã/ìë áû÷üåãî ïðîëàêòèíà (ÁÏÐË) íà ðàçâèòèå ïðåèì-
ïëàíòàöèîííûõ çàðîäûøåé êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ïî-
ëó÷åííûõ ïóòåì ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî îïëîäîòâîðåíèÿ
îîöèòîâ ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3 ìì (Kuzmina et al.
Arch. Anim. Breed., 1996, 39: 54). Ñîçðåâàíèå ÿéöåêëåòêè
in vitro — êîìïëåêñíûé ïðîöåññ âçàèìîäåéñòâèÿ îîöèòà
è îêðóæàþùèõ åãî êëåòîê êóìóëþñà. Äëÿ óòî÷íåíèÿ ïó-
òåé ðåàëèçàöèè âëèÿíèÿ ïðîëàêòèíà íà ìåéîç è äîèì-
ïëàíòàöèîííîå ðàçâèòèå ýìáðèîíîâ íàìè èññëåäîâàíû
ìîðôîëîãèÿ ÿäåð êëåòîê êóìóëþñà îîöèòîâ, âûäåëåííûõ
èç ôîëëèêóëîâ ñ ðàçëè÷íûì äèàìåòðîì, à òàêæå ñòàòóñ
õðîìàòèíà îîöèòîâ ïðè èõ ýêñòðàêîðïîðàëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè. Âñå âûäåëåííûå ôîëëèêóëû êëàññèôèöèðî-
âàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ äèàìåòðîì íà òðè ãðóïïû: ãðóïïà
1 (äèàìåòð 2—3 ìì), ãðóïïà 2 (äèàìåòð 3—5 ìì) è ãðóï-
ïà 3 (äèàìåòð 5 ìì è áîëåå). Ïðè îöåíêå ñîñòîÿíèÿ õðî-
ìàòèíà â êà÷åñòâå êîíòðîëèðóåìîãî ïàðàìåòðà èñïîëüçî-
âàëè êîëè÷åñòâî êëåòîê êóìóëþñà ñ ïèêíîòè÷åñêèìè ÿä-
ðàìè. Ôîëëèêóëû êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå TC-199
(Sigma) ñ 20 % áû÷üåé ñûâîðîòêè. Â îïûòå â ñðåäó äî-
áàâëÿëè 50 íã/ìë ÁÏÐË (Èíñòèòóò õèìèè ãîðìîíîâ, Ìî-
ñêâà). Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê êóìóëþñà ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì Òàðêîâñêîãî (Tarkowsky. Cytogenetic,
1966, 1). Äåãåíåðèðîâàííûìè ñ÷èòàëè îîöèò-êóìóëþñ-
íûå êîìïëåêñû (ÎÊÊ), ñîäåðæàùèå áîëåå 20 % êëåòîê
êóìóëþñà ñ ïèêíîòè÷åñêèìè ÿäðàìè. Âñåãî ïðîàíàëèçè-
ðîâàíî 237 000 êëåòîê êóìóëþñà îò 216 ÎÊÊ. Íàèáîëü-
øàÿ äîëÿ äåãåíåðèðîâàííûõ êëåòîê îáíàðóæåíà ó ÎÊÊ,
âûäåëåííûõ èç ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì ìåíåå 3 ìì, —
29.6 %, òîãäà êàê äëÿ ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3—5 è áî-
ëåå 5 ìì ýòè âåëè÷èíû ñîñòàâëÿëè 14.7 è 14.2 % ñîîòâåò-
ñòâåííî (P < 0.05). Â ðåçóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷å-
íèå 24 ÷ ÷èñëî ÎÊÊ ñ âûñîêèì óðîâíåì ïèêíîòè÷åñêèõ
ÿäåð â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ âîçðàñòàëî âî âñåõ ãðóïïàõ.
Ïðè ýòîì îáùàÿ òåíäåíöèÿ íå èçìåíèëàñü: êàê â êîíòðî-
ëüíîé, òàê è â îïûòíîé ãðóïïàõ íàèáîëüøåå ÷èñëî ïèê-
íîçîâ áûëî îòìå÷åíî â ÎÊÊ, âûäåëåííûõ èç ôîëëèêóëîâ
äèàìåòðîì ìåíåå 3 ìì (â êîíòðîëå — 36.6 %, â îïûòå —
30 %). Ââåäåíèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÁÏÐË ïîçâîëè-
ëî çíà÷èòåëüíî ñíèçèòü óðîâåíü ïèêíîòè÷åñêèõ ÿäåð â
êëåòêàõ êóìóëþñà ÎÊÊ, âûäåëåííûõ èç ôîëëèêóëîâ äèà-
ìåòðîì 3—5 ìì (â êîíòðîëå — 25.0 %, â îïûòå — 5.7 %;
P < 0.01). Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïðîâîäèëè
îöåíêó ñòàòóñà õðîìàòèíà îîöèòîâ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ
ìåéîçà. Áûëè èññëåäîâàíû 1673 îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìï-
ëåêñà. Áîëüøèíñòâî îîöèòîâ èìåëè äèñïåðñíûé (54.2 %)
èëè êîìïàêòíûé (37.6 %) êóìóëþñ â çàâèñèìîñòè îò ðàç-
ìåðà ôîëëèêóëà. Êîíôèãóðàöèÿ õðîìàòèíà 400 ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûõ îîöèòîâ òàêæå çàâèñåëà îò äèàìåòðà ôîë-
ëèêóëà. Ïîñëå ñîçðåâàíèÿ ôîëëèêóëîâ in vitro ìû îáíà-
ðóæèëè ðàçëè÷èÿ â ñîñòîÿíèè õðîìàòèíà â ìåòàôàçå II.

Äîëÿ ñîçðåâøèõ îîöèòîâ ðàñïðåäåëèëàñü ïî ãðóïïàì
ñëåäóþùèì îáðàçîì: ãðóïïà 1 — 77.3 %, ãðóïïà 2 —
81.4, ãðóïïà 3 — 64 %. Õðîìàòèí 61.8 % îîöèòîâ ãðóïïû
1 ïîñëå 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ íàõîäèëñÿ â ìåòàôàçå II ñ
ýêñòðóêöèåé ïîëÿðíîãî òåëüöà, â òî âðåìÿ êàê â ãðóï-
ïàõ 2 è 3 òàêèõ ÿéöåêëåòîê áûëî ëèøü 40.0 è 34.4 % ñî-
îòâåòñòâåííî (P < 0.01). Ïîñëåäíèé ôàêò ïîçâîëèë íàì
ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ñïîíòàííîå ÿäåðíîå
ñîçðåâàíèå îîöèòîâ èç ôîëëèêóëîâ ìàëîãî äèàìåòðà ïðî-
èñõîäèò áûñòðåå. Ïðè îïëîäîòâîðåíèè îîöèòîâ, âûäå-
ëåííûõ èç ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì áîëüøå 5 ìÌ è ñî-
çðåâøèõ â ñðåäàõ ñ ïðîëàêòèíîì, îáíàðóæåíû äîñòîâåð-
íûå ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå ïîëó÷åííûõ ýìáðèîíîâ íà
ñòàäèè áëàñòîöèñòû (7-å ñóò) — 52.6 % ïðè 25 % â êîíò-
ðîëå (P < 0.05).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÀ Nit-caudal Â ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÊÀÕ ÇÎÍÛ ÐÎÑÒÀ ÏÎËÈÕÅÒÛ Nereis virens Â
ÍÎÐÌÅ È ÏÐÈ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ. © Ì. À. Êóëàêîâà,
Ò. Ô. Àíäðååâà. Áèîëîãè÷åñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèé èíñòèòóò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà, alexanga@yandex.ru.

Ðåãóëÿòîðíûå ãåíû ParaHox ñåìåéñòâà Cad/Cdx, êî-
äèðóþùèå ãîìåîäîìåí è ñîäåðæàùèå òðàíñêðèïöèîí-
íûå ôàêòîðû, òðàäèöèîííî ðàññìàòðèâàþòñÿ â êà÷åñòâå
ýìáðèîíàëüíûõ ïîçèöèîííûõ ñïåöèôèêàòîðîâ çàäíèõ
îòäåëîâ òåëà. Êðîìå òîãî, ýêñïðåññèÿ ãåíà caudal â ïî-
ñòåðèàëüíîé ïðåñîìèòíîé ìåçîäåðìå ïîçâîíî÷íûõ (Deu-
terostomia) è â ñóáòåðìèíàëüíîé çîíå ðîñòà àðòðîïîä
(Ecdysozoa) èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ýëîíãàöèè è ìå-
òàìåðèçàöèè (ñåãìåíòàöèè è ñîìèòîãåíåçà) òóëîâèùíûõ
îòäåëîâ ó æèâîòíûõ ýòèõ ýâîëþöèîííûõ âåòâåé. Ïîëè-
õåòà Nereis virens ïðèíàäëåæèò ê äðóãîé ýâîëþöèîííîé
âåòâè æèâîòíûõ — Lophotrochozoa — è ðàñòåò íà ïðîòÿ-
æåíèè ïî÷òè âñåé æèçíè çà ñ÷åò ïîÿâëåíèÿ íîâûõ ñåã-
ìåíòîâ èç ñóáòåðìèíàëüíîé çîíû ðîñòà. Çîíà ðîñòà ïðåä-
ñòàâëåíà êîëüöîì ïîâåðõíîñòíûõ êëåòîê, ðåäêî, àñèì-
ìåòðè÷íî è ñèíõðîííî äåëÿùèõñÿ. Ýòè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ
ðàííèìè ïîòîìêàìè 2d-áëàñòîìåðà, äàþùåãî òàêæå è
ëèíèþ ýêòîäåðìàëüíûõ òåëîáëàñòîâ. Óêàçàííûå ñâîéñò-
âà ïîçâîëÿþò õàðàêòåðèçîâàòü ýòè êëåòêè êàê ñòâîëîâûå.
Êðîìå òîãî, â çîíó ðîñòà âõîäÿò è àêòèâíî ïðîëèôåðèðó-
þùèå ïîòîìêè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Â ýòîé çîíå ýêñïðåññè-
ðóåòñÿ ãåí Nvi-Cad, ïîëèìîðôíûé ðèñóíîê ýêñïðåññèè
êîòîðîãî îòðàæàåò ñëîæíóþ äèíàìèêó ñîáûòèé â ïîïó-
ëÿöèè êëåòîê çîíû ðîñòà. Ýòè ñîáûòèÿ ñâÿçàíû ñ èíòåí-
ñèâíîé êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèåé è ôîðìèðîâàíèåì íî-
âîãî ñåãìåíòà. Ïîëèõåòà N. virens ñïîñîáíà ðåãåíåðèðî-
âàòü ïîñòåðèàëüíûå ñòðóêòóðû òåëà — çîíó ðîñòà è
ïèãèäèóì. Îäíàêî êëåòî÷íûå èñòî÷íèêè ýòîé ðåãåíåðà-
öèè åùå íå îïðåäåëåíû. Ôîðìèðîâàíèå íîâîé çîíû ðîñ-
òà ïðè ðåãåíåðàöèè ÷åðâÿ íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 3—4 ÷ ïîñëå
àìïóòàöèè è íåïðåðûâíî ñîïðîâîæäàåòñÿ èíòåíñèâíîé
ýêñïðåññèåé ãåíà caudal â îáëàñòè ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè
è â ïðèëåæàùèõ òêàíÿõ. Íîâûå ñåãìåíòû íà÷èíàþò ôîð-
ìèðîâàòüñÿ òîëüêî ïîñëå îáðàçîâàíèÿ íîâîé çîíû ðîñòà,
ìàðêèðîâàííîé ýêñïðåññèåé ãåíà Nvi-Cad. Ýòà ýêñïðåñ-
ñèÿ ãîâîðèò î âîçìîæíîé âîâëå÷åííîñòè ãåíà Nvi-Cad â
ïðîöåññû óñòàíîâëåíèÿ è ïîääåðæàíèÿ íåäèôôåðåíöè-
ðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê çîíû ðîñòà ó ïîëèõåòû N. vi-
rens. Âîâëå÷åííîñòü ãåíà Cad/Cdx â ïðîöåññû ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ ñóáòåðìèíàëüíîé çîíû ðîñòà ó æèâîòíûõ ðàç-
ëè÷íûõ ýâîëþöèîííûõ âåòâåé óêàçûâàåò, âåðîÿòíî, íà
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òî, ÷òî ýòà ôóíêöèÿ áûëà ïðèñóùà îáùåìó ïðåäêó âñåõ
áèëàòåðàëüíûõ æèâîòíûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49654).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÌÓÒÀÃÅÍÀ ÄÈÏÈÍÀ ÍÀ
ÑÒÂÎËÎÂÛÅ ÑÏÅÐÌÀÒÎÃÎÍÈÀËÜÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ È
ÊËÅÒÊÈ ÍÈØÈ (ÊËÅÒÊÈ ÑÅÐÒÎËÈ) Ó ÓÑÊÎÐÅÍÍÎ
ÑÒÀÐÅÞÙÈÕ ÌÛØÅÉ ËÈÍÈÈ SAMP1. © À. Þ. Êó-
ëèáèí,1 Ñ. Ò. Çàõèäîâ,1, 2 Ò. Ë. Ìàðøàê.1 1 Èíñòèòóò áèî-
ëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, 4361.idb@bk.ru, è 2 Ìîñ-
êîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Èçâåñòíî (Çàõèäîâ è äð. Îíòîãåíåç, 2002, 33:
444—456), ÷òî ïðîöåññû ñòàíîâëåíèÿ, ðàçâèòèÿ è ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãåííîãî ýïèòåëèÿ ó ìóòàíòíûõ
ìûøåé ëèíèè SAMP1 èäóò íà ôîíå âûñîêîé ãåíåòè÷å-
ñêîé íåñòàáèëüíîñòè. Ýòî ñòèìóëèðîâàëî íàñ ê èçó÷å-
íèþ äåéñòâèÿ äèïèíà â ãåíåòè÷åñêè àêòèâíîé äîçå
(30 ìã/êã) íà ñòâîëîâîé êîìïîíåíò ñåìåííèêîâ (ñòâîëî-
âûå ñïåðìàòîãîíèàëüíûå êëåòêè è êëåòêè ñåòè ñåìåííè-
êà), à òàêæå íà êëåòêè Ñåðòîëè, ÿâëÿþùèåñÿ îñíîâíûì
êîìïîíåíòîì íèøè ñòâîëîâûõ ñïåðìàòîãîíèåâ. Â îòëè-
÷èå îò îáùåïðèçíàííîé òî÷êè çðåíèÿ ïîëó÷åííûå íàìè
ðàíåå ðåçóëüòàòû (Çàõèäîâ è äð. Äîêë. ÐÀÍ, 1995, 344:
692—694) ïîêàçàëè, ÷òî îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì âîññòà-
íîâëåíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà ó æèâîòíûõ ñ íîðìàëüíîé äëè-
òåëüíîñòüþ æèçíè ÿâëÿåòñÿ ðåçêîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà âû-
ñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê Ñåðòîëè çà ñ÷åò èõ
ïðîëèôåðàöèè. Ïðîâåäåííûå öèòîãåíåòè÷åñêèå èññëå-
äîâàíèÿ îáíàðóæèëè, ÷òî õðîìîñîìíûå ïîâðåæäåíèÿ,
èíäóöèðîâàííûå â êëåòêàõ ñòâîëîâîãî êîìïîíåíòà ñå-
ìåííèêà, íîñÿò íåîáðàòèìûé õàðàêòåð. Îá ýòîì ñâè-
äåòåëüñòâóåò âûñîêàÿ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ñïåðìàòî-
ãîíèàëüíûõ è ìåéîòè÷åñêèõ ìèêðîÿäåðíûõ àáåððàöèé,
ñóùåñòâåííî ïðåâûøàþùàÿ óðîâåíü ñïîíòàííîé õðîìî-
ñîìíîé ìóòàáèëüíîñòè, íà îòäàëåííûõ ñðîêàõ ïîñëåäåé-
ñòâèÿ (35—100-å ñóò ôèêñàöèè). Ïîÿâëåíèå ó ïîäîïûò-
íûõ ìóòàíòíûõ ìûøåé ëèíèè SAMP1 â ïîïóëÿöèè êëåòîê
Ñåðòîëè åäèíè÷íûõ ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð è ìå÷åííûõ
3H-òèìèäèíîì ÿäåð óêàçûâàåò íà ñïîñîáíîñòü ýòèõ âûñî-
êîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ê ïðîëèôåðàöèè. Îäíàêî
ó óñêîðåííî ñòàðåþùèõ ìûøåé ýòà òåíäåíöèÿ âûðàæåíà
çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, ÷åì ó æèâîòíûõ ñ íîðìàëüíîé ïðî-
äîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè. Â âîññòàíîâëåíèè íàðóøåííîãî
ìóòàãåíîì ðàçâèòèÿ ìóæñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê ó óñêîðåí-
íî ñòàðåþùèõ ìûøåé ïðèíèìàþò ó÷àñòèå îáà èñòî÷íèêà
ðåãåíåðàöèè ñïåðìàòîãåííîãî ýïèòåëèÿ: ñòâîëîâûå êëåò-
êè, ðàñïîëîæåííûå íà áàçàëüíîé ìåìáðàíå ñåìåííûõ êà-
íàëüöåâ, êàê ýòî áûëî îòìå÷åíî ó íîðìàëüíî ñòàðåþùèõ
ìûøåé-ãèáðèäîâ, ïîäâåðãøèõñÿ äåéñòâèþ äèïèíà (Çàõè-
äîâ. Èçâ. ÐÀÍ, Ñåð. áèîë., 1994, 870—879), è ïðåäøåñò-
âåííèêè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê è êëåòîê Ñåðòîëè, ðàñïî-
ëîæåííûå â ñåòè ñåìåííèêà (rete testis). Ñóùåñòâåííî, ÷òî
âòîðîé èç óêàçàííûõ èñòî÷íèêîâ ðåãåíåðàöèè ó æèâîòíûõ
ñ íîðìàëüíîé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè âêëþ÷àåòñÿ
òîëüêî â ñëó÷àå ïîëíîãî íàðóøåíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà (Êóð-
íîñîâà, Ðàéöèíà. Îíòîãåíåç, 1987, 18: 181—191).

ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ, ÑÎÄÅÐÆÀÙÈÅ ÏÎËÈ(À)+-ÐÍÊ Â ßÄ-
ÐÀÕ ÎÎÖÈÒÎÂ ÍÀ ÑÒÀÄÈÈ ËÀÌÏÎÂÛÕ ÙÅÒÎÊ.
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Íà áîëüøåé ÷àñòè áîêîâûõ ïåòåëü õðîìîñîì òèïà
ëàìïîâûõ ùåòîê (ËÙ) èíòåíñèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ôåðìåíòîì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, òðàíñ-
êðèïòû êîòîðîé, çà èñêëþ÷åíèåì íåñêîëüêèõ ñïåöèôè-
÷åñêèõ òèïîâ ÐÍÊ, ïîäâåðãàþòñÿ 3�-ïîëèàäåíèëèðîâà-
íèþ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ â ÿäðàõ îîöèòîâ êóðèöû ñòðóêòóð,
ñîäåðæàùèõ ïîëè(À)+-ÐÍÊ, ìû ïðèìåíèëè FISH ñ áèî-
òèíèëèðîâàííûì îëèãîíóêëåîòèäîì (dT)30 â êà÷åñòâå
çîíäà. Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, â ÐÍÏ-ìàòðèêñå íîðìà-
ëüíûõ áîêîâûõ ïåòåëü ËÙ ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë
ïîëíîñòüþ îòñóòñòâîâàë. Îäíàêî çîíä èíòåíñèâíî ãèá-
ðèäèçîâàëñÿ ñ ìàòðèêñîì ãèãàíòñêèõ òåðìèíàëüíûõ ïå-
òåëü (TGL), ñ òàê íàçûâàåìîé ñïàãåòòè-ìàðêåðîì íà êî-
ðîòêîì ïëå÷å áèâàëåíòà 2 è ñ ìàðêåðíîé ñòðóêòóðîé â ñå-
ðåäèíå äëèííîãî ïëå÷à áèâàëåíòà 3. Ãèáðèäèçàöèîííûé
ñèãíàë áûë ÷óâñòâèòåëåí ê îáðàáîòêå ïðåïàðàòîâ íóêëå-
àçîé S7, íî íå ê îáðàáîòêå ÐÍÊàçîé À, ÷òî õàðàêòåðèçóåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè êàê ïîëè(À)+-«õâîñòû»
ãÿÐÍÊ. Îñîáåííî èíòåðåñíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ îáíàðóæå-
íèå ïîëè(À)+-ÐÍÊ â TGL. TGL ôîðìèðóþòñÿ â òåðìè-
íàëüíûõ íåéðîíàõ ðÿäà ìàêðî- è ìèêðîõðîìîñîì êóðè-
öû, à ó çÿáëèêà è ãîëóáÿ — ïî÷òè íà âñåõ õðîìîñîìàõ.
Ýòè õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå ñòðóêòóðû îòëè÷àþòñÿ îò
íîðìàëüíûõ áîêîâûõ ïåòåëü íå òîëüêî ìîðôîëîãèåé, íî
è îòñóòñòâèåì â íèõ ñèíòåçà ÐÍÊ, ÷òî ïîêàçàíî íàìè ñ
ïîìîùüþ èíúåêöèé áðîì-ÓÒÔ â îîöèò. Â òî æå âðåìÿ
TGL îáîãàùåíû ôàêòîðàìè ñïëàéñèíãà (ìÿÐÍÏ è SC35)
è èíòåíñèâíî îêðàøèâàþòñÿ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòå-
ëÿìè, ñïåöèôè÷íûìè ê ÐÍÊ. Ïî îêîí÷àíèè ôàçû ËÙ
TGL íå èñ÷åçàþò è îñòàþòñÿ ñâÿçàííûìè ñ õðîìîñîìà-
ìè. Ýòè ñâîéñòâà ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â TGL ìî-
æåò íàêàïëèâàòüñÿ è õðàíèòüñÿ ïîëè(À)+-ÐÍÊ, ñèíòå-
çèðîâàííàÿ â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûõ ðàéîíàõ õðî-
ìîñîì. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü èñòî÷íèêè ÐÍÊ,
îáíàðóæèâàåìîé â TGL, ìû ïðèìåíèëè ìåòîä «õðîìî-
ñîìíîãî ïýéíòèíãà» íà ïðåïàðàòàõ ËÙ êóðèöû. Âñå èñ-
ïîëüçîâàííûå õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå çîíäû («ïýé-
íòû») ãèáðèäèçîâàëèñü ñ ÐÍÏ-ìàòðèêñîì íîðìàëüíûõ
áîêîâûõ ïåòåëü ñîîòâåòñòâóþùèõ õðîìîñîì. «Ïýéíòû»
õðîìîñîì 5 è 8 ãèáðèäèçîâàëèñü êàê ñî ñâîèìè TGL, òàê
è ñ TGL íà äðóãèõ ËÙ, òîãäà êàê «ïýéíòû» 10 è 7 íå ãèá-
ðèäèçîâàëèñü íè ñî ñâîèìè TGL, íè ñ TGL íà äðóãèõ
õðîìîñîìàõ. Êîìïüþòåðíûé àíàëèç áàç äàííûõ ðàñøèô-
ðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîìà êóðèöû ïîêàçàë,
÷òî â õðîìîñîìàõ 10 è 7 íåò ãåíîâ ìÿÐÍÊ, òîãäà êàê õðî-
ìîñîìû 5 è 8 ñîäåðæàò òàêèå ãåíû. Òàêèì îáðàçîì, â
TGL õðîìîñîìíûå ïýéíòû ãèáðèäèçóþòñÿ ñêîðåå ñ
ìÿÐÍÊ, íåæåëè ñ ïîëè(À)+-ÐÍÊ. Ìû äîïóñêàåì, ÷òî
ïîëè(À)+-ÐÍÊ, îáíàðóæèâàåìàÿ â TGL ïðè ãèáðèäèçà-
öèè ñ îëèãî-dT, ìîãëà ïîäâåðãíóòüñÿ ïîñòòðàíñêðèï-
öèîííûì ìîäèôèêàöèÿì, â ÷àñòíîñòè ãèïåððåäàêòèðîâà-
íèþ, è ïîýòîìó íå äåòåêòèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ õðîìîñî-
ìîñïåöèôè÷íûõ ãåíîìíûõ ÄÍÊ-çîíäîâ. Õàðàêòåðíûå
îñîáåííîñòè TGL (îòñóòñòâèå òðàíñêðèïöèè è îáîãà-
ùåííîñòü ôàêòîðàìè ñïëàéñèíãà) äåëàþò èõ ïîõîæèìè
íà «îñîáóþ» ïåòëþ (special loop — SL) áèâàëåíòà 3 Xe-
nopus leavis. Â ýòîé ïåòëå àêêóìóëèðóåòñÿ è çàïàñàåòñÿ
ðåäàêòèðóþùèé ÐÍÊ ôåðìåíò àäåíîçèí äåçàìèíàçà 1
(ADAR 1) è â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà íîðìàëüíûõ áîêî-
âûõ ïåòåëü ýòà ïåòëÿ íå ñîäåðæèò áåëêà L êîìïëåêñà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 765



ãÿÐÍÏ (Sallacz, Jantsch, 2005). Ñõîäñòâî SL è TGL ïîä-
òâåðæäàåòñÿ ïîëó÷åííûìè íàìè äàííûìè îá îòñóòñòâèè
áåëêà L â TGL è îá îáîãàùåííîñòè SL Xenopus ïî-
ëè(À)+-ÐÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, TGL íà ËÙ ïòèö è «îñîáàÿ»
ïåòëÿ íà ËÙ 3 Xenopus ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé åäèíûé
êëàññ âíóòðèÿäåðíûõ äîìåíîâ, íàêàïëèâàþùèõ ãèïåððå-
äàêòèðîâàííóþ ïîëè(À)+-ÐÍÊ è ôàêòîðû ñïëàéñèíãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48252-à).
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Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ikonst@mailcytspb.rssi.ru.

Èññëåäîâàíèå ðîëè ìàëûõ ÐÍÊ â êîíòðîëå ãåííîé
ýêñïðåññèè ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ îäíîé èç ãîðÿ÷èõ òî-
÷åê ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè êëåòêè. Ê íàèáîëåå àêòèâíî
èçó÷àåìûì îòíîñèòñÿ ÿâëåíèå ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè.
Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîå ðàçíîîáðàçèå ðåãóëÿòîð-
íûõ íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ çíà÷èòåëüíî øèðå ðàçíîîáðà-
çèÿ ìàëûõ ÐÍÊ, ó÷àñòâóþùèõ â ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè.
Ýòè ÐÍÊ, â ÷àñòíîñòè òðàíñêðèïòû ðåòðîïîçîíîâ, ó÷àñò-
âóþò â ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè íà òðàíñêðèïöèîí-
íîì è ïîñòòðàíñêðèïöèîííûõ óðîâíÿõ, êîíòðîëèðóÿ ìî-
äèôèêàöèè õðîìàòèíà, ìîäóëèðóÿ àêòèâíîñòü òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è âëèÿÿ íà ñòàáèëüíîñòü,
ïðîöåññèíã è òðàíñëÿöèþ ìÐÍÊ. Âîïðîñ î ïðèðîäå è
ôóíêöèÿõ ÐÍÊ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè, îñòà-
åòñÿ îòêðûòûì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îáíàðóæåíà àññîöè-
àöèÿ ìàëûõ ÐÍÊ ñ ïîïóëÿöèÿìè ïðîòåàñîì, èçîëèðîâàí-
íûìè èç êëåòîê ïå÷åíè êðûñû è èç êëåòîê ÷åëîâåêà ëè-
íèè K562. Ïîêàçàíî, ÷òî ñ ïîïóëÿöèåé ïðîòåàñîì â
êëåòêå àññîöèèðîâàí íàáîð ìàëûõ ÐÍÊ, âêëþ÷àþùèé â
ñåáÿ ÐÍÊ-òðàíñêðèïòû ðåòðîïîçîíà Alu (B1). Ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ â ÏÀÀÃ èñ-
ñëåäîâàëè ñïåêòð ÐÍÊ (ìå÷åííûõ 32P-ÖÄÔ ïî 3�-êîíöàì
ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-ëèãàçû), àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñî-
ìàìè. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî èññëåäóåìûå ÐÍÊ ïðåä-
ñòàâëåíû äèñêðåòíûì íàáîðîì ìàëûõ ÐÍÊ (11 îñíîâíûõ
ïîäêëàññîâ è ìèíîðíûõ ÐÍÊ) ñ ðàçìåðàìè â äèàïàçîíå
20—360 íóêëåîòèäîâ. Ïðè ýëåêòðîôîðåçå âûÿâëåíî òàê-
æå íàëè÷èå ôðàêöèé ÐÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî ðàçìå-
ðàì ìàëûì èíòåðôåðèðóþùèì ÐÍÊ (20—25 íóêëåîòè-
äîâ). Ñ öåëüþ àíàëèçà òðàíñêðèïöèîííîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ ÐÍÊ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè, ïðèìåíåí
íîâûé ñïîñîá âûÿâëåíèÿ ÐÍÊ-òðàíñêðèïòîâ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III. Èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèé àäàïòåð, êîòî-
ðûé ëèãèðîâàëñÿ òîëüêî ñ ïðîìîòîðîì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
III, ÷òî ïîçâîëÿëî èçáèðàòåëüíî òðàíñêðèáèðîâàòü ïðî-
äóêòû ýòîé ïîëèìåðàçû. Äàííûì ìåòîäîì ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëè, ÷òî íàáîð ÐÍÊ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïîïóëÿ-
öèåé ïðîòåàñîì, î÷èùåííûõ èç êëåòîê ïå÷åíè êðûñû, ñî-
äåðæèò ìàëûå ÐÍÊ B1 (Alu) — ïîäëèííûå òðàíñêðèïòû
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà RT-PCR, èñ-
ïîëüçóÿ ñïåöèôè÷åñêèå ïðàéìåðû, ïîêàçàëè, ÷òî àññîöè-
èðîâàííûå ñ ïîïóëÿöèåé ïðîòåàñîì ÐÍÊ èç êëåòîê K562
ñîäåðæàò Alu-ÐÍÊ. Ìåòîäîì Íîçåðí-ãèáðèäèçàöèè ïîä-
òâåðæäåíî íàëè÷èå Alu-òðàíñêðèïòîâ â ñîñòàâå ÐÍÊ, àñ-
ñîöèèðîâàííîé ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè ïðîòåàñîìàìè,
âûäåëåííûìè èç êëåòîê K562. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ìà-

ëûõ ÐÍÊ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè, ïðîâîäèòñÿ
èññëåäîâàíèå èõ âëèÿíèÿ íà ñïåöèôè÷íîñòü ýíäîðèáîíóê-
ëåàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì (ïóòåì óäàëåíèÿ ÐÍÊ îáðà-
áîòêîé ìèêðîêîêêîâîé íóêëåàçîé è ñðàâíèòåëüíîãî àíàëè-
çà êàðòèí ïðîäóêòîâ íóêëåîëèçà èíäèâèäóàëüíûõ ìÐÍÊ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-4966) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.
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Îêèñëåííûé ãëóòàòèîí (GSSG) — íèçêîìîëåêóëÿð-
íûé òèîë, âûÿâëÿåìûé âî âñåõ òèïàõ êëåòîê è âíåêëåòî÷-
íîì ïðîñòðàíñòâå. Ñîäåðæàíèå GSSG â êëåòêàõ è âíå èõ
íåâåëèêî è æåñòêî ðåãóëèðóåòñÿ îòíîñèòåëüíî ñîïðÿ-
æåííîãî ñ íèì âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (GSH). Ðà-
áîòû ïîñëåäíèõ ëåò ïî èçó÷åíèþ äåéñòâèÿ íà êëåòêè
GSSG ïîêàçàëè åãî ñïîñîáíîñòü îêàçûâàòü ðåöåïòîð-
îïîñðåäîâàííîå âëèÿíèå íà êëåòî÷íûå ïðîöåññû. Êðîìå
òîãî, ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã GSSG — ôàðìàêîëîãè÷åñêèé
ïðåïàðàò Ãëóòîêñèì — íàøåë êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèå
êàê èììóíîìîäóëÿòîð è ãåìîñòèìóëÿòîð â êîìïëåêñíîé
òåðàïèè áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ çàáîëåâàíèé, ïñîðèà-
çà, ëó÷åâîé è õèìèîòåðàïèè â îíêîëîãèè. Ðàíåå íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî GSSG è Ãëóòîêñèì óâåëè÷èâàþò âíóò-
ðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ ([Ca2+]i), âûçûâàÿ ìîáè-
ëèçàöèþ Ca2+ òàïñèãàðãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ca2+-äåïî è
ïîñëåäóþùèé âõîä Ca2+ â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè
êðûñû. Â òî æå âðåìÿ ìåõàíèçìû, îïîñðåäóþùèå ðåãó-
ëÿòîðíîå âëèÿíèå GSSG è Ãëóòîêñèìà íà [Ca2+ ]i, îñòàþò-
ñÿ íåÿñíûìè. Èçâåñòíî, ÷òî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è óìåíü-
øåíèå ñîîòíîøåíèÿ GSH/GSSG âíóòðè êëåòêè âûçûâàþò
èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ôåðìåí-
òîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç,
÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ
ïî òèðîçèíó. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîé ðîëè ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó âî âëèÿíèè GSSG è Ãëóòîêñèìà
íà [Ca2+ ]i â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû ìû èñ-
ñëåäîâàëè âëèÿíèå íà Ca2+-îòâåò èíäóöèðóåìûõ GSSG
èëè Ãëóòîêñèìîì äâóõ ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ èíãèáèòî-
ðîâ òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéíà è ìåòèë-2,5-äèãèäðîêñè-
öèííàìàòà (ÌÖÄ), à òàêæå èíãèáèòîðà òèðîçèíôîñôàòàç
îðòîâàíàäàòà Na (Na3VO4). Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñ-
öåíòíîãî Ca2+ -çîíäà Fura-2AM ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå
ãåíèñòåéíà èëè ÌÄÖ íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+

ïðèâîäèò ê ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ óâåëè÷åíèÿ [Ca2+ ]i, âû-
çâàííîãî GSSG èëè Ãëóòîêñèìîì, è âîçâðàùåíèþ [Ca2+ ]i

ê áàçàëüíîìó óðîâíþ. Êðîìå òîãî, ïðåäâàðèòåëüíàÿ èí-
êóáàöèÿ ìàêðîôàãîâ ñ ãåíèñòåéíîì â òå÷åíèå 7 ìèí äî
ââåäåíèÿ GSSG èëè Ãëóòîêñèìà ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ óâåëè÷åíèÿ [Ca2+]i, âûçâàííîãî
GSSG èëè Ãëóòîêñèìîì, è ïîäàâëåíèþ âõîäà Ca2+ . Â òî
æå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå Na3VO4, èçìåíÿþùå-
ãî áàëàíñ ìåæäó àêòèâíîñòüþ òèðîçèíêèíàç è òèðîçèí-
ôîñôàòàç, çà 2 ìèí äî ââåäåíèÿ GSSG èëè Ãëóòîêñèìà
âûçûâàåò íåêîòîðîå óñèëåíèå âûçâàííîãî GSSG èëè
Ãëóòîêñèìîì Ca2+-îòâåòà, ñâÿçàííîãî ñ ìîáèëèçàöèåé
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Ca2+ èç äåïî, à òàêæå ïîñëåäóþùåãî âõîäà Ca2+ èç íà-
ðóæíîé ñðåäû. Äîáàâëåíèå ãåíèñòåéíà íà ôîíå ðàçâèâ-
øåãîñÿ âõîäà Ca2+ ïðèâîäèò ê âîçâðàùåíèþ [Ca2+]i ê áà-
çàëüíîìó óðîâíþ. Òàêèì îáðàçîì, îáðàáîòêà êëåòîê
Na3VO4 óñèëèâàåò èíäóöèðîâàííûé Ãëóòîêñèìîì èëè
GSSG Ca2+-îòâåò, íî íå ïðåäîòâðàùàåò ïîñëåäóþùåãî
èíãèáèðîâàíèÿ âõîäà Ca2+ ãåíèñòåéíîì. Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ âõîäà Ca2+ ïîä äåéñòâèåì GSSG
èëè Ãëóòîêñèìà îáóñëîâëåíà àêòèâàöèåé òèðîçèíêèíàç è
ïîâûøåíèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó Ca2+ êàíàëà
â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Âîçìîæíî òàêæå, ÷òî âûçû-
âàåìàÿ GSSG èëè Ãëóòîêñèìîì ìîáèëèçàöèÿ Ca2+ èç
äåïî ñâÿçàíà ñ ôîñôîðèëèðîâàíèåì ïî òèðîçèíó è àêòè-
âàöèåé êàíàëà ðåöåïòîðà èíîçèòîë-1,4,5-òðèôîñôàòà â
ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà. Êðîìå òîãî,
ìèøåíÿìè äëÿ êîâàëåíòíîé ìîäèôèêàöèè GSSG èëè
Ãëóòîêñèìîì ìîãóò áûòü ñàìè òèðîçèíôîñôàòàçû. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè òèðîçèíêè-
íàç è òèðîçèíôîñôàòàç âî âëèÿíèè GSSG èëè Ãëóòîêñèìà
íà [Ca2+]i â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî
ãåíèñòåéí è ÌÄÖ áëîêèðóþò øèðîêèé ñïåêòð òèðîçèíêè-
íàç, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè
Ãëóòîêñèìà èëè GSSG íà [Ca2+]i ìîãóò ó÷àñòâîâàòü êàê ðå-
öåïòîðíûå, òàê è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå òèðîçèíêèíàçû.

ÏÐÎÂÅÐÊÀ ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÈ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈß
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ËÎÒÍÎÉ È ÙÅËÎ×ÍÎ-ÑÎËÅÂÎÉ ÝÊÑÒÐÀÊÖÈÈ,
Â ÊÀ×ÅÑÒÂÅ ÑÓÁÑÒÐÀÒÎÂ ÄËß ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎ-
ÂÀÍÈß ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ.
© Ë. Â. Êóõàðåâà,1 Ò. À. Êðûëîâà,1 È. È. Øàìîëèíà.2
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé óíèâåðñèòåò òåõíîëîãèè è äèçàéíà.

Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê,
â òîì ÷èñëå ñòâîëîâûõ, â ðÿäå ñëó÷àåâ èñïîëüçóåòñÿ áåñ-
òåëîïåïòèäíûé êîëëàãåí, ïîëó÷åííûé èç òåëÿ÷üåé øêó-
ðû ÷åðåç ïåïñèí, èëè êîëëàãåí ñ òåëîïåïòèäàìè, ïî-
ëó÷åííûìè èç ñóõîæèëèé êðûñèíîãî õâîñòà. Öåëüíûé
êîëëàãåí èç òåëÿ÷üåé øêóðû èñïîëüçóåòñÿ ðåäêî, à ùå-
ëî÷íî-ñîëåâîé êîëëàãåí, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ñìåñü
âñåõ ñîäåðæàùèõñÿ â êîæå òèïîâ êîëëàãåíà, ñëåãêà ïî-
âðåæäåííûõ ùåëî÷íûì ãèäðîëèçîì, ïðàêòè÷åñêè íèêîã-
äà. Ìû ïîëó÷èëè ùåëî÷íî-ñîëåâûå êîëëàãåíû èç ñîëå-
íîé øêóðû âçðîñëîé îâöû è ñâåæåé òåëÿ÷üåé øêóðû è
êèñëîòîðàñòâîðèìûé êîëëàãåí èç ñâåæåé òåëÿ÷üåé øêó-
ðû. Âñå îíè îêàçàëèñü âïîëíå ïðèãîäíûìè â êà÷åñòâå
ñóáñòðàòîâ äëÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ìåçåíõèìíûõ êëå-
òîê ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííîé èç êîñòíîãî ìîçãà ýìáðèîíà
÷åëîâåêà. Âñå âàðèàíòû ïðåäëîæåííûõ ñóáñòðàòîâ íå ïî-
âëèÿëè íà ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå,
ïðåäîñòàâëåííîé ïî Ãîñóäàðñòâåííîìó êîíòðàêòó
¹ 02.435.11.3020 îò 19 ñåíòÿáðÿ 2005 ã. «Ìåòîä âîññòà-
íîâëåíèÿ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíçèìíûõ äåôåêòîâ ñ ïîìî-
ùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê» (øèôð Ëîò ¹ 2005-ÌÑÑ-
13.1/001).
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© Í. Å. Ëàìàø. Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ ÄÂÎ ÐÀÍ, Âëà-
äèâîñòîê.

Ðàçâèòèå îîöèòîâ ìîðñêèõ çâåçä áëîêèðóåòñÿ â ïðî-
ôàçå ïåðâîãî äåëåíèÿ ìåéîçà. Âîçîáíîâëåíèå äåëåíèé
ìåéîçà ïðîèñõîäèò ïîä äåéñòâèåì ìåéîçèíäóöèðóþùåãî
ãîðìîíà 1-ìåòèëàäåíèíà (1-ÌåÀ). Ó ìíîãèõ æèâîòíûõ
ïðîöåññ ìåéîçà âòîðè÷íî áëîêèðóåòñÿ â ìåòàôàçå. Ñ÷è-
òàåòñÿ, ÷òî ó ìîðñêèõ çâåçä îòñóòñòâóåò âòîðîé áëîê ìåé-
îçà. Ýòîò âûâîä ñäåëàí íà îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè îîöèòîâ
âíå ãîíàäû. Ïîäîáíàÿ ñõåìà ýêñïåðèìåíòà ÿâëÿåòñÿ èñ-
êóññòâåííîé, ïîñêîëüêó ó ìîðñêèõ çâåçä ïðîöåññ èíäóê-
öèè ñîçðåâàíèÿ íà÷èíàåòñÿ âíóòðè ãîíàäû. Äëÿ òîãî ÷òî-
áû îöåíèòü âêëàä êëåòîê ãîíàäû â èíäóöèðîâàííîå
1-ÌåÀ ñîçðåâàíèå îîöèòîâ, èçó÷àëè õðîíîëîãèþ äåëå-
íèé ìåéîçà ó ìîðñêîé çâåçäû Aphelastrias japonica â äâóõ
âàðèàíòàõ ýêñïåðèìåíòîâ. Â ïåðâîì ñëó÷àå îñâîáîæäåí-
íûå îò ôîëëèêóëÿðíûõ êëåòîê îîöèòû èíêóáèðîâàëè â
èñêóññòâåííîé ìîðñêîé âîäå (ASW), â êîòîðóþ äîáàâëÿ-
ëè 1-ÌåÀ. Âî âòîðîì ñëó÷àå 1-ÌåÀ ââîäèëè æèâîòíûì â
ïîëîñòü ëó÷à. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííûõ çàäà÷ èñïîëü-
çîâàëè õðîíîìåòðèðîâàíèå ëåãêî ðåãèñòðèðóåìûõ ñ ïî-
ìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà ñîáûòèé ìåéîçà — ðàçðó-
øåíèå ìåìáðàíû çàðîäûøåâîãî ïóçûðüêà (ÐÇÏ), ñâèäå-
òåëüñòâóþùåå î ñíÿòèè ïðîôàçíîãî áëîêà ìåéîçà,
îòäåëåíèå ïåðâîãî è âòîðîãî ïîëÿðíûõ òåëåö (ÏÒ). Â êóëü-
òóðå îîöèòîâ ïðè òåìïåðàòóðå âîäû 18 °Ñ ÐÇÏ ïðàêòè÷å-
ñêè âî âñåõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèëî â ñðåäíåì ÷åðåç 20 ìèí
ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ñ 1-ÌåÀ (10–7 Ì). Ïåðâîå ÏÒ
âûäåëÿëîñü ÷åðåç 90 ìèí ïîñëå äåéñòâèÿ ãîðìîíà, à âòî-
ðîå — ÷åðåç 120 ìèí. Ïîñëå èíúåêöèè ðàñòâîðà 1-ÌåÀ
(10–5 Ì) â ïîëîñòü ëó÷åé ìîðñêèõ çâåçä ÷åðåç 30—40 ìèí
íà÷èíàëñÿ âûìåò ãàìåò, êîòîðûé ïðîäîëæàëñÿ â òå÷åíèå
3—4 ÷. Âñêðûòèå ãîíàä èíúåöèðîâàííûõ æèâîòíûõ ïî-
êàçàëî, ÷òî ÷åðåç 35—40 ìèí ó âñåõ îîöèòîâ ïðîèçîøëî
ÐÇÏ, íî ÏÒ íå âûäåëÿëèñü äàæå ñïóñòÿ 90 è 150 ìèí ïî-
ñëå èíúåêöèè. Ïðè ïîìåùåíèè îîöèòîâ â ìîðñêóþ âîäó
÷åðåç 20 ìèí ó íèõ ïðîèñõîäèëî îòäåëåíèå ïåðâîãî ÏÒ, à
÷åðåç 35—40 ìèí — âòîðîãî. Ñëåäîâàòåëüíî, ðàçâèòèå
îîöèòîâ îñòàíàâëèâàåòñÿ â ãîíàäå ïîä âîçäåéñòâèåì íå-
èçâåñòíûõ ôàêòîðîâ ïîñëå ÐÇÏ. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
ôîðìèðîâàíèþ ïåðâîãî ÏÒ ïðåäøåñòâóåò èíäóöèðîâàí-
íîå 1-ÌåÀ ïîâûøåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî pH çà
ñ÷åò àêòèâàöèè Na+/H+-àíòèïîðòà. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî
ýòîò èîíîîáìåííèê ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ äëÿ ôàêòîðîâ,
áëîêèðóþùèõ ðàçâèòèå îîöèòîâ. Ñ öåëüþ ïðîâåðêè âû-
äâèíóòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ èçó÷èëè âëèÿíèå èîíîâ íà-
òðèÿ íà èíäóöèðîâàííîå 1-ÌåÀ ñîçðåâàíèå îîöèòîâ ìîð-
ñêîé çâåçäû. Â ïåðâîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ êóëüòèâèðî-
âàëè îîöèòû â èñêóññòâåííîé ìîðñêîé âîäå áåç èîíîâ
íàòðèÿ (–NaASW) ñ ãîðìîíîì ñîçðåâàíèÿ (10–7 Ì). Êîíò-
ðîëåì ñëóæèëà ãðóïïà îîöèòîâ, ñîçðåâàþùèõ ïðè äåéñò-
âèè 1-ÌåÀ â èñêóññòâåííîé ìîðñêîé âîäå (ASW) îáû÷-
íîãî ñîñòàâà ñ pH 8.0. Â ýêñïåðèìåíòàëüíîé è êîíòðîëü-
íîé ãðóïïàõ îîöèòîâ ÐÇÏ ïðîèñõîäèëî â ñðåäíåì ÷åðåç
20 ìèí ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ñ 1-ÌåÀ. Â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ ÷åðåç 70 ìèí ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ ãîðìîíà íà-
áëþäàëîñü âûäåëåíèå ïåðâîãî ÏÒ, à ÷åðåç 90 ìèí — âòî-
ðîãî. Â ñðåäå áåç èîíîâ íàòðèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ÏÒ íå ïðî-
èñõîäèëî. Ïðè çàìåíå –NaASW íà íîðìàëüíóþ ìîðñêóþ
âîäó óæå ÷åðåç 20 ìèí â îîöèòàõ ôîðìèðîâàëîñü ïåðâîå
ÏÒ, à ñïóñòÿ 25—30 ìèí — âòîðîå. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èîíû íàòðèÿ íå âëèÿþò íà ÐÇÏ,
íî èõ îòñóòñòâèå âî âíåøíåé ñðåäå èíãèáèðóåò äàëüíåé-
øèå ñîáûòèÿ ìåéîçà. Ê òàêîìó æå çàêëþ÷åíèþ ìû ïðè-
øëè ïîñëå èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ èîíîâ íàòðèÿ íà ñîçðåâàíèå
îîöèòîâ, âûäåëåííûõ èç ãîíàä æèâîòíûõ, êîòîðûì ïðåä-
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âàðèòåëüíî áûë èíúåöèðîâàí 1-ÌåÀ. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
Na+/H+-èîíîîáìåííèêà ìîæåò áûòü îäíèì èç ìåõàíèç-
ìîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ ìåòàôàçíûé áëîê ìåéîçà ó ìîð-
ñêèõ çâåçä. Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå óñòàíîâëåíî, ÷òî
ðàçâèòèå îîöèòîâ ìîðñêîé çâåçäû áëîêèðóåòñÿ â ãîíàäå
âòîðè÷íî â ìåòàôàçå I. Ìåòàôàçíûé áëîê ìåéîçà ïîääåð-
æèâàåòñÿ èíãèáèðîâàíèåì óâåëè÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íî-
ãî óðîâíÿ pH.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è ÄÂÎ
ÐÀÍ (ãðàíò ÄÂÎ-ÐÔÔÈ ¹ 06-04-96039-ð_âîñòîê_à).

ÂËÈßÍÈÅ IN VITRO ÏÎËÎÂÛÕ ÑÒÅÐÎÈÄÍÛÕ ÃÎÐ-
ÌÎÍÎÂ ÍÀ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ
ÑÎÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÏÐÅÎÂÓËßÒÎÐÍÛÕ
ÔÎËËÈÊÓËÎÂ ÊÓÐ. © Â. À. Ëåáåäåâ,1 È. Þ. Ëåáåäå-
âà,1 Ð. Ãðîññìàíí,2 Í. Ïàðâèçè.2 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, è 2 Èíñòèòóò æèâîòíîâîäñòâà, Ìàðèåí-
çåå, Ãåðìàíèÿ.

Ïîëîâûå ñòåðîèäíûå ãîðìîíû ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè
ðåãóëÿòîðàìè îâàðèàëüíîãî ôîëëèêóëîãåíåçà, îäíàêî èõ
ðîëü â ìîäóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè ôîëëèêóëÿðíûõ êëåòîê
ïîçâîíî÷íûõ, â òîì ÷èñëå ïòèö, äî ñèõ ïîð íåÿñíà. Ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðåîâóëÿòîðíîå âîçðàñòàíèå óðîâíÿ
ïîëîâûõ ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ â êðîâè êóð ñâÿçàíî ñ
êðàòêîâðåìåííûì ïðåêðàùåíèåì ðîñòà òåêàëüíîé òêàíè
(Lebedev et al., 2006), à òàêæå ñî ñíèæåíèåì èíòåíñèâíî-
ñòè ñèíòåçà ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ãðàíóëåçû
(Tisñhkau et al., 1997). Â ýòîé ñâÿçè â ïðåäñòàâëåííîé ðà-
áîòå èññëåäîâàíî in vitro âëèÿíèå ýñòðàäèîëà-17â è ïðî-
ãåñòåðîíà íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê òåêè è
ãðàíóëåçû êóð èç ôîëëèêóëîâ ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ çðå-
ëîñòè. Êëåòêè âûäåëÿëè èç ïðåîâóëÿòîðíûõ ôîëëèêóëîâ
äâóõ êàòåãîðèé — F1 (ñàìûé áîëüøîé ôîëëèêóë) è F3
(òðåòèé ïî ðàçìåðó ôîëëèêóë) — è êóëüòèâèðîâàëè â
96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ â òå÷åíèå 40 ÷ â 100 ìêë ñðåäû,
íå ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêè. Íà÷àëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëå-
òîê ñîñòàâëÿëà 4�105 íà 1 ìë. Ñðåäà â îïûòíûõ ãðóïïàõ
ñîäåðæàëà ýñòðàäèîë-17â (1 èëè 10 íã/ìë) èëè ïðîãåñòå-
ðîí (10 èëè 100 íã/ìë). Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê îöåíèâàëè êîëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì (Yao,
Bahr, 2001) ïðè èñïîëüçîâàíèè êîììåð÷åñêîãî íàáîðà
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega). Äî èëè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ëóíêè ñ
êëåòêàìè äîáàâëÿëè 100 ìêë ðåàãåíòà CellTiter 96 Aqueo-
us One Solution, èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 3 ÷ è èç-
ìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðåàêöèîííîé ñìåñè ïðè
äëèíå âîëíû 450 íì. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ñëóæèëà îïòè-
÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, êîòîðóþ èçìåðÿëè â ëóíêàõ ñ êëåòêà-
ìè äî êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïðèíèìàëè çà 100 % îò íà÷àëü-
íîãî ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê. Áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ïðîãåñòåðîí è ýñòðàäèîë-17â îêàçûâàþò ðàçëè÷íîå
âëèÿíèå íà ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè ðàçíîãî òèïà. Âíåñå-
íèå â ñðåäó ïðîãåñòåðîíà â êîíöåíòðàöèè 10 èëè
100 íã/ìë òîðìîçèëî âîçðàñòàíèå ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê òåêè èç ôîëëèêóëîâ F3 â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ (äî 174.4 ± 4.9 è 175.7 ± 4.9 % ñîîòâåòñòâåííî ïðî-
òèâ 199.3 ± 4.8 % â êîíòðîëå, P < 0.05). Â ñëó÷àå ôîëëè-
êóëîâ F1 ÷èñëî æèçíåñïîñîáíûõ òåêàëüíûõ êëåòîê áûëî

íèæå â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 100 íã/ìë ïðîãåñòåðîíà, ïî
ñðàâíåíèþ ñî ñðåäîé, ñîäåðæàùåé 1 èëè 10 íã/ìë ýñòðà-
äèîëà-17â (P < 0.05). Ïðè ýòîì ïîñëåäíèé íå îêàçûâàë
ìîäóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü êëåòîê òåêè èç ôîëëèêóëîâ îáåèõ êàòåãîðèé. Íà-
ïðîòèâ, âíåñåíèå ýñòðàäèîëà-17â â êîíöåíòðàöèè 1 èëè
10 íã/ìë â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðèâîäèëî ê ïîâûøå-
íèþ ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ãðàíóëåçû èç ôîëëè-
êóëîâ F3 (c 201.1 ± 6.2 % â êîíòðîëå äî 249.8 ± 6.3 è
250.5 ± 6.3 % ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.01). Ýñòðàäèîë-17â
ñòèìóëèðîâàë ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãðàíóëåçû èç ôîë-
ëèêóëîâ F1 òîëüêî ïðè êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë (P < 0.05).
Íå áûëî âûÿâëåíî âëèÿíèÿ ïðîãåñòåðîíà íà ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü ãðàíóëåçíûõ êëåòîê èç ôîëëèêóëîâ
êàê F1, òàê è F3. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïðîãåñòåðîí îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå
íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê òåêè, òîãäà êàê
ýñòðàäèîë-17â ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãðà-
íóëåçû in vitro. Ïðè ýòîì ÷óâñòâèòåëüíîñòü ôîëëèêóëÿð-
íûõ êëåòîê ê ïîëîâûì ñòåðîèäíûì ãîðìîíàì ñíèæàåòñÿ
íà çàâåðøàþùåé ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ ïðåîâóëÿòîðíûõ
ôîëëèêóëîâ êóð.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÎ×ÍÎÃÎ ÑÒÀ-
ÒÓÑÀ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ
ÏÐÈ ÈÕ ÑÎÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ Ñ ÊËÅÒÊÀÌÈ
ÑÅÐÄÖÀ. © Ã. Å. Ëåâèíà,1 Þ. Â. Ìàëåíüêèõ,1 Í. Ñ. Íè-
êîëàåíêî,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ïîëèòåõíè-
÷åñêèé óíèâåðñèòåò è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïðîâåäåí ðÿä èññëåäîâàíèé ïî
èçó÷åíèþ äèôôåðåíöèðîâêè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñò-
íîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) â êàðäèîìèîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè.
Îäíèì èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ â íèõ ÿâëÿåòñÿ
ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÊÌ ñ êëåòêàìè ñåðäöà,
ñïîñîáíûìè îáåñïå÷èâàòü ñïåöèôè÷åñêîå ìèêðîîêðóæå-
íèå è ñïîñîáñòâîâàòü íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå
ÑÊÊÌ. Òàê, ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÑÊÊÌ ÷åëî-
âåêà ìîãóò ñîêðàùàòüñÿ ñèíõðîííî ñ ñîêóëüòèâèðóåìû-
ìè ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûìè êàðäèîìèîöèòàìè íîâî-
ðîæäåííûõ êðûñÿò. Îäíàêî èçìåíåíèé ìàðêåðîâ äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÑÊÊÌ íå áûëî îáíàðóæåíî. Äðóãóþ ìîäåëü
êàðäèîìèîãåíåçà in vitro ïðåäñòàâëÿþò êëåòêè ñåðäöà
âçðîñëûõ æèâîòíûõ, êîòîðûå íå ôîðìèðóþò â êóëüòóðå
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ñîêðàùàþùèõñÿ ñòðóêòóð è
ïîýòîìó èõ äåéñòâèå íà ÑÊÊÌ ìîæåò áûòü èíûì. Â ñâÿ-
çè ñ ýòèì â äàííîì èññëåäîâàíèè áûëî ïðîâåäåíî ñîâìå-
ñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÊÌ, à òàêæå ñâåæåâûäåëåí-
íûõ ìîíîíóêëåàðîâ êîñòíîãî ìîçãà ñ êëåòêàìè ñåðäöà
âçðîñëûõ êðûñ. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà íåïðÿìîé èììóíî-
ôëóîðåñöåíöèè áûëà èçó÷åíà ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ äèô-
ôåðåíöèðîâêè êàðäèîìèîöèòîâ (ìûøå÷íîãî á-àêòèíèíà,
òðîïîíèíà I è ìèîçèíà II) è ïîêàçàíî, ÷òî òîëüêî ïðè ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñâåæåâûäåëåííûõ êëåòîê ñåðäöà è ìî-
íîíóêëåàðîâ êîñòíîãî ìîçãà ÷åðåç 7—10 ñóò ìîæíî áûëî
íàáëþäàòü íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî (1—2 â ïîëå çðåíèÿ)
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ìàðêåð äèôôåðåíöèðîâêè. Êðîìå
òîãî, ñðåäè ñîêóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê îáîèõ òèïîâ îáíà-
ðóæèâàëè áîëüøåå (ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòèâèðóåìûìè
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè êîñòíîãî ìîçãà èëè êëåòêàìè
ñåðäöà) êîëè÷åñòâî ãëèêîãåíñîäåðæàùèõ êëåòîê. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âçàèìíîì âëèÿíèè
êëåòîê ñåðäöà è ìîíîíóêëåàðîâ êîñòíîãî ìîçãà íà èçìå-
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íåíèå èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ñòàòóñà â êàðäèîìèîöè-
òàðíîì íàïðàâëåíèè.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ
ÔÓËËÅÐÅÍÑÎÄÅÐÆÀÙÈÕ ÑÎÅÄÈÍÅÍÈÉ ÏÐÈ
ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÈÕ ÍÀ ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÌÎÄÅËÈ IN VITRO.
© Ë. Ô. Ëèòâèí÷óê, Ï. À. Ïîãîðåëûé, Ë. Á. Ïèîòðîâ-
ñêèé, Å. À. Íèêîëàåâà, Â. Ï. Äîáðèöà, Î. È. Êèñåëåâ. ÃÓ
Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãðèïïà ÐÀÌÍ, ÃÓ
Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìåäèöèíû ÐÀÌÍ è Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèé èíñòèòóò Î×Á, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èíôîðìàöèÿ ïîñëåäíèõ ëåò î ôóëëåðåíàõ è èõ ìîäè-
ôèêàöèÿõ äàåò ïðåäñòàâëåíèå î øèðîêîì ñïåêòðå áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, íîñÿùåé, êàê ïðàâèëî, ïîçèòèâíûé
õàðàêòåð, íî èìåþòñÿ íåìíîãî÷èñëåííûå ðàáîòû, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå î òîêñè÷íîñòè íåêîòîðûõ ôîðì ôóëëåðå-
íîâ. Óíèêàëüíûå õèìè÷åñêèå è ýëåêòðîííûå ñâîéñòâà
ìîëåêóëû C60, åå êîìïàêòíîñòü, ðàçìåðû è ãåîìåòðèÿ,
ãèäðîôîáíûå è ëèïîôèëüíûå ñâîéñòâà, ìåìáðàíîòðîï-
íîñòü îïðåäåëÿþò äâà îñíîâíûõ òèïà áèîëîãè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè — îêèñëèòåëüíóþ, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâè-
åì ôîòîàêòèâíîñòè ìîëåêóëû ôóëëåðåíà, è àíòèîêñè-
äàíòíóþ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå
íà êëåòî÷íûõ ìîäåëÿõ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè âîäî-
ðàñòâîðèìûõ íåêîâàëåíòíî-ñâÿçàííûõ êîìïëåêñîâ ôóë-
ëåðåíà C60 è ïîëèâèíèëïèððîëèäîíà (C60/ÏÂÏ) è ìîëå-
êóëÿðíûõ êîëëîèäíûõ ðàñòâîðîâ C60 (FWS). Èñïîëüçîâà-
ëè êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê in vitro, ïðèæèçíåííóþ,
ñâåòîîïòè÷åñêóþ è ëþìèíåñöåíòíóþ ìèêðîñêîïèþ,
ìèêðîôîòîãðàôèðîâàíèå, ìèêðîòåòðàçîëèåâûé òåñò
(MTT-òåñò) äëÿ îöåíêè ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê è èõ æèçíåñïîñîáíîñòè, îïðåäåëÿëè èíäåêñ ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê. Áûëî èñïîëüçîâàíî 13 êëåòî÷íûõ ëèíèé
ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, â òîì ÷èñëå 2 ëèíèè íîðìà-
ëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, 7 îïóõîëåâûõ ëèíèé ÷å-
ëîâåêà, ëèíèè êëåòîê èç ïî÷åê îáåçüÿí è ñâèíüè. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
(125—3500 ìêã/ìë) âñå òåñòèðóåìûå ïðåïàðàòû íå îêà-
çûâàëè îñòðîãî èëè õðîíè÷åñêîãî òîêñè÷íîãî äåéñòâèÿ
íà âñå èñïîëüçîâàííûå êëåòêè. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê â ïðèñóòñòâèè êàæäîãî èç òåñòèðóåìûõ ôóëëå-
ðåíñîäåðæàùèõ ïðåïàðàòîâ íå óãíåòàëîñü êëåòî÷íîå äû-
õàíèå (ÌÒÒ-òåñò), íå ïîäàâëÿëàñü ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü, íå ïðîèñõîäèëî ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé
êàê ìîíîñëîÿ, òàê è êëåòîê. Ïðèñóòñòâèå ôóëëåðåíîâ â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðîäëåâàëî ïðîäóêòèâíûé ñðîê æèç-
íè êëåòî÷íîé êóëüòóðû â 1.5—2.0 ðàçà, çàìåäëÿëî âîçðà-
ñòíóþ äåãðàäàöèþ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïðè íàáëþäå-
íèè êóëüòóð äî 2—3 íåä. Âûÿâëåí ýôôåêò ñòèìóëÿöèè
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê âñåõ òèïîâ äëÿ âñåõ
òåñòèðóåìûõ îáðàçöîâ ôóëëåðåíà C60. Êîìïëåêñû
C60/ÏÂÏ ñ íàèáîëüøèì ñîäåðæàíèåì ôóëëåðåíà (2 %)
îòëè÷àëèñü íàèáîëåå âûðàæåííûì ñòèìóëèðóþùèì äåé-
ñòâèåì. Äëÿ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ â ýòîì ñëó÷àå íà-
áëþäàëîñü óâåëè÷åíèå èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè â
1.2—1.7 ðàçà. Ïîêàçàíî öèòîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå ôóë-
ëåðåíà ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè ôàêòîðîâ äåñòðóêöèè
ðàçëè÷íîé ïðèðîäû (ãåðïåòè÷åñêàÿ âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ è
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ìíîãî÷èñëåííûå ëèòåðàòóðíûå
äàííûå î áèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòàõ ôóëëåðåíñîäåðæàùèõ
êîìïëåêñîâ. Ïîçèòèâíîå âëèÿíèå ñîåäèíåíèé ôóëëåðåíà

íà ðàçíûå ïî ìîðôîëîãèè è ãèñòîãåíåçó êëåòêè, âûðàæà-
þùååñÿ â çàäåðæêå ñòàðåíèÿ êóëüòóð, ðåïàðàòèâíîì è
ïðîòåêòèâíîì âëèÿíèè ïðè öèòîïàòîãåííîì äåéñòâèè
âèðóñà ãåðïåñà 1-ãî è 2-ãî òèïîâ, ñëóæàò ïðåäïîñûëêàìè
äëÿ ñîçäàíèÿ ïðåïàðàòîâ óíèâåðñàëüíîãî ïðîôèëàêòè÷å-
ñêîãî äåéñòâèÿ äëÿ íàðóæíîãî ïðèìåíåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî Ðîññèéñêîé èññëåäîâàòåëüñêîé ïðî-
ãðàììå «Ôóëëåðåíû è àòîìíûå êëàñòåðû» è ïî ïðîåêòó
ÌÍÒÖ ¹ 2592 «Ëàçåðíàÿ ôóëëåðåí-êèñëîðîäíàÿ òåðà-
ïèÿ „Áèîëîôò”».

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÑÅËÅÊÒÈÂÍÎÉ ÔÎÒÎÒÎÊÑÈ×-
ÍÎÑÒÈ ÔÓËËÅÐÅÍÑÎÄÅÐÆÀÙÈÕ ÑÎÅÄÈÍÅÍÈÉ
ÍÀ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÌÎÄÅËßÕ IN VITRO. © Ë. Ô. Ëèò-
âèí÷óê, Ï. À. Ïîãîðåëûé, Ë. Á. Ïèîòðîâñêèé, Å. À. Íèêî-
ëàåâà, Â. Ï. Äîáðèöà, Î. È. Êèñåëåâ. ÃÓ Íàó÷íî-èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò ãðèïïà ÐÀÌÍ, ÃÓ Íàó÷íî-èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû
ÐÀÌÍ è Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé
èíñòèòóò Î×Á, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ñðåäè áîëåçíåé XXI â. âåäóùèå ïîçèöèè çàíèìàþò
âèðóñíûå è ðàêîâûå çàáîëåâàíèÿ. Ïîýòîìó ïðîòèâîîïó-
õîëåâàÿ è ïðîòèâîâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü ôóëëåðåíà C60 è
åãî àêòèâíîå âçàèìîäåéñòâèå ñ ìíîæåñòâîì áèîëîãè÷å-
ñêèõ ìèøåíåé â êëåòêå îòêðûâàþò îïðåäåëåííûå ïåðñ-
ïåêòèâû â ïîèñêàõ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ýòèõ íà-
íîñòðóêòóð. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå
óñëîâèé ðåàëèçàöèè ñåëåêòèâíîé ôîòîòîêñè÷íîñòè êîìï-
ëåêñîâ ôóëëåðåíà C60 â îòíîøåíèè îíêîãåííûõ è íåîí-
êîãåííûõ ëèíèé êëåòîê ÷åëîâåêà. Òåñòèðîâàëè òðè îá-
ðàçöà íåêîâàëåíòíî-ñâÿçàííûõ âîäîðàñòâîðèìûõ êîìï-
ëåêñîâ ôóëëåðåíà C60 è ïîëèâèíèëïèððîëèäîíà
(C60/ÏÂÏ) è äâà ãèäðàòèðîâàííûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîëëî-
èäíûõ 0.4%-íûõ ðàñòâîðà ôóëëåðåíà C60 (C FWS). Êîìï-
ëåêñû C60/ÏÂÏ ðàçëè÷àëèñü ïî ñîäåðæàíèþ C60 (0.7, 1.8
è 2.0 %) è ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå ïîëèâèíèëïèððîëèäî-
íà (ñîîòâåòñòâåííî 25 000, 20 000 è 40 000 êÄà). Èñïîëü-
çóåìûå êîíöåíòðàöèè êîìïëåêñîâ C60/ÏÂÏ âàðüèðîâàëè
â ïðåäåëàõ 100—3500 ìêã/ìë, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ñî-
äåðæàíèþ ÷èñòîãî ôóëëåðåíà â ñðåäàõ 0.03—0.05 %. Èñ-
ïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå îïóõîëåâûå êëåòî÷íûå ëèíèè
÷åëîâåêà: ðàáäîìèîñàðêîìà (RD), ãëèîáëàñòîìà (T-98),
êàðöèíîìà ãîðòàíè (HEp-2), êàðöèíîìà ñèãìîâèäíîé
êèøêè (Colo320) è ëåéêåìèÿ (L-41). Äëÿ ñðàâíåíèÿ â êà-
÷åñòâå êëåòîê íåîíêîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ëèíèè ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî íîðìàëüíîãî
ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (ÔËÝ×), ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè
(Vero), ïî÷êè ìàêàêè-ðåçóñ (ÌÀ-104), ïî÷êè ñâèíüè
(ÑÏÝÂ) è ôèáðîáëàñòû ìûøè (L-929). Ïðîèçâîäèëè
êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê in vitro, èñïîëüçîâàëè ïðèæèç-
íåííóþ, ñâåòîîïòè÷åñêóþ è ëþìèíåñöåíòíóþ ìèêðîñêî-
ïèþ, ìèêðîôîòîãðàôèðîâàíèå è ìèêðîòåòðàçîëèåâûé
òåñò (MTT-òåñò) äëÿ îöåíêè ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êëåòîê è èõ æèçíåñïîñîáíîñòè. Ìåòîäîì ïðÿìîãî êîí-
òàêòà èññëåäîâàëè è îöåíèâàëè öèòîòîêñè÷íîñòü è ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â
îáû÷íûõ óñëîâèÿõ ïðè ìèíèìàëüíîì îñâåùåíèè è ïðè
îáëó÷åíèè ñâåòîì ãàëîãåíîâîé ëàìïû ñ ïëîòíîñòüþ
îñâåùåíèÿ 20—30 ìêÂò/ñì2. Â ðàçíûõ îïûòàõ âàðüèðî-
âàëè êîíöåíòðàöèþ C60-ñîåäèíåíèé è âðåìÿ èõ êîíòàêòà
ñ êëåòêàìè, äëèòåëüíîñòü îáëó÷åíèÿ è ñðîêè íàáëþäå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 769



íèÿ. Âîçäåéñòâèÿ ïðîèçâîäèëè íà êëåòêè, ïîìåùåííûå â
96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû, ïðè ýòîì íà êàæäûé ïëàíøåò
ïîìåùàëè è ðàêîâûå, è íîðìàëüíûå êëåòêè, à òàêæå äóá-
ëèðîâàëè êóëüòóðû äëÿ îáëó÷åíèÿ òîëüêî ïîëîâèíû
ïëàíøåòà. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè îïðåäåëåííîì ñî-
÷åòàíèè âûøåóïîìÿíóòûõ ïàðàìåòðîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ
âñå ïÿòü èññëåäîâàííûõ ôóëëåðåíñîäåðæàùèõ ïðåïàðà-
òîâ ïðîÿâèëè ñâîéñòâà ôîòîñåíñèáèëèçàòîðîâ. Îáëó÷å-
íèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðèâåëî ê ñóùåñòâåííîìó óãíå-
òåíèþ ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè âïëîòü äî ïîëíîé äå-
ñòðóêöèè â îòäåëüíûõ âàðèàíòàõ. Â òàêèõ æå óñëîâèÿõ
èçìåíåíèÿ â íåîíêîãåííûõ êëåòêàõ íå íîñèëè ñòîëü ôà-
òàëüíîãî õàðàêòåðà è íå ïðèâîäèëè ê äåñòðóêòèâíûì
ïðîöåññàì. Òàêèì îáðàçîì, îêàçàëñÿ âîçìîæíûì ïîäáîð
óñëîâèé, ïðè êîòîðûõ ïðîÿâëÿåòñÿ ôîòîäèíàìè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü ôóëëåðåíñîäåðæàùèõ êîìïëåêñîâ, ò. å. ãåíå-
ðèðîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà, â òîì ÷èñëå ñèí-
ãëåòíîãî; ñîîòâåòñòâåííî ïðîèñõîäèò äåñòðóêöèÿ êëåòîê,
ïðè÷åì öèòîòîêñè÷íîñòü ôóëëåðåíñîäåðæàùèõ êîìï-
ëåêñîâ ïî îòíîøåíèþ ê îíêîãåííûì êëåòêàì ñî÷åòàåòñÿ ñ
ìèíèìàëüíûì ïîâðåæäåíèåì íîðìàëüíûõ êëåòîê, ò. å. èõ
öèòîòîêñè÷íîñòü ñåëåêòèâíà, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
ðàçëè÷íûì ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ñòàòóñîì ðàêîâûõ è íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâà-
þò, ÷òî ôîòîõèìè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ìîëåêóë ôóëëåðåíà â
îòíîøåíèè èíäóêöèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â
3—12 ðàçà âûøå òàêîâîé ôîòîñåíñèáèëèçàòîðîâ íà îñíî-
âå êðàñèòåëåé. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
ôóëëåðåíû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê íåòîêñè÷íûå è
ôîòîñåíñèáèëèçàòîðû ïðè ôîòîäèíàìè÷åñêîé òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî Ðîññèéñêîé èññëåäîâàòåëüñêîé ïðî-
ãðàììå «Ôóëëåðåíû è àòîìíûå êëàñòåðû» è ïî ïðîåêòó
ÌÍÒÖ ¹ 2592 «Ëàçåðíàÿ ôóëëåðåí-êèñëîðîäíàÿ òåðà-
ïèÿ „Áèîëîôò”».

ÂÊËÞ×ÅÍÈÅ ÔÐÀÃÌÅÍÒÎÂ ×ÅËÎÂÅ×ÅÑÊÎÉ ÄÍÊ
Â ÃÅÍÎÌ ÊËÅÒÎÊ ÍÅÊÎÒÎÐÛÕ ÒÊÀÍÅÉ ÂÇÐÎÑ-
ËÛÕ ÌÛØÅÉ ÏÐÈ ÎÄÍÎÂÐÅÌÅÍÍÎÌ ÂÎÇÄÅÉÑÒ-
ÂÈÈ ÖÈÒÎÑÒÀÒÈÊÀ ÖÈÊËÎÔÎÑÔÀÌÈÄÀ È ÏÐÅ-
ÏÀÐÀÒÀ ÝÊÇÎÃÅÍÍÎÉ ÄÍÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. Ñ. Ëè-
õà÷åâà,1 Â. Ï. Íèêîëèí,2 Í. À. Ïîïîâà,2 Ò. Ä. Äóáàòîëîâà,2
Ä. Í. Ñòðóíêèí,3 Â. À. Ðîãà÷åâ,2 Ò. Å. Ñåáåëåâà,2 È. Ñ. Åðî-
ôååâ,4 Ë. À. ßêóáîâ,5 Ñ. Ñ. Áîãà÷åâ,2, 5, 6 Ì. À. Øóðäîâ.5, 6

1 Ôàêóëüòåò åñòåñòâåííûõ íàóê Íîâîñèáèðñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãå-
íåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, labmolbiol@mail.ru, 3 Íî-
âîñèáèðñêèé îíêîëîãè÷åñêèé äèñïàíñåð, 4 Ìîñêîâñêèé
ôèçèêî-òåõíè÷åñêèé èíñòèòóò, 5 Panagenic International
Inc., ÑØÀ, è 6 ÎÎÎ «Ïàíàãåí».

Â îðãàíèçì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìûøåé ïàðåíòåðàëü-
íî áûëè ââåäåíû ïðåïàðàò ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ ÷å-
ëîâåêà è àëêèëèðóþùèé öèòîñòàòèê öèêëîôîñôàìèä,
èíäóöèðóþùèé ïîïåðå÷íûå ñøèâêè â ìîëåêóëå ÄÍÊ.
Áûë ïðîâåäåí ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ãåíîì-
íîé ÄÍÊ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ íà îñíîâå ñòðóê-
òóðû Alu-ïîâòîðîâ ÷åëîâåêà è àíàëîãè÷íûõ B1-ïîâòîðîâ
ìûøè. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ôðàã-
ìåíòû ÷åëîâå÷åñêîé ÄÍÊ äîñòèãàþò ÿäåðíîãî ïðîñòðàí-
ñòâà êëåòîê òðåõ èçó÷åííûõ îðãàíîâ — ïå÷åíè, òèìóñà,
ñåëåçåíêè — è âñòðàèâàþòñÿ â ãåíîì ìûøè. Âêëþ÷åíèå
â ãåíîì ìûøè ýêçîãåííîé êñåíîãåííîé ÄÍÊ ïðèâîäèò ê

èçìåíåíèþ ôîðìóëû êðîâè è ãèáåëè æèâîòíûõ. Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî ìåõàíèçì èíòåãðàöèè ñâÿçàí ñ ðåïàðàòèâ-
íûìè ñîáûòèÿìè, èíäóöèðîâàííûìè îáðàçîâàíèåì
êîâàëåíòíûõ ìåæöåïî÷å÷íûõ ñøèâîê, è êàê ñëåäñò-
âèå — ñ îáðàçîâàíèåì äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ ïðè
áëîêèðîâàíèè ðåïëèêàòèâíîé âèëêè.

ÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÅ È ÊÎËÈ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÅ ÕÀÐÀÊÒÅ-
ÐÈÑÒÈÊÈ ÝÊÑÒÐÀÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÄÍÊ, ÄÎÑÒÀÂËßÅ-
ÌÎÉ Â ßÄÐÀ ÆÈÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © À. Ñ. Ëèõà÷åâà,1
Â. À. Ðîãà÷åâ,2 Î. Âðàöêèõ,1 Ë. Â. Ìå÷åòèíà,2 Ò. Å. Ñåáå-
ëåâà,2 Ë. À. ßêóáîâ,3 Ñ. Ñ. Áîãà÷åâ,2—4 Ì. À. Øóðäîâ.3, 4

1 Ôàêóëüòåò åñòåñòâåííûõ íàóê Íîâîñèáèðñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãå-
íåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, labmolbiol@mail.ru, 3 Pa-
nagenic International Inc., ÑØÀ, è 4 ÎÎÎ «Ïàíàãåí».

Ïëàçìà êðîâè è äðóãèå ìåæòêàíåâûå æèäêîñòè â
íîðìå âñåãäà ñîäåðæàò îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ,
ïîïàäàþùåå òóäà âñëåäñòâèå åñòåñòâåííîé ãèáåëè êëå-
òîê îðãàíèçìà. Ýêñòðàêëåòî÷íàÿ ÄÍÊ çàõâàòûâàåòñÿ
êëåòêàìè ýòîãî îðãàíèçìà è äîñòàâëÿåòñÿ â ðàçëè÷íûå
êëåòî÷íûå êîìïàðòìåíòû. Çà ñ÷åò ýêñòðàêëåòî÷íîé ÄÍÊ
ìîãóò ïðîèñõîäèòü ïåðåíîñ ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè è
åå ôèêñàöèÿ â ãåíîìå ðåöåïèåíòíîé êëåòêè. Ïðåäïîëàãà-
åòñÿ, ÷òî ýêñòðàêëåòî÷íàÿ ÄÍÊ, äîñòèãøàÿ ïðîñòðàíñòâà
ÿäðà, ïîïàäàåò ïîä äåéñòâèå ðåïàðàòèâíî-ðåêîìáèíàöè-
îííîé ìàøèíû êëåòêè. Â ðåçóëüòàòå ïðîèñõîäÿùèõ ïðè
ýòîì ñîáûòèé ïðîèñõîäÿò èíòåãðàöèÿ ýêñòðàêëåòî÷íîé
ÄÍÊ â ðåöèïèåíòíûé ãåíîì è âêëþ÷åíèå íîâîé ãåíåòè-
÷åñêîé èíôîðìàöèè â ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû, ïðîòå-
êàþùèå â êëåòêå. Â ïðåäïîëàãàåìîé ðàáîòå íà êóëüòóðå
êëåòîê àäåíîêàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà
MCF-7 áûëè ïðîâåäåíû êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç è àíàëèç
êà÷åñòâåííûõ ïðèçíàêîâ ÄÍÊ, òðàíñïîðòèðóåìîé âî
âíóòðèêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
ýêñòðàêëåòî÷íàÿ ÄÍÊ ïðàêòè÷åñêè ìãíîâåííî (ìåíåå
1 ìèí, åñëè êëåòêè àêòèâíî äåëÿòñÿ) äîñòàâëÿåòñÿ âî âñå
ïðîàíàëèçèðîâàííûå êîìïàðòìåíòû êëåòêè (öèòîïëàçìó
è ÿäåðíîå ïðîñòðàíñòâî). Êðîìå òîãî, áûëî âûÿâëåíî,
÷òî ÄÍÊ ïðèñóòñòâóåò â ìåæõðîìîñîìíîì ïðîñòðàíñòâå
ÿäðà â âèäå ôðàãìåíòîâ ðàçëè÷íîé äëèíû. Â íóëåâîé ìî-
ìåíò âðåìåíè ðàçìåð ôðàãìåíòîâ ñîîòâåòñòâóåò ðàçìåðó
ýêñòðàêëåòî÷íîé ÄÍÊ, äîáàâëåííîé â ñðåäó. Äàëåå ÄÍÊ
ïîäâåðãàåòñÿ ïðîöåññèíãó — ëèíåéíûé ðàçìåð ôðàãìåí-
òîâ óâåëè÷èâàåòñÿ îò 500 ï. í. äî ïîðÿäêà 10 ò. ï. í. Òà-
êîå óâåëè÷åíèå ëèíåéíîãî ðàçìåðà îïðåäåëÿåòñÿ ëèãèðî-
âàíèåì ôðàãìåíòîâ ìåæäó ñîáîé. Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåí-
êà ïîêàçàëà, ÷òî â ìåæõðîìîñîìíîì ïðîñòðàíñòâå ìîæåò
ïðèñóòñòâîâàòü äî 2.0 % îò ãàïëîèäíîãî ãåíîìà ôðàã-
ìåíòèðîâàííîé ýêçîãåííîé ÄÍÊ. Ïðè öèòîëîãè÷åñêîì
àíàëèçå ïîâåäåíèÿ ýêñòðàêëåòî÷íîé ÄÍÊ ïðè åå êîíòàê-
òå ñ êëåòêàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî óæå â òå÷åíèå
1-õ ìèí ìå÷åíûé ìàòåðèàë îáíàðóæèâàåòñÿ â öèòîïëàç-
ìå, çàêëþ÷åííûé â âàêóîëè. Â ýòîò ìîìåíò â ÿäåðíîì
ïðîñòðàíñòâå ìåòêà ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿåòñÿ. ×åðåç
14 ÷ èíêóáàöèè âñÿ ìåòêà îêàçûâàåòñÿ ñêîíöåíòðèðîâàí-
íîé â ÿäåðíûõ êîìïàðòìåíòàõ. Ìå÷åíûé ìàòåðèàë ðàñ-
ïîëàãàåòñÿ â ÿäðå â âèäå êîíãëîìåðàòîâ è èìååò èíòåí-
ñèâíîå ñâå÷åíèå.

ÅÑÒÅÑÒÂÅÍÍÀß ÊÎÐÐÅÊÖÈß ÃÅÍÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ
ÏÓÒÅÌ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈß ÔÐÀÃÌÅÍÒÈÐÎÂÀÍÍÎÉ

770 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



ÝÊÑÒÐÀÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÄÍÊ ÍÀ ÏÐÈÌÅÐÅ ÂÎÑÑÒÀ-
ÍÎÂËÅÍÈß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÃÅÍÀ ÊÀÑÏÀÇÛ 3 ÊËÅ-
ÒÎÊ ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈÍÎÌÛ MCF-7. © À. Ñ. Ëèõà÷åâà,1
Â. À. Ðîãà÷åâ,2 Ë. Â. Ìå÷åòèíà,2 À. Ã. Øèëîâ,2 Ò. Å. Ñå-
áåëåâà,2 Ë. À. ßêóáîâ,3 Ñ. Ñ. Áîãà÷åâ,2—4 Ì. À. Øóð-
äîâ.3, 4 1 Ôàêóëüòåò åñòåñòâåííûõ íàóê Íîâîñèáèðñêî-
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Âîçìîæíîñòü ãîðèçîíòàëüíîãî ïåðåíîñà ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà è åãî ôåíîòèïè÷åñêîå ïðîÿâëåíèå â ðå-
öèïèåíòíîé êëåòêå íåîäíîêðàòíî îïèñàíû â íàó÷íîé ëè-
òåðàòóðå. Ñóùåñòâóåò ãèïîòåçà, ñîãëàñíî êîòîðîé â îðãà-
íèçìå âûñøèõ ýóêàðèîò èìååòñÿ ïîñòîÿííûé îáîðîò
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, îñíîâíûì èñòî÷íèêîì êîòîðî-
ãî ÿâëÿþòñÿ êëåòêè, ïîäâåðãøèåñÿ àïîïòîçó. Â ðàìêàõ
ýòîé ãèïîòåçû ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ñóùåñòâóåò ïîñòîÿí-
íûé îáìåí ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèåé ìåæäó äîñòàâ-
ëåííûìè âî âíóòðèÿäåðíîì ïðîñòðàíñòâå ôðàãìåíòàìè
ÄÍÊ è ñîîòâåòñòâóþùèìè ó÷àñòêàìè õðîìîñîì çà ñ÷åò
ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè. Â äàííîé ðàáîòå äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ èëè îïðîâåðæåíèÿ ïðåäëîæåííîé ãèïîòåçû
áûëà ñôîðìóëèðîâàíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êîíöåïöèÿ è
âûáðàíà ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäåëü, ïîçâîëèâøàÿ äîêàçàòü
âîçìîæíîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ îïðåäåëåííîãî â ãèïîòåçå
ïóòè óòèëèçàöèè ýêñòðàêëåòî÷íîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà. Êëåòêè àäåíîêàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëî-
âåêà MCF-7 íåñóò äåëåöèþ 47 ï. í. â 4-ì ýêçîíå ãåíà ïðî-
êàñïàçû 3, ÷òî ïðèâîäèò ê ïðîïóñêó 4-ãî ýêçîíà ïðè
ñïëàéñèíãå è ñäâèãó ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ñ ïîÿâëåíèåì
«ïðåæäåâðåìåííîãî» ñòîï-êîäîíà â ìÐÍÊ. Ïîýòîìó â
êëåòêàõ MCF-7 ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò
êëþ÷åâîé ôåðìåíò àïîïòîòè÷åñêîãî êàñêàäà — êàñïà-
çà 3. Ôåíîòèïè÷åñêè äåëåöèÿ â ãåíå ïðîêàñïàçû 3 ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ â òîì, ÷òî ïðè ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîì àïîïòîçå
íàáëþäàåòñÿ êîíäåíñàöèÿ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà, íî íå
ïðîèñõîäèò ñïåöèôè÷åñêîé íóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòà-
öèè ÄÍÊ. Äåëåöèÿ â ãåíå êàñïàçû 3 êëåòîê MCF-7 áûëà
èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå ìàðêåðíîãî ïðèçíàêà. Áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê MCF-7 â ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé ôðàãìåíòèðîâàííóþ ÄÍÊ ÷åëîâåêà, ïðî-
èñõîäèò èçìåíåíèå ôåíîòèïà êëåòîê è íàáëþäàåòñÿ ïî-
ÿâëåíèå îëèãîíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÿäåðíîé
ÄÍÊ ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ÔÍÎá. Âîññòàíîâëå-
íèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ñâÿçàíî ñ èñ-
ïðàâëåíèåì ìóòàöèè â 4-ì ýêçîíå ãåíà êàñïàçû 3 êëå-
òîê MCF-7. Îáíàðóæåíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå 5-ñóòî÷-
íîé èíêóáàöèè ñ ýêçîãåííîé ÄÍÊ â 3—5 % êëåòîê
MCF-7 íàáëþäàåòñÿ èñïðàâëåíèå äåôåêòíîãî ëîêóñà.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñóùåñòâóåò ïóòü óòèëèçàöèè ýêñòðàêëåòî÷íîé ôðàã-
ìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ åñòåñòâåííûå
ìåõàíèçìû äîñòàâêè ôðàãìåíòîâ â ÿäðî è èõ ãîìîëîãè÷-
íóþ ðåêîìáèíàöèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ëîêóñàìè õðî-
ìîñîì ÿäðà.

ÏÎÂÛØÅÍÍÀß ÄÍÊ-ÑÂßÇÛÂÀÞÙÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ
TATA-ÑÂßÇÛÂÀÞÙÅÃÎ ÁÅËÊÀ Â ÝÊÑÒÐÀÊÒÀÕ
ßÄÅÐ ÏÅÐÅÂÈÂÀÅÌÛÕ ÎÏÓÕÎËÅÉ ÏÅ×ÅÍÈ È
ËÅÃÊÎÃÎ ÌÛØÅÉ. © Ì. Â. Ëûñîâà, Ò. Â. Àðøèíîâà,
È. À. Äðà÷êîâà, Â. È. Êàëåäèí, Ë. Ê. Ñàâèíêîâà. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ (Johnson et al., 2003) èçâå-
ñòíî, ÷òî â êëåòêàõ êàðöèíîìû òîëñòîé êèøêè ÷åëîâåêà
ýêñïðåññèÿ TATA-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (TBP) ïîâûøåíà
è óâåëè÷åíî êîëè÷åñòâî ýòîãî áåëêà ïî ñðàâíåíèþ ñ íîð-
ìàëüíûì ýïèòåëèåì. Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ TBP ïî-
âûøåíà â êàðöèíîìàõ ëåãêîãî è ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëî-
âåêà è â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ êàðöèíîìû ëåãêîãî. Èçâåñòíî
òàêæå, ÷òî â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ ôîðáîëîâûì ýôèðîì
(ïîòåíöèàëüíûì àêòèâàòîðîì ïðîòåèíêèíàçû C) èëè ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ îíêîãåí Ras, òàêæå íàáëþäàþòñÿ ïîâû-
øåííûå êîíöåíòðàöèè TBP. Ïîíèæåíèå êîëè÷åñòâà TBP
òàêæå èíèöèèðóåò ñïåöèôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ. Òàê, ïîêàçàíî (Um et al., 2001), ÷òî ïðè ðàçðó-
øåíèè îäíîé êîïèè ãåíà TBP â ëèíèè B-êëåòîê öûïëåí-
êà íàðóøàåòñÿ ýêñïðåññèÿ áåëêà-ðåãóëÿòîðà êëåòî÷íîãî
öèêëà cdc-25B-ôîñôàòàçû. Ðàçðóøåíèå ãåòåðîçèãîòíîãî
ãåíà TBP â ýòèõ êëåòêàõ âûçûâàåò íàðóøåíèÿ â ìèòîçå, à
òàêæå â ðîñòå è ðàçìåðå êëåòîê. Èìåþùèåñÿ äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñïîñîáíîñòü TBP ó÷àñòâîâàòü â
òðàíñêðèïöèè, îñóùåñòâëÿåìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, è
ïðèâëåêàòüñÿ íà TATA-ñîäåðæàùèå ïðîìîòîðû íåîáõî-
äèìà äëÿ èíèöèèðîâàíèÿ êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè. Íî
îñòàåòñÿ ìíîãî íåðåøåííûõ âîïðîñîâ î òîì, íóæíû ëè
äëÿ ïðîöåññà òðàíñôîðìàöèè TBP-èíäóöèðóåìûå èçìå-
íåíèÿ òðàíñêðèïöèè, îñóùåñòâëÿåìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà-
ìè I è III, è äîñòàòî÷íû ëè îíè äëÿ òîãî, ÷òîáû ïðèâåñòè
ê îáðàçîâàíèþ îïóõîëè. Íà äàííîì ýòàïå öåëü íàøåé ðà-
áîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè TATA-ñâÿçûâàþùåé ñïî-
ñîáíîñòè TBP, âõîäÿùåãî â ñîñòàâ áåëêîâ ÿäåðíûõ ýêñò-
ðàêòîâ ïåðåâèâàåìûõ îïóõîëåé ïå÷åíè è ëåãêèõ ìûøåé
ëèíèè A/Sn è C57BL/6 ñîîòâåòñòâåííî. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè ïåðåâèâàåìóþ ãåïàòîêàðöèíîìó HA-1 è àäåíî-
êàðöèíîìó ëåãêèõ Lewis, ïîëó÷åííûå èç áàíêà îïóõîëå-
âûõ øòàììîâ íàøåãî èíñòèòóòà. Îïóõîëè ïîääåðæèâàëè
íà ìûøàõ ëèíèé A/Sn è C57BL/6 ñîîòâåòñòâåííî â ñîëè-
äàðíîé ôîðìå, ïåðåâèâàÿ èõ â ìûøöû áåäðà 1 ðàç â
2 íåä. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÿäåðíûõ ýêñòðàêòîâ èñïîëüçîâàëè
ïåðèôåðè÷åñêóþ ÷àñòü îïóõîëåâûõ óçëîâ òîëüêî ÷òî
óìåðùâëåííûõ äåêàïèòàöèåé æèâîòíûõ (2—4 æèâîò-
íûõ). Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ îðãàíîâ èñïîëüçîâàëè ïå-
÷åíü è ëåãêèå èíòàêòíûõ æèâîòíûõ òåõ æå ëèíèé. Âûäå-
ëåíèå ÿäåðíûõ ýêñòðàêòîâ, ïîëó÷åíèå ìå÷åíûõ îëèãî-
íóêëåîòèäîâ è àíàëèç ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ñ ðàäèîàêòèâíî
ìå÷åííûì îëèãîíóêëåîòèäîì (EMSA) ïðîâîäèëè ïî
ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì ñ èñïîëüçîâàíèåì «çàáèâî÷íîé»
ÄÍÊ. Îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäû, èäåíòè÷íûå TA-
TA-ñîäåðæàùåìó ó÷àñòêó ïðîìîòîðà AdML äëèíîé
26 ï. í. — 5�-tga agg ggg gc TATAAAAggg ggtgc-3�-(TA-
TA-OH), — è êîíòðîëüíûé îëèãîíóêëåîòèä ñ íàðóøåí-
íûì TATA-áîêñîì — 5�-tga agg tgg gcTGCTAGCgct ggt
gg-3� — ìåòèëè ðàäèîàêòèâíûì ôîñôîðîì ñ ïîìîùüþ
T4-ïîëèíóêëåîòèäêèíàçû. Îáðàçóþùèåñÿ êîìïëåêñû
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà «òîðìîæåíèÿ» ÄÍÊ â
ãåëå. Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ ÿäåð-
íûõ ýêñòðàêòîâ èññëåäóåìûõ îïóõîëåé è ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ íîðìàëüíûõ òêàíåé ìûøåé ñ 32P-TATA-OH ïîêàçà-
ëè, ÷òî âî âñåõ ñëó÷àÿõ îáðàçóåòñÿ îäèí òèï êîìïëåêñîâ,
êîòîðîìó ñîîòâåòñòâóåò îäíà ïîëîñà çàäåðæêè â ãåëå,
ïðè÷åì ñ áåëêàìè ãåïàòîêàðöèíîìû è àäåíîêàðöèíîìû
ëåãêèõ îáðàçóåòñÿ íà 60 è 30 % ñîîòâåòñòâåííî áîëüøå
êîìïëåêñîâ, ÷åì ñ áåëêàìè ÿäåðíûõ ýêñòðàêòîâ òêàíåé
êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ. Ïðè îáðàçîâàíèè êîìïëåêñîâ
íàáëþäàåòñÿ çàâèñèìîñòü èõ êîëè÷åñòâà îò êîíöåíòðà-
öèè áåëêà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïåöèôè÷íîñòè îáðàçó-
åìûõ êîìïëåêñîâ. Ðåçóëüòàòû âûòåñíåíèÿ 32P-TATA-OH

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 771



«õîëîäíûì» TATA-OH èç êîìïëåêñîâ ñ áåëêîì ïîêàçà-
ëè, ÷òî 32P-TATA-OH ïîëíîñòüþ âûòåñíÿåòñÿ èç êîìï-
ëåêñîâ óæå ïðè 25-êðàòíîì ìîëÿðíîì èçáûòêå «õîëîäíî-
ãî» îëèãîíóêëåîòèäà, ÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïå-
öèôè÷åñêîì õàðàêòåðå îáðàçóåìûõ êîìïëåêñîâ TBP ñ
32P-TATA-OH. Òàêèì îáðàçîì, âñå ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ñ 32P-TATA-OH
âçàèìîäåéñòâóåò îäèí TBP. Äîïîëíèòåëüíûì ñâèäå-
òåëüñòâîì â ïîëüçó ýòîãî ÿâëÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíîå ñâÿ-
çûâàíèå TBP ñ îëèãîíóêëåîòèäîì, ó êîòîðîãî íàðó-
øåí TATA-áîêñ. Êàê èçâåñòíî, TBP èìååò íåâûñîêîå íå-
ñïåöèôè÷åñêîå ñðîäñòâî ê TATA-ñîäåðæàùåé ÄÍÊ.
Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå â ðàáîòå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá óâåëè÷åíèè TATA-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíî-
ñòè TBP è ñîîòâåòñòâåííî îá èçìåíåíèÿõ â òðàíñêðèïöè-
îííîì àïïàðàòå êëåòîê îïóõîëåé HA-1 è LLC ìûøåé.
Äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû áóäóò íàïðàâëåíû íà èçó÷å-
íèå ìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé TBP è âûÿñíåíèå ïó-
ñêîâîãî ìåõàíèçìà óâåëè÷åíèÿ åãî êîëè÷åñòâà â îïó-
õîëÿõ.

ÍÀÊÎÏËÅÍÈÅ Â ÑÎÑÒÀÂÅ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÄÍÊ
ÔÐÀÃÌÅÍÒÎÂ ÒÐÀÍÑÊÐÈÁÈÐÓÅÌÎÉ ÎÁËÀÑÒÈ
ÐÈÁÎÑÎÌÍÎÃÎ ÃÅÍÀ ÌÎÆÅÒ ÏÐÎÂÎÖÈÐÎÂÀÒÜ
ÀÓÒÎÈÌÌÓÍÍÛÅ ÐÅÀÊÖÈÈ È ÁÛÒÜ ÏÐÈ×ÈÍÎÉ
ÃÈÁÅËÈ ÇÀÐÎÄÛØÀ Â ÐÀÍÍÅÌ ÝÌÁÐÈÎÃÅÍÅÇÅ.
© Í. À. Ëÿïóíîâà, Í. Í. Âåéêî, Ñ. Â. Êîñòþê, Å. À. Êà-
ëàøíèêîâà, Ë. Í. Ïîðîõîâíèê, Ð. Ê. Àãàïîâà. ÃÓ Ìåäè-
êî-ãåíåòè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ôóíäàìåíòàëüíûì ñâîéñòâîì æèâîé êëåòêè ÿâëÿåòñÿ
ñïîñîáíîñòü ñèíòåçèðîâàòü áåëêè, èñïîëüçóÿ äëÿ ýòîãî
óíèâåðñàëüíûé ìåõàíèçì òðàíñëÿöèè ãåíåòè÷åñêîé èí-
ôîðìàöèè ñ ó÷àñòèåì ðèáîñîì. Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíóþ îðãàíèçàöèþ ðèáîñîì îáåñïå÷èâàþò ðèáî-
ñîìíûå ãåíû (ÐÃ), ïðåäñòàâëåííûå â ãåíîìàõ ýóêàðèîò
íåñêîëüêèìè ñîòíÿìè (èíîãäà òûñÿ÷àìè) êîïèé. Â äèï-
ëîèäíîì ãåíîìå ÷åëîâåêà ñîäåðæèòñÿ â ñðåäíåì îêîëî
400 êîïèé ÐÃ, ïðè âàðüèðîâàíèè â èíäèâèäóàëüíûõ ãå-
íîìàõ — â ïðåäåëàõ 250—670 êîïèé. Â ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòêàõ òðàíñêðèáèðóåòñÿ òîëüêî ÷àñòü (îêîëî òðåòè)
ìîëåêóë ðÄÍÊ. Îíè ìîãóò áûòü âûÿâëåíû â ÿäðûøêîîá-
ðàçóþùèõ ðàéîíàõ (ßÎÐ) ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ñåëåê-
òèâíîé îêðàñêîé àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì (AgßÎÐ).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ðàçìåð AgßÎÐ ïðîïîðöèîíàëåí êîëè-
÷åñòâó àêòèâíûõ êîïèé ÐÃ. Èñïîëüçóÿ ñóììàðíûé ðàç-
ìåð 10 AgßÎÐ (â óñë. åä.) êàê ìåðó êîëè÷åñòâà àêòèâíûõ
ÐÃ (ÀêÐÃ), ìû îïðåäåëèëè äîçó ÀêÐÃ â ãåíîìàõ 560 çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ â âîçðàñòå îò ðîæäåíèÿ äî áîëåå 90 ëåò:
ïðèçíàê âàðüèðóåò îò 15.5 äî 23.7 óñë. åä., ïðè ñðåäíåì
19.44 óñë. åä. è ó = 1.72. Â èìèòàöèîííûõ ñêðåùèâàíèÿõ
(8911 ïàð èíäèâèäóóìîâ) áûëî ïîëó÷åíî áîëåå 9 ìëí çè-
ãîò, äëÿ êîòîðûõ ñðåäíåå çíà÷åíèå îêàçàëîñü òàêæå
19.44 óñë. åä., íî ïðèçíàê âàðüèðîâàë îò 5.6 äî 30.2
(ó = 2.55). Ýòî ïîçâîëèëî âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î ñó-
ùåñòâîâàíèè ñòàáèëèçèðóþùåãî îòáîðà, íàïðàâëåííîãî
íà ïîääåðæàíèå íåîáõîäèìîãî è äîñòàòî÷íîãî äëÿ íîð-
ìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè è îðãàíèçìà êîëè-
÷åñòâà ÐÃ, è îïðåäåëèòü, ÷òî îòáîðó ïîäëåæàò 10.8 % çè-
ãîò, â òîì ÷èñëå ýëèìèíàöèÿ ãåíîìîâ ñ êîëè÷åñòâîì
ÀêÐÃ ìåíåå 15.5 óñë. åä. ñîñòàâèëà 6.1 %, à ìåíåå 23.7 —
4.7 %. Åñòåñòâåííî, âîçíèê âîïðîñ: êàêèå ìåõàíèçìû
îïðåäåëÿþò ãèáåëü çèãîò (èëè ýìáðèîíîâ)? Â îòíîøåíèè
îòñåâà çèãîò ñ ìàëîé êîïèéíîñòüþ ÐÃ ñ äîñòàòî÷íûì

îñíîâàíèåì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëåòêå òðåáóåòñÿ
îïðåäåëåííûé ìèíèìóì ðèáîñîì, ñïîñîáíûé îáåñïå÷èòü
ñèíòåç íåîáõîäèìîãî êîëè÷åñòâà áåëêà. Âîïðîñ î ïðè÷è-
íàõ ýëèìèíàöèè çèãîò ñ âûñîêîé êîïèéíîñòüþ ÐÃ îñòà-
âàëñÿ áåç îòâåòà. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàìè îáíàðóæåíà
íîâàÿ, íåèçâåñòíàÿ äî ñèõ ïîð èììóíîñòèìóëèðóþùàÿ
ðîëü ÄÍÊ òðàíñêðèáèðóåìîé îáëàñòè (ÒÎ) ðèáîñîìíîãî
ãåíà (Âåéêî è äð. Áþë. ýêñïåðèì. áèîë. ìåä., 2006,
142(9): 282—295; 142(10): 409—413). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè
èíôåêöèè èëè âàêöèíàöèè áàêòåðèàëüíàÿ ÄÍÊ, ñîäåðæà-
ùàÿ íåìåòèëèðîâàííûå (íì) CpG-ìîòèâû, ïîïàäàÿ â
êðîâü, âçàèìîäåéñòâóåò ñ îïðåäåëåííûìè ðåöåïòîðàìè
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê (Toll-like receptor — TLR9), ñòèìó-
ëèðóÿ èõ èììóííûé îòâåò (Klinman, 2004). Îäíàêî ïðè
öèðêóëÿöèè â êðîâè áîëüøèõ êîëè÷åñòâ íìCpG-ÄÍÊ â
îðãàíèçìå ðàçâèâàþòñÿ òÿæåëûå àóòîèììóííûå íàðóøå-
íèÿ (Viglianti, 2003). Òîòàëüíàÿ ÿäåðíàÿ ÄÍÊ, íåèçáåæíî
ïîïàäàþùàÿ â êðîâÿíîå ðóñëî â ðåçóëüòàòå àïîïòîçà êëå-
òîê, íå îáëàäàåò èììóíîìîäóëèðóþùèì äåéñòâèåì èç-çà
íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ íìCpG-ÄÍÊ. Ðàíåå â íàøèõ ðàáî-
òàõ ïîêàçàíî, ÷òî ôðàãìåíòû ÒÎðÄÍÊ èçáèðàòåëüíî íà-
êàïëèâàþòñÿ âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå âñëåäñòâèå óñòîé-
÷èâîñòè ê âîçíèêíîâåíèþ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ïðè
íàêîïëåíèè îäíîíèòåâûõ, âíîñèìûõ íóêëåàçàìè (Âåé-
êî, Ñïèòêîâñêèé, 2000). Ïðè ýòîì íà ïðîòÿæåíèè
13.3 ò. ï. í. â ÒÎðÄÍÊ ñîäåðæèòñÿ áîëåå 200 íìCpG-ìî-
òèâîâ, ñïîñîáíûõ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ðåöåïòîðàìè
òèïà TLR9. Çàìåòèì, ÷òî â íåòðàíñêðèáèðóåìîì ñïåéñå-
ðå ðÄÍÊ (îêîëî 30 ò. ï. í.) ñîäåðæèòñÿ âñåãî 30 ïîõîæèõ
ìîòèâîâ, ÷òî áëèçêî ê ãåíîìíîé ÄÍÊ â öåëîì. Îáîãà-
ùåííîñòü âíÄÍÊ ôðàãìåíòàìè ÒÎðÄÍÊ îñîáåííî âûðà-
æåíà ó ïàöèåíòîâ ñ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì — àóòîèì-
ìóííûì çàáîëåâàíèåì, äëÿ ïàòîãåíåçà êîòîðîãî õàðàêòå-
ðåí âûñîêèé óðîâåíü àïîïòîçà. Â îïûòàõ in vitro íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ôðàãìåíòîâ ÒÎðÄÍÊ (0.2 è
2.0 ìêã â 1 ìë ñðåäû, 4 è 24 ÷) âûäåëåííûå ëèìôîöèòû
÷åëîâåêà â äåñÿòêè ðàç óâåëè÷èâàþò ïðîäóêöèþ ÈË-6 è â
3—4 ðàçà — ÔÍÎ-á (Âåéêî è äð., 2006; Êàëàøíèêîâà è
äð., 2006). Èñõîäÿ èç òîãî ÷òî ðàííèé ýìáðèîãåíåç ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ àïîïòîçîì êëåòîê çàðîäûøà è ïðèëåæà-
ùèõ òêàíåé, ìû âûñêàçàëè ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ïðè èçáûòî÷íîì ñîäåðæàíèè ÐÃ â ãåíîìíîé ÄÍÊ â ìåæ-
êëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå ýìáðèîíà ìîæåò îêàçàòüñÿ âû-
ñîêîå ñîäåðæàíèå íìCpG-ìîòèâîâ, êîòîðûå ñïðîâîöè-
ðóþò àóòîèììóííûå ïðîöåññû, ñïîñîáíûå ïðèâåñòè ê
ãèáåëè ýìáðèîíà è, ñëåäîâàòåëüíî, áûòü ïðè÷èíîé ñòà-
áèëèçèðóþùåãî îòáîðà. Ïðåäëîæåííàÿ ãèïîòåçà íóæäà-
åòñÿ â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48101).
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Ìåòîäàìè öèòîìîðôîëîãèè, öèòîìîðôîìåòðèè, êî-
ëè÷åñòâåííîé öèòîõèìèè è öèòîôîòîìåòðèè èññëåäîâà-
ëè ïîïóëÿöèþ ëèìôîöèòîâ ó êëèíè÷åñêè çäîðîâûõ ëþ-
äåé (äîíîðîâ) è ïàöèåíòîâ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ïåðèîäè-
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÷åñêîé áîëåçíè (ÏÁ) è ëåéêîçà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
ïîêàçàë, ÷òî ðàçëè÷èÿ ìåæäó äîíîðàìè è áîëüíûìè ÏÁ
âûÿâëÿþòñÿ óæå íà óðîâíå ñîñòàâà ëèìôîèäíîé ïîïóëÿ-
öèè. Â êðîâè áîëüíûõ îáíàðóæèâàþòñÿ áëàñòíûå ôîð-
ìû. Ó äîíîðîâ îíè îòñóòñòâóþò. Â ïåðèîä ðåìèññèè áëà-
ñòû ñîñòàâëÿþò 4—6 %, âî âðåìÿ ïðèñòóïà èõ ÷èñëî âîç-
ðàñòàåò äî 6—10 %, ìàêñèìóìà èõ êîëè÷åñòâî äîñòèãàåò
ïðè ïåðåõîäå áîëåçíè â àìèëîèäîç (16—20 %). Ïîÿâëå-
íèå íåçðåëûõ ôîðì ÿâëÿåòñÿ îòðàæåíèåì ðåàêöèè èì-
ìóííîé ñèñòåìû íà íåîáõîäèìîñòü áûñòðîãî ïîïîë-
íåíèÿ ïîïóëÿöèè. Âûñîêàÿ ðåàêòèâíîñòü ëèìôîöèòîâ
ïðîÿâëÿåòñÿ è íà óðîâíå ñóáêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð. Ïîâû-
øàåòñÿ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ, îñîáåííî â ïåðèîä
àìèëîèäîçà. Èçìåíÿåòñÿ îáúåì ÿäåð: ó áîëüíûõ äàæå âî
âðåìÿ ðåìèññèè îí â 1.5 ðàçà áîëüøå, ÷åì ó äîíîðîâ,
îñòàåòñÿ áîëåå âûñîêèì â ïåðèîä ïðèñòóïà è ðåçêî âîç-
ðàñòàåò ïðè àìèëîèäîçå. Ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ÿäåð íà-
õîäèòñÿ â ïðÿìîé êîððåëÿöèè ñ èõ îáúåìîì. Èçìåíåíèÿ
â ïàðàìåòðàõ ÿäåð íàõîäÿò îòðàæåíèå â ñòåïåíè àêòèâíî-
ñòè ÿäðûøåê. Ó çäîðîâûõ ëþäåé íå âî âñåõ ÿäðàõ âûÿâ-
ëÿþòñÿ ÿäðûøêè: â ñðåäíåì íà ÿäðî ïðèõîäèòñÿ ìåíåå
1 ÿäðûøêà. Ó áîëüíûõ æå âî âñåõ ÿäðàõ èìåþòñÿ ÿäðûø-
êè, ÷èñëî èõ âûøå åäèíèöû äàæå â ïåðèîä âíå ïðèñòóïà,
îáúåì è ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè òàêæå âûøå, ÷åì ó äîíî-
ðîâ, îñîáåííî âî âðåìÿ àìèëîèäîçà. Âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ
è â ðàñïðåäåëåíèè ÿäåð ïî ÷èñëó ÿäðûøåê. Ó áîëüíûõ
âíå ïðèñòóïà 80—90 % ñîñòàâëÿþò êëåòêè ñ 1—2 ÿä-
ðûøêàìè, 10—14 % ïðèõîäèòñÿ íà êëåòêè ñ 3 ÿäðûøêà-
ìè, ó íåêîòîðûõ áîëüíûõ áûëè îáíàðóæåíû ÿäðà ñ 4 ÿä-
ðûøêàìè è áîëåå. Âî âðåìÿ àìèëîèäîçà ðåçêî óìåíüøà-
åòñÿ ÷èñëî îäíî- è äâóÿäðûøêîâûõ ÿäåð è âîçðàñòàåò
÷èñëî êëåòîê ñ ÿäðàìè, ñîäåðæàùèìè 3—6 è äàæå 8 ÿä-
ðûøåê. Ïðè îñòðîì ëåéêîçå, êàê è ïðè ÏÁ, â êðîâè âûÿâ-
ëÿþòñÿ ëèìôîáëàñòû (20 %), á *îëüøàÿ ÷àñòü ïîïóëÿöèè
ïðåäñòàâëåíà ïðîëèìôîöèòàìè (48 %) è ëèìôîöèòàìè
(32 %). Â êîñòíîì ìîçãå äîëÿ ëèìôîáëàñòîâ ñîñòàâëÿåò
42—50 %, ïðîëèìôîöèòîâ — 28—42, ëèìôîöèòîâ —
16—22 %. Â ïåðèîä ðåìèññèè ñîîòíîøåíèå êëåòîê â
êðîâè ìåíÿåòñÿ â ïîëüçó ëèìôîöèòîâ (46 %), ÷èñëåí-
íîñòü ïðîëèìôîöèòîâ îñòàåòñÿ íà òîì æå óðîâíå (50 %),
äîëÿ ëèìôîáëàñòîâ ñîêðàùàåòñÿ äî 4 %. Â êîñòíîì ìîç-
ãå ÷èñëî ïðîëèìôîöèòîâ è ëèìôîáëàñòîâ óìåíüøàåòñÿ
(22 è 34 %), äîëÿ ëèìôîöèòîâ äîñòèãàåò 44 %, âûðàâíè-
âàÿñü ñ èõ ÷èñëîì â êðîâè. Ïîÿâëåíèå ïðè ëåéêîçå íåçðå-
ëûõ ôîðì â êðîâè âûçâàíî íåîáõîäèìîñòüþ, êàê è ïðè
ÏÁ, áûñòðîãî âîññòàíîâëåíèÿ â íåé ÷èñëåííîñòè êëåòîê.
Ñðàâíåíèå ëèìôîèäíûõ ïîïóëÿöèé ïðè ÏÁ è ëåéêîçå
âûÿâèëî ñõîäíûå ÷åðòû â èõ ïîâåäåíèè, íî íàáëþäàþòñÿ
è ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ. Ïðè îñòðîì ëåéêîçå îáúåì è
ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ÿäåð çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ïðè
ÏÁ, è ïîñêîëüêó èìåííî ýòè ïàðàìåòðû õàðàêòåðèçóþò
âîçìîæíîñòè îáìåíà ìåòàáîëèòàìè è èíôîðìàöèåé ìåæ-
äó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé, ïîñòîëüêó ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî
ïðè îñòðîì ëåéêîçå àêòèâíîñòü ýòîãî îáìåíà â íåñêîëüêî
ðàç âûøå, ÷åì ïðè ÏÁ. Ïðè ëåéêîçå â ñðåäíåì íà ÿäðî
ïðèõîäèòñÿ ìåíüøå 1 ÿäðûøêà, ÷òî ìîãëî áû ñâèäåòåëü-
ñòâîâàòü î ìåíüøåé èõ àêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ ÏÁ,
åñëè áû íå çíà÷åíèÿ îáúåìà è ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè ÿä-
ðûøåê, êîòîðûå, êàê è â ñëó÷àå ñ ÿäðàìè, çíà÷èòåëüíî
âûøå, ÷åì ïðè ÏÁ. Ïðè ÏÁ âî âðåìÿ ïðèñòóïà è â ïåðèîä
àìèëîëèäîçà â ÿäðàõ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ìàññû
ÄÍÊ, íå êðàòíîå 2c. Ïàðàëëåëüíîå íàðàñòàíèå ÷èñëà ÿä-
ðûøåê ïîçâîëÿåò ïîëàãàòü, ÷òî ýòî ìîæåò áûòü ïðîÿâëå-
íèåì àìïëèôèêàöèè ëîêóñà ãåíà MEFV, îòâåòñòâåííîãî
çà ñèíòåç ñïåöèôè÷åñêîãî áåëêà ïèðèíà, ýêñïðåññèÿ êî-

òîðîãî îïðåäåëÿåò ïåðåõîä ÏÁ â àìèëîèäîç. Ïðè îñòðîì
ëåéêîçå ðåàëèçóåòñÿ èíîé ìåõàíèçì ãèïåððåïëèêàöèè.
Ëèìôîáëàñòû, íàêîïèâ â S-ôàçå 4c ÄÍÊ, âðåìåííî áëî-
êèðóþòñÿ â ôàçå G2, à çàòåì äåëÿòñÿ è ïðåâðàùàþòñÿ â
çðåëûå êëåòêè. Ïîäîáíûé ìåõàíèçì áûñòðîãî ïîïîëíå-
íèÿ ÷èñëåííîñòè ýðèòðîöèòîâ â êðîâè ïðè îñòðîé àíå-
ìèè áûë îòêðûò íàìè äàâíî è íàçâàí ðåçåðâíûì ýðèòðî-
ïîýçîì. Ïî àíàëîãèè îïèñàííûé âûøå ïðîöåññ ìû íàçâà-
ëè «ðåçåðâíûì» ëèìôîïîýçîì.
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Êàëüöèéñâÿçûâàþùèé áåëîê S100A11, ðàíåå ñ÷èòàâ-
øèéñÿ õàðàêòåðíûì äëÿ ãëàäêîìûøå÷íîé òêàíè, â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ èäåíòèôèöèðîâàí â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íû-
ìè òèïàìè äèôôåðåíöèðîâêè, â ÷àñòíîñòè â ýïèòåëèàëü-
íîé òêàíè ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ è â ôèáðîáëàñòàõ. Â òî æå
âðåìÿ â ïîïåðå÷íîïîëîñàòîé ìûøå÷íîé òêàíè äàííûé
áåëîê ïðèñóòñòâóåò â êðàéíå íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñò-
âå. Ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ èçó÷åíèå êî-
ëè÷åñòâåííîé äèíàìèêè ýòîãî áåëêà â ìèîáëàñòàõ —
ñïîñîáíûõ ê ïðîëèôåðàöèè îäíîÿäåðíûõ êëåòêàõ ñêå-
ëåòíîé ìóñêóëàòóðû. Ôèáðîáëàñòû è ñêåëåòíî-ìûøå÷-
íûå ìèîáëàñòû ÷åëîâåêà êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå F-12,
ñîäåðæàùåé ïèðóâàò íàòðèÿ, ãåíòàìèöèí è 12.5 % ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Äèôôåðåíöèðîâêó ìèî-
áëàñòîâ èíäóöèðîâàëè êóëüòèâèðîâàíèåì â ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé 2 % ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè, â òå÷åíèå 2—8 ñóò ñî
ñìåíîé ñðåäû êàæäûå 2 ñóò. Áåëêè, âûäåëåííûå èç ìèîá-
ëàñòîâ è ôèáðîáëàñòîâ, ôðàêöèîíèðîâàëè ìåòîäîì äâóõ-
ìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïî
Î’Ôàððåëëó. Äåòåêöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
êðàñèòåëÿ Êóìàññè R-150 è àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà, ÷òî
ïîçâîëÿëî âûÿâëÿòü äî íåñêîëüêèõ ñîòåí áåëêîâûõ ôðàê-
öèé íà îäíîé ýëåêòðîôîðåãðàììå. Èäåíòèôèêàöèþ áåë-
êîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì MALDI-TOF ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà ïðîãðàìì Mascot è áàçû
äàííûõ NCBI Protein. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî â ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ ìèîáëàñòàõ áåëîê S100A11 ïðåäñòàâëåí â çíà-
÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå, â òî âðåìÿ êàê â ôèáðîáëàñòàõ,
áåëêîâûé ñïåêòð êîòîðûõ áëèçîê ê òàêîâîìó ìèîáëà-
ñòîâ, êîëè÷åñòâî ýòîãî áåëêà íåâåëèêî. Êóëüòèâèðîâà-
íèå ìèîáëàñòîâ â äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ âûðàæåííûì óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà äàííîãî
áåëêà, ÷òî ïðåäñòàâëÿåòñÿ çàêîíîìåðíûì ïðîöåññîì, ïî-
ñêîëüêó äëÿ âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííîé ñêåëåòíîé ìû-
øå÷íîé òêàíè õàðàêòåðíî îòñóòñòâèå ýòîãî áåëêà. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî íà ïðèìåðå ôèáðîáëàñòîâ áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ýòîãî áåëêà ðåçêî ñíèæàåòñÿ ïîñëå
èììîðòàëèçàöèè êëåòîê (Sakaguchi et al., 2000). Ýòî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ è òåì, ÷òî äàííûé áåëîê íå áûë îáíàðóæåí
â èììîðòàëèçîâàííûõ ìèîáëàñòõ ëèíèè C2C12 (Tannu et
al., 2004; Kislinger et al., 2005). Íà ïðèìåðå ðàêà ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ ïîêàçàíî, ÷òî ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ýòîãî áåëêà
êîððåëèðóåò ñî ñïîñîáíîñòüþ îïóõîëè ê èíâàçèè â îêðó-
æàþùèå òêàíè (Memon et al., 2005). Â êëåòêàõ ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíîé êàðöèíîìû áåëîê S100A11 ó÷àñòâóåò â ïåðå-
äà÷å ïîäàâëÿþùåãî ïðîëèôåðàöèþ ñèãíàëà îò òðàíñôîð-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 773



ìèðóþùåãî ôàêòîðà ðîñòà áåòà (Miyazaki et al., 2004).
Â òî æå âðåìÿ ðåçóëüòàòû ðÿäà ðàáîò ïîêàçûâàþò, ÷òî
óðîâåíü ýêñïðåññèè S100A11 â ðÿäå îïóõîëåé òêàíåé
âûøå, ÷åì â íåîïóõîëåâûõ òêàíÿõ (Cross et al., 2005;
Melle et al., 2006). Ïðîëèôåðèðóþùèå ìèîáëàñòû îòëè-
÷àþòñÿ êðàéíå âûñîêîé «äîáðîêà÷åñòâåííîñòüþ», îïó-
õîëè ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû — êàê äîáðîêà÷åñòâåííûå,
òàê è çëîêà÷åñòâåííûå — âñòðå÷àþòñÿ êðàéíå ðåäêî.
Ðàçâèòèå æå ýòèõ îïóõîëåé â ìëàäåí÷åñêîì è äåòñêîì
âîçðàñòå ìîæíî îáúÿñíèòü ïðîèñõîæäåíèåì èõ èç äðó-
ãèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ (ôåòàëüíûõ ìèîáëà-
ñòîâ). Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè
S100A11 â ïðîëèôåðèðóþùèõ ìèîáëàñòàõ îáúÿñíÿåòñÿ
íåîáõîäèìîñòüþ îáåñïå÷èòü áûñòðûé ïåðåõîä ýòèõ êëå-
òîê â ïîêîÿùååñÿ ñîñòîÿíèå âî âðåìÿ ðåãåíåðàöèè ñêå-
ëåòíîé ìûøöû. Â òî æå âðåìÿ ó äèôôåðåíöèðîâàííûõ
ìèîáëàñòîâ, íå âñòóïàþùèõ â êëåòî÷íûé öèêë, íåîáõî-
äèìîñòü â ïîäîáíîì áåëêå îòñóòñòâóåò, ÷òî âûðàæàåòñÿ â
êðàéíå íèçêîì óðîâíå åãî ýêñïðåññèè.
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Íåñìîòðÿ íà ïðîâåäåíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàáîò
ïî äèôôåðåíöèðîâêå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîç-
ãà (ÑÊÊÌ) â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ, åùå íå ïîäîáðàíû
îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ èõ íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè â êàðäèîìèîöèòû in vitro. Â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ
áûëî îòìå÷åíî ïîÿâëåíèå ïóëüñèðóþùèõ êëåòîê, ñõîä-
íûõ ïî ñâîèì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì ñ êàðäèîìèî-
öèòàìè, îäíàêî ôîðìèðîâàíèÿ ìûøå÷íûõ ôèáðèëë è
òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ïîêàçàíî íå áûëî.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâîäèëè ñðàâíåíèå äâóõ âàðèàí-
òîâ èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè ÑÊÊÌ â êàðäèîìèîöè-
òàðíîì íàïðàâëåíèè. Ñïåöèôè÷åñêèì õèìè÷åñêèì èí-
äóêòîðîì ÿâëÿëñÿ 5�-àçîöèòèäèí. Â ïåðâîì âàðèàíòå èí-
äóêöèè ÑÊÊÌ â êîíöåíòðàöèè 1.3�103 êëåòîê â 1 ñì2

âûñåâàëè â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 20 % ñûâîðîòêè ýìáðèî-
íîâ êîðîâ (ÝÑÊ) è 3 ìêÌ 5�-àçîöèòèäèíà. Âî âòîðîì âà-
ðèàíòå èíäóêöèè ÑÊÊÌ â êîíöåíòðàöèè 2�104 êëåòîê â
1 ñì2 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 % ÝÑÊ,
3 ìêÌ 5�-àçîöèòèäèíà, ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà,
ôàêòîð ðîñòà òðîìáîöèòîâ, à òàêæå ðÿä äîïîëíèòåëüíûõ
ôàêòîðîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ ïîääåðæàíèþ æèçíåäåÿòåëü-
íîñòè êëåòîê â óñëîâèÿõ íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ ñûâîðîòêè.
Â îáîèõ ñëó÷àÿõ îáðàáîòêó êëåòîê èíäóöèðóþùåé ñðå-
äîé îñóùåñòâëÿëè â òå÷åíèå 2 íåä, ñìåíó ñðåäû ïðîâî-
äèëè êàæäûå 3—4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äèôôåðåíöè-
ðîâêó îöåíèâàëè ïî âûÿâëåíèþ â êëåòêàõ ãëèêîãåíà ñ
ïîìîùüþ ØÈÊ-ðåàêöèè, ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ ãå-
íîâ-ìàðêåðîâ êàðäèîìèîöèòîâ Gata 4 è Cx43 ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ è ïî ïîÿâëåíèþ è ëîêàëèçàöèè áåëêîâ, âõîäÿ-
ùèõ â ñîñòàâ ìèîôèáðèëë êàðäèîìèîöèòîâ (ìèîçèíà II,
á-àêòèíèíà è òðîïîíèíà I) ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîô-
ëóîðåñöåíöèè. ×åðåç 2 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè îáîèõ
âàðèàíòàõ èíäóêöèè íàáëþäàëàñü ñïåöèôè÷åñêàÿ àãðåãà-
öèÿ êëåòîê, â îòäåëüíûõ êëåòêàõ âûÿâëÿëèñü ãëèêîãåí è
ãëèêîçèëèðîâàííûå áåëêè, áûëè îòìå÷åíû óâåëè÷åíèå

ýêñïðåññèè ãåíîâ-ìàðêåðîâ êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè è ïîÿâëåíèå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ áåëêîâ
ìèîôèáðèëë êàðäèîìèîöèòîâ. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, îêðà-
øåííûõ ñïåöèôè÷íî íà ãëèêîãåí èëè ìûøå÷íûå áåëêè,
à òàêæå èíòåíñèâíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ-ìàðêåðîâ êàð-
äèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè âàðüèðîâàëè çíà÷è-
òåëüíî ïðè ðàçíûõ âàðèàíòàõ èíäóêöèè. Òàê, ïðè èíäóê-
öèè â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè èíòåíñèâ-
íîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ Gata 4 è Cx43 óâåëè÷èâàëàñü â
2—3 ðàçà, à ñóììàðíàÿ èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ áåëêîâ
ìèîçèíà II, á-àêòèíèíà è òðîïîíèíà I — â 4—5 ðàç ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè, íå ïîäâåðãàâøè-
ìèñÿ îáðàáîòêå èíäóêòîðàìè. Â òî æå âðåìÿ ïðè èíäóê-
öèè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè ýêñïðåññèÿ èçó-
÷àåìûõ ãåíîâ óâåëè÷èëàñü íåçíà÷èòåëüíî èëè ñîâñåì íå
óâåëè÷èëàñü, êàê è ñóììàðíîå ñâå÷åíèå ìèîôèáðèëëÿð-
íûõ áåëêîâ. Îäíàêî â îáîèõ ñëó÷àÿõ íå áûëî âûÿâëåíî
ôîðìèðîâàíèÿ ìèîôèáðèëë, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìûøå÷-
íûõ êëåòîê ñåðäå÷íîé òêàíè. Ïîêà íåÿñíî, âîçìîæíî ëè
ñîçäàíèå òàêèõ ñëîæíûõ òêàíåâûõ ñòðóêòóð, êàê ìèî-
êàðä, â òðåõìåðíîé ñèñòåìå in vitro; òåì íå ìåíåå ðåçóëü-
òàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî â äàííûõ óñëîâèÿõ êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ÑÊÊÌ ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â
êàðäèîìèîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè, è ïîçâîëèëè âûáðàòü
íàèáîëåå îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ñïåöèôè÷åñêîé íà-
ïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè.

ØÀÏÅÐÎÍ Hsp70 ÏÎ ÒÓ È ÄÐÓÃÓÞ ÑÒÎÐÎÍÛ ÊËÅ-
ÒÎ×ÍÎÉ ÌÅÌÁÐÀÍÛ: ÐÀÇÍÀß ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß, ÍÎ
ÎÄÍÀ ÔÓÍÊÖÈß. © Á. À. Ìàðãóëèñ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Îòêðûòèå øàïåðîíîâ â 1980-å ãîäû ñòàëî âàæíûì
ïðèîáðåòåíèåì íàóêè: îíî ïîçâîëèëî îáúÿñíèòü, êàê â
ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå â óñëîâèÿõ ìîëåêóëÿðíîãî ñòîë-
ïîòâîðåíèÿ ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü òûñÿ÷è ìåõàíèçìîâ,
ñîñòîÿùèõ èç áåëêîâ. Ïî îïðåäåëåíèþ, øàïåðîíû çàìå-
÷àþò íåïðàâèëüíûå ñ èõ òî÷êè áåëêè è ïûòàþòñÿ èñïðà-
âèòü êîíôîðìàöèîííûå äåôåêòû èëè ñïîñîáñòâóþò ýëè-
ìèíàöèè íåîáðàòèìî ïîâðåæäåííûõ ïîëèïåïòèäîâ. Î÷å-
âèäíî, ÷òî òàêîé ïîëèôóíêöèîíàëüíûé øàïåðîí, êàê
Hsp70, íåîáõîäèì ëþáîé êëåòêå ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ
ïðîÿâëåíèÿõ åå æèçíåäåÿòåëüíîñòè. Óñòàíîâëåíî, è íà
ýòó òåìó íàïèñàíû òûñÿ÷è ñòàòåé è ìîíîãðàôèé, ÷òî
Hsp70 ñïîñîáåí çàùèùàòü êëåòêè è îðãàíèçì îò âîçäåé-
ñòâèÿ ðàçíîîáðàçíûõ öèòîòîêñè÷åñêèõ è ïàòîãåííûõ
ôàêòîðîâ. Ìåõàíèçì òàêîé çàùèòíîé ôóíêöèè íå âïîëíå
ÿñåí, è íàèáîëåå ïðèíÿòîé ÿâëÿåòñÿ òî÷êà çðåíèÿ î òîì,
÷òî Hsp70, èñïîëüçóÿ ñîáñòâåííûé øàïåðîííûé ïîòåí-
öèàë, çàõâàòûâàåò ìîëåêóëû, ó÷àñòâóþùèå â ïåðåäà÷å
àïîïòîçíîãî ñèãíàëà, è ïîäàâëÿåò èõ àêòèâíîñòü. Òàêîé
ìåõàíèçì äåéñòâèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî Hsp70 äîêàçàí.
Íàêîïëåííàÿ â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ íåñêîëüêèõ ëåò ìàññà
äàííûõ ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïîä äåéñòâè-
åì ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ êëåòêè âûïóñêàþò
Hsp 70 â ñðåäó (èëè êðîâîòîê) è ýêñïîðòèðóåìûé øàïå-
ðîí ñïîñîáåí àêòèâèðîâàòü êëåòêè ñèñòåìû âðîæäåííîãî
èììóíèòåòà ÷åðåç ðåöåïòîðû TLR2/4. Ïîäîáíàÿ ðåàêöèÿ
èììóííûõ êëåòîê îáû÷íî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óñòîé-
÷èâîñòè âñåãî îðãàíèçìà ê äåéñòâèþ ïîðàæàþùèõ ôàê-
òîðîâ, òàêèõ, íàïðèìåð, êàê áàêòåðèàëüíàÿ êîíòàìèíà-
öèÿ. Òàêèì îáðàçîì, Hsp70 âûïîëíÿåò çàùèòíóþ ôóíê-
öèþ íåçàâèñèìî îò òîãî, ãäå — âíóòðè èëè ñíàðóæè
êëåòêè — îí íàõîäèòñÿ; îäíàêî ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ
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áåëêà ðàçëè÷íû. Â äîêëàäå îáñóæäàþòñÿ âîïðîñû èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ýôôåêòîâ øàïåðîíà Hsp70 â òåðàïèè îíêî-
ëîãè÷åñêèõ è âèðóñíûõ ïàòîëîãèé ÷åëîâåêà.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÀ ÌÅÇÎÃÅËÈÍÀ Â ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ
ÒÈÏÀÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÅÄÓÇÛ Aurelia aurita. © È. Â. Ìàò-
âååâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Æèçíåííûé öèêë Aurelia aurita ñîñòîèò èç ÷åòûðåõ
ñòàäèé: ëè÷èíêè (ïëàíóëû), ïîëèïîèäíîé ñòàäèè, ýôèðû
è ìåäóçû. Òåëî ïðåäñòàâèòåëåé ýòîãî âèäà, êàê è ó äðó-
ãèõ êèøå÷íîïîëîñòíûõ, îáðàçîâàíî äâóìÿ ýïèòåëèàëü-
íûìè ïëàñòàìè, ýïèäåðìîé è ãàñòðîäåðìîé, ìåæäó êîòî-
ðûìè íàõîäèòñÿ ìåçîãëåÿ ñ ìåçîãëåàëüíûìè êëåòêàìè
(ÌÊ). Ïðîèñõîæäåíèå ÌÊ â îíòîãåíåçå ñëàáî èçó÷åíî.
Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà áåëêîâîãî
ñîñòàâà ìåçîãëåè çðåëûõ ìåäóç ïîêàçàëè íàëè÷èå â íåé
íåñêîëüêèõ ìàæîðíûõ áåëêîâ. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ
áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 45/47 êÄà. Ìû ïîëó÷èëè ïîëèêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêà 45/47 êÄà è ïîäòâåðäèëè
èõ ñïåöèôè÷íîñòü ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòà. Èììóíîãè-
ñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ñðåçîâ ïîêàçàë, ÷òî àíòèãåí
45/47 êÄà ëîêàëèçóåòñÿ â ãðàíóëàõ ÌÊ è â àïèêàëüíîé
÷àñòè êëåòîê ýïèäåðìû, à ó çðåëûõ ìåäóç îí âûÿâëÿåòñÿ
òàêæå â ñîñòàâå ýëàñòè÷åñêèõ âîëîêîí. Ñëåäîâàòåëüíî,
ÌÊ A. aurita (íàðÿäó ñ ýïèäåðìàëüíûìè êëåòêàìè) îïðå-
äåëåííî ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ ôîðìèðîâàíèÿ ìåæêëå-
òî÷íîãî âåùåñòâà ìåçîãëåè. Âñòàëà çàäà÷à îïðåäåëèòü
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìÐÍÊ ìàæîðíîãî
áåëêà ìåçîãëåè A. aurita ñ ìîë. ìàññîé 45/47 êÄà. Áåëêî-
âîå ñåêâåíèðîâàíèå ïðîâåäåíî â Öåíòðå áåëêîâûõ ðåñóð-
ñîâ Ðîêôåëëåðîâñêîãî óíèâåðñèòåòà (ÑØÀ). Íóêëåîòèä-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÷àñòè÷íî âûðîæäåííûõ ãíåçäî-
âûõ ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷åñêèõ ê ïåïòèäó, ãåíåðèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû CodeHope (Rose et al., 2003).
Ïðàéìåðû èñïîëüçîâàëè äëÿ 5�- è 3�-RACE ÏÖÐ. Ïîëó-
÷åííûé ÏÖÐ-ïðîäóêò êëîíèðîâàëè è ñåêâåíèðîâàëè.
Áåëêîâîå ñåêâåíèðîâàíèå ïî Ýäìàíó ïåïòèäîâ, ïîëó÷åí-
íûõ èç áåëêà 45/47 êÄà òðèïñèíîëèçîì, äàëî 4 àìèíî-
êèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: DDAQGHYTCNADE,
DSXYSNAH, YTFIENR è CTSGCEGNNI. Ñðàâíåíèå ïî-
ëó÷åííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ áåëêàìè â áàçàõ äàí-
íûõ ïîêàçàëî, ÷òî ïåïòèäû íå ïðèíàäëåæàò íè îäíîìó èç
èçâåñòíûõ áåëêîâ. Êëîíèðîâàíèå ìÐÍÊ ýòîãî áåëêà äàëî
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëèíîé 1421 ï. í.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâà-
íèÿ äëèíîé 1249 ï. í. è âàðèàíò ñèãíàëà ïîëèàäåíèëèðî-
âàíèÿ (ATTAAA) íà 18 ï. í. âûøå ïîëè-À-ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íà 3�-êîíöå. Òåîðåòè÷åñêàÿ òðàíñêðèïöèÿ îò-
êðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ äàåò ãèïîòåòè÷åñêèé áåëîê
äëèíîé 416 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ è ñ ðàñ÷åòíîé ìîë.
ìàññîé 47 223 Äà (ProtParam). Âñå 4 àìèíîêèñëîòíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäîâ ñîäåðæàòñÿ â ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãèïîòåòè÷åñêîãî áåëêà. Ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãèïîòåòè÷åñêîãî áåëêà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
áåëêîâ, ñîäåðæàùèìèñÿ â áàçàõ äàííûõ, ïîêàçàëî, ÷òî
ýòî íîâûé áåëîê. Ìû íàçâàëè åãî ìåçîãëåèí. Ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ìÐÍÊ ìåçîãëåèíà ðàçìåùåíà â áàçå äàííûõ
GenBank (Accession Number DQ467654). Êëîíèðîâàíà
òàêæå ìÐÍÊ ìåçîãëåèíà, îòëè÷àþùàÿñÿ íà 22 ï. í. (Gen-
Bank Accession Number EF093532). Â ðåçóëüòàòå ïîèñêà
èçâåñòíûõ äîìåíîâ â ãèïîòåòè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ìåçîãëåèíà îáíàðóæåíû äîìåíû Delta/Serrate/Lag-2
(DSL) è Zona Pelucida (ZP), à òàêæå 3 ñàéòà óçíàâàíèÿ

ïðîòåàçû ôóðèí (furin), 2 âîçìîæíûõ ñàéòà N-ãëèêîçèëè-
ðîâàíèÿ è 1 âîçìîæíûé ñàéò O-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ. Òåî-
ðåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ òèòðîâàíèÿ èìååò èçîýëåêòðè÷åñêóþ
òî÷êó 9.03, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå î ïîëî-
æèòåëüíîì çàðÿäå ìåçîãëåèíà, ñäåëàííîå íà îñíîâàíèè
ãèñòîõèìè÷åñêèõ äàííûõ. Ýêñïðåññèþ ìåçîãëåèíà îï-
ðåäåëÿëè â ýïèäåðìå, ãàñòðîäåðìå è ìåçîãëåå ìåòî-
äîì ÎÒ-ÏÖÐ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÏÖÐ-ïðîäóêò îæèäàåìîãî
ðàçìåðà íàáëþäàåòñÿ òîëüêî â ðåàêöèÿõ ñ ÐÍÊ èç
ìåçîãëåàëüíûõ êëåòîê. Ñðåäè 580 èçâåñòíûõ ZP-ñîäåð-
æàùèõ áåëêîâ ìåçîãëåèí ïðèíàäëåæèò íèçøåìó èç òàê-
ñîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49578-à).

ÁÅËÎÊ ÑËÈßÍÈß ÂÈÐÓÑÀ ÊÎÐÈ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÈÐÓ-
ÅÒÑß Â ÑÈÍÀÏÑÛ ÍÅÉÐÎÍÎÂ. © Í. Ð. Ìàõîðòî-
âà,1, 2 Ã. Ô. Ðàëë,2 Â. Ñ. Ïðàñîëîâ.1 1 Èíñòèòóò ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, è 2 Ãðóïïà âèðóñíîãî ïà-
òîãåíåçà Ðàêîâîãî öåíòðà Ôîêñà ×åéçà, Ôèëàäåëüôèÿ
19111, ÑØÀ.

Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâîâàíèå âàêöèíû, âèðóñ êîðè
(ÂÊ) âõîäèò â ïåðâóþ äåñÿòêó íàèáîëåå ëåòàëüíûõ ïàòî-
ãåíîâ è ïðèâîäèò ê ñìåðòè îêîëî 1 ìëí ÷åëîâåê åæåãîä-
íî âî âñåì ìèðå â ðåçóëüòàòå èììóíîñóïðåññèè è ïî ïðè-
÷èíå ïîñòèíôåêöèîííûõ îñëîæíåíèé öåíòðàëüíîé íåðâ-
íîé ñèñòåìû (ÖÍÑ). Ïðèìåðíî ó 1 èç 19 òûñ. ïàöèåíòîâ,
çàáîëåâøèõ êîðüþ â ãîä, ðàçâèâàþòñÿ îñëîæíåíèÿ â âèäå
çàáîëåâàíèé ìîçãà. Ðÿä îñîáåííîñòåé ýòèõ çàáîëåâàíèé
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ìåõàíèçì ïàòîãåíåçà ÂÊ â ÖÍÑ êî-
ðåííûì îáðàçîì îòëè÷àåòñÿ îò èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà
íà ïåðèôåðèè è ÷òî ïðè÷èíîé ñìåðòè ÿâëÿåòñÿ ñêîðåå íà-
ðóøåíèå ôóíêöèé íåðâíûõ êëåòîê, à íå èõ ãèáåëü. Èñõî-
äÿ èç ýòîãî èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ïàòîãåíåçà êîðåâîé
âèðóñíîé èíôåêöèè â ÖÍÑ ÿâëÿåòñÿ âàæíîé çàäà÷å áèî-
ìåäèöèíû è ìîæåò îáëåã÷èòü ïîíèìàíèå ìíîãèõ äðóãèõ
ïåðñèñòèðóþùèõ çàáîëåâàíèé ìîçãà, âûçûâàåìûõ íåé-
ðîòðîïíûìè âèðóñàìè. Ïðè çàðàæåíèè êëåòêè ïîâåðõíî-
ñòíûé ãëèêîïðîòåèí ÷àñòèöû âèðóñà êîðè — ãåìàããëþ-
òèíèí (ÃÀ) — ñâÿçûâàåòñÿ ñ îäíèì èç äâóõ êëåòî÷íûõ
ðåöåïòîðîâ — CD46 èëè SLAM, ïîñëå ÷åãî äðóãîé âè-
ðóñíûé ãëèêîïðîòåèí — áåëîê ñëèÿíèÿ (ÁÑ) — îáåñïå-
÷èâàåò ïðîíèêíîâåíèå ÂÊ â êëåòêó. Ïðèìàòû, îáëàäàÿ
êëåòî÷íûìè ðåöåïòîðàìè CD46 è SLAM, ÿâëÿþòñÿ åäèí-
ñòâåííûìè åñòåñòâåííûìè õîçÿåâàìè äëÿ ÂÊ, ïîýòîìó
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ïàòîãåíåçà çàáîëåâàíèé
ÖÍÑ ìû ñîçäàëè ëèíèþ òðàíñãåííûõ ìûøåé, ó êîòîðûõ
â íåéðîíàõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ðåöåïòîð CD46 ïîä ïðîìî-
òîðîì ãåíà íåéðîí-ñïåöèôè÷íîé åíîëàçû. Ýêñïåðèìåí-
òû in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
CD46+-íåéðîíîâ ïîêàçàëè, ÷òî ðåöåïòîð íåîáõîäèì
ëèøü äëÿ ïåðâè÷íîãî ïðîíèêíîâåíèÿ ÂÊ â íåéðîíû, òîã-
äà êàê äàëüíåéøåå ðàñïðîñòðàíåíèå âèðóñà ïðîèñõîäèò
áåç åãî ïî÷êîâàíèÿ è ãèáåëè íåéðîíîâ è íå çàâèñèò îò
íàëè÷èÿ ðåöåïòîðîâ CD46 èëè SLAM. Ïîñêîëüêó
CD46+-íåéðîíû ñïîñîáíû çàðàæàòüñÿ ïðè ñîâìåñòíîì
êóëüòèâèðîâàíèè ñ èíôèöèðîâàííûìè CD46+-íåéðîíà-
ìè, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ÂÊ-ÃÀ íå ó÷àñòâóåò â ïåðåäà-
÷å âèðóñà ìåæäó íåéðîíàìè. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿ-
ëîñü èçó÷åíèå ïðîöåññîâ òðàíñëÿöèè, ôîðìèðîâàíèÿ è
òðàíñïîðòà ÂÊ-ÁÑ â ñèíàïñû íåéðîíîâ ÖÍÑ. Äëÿ ýòîãî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 775



áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à ïîäòâåðäèòü íàëè÷èå ýêñïðåññèè
è èçó÷èòü ëîêàëèçàöèþ ÁÑ-ÂÊ â íåéðîíàõ ìåòîäîì
äâîéíîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Ïðè îäíîâðåìåííîì
îêðàøèâàíèè êëåòîê, çàðàæåííûõ ÂÊ, ïîëèêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ àíòèãåíîâ ÂÊ è ìîíîêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÁÑ-ÂÊ ïîêàçàíî, ÷òî ÁÑ ýêñïðåññè-
ðóåòñÿ â íåéðîíàõ íàðÿäó ñ äðóãèìè âèðóñíûìè ãëèêî-
ïðîòåèíàìè è ðàñïðåäåëåí ïî âñåìó íåéðîíó, âêëþ÷àÿ
åãî îòðîñòêè. Ïî íàøèì ïðåäâàðèòåëüíûì íàáëþäåíè-
ÿì, â çàðàæåííîé êóëüòóðå, àíòèãåíû ïðèñóòñòâóþò â
íåéðîíàõ, ñîåäèíåííûõ îòðîñòêàìè ìåæäó ñîáîé, îáðà-
çóÿ «êëàñòåðû» èíôåêöèè. Ïîñêîëüêó ðàñïðîñòðàíåíèå
âèðóñà ïî íåéðîíàì ïðîèñõîäèò áåç îòïî÷êîâûâàíèÿ ÷à-
ñòèö ÂÊ, ïðåäïîëîæèëè, ÷òî âèðóñíûé òðàíñïîðò îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ñèíàïñ. Äëÿ àíàëèçà ïðèñóòñòâèÿ ÁÑ â
ñèíàïñàõ íåðâíûõ êëåòîê ïðîâåðèëè íàëè÷èå êîëîêàëè-
çàöèè ÁÑ-ÂÊ è áåëêà ñèíàïòîôèçèíà. Ñèíàïòîôèçèí ÿâ-
ëÿåòñÿ ìàðêåðîì ñèíàïñîâ, ïîñêîëüêó ãîòîâûå ê âûáðîñó
ïðåñèíàïòè÷åñêèå âåçèêóëû ñ íåéðîìåäèàòîðàìè ýêñ-
ïðåññèðóþò ýòîò áåëîê íà ïîâåðõíîñòè. Ïîêàçàëè, ÷òî
ÁÑ-ÂÊ ïðèñóòñòâóåò â òåëå çàðàæåííûõ íåéðîíîâ, òðàíñ-
ïîðòèðóåòñÿ âäîëü âñåõ îòðîñòêîâ íåéðîíîâ è êîíöåíò-
ðèðóåòñÿ â îáëàñòè ñèíàïñîâ. Èçâåñòíî ìíîæåñòâî ïðè-
ìåðîâ, êîãäà âèðóñû èñïîëüçóþò êëåòî÷íûé öèòîñêåëåò
è âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò äëÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ ïî ÖÍÑ.
Îñíîâûâàÿñü íà ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ, ìû ïðåäïîëà-
ãàåì, ÷òî ÁÑ-ÂÊ òðàíñïîðòèðóåòñÿ ïî îòðîñòêàì èç çàðà-
æåííîãî íåéðîíà â ñîñåäíèé, åùå íå çàðàæåííûé íåé-
ðîí, ÷åðåç ñèíàïñû, âîçìîæíî ñ èñïîëüçîâàíèåì àêñîíà-
ëüíîãî òðàíñïîðòà.

ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÀß ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÃÅÍÎÂ-ÌÀÐÊÅ-
ÐÎÂ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ È ÈÕ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß Â
ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÀÌÅ-
ÐÈÊÀÍÑÊÎÉ ÍÎÐÊÈ Mustela vison. © À. Ã. Ìåíçîðîâ,1
Ò. Å. Ëþáàÿ,2 Ì. Ì. Ãðèäèíà,1 Î. Ë. Ñåðîâ.1, 2 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, è 2 Íîâî-
ñèáèðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, menzorov@bi-
onet.nsc.ru.

Àìåðèêàíñêàÿ íîðêà — ïðåäñòàâèòåëü ñåìåéñòâà
Mustelidae. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî âåäóòñÿ ðàáîòû
ïî ïîñòðîåíèþ ãåíåòè÷åñêîé êàðòû ýòîãî âèäà è ëîêàëè-
çàöèè ãåíîâ îêðàñêè. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëè ïîëó÷å-
íû ïëþðèïîòåíòíûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå (ÝÑ)
êëåòêè àìåðèêàíñêîé íîðêè (Sukoyan et al. Mol. Reprod.
Develop., 1993. 36: 148—158). Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà
ìîëåêóëÿðíîé õàðàêòåðèñòèêå ëèíèé ÝÑ êëåòîê MES-12,
MES-12neo è MES-13. Oct-4, Sox-2 è Nanog — ãåíû-ìàð-
êåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè. Àêòèâíîñòü ýòèõ ãåíîâ íåîáõî-
äèìà äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà è ïîääåðæà-
íèÿ ïëþðèïîòåíòíîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ìûøè è ÷åëîâåêà. Oct-4, Sox-2 è Nanog ñ÷èòàþòñÿ
îñíîâíûìè ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè â èåðàðõèè ðåãóëÿ-
òîðíûõ ôàêòîðîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïëþðèïîòåíòíîñòü.
Îíè âëèÿþò íà ýêñïðåññèþ äðóãèõ òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ, à òàêæå ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ äðóã äðóãà,
ôîðìèðóÿ ðåãóëÿòîðíóþ òðàíñêðèïöèîííóþ ñåòü (Boyer
et al. Cell, 2005, 122: 947—956). Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ Oct-4 è Sox-2 â òðåõ
ëèíèÿõ ÝÑ-êëåòîê àìåðèêàíñêîé íîðêè è èõ õðîìîñîì-
íîé ëîêàëèçàöèè. Íàìè áûëè îïðåäåëåíû ïåðâè÷íûå
ñòðóêòóðû ôðàãìåíòîâ ãåíîâ àìåðèêàíñêîé íîðêè Oct-4,
Sox-2 è â-actin äëèíîé 471, 263 è 502 ï. í. ñîîòâåòñòâåí-

íî. Âïåðâûå ñ ïîìîùüþ ïàíåëè ãèáðèäíûõ êëîíîâ àìå-
ðèêàíñêàÿ íîðêà—êèòàéñêèé õîìÿ÷îê (Kuznetsov et al.
J. Heredity, 2003, 94: 386—391) ãåíû Oct-4, Sox-2 è â-ac-
tin ëîêàëèçîâàíû ñî 100%-íîé êîíêîðäàíòíîñòüþ íà
õðîìîñîìàõ 1, 6 è 5. Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàíà ýêñï-
ðåññèÿ ãåíà Oct-4 â ëèíèÿõ ÝÑ-êëåòîê íîðêè MES-12,
MES-12neo è MES-13. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äàííûõ
ÎÒ-ÏÖÐ áûë ïðîâåäåí èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç,
êîòîðûé âûÿâèë ïðèñóòñòâèå Oct-4 è Nanog â ëèíèÿõ
ÝÑ-êëåòîê MES-12 è MES-13. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ
ïëþðèïîòåíòíîñòè ïîäòâåðæäàåò âûñîêèé ïîòåíöèàë èñ-
ñëåäîâàííûõ ëèíèé ÝÑ-êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïî
ïðîãðàììå ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ (ãðàíò ¹ 11.7).

ÐÎËÜ ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÂÛÕ ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×ÍÛÕ ÔÈËÀ-
ÌÅÍÒÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÏÎÄÂÈÆÍÎÑÒÈ ÌÈÒÎ-
ÕÎÍÄÐÈÉ. © À. À. Ìèíèí,1 Î. Å. Íåêðàñîâà.2 1 Èíñòè-
òóò áåëêà ÐÀÍ, Ïóùèíî, alexminin@gmail.com, è 2 Èí-
ñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ, Ìîñêâà.

Ïðàâèëüíîå ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé èìååò áîëü-
øîå çíà÷åíèå äëÿ èõ ôóíêöèè è äîñòèãàåòñÿ áëàãîäàðÿ
âçàèìîäåéñòâèþ ýòèõ îðãàíåëë ñ öèòîñêåëåòîì. Íà áîëü-
øèå ðàññòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèè ïåðåìåùàþòñÿ ïî ìèêðî-
òðóáî÷êàì, à ïî àêòèíîâûì ìèêðîôèëàìåíòàì — íà êî-
ðîòêèå ðàññòîÿíèÿ. Êðîìå òîãî, îíè ïðèêðåïëÿþòñÿ ê
îïðåäåëåííûì ñòðóêòóðàì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â
ïðîöåññå «çàÿêîðèâàíèÿ», íî ìîëåêóëÿðíûå îñíîâû ýòèõ
âçàèìîäåéñòâèé ìàëî èçó÷åíû. Îïèñàíû ñëó÷àè, êîãäà
ðîëü â îáåñïå÷åíèè ñâÿçè ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ñòðóê-
òóð è îðãàíåëë ìåæäó ñîáîé èãðàþò ïðîìåæóòî÷íûå ôè-
ëàìåíòû (ÏÔ). ×òîáû èññëåäîâàòü âîçìîæíîå ó÷àñòèå
ÏÔ â ïðèêðåïëåíèè ìèòîõîíäðèé ê öèòîñêåëåòó, ìû àíà-
ëèçèðîâàëè äâèæåíèå ýòèõ îðãàíåëë â ôèáðîáëàñòàõ, ïî-
ëó÷åííûõ èç ìûøè, ëèøåííîé ãåíà âèìåíòèíà. Íàøè
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîäâèæíîñòü ìè-
òîõîíäðèé â òàêèõ êëåòêàõ, íå ñîäåðæàùèõ ÏÔ, çíà÷è-
òåëüíî âûøå, ÷åì â êëåòêàõ äèêîãî òèïà èëè â êëåòêàõ ñ
âîññòàíîâëåííûìè ÏÔ â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè ýêçîãåí-
íîãî âèìåíòèíà. Èíòåðåñíî, ÷òî ïîäâèæíîñòü ìèòîõîíä-
ðèé â êëåòêàõ, ëèøåííûõ âèìåíòèíà, íå óâåëè÷èâàëàñü
ïðè ðàçðóøåíèè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà (ÔÀ) ëàòðàíêó-
ëèíîì Á â îòëè÷èå îò êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ÏÔ. Ýòî óêà-
çûâàåò íà ó÷àñòèå ÏÔ âî âçàèìîäåéñòâèè ìèòîõîíäðèé ñ
ÔÀ. Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî àêòèâàöèÿ ïðîòåèíêèíà-
çû C (PKC) ïðè ïîìîùè ôîðáîëîâîãî ýôèðà ïðèâîäèò ê
ñèëüíîìó óâåëè÷åíèþ ïîäâèæíîñòè ìèòîõîíäðèé, â òî
âðåìÿ êàê èíãèáèðîâàíèå ýòîãî ôåðìåíòà âûçûâàëî ïîë-
íóþ èõ îñòàíîâêó. Â ýòîé ðàáîòå íàì óäàëîñü ïîêàçàòü,
÷òî ôîðáîëîâûé ýôèð óâåëè÷èâàåò ïîäâèæíîñòü ìèòî-
õîíäðèé äàæå â êëåòêàõ ñ ðàçðóøåííûì ÔÀ, íî íå âëèÿ-
åò íà íåå â êëåòêàõ áåç ÏÔ. Íà îñíîâå ýòèõ äàííûõ ìû
äåëàåì âûâîä î òîì, ÷òî PKC ðåãóëèðóåò âçàèìîäåéñò-
âèå ìèòîõîíäðèé ñ ÏÔ. Òàêèì îáðàçîì, ìû îáíàðóæèëè,
÷òî âèìåíòèíîâûå ÏÔ âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìèòîõîíäðèÿ-
ìè è ðåãóëèðóþò èõ ïîäâèæíîñòü â êëåòêàõ, à òàêæå òî,
÷òî ýòà ôóíêöèÿ ÏÔ íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì PKC.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48452-à), ôîíäîì CRDF (ãðàíò
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RB1-2506-PU-03) è ïî ïðîãðàììå ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ áèîëîãèÿ».

ÂÛÆÈÂÀÍÈÅ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ È ÐÅÏÀÐÀÖÈß
ÄÍÊ ÏÎÑËÅ ÄÈÍÀÌÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÑÒÐÅÑÑÀ Ó ÌÛ-
ØÅÉ. © Â. Ì. Ìèõàéëîâ, È. Â. Âåæåíêîâà, Â. È. Êàçà-
êîâ, Ñ. À. Êîìàðîâ, Â. Ê. Íèëîâà, Â. Ä. Æåñòÿíèêîâ,
Ã. Å. Ñàâåëüåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå îïðåäåëåíî, ÿâëÿåòñÿ ëè
ïîïóëÿöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ îáíîâëÿþ-
ùåéñÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèåé. Îñíîâíóþ ìàññó îðãàíà
ñîñòàâëÿþò òåðìèíàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàííûå êàðäèî-
ìèîöèòû. Ïîÿâëÿþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûå î ïðèñóò-
ñòâèè â ìèîêàðäå ìëåêîïèòàþùèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
êàðäèîìèîöèòîâ íå îòìåíÿþò îäíàêî òîãî ôàêòà, ÷òî
îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè ðàçâèâàþùåéñÿ ôóíêöèîíàëüíîé
íåäîñòàòî÷íîñòè ìèîêàðäà ÿâëÿþòñÿ ïîòåðÿ êàðäèîìèî-
öèòîâ è ðàçâèòèå êàðäèîìèîïàòèè. Íåçàâèñèìî îò ðåøå-
íèÿ âîïðîñà î ïðèðîäå ïîïóëÿöèè êàðäèîìèîöèòîâ
îñíîâíûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì ôóíêöèîíàëü-
íî-ïðèñïîñîáèòåëüíûå ñâîéñòâà ìèîêàðäà, ÿâëÿåòñÿ âû-
æèâàíèå òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êàðäèîìèî-
öèòîâ. Öåëüþ ðàáîòû ñòàëî èçó÷åíèå öèòîëîãè÷åñêèõ è
ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ âûæèâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ
ìûøåé ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà. Îáúåêòîì èññëå-
äîâàíèÿ áûë æåëóäî÷êîâûé ìèîêàðä ìûøåé C57BL/6
è ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx, äåôåêòíûõ ïî ñèíòåçó äèñòðî-
ôèíà. Â êà÷åñòâå äèíàìè÷åñêîãî ñòðåññà (ÄÑ) ïðèìåíèëè
5-ìèíóòíîå ïëàâàíèå â âîäå ïðè 12 °Ñ; èñïîëüçîâàííû-
ìè ìåòîäàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè ñâåòîâàÿ è ýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ, ìîðôîìåòðè÷åñêàÿ îöåíêà êîíöåíòðàöèè
êëåòîê â 1 ìì3 ìèîêàðäà è óäåëüíîé ïëîòíîñòè ìèòîõîí-
äðèé, âûÿâëåíèå â ìèîêàðäå êàê ñðåäíåìîëåêóëÿðíûõ,
òàê è íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïðè ýëåêòðî-
ôîðåçå â ÏÀÀÃ è ïðè èñïîëüçîâàíèè òåðìèíàëüíîé
òðàíñôåðàçû, à òàêæå èììóíîìîðôîëîãè÷åñêàÿ ðåãèñò-
ðàöèÿ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ (ÄÐ) ÄÍÊ ïðè ïîìîùè àí-
òèòåë ê ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå ãèñòîíà H2Ax (ãèñ-
òîí ã-H2Ax). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ó ìûøåé mdx ïðè
îáû÷íûõ óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèÿ â ìèîêàðäå îáíàðóæåíû
òàêèå ïðèçíàêè àïîïòîçà, êàê ïîñòîÿííîå ïðèñóòñòâèå
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ðàçìåðîì 65 òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ, îò-
ñóòñòâèå íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ðàñïàäà ÄÍÊ, íàëè÷èå â
âîäíî-ñîëåâîì ýêñòðàêòå ìèîêàðäà ôàêòîðà (ýíäîíóêëå-
àçû), ôðàãìåíòèðóþùåãî ÄÍÊ E. coli, è ñíèæåííàÿ óäå-
ëüíàÿ ïëîòíîñòü ìèòîõîíäðèé ñ 0.329 ± 0.018 äî
0.274 ± 0.016 ïî ñðàâíåíèþ ñ êàðäèîìèîöèòàìè ìûøåé
C57BL/6. Ó ìûøåé mdx ìèêðîñêîïè÷åñêèé àïîïòîç êàð-
äèîìèîöèòîâ èäåíòèôèöèðîâàëñÿ êðàéíå ðåäêî. Òàêèì
îáðàçîì, êàðäèîìèîöèòû ìûøåé mdx ïîñòîÿííî íàõî-
äÿòñÿ íà íà÷àëüíîé ñòàäèè àïîïòîçà, èçáåãàÿ âñòóïëåíèÿ
â äåñòðóêòèâíóþ ñòàäèþ àïîïòîçà, êîòîðàÿ ðàçâèâàåòñÿ
ïîñëå ÄÑ. Ïîÿâëåíèå íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ðàñïàäà ÄÍÊ
ïîñëå ÄÑ â ìèîêàðäå ìûøåé mdx è C57BL/6 óêàçûâàåò
íà âîçíèêíîâåíèå ÄÐ ÄÍÊ. Ïðèñóòñòâèå â ÄÍÊ ìèîêàð-
äà ÄÐ ÄÍÊ áûëî ïîäòâåðæäåíî èììóíîìîðôîëîãè÷åñêè
ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê ãèñòîíó ã-H2Ax. ×åðåç 1 ÷ ïîñëå
ÄÑ äîëÿ ÿäåð ñ ïîçèòèâíîé îêðàñêîé íà ãèñòîí ã-H2Ax
âîçðàñòàëà ó ìûøåé mdx ñ 5.3 ± 1 äî 50 ± 6 %, ó ìûøåé
C57BL/6 — ñ 0.05 äî 1.0 ± 0.2 %. ßäðà êàðäèîìèîöè-
òîâ ñîñòàâëÿëè îñíîâíóþ ÷àñòü ìå÷åííûõ àíòè-H2Ax-
ñûâîðîòêîé ÿäåð êëåòîê ìèîêàðäà: êàðäèîìèîöèòàìè

áûëè â 80 ± 1 % ïåðåä ÄÑ è â 80 ± 7 % ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
ÄÑ ñðåäè âñåõ ìå÷åíûõ ÿäåð. ×åðåç 24 ÷ äîëÿ ã-H2Ax-ïî-
ëîæèòåëüíûõ ÿäåð â ìèîêàðäå ìûøåé mdx ïàäàëà äî
9.2 ± 0.3 %, ó ìûøåé C57BL/6 — äî 0.1 %. Êîíöåíòðà-
öèÿ êëåòîê â ìèîêàðäå ìûøåé mdx óìåíüøàëàñü íà
2.9 ± 0.3 %, â òîì ÷èñëå è êîíöåíòðàöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ
íà 2.8 %; â ìèîêàðäå ìûøåé C57BL /6 çàðåãèñòðèðîâàòü
äîñòîâåðíûå èçìåíåíèÿ íå óäàëîñü. Ñäåëàí âûâîä î òîì,
÷òî ïðè îáû÷íîì ñîäåðæàíèè æèâîòíûõ êàðäèîìèîöèòû
ìûøåé mdx ïîñòîÿííî íàõîäÿòñÿ íà íà÷àëüíîé ñòàäèè
àïîïòîçà. Îíè æå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíîé ìèøåíüþ äëÿ ÄÑ,
ïîñëå êîòîðîãî ÄÐ ÄÍÊ áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ïðèìåð-
íî ó 45 % êàðäèîìèîöèòîâ. ×åðåç 24 ÷ ïîòåðÿ êàðäèîìè-
îöèòîâ â ìèîêàðäå ìûøåé mdx ñîñòàâèëà 2.8 %. Ìèî-
êàðä ìûøåé C57BL/6 òàêæå îòâå÷àåò íà ÄÑ ïîÿâëåíèåì
íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ðàñïàäà ÄÍÊ è îáðàçîâàíèåì ÄÐ
ÄÍÊ. Îäíàêî ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ãèáåëü êàðäèîìèî-
öèòîâ íå îïðåäåëÿþòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ÄÑ. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå ðåïàðàöèè ÄÍÊ â âû-
æèâàíèè êàðäèîìèîöèòîâ ìûøåé ïîñëå äèíàìè÷åñêîãî
ñòðåññà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 05-04-49609, 02-04-49870, 99-04-49583 è
97-04-48764).

ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÃËÈÎÁ-
ËÀÑÒÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ GL-6. © Ã. Ð. Ìèõàéëîâà,
Ð. ß. Ïîä÷åðíÿåâà. ÃÓ Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èí-
ñòèòóò âèðóñîëîãèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû öèòîãåíå-
òè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà ëèíèè
GL-6(251-MG) ïîñëå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ â æèäêîì
àçîòå. Óêàçàííàÿ ëèíèÿ áûëà ïîëó÷åíà â 1968 ã. â Ëàáî-
ðàòîðèè êóëüòóð òêàíåé ã. Óïñàëà (Øâåöèÿ) èç êëåòîê,
ïîëó÷åííûõ èç Îòäåëà âèðóñîëîãèè Ãîñóäàðñòâåííîé
áàêòåðèîëîãè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè (Ñòîêãîëüì, Øâåöèÿ).
Íàðÿäó ñ èñõîäíîé ëèíèåé GL-6 íàìè áûëè èññëåäîâàíû
2 âàðèàíòà ýòîé ëèíèè: 1) êëåòêè, 20 ëåò õðàíèâøèåñÿ â
æèäêîì àçîòå è ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ïðîøåäøèå 2
ïàññàæà; 2) êëåòêè, õðàíèâøèåñÿ â æèäêîì àçîòå 25 ëåò,
ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ íàõîäèâøèåñÿ 2 íåä â ëàã-ôàçå
áåç ïåðåñåâà, íî ñî ñìåíîé ñðåäû, çàòåì ïàññèðîâàííûå
7 ðàç; ïîñëå ýòîãî êëåòêè áûëè ïîâòîðíî çàìîðîæåíû è
ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ïðîøëè 2 ïàññàæà. Äëÿ öèòîãåíå-
òè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ 48-÷àñîâóþ êóëüòóðó êëåòîê
ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ 0.02%-íîãî ðàñòâîðà êîëõèöè-
íà â òå÷åíèå 2—3 ÷, ñíèìàëè ñ ñóáñòðàòà âåðñåíîì ñ õè-
ìîïñèíîì, îáðàáàòûâàëè 12 ìèí ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñ-
òâîðîì (0.5 % KCl), öåíòðèôóãèðîâàëè è ôèêñèðîâàëè
îñàäîê 3 ðàçà ìåòèëîâûì ñïèðòîì ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé
êèñëîòîé (3 : 1). Ñóñïåíçèþ ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê íà-
íîñèëè íà îõëàæäåííûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà, îêðàøèâàëè
àçóðîì—ýîçèíîì ïî Ðîìàíîâñêîìó, ïðîìûâàëè, âûñó-
øèâàëè è èçó÷àëè ïîä ìèêðîñêîïîì ñ óâåëè÷åíèåì
îá. 100� èìì., îê. 10�. Â èñõîäíîé ëèíèè ìîäàëüíûé
êëàññ ñîñòàâëÿëè êëåòêè ñ 64—66 õðîìîñîìàìè ïðè ðàç-
áðîñå ÷èñëà õðîìîñîì 51—68, äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëå-
òîê (11—127 õðîìîñîì) áûëà 6 %. Èññëåäîâàíèÿ èçî-
ôåðìåíòîâ ýòîé ëèíèè ïîêàçàëî íàëè÷èå Ã-6-ÔÄÃ ìåä-
ëåííîãî B-òèïà è PGM1 1-ãî òèïà. Äàííàÿ ëèíèÿ íå
êîíòàìèíèðîâàíà êëåòêàìè ëèíèè HeLa: ìàðêåðíûõ õðî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 777



ìîñîì êëåòîê HeLa íå îáíàðóæåíî. Ïîñëå ñîäåðæàíèÿ
êóëüòóð â æèäêîì àçîòå ìîäàëüíûé êëàññ ñîñòàâëÿëè
êëåòêè ñ 63—65 õðîìîñîìàìè, ÷èñëî õðîìîñîì âàðüèðî-
âàëî â ïðåäåëàõ 54—70, ÷òî íåñóùåñòâåííî îòëè÷àëîñü
îò äàííûõ äëÿ èñõîäíîé ëèíèè. Îñíîâíîå ðàçëè÷èå âàðè-
àíòîâ êóëüòóð çàêëþ÷àëîñü â çíà÷èòåëüíîì óâåëè÷åíèè
êîëè÷åñòâà ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê (100—200 õðîìîñîì)
äî 29 % ñðåäè êëåòîê, õðàíèâøèõñÿ â æèäêîì àçîòå
20 ëåò, è äî 16 % ñðåäè êëåòîê, õðàíèâøèõñÿ â æèäêîì
àçîòå 25 ëåò. Ïîìèìî ýòîãî, â îáîèõ âàðèàíòàõ íàáëþäà-
ëèñü ïàòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ õðîìîñîì. Â ïîëèïëîèä-
íûõ êëåòêàõ íàáëþäàëèñü ýíäîðåäóïëèêàöèÿ õðîìîñîì,
èõ ðàñïûëåíèå, îáðàçîâàíèå äèöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì,
ïðîáåëîâ è ôðàãìåíòîâ. Ïðè äàëüíåéøåì ïàññèðîâàíèè
êóëüòóð GL-6 îáîèõ âàðèàíòîâ ïðîèñõîäèëà ÷àñòè÷íàÿ
äåãåíåðàöèÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÄÅÉÑÒÂÈß ÔÀÊÒÎÐÎÂ
ÐÎÑÒÀ ÍÀ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÅ ÐÎÄÎÍÀ×ÀËÜÍÛÅ
ÊËÅÒÊÈ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ È ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÎÉ
ÏÅ×ÅÍÈ ÊÐÛÑÛ IN VITRO. © Å. À. Ìîë÷àíîâà,
Å. È. Áðàãèíà, Ý. È. Áóåâåðîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàç-
âèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, molchanova_jane@mail.ru.

Èçâåñòíî, ÷òî ôàêòîðû ðîñòà îêàçûâàþò âëèÿíèå íà
ïðîöåññû ñàìîïîääåðæàíèÿ, ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ðîäîíà÷àëüíûõ êëåòîê
(ÌÐÊ) êîñòíîãî ìîçãà. Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíûå ýôôåêòû
íà ýòè êëåòêè in vitro îêàçûâàþò òàêèå ôàêòîðû, êàê EGF
(ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà), bFGF (îñíîâíîé ôàêòîð
ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ) è PDGF (ôàêòîð ðîñòà, âûäåëåííûé
èç òðîìáîöèòîâ). Áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàáîò ïî èññëåäî-
âàíèþ äåéñòâèÿ ýòèõ ôàêòîðîâ íà ÌÐÊ âûÿâëÿåò ïðîòè-
âîðå÷èå â ðåçóëüòàòàõ. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûë ñðàâíè-
òåëüíûé àíàëèç äåéñòâèÿ EGF, bFGF è PDGF íà äâå ïî-
ïóëÿöèè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà
ïîëîâîçðåëûõ êðûñ è ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè çàðîäûøåé
íà 17-å ñóò ïðåíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ (ïåðèîä àêòèâíîãî
êðîâåòâîðåíèÿ). ÌÐÊ èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ îáëàäàþò
øèðîêèìè ïîòåíöèÿìè ê ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöè-
ðîâêå; êðîìå òîãî, ýòè êëåòêè ìîãóò èìåòü îáùåå ïðîèñ-
õîæäåíèå è ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé åäèíóþ ïîïóëÿöèþ êëå-
òîê, ìèãðèðóþùèõ èç îäíèõ êðîâåòâîðíûõ îðãàíîâ â
äðóãèå â õîäå îíòîãåíåçà. Ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå
âëèÿíèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ íà ÌÐÊ ýìáðèîíàëüíîé ïå-
÷åíè è êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ æèâîòíûõ äîëæíî ïî-
ìî÷ü ïîíÿòü, êàêèå èçìåíåíèÿ ýòè êëåòêè ïðåòåðïåâàþò
â õîäå îíòîãåíåçà, è ïîëó÷èòü íîâûå äàííûå îá èõ ôóíê-
öèîíàëüíûõ îñîáåííîñòÿõ. Â ðàáîòå áûëî ïðîàíàëèçèðî-
âàíî âëèÿíèå ôàêòîðîâ íà êîëè÷åñòâî îáðàçóåìûõ ÌÐÊ
êîëîíèé (ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ), ðàçìåðû êîëî-
íèé, à òàêæå íà ïîòåíöèè êëåòîê ê îñòåîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêå. Áûëè âûÿâëåíû êàê ñõîäñòâà, òàê è íåêîòî-
ðûå ðàçëè÷èÿ ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ïîïóëÿöèé ê èññëå-
äóåìûì ôàêòîðàì. Äåéñòâèå PDGF (2.5 íã/ìë) íå
ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì êàê ÷èñëà, òàê è
ðàçìåðîâ îáðàçóåìûõ ÌÐÊ êîëîíèé. Îäíàêî íà ðîñò êî-
ëîíèé èç ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè ôàêòîð îêàçûâàë íå-
áîëüøóþ ñòèìóëÿöèþ. Â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë äåéñò-
âèå bFGF ïðèâîäèëî ê ðàçëè÷íûì îòâåòàì êëåòîê êîñò-
íîãî ìîçãà è ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè. Ïîëó÷èëè, ÷òî
äàííûé ôàêòîð ïîäàâëÿåò êëîíîãåííûé ðîñò ÊÎÅ-Ô èç
êîñòíîãî ìîçãà. Â ñëó÷àå ñ êëåòêàìè èç ýìáðèîíàëüíîé
ïå÷åíè íàáëþäàëè ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå äàííîãî

ôàêòîðà — óâåëè÷èâàëàñü äîëÿ áîëåå êðóïíûõ ïî ïëî-
ùàäè êîëîíèé. EGF (1 íã/ìë) äåéñòâîâàë íà ÌÐÊ êîñòíî-
ãî ìîçãà è ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè ñõîäíûì îáðàçîì —
óâåëè÷èâàë ÷èñëî îáðàçóåìûõ êîëîíèé è âûçûâàë äîñòî-
âåðíîå óâåëè÷åíèå èõ ðàçìåðîâ. Ïîïóëÿöèÿ ÌÐÊ êîñòíî-
ãî ìîçãà çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäèëà ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîïóëÿöèþ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè ïî ñîäåðæà-
íèþ îñòåîãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ÷òî áûëî ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî â ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ãèñòîõèìè÷åñêîãî
âûäåëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîãî ìàðêåðà — ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçû (ÙÔ). Âëèÿíèå ôàêòîðîâ íà îñòåîãåííûå ïîòåíöèè
êëåòîê èññëåäóåìûõ ïîïóëÿöèé âûÿâëÿëî ðÿä ðàçëè÷èé.
EGF âûçûâàë óâåëè÷åíèå ÷èñëà îñòåîãåííûõ êëåòîê â
ïîïóëÿöèè ÌÐÊ, ïîëó÷åííîé èç êîñòíîãî ìîçãà. Â îòëè-
÷èå îò êîñòíîìîçãîâûõ ÌÐÊ èç ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè
ïîä äåéñòâèåì EGF íå âûÿâëÿëè çíà÷èòåëüíîãî èçìåíå-
íèÿ îñòåîãåííîãî ïîòåíöèàëà. bFGF âûçûâàåò ñíèæåíèå
÷èñëà îñòåîãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ â ïîïóëÿöèè
ÌÐÊ, âûäåëåííîé èç êîñòíîãî ìîçãà, è íå ìåíÿåò ïîòåí-
öèé ê îñòåîãåíåçó êëåòîê èç ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè. Äåé-
ñòâèå PDGF íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà îñòåîãåííûå ïîòåí-
öèè êëåòîê èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ. Òàêèì îáðàçîì, äâå ïî-
ïóëÿöèè ÌÐÊ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ,
âûÿâëÿþò äèôôåðåíöèàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èññëå-
äîâàííûì ôàêòîðàì ðîñòà EGF, bFGF è PDGF, à òàêæå
çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ïîòåíöèÿõ ê îñòåîãåíåçó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîí-
äà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-48209)
è ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèó-
ìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÑÎÑÒÎßÍÈß ÁÅËÊÎÂ ßÄÐÛØÊÀ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ Ñ ÐÀÇÍÛÌ ÓÐÎÂ-
ÍÅÌ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ ÐÈÁÎÑÎÌÍÛÕ ÃÅÍÎÂ.
© À. À. Ìîðàëåâà, Ì. Â. Ìàëûøåâà, À. Â. Çóáðèöêèé,
À. À. Ãðèãîðüåâ, Ì. À. Ïîëçèêîâ. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷å-
ñêîé õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
îñíîâíóþ ìàññó ÿäðûøêà ñîñòàâëÿþò áåëêè. Ñîãëàñíî
ïîñëåäíèì äàííûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà, â
ÿäðûøêå êëåòîê HeLa ÷åëîâåêà ñîäåðæèòñÿ îêîëî 700
áåëêîâ, áîëüøèíñòâî êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíî ôàêòîðàìè,
ó÷àñòâóþùèìè â òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ, ïðî-
öåññèíãå íîâîîáðàçîâàííûõ òðàíñêðèïòîâ ïðå-ðÐÍÊ è
ñáîðêå ðèáîñîìíûõ ÷àñòèö. Îäíàêî ñâîéñòâà è ñîñòàâ
ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ èçìåíÿþòñÿ â îòâåò íà ïîäàâëåíèå
òðàíñêðèïöèè õðîìàòèíà êàê çà ñ÷åò ìèãðàöèè áåëêîâ â
íóêëåîïëàçìó, òàê è çà ñ÷åò «âõîæäåíèÿ» â ÿäðûøêè ñïå-
öèôè÷åñêèõ áåëêîâ ÿäðà (Andersen et al., 2005). Îñíîâíàÿ
öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷åíèå ëîêàëèçàöèè è ñî-
äåðæàíèÿ òðåõ îñíîâíûõ áåëêîâ ÿäðûøêà — Surf-6
(ïðåäïîëîæèòåëüíî ó÷àñòâóåò â ïðîöåññèíãå ðèáîñîì-
íîé ðÐÍÊ è ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà), B23-íóêëåî-
ôîçìèíà (îñíîâíîé ôàêòîð ñáîðêè ðèáîñîìíûõ ÷àñòèö)
è UBF (ñïåöèôè÷åñêèé êîôàêòîð ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I), à
òàêæå ÿäåðíîãî ìàðêåðà êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè —
áåëêà PCNA — â ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà, ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî óðîâíþ òðàíñêðèïöèè. Îáúåêòàìè èññëåäî-
âàíèÿ ñëóæèëè ôèáðîáëàñòû ìûøè ëèíèè NIH/3T3,
ñèíõðîíèçèðîâàííûå â ïåðèîäàõ G0, G1, S è G2 â áåññû-
âîðîòî÷íîé ñðåäå, T-ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ìûøè, àêòè-
âèðîâàííûå ê ïðîëèôåðàöèè êîíêàíàâàëèíîì À, è ëèì-
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ôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, àêòèâèðîâàííûå
ê ïðîëèôåðàöèè ôèòîãåìàããëþòèíèíîì. Àíàëèç ïðîâîäè-
ëè ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåíöèè è èììóíîáëîòèíãà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê áåëêàì. Àêòè-
âàöèþ êëåòîê îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ÄÍÊ èîäèäîì ïðîïèäèÿ â
ïðèñóòñòâèè ÐÍÊàçû. À. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâî-
ëÿþò ñäåëàòü ñëåäóþùèå âûâîäû. Ñîäåðæàíèå âñåõ ïðîà-
íàëèçèðîâàííûõ áåëêîâ — SURF-6, B23-íóêëåîôîçìèíà,
UBF, à òàêæå PCNA — óìåíüøàåòñÿ â êëåòêàõ G0-ïåðèîäà
ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè âíå çàâè-
ñèìîñòè îò âèäîâîé èëè òêàíåâîé ïðèíàäëåæíîñòè êëå-
òîê. Àêòèâàöèÿ ïðîëèôåðàöèè ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ðàçìåðîâ ÿäðûøåê è íàêîïëåíèþ â íèõ âñåõ èññëåäóå-
ìûõ áåëêîâ, õîòÿ èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè áåëêîâ ñëåäó-
þò ðàçíîé äèíàìèêå. Òàê, íåñìîòðÿ íà ìíîãîêðàòíîå
óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìåñò ëîêàëèçàöèè UBF â ÿäðûøêàõ,
åãî êîëè÷åñòâî â ñóììàðíûõ êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ ëèøü
íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè àêòèâàöèè ïðîëèôåðà-
öèè ëèìôîöèòîâ ñåëåçåíêè. Óðîâåíü Surf-6 ïðîãðåññèâ-
íî âîçðàñòàåò âïëîòü äî 48 ÷ àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ, íî
çàòåì óìåíüøàåòñÿ ê 72 ÷, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ ÷àñ-
òè÷íûì ïðîòåîëèçîì áåëêà, ñîïðîâîæäàþùèì ãèáåëü
ëèìôîöèòîâ ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè in vitro.
Íàïðîòèâ, â òåõ æå óñëîâèÿõ êîëè÷åñòâî áåëêà B23-íóê-
ëåîôîçìèíà ïðîãðåññèâíî óâåëè÷èâàåòñÿ. Ñóùåñòâåííî,
÷òî êîëè÷åñòâî B23-íóêëåîôîçìèíà íå óìåíüøàåòñÿ
äàæå ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ, ò. å. êîãäà
ïóë áåëêà Surf-6 èñòîùàåòñÿ. Îäíàêî íàèáîëåå èíòåðåñ-
íûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî Surf-6 îêàçàëñÿ åäèí-
ñòâåííûì èç ïðîàíàëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ÿäðûøêà, êî-
òîðûé íè íà èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì óðîâíå, íè íà èì-
ìóíîáëîòàõ íå âûÿâëÿëñÿ â ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è ñåëåçåíêè, íî ïðèñóòñòâîâàë â
ôèáðîáëàñòàõ, íàõîäÿùèõñÿ â G0-ïåðèîäå êëåòî÷íîãî
öèêëà. Ýòè íàáëþäåíèÿ ãîâîðÿò î òîì, ÷òî èíäóöèðîâàí-
íûé (â ôèáðîáëàñòàõ ìûøè NIH/3T3) è åñòåñòâåííûé (â
ëèìôîöèòàõ) ïåðèîäû ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî êà÷åñòâåííîìó è êîëè÷åñòâåííîìó ñîñòàâó áåë-
êîâ ÿäðûøêà. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâà-
þò, ÷òî áåëîê ÿäðûøêà SURF-6 ïðîÿâëÿåò îáùèå ñâîéñò-
âà ñ èçâåñòíûì ìàðêåðîì ïðîëèôåðàöèè êëåòîê —
áåëêîì PCNA, êîòîðûé òàêæå îòñóòñòâîâàë â íåàêòèâè-
ðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøè è ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü áåëîê
ÿäðûøêà Surf-6 â êà÷åñòâå íîâîãî ìàðêåðà ïîêîÿùèõñÿ
ëèìôîöèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00401-à).

ÏÎÐÈÑÒÛÅ ÏËÀÑÒÈÍÊÈ — ÈÑÒÎ×ÍÈÊ ÌÅÌÁÐÀÍ
È ÍÓÊËÅÎÏÎÐÈÍÎÂ ÄËß ÐÀÑÒÓÙÅÉ ßÄÅÐÍÎÉ
ÎÁÎËÎ×ÊÈ. © Ê. Í. Ìîðîçîâà,1 Å. Â. Êèñåëåâà.2 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê,
1 morozko@bionet.nsc.ru, 2 elka@bionet.nsc.ru.

Ïîðèñòûå ïëàñòèíêè — ýòî óíèêàëüíûå öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèå îðãàíåëëû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ñòîïêè
ãëàäêèõ ìåìáðàííûõ öèñòåðí, ïðîíèçàííûõ ïîðîïîäîá-
íûìè êîìïëåêñàìè, ñõîäíûìè ñ ÿäåðíûìè ïîðîâûìè
êîìïëåêñàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîðîïîäîáíûå êîìïëåêñû
ñîäåðæàò ìíîãèå áåëêè, ãîìîëîãè÷íûå íóêëåîïîðèíàì

ÿäåðíûõ ïîð. Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ïîðèñòûõ
ïëàñòèíîê ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè íàáëþäàþòñÿ ïðåèìóùå-
ñòâåííî â àêòèâíî ðàñòóùèõ è áûñòðî äåëÿùèõñÿ êëåò-
êàõ, òàêèõ êàê êëåòêè ýìáðèîíîâ, îîöèòû è îïóõîëåâûå
êëåòêè, â êîòîðûõ ïðîèñõîäèò àêòèâíàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ
ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Ïîñêîëüêó ïîÿâëåíèåì ïîðèñòûõ
ïëàñòèíîê ñîïðîâîæäàåòñÿ çëîêà÷åñòâåííàÿ òðàíñôîð-
ìàöèÿ êëåòîê, ïîíèìàíèå èõ âîçìîæíîé ðîëè âî âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ îòíîñèòñÿ ê àêòóàëüíûì ïðîáëå-
ìàì ñîâðåìåííîé áèîëîãèè. Îäíàêî òî÷íàÿ ôóíêöèÿ ïî-
ðèñòûõ ïëàñòèíîê äî ñèõ ïîð íå óñòàíîâëåíà. Öåëüþ
íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü âûÿñíåíèå ðîëè ïîðèñòûõ
ïëàñòèíîê â ôîðìèðîâàíèè ÿäåðíîé îáîëî÷êè è ÿäåðíûõ
ïîðîâûõ êîìïëåêñîâ â ðàñòóùèõ íåäåëÿùèõñÿ êëåòêàõ.
Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè îîöèòû
àìôèáèé. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìîðôîëîãèè ïîðèñòûõ
ïëàñòèíîê è ÿäåðíîé îáîëî÷êè ïðîäåìîíñòðèðîâàë ñõîä-
ñòâà è ðàçëè÷èÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÿäåðíûõ ïîð è
ïîðîïîäîáíûõ êîìïëåêñîâ. Èññëåäîâàíèÿ îîöèòîâ àì-
ôèáèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîñâå÷èâàþùåé è ñêàíèðóþ-
ùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëèëè âïåðâûå çàðå-
ãèñòðèðîâàòü ñëèÿíèå ïîðèñòûõ ïëàñòèíîê, ñîäåðæàùèõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ïîðû, ñ íàðóæíîé ÿäåðíîé ìåìáðà-
íîé. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëàãàòü íåïîñðåäñòâåí-
íóþ ïðè÷àñòíîñòü ýòèõ îðãàíåëë ê îáðàçîâàíèþ íîâûõ
ôðàãìåíòîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Ïðåäëîæåíà ìîäåëü ôîð-
ìèðîâàíèÿ íîâûõ ó÷àñòêîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïîðèñòûõ ïëàñòèíîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-48261-à è 07-04-00416-à).

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈÈ ÌÅËÊÈÕ ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌ ÐÀÑÒÅÍÈÉ. © Î. Â. Ìóðàâåíêî, Ò. Å. Ñàìà-
òàäçå, Í. Ë. Áîëüøåâà, Î. Þ. Þðêåâè÷, À. Â. Çåëåíèí.
Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà,
chrom@eimb.ru.

Èäåíòèôèêàöèÿ õðîìîñîì íåáîëüøèõ ðàçìåðîâ ó
ðàñòåíèé äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ñëîæíóþ ïðîáëåìó. Èçâåñòíî, ÷òî ìîëåêóëÿðíî-ñòðóê-
òóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ íåáîëüøèõ õðîìîñîì îòëè÷àåòñÿ îò
êðóïíûõ õðîìîñîì ðàñïðåäåëåíèåì ïîâòîðÿþùèõñÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé è îáîãàùåííûõ ãåíàìè ó÷àñòêîâ ïî
äëèíå õðîìîñîì. Ìåëêèå õðîìîñîìû ñîäåðæàò çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøå ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ êëàññîâ, êîòîðûå â îñíîâíîì ñîñðåäîòî-
÷åíû â ïðèöåíòðîìåðíûõ îáëàñòÿõ õðîìîñîì, à áîãàòûå
ãåíàìè ó÷àñòêè ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî âñåé äëèíå õðîìî-
ñîìíûõ ïëå÷. Ðàñòåíèÿ ñ ìåëêèìè õðîìîñîìàìè îáû÷íî
èìåþò è íåáîëüøèå ðàçìåðû ãåíîìîâ. Ìîðôîëîãè÷åñêè
ýòè îñîáåííîñòè ìîëåêóëÿðíî-ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè
ãåíîìîâ âûðàæàþòñÿ â áåäíîñòè ðèñóíêà C-áýíäèíãà ïî
äëèíå õðîìîñîìû, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü âåäåò ê íåâîçìîæ-
íîñòè òî÷íîé èäåíòèôèêàöèè òàêèõ õðîìîñîì. Â ýòîì
ñëó÷àå äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì â
ãåíîìå èñïîëüçóþò ïðèåìû, ïîçâîëÿþùèå ïîëó÷èòü äëÿ
èññëåäîâàíèÿ ïðîìåòàôàçíûå õðîìîñîìû, íà êîòîðûõ
ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøè-
âàíèÿ ïîâûøàåòñÿ. Ïðÿìîå îêðàøèâàíèå ñòàíäàðòíûìè
êðàñèòåëÿìè àöåòîêàðìèíîì è àöåòîîðñåèíîì ïðîìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì ðàñòåíèé âûÿâëÿåò áîëüøîå ÷èñëî ïî-
ëîñ, òàê íàçûâàåìîå OR-îêðàøèâàíèå. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî
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ìåòîäà ïðîâåäåíà ïîëíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ïðîìåòàôàç-
íûõ õðîìîñîì Mch-ãåíîìà ðîìàøêè àïòå÷íîé, AD-ãåíî-
ìà õëîï÷àòíèêà òîíêîâîëîêíèñòîãî è ãåíîìà ãîðîõà ïî-
ñåâíîãî. Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ ðèñóíêîâ OR-îêðàñ-
êè õðîìîñîì ó ðàçíûõ ñîðòîâ èçó÷åííûõ âèäîâ ðàñòåíèé
îáíàðóæåíà âíóòðèâèäîâàÿ êîíñåðâàòèâíîñòü ýòîãî òèïà
áýíäèíãà è ïîñòðîåíû êîëè÷åñòâåííûå èäèîãðàììû,
íà êîòîðûõ íàèáîëåå ïîëíî îòðàæåíû îñîáåííîñòè
OR-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì. Äëÿ òî÷íîé èäåíòèôèêàöèè
íåáîëüøèõ õðîìîñîì òàêæå èñïîëüçóþòñÿ ïîäõîäû, âû-
ÿâëÿþùèå ñòðóêòóðíî-ìîëåêóëÿðíóþ íåîäíîðîäíîñòü
ÄÍÊ èëè ëîêàëèçóþùèå îïðåäåëåííûå ìàðêåðíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ (ðèáîñîìíûå ãåíû, ïîâòîðÿþùèåñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ò. ï.) ïî äëèíå õðîìîñîì, ïðè÷åì
ñîâìåùåíèå íåñêîëüêèõ ìåòîäîâ ïîçâîëÿåò íå òîëüêî
èäåíòèôèöèðîâàòü õðîìîñîìû, íî è òî÷íî ëîêàëèçîâàòü
íà íèõ îïðåäåëåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ è óñòàíî-
âèòü íàëè÷èå è òèï õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê. Â ðåçóëü-
òàòå îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûì ÀÒ-ñïåöèôè÷íûì
êðàñèòåëåì DAPI ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ðàçíîé ñòåïå-
íè êîíäåíñàöèè ó ãîðîõà è ðàçíûõ âèäîâ ëüíà ñ îäíîâðå-
ìåííîé ëîêàëèçàöèåé ðèáîñîìíûõ ãåíîâ FISH-ìåòîäîì
ñòàëî âîçìîæíûì èäåíòèôèöèðîâàòü âñå õðîìîñîìû,
ïðîñëåäèòü èçìåíåíèÿ ðèñóíêà ðàñïðåäåëåíèÿ DAPI-ïî-
ëîæèòåëüíûõ áýíäîâ ïî ìåðå êîíäåíñàöèè õðîìîñîì îò
ïðîìåòàôàçû ê ìåòàôàçå, òî÷íî êàðòèðîâàòü ðèáîñîìíûå
ãåíû â îïðåäåëåííûõ ðàéîíàõ õðîìîñîì è ëîêàëèçîâàòü
òî÷êè ðàçðûâîâ õðîìîñîì ïðè òðàíñëîêàöèÿõ è èíâåðñè-
ÿõ. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè è ñðàâíåíèÿ ìåëêèõ õðîìîñîì â
ãåíîìàõ A è AbDb õëîï÷àòíèêà íàìè óñïåøíî ïðèìåíåí
è ìåòîä ðåïëèêàòèâíîãî áýíäèíãà. Áûë èñïîëüçîâàí âà-
ðèàíò ìåòîäà, âûÿâëÿþùèé ðàéîíû õðîìîñîì, ðåïëèöè-
ðóþùèåñÿ â ñàìîì íà÷àëå S-ïåðèîäà. Îáíàðóæåííîå
ñõîäñòâî ðàñïðåäåëåíèÿ ðàíîðåïëèöèðóþùèõñÿ ðàéîíîâ
ïî äëèíå õðîìîñîì ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü èõ ãîìåîëî-
ãèþ â ðîäñòâåííûõ ãåíîìàõ A è Ab õëîï÷àòíèêà è ïîêà-
çàòü, ÷òî ó ðàñòåíèé, òàê æå êàê è ó æèâîòíûõ, ðèñóíîê
ðåïëèêàöèè õðîìîñîì äîñòàòî÷íî êîíñåðâàòèâåí. Åùå
îäíèì ñâèäåòåëüñòâîì ïðàâèëüíîñòè òàêîãî óòâåðæäå-
íèÿ ÿâëÿåòñÿ àíàëîãè÷íîñòü ðèñóíêîâ ðåïëèêàòèâíîãî
áýíäèíà õðîìîñîì äàâíî äèâåðãèðîâàâøèõ ãåíîìîâ A è
D õëîï÷àòíèêà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëíàÿ èäåíòèôèêà-
öèÿ õðîìîñîì ëþáîãî ðàçìåðà ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé,
åñëè ïðèìåíåíèå êîìïëåêñà ìîëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷å-
ñêèõ ìåòîäîâ ñîâìåùàåòñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþ-
òåðíûõ ïðîãðàìì îáðàáîòêè èçîáðàæåíèÿ è õðîìîñîì-
íîãî àíàëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 05-08-33607, 06-04-81007, 07-04-00268 è
07-04-13553).

Ó×ÀÑÒÈÅ ÏÐÎßÄÐÛØÅÊ Â ÑÒÀÍÎÂËÅÍÈÈ ÓÏÎ-
ÐßÄÎ×ÅÍÍÎÉ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÎÉ ÎÐÃÀÍÈÇÀ-
ÖÈÈ ÈÍÒÅÐÔÀÇÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ Â ÌÛØÈÍÛÕ
ÇÈÃÎÒÀÕ. © Å. Ì. Íîíèàøâèëè,1 Î. Â. Çàöåïèíà,2
À. Ï. Äûáàí.1 1 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
Andrei_dyban@inbox.ru, è 2 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé
õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðî-
âàâøèõñÿ õðîìîñîì çàðîäûøè ìûøåé èíêóáèðîâàëè

45 ìèí â ñðåäå ñ îêàäàåâîé êèñëîòîé (5 ìêìîëü/ìë) è
45 ìèí â ÷èñòîé ñðåäå M16. Ïðåïàðàòû ãîòîâèëè ïî ìå-
òîäó Äûáàíà (Dyban, 1993), îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì
Ãèìçà-R16 è èññëåäîâàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè öèôðîâîé
ôîòîêàìåðîé Olympus C-40ZOOM. Ïîëó÷åííûå èçîáðà-
æåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðåæäåâðåìåííî êîí-
äåíñèðîâàâøèåñÿ õðîìîñîìû âñòóïàþò â ïðÿìîé êîí-
òàêò ñ ïðîÿäðûøêàìè. Ðàçðàáîòàíà òåõíèêà ðàñïðàâëå-
íèÿ ïðîÿäðûøåê íà ïîâåðõíîñòè êàïëè êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû. Ýòîò ïðèåì ïðèâîäèë ê ðàñòÿæåíèþ ïðîÿäðûøåê
è ÷åòêîé âèçóàëèçàöèè ðàéîíîâ ôèçè÷åñêîé ñâÿçè ïðåæ-
äåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàâøèõñÿ õðîìîñîì è ïðîÿä-
ðûøåê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-48993-à è 07-04-01216-à).

ÝÂÎËÞÖÈÎÍÍÎ-ÊÎÍÑÅÐÂÀÒÈÂÍÛÅ ÃÅÍÛ ÏËÞ-
ÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ ÊËÅÒÎÊ ÌÎÐÑÊÈÕ ÁÅÑÏÎÇÂÎ-
ÍÎ×ÍÛÕ. © Í. À. Îäèíöîâà,1 Ê. Â. ßêîâëåâ,1 Â. À. Äÿ-
÷óê,1 Î. Ë. Ñåðîâ.2 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ ÄÂÎ ÐÀÍ,
Âëàäèâîñòîê, nelodin@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è
ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ìåõàíèçì ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ñòâîëîâûõ êëåòîê
íà ïîääåðæàíèå òîòè- è ïëþðèïîòåíòíîñòè îïðåäåëÿåòñÿ
íàáîðîì ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîöåññû äèôôåðåíöèà-
öèè êëåòîê. Êëþ÷åâûì çâåíîì â öåïî÷êå ðåãóëÿöèè ñî-
ñòîÿíèÿ «ñòâîëîâîñòè» ÿâëÿþòñÿ äâà ãåíà — Oct-4 è na-
nog. Ýêñïðåññèÿ ãåíà, êîäèðóþùåãî òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð Oct-4, â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ è çàðîäûøå-
âûõ êëåòêàõ ðàííåãî ýìáðèîíà ìëåêîïèòàþùèõ áûëà
óñòàíîâëåíà â 1990 ã. Íåñêîëüêî ïîçæå íà ðàííèõ ñòàäè-
ÿõ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ ó ìîðñêîãî åæà Strongylo-
centrotus purpuratus áûëà ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ãîìîëîãà,
êîòîðûé ïîëó÷èë íàçâàíèå SpOct (Char et al., 1993). Äðó-
ãîé ãåí — nanog, êîäèðóþùèé òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð è ðåãóëèðóþùèé ïëþðèïîòåíòíîñòü ñòâîëîâûõ
êëåòîê (2003), — áûë îáíàðóæåí ïîêà òîëüêî â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Ìû ïðîâåëè ñêðèíèíã ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷íûõ òàêîâûì ýòèõ ãåíîâ ó íåêî-
òîðûõ ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ. Âïåðâûå íàìè áûëè ïî-
ëó÷åíû ðåçóëüòàòû, óêàçûâàþùèå íà ïðèñóòñòâèå ãîìî-
ëîãà ãåíà nanog ìëåêîïèòàþùèõ â ãåíîìå ìîðñêèõ åæåé:
èäåíòè÷íîñòü ïî àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêàì 44.7 %, à ïî-
çèòèâíîñòü îêîëî 64 %. Îäíàêî îáíàðóæåíî, ÷òî ýòè ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè èìåþò áîëåå âûñîêîå ñõîäñòâî ñ ãå-
íîì bsx (brain-specific homeobox gene) ìûøè: èäåíòè÷-
íîñòü 61.7 %, à ïîçèòèâíîñòü 80.8 %. Ó ìëåêîïèòàþùèõ
ýêñïðåññèÿ ãåíà bsx äåòåêòèðóåòñÿ âî âðåìÿ çàêëàäêè
íåðâíîé ñèñòåìû, òîãäà êàê ó ìîðñêîãî åæà äàííûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè îáíàðóæåíû íà ñòàäèè ìåçåíõèìíîé
áëàñòóëû (íà÷àëî ãàñòðóëÿöèè). Êðîìå òîãî, ïîëó÷åíû
ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå î ãîìîëîãè÷íûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿõ Oct-4 â ãåíîìå ìèäèè. Ýìáðèîíàëüíîå ðàçâè-
òèå ó ìîëëþñêîâ õàðàêòåðèçóåòñÿ î÷åíü ðàííåé äåòåðìè-
íàöèåé, ïîýòîìó ïðèñóòñòâèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ãî-
ìîëîãè÷íûõ îäíîìó èç îñíîâíûõ ãåíîâ, îïðåäåëÿþùèõ
ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà êëåòîê, óäàëîñü ïîêàçàòü ïîêà
òîëüêî íà ñòàäèè îïëîäîòâîðåííîé ÿéöåêëåòêè. Íàøè
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ,
ìîãóò ïîìî÷ü â îïðåäåëåíèè îáùåãî ìåõàíèçìà ïëþðè-
ïîòåíòíîñòè ýóêàðèîò.

780 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-96039), ïðåçèäèóìà ÄÂÎ ÐÀÍ (ïðîåêòû
06-II-ÑÎ-06-025 è 06-III-Â-06-214) è ïðåçèäèóìà ÑÎ
ÐÀÍ (ïðîåêò 52.2).

ÝÔÔÅÊÒ «ÍÓËÅÂÎÃÎ» ÌÀÃÍÈÒÍÎÃÎ ÏÎËß Â
ÊÓËÜÒÓÐÅ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ È ÎÁÅÑÏÅ-
×ÅÍÈÈ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÐÀÍÍÅÃÎ ÝÌÁÐÈÎÃÅÍÅÇÀ.
© Ì. À. Îñèïåíêî, Ë. Ì. Áåæåâèêèíà, Å. Å. Ôåñåíêî. Èí-
ñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, osipenkomari-
na@rambler.ru.

Îäíèì èç ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ íîðìàëüíîãî
ðîñòà è æèçíåäåÿòåëüíîñòè îðãàíèçìîâ, ÿâëÿåòñÿ åñòåñò-
âåííîå ìàãíèòíîå ïîëå (ÌÏ) Çåìëè. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó
öèêëàìè äåÿòåëüíîñòè Ñîëíöà, ìèãðàöèîííûìè ïðîöåñ-
ñàìè æèâîòíûõ, ðîñòîì ðàñòåíèé è ïðî÷èìè ÿâëåíèÿìè
â îðãàíè÷åñêîì ìèðå ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î ãåîìàãíèò-
íîì ïîëå êàê óíèâåðñàëüíîì ñèíõðîíèçàòîðå æèçíåííûõ
ïðîöåññîâ. Ìíîãî÷èñëåííûå ëèòåðàòóðíûå äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îñîáîå çíà÷åíèå â ðåãóëÿöèè
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ æèâûõ ñèñòåì èìåþò âàðèàöèè åñòå-
ñòâåííûõ ÌÏ â äèàïàçîíå íèçêèõ è èíôðàíèçêèõ ÷àñòîò.
Íàøåé öåëüþ áûëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÌÏ êðàéíå ìàëîé
èíòåíñèâíîñòè («íóëåâîå» ÌÏ) íà ýìáðèîíàëüíûå êëåò-
êè è â öåëîì íà ïðîöåññ ýìáðèîãåíåçà çàðîäûøåé ìûøè
â ñèñòåìå in vitro. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê è èçîëèðîâàííûõ çàðîäûøåé
áûë ñêîíñòðóèðîâàí ñïåöèàëüíûé ìàëîãàáàðèòíûé
CO2-èíêóáàòîð, êîòîðûé äëÿ ñîçäàíèÿ óñëîâèé ýêðàíè-
ðîâàíèÿ îò ÌÏ ïîìåùàëè â êàìåðó èç ïåðìàëëîÿ (îñòà-
òî÷íàÿ âåëè÷èíà ÌÏ â êàìåðå 200 íÒë). Âëèÿíèå ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîé êîìïåíñàöèè ïîñòîÿííîé êîìïîíåíòû ãåî-
ìàãíèòíîãî ïîëÿ îáíàðóæèâàëîñü ïðè âëèÿíèè íà
àäãåçèþ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ìûøè, à òàêæå íà ðîñòî-
âûå õàðàêòåðèñòèêè óæå îáðàçîâàâøåé ìîíîñëîé êóëüòó-
ðû. Îñîáåííî ÷óâñòâèòåëüíû êëåòêè, ïîìåùåííûå â êà-
ìåðó â ñóñïåíçèîííîì âèäå. Òîëüêî 50 % òàêèõ êëåòîê
èìåëè ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè, â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ýòîò ïðîöåíò çíà÷èòåëüíî ñíèæàëñÿ èç-çà íåêðîòè÷åñêîé
ãèáåëè êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, òî÷êîé ïðèëîæåíèÿ «íó-
ëåâîãî» ÌÏ ÿâëÿþòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ìåìáðàíû. Áî-
ëåå óñòîé÷èâûìè áûëè êëåòêè, ïîìåùåííûå â êàìåðó â
âèäå ìîíîñëîÿ, îäíàêî ñî âðåìåíåì ìîðôîëîãèÿ êëåòîê
è íàïðàâëåíèå èõ ðîñòà ìåíÿëèñü, êëåòêè îáðàçîâûâàëè
«çàâèòêè» è â öåëîì èçìåíÿëàñü ìîðôîëîãèÿ ìîíîñëîÿ.
Ðåçóëüòàòû ïî âëèÿíèþ «íóëåâîãî» ÌÏ áûëè ïîëó÷åíû
è íà áîëåå ñëîæíîé ìîäåëè — ðàííèõ çàðîäûøàõ ìûøè.
Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî òàêèõ çàðîäûøåé òåðÿëî
ñïîñîáíîñòü ê íîðìàëüíûì äåëåíèÿì äðîáëåíèÿ óæå íà
ñàìîì íà÷àëüíîì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ. ×åðåç 24 ÷ èí-
êóáèðîâàíèÿ òîëüêî 50 % äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé íå
èìåëè âèäèìûõ àíîìàëèé ìîðôîëîãèè. Íå ðàçâèâøèåñÿ
in vitro çàðîäûøè îêðàøèâàëèñü âèòàëüíûìè êðàñèòåëÿ-
ìè — òðèïàíîâûì ñèíèì è ýòèäèóì áðîìèäîì. Ñëåäîâà-
òåëüíî, ãèáåëü ðàííèõ çàðîäûøåé â «íóëåâîì» ïîëå ïðî-
èñõîäèò â ðåçóëüòàòå íàðóøåíèÿ áàðüåðíûõ ñâîéñòâ
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí (íåêðîç). Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî 90 % çàðîäûøåé â åñòåñòâåííûõ ãåîìàãíèòíûõ óñëî-
âèÿõ è â ñîçäàííîì íàìè CO2-èíêóáàòîðå ðàçâèâàþòñÿ
äî ñòàäèè êîìïàêòíîé ìîðóëû è áëàñòîöèñòû, à ïðè ïî-
ìåùåíèè èíêóáàòîðà â êàìåðó, ýêðàíèðóþùóþ ÌÏ Çåì-
ëè, â êóëüòóðå îáíàðóæèâàþòñÿ äåãåíåðàòèâíûå è ôðàã-

ìåíòèðîâàííûå çàðîäûøè. Îáíàðóæèâàþòñÿ òàêæå çàðî-
äûøè, ó êîòîðûõ íàðóøåíà ïðàâèëüíàÿ îðèåíòàöèÿ äâóõ
áëàñòîìåðîâ îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î âëèÿíèè ÌÏ íà ëîêàëèçàöèþ è ðàñïðåäåëåíèå ìè-
òîòè÷åñêîãî âåðåòåíà äåëåíèÿ ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêà-
ìè. Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàí-
íèõ çàðîäûøåé ìûøè â «íóëåâîì» ïîëå íàìè áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî åñòåñòâåííûå ãåîìàãíèòíûå ïîëÿ ÿâëÿ-
þòñÿ ñóùåñòâåííûì ôàêòîðîì ôèçè÷åñêîãî âëèÿíèÿ íà
ýìáðèîãåíåç ìëåêîïèòàþùèõ. Îíè çàäàþò è îïðåäåëÿþò
òàêèå êëþ÷åâûå ïðîöåññû, êàê äåëåíèå êëåòîê è èõ ïðî-
ñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *àÿ îðãàíèçàöèÿ â çàðîäûøå. Îò-
ñóòñòâèå ÌÏ Çåìëè ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî â êóëüòóðå ýìá-
ðèîíàëüíûõ êëåòîê è â ýìáðèîãåíåçå âîçíèêàåò ðÿä ìîð-
ôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé, êîòîðûå ñî âðåìåíåì
ïðèâîäÿò ê ãèáåëè. Ýòî óêàçûâàåò íà êëþ÷åâîå çíà÷åíèå
ãåîìàãíèòíûõ ïîëåé â ðåãóëÿöèè ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà
ìëåêîïèòàþùèõ è îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ÌÏ â ðàçëè÷íûõ ÷àñòîòíî-àìïëèòóäíûõ
äèàïàçîíàõ ñ öåëüþ âëèÿíèÿ è, âîçìîæíî, êîððåêöèè
ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ in vitro.

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

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÐÎËÈ ßÄÅÐÍÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ È Ah-ÐÅ-
ÖÅÏÒÎÐÀ Â ÌÅÕÀÍÈÇÌÅ ÄÅÉÑÒÂÈß ÃÅÏÀÒÎ-
ÊÀÍÖÅÐÎÃÅÍÍÛÕ ÀÇÎÊÐÀÑÈÒÅËÅÉ. © Ì. Þ. Ïà-
õàðóêîâà, Ì. À. Ñìåòàíèíà, È. Â. Ðîìàíîâà, Â. È. Êàëå-
äèí, Ò. È. Ìåðêóëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Â îðãàíèçì ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ïîïàäàåò îãðîì-
íîå êîëè÷åñòâî ÷óæåðîäíûõ õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé —
êñåíîáèîòèêîâ, ðàçíîîáðàçíûõ ïî ñòðóêòóðå è áèîëîãè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè, — ëåêàðñòâ, ïðîìûøëåííûõ õèìèêà-
òîâ, ôàêòîðîâ çàãðÿçíåíèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû, ðÿäà ìå-
òàáîëèòîâ ðàñòåíèé; âñå îíè äîëæíû áûòü ïîäâåðãíóòû
äåòîêñèêàöèè è âûâåäåíèþ èç îðãàíèçìà. Äëÿ çàùèòû
îðãàíèçìà îò êñåíîáèîòèêîâ ñóùåñòâóþò âíóòðèêëåòî÷-
íûå áåëêè-ðåöåïòîðû, êîòîðûå, ñâÿçûâàÿñü ñ íèìè, èí-
äóöèðóþò ñèñòåìó ìåòàáîëèçìà è âûâåäåíèÿ ýòèõ âå-
ùåñòâ. Òàêèå ðåöåïòîðû ïðèíàäëåæàò ê ñåìåéñòâó ÿäåð-
íûõ ðåöåïòîðîâ è ñåìåéñòâó bHLH-PAS. Îäíàêî ïîìèìî
ôóíêöèè äåòîêñèêàöèè ýòè ðåöåïòîðû âîâëå÷åíû â áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ñàìûõ ðàçíîîáðàçíûõ ïðîöåññîâ â êëåò-
êå, âêëþ÷àÿ àïîïòîç, ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà, äèô-
ôåðåíöèðîâêó è ò. ä. (Carlson, Pedrew, 2002; Handshin,
Meyer, 2003). Íåêîòîðûå èç ðåöåïòîðîâ êñåíîáèîòèêîâ
îòâåòñòâåííû çà ïåðåðîæäåíèå êëåòêè â ðàêîâóþ è ôîð-
ìèðîâàíèå îïóõîëåé. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ àêòèâíî èçó÷à-
þòñÿ ìåõàíèçìû âîâëå÷åííîñòè ÿäåðíûõ ðåöåïòîðîâ è
èõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â ðàçâèòèå îïóõîëåé ïîä äåéñòâèåì
ñâÿçûâàåìûõ èìè êñåíîáèîòèêîâ. Â íàøåé ðàáîòå ìû
èçó÷àëè ýòó ïðîáëåìó íà ìîäåëè ÷óâñòâèòåëüíîñòè è
óñòîé÷èâîñòè æèâîòíûõ ê êàíöåðîãåííîìó äåéñòâèþ
àìèíîàçîêðàñèòåëåé. Èçâåñòíî, ÷òî ó ðÿäà ëèíèé ìûøåé
(SWR, A/He, DD, DBA/2 è CBA) îïóõîëè ïå÷åíè ðàçâè-
âàþòñÿ ïîä äåéñòâèåì îðòîàìèíîàçîòîëóîëà (ÎÀÒ), à
êðûñû è ìûøè äðóãèõ ëèíèé (AKR è CC57Br) íå ÷óâñò-
âèòåëüíû ê ãåïàòîêàíöåðîãåííîìó äåéñòâèþ ýòîãî ñî-
åäèíåíèÿ (Êàëåäèí, Çàõàðîâà, 1984). Â îòëè÷èå îò ýòîãî
êðûñû ÷óâñòâèòåëüíû ê ãåïàòîêàíöåðîãåííîìó äåéñò-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 781



âèþ 3�-ìåòèë-N,N-äèìåòèë-4-àìèíîàçîáåíçîëà (3�-Ìå-
ÄÀÁ), à ìûøè, ìîðñêèå ñâèíêè, áóðóíäóêè è äð. ê íåìó
ðåçèñòåíòíû. Ìåõàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå òàêóþ èçáè-
ðàòåëüíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ îïóõîëåé ïå÷åíè, â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ íå âûÿñíåíû. Çàäà÷åé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷å-
íèå âëèÿíèÿ àçîêðàñèòåëåé íà àêòèâíîñòü ÿäåðíûõ ðå-
öåïòîðîâ (PPAR, CAR, PXR è LXR) è ïðåäñòàâèòåëÿ
bHLH-PAS-ñåìåéñòâà — àðèëãèäðîêàðáîíîâîãî ðåöåï-
òîðà (AhR) â ïå÷åíè ìûøåé è êðûñ. Ìåòîäîì çàäåðæêè â
ãåëå ïîêàçàíî, ÷òî èç âñåõ èññëåäîâàííûõ íàìè ðåöåïòî-
ðîâ êñåíîáèîòèêîâ òîëüêî AhR è êîíñòèòóòèâíûé ðåöåï-
òîð àíäðîñòàíîâ (CAR) àêòèâèðîâàëèñü âèäîñïåöèôè÷å-
ñêèì îáðàçîì â ïå÷åíè ìûøåé è êðûñ â îòâåò íà ãåïàòî-
êàíöåðîãåííûé äëÿ äàííîãî âèäà àìèíîàçîêðàñèòåëü.
Òàê, â ïå÷åíè ìûøåé â îòâåò íà ãåïàòîêàíöåðîãåííûé
äëÿ íèõ ÎÀÒ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü AhR è CAR
óâåëè÷èâàåòñÿ â 6.3 è 2.9 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî, òîãäà êàê
â îòâåò íà íåêàíöåðîãåííûé äëÿ ýòèõ æèâîòíûõ 3�-Ìå-
ÄÀÁ — ëèøü â 2.0 è 1.8 ðàçà. Â ïå÷åíè êðûñ, íàîáîðîò,
AhR è CAR àêòèâèðóþòñÿ ñèëüíåå ïîä äåéñòâèåì êðûñè-
íîãî ãåïàòîêàíöåðîãåíåçà 3�-ÌåÄÀÁ (â 5.3 è 2.4 ðàçà ñî-
îòâåòñòâåííî), ÷åì ãåïàòîêàíöåðîãåííîãî äëÿ ìûøåé
ÎÀÒ (â 2.5 è 1.5 ðàçà). Ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà
ïîêàçàëè, ÷òî âîçðàñòàíèå àêòèâíîñòè CAR è AhR ñâÿçà-
íî íå ñ óâåëè÷åíèåì èõ ñîäåðæàíèÿ, à, ïî-âèäèìîìó, ñ
èçìåíåíèåì ñîñòîÿíèÿ ýòèõ áåëêîâ (íàïðèìåð, â ðåçóëü-
òàòå ñâÿçûâàíèÿ àçîêðàñèòåëåé). Äëÿ AhR ÷åëîâåêà ïîêà-
çàíî, ÷òî àçîêðàñèòåëè ìîãóò ÿâëÿòüñÿ åãî ëèãàíäàìè
(Kato et al., 2002), îäíàêî ýôôåêò ðàçëè÷íîé àêòèâàöèè
AhR ïîä äåéñòâèåì êàíöåðîãåííûõ è íåêàíöåðîãåííûõ
àçîêðàñèòåëåé äî ñèõ ïîð íå áûë ïîêàçàí. Äëÿ âûÿñíåíèÿ
òîãî, ìîæåò ëè CAR òàêæå ñâÿçûâàòü àçîêðàñèòåëè, ìû
ïðîâåëè èññëåäîâàíèÿ êîíêóðåíöèè ÎÀÒ è 3�-ÌåÄÀÁ
ñ èçâåñòíûì ëèãàíäîì CAR — 3H-5á-àíäðîñò-16-
åí-3á-îëîì — çà ñâÿçûâàíèå ñ áåëêàìè öèòîçîëÿ êëåòîê
ïå÷åíè. Îêàçàëîñü, ÷òî ÎÀÒ ÿâëÿåòñÿ ëó÷øèì êîíêóðåí-
òîì, ÷åì 3�-ÌåÄÀÁ, ïðè èñïîëüçîâàíèè öèòîçîëÿ èç ïå-
÷åíè ìûøåé, à 3�-ÌåÄÀÁ êîíêóðèðóåò ëó÷øå, ÷åì ÎÀÒ,
ïðè èñïîëüçîâàíèè öèòîçîëÿ èç ïå÷åíè êðûñ, ò. å. CAR,
ïî-âèäèìîìó, ïî-ðàçíîìó ñâÿçûâàåò êàíöåðîãåííûå è
íåêàíöåðîãåííûå àçîêðàñèòåëè. Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ïðîãåñòåðîí è êëîôèáðàò. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî CAR è AhR, ïî-âè-
äèìîìó, âîâëå÷åíû â ðàñïîçíàâàíèå àìèíîàçîêðàñèòå-
ëåé è îïîñðåäîâàíèå èõ îïóõîëåèíäóöèðóþùèõ ýôôåê-
òîâ ó ÷óâñòâèòåëüíûõ ê íèì æèâîòíûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48575).

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ
ÓÐÎÂÍß È ÐÈÑÓÍÊÀ ÔÎÑÔÎÐÈËÈÐÎÂÀÍÈß â-ÊÀ-
ÒÅÍÈÍÀ, ÁÅËÊÀ p130 È ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ
ÔÀÊÒÎÐÀ E2F4 Â ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÊÀÕ ÏÐÈ ÈÕ ÑÎÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ Ñ ÊËÅÒ-
ÊÀÌÈ ËÈÍÈÈ A-549. © Í. Ñ. Ïåòðîâ,1 Ò. Â. Çëîáèíà,1
Â. Á. Ñåðèêîâ,2, 4 À. Ì. Çàé÷èê,4 Á. Ê. Êîìÿêîâ,3 Á. Ã. Ãóëè-
åâ,3 Ì. Þ. Àëåêñååâ,3 Á. Â. Ïîïîâ.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò Äåòñêîãî ãîñïèòàëÿ ã. Îàêëåíä, Êàëèôîðíèÿ, ÑØÀ,
3 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ìåäèöèíñêàÿ àêàäå-
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Ðàíåå ìû ðàçðàáîòàëè ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ in vitro
ýíòîäåðìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ïðè èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ëåãî÷-
íûìè ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ëèíèè A-549 â óñëîâè-
ÿõ ðàçäåëåíèÿ êëåòî÷íî-íåïðîíèöàåìîé ìåìáðàíîé.
Â òàêèõ óñëîâèÿõ â ÌÑÊ ïðîèñõîäÿò óâåëè÷åíèå îáùåãî
êîëè÷åñòâà â-êàòåíèíà è åãî àêòèâàöèÿ, à òàêæå èíäóê-
öèÿ ýêñïðåññèè ëåãî÷íûõ ýïèòåëèàëüíûõ ìàðêåðîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ
è àêòèâíîñòè â-êàòåíèíà â ÌÑÊ ïðè èõ ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè ñ êëåòêàìè ëèíèè A-549 ñî÷åòàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì
îáùåãî êîëè÷åñòâà è ñ íàêîïëåíèåì àêòèâíûõ ôîðì áåë-
êà p130 (÷ëåíà ñåìåéñòâà ïðîäóêòà ãåíà ðåòèíîáëàñòî-
ìû) è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F4. Íàéäåííûå èç-
ìåíåíèÿ óðîâíÿ è àêòèâíîñòè â-êàòåíèíà, p130 è E2F4 â
ÌÑÊ ïîäîáíû òåì, êîòîðûå âîçíèêàþò â ýòèõ êëåòêàõ
ïðè äåéñòâèè èîíîâ ëèòèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî èîíû ëèòèÿ èí-
ãèáèðóþò àêòèâíîñòü êèíàçû GSK3b è, òàêèì îáðàçîì,
âûçûâàþò àêòèâàöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/â-êàòåíèí.
Ïîâûøåíèå îáùåãî óðîâíÿ b-êàòåíèíà è áåëêà p130 â
ÌÑÊ ïðè èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè ëèíèè A-549
èëè îáðàáîòêå èîíàìè ëèòèÿ, âîçìîæíî, èìååò îáùèé
ìåõàíèçì, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ èíãèáèöèþ ñèíòåçà êèíà-
çîé GSK3b èõ ñïåöèôè÷åñêèõ ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì, îáðàçîâàíèå êîòîðûõ àêòèâèðóåò óáèêâèòèíàöèþ
ýòèõ áåëêîâ ñ ïîñëåäóþùåé èõ äåãðàäàöèåé â ïðîòåàñî-
ìàõ. Èíãèáèðîâàíèå îáðàçîâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ôîðì
ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûõ áåëêîâ áëîêèðóåò èõ äåãðàäà-
öèþ è ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ îáùåãî óðîâíÿ â-êàòå-
íèíà è p130. Â öåëîì ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/â-êà-
òåíèí â ÌÑÊ ïîä âëèÿíèåì ôàêòîðîâ, âûäåëÿåìûõ êëåò-
êàìè A-549, ñî÷åòàåòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì àêòèâíîãî êîìï-
ëåêñà p130—E2F4, êîòîðûé, âåðîÿòíî, èãðàåò êëþ÷åâóþ
ðîëü â ñî÷åòàííîé àêòèâàöèè èõ äèôôåðåíöèðîâêè è èí-
äóêöèè àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48439à) è ïðåçèäèóìà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî
öåíòðà ÐÀÍ.

ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÛØÈ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÏÐÎËÎÍÃÈÐÎ-
ÂÀÍÍÎÃÎ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß Ñ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒ-
ÍÛÌ ÁÅËÊÎÌ LIF. © Ð. Ð. Ïåòðîâà, Ë. Ì. Ìåæåâèêè-
íà, Å. Å. Ôåñåíêî. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ,
Ïóùèíî, rushap@rambler.ru.

Ïîâûøåííîå âíèìàíèå ê ýìáðèîíàëüíûì ñòâîëîâûì
êëåòêàì (ÝÑÊ) ìëåêîïèòàþùèõ âûçâàíî òåì, ÷òî êóëü-
òèâèðóåìûå ÝÑÊ ÿâëÿþòñÿ èñòî÷íèêîì äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê äëÿ èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëåé è ïðàêòè÷å-
ñêîé ìåäèöèíû. Äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ èíäóöèðóþò â
îñíîâíîì ÷åðåç ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåë
(ÝÒ) ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêèõ ôàêòîðîâ è ðàçíûõ ïðèåìîâ
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ôèäåðíûõ ñëîÿõ. Ïðè ýòîì â êóëüòó-
ðå ôîðìèðóåòñÿ ãåòåðîãåííàÿ êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ, äîëÿ
â êîòîðîé êëåòîê îïðåäåëåííîãî ôåíîòèïà íåáîëüøàÿ,
÷òî ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì îãðàíè÷åíèåì äëÿ ïðàêòè÷å-
ñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ ÝÑÊ. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêà-
çàíî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ ìûøè ëèíèè R1 â êëåò-
êè ñ ñîêðàòèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ ïî òèïó êàðäèîìèî-
öèòîâ ìîæíî âûçûâàòü, ìèíóÿ ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ
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ãåòåðîãåííûõ ÝÒ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè òåõíèêó ïðî-
ëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê R1 â âèäå êî-
ëîíèé ñ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûì ðåêîìáèíàíòíûì ñåê-
ðåòîðíûì áåëêîì LIF, ïîëó÷åííûì â ðåçóëüòàòå
òðàíñôåêöèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ëèíèè Cos-1 ðå-
êîìáèíàíòíîé êîíñòðóêöèåé pcDNA3-lif. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ðåêîì-
áèíàíòíîãî áåëêà LIF ïðîêàðèîòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ (ICN). Ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðè-
ñóòñòâèè ðåêîìáèíàíòíîãî LIF èç òðàíñôèöèðîâàííûõ
Cos-1 êëåòîê (LIF-Cos) íà 20—26-å ñóò â ïëþðèïîòåíò-
íûõ êîëîíèÿõ ÝÑÊ R1, ðàçìåðû êîòîðûõ ê ýòîìó âðåìå-
íè äîñòèãàþò ïîðÿäêà 1.55 ± 0.40 ìì2 (1.6�104 ± 29�104

êëåòîê, n = 6), ïîÿâëÿþòñÿ îòäåëüíûå î÷àãè ñ àâòîíîì-
íîé ñîêðàòèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ. Õîòÿ âèäèìûõ ïðè-
çíàêîâ ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôåðåíöèðîâêè íå âûÿâëÿ-
åòñÿ, ïðè öèòîõèìè÷åñêîì îïðåäåëåíèè àêòèâíîñòè ýí-
äîãåííîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ÝÙÔ) îáíàðóæèâàåòñÿ
íåðàâíîìåðíîå îêðàøèâàíèå ïî âñåé ïëîùàäè êîëîíèè.
Ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ ýìáðèîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êîé R1, ïðîõîäÿò íà ãðàíèöå ðàçäåëà áîëåå ïëîòíîé öåí-
òðàëüíîé ìàññû ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ñ âûñîêîé àê-
òèâíîñòüþ ÝÙÔ è ïåðèôåðè÷åñêîãî ìîíîñëîÿ. Â îäíîé
è òîé æå êîëîíèè ðåãèñòðèðóåòñÿ íåñêîëüêî î÷àãîâ ñî-
êðàòèòåëüíîé àêòèâíîñòè, ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé
ïî ðàçìåðàì, àìïëèòóäå è ÷àñòîòå ñîêðàùåíèé. Ïðèíàä-
ëåæíîñòü äèôôåðåíöèðîâàííûõ R1 ñ ñîêðàòèòåëüíîé àê-
òèâíîñòüþ ê êàðäèîìîöèòàðíîìó òèïó êëåòîê ïîäòâåðæ-
äåíà ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê á-àêòèíó
ìûøè (Chemicon). Áîëåå ðàííèå ïðåäøåñòâåííèêè êàð-
äèîìèîöèòîâ èìåþò â êóëüòóðå in vitro íåáîëüøèå ðàç-
ìåðû è îêðóãëóþ ôîðìó. Â ïðîöåññå ïîñëåäóþùåé äèô-
ôåðåíöèðîâêè ôîðìèðóþòñÿ áîëåå âûòÿíóòûå êëåòêè ñ
ñàðêîìåðíîé îðãàíèçàöèåé. Ïîñêîëüêó ÝÑÊ R1 íà
20—26-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â âèäå êîëîíèé îáíàðó-
æèâàþò ìèîôèëàìåíòíûé á-àêòèí, èõ ìîæíî ñ óâåðåí-
íîñòüþ îòíåñòè ê ïåðâè÷íî-äèôôåðåíöèðîâàííûì ýìá-
ðèîíàëüíûì êàðäèîìèîöèòàì. Òàêèì îáðàçîì, íàøè ðå-
çóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè
òåõíèêè ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ
ìûøè ñ ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì LIF-Cos àêòèâèðóþòñÿ
ïðîöåññû êàê ïðîëèôåðàöèè (ðîñò ÝÑÊ â âèäå êîëîíèé),
òàê è êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè (ïîÿâëåíèå
â êîëîíèÿõ î÷àãîâ ñîêðàòèòåëüíîé àêòèâíîñòè). Ïðè
ýòîì êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò LIF (ICN) íå âëèÿåò íà
äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ â êàðäèîìèîöèòû, ÷òî ñîîòâåòñò-
âóåò ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì î ñíèæåíèè àêòèâ-
íîñòè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ýóêàðèîòè÷åñêèå áåëêè, â ïðî-
êàðèîòè÷åñêèõ ñèñòåìàõ ýêñïðåññèè èç-çà îòñóòñòâèÿ
íåîáõîäèìûõ äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïîñò-
òðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé.
Âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ðåêîìáèíàíòíîãî LIF-Cos íàõîäèò
ïîäòâåðæäåíèå â ðàáîòàõ ïî LIF-ðåãóëÿöèè ÝÑÊ ìëåêî-
ïèòàþùèõ, ñîãëàñíî êîòîðûì LIF àêòèâèðóåò ðàçíûå
ïóòè öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñèãíàëèçàöèè è âëèÿåò íà ïðî-
öåññû äèôôåðåíöèðîâêè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê. Ïåðå-
êëþ÷åíèå ðåãóëÿöèè, êàê ïîêàçàëè èññëåäîâàíèÿ, âîç-
ìîæíî ïðè èçìåíåíèè äëèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÝÑÊ ìûøè ñ LIF-Cos. Ïðè íåïðîäîëæèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè â òå÷åíèå 3 ñóò ýòîò áåëîê àêòèâèðóåò ïðåè-
ìóùåñòâåííî ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Êîãäà ÷èñëåííîñòü
êëåòîê â êîëîíèè äîñòèãàåò ïîðÿäêà 1.6�104 êëåòîê, ìå-
íÿåòñÿ õàðàêòåð ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé è ïðîèñ-
õîäèò ïåðåêëþ÷åíèå LIF-ðåãóëÿöèè â íàïðàâëåíèè êàð-
äèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

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

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÌÎÐÔÎËÎÃÈÈ ÍÅÉÒÐÎÔÈËÎÂ, ÈÑ-
ÑËÅÄÎÂÀÍÍÛÕ ÌÅÒÎÄÎÌ ÑÊÀÍÈÐÓÞÙÅÉ ÇÎÍ-
ÄÎÂÎÉ ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈÈ. © Ñ. Í. Ïëåñêîâà, Þ. Þ. Ãó-
ùèíà. ÍÎÖ «Ôèçèêà òâåðäîòåëüíûõ íàíîñòðóêòóð» Íè-
æåãîðîäñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Õåìîòàêñèñ íåéòðîôèëîâ, ïðîöåññû àäãåçèè è ôàãî-
öèòîçà çàâèñÿò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ âíóòðåííåé ñðåäû
îðãàíèçìà. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ìîðôîëî-
ãèè íàòèâíûõ íåéòðîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ ìåòîäîì
ñêàíèðóþùåé çîíäîâîé ìèêðîñêîïèè (ÑÇÌ) â ñðåäàõ ñ
ðàçíûìè çíà÷åíèÿìè pH. Íåéòðîôèëû ïîëó÷àëè èç êðî-
âè çäîðîâûõ äîíîðîâ íà äâîéíîì ãðàäèåíòå ôèêîëëà—
âåðîãðàôèíà. Ïîñëå äâóõêðàòíîé îòìûâêè èõ ïåðåíîñè-
ëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè (Corning, ÑØÀ), èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí, äîáèâàÿñü ñïîíòàííîé àäãåçèè,
è èññëåäîâàëè ìåòîäîì ÑÇÌ íà Solver Bio (NT MDTCo,
Çåëåíîãðàä). Â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (NaCl,
pH 7.1—7.2) ðàçìåðû êëåòîê (âûñîòà è äèàìåòð) íå èçìå-
íÿëèñü â òå÷åíèå 2 ÷ íàáëþäåíèÿ. Â ðàñòâîðå Õåíêñà (â
êîòîðîì çíà÷åíèå pH çíà÷èòåëüíî èçìåíÿëîñü îò 7.2 â
íà÷àëå ýêñïåðèìåíòà äî 8.2 â êîíöå — ÷åðåç 3 ÷) ðàçìå-
ðû êëåòîê ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàëèñü, ïîñëå 40-é ìèí
èõ äèàìåòð ïðåâûøàë ïåðâîíà÷àëüíûé áîëåå ÷åì â
2 ðàçà. Îäíàêî êëåòêè íå òåðÿëè àäãåçèè, è ïðîöåññ ñêà-
íèðîâàíèÿ ìîæíî áûëî ïðîäîëæàòü â òå÷åíèå 4 ÷. Â ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå çíà÷åíèå pH ïîääåðæèâàëîñü ïî-
ñòîÿííûì íà âñåì ïðîòÿæåíèè ýêñïåðèìåíòà (7.3—7.4 â
òå÷åíèå 4 ÷). Òåì íå ìåíåå ñêàíèðîâàíèå â ôîñôàòíî-ñî-
ëåâîì áóôåðå ïðèâîäèëî ê ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ
ïàðàìåòðîâ êëåòîê íà 35—60-é ìèí ýêñïåðèìåíòà. Êðî-
ìå òîãî, îòìå÷àëèñü àòèïè÷íàÿ ìîðôîëîãèÿ êëåòîê è èõ
âûñîêàÿ âÿçêîñòü (ïîâåðõíîñòü êëåòîê «ðàçìàçûâàëàñü»
ñêàíèðóþùèì çîíäîì). Óâåëè÷åíèå ïàðàìåòðîâ êëåòîê
â ïðîöåññå ñêàíèðîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî íå
òîëüêî èçìåíåíèå pH ÿâëÿåòñÿ íåáëàãîïðèÿòíûì ôàêòî-
ðîì â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ ñ íåôèçèîëî-
ãè÷íûìè çíà÷åíèÿìè pH (öèòðàòíî-ôîñôàòíûé —
pH 5.0, êàðáîíàòíî-áèêàðáîíàòíûé — pH 9.6) íå ïðîèñ-
õîäèëî àäãåçèè íåéòðîôèëîâ ê ïîâåðõíîñòè ÷àøêè Ïåò-
ðè, ïîýòîìó ïðîâåäåíèå ñêàíèðîâàíèÿ áûëî íåâîçìîæíî.
Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî èññëåäîâàíèÿ â
ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ìîãóò îñóùåñòâëÿòüñÿ äëè-
òåëüíîå âðåìÿ áåç èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîé ìîðôîëîãèè.
Áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå â 0.9%-íîì ðàñòâîðå NaCl
ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê êëåòîê ïîñëå âíåñåíèÿ
â ñðåäó H2O2 â êîíöåíòðàöèè îò 0.01 äî 0.10 %. Èçâåñòíî,
÷òî H2O2 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðîäóêòîâ îêèñëèòåëüíîãî
âçðûâà â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà, îäíàêî âíåñåííàÿ ýíäî-
ãåííî H2O2 ìîæåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå àïîïòîãåííîãî
èëè íåêðîòè÷åñêîãî ôàêòîðà â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíò-
ðàöèè. Íàáëþäåíèå çà êëåòêàìè ìåòîäîì ÀÑÌ ïîñëå
âíåñåíèÿ H2O2 â êîíöåíòðàöèè îò 0.01 äî 0.10 % âûçû-
âàëî çíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê. Ýòè
èçìåíåíèÿ áûëè íåîäíîðîäíû. Ó ÷àñòè äîíîðîâ íà
15—25-é ìèí íàáëþäåíèÿ ìåìáðàíà êëåòîê ñòàíîâèëàñü
óïëîùåííîé è ïëîòíî ïðèëåãàëà ê ïîâåðõíîñòè ïîäëîæ-
êè, êëåòêà òåðÿëà çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü îáúåìà, âèçóàëè-
çèðîâàëîñü áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåëêèõ ãðàíóë, íåõàðàê-
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òåðíûõ äëÿ íàòèâíîãî íåéòðîôèëà, êëåòêà ñòàíîâèëàñü
êðàéíå ÷óâñòâèòåëüíîé ê ñêàíèðîâàíèþ — çîíä «îòäè-
ðàë» êëåòêó íà 60-é ìèí ñêàíèðîâàíèÿ. Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ
êëåòêà íå èçìåíÿëà îáúåìà äàæå ÷åðåç 60—70 ìèí ïîñëå
âíåñåíèÿ H2O2, íî êëåòêè ïîëíîñòüþ óòðà÷èâàëè ñòðóê-
òóðó, õàðàêòåðíóþ äëÿ íàòèâíîãî íåéòðîôèëüíîãî ãðà-
íóëîöèòà (âûñòóïàþùåå ÿäðî, îêðóæåííîå ìåìáðàíîé),
ñòàíîâèëèñü íåðîâíûìè, áóãðèñòûìè è «íå ÷óâñòâèòåëü-
íûìè» ê ñêàíèðîâàíèþ. Íàáëþäåíèå â òå÷åíèå 200 ìèí
íå âûçûâàëî îòðûâà êëåòêè îò ïîâåðõíîñòè ïîäëîæêè.

ÀÍÀËÈÇ ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÎÁÚÅÌÀ ÁËÀÑÒÎÌÅÐÀ
ÌÛØÈ Â ÐÅÇÓËÜÒÀÒÅ ÎÑÌÎÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ØÎÊÀ:
3-D-ÐÅÊÎÍÑÒÐÓÊÖÈß È ËÀÇÅÐÍÀß ÑÊÀÍÈÐÓÞ-
ÙÀß ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈß. © À. Ã. Ïîãîðåëîâ,1, 2 À. Ì. Àê-
ñèðîâ,1 Â. À. Ãîëè÷åíêîâ,3 Ì. À. Ïîãîðåëîâà,3 Â. À. ßøèí.4
1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôè-
çèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, agpogorelov@rambler.ru, 2 Ôàêóëüòåò
áèîôèçèêè è áèîìåäèöèíû Ïóùèíñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà, 3 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è 4 Èíñòèòóò áèî-
ôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî.

Èçìåíåíèå îáúåìà êëåòêè è ìåõàíèçìû, èíäóöèðî-
âàííûå ýòèì ôàêòîðîì, èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè
ðÿäà ôóíêöèé: ýïèòåëèàëüíîãî òðàíñïîðòà, ìåòàáîëèçìà,
âîçáóæäåíèÿ, âûáðîñà ãîðìîíîâ, ìèãðàöèè êëåòêè, ïðî-
ëèôåðàöèè è ñìåðòè êëåòîê. Óæå â ôåíîìåíîëîãè÷åñêîé
òåîðèè äåëåíèÿ è êàíöåðîãåíåçà (Cone, 1971) ñôåðîèä-
íàÿ ôîðìà êëåòêè ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê îäèí èç íåîáõî-
äèìûõ ïðèçíàêîâ ìèòîçà. Òàêèì îáðàçîì, îáúåì ÿâëÿåò-
ñÿ íå òîëüêî èíòåãðàëüíîé õàðàêòåðèñòèêîé, îïèñûâàþ-
ùåé ñîñòîÿíèå êëåòêè, íî è ÷àñòüþ åå ôèçèîëîãèè.
Ìåìáðàíà êëåòêè ÷ðåçâû÷àéíî ïðîíèöàåìà äëÿ âîäû.
Âåëè÷èíà è âåêòîð âîäíîãî ïîòîêà îáóñëîâëåíû ãðàäè-
åíòîì îñìîòè÷åñêè àêòèâíûõ êîìïîíåíò íà ìåìáðàíå è
àêòèâíîñòüþ àêâàïîðèíîâûõ êàíàëîâ. Óêàçàííûå ôàêòî-
ðû ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîãî îáúåìà.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â òêàíè ìåæêëåòî÷íàÿ ñðåäà ñîõðàíÿåò
ïîñòîÿííûå õàðàêòåðèñòèêè, òî÷íûå çíà÷åíèÿ êîòîðûõ
òåì íå ìåíåå îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. Ïîýòîìó äëÿ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåì, êîòîðûå ðàçâèâàþòñÿ in vitro,
íàïðèìåð èçîëèðîâàííûé ðàííèé ýìáðèîí ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, ïîääåðæàíèå èíòàêòíîãî îáúåìà êëåòêè ÿâëÿåòñÿ
íåîáõîäèìûì, íî òðóäíîâûïîëíèìûì óñëîâèåì. Ïðåæäå
âñåãî ýòî îáóñëîâëåíî îòñóòñòâèåì àíàëèòè÷åñêèõ ïîä-
õîäîâ ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ âíåêëåòî÷íîé ñðåäû íà îáú-
åì îòäåëüíîãî áëàñòîìåðà. Â äàííîé ðàáîòå ïðîñòðàíñò-
âåííûå õàðàêòåðèñòèêè ýìáðèîíà îïðåäåëÿëè ïîñëå åãî
3-D-ðåêîíñòðóêöèè â ñðåäå 3ds max5. Ñåðèþ ïîñëåäîâà-
òåëüíûõ èçîáðàæåíèé ïîëó÷àëè â ðåçóëüòàòå òîìîãðà-
ôèè îáúåêòà ìåòîäîì ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêî-
ïèè (Zeiss, LSM 510). Äîïîëíèòåëüíîå êîíòðàñòèðîâà-
íèå èçîáðàæåíèÿ ïðîâîäèëè ïîñðåäñòâîì êîìïüþòåðíîé
ïðîãðàììû Photoshop 6.0. Äëÿ ñîõðàíåíèÿ èíòàêòíîé
ôîðìû (îáúåìà) ýìáðèîíà èñïîëüçîâàëè áûñòðóþ êðèî-
ôèêñàöèþ ñ ïîñëåäóþùåé íèçêîòåìïåðàòóðíîé äåãèäðà-
òàöèåé â âàêóóìå. Çàòåì ïðåïàðàò çàêëþ÷àëè â çàëèâî÷-
íóþ ñðåäó. Â ýêñïåðèìåíòå ýìáðèîí â òå÷åíèå 15 ìèí
ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ îñìîòè÷åñêîãî øîêà â ãèïî-, èçî-
è ãèïåðòîíè÷åñêîì ðàñòâîðàõ Äþëüáåêêî. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ ðàññìàòðèâàëè ñèòóàöèþ ñðàçó ïîñëå âûäåëå-
íèÿ ýìáðèîíà èç ÿéöåâîäà. Ïðè 15-ìèíóòíîì îñìîòè÷å-
ñêîì øîêå äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè, èíäóöèðî-

âàííîì äîáàâëåíèåì ê ñðåäå Äþëüáåêêî NaCl, äëÿ êîí-
öåíòðàöèé NaCl â ñðåäå 0 (êîíòðîëü), 70, 140 è 280 ìÌ
ïîëó÷åíû âåëè÷èíû îáúåìà áëàñòîìåðà ñîîòâåòñòâåííî
58 ± 3, 85 ± 5, 53 ± 3 è 29 ± 2 òûñ. ìêì3 (äëÿ 14, 10, 16 è
16 áëàñòîìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî; óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷å-
íèÿ îáúåìà è ñðåäíåêâàäðàòè÷íûå îòêëîíåíèÿ). Àíàëèç
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîêàçûâàåò, ÷òî óæå ÷åðåç
15 ìèí âîçäåéñòâèÿ íàáëþäàåòñÿ èçìåíåíèå îáúåìà ýìá-
ðèîíàëüíîé êëåòêè â ñîîòâåòñòâèè ñ íàïðàâëåííîñòüþ
îñìîòè÷åñêîãî øîêà. Îòñóòñòâèå ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè
ìîæíî îáúÿñíèòü âêëàäîì àíîìàëüíîãî îñìîñà è(èëè)
ýëåêòðîîñìîñà. Â êëàññè÷åñêîé ýëåêòðîõèìèè óêàçàííûå
ôàêòîðû ðåàëèçóþòñÿ äëÿ èîíîâ ïðè íàëè÷èè ïîòåíöèà-
ëà íà ìåìáðàíå. Èìåííî òàêèå óñëîâèÿ õàðàêòåðíû äëÿ
êëåòêè, åñëè ðàññìàòðèâàòü äâèæåíèå âîäû â êîìïëåêñå
ñ ñèñòåìîé àêòèâíîãî è ïàññèâíîãî òðàíñïîðòà èîíîâ.
Ïî-âèäèìîìó, íå ñëåäóåò èñêëþ÷àòü âêëàä îáîëî÷êè
ýìáðèîíà ïðè êîìïåíñàöèè ãèäðîñòàòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ
â ãèïîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èçî-
òîíè÷åñêèé ðàñòâîð Äþëüáåêêî âûçûâàåò íàáóõàíèå
áëàñòîìåðà.

ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÄÍÊ ÖÅÍÒÐÎÌÅÐÀ ÌÛØÈ.
© Î. È. Ïîäãîðíàÿ, À. Ñ. Êîìèññàðîâ, À. Â. Ôåäîðîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ó ìëåêîïèòàþùèõ ÄÍÊ öåíòðîìåð (Öåí) îòíîñèòñÿ
ê ãðóïïå ñàòåëëèòíûõ ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ) — òàíäåìíî îðãà-
íèçîâàííûõ âûñîêîïîâòîðÿþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.
Öåí è ïåðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû îñòàþòñÿ «áåëûìè ïÿò-
íàìè» íà êàðòàõ õðîìîñîì, ïîÿâèâøèõñÿ â ðåçóëüòàòå
÷òåíèÿ ãåíîìîâ ÷åëîâåêà è ìûøè (Waterstone et al.,
2004). Îòñóòñòâèå ÄÍÊ-êàðòû âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ ðàé-
îíà Öåí ïðèâåëî ê îòñóòñòâèþ îáùåïðèíÿòîé ìîäåëè åãî
îðãàíèçàöèè. Ïîïûòêè êîíñòðóèðîâàíèÿ èñêóññòâåííîé
õðîìîñîìû îñíîâàíû íà ïðåäïîëîæåíèè î òîì, ÷òî òîëü-
êî îäèí òèï ñàòÄÍÊ âõîäèò â ñîñòàâ Öåí (á-ñàòÄÍÊ ÷å-
ëîâåêà èëè ìèíîðíûé — ÌèÑàò — ìûøè). Îäíàêî îòíî-
ñèòåëüíî ñòàáèëüíî íàñëåäóþùèåñÿ êîíñòðóêöèè âñåãäà
ñîäåðæàò íåèçâåñòíûé ìàòåðèàë ìàòåðèíñêîãî ãåíîìà.
Ìû êëîíèðîâàëè è ñèêâåíèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìûøèíîãî ñàòåëëèòà 3 (MS3) èç ôðàêöèè õðîìîöåíòðîâ
ìûøè. Êîìïüþòåðíûé àíàëèç MS3 ìåòîäîì ìíîæåñò-
âåííîãî âûðàâíèâàíèÿ, îïðåäåëåíèÿ êðèâèçíû ôðàãìåí-
òà, ïîèñêà ìàòðèêñàññîöèèðîâàííûõ ðàéîíîâ (MAR) ïî
ñðàâíåíèþ ñ èçâåñòíûìè ñàòÄÍÊ ìûøè ïîêàçàë, ÷òî
MS3 íåò â áàçàõ äàííûõ. 2.2 % òîòàëüíîé ÄÍÊ ñîñòàâëÿ-
åò MS3 ñ äëèíîé ìîíîìåðà 160 ï. í. «Ëåñåíêà», õàðàê-
òåðíàÿ äëÿ ñàòÄÍÊ, âûÿâëÿåòñÿ íà Ñàóçåðí-áëîòå ñ ðåñò-
ðèöèðîâàííîé òîòàëüíîé ÄÍÊ è ìå÷åíûì MS3. Ãèáðè-
äèçàöèÿ íà ðàñòÿíóòîì õðîìàòèíå (fiberFISH) ïîêàçàëà,
÷òî áëîêè ÌèÑàò è MS3 äëèíîé îêîëî 2 ò. ï. í. ïåðåìå-
æàþòñÿ â ðàéîíå Öåí. Îäíàêî íà òÿíóòûõ ôèáðèëëàõ
ðàéîíà Öåí èíòåðôàçíîãî õðîìàòèíà îñòàëèñü ìåñòà, íå
ïîêðûòûå íè îäíèì èç êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ
ñàòÄÍÊ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ êëîíèðîâàòü íåäîñòàþùèé êó-
ñîê íîðìàëüíîãî Öåí ïîñëå ÏÖÐ ÄÍÊ õðîìîöåíòðîâ íà
ïðàéìåðàõ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ÌèÑàò è MS3. Ðàíåå ïðåä-
ëîæåííàÿ ìîäåëü Öåí ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå íå ìåíåå 3
òèïîâ ñàòÄÍÊ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñîäåðæàíèþ GC è
òðåòè÷íîé ñòðóêòóðå ÄÍÊ. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìîäåëüþ
ìèíèìàëüíûé Öåí äîëæåí ñîäåðæàòü ïîâòîðÿþùóþñÿ
åäèíèöó ðàçìåðîì îêîëî 6 ò. í. ï. èç 3 òèïîâ ñàòÄÍÊ.
ÑàòÄÍÊ ñëàáî ïðåäñòàâëåíû â áàçàõ ãåíîìîâ. Îäíàêî

784 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



ÌèÑàò ñî ñõîäíûì ñîäåðæàíèåì â ãåíîìå (îêîëî 1 %)
çàõâàòûâàëñÿ ïðè êëîíèðîâàíèè. Òàê êàê êîíñåíñóñà
MS3 íå íàøëè òðèâèàëüíûìè ìåòîäàìè âûðàâíèâàíèÿ,
ïðîàíàëèçèðîâàëè áàçó êîíòèãîâ, êîòîðûå íå ïîëîæåíû
íà õðîìîñîìû (non placed sequences, èëè chromosome un-
known). ÑàòÄÍÊ îïðåäåëèëè êàê ðàçíîâèäíîñòü òàíäåì-
íûõ ïîâòîðîâ ñ çàäàííûì ðàçìåðîì åäèíèöû, âîçìîæ-
íûå ìèíè- è ìèêðîñàòåëëèòû èçúÿòû èç ðàññìîòðåíèÿ.
Ïðè ñòðîãèõ ïàðàìåòðàõ ïîèñêà ïðîãðàììîé Tandem Re-
peat Finder îáíàðóæåíî íåñêîëüêî òûñÿ÷ êîíñåíñóñîâ,
êîòîðûå ïðè ðàñïðåäåëåíèè ïî ñîäåðæàíèþ GC îáíàðó-
æèâàþò ïèêè â 38 % GC (ïèê 1) è 51 % GC (ïèê 2). Êîí-
ñåíñóñ ÌèÑàò ïðèíàäëåæèò ïèêó 1, êîíñåíñóñ MS3 —
ïèêó 2. Ñîçäàííàÿ áàçà êîíñåíñóñîâ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ
îáëàäàåò ïðåäñêàçàòåëüíîé ñèëîé è ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàíà äëÿ ïîèñêà íåèçâåñòíûõ è(èëè) íåäîñòàþùèõ äëÿ
ïîëíîãî Öåí ñàòÄÍÊ. Òåíäåíöèè ðàñïðåäåëåíèÿ òàíäåì-
íûõ ïîâòîðîâ ïî ñîäåðæàíèþ GC ñõîäíû ó ðàçíûõ âèäîâ
ìëåêîïèòàþùèõ (ìûøè, êðûñû, ñîáàêè è ÷åëîâåêà), íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî ñàòÄÍÊ êàê ðàçíîâèäíîñòü òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ îòëè÷àåòñÿ âèäîñïåöèôè÷íîñòüþ. Äàëüíåéøèé
àíàëèç áàç òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ, âîçìîæíî, ïîìîæåò ïî-
íÿòü, êàêèì îáðàçîì âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå Öåí-áåëêè
èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþòñÿ ñ Öåí ñàòÄÍÊ, êîòîðûå ó ðàç-
íûõ âèäîâ íå èìåþò íè÷åãî îáùåãî ïî ïåðâè÷íîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49156-à).
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ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ, ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ
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Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, êóëüòèâèðóåìûå
ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) ðàçëè÷íûõ
âèäîâ æèâîòíûõ (ãðûçóíîâ è ÷åëîâåêà) ìóëüòèïîòåíòíû
è ïîä äåéñòâèåì ñïåöèôè÷åñêèõ èíäóêòîðîâ ñïîñîáíû
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ðàçëè÷íûõ ãèñòîãåíåòè÷åñêèõ íà-
ïðàâëåíèÿõ. Îáùåïðèíÿòûì ïîäõîäîì ÿâëÿåòñÿ äëèòåëü-
íîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðè âûñîêîé ïëîòíîñòè â
ñðåäàõ ñ èíäóêòîðîì äèôôåðåíöèðîâêè è ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì ñûâîðîòêè. Òàêîå êóëüòèâèðîâàíèå ïîìèìî
íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè îáû÷íî ïðèâîäèò ê íå-
êîíòðîëèðóåìîé ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêå ÑÊÊÌ.
×òîáû óñòðàíèòü ýòîò íåäîñòàòîê, ìû êóëüòèâèðîâàëè
ÑÊÊÌ êðûñû ïðè íèçêîé ïëîòíîñòè ïîñåâà (50—
100 êë./ñì2) â ñðåäå ñ âûñîêèì (10 %) ñîäåðæàíèåì ñûâî-
ðîòêè, êîãäà îíè ðàñòóò â êîëîíèÿõ. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè
ýòîì êëåòêè ñïîñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêàì ïîä äåéñò-
âèåì ñïåöèôè÷åñêèõ èíäóêòîðîâ. Çàäà÷åé äàííîé ðàáî-
òû ÿâëÿëîñü ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå äèôôåðåíöè-
ðîâêè â îðòîäîêñàëüíûõ íàïðàâëåíèÿõ ÑÊÊÌ êðûñû,
ðàñòóùèõ â êîëîíèÿõ. Ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ãèñòî-
õèìè÷åñêèõ îêðàñîê áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îêîëî 50 % êî-
ëîíèé ñïîñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêå â õîíäðîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè, â àäèïîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè äèôôåðåíöè-
ðóåòñÿ 20—30 % êîëîíèé, â îñòåîãåííîì — ìåíåå 20 %
êîëîíèé. Ïðè òàêîé äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ïîòåíöèè
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ ìîãóò

äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ðàçíûå êîëîíèè. Ñëåäîâàòåëüíî, â
èññëåäóåìîé ïîïóëÿöèè ÑÊÊÌ êðûñû ïðèñóòñòâóåò ìå-
íåå 20 % ìóëüòèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Îäíàêî
ñîãëàñíî îöåíêå ìåòîäîì ëèìèòèðóþùåãî ðàçâåäåíèÿ
êîëîíèé âûñîêîî÷èùåííûõ àäãåçèâíûõ êëåòîê êîñòíîãî
ìîçãà â ñðåäå ñ 2 % ñûâîðîòêè, êîëè÷åñòâî ìóëüòèïîòåí-
òíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò òîëüêî 0.1 %. Â íà-
øåì ñëó÷àå åùå ïðåäñòîèò ïðîâåñòè òàêîå èññëåäîâàíèå,
çàòðóäíåííîå íèçêîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ ÑÊÊÌ êðûñû
ïðè êëîíèðîâàíèè ìåòîäîì ëèìèòèðóþùåãî ðàçâåäåíèÿ
â ñðåäå ñ 2 % ñûâîðîòêè.

ÄÅÃÅÍÅÐÀÖÈß ÑÅÒ×ÀÒÊÈ Ó ÌÓÒÀÍÒÀ trp ÄÐÎÇÎ-
ÔÈËÛ ÏÐÅÄÎÒÂÐÀÙÀÅÒÑß ÍÎÊÀÓÒÎÌ ÃÅÍÀ nor-
pA ÔÎÑÔÎËÈÏÀÇÛ C: ÐÎËÜ PIP2 ÊÀÊ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀ
ÀÏÎÏÒÎÇÀ. © À. Ä. Ïîëÿíîâñêèé,1 Ò. Ì. Àëåêñååâà,1
Ò. Ð. Áàðáåð,2 Ð. Ê. Õàðäè.2 1 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé
ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, apolya-
no@mail.ru, è 2 Êåìáðèäæñêèé óíèâåðñèòåò, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ.

Ãåí trp ó äðîçîôèëû êîäèðóåò ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûé
Ca2+-êàíàë TRP, îòâåòñòâåííûé çà ñâåòîâóþ äåïîëÿðèçà-
öèþ ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòîê. TRP ÿâëÿåòñÿ ïðîòîòèïîì
âñåâîçðàñòàþùåãî ñåìåéñòâà êàíàëüíûõ áåëêîâ, îñóùå-
ñòâëÿþùèõ ñèãíàëüíóþ òðàíñäóêöèþ âî ìíîãèõ êëåòêàõ.
Ìóòàöèÿ ãåíà trp âûçûâàåò ñâåòîçàâèñèìóþ äåãå-
íåðàöèþ ñåò÷àòêè, ìåõàíèçì êîòîðîé äî ñèõ ïîð îñòàåò-
ñÿ íåÿñíûì. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâà-
íèå ïîêàçàëî, ÷òî ýòà äåãåíåðàöèÿ ó ìóòàíòà trp (ïðè íå-
ïðåðûâíîì äíåâíîì îñâåùåíèè â òå÷åíèå 2 íåä)
ïðåäîòâðàùàåòñÿ íîêàóòîì ãåíà norpA ôîñôîëèïàçû C
(PLC), íî íå ïðåäîòâðàùàåòñÿ ýêñïîçèöèåé ïðè êðàñíîì
ñâåòå è ãåíåòè÷åñêîé ýëèìèíàöèåé ìåñò ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ðîäîïñèíà. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ïðåäïîëàãàåòñÿ:
1) îñíîâíîé ïðè÷èíîé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ó ìóòàíòà
trp ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëèðóþùåå àïîïòîç ïàòîëîãè÷åñêîå èñ-
òîùåíèå PIP2, âûçâàííîå îòñóòñòâèåì âõîäà Ca2+ â ôîòî-
ðåöåïòîðíóþ êëåòêó ÷åðåç TRP-êàíàëû; 2) ãèïåðôîñôî-
ðèëèðîâàíèå ðîäîïñèíà è îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ìåòà-
ðîäîïñèí—àððåñòèí åñëè è âíîñÿò ñâîé âêëàä â
äåãåíåðàöèþ, òî êðàéíå íåçíà÷èòåëüíûé. Òàêæå ïîêàçà-
íî, ÷òî äåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè ñàìîãî ìóòàíòà norpA
ìîæíî ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàòèòü ýêñïîçèöèåé ïðè êðàñ-
íîì ñâåòå, íî ëèøü ÷àñòè÷íî — ýëèìèíàöèåé ìåñò ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ðîäîïñèíà (ìóòàöèÿ Ä356). Ó÷èòûâàÿ ñà-
ìîå øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå TRP-êàíàëîâ ó ìëåêîïè-
òàþùèõ, â ÷àñòíîñòè â ñåðäå÷íîé ìûøöå, è èõ âàæíóþ
ðîëü â ðåãóëÿöèè âõîäà Ca2+ ïðè ôîñôîèíîçèòèäíîé ñèã-
íàëüíîé òðàíñäóêöèè, ôîòîðåöåïòîðû äðîçîôèëû ìîãóò
áûòü óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè PIP2 êàê èíãè-
áèòîðà àïîïòîçà, à åãî èñòîùåíèÿ â PLC-êàñêàäàõ — êàê
ïðè÷èíû íåêîòîðûõ ïàòîëîãèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01127) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÕÐÎÌÎÌÅÐÍÛÉ ÓÐÎÂÅÍÜ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÕÐÎÌÀ-
ÒÈÍÀ Â ÌÀÊÐÎÍÓÊËÅÓÑÅ ÈÍÔÓÇÎÐÈÉ. © Â. È. Ïî-
ïåíêî,1 Á. Ï. Êàðàäæàí,2 Î. Ã. Ëåîíîâà,1 Þ. Ë. Èâàíîâà.1
1 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, è 2 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 785



Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå è öèòîëîãè÷åñêèå
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî îäèí èç óðîâíåé êîìïàêòèçàöèè
ÄÍÊ â ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ âûñøèõ ýóêàðèîò ïðåä-
ñòàâëåí õðîìîìåðàìè — äèñêðåòíûìè õðîìàòèíîâûìè
ñòðóêòóðàìè, ôîðìèðóþùèìè òîëñòûå ôèáðèëëû (õðî-
ìîíåìû) â õðîìîñîìàõ. Â ïîëèïëîèäíûõ ñîìàòè÷åñêèõ
ÿäðàõ ìíîãèõ èíôóçîðèé íåàêòèâíûé õðîìàòèí îðãàíè-
çîâàí â ýëåêòðîííî-ïëîòíûå õðîìàòèíîâûå òåëüöà ðàç-
ìåðîì 60—200 íì. Â äàííîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè îð-
ãàíèçàöèþ õðîìàòèíà â ìàêðîíóêëåóñàõ èíôóçîðèé ñ
ñóáõðîìîñîìíûì ðàçìåðîì ìîëåêóë ÄÍÊ — Bursaria
truncatella, Didinium nasutum è Paramecium caudatum.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî òàêèå õðîìàòèíî-
âûå òåëüöà îáëàäàþò âñåìè ÷åðòàìè õðîìîìåðîâ âûñ-
øèõ ýóêàðèîò: îíè ñõîäíû ïî ðàçìåðàì, äåêîìïàêòèçó-
þòñÿ â ãèïîòîíè÷åñêèõ ðàñòâîðàõ ñ îáðàçîâàíèåì îðåîëà
èç ïåòåëü ôèáðèëë õðîìàòèíà âîêðóã íèõ, â óñëîâèÿõ
in vivo è in vitro ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü õðîìîíåìîïî-
äîáíûå ôèáðèëëû òîëùèíîé 100—300 íì. Íà ïðåïàðà-
òàõ âûäåëåííîãî õðîìàòèíà, ðàñïëàñòàííîãî íà ïîâåðõ-
íîñòè ãèïîôàçû ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé, âèçóàëèçè-
ðîâàíû îðãàíèçóþùèå öåíòðû õðîìàòèíîâûõ òåëåö.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî õðîìîìåðû îáíà-
ðóæèâàþòñÿ íå òîëüêî â ÿäðàõ âûñøèõ ýóêàðèîò, ãäå ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ èìåþò áîëüøîé ðàçìåð, íî è â ÿäðàõ ñ ìî-
ëåêóëàìè ÄÍÊ ìàëîãî ðàçìåðà. Ýòî ïîäòâåðæäàåò èäåþ
î òîì, ÷òî õðîìîìåðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèâåðñàëü-
íûé óðîâåíü îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà â êëåòêàõ ýóêàðèîò.

ÐÅÃÓËßÖÈß ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ È ÄÈÔÔÅÐÅÍ-
ÖÈÐÎÂÊÈ, ÎÏÎÑÐÅÄÎÂÀÍÍÀß ÁÅËÊÎÌ ÐÅÒÈÍÎ-
ÁËÀÑÒÎÌÛ pRb È ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÌ ÔÀÊ-
ÒÎÐÎÌ E2F4: ÐÎËÜ ÊÎÍÔÎÐÌÀÖÈÎÍÍÛÕ ÈÇ-
ÌÅÍÅÍÈÉ pRb. © Á. Â. Ïîïîâ,1, 2, 4 À. Ì. Çàé÷èê,3
Í. Ñ. Ïåòðîâ,1 Ò. Â. Çëîáèíà,1 Ë.-Ñ. ×àíã.4 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Äåòñêèé ãîñïèòàëü,
Òîðîíòî, Êàíàäà, 3 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ
àêàäåìèÿ ïîñëåäèïëîìíîãî îáðàçîâàíèÿ ÌÇ ÐÔ è 4 Äåò-
ñêèé ãîñïèòàëü Óíèâåðñèòåòà øòàòà Îãàéî, Êîëóìáóñ,
ÑØÀ.

Êîîðäèíàöèÿ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè â
êëåòêàõ, êîììèòèðîâàííûõ ê ìûøå÷íîé ñïåöèàëèçàöèè,
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêà ðåòèíîáëà-
ñòîìû (pRb) ñ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè ñåìåéñòâ
E2F è MyoD. Àôôèíèòåò âçàèìîäåéñòâèÿ pRb ñ ðàçëè÷-
íûìè ÷ëåíàìè ñåìåéñòâà E2F ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ,
îäíàêî ìåõàíèçìû ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ íå ïîëíîñòüþ
èçó÷åíû. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî pRb, íåñïîñîáíûé âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü ñ T-àíòèãåíîì â ðåçóëüòàòå äåëåöèè 6
àìèíîêèñëîò â ñàéòå ñâÿçûâàíèÿ ýòîãî áåëêà (ÄS/N), ñî-
õðàíÿåò ñïîñîáíîñòü èíãèáèðîâàòü ðîñò îïóõîëåâûõ êëå-
òîê è âûçûâàòü àðåñò êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè âðåìåííîé
èëè ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íûì ôåíî-
òèïîì çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòè ôàç G0/G1

è G2/M. ÄS/N ïîêàçûâàåò ïîâûøåííûé àôôèíèòåò ê
E2F4, ñâÿçûâàåò ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû E2F4
è âûçûâàåò ñòàáèëüíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ E2F4 â ïîêîÿ-
ùèõñÿ êëåòêàõ ñ êîíñòèòóöèîííîé ýêñïðåññèåé ÄS/N.
Ñïîñîáíîñòü ÄS/N ôîðìèðîâàòü êîìïëåêñû ñ E2F4 íà
ÄÍÊ ñî÷åòàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ «ñâîáîäíîãî»
E2F, ñâÿçàííîãî ñ ÄÍÊ, íî íå îáðàçóþùåãî êîìïëåêñîâ ñ
áåëêàìè ñåìåéñòâà pRb. ÄS/N òàêæå ñïîñîáåí èíãèáèðî-
âàòü ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùåé

ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ E2F, ïóòåì ïðåèìóùåñòâåííîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ E2F4, íî íå E2F1. Ñòàáèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ÄS/N
â ïîëèïîòåíòíûõ ôèáðîáëàñòàõ ñïîñîáñòâóåò àêòèâàöèè
êàê íà÷àëüíîé, òàê è òåðìèíàëüíîé ñòàäèé èõ äèôôåðåí-
öèðîâêè â ìûøå÷íûå êëåòêè, îäíàêî ïîñëåäíÿÿ ìîæåò
áûòü ïðåäîòâðàùåíà ïóòåì ýêñïðåññèè ýêçîãåííîãî
E2F4. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü,
÷òî pRb ñóùåñòâóåò â ðàçëè÷íûõ êîíôîðìàöèîííûõ ñîñòî-
ÿíèÿõ, îïîñðåäóþùèõ àëüòåðíàòèâíîå âçàèìîäåéñòâèå
ýòîãî áåëêà ñ ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè E2F, â ÷àñòíîñòè
ñ E2F1 è E2F4, ÷òî îáåñïå÷èâàåò íàäåæíîñòü ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íîãî öèêëà è äèôôåðåíöèðîâêè, îïîñðåäîâàííîé
pRb.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48439-à) è ïðåçèäèóìà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íî-
ãî öåíòðà ÐÀÍ.

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀÒÈÍÎÂÛÕ ÁÅË-
ÊÎÂ HP1 è SUUR Â ÊËÅÒÊÀÕ ÑËÞÍÍÛÕ ÆÅËÅÇ Ó
Drosophila melanogaster. © Ã. Â. Ïîõîëêîâà, Ë. Â. Áîëäû-
ðåâà, Å. Ñ. Áåëÿåâà, Ò. Ä. Êîëåñíèêîâà, Å. Í. Àíäðååâà,
Ñ. À. Äåìàêîâ, À. Â. Ïèíäþðèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è
ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, galina@bionet.nsc.ru.

Ó äðîçîôèëû âûäåëÿþò äâà ãëàâíûõ òèïà ýïèãåíåòè-
÷åñêîé ðåïðåññèè ãåíîâ (ñàéëåíñèíãà). Â ôîðìèðîâàíèè
ïåðâîãî âåäóùàÿ ðîëü îòâîäèòñÿ ãåòåðîõðîìàòèíîâûì
áåëêàì HP1 è ìåòèëòðàíñôåðàçå SU(VAR)3-9, à âòîðî-
ãî — áåëêàì Pc-G. Ïåðâûé ñîáèðàåòñÿ â ïðèöåíòðîìåð-
íîì ãåòåðîõðîìàòèíå (ÏÃÕ) è âûçûâàåò òàêæå ìîçàè÷-
íóþ èíàêòèâàöèþ ïðèáëèæåííûõ ê íåìó ýóõðîìàòèíî-
âûõ ãåíîâ. Âòîðîé îáåñïå÷èâàåò ñàéëåíñèíã ãåíîâ â
ýóõðîìàòèíîâîé ÷àñòè ãåíîìà. Íà öèòîëîãè÷åñêîì óðîâ-
íå ñàéëåíñèíã ïðîÿâëÿåòñÿ â ôîðìèðîâàíèè õðîìàòèíî-
âûõ áëîêîâ ÏÃÕ è ïëîòíûõ äèñêîâ èíòåðêàëÿðíîãî ãåòå-
ðîõðîìàòèíà (ÈÃÕ), ðàññåÿííûõ â ýóõðîìàòèíîâûõ ïëå-
÷àõ õðîìîñîì. Èçâåñòíî, ÷òî ðàéîíû ÈÃÕ ñîäåðæàò
êëàñòåðû óíèêàëüíûõ ãåíîâ, êîòîðûå êîîðäèíèðîâàííî
ýêñïðåññèðóþòñÿ, ïîçäíî ðåïëèöèðóþòñÿ è ÷àñòî íåäî-
ðåïëèöèðóþòñÿ â ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ. Ìóòàöèÿ Su-
UR (supressor of underreplication) ñóïðåññèðóåò íåäîðåï-
ëèêàöèþ (â ÈÃÕ ïîëíîñòüþ, â ÏÃÕ — ÷àñòè÷íî), äîáà-
âî÷íûå äîçû SuUR+, íàïðîòèâ, óñèëèâàþò åå. Áåëîê
SUUR, êàê è áåëîê HP1, îáíàðóæèâàåòñÿ íà ïîëèòåííûõ
õðîìîñîìàõ â ðàéîíàõ ÏÃÕ, à òàêæå â ðàéîíàõ ÈÃÕ,
ìíîãèå èç êîòîðûõ ñîäåðæàò áåëêè Pc-G. Âîçìîæíî ëè
âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ SUUR, HP1 è Pc-G? Ìû ïîêàçàëè
âçàèìîçàâèñèìîñòü ëîêàëèçàöèè áåëêîâ HP1 è SUUR íà
ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ: SUUR íå âûÿâëÿëñÿ ó ãåòåðî-
çèãîò ñ 0-ìóòàöèÿìè HP1 è ãîìîçèãîò ñ àëëåëåì
HisH2Av810, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ îòñóòñòâèåì HP1, ñâÿ-
çàííîãî ñ õðîìàòèíîì. Èñêóññòâåííîå ïðèâëå÷åíèå áåë-
êà HP1 â ðàéîíû, ãäå â íîðìå îòñóòñòâîâàëè HP1 è
SUUR, ñîïðîâîæäàëîñü ïîÿâëåíèåì â íèõ ÷åòêî êîëîêà-
ëèçîâàííûõ ñèãíàëîâ SUUR è HP1. Íàáëþäàëè êîððåëÿ-
öèþ ìåæäó ñòåïåíüþ îâåðýêñïðåññèè, ÷èñëîì ñàéòîâ
SUUR è ñïîñîáíîñòüþ ýòèõ ñàéòîâ ñâÿçûâàòü HP1, ïðè
ýòîì êîëè÷åñòâî HP1 â êëåòêàõ íå âîçðàñòàëî. Ýòîò ýô-
ôåêò SUUR ñïåöèôè÷åí: ïåðåðàñïðåäåëåíèå HP1 ïðîèñ-
õîäèò òîëüêî ïðè îâåðýêñïðåññèè N-êîíöåâûõ ôðàãìåí-
òîâ SUUR, íî íå C-êîíöåâûõ. Ó ìóòàíòîâ Su(var)3-9ptn ñ
ãèïåðôóíêöèåé ìåòèëòðàíñôåðàçû ïåðåðàñïðåäåëåíèå
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HP1 íàïðàâëåíî â ìåñòà îáû÷íîé ëîêàëèçàöèè SUUR,
ò. å. â ðàéîíû ÈÃÕ. Òàêèì îáðàçîì, ðàéîíû ÈÃÕ ÿâëÿþò-
ñÿ ÷àñòûìè ñàéòàìè ëîêàëèçàöèè áåëêà HP1 ïðè åãî ïå-
ðåðàñïðåäåëåíèè â ýóõðîìàòèíîâûå ñàéòû áëàãîäàðÿ
ïðèñóòñòâèþ â íèõ SUUR. Íàïðîòèâ, áåëêè SUUR è
Pc-G, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçûâàþòñÿ ñ õðîìàòèíîì íåçàâè-
ñèìî. Ðåçóëüòàòû äðîææåâîãî äâóõãèáðèäíîãî òåñòà ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü âçàèìîäåéñòâèå áåëêà SUUR ñ
«òåíåâûì» õðîìîäîìåíîì áåëêà HP1. Â öåëîì íàøè äàí-
íûå óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
SUUR â êîìïëåêñå ñ HP1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 06-04-49305-à è 06-04-48387-à),
Ìåæäèñöèïëèíàðíûì èíòåãðàöèîííûì ïðîåêòîì ÐÀÍ
(ãðàíò ¹ 45), ïî ïðîãðàììå ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëå-
òî÷íàÿ áèîëîãèÿ» (ãðàíò ¹ 10.1), ïî ïðîãðàììå ÐÀÍ
«Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ãðàíò ¹ 942.2006.4) è â
âèäå ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ÌÊ-540.2007.4.

ÀÍÀËÈÇ ÑÎÎÒÍÎØÅÍÈß ÃÎÌÅÎËÎÃÈ×ÍÛÕ ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌ Â ÊËÎÍÀÕ ÌÅÆÂÈÄÎÂÛÕ ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ. © È. Å. Ïðèñòÿæíþê, Î. È. Ñîëäàòêèíà, Ñ. À. Òå-
ìèðîâà, Í. Ì. Ìàòâååâà, Í. À. Ñåðäþêîâà, À. Ñ. Ãðàôî-
äàòñêèé, Î. Ë. Ñåðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, iprist@mail.ru.

Âîçìîæíîñòü ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ïðè ïîìîùè èõ ñëèÿíèÿ ñ ïëþðè-
ïîòåíòíûìè ýìáðèîíàëüíûìè ñòâîëîâûìè (ÝÑ) êëåòêà-
ìè â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïðèâëåêàåò âíèìàíèå ìíîãèõ èñ-
ñëåäîâàòåëåé (Ambrosi, Rasmussen, 2005). Â íàøåé
ëàáîðàòîðèè áûëî ïîëó÷åíî 20 êëîíîâ ãèáðèäíûõ êëå-
òîê HMC-ñåðèè ïîñðåäñòâîì ñëèÿíèÿ ÝÑ-êëåòîê Mus
musculus (Mm) è ñïëåíîöèòîâ Mus caroli (Mc). Ñîãëàñíî
ìèêðîñàòåëëèòíîìó è öèòîãåíåòè÷åñêîìó àíàëèçó, õðî-
ìîñîìíûé ñîñòàâ HMC-êëîíîâ âàðüèðîâàë îò îêîëîäè-
ïëîèäíîãî äî îêîëîòåòðàïëîèäíîãî, äåìîíñòðèðóÿ ïðåä-
ïî÷òèòåëüíóþ ïîòåðþ õðîìîñîì äèôôåðåíöèðîâàííîãî
ïàðòíåðà (Matveeva et al., 2005). Â íåêîòîðûõ êëîíàõ
îñòàëèñü ëèøü åäèíè÷íûå õðîìîñîìû ñîìàòè÷åñêîãî
ïàðòíåðà (Ïðèñòÿæíþê è äð., 2005). Òàêèì îáðàçîì,
äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ â êëåòêàõ
ãèáðèäíûõ êëîíîâ íåîáõîäèìî çíàòü ðåàëüíîå ñîîòíî-
øåíèå â íèõ ðîäèòåëüñêèõ õðîìîñîì. Äëÿ èäåíòèôèêà-
öèè ðîäèòåëüñêèõ õðîìîñîì ìû èñïîëüçîâàëè äâóõöâåò-
íóþ ôëóîðåñöåíòíóþ ãèáðèäèçàöèþ in situ (FISH) ñ çîí-
äàìè ê ïåðèöåíòðîìåðíûì ðàéîíàì õðîìîñîì Mm è ñ
çîíäàìè, ñïåöèôè÷íûìè äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì
ìûøè 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 16, 17, 18, 19 è X. Ýòîò
ìåòîä ïîçâîëèë íàì ñ íàäåæíîñòüþ îïðåäåëèòü ïðèíàä-
ëåæíîñòü ãîìåîëîãîâ ëþáîé èç äàííûõ õðîìîñîì ê òîìó
èëè äðóãîìó èç ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ. Áûëî ïîêàçàíî
ñëåäóþùåå. 1. 5 èç 20 HMC-êëîíîâ èìåþò îêîëîòåòðà-
ïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà, à
õðîìîñîìû Mc ïðè ýòîì ñîõðàíÿþòñÿ ëèøü â åäèíè÷íûõ
êëåòêàõ ýòèõ êëîíîâ. 2. Â 3 èç 20 êëîíîâ ñîîòíîøåíèå
ãîìåîëîãîâ Mm è Mc áûëî 3 : 1 äëÿ áîëüøèíñòâà èññëå-
äîâàííûõ õðîìîñîì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî, êàê è âûøå-
óïîìÿíóòûå êëîíû, ýòè ãèáðèäû áûëè èçíà÷àëüíî ãåêñà-
ïëîèäàìè, îäíàêî ñåãðåãàöèÿ õðîìîñîì, ïðîèñõîäÿùèõ
îò ñïëåíîöèòîâ, â íèõ íå íàñòîëüêî âûðàæåíà. 3. Áîëü-
øàÿ ÷àñòü èññëåäîâàííûõ êëîíîâ èìåëà ñîîòíîøåíèÿ ðî-

äèòåëüñêèõ õðîìîñîì Mm è Mc 2 : 1 (â 5 èç 20 êëîíîâ)
è 2 : 2 (â 3 èç 20 êëîíîâ). 4. Â ðÿäå êëîíîâ ñîîòíîøåíèå
ãîìåîëîãîâ íåêîòîðûõ õðîìîñîì áûëî îáðàòíûì
(1Mm:2Mc ), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î äâóõñòîðîííåé ñåã-
ðåãàöèè ðîäèòåëüñêèõ õðîìîñîì. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
âûäåëåíèå ãèáðèäíûõ êëîíîâ ñåðèè HMC ïðîèçâîäè-
ëîñü â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, íà ñðåäå HAT, ÷òî ñïîñîá-
ñòâîâàëî ñîõðàíåíèþ â êëîíàõ X-õðîìîñîìû Mus caroli,
íåñóùåé ñåëåêòèðóåìûé ãåí Hprt. Ïî ñîäåðæàíèþ
X-õðîìîñîìû âñå ãèáðèäíûå êëîíû ìîãóò áûòü ðàçäåëå-
íû íà 2 êëàññà: ñ ñîîòíîøåíèÿìè Mm è Mc 2 : 1 è 1 : 1.
Âî âñåõ êëîíàõ ãèáðèäíûõ êëåòîê íàáëþäàëàñü òåíäåí-
öèÿ ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà êîïèé õðîìîñîì 1 è 11,
ïðè÷åì íåçàâèñèìî îò èõ ðîäèòåëüñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Èçâåñòíî, ÷òî ðÿä ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïîääåðæàíèå
íåäèôôåðåíöèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ (Oct-4, Nanog è
Stat3), ëîêàëèçîâàíû â õðîìîñîìàõ 17, 6 è 11 ñîîòâåòñò-
âåííî. Àíàëèç ñîîòíîøåíèÿ ýòèõ õðîìîñîì íå âûÿâèë
êàêîé-ëèáî êîððåëÿöèè â èõ ñîäåðæàíèè è õàðàêòåðèñòè-
êàõ ïëþðèïîòåíòíîñòè èññëåäîâàííûõ êëîíîâ. Òàêèì
îáðàçîì, íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî â êëîíàõ ñå-
ðèè HMC èìååò ìåñòî øèðîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü â ñîîò-
íîøåíèè èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì, ïðîèñõîäÿùèõ îò
ðàçíûõ ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ. Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî íåîá-
õîäèìî ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå ïðè èññëåäîâàíèè êëî-
íîâ ýìáðèîíàëüíûõ ãèáðèäíûõ êëåòîê íà ñîõðàíåíèå
ïëþðèïîòåíòíîñòè è ðåïðîãðàììèðîâàíèå ðîäèòåëüñêî-
ãî ãåíîìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 02-04-49319 è 07-04-00528), ïî Èí-
òåãðàöèîííûì ïðîåêòàì ÑÎ ÐÀÍ (ãðàíòû 14.2 è 5.2) è
â âèäå ãðàíòà Welcome Trust 064782/Z/01/Z.

ÀÍÒÈÁÀÊÒÅÐÈÀËÜÍÛÉ ÏÐÅÏÀÐÀÒ ÐÈÔÀÌÏÈÖÈÍ
ÁËÎÊÈÐÓÅÒ ÊËÅÒÎ×ÍÛÉ ÖÈÊË È ÈÍÄÓÖÈÐÓ-
ÅÒ ÀÏÎÏÒÎÇ Â ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÊÀÕ.
© À. Â. Ïðîêîïåíêî,1 Ì. Â. Åðîõèíà,1, 2 Å. À. Àëåêñàíäðî-
âà,2 Ã. Å. Îíèùåíêî.1 1 Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò è 2 Öåíòðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé
èíñòèòóò òóáåðêóëåçà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ðèôàìïèöèí — ïîëóñèíòåòè÷åñêèé àíòèáèîòèê,
ïðèìåíÿþùèéñÿ ïðè ëå÷åíèè ðàçëè÷íûõ âèðóñíûõ è
áàêòåðèàëüíûõ çàáîëåâàíèé. Ïðè ëå÷åíèè òóáåðêóëåçíî-
ãî âîñïàëåíèÿ ðèôàìïèöèí ÿâëÿåòñÿ ïðåïàðàòîì 1-ãî
ðÿäà, ñïîñîáíûì âîçäåéñòâîâàòü êàê íà âíåêëåòî÷íûå,
òàê è âíóòðèêëåòî÷íûå ôîðìû ìèêîáàêòåðèé òóáåðêóëå-
çà. Ìèøåíüþ äëÿ äàííîãî àãåíòà ÿâëÿåòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçà áàêòåðèé. Äàííûå î ìèøåíÿõ äëÿ ðèôàìïèöèíà â
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ïðîòèâîðå÷èâû. Ðàíåå áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ýòîò ïðåïàðàò îêàçûâàë öèòîòîêñè÷åñêèé ýô-
ôåêò íà êëåòî÷íûå êóëüòóðû ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè ìèøåíåé äëÿ äàííîãî
àãåíòà â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ. Àêòóàëüíûì îñòàåòñÿ âî-
ïðîñ î âîçìîæíîñòè èíäóêöèè ðèôàìïèöèíîì ãèáåëè ñî-
ìàòè÷åñêèõ êëåòîê, òàê êàê ïðè ïðèåìå äàííîãî ïðåïàðà-
òà óõîä êëåòîê â íåêðîòè÷åñêóþ ãèáåëü ìîæåò ïðèâîäèòü
ê óâåëè÷åíèþ î÷àãîâ âîñïàëåíèÿ ïðè áàêòåðèàëüíîì ïî-
ðàæåíèè òêàíåé îðãàíèçìà, â òî âðåìÿ êàê àïîïòîòè÷å-
ñêàÿ ãèáåëü êëåòîê íå áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü óñèëåíèþ
ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäî-
âàíèÿ ñòàëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðèôàìïèöèíà íà ïðîëèôå-
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ðàöèþ êëåòîê ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ìåõà-
íèçìû ãèáåëè ïðè äåéñòâèè äàííîãî ïðåïàðàòà. Ðàáîòó
ïðîâîäèëè íà ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ êóëüòóðû ÑÏÝÂ.
Â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíîé äîçû èñïîëüçîâàëè äîçó
ðèôàìïèöèíà 200 ìêã/ìë, âûçûâàþùóþ ãèáåëü 50 %
êëåòîê â òå÷åíèå 72 ÷. Ìåòîäàìè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè
è ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ðè-
ôàìïèöèí âûçûâàåò ñíèæåíèå ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì ïðîëèôåðàòèâíûì áëîêîì â
G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî áëîê
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïðè äåéñòâèè ðèôàìïèöèíà ñî-
ïðîâîæäàëñÿ óâåëè÷åíèåì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
ñîîòíîøåíèÿ è ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê, ðàçðóøåíèåì
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, èçìåíåíèåì â ñîñòîÿíèè ýëå-
ìåíòîâ öèòîñêåëåòà. Îäíîâðåìåííî ñ èçìåíåíèÿìè ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ïðè äåéñòâèè 200 ìêã/ìë
ðèôàìïèöèíà íàáëþäàëàñü èíäóêöèÿ àïîïòîòè÷åñêîé
ãèáåëè êëåòîê ÑÏÝÂ. Íà ïðåïàðàòàõ ñâåòîâîé è ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè òàêèå êëåòêè âûÿâëÿëèñü ïî íàëè-
÷èþ õàðàêòåðíûõ ÿäåðíûõ èçìåíåíèé: êîíäåíñèðîâàí-
íûé õðîìàòèí, ôîðìèðóþùèé «ïîëóëóíèÿ» â ÿäðå, èëè
ïîëíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÿäåð íà ïëîòíûå ãëûáêè. Äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè â êëåòî÷íîé êóëü-
òóðå íàìè áûë ïðîâåäåí êà÷åñòâåííûé àíàëèç äåãðàäà-
öèè ÄÍÊ. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè äåéñòâèè ðè-
ôàìïèöèíà ïðîèñõîäèò ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ äî
îëèãîíóêëåîñîìíîãî óðîâíÿ, âûÿâëÿåìàÿ íà ÄÍÊ-ýëåêò-
ðîôîðåçå. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåõàíèçìà àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè íàìè áûë ïðîâåäåí èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç
íà àêòèâíóþ ôîðìó êàñïàçû 3. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî àïîïòîç â êëåòêàõ êóëüòóðû
ÑÏÝÂ êàê â êîíòðîëå, òàê è ïðè âîçäåéñòâèè 200 ìêã/ìë
ðèôàìïèöèíà èäåò ïî êàñïàçîçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó. Ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû, ñóùåñòâóþò äâà îñíîâíûõ ïóòè àê-
òèâàöèè ýôôåêòîðíûõ êàñïàç — ðåöåïòîðíûé è ìèòî-
õîíäðèàëüíûé. Â ëèòåðàòóðå åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ðè-
ôàìïèöèí ñïîñîáåí âûçûâàòü ïîâðåæäåíèÿ â ðàáîòå ìè-
òîõîíäðèé. Ìåòîäîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè íàìè
ïîêàçàíû íàðóøåíèÿ â óëüòðàñòðóêòóðå ìèòîõîíäðèé:
íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè ìåìáðàí, ðàçðóøåíèå êðèñò, íà-
áóõàíèå è çàòåìíåíèÿ â ìàòðèêñå ìèòîõîíäðèé. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òàêèå íàðóøåíèÿ â ñòðîåíèè êëåòî÷-
íîãî õîíäðèîìà ñïîñîáñòâóþò âûõîäó ïðîàïîïòîòè÷å-
ñêèõ ôàêòîðîâ â öèòîïëàçìó è ÷òî çàïóñê àïîïòîçà ïî
êàñïàçîçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî
ìèòîõîíäðèàëüíîìó ïóòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49248) è ïî ïðîåêòó
ÐÍÏ.2.1.1.7842.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÈÇÌÅÍ×ÈÂÎÑÒÈ ÐÀÇÌÅÐÀ ÃÅ-
ÍÎÌÀ ÆÈÂÎÒÍÛÕ: ÄÀÍÍÛÅ Î ÑÓÙÅÑÒÂÎÂÀÍÈÈ
ÝÏÈÄÎÌÅÍÀ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÐÀÇÌÅÐÎÌ 1 ÌËÍ Ï. Í.
© Þ. Ì. Ðîçàíîâ,1 Ñ. Í. Ëèòâèí÷óê,1 Ë. ß. Áîðêèí,1
Â. Î. ×àãèí.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Çîîëîãè÷å-
ñêèé èíñòèòóò ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âàðèàáåëüíîñòè ñîäåðæàíèÿ ÿäåð-
íîé ÄÍÊ â ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ
in vivo ïðèìåíèëè ìåòîä ïðåöèçèîííîé ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè. Êîëè÷åñòâî ÿäåðíîé ÄÍÊ (2c) èññëåäîâàííûõ
âèäîâ çåìíîâîäíûõ, ðåïòèëèé è ìëåêîïèòàþùèõ íàõî-

äèëîñü â äèàïàçîíå îò 3 äî 60 ïã. Ïîñëå âíåñåíèÿ ïîïðà-
âîê íà âëèÿíèå äðîáîâûõ øóìîâ ñèãíàëà è ôîíà áûëà
íàéäåíà îäíîçíà÷íàÿ çàâèñèìîñòü êîýôôèöèåíòà âàðèà-
öèè (c. v.) ïèêà ÄÍÊ-ðàñïðåäåëåíèé îò ðàçìåðà ãåíîìà
(GS):

c v GS. . ~ [ ] .– 1 2 (1)

Òàêèì îáðàçîì, êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â ÿäðå êëåòîê â îäíî-
ðîäíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ ÿâëÿåòñÿ ñëó÷àéíîé âå-
ëè÷èíîé, äëÿ êîòîðîé äèñïåðñèÿ (d) ïðîïîðöèîíàëüíà
ñðåäíåìó çíà÷åíèþ ñàìîé âåëè÷èíû. Çàâèñèìîñòü (1) õà-
ðàêòåðíà äëÿ äèñêðåòíûõ ñëó÷àéíûõ âåëè÷èí è ïîçâîëÿ-
åò ïðîâåñòè îöåíêó óðîâíÿ äèñêðåòíîñòè ãåíîìà. Ïðåä-
ïîëàãàÿ, ÷òî ðàçìåð ãåíîìà êàê ñëó÷àéíàÿ âåëè÷èíà ïîä-
÷èíÿåòñÿ ðàñïðåäåëåíèþ Ïóàññîíà, à

GS N a= ⋅ , (2)

ãäå N , ñðåäíåå ÷èñëî ÷àñòèö â ãåíîìå, a — ðàçìåð äèñ-
êðåòíîé ÷àñòèöû, ìîæíî íàïèñàòü:

d a N= ⋅2 . (3)

Íàïðèìåð, äëÿ ìûøåé ëèíèè C57BL (GS ≈ 6.8 ïã d

d 6700 ìëí ï. í., c. v. = 1.35 %) èç (2) è (3) ñëåäóåò:
N = 1/(c. v.)2 d 5500, a d 1.21 ìëí ï. í.; äëÿ çåëåíîé ëÿ-

ãóøêè Rana ridibunda (c. v. = 0.9 %, GS d 15.7 ïã d

d 15 400 ìëí ï. í.) N = 1/(c. v.)2 d 12 400, a d 1.25 ìëí
ï. í. Àíàëîãè÷íûå ðàñ÷åòû äëÿ äðóãèõ æèâîòíûõ äàþò
äèàïàçîí ðàçìåðîâ ôîðìèðóþùåé ãåíîì äèñêðåòíîé ÷àñ-
òèöû ïðèìåðíî îò 1.15 äî 1.25 ìëí ï. í. Îáíàðóæåííûå
çàêîíîìåðíîñòè ïîçâîëÿþò ïðåäñòàâèòü ãåíîì êàê íàáîð
ïåðåìåííîãî êîëè÷åñòâà äîìåíîâ õðîìàòèíà îïðåäåëåí-
íîãî ðàçìåðà. Ñòàòèñòè÷åñêèé õàðàêòåð âàðèàáåëüíîñòè
ðàçìåðà ãåíîìà ìîæåò óêàçûâàòü íà òî, ÷òî òàêèå äîìåíû
õðîìàòèíà ïðîÿâëÿþòñÿ êàê íåçàâèñèìûå åäèíèöû â
ïðîöåññàõ ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèïöèè, à òàêæå â ýâîëþ-
öèîííîì ïðîöåññå.

ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÛ ÖÈÊËÈÍÇÀÂÈÑÈÌÛÕ ÊÈÍÀÇ
p21Waf1 è p16Ink4a Â ÑÒÀÍÎÂËÅÍÈÈ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈ-
ÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÔÅÍÎÒÈÏÀ Â E1A-ýêñïðåññèðóþùèõ
êëåòêàõ. © Â. Ñ. Ðîìàíîâ, Í. Â. Àêñåíîâ, Ñ. Ã. Çóáîâà,
Þ. Ã. Çóáîâà, Ò. Â. Áûêîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ, Ò. Â. Ïîñïå-
ëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vsro-
manov@hotmail.com.

Èíãèáèòîðû öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p16Ink4a è
p21Waf1 è ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ðåãóëÿòîðàìè ïåðåõîäà
êëåòêè èç ôàçû G1 êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçó ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ, êîíòðîëèðóþùèìè èíàêòèâàöèþ öèêëèí-êèíàç-
íûõ êîìïëåêñîâ CyD—Cdk4/6 è CyE/A—Cdk2. Ñ îäíîé
ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî p16Ink4a è p21Waf1 íåãàòèâíî ðåãó-
ëèðóþò êëåòî÷íûé öèêë, ÿâëÿþòñÿ îïóõîëåâûìè ñóïðåñ-
ñîðàìè è âî ìíîãèõ òèïàõ îïóõîëåé èíàêòèâèðîâàíû.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñîãëàñíî ïîñëåäíèì ëèòåðàòóðíûì
äàííûì, îáà èíãèáèòîðà èìåþò àëüòåðíàòèâíûå îíêî-
ãåííûå ôóíêöèè, ñâÿçàííûå ñ ïîçèòèâíîé ðåãóëÿöèåé
ïðîëèôåðàöèè, ðåìîäåëèíãîì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è
ñóïðåññèåé àïîïòîçà. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
áûëî èçó÷åíèå ðîëè èíãèáèòîðîâ öèêëèí-êèíàçíûõ êîìï-
ëåêñîâ p16Ink4a è p21Waf1 â ñòàíîâëåíèè òðàíñôîðìèðîâàí-
íîãî ôåíîòèïà â E1A-ýêñïðåññèðóþùèõ êëåòêàõ. Äëÿ

788 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



ýòîãî áûëè ïîëó÷åíû òðàíñôîðìàíòû E1A + cHa-ras èç
ýìáðèîíàëüíûõ ôèòîáëàñòîâ ìûøè (MEF) äèêîãî òèïà
(ëèíèÿ mERAS) è äâå E1A + cHa-ras-òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå ëèíèè ñ íîêàóòàìè ïî ãåíàì èíãèáèòîðîâ p16Ink4a

(ëèíèÿ p16-/-) è p21Waf1 (ëèíèÿ p21-/-). Ïîêàçàíî, ÷òî ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè MEF
âñå òðè E1A-ýêñïðåññèðóþùèå ëèíèè (mERas, p21-/- è
p16-/-) îáëàäàþò âûñîêîé íàñûùàþùåé ïëîòíîñòüþ â
ìîíîñëîå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîòåðå ó íèõ ïðèçíàêà
êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ ïðîëèôåðàöèè, õàðàêòåðíîãî
äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê. Èññëåäóåìûå E1A-ýêñïðåññè-
ðóþùèå òðàíñôîðìàíòû ïðîëèôåðèðóþò ãîðàçäî áûñò-
ðåå íîðìàëüíûõ êëåòîê, îäíàêî ïðè íèçêîé ïëîòíîñòè
òðàíñôîðìàíòû p21-/- è p16-/- ïðîëèôåðèðóþò çíà÷èòå-
ëüíî ìåäëåííåå, ÷åì êëåòêè ëèíèè mERas. Îòñóòñòâèå
p21Waf1 è p16Ink4a â E1A-ýêñïðåññèðóþùèõ êëåòêàõ ñóùå-
ñòâåííî ïîäàâëÿåò èõ ñïîñîáíîñòü ïðîëèôåðèðîâàòü â
êëîíàëüíîì ïîñåâå. Òðàíñôîðìàíòû ñ íîêàóòîì ïî èíãè-
áèòîðàì p21Waf1 è p16Ink4a çíà÷èòåëüíî îòëè÷àþòñÿ ïî
ìîðôîëîãèè îò òðàíñôîðìàíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîá-
ëàñòîâ äèêîãî òèïà, ïî îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà. Ïðè îêðàøèâàíèè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì îíè äå-
ìîíñòðèðóþò ñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ ñòðåññ-ôèá-
ðèëë è ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
âàæíîé ðîëè èíãèáèòîðîâ p21Waf1 è p16Ink4a â äåçîðãàíè-
çàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïðè òðàíñôîðìàöèè. Ìå-
òîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîêàçàíî, ÷òî â îòëè÷èå îò
íîðìàëüíûõ êëåòîê âñå òðè ðàññìàòðèâàåìûå òðàíñôîð-
ìèðîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè íå ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü
êëåòî÷íûé öèêë ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì è
ïðîäîëæàþò ïðîëèôåðàöèþ. Äåéñòâèå öèòîñòàòèêà àä-
ðèàìèöèíà è óäàëåíèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ èç ñðåäû êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ïðèâîäÿò ê çàïóñêó àïîïòîçà â E1A-ýêñï-
ðåññèðóþùèõ êëåòêàõ êàê ñ íîêàóòàìè ïî èíãèáèòîðàì
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ, òàê è äèêîãî òèïà. Èç ïî-
ëó÷åííûõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî E1A -ýêñïðåññèðóþùèå
òðàíñôîðìàíòû ñ íîêàóòàìè ïî p21Waf1 è p16Ink4a, ñ îäíîé
ñòîðîíû, äåìîíñòðèðóþò ñâîéñòâà òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê (âûñîêàÿ íàñûùàþùàÿ ïëîòíîñòü, êîðîòêèé êëå-
òî÷íûé öèêë, íåñïîñîáíîñòü ðåàëèçîâàòü áëîêè êëåòî÷-
íîãî öèêëà ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è óäàëåíèÿ ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ), à ñ äðóãîé —
èìåþò ïðèçíàêè, õàðàêòåðíûå äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê
(íåñïîñîáíîñòü ïðîëèôåðèðîâàòü â êëîíàëüíîì ïîñåâå,
ðàñïëàñòàííîñòü íà ñóáñòðàòå è ñóùåñòâîâàíèå àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà). Ýòè äàííûå ãîâîðÿò â ïîëüçó ïðåä-
ñòàâëåíèÿ î âîçìîæíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ p21Waf1 è
p16Ink4a êàê îíêîãåíîâ â îòëè÷èå îò êëàññè÷åñêîãî ïðåä-
ñòàâëåíèÿ îá èíãèáèòîðàõ öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ
êàê îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49766).

ÕÅÌÎÐÅÖÅÏÒÎÐÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ ÂÊÓÑÎÂÎÉ ÏÎ×ÊÈ
ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ. © Ð. À. Ðîìàíîâ, Î. À. Ðîãà÷åâ-
ñêàÿ, Ì. Ô. Áûñòðîâà, Ð. Ô. Ìàðãîëüñêèé, Ñ. Ñ. Êîëåñ-
íèêîâ. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, stas-
kolesnikov@yahoo.com.

Îñíîâîïîëàãàþùèìè ôóíêöèÿìè ïåðèôåðè÷åñêîãî
âêóñîâîãî îðãàíà — âêóñîâîé ïî÷êè — ÿâëÿþòñÿ ðàñïî-
çíàâàíèå âêóñîâûõ âåùåñòâ, òðàíñäóêöèÿ è êîäèðîâàíèå

èíôîðìàöèè îá èõ êîíöåíòðàöèè è âêóñîâîé ìîäàëüíî-
ñòè äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà â ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòðóê-
òóðàõ ìîçãà. Íà îñíîâå óëüòðàñòðóêòóðíûõ êðèòåðèåâ âî
âêóñîâîé ïî÷êå èäåíòèôèöèðîâàíî íåñêîëüêî òèïîâ êëå-
òîê, âêëþ÷àÿ îêðóãëûå áàçàëüíûå, è òðè òèïà âåðåòåíî-
âèäíûõ êëåòîê (òèïû I, II è III). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
êëåòêè òèïà II ÿâëÿþòñÿ õåìîðåöåïòîðíûìè, à êëåòêè
äðóãèõ òèïîâ âûïîëíÿþò ïîääåðæèâàþùóþ è ñåêðåòè-
ðóþùóþ ôóíêöèè. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ èçîëèðîâàííûìè
âêóñîâûìè êëåòêàìè ìîðôîëîãè÷åñêèå êðèòåðèè íåïðè-
ìåíèìû, è äî ñåãî âðåìåíè èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëèñü
ôàêòè÷åñêè íà íåèäåíòèôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ìû ïðî-
àíàëèçèðîâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ðåïðåçåíòàòèâíóþ ïîïó-
ëÿöèþ èçîëèðîâàííûõ âêóñîâûõ êëåòîê ìûøè (îêîëî
1000 êëåòîê) è óñòàíîâèëè, ÷òî îíè ìîãóò áûòü îäíî-
çíà÷íî ðàñïðåäåëåíû íà òðè ãðóïïû (A, B è C) â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ èõ ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Êëåò-
êè âñåõ òðåõ òèïîâ ïðåäñòàâëåíû â òðåõ èññëåäîâàâøèõ-
ñÿ âêóñîâûõ ñîñî÷êàõ — æåëîáîâàòîì, ëèñòîâèäíîì è
ãðèáîâèäíîì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óíèâåðñàëüíîñòè
äàííîé ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêîé êëàññèôèêàöèè. Ôèçèî-
ëîãè÷åñêèå äàííûå è àíàëèç ýêñïðåññèè ðÿäà ñèãíàëü-
íûõ è êàíàëüíûõ áåëêîâ ñâèäåòåëüñòâîâàëè î òîì, ÷òî
âêóñîâûå êëåòêè òèïà A âûïîëíÿþò õåìîðåöåïòîðíóþ
ôóíêöèþ. ÀÒÔ ÿâëÿåòñÿ àôôåðåíòíûì íåéðîòðàíñìèò-
òåðîì âî âêóñîâîé ïî÷êå, è åãî ñåêðåöèÿ âêóñîâûìè
êëåòêàìè — îäèí èç êëþ÷åâûõ ýòàïîâ âêóñîâîé òðàíñ-
äóêöèè. Ìû èññëåäîâàëè ñåêðåöèþ ÀÒÔ èçîëèðîâàííû-
ìè âêóñîâûìè êëåòêàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÀÒÔ-áèîñåí-
ñîðà. Îêàçàëîñü, ÷òî òîëüêî êëåòêè òèïà A ñïîñîáíû âû-
ñâîáîæäàòü ÀÒÔ â îòâåò íà èõ äåïîëÿðèçàöèþ; ýòîò ôàêò
òàêæå óêàçûâàë íà òî, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ õåìîðåöåïòîð-
íûìè. Ñåêðåöèÿ ÀÒÔ íå çàâèñåëà îò âíóòðèêëåòî÷íîãî
Ca2+, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî ïðîòèâ ýêçîöèòîçíîãî ìåõà-
íèçìà, íî â ïîëüçó ÀÒÔ-ïðîíèöàåìûõ èîííûõ êàíàëîâ
êàê îñíîâíîãî òðàíñïîðòíîãî ïóòè âûáðîñà ÀÒÔ. Òàêèì
îáðàçîì, ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîïóëÿöèè âêóñîâûõ êëå-
òîê ïîçâîëèë ñôîðìóëèðîâàòü ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå
êðèòåðèè äëÿ èäåíòèôèêàöèè èñòèííî õåìîðåöåïòîðíûõ
êëåòîê, êîòîðûìè îêàçàëèñü êëåòêè òèïà A, è âûÿñíèòü,
÷òî ïîñëåäíèå èñïîëüçóþò óíèêàëüíûé ìåõàíèçì, à íå
êëàññè÷åñêèå õèìè÷åñêèå ñèíàïñû äëÿ êîäèðîâàíèÿ âêó-
ñîâîé èíôîðìàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-48203) è ïî ïðîãðàììå ïðåçè-
äåíòà ÐÔ (ãðàíò ÌÊ-783.2007.4).

ÏÎËÎÆÅÍÈÅ ÀÍÎÌÀËÜÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ Â ÈÍ-
ÒÅÐÔÀÇÍÛÕ ßÄÐÀÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Í. Á. Ðóáöîâ,1, 2 Ò. Â. Êà-
ðàìûøåâà,1 Ì. À. Ïðîõîðîâè÷,1 Ì. À. Ëàãàðüêîâà,3
Ñ. Ë. Êèñåëåâ.3 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ
ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, rubt@bionet.nsc.ru, 2 Íîâîñèáèðñêèé
óíèâåðñèòåò è 3 Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ïðè àíàëèçå àðõèòåêòîíèêè èíòåðôàçíîãî ÿäðà êëå-
òîê ìëåêîïèòàþùèõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóåò
ñâÿçü ìåæäó ðàçìåðîì õðîìîñîìû, äîëåé àêòèâíîãî õðî-
ìàòèíà è åå ïîëîæåíèåì â èíòåðôàçíîì ÿäðå. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ïðîâåäåí äåòàëüíûé àíàëèç ïåðåñòðîåííûõ
õðîìîñîì â äâóõ ëèíèÿõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ÷åëîâåêà. Áûëè èñïîëüçîâàíû ìåòîä äèôôåðåíöè-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 789



àëüíîãî îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì è êîìïëåêñ ìåòîäîâ ìî-
ëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà, âêëþ÷àþùèé â
ñåáÿ ìèêðîäèññåêöèþ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ÷åëîâåêà,
ñîçäàíèå ÄÍÊ-çîíäîâ àíîìàëüíûõ õðîìîñîì, ïðÿìîé è
îáðàòíûé ïýéíòèíã, ìíîãîöâåòíûé áýíäèíã. Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî îäíà èç àíîìàëüíûõ õðîìîñîì ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé r(18)(::p11.31 � q21.2::q21.2 � 11.31::) (ñóáëèíèÿ
hESM01r18 êóëüòóðû hESM01), âòîðàÿ àíîìàëüíàÿ õðî-
ìîñîìà — der(9)(pter � q34::q21 � qter) (ñóáëèíèÿ
hESM03der(9) êóëüòóðû hESM03). Áûëè ðàçðàáîòàíû ìå-
òîäû äèôôåðåíöèàöèè íîðìàëüíîãî è ïåðåñòðîåííîãî
ãîìîëîãîâ àíàëèçèðóåìûõ õðîìîñîì â èíòåðôàçíûõ ÿä-
ðàõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Äëÿ
ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ïîëîæåíèÿ íîðìàëüíîãî è ïåðå-
ñòðîåííîãî ãîìîëîãîâ áûëà ïðîâåäåíà òðåõìåðíàÿ ôëóî-
ðåñöåíòíàÿ ìíîãîöâåòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ (mFISH)
ñïåöèàëüíî ïîäãîòîâëåííûõ ÄÍÊ-çîíäîâ ñ èíòåðôàçíû-
ìè ÿäðàìè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ëèíèé. Òðåõìåðíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ðåçóëüòàòîâ
mFISH áûëà âûïîëíåíà ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèê-
ðîñêîïà LSM510META (AG Carl Zeiss) â Öåíòðå êîëëåê-
òèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà áèî-
ëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ. Ó÷èòûâàÿ ôîðìó èíòåðôàçíûõ ÿäåð ñòâîëîâûõ
êëåòîê, àíàëèç ïîëîæåíèÿ òåððèòîðèé íîðìàëüíîãî è ïå-
ðåñòðîåííîãî ãîìîëîãîâ õðîìîñîì 9 è 18 ïðîâîäèëè,
àíàëèçèðóÿ ïîëîæåíèÿ õðîìîñîì îòíîñèòåëüíî ÿäåðíîé
ìåìáðàíû è ÿäðûøåê. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ðåîðãàíè-
çàöèÿ õðîìîñîì ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ èõ ïîëîæåíèÿ â
ïðîñòðàíñòâå èíòåðôàçíîãî ÿäðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-48221) è ïî ïðîãðàììå «Ãåíå-
òè÷åñêàÿ è êëåòî÷íàÿ ïëàñòè÷íîñòü ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâå-
êà» (ãîñêîíòðàêò 02.512.11.2060).

ÄÈÂÅÐÃÅÍÒÍÛÉ ÕÀÐÀÊÒÅÐ ÏÐÀÉÌÈÐÎÂÀÍÈß
ÈÍÑÓËÈÍÎÌ ÐÅÑÏÈÐÀÒÎÐÍÎÃÎ ÂÇÐÛÂÀ ÍÅÉ-
ÒÐÎÔÈËÎÂ. © Â. Ã. Ñàôðîíîâà. Èíñòèòóò áèîôèçèêè
ÐÀÍ, Ïóùèíî, safronova@icb.psn.ru.

Ïîëèìîðôíîÿäåðíûå íåéòðîôèëüíûå ãðàíóëîöèòû
(íåéòðîôèëû) ïðèíàäëåæàò ê ãðóïïå íàèáîëåå óçêîñïå-
öèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê îðãàíèçìà. Îíè ó÷àñòâóþò â
ðåàêöèÿõ âðîæäåííîé èììóííîé ñèñòåìû è óñòàíîâëå-
íèÿ àäàïòèâíîãî èììóíèòåòà. Ñòðàòåãèÿ íåéòðîôèëà â
îáåñïå÷åíèè ñâîåé îñíîâíîé ôóíêöèè — çàùèòû îò áàê-
òåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ èíôåêöèé — ñîñòîèò â òîì, ÷òî-
áû ïðîÿâèòü ìàêñèìàëüíóþ àêòèâíîñòü â óíè÷òîæåíèè
ïàòîãåíà è îãðàäèòü îò ïîâðåæäåíèÿ òêàíè îðãàíèç-
ìà-õîçÿèíà. Òàêîå ïîâåäåíèå âîçìîæíî ïðè ñòðîãîé êî-
îðäèíàöèè è êîíòðîëå ñî ñòîðîíû ðåãóëÿòîðíûõ ñèñòåì
îðãàíèçìà è âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì. Íà
îñíîâå ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
îñíîâó ôóíêöèîíàëüíîé ïëàñòè÷íîñòè íåéòðîôèëà ñî-
ñòàâëÿþò ìíîãîîáðàçèå òèïîâ ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ è
èåðàðõè÷åñêèå îòíîøåíèÿ íà óðîâíå ñèãíàëîâ, ðåöåïòî-
ðîâ, âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì è ôóíêöèî-
íàëüíûõ îòâåòîâ. Òåì íå ìåíåå â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñòà-
åòñÿ íå âïîëíå ïîíÿòíûì, êàêèå âíóòðèêëåòî÷íûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ îáåñïå÷èâàþò ôóíêöèîíàëüíóþ ñòðàòåãèþ
ýòèõ êëåòîê. Â èññëåäîâàíèÿõ in vivo è in vitro óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî îäíèì èç ðåãóëÿòîðîâ ôóíêöèé íåéòðîôèëîâ

ÿâëÿåòñÿ èíñóëèí. Åãî äåéñòâèå îáåñïå÷èâàåòñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèì ðåöåïòîðîì, ïðèñóòñòâèå êîòîðîãî áûëî ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî íà íåéòðîôèëàõ ÷åëîâåêà (Fussganger
et al., 1976), ìûøè (Ñàôðîíîâà è äð., 2001) è êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà (Nielsen et al., 2003). Îáíàðóæåíî, ÷òî èí-
ñóëèí ïîòåíöèðóåò àãðåãàöèþ íåéòðîôèëîâ, õåìîêèíåç,
õåìîòàêñèñ, ôàãîöèòîç è àäãåçèþ íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Äàííûå ïî âëèÿíèþ èíñóëèíà íà
ãåíåðàöèþ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) äîâîëüíî
ïðîòèâîðå÷èâû, ñèãíàëüíûå ïóòè ðåöåïòîðà èíñóëèíà â
íåéòðîôèëàõ îõàðàêòåðèçîâàíû ôðàãìåíòàðíî. Âîçìîæ-
íî, òàêàÿ êàðòèíà ñêëàäûâàåòñÿ èç-çà âàðèàáåëüíîñòè åãî
âëèÿíèÿ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê è ñëîæ-
íîãî õàðàêòåðà ñåòè âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè èí-
ñóëèíà, êàê ïîêàçàíî íà èíñóëèí-êîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ.
Â äàííîé ðàáîòå íà íåéòðîôèëàõ ìûøè ðàññìîòðåíî
âçàèìîäåéñòâèå ñèãíàëüíûõ ïóòåé ðåöåïòîðîâ èíñóëèíà
è õåìîòàêñè÷åñêîãî ïåïòèäà N-ôîðìèë-Met-Leu-Phe
(fMLF) â èíèöèàöèè ðåñïèðàòîðíîãî âçðûâà, îáåñïå÷è-
âàåìîãî NADPH-îêñèäàçîé. Ïîêàçàíî, ÷òî àíñàìáëü è
õàðàêòåð ðåãóëÿöèè NADPH-îêñèäàçû ñèãíàëüíûìè
êîìïîíåíòàìè çàâèñÿò îò êîëè÷åñòâåííîãî ñîîòíîøåíèÿ
èíñóëèíà è fMLF ïðè èõ ñîâìåñòíîì äåéñòâèè. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ïðàéìèðîâàíèå ðåñïèðàòîðíîãî âçðûâà èíñó-
ëèíîì îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç íèçêîàôôèííûå ðåöåïòîðû
fMLF ñ âîâëå÷åíèåì òèðîçèíîâûõ ïðîòåèíêèíàç è p38
MAPK. Íàïðîòèâ, â ñëó÷àå ïðåèìóùåñòâåííîé àêòè-
âàöèè ðåöåïòîðîâ fMLF ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì èíñó-
ëèí ïîäàâëÿåò îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî äèâåðãåíòíûé õàðàêòåð âëèÿíèÿ èíñóëèíà íà èíè-
öèèðîâàííóþ õåìîòàêñè÷åñêèì ïåïòèäîì àêòèâíîñòü
NADPH-îêñèäàçû ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, îáåñ-
ïå÷èâàþùèõ æèçíåííóþ ñòðàòåãèþ íåéòðîôèëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå â âèäå
ãðàíòà ÍØ-2092.2006.4.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÇÅËÅÍÎÃÎ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÎÃÎ
ÁÅËÊÀ (GFP) Â ÊÀ×ÅÑÒÂÅ ÌÀÐÊÅÐÀ ÂÅÇÈÊÓËßÐ-
ÍÎÃÎ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÀ ÁÅËÊÎÂ ÏÐÈ ÐÅÀÁÑÎÐÁÖÈÈ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÏÐÎÊÑÈÌÀËÜÍÛÕ ÊÀÍÀËÜÖÅÂ ÏÎ×ÊÈ.
© Å. Â. Ñåëèâåðñòîâà, Ì. Â. Áóðìàêèí, Þ. Â. Íàòî÷èí.
Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elena306@yandex.ru.

Çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP) áûë èñïîëü-
çîâàí â êà÷åñòâå ìàðêåðíîãî áåëêà äëÿ èçó÷åíèÿ âñàñû-
âàíèÿ èíòàêòíûõ ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â îðãàíèçìå ìëåêî-
ïèòàþùèõ (êðûñ) áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñòè ê ôëóî-
ðåñöåíöèè òîëüêî ïðè ñîõðàíåíèè íàòèâíîé òðåòè÷íîé
ñòðóêòóðû. Ïîñëå ââåäåíèÿ êðûñàì çîíäîì â æåëóäîê
ðàñòâîðà GFP (0.365 ìêã/ìë) ñåãìåíòû òîíêîé è òîëñòîé
êèøîê, ïå÷åíè è ïî÷êè áûëè çàôèêñèðîâàíû, çàìîðîæå-
íû è èçãîòîâëåíû ñðåçû òîëùèíîé 5—10 ìêì. Ìåòîäîì
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè áûëà âûÿâëåíà ñïåöèôè÷å-
ñêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ GFP â öèòîïëàçìå êëåòîê ýïèòåëèÿ
òîíêîé êèøêè è ïðîêñèìàëüíûõ êàíàëüöåâ ïî÷êè. Â ýïè-
òåëèîöèòàõ ïðîêñèìàëüíûõ êàíàëüöåâ ðàñïðåäåëåíèå
ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè GFP èìåëî ãðàíóëÿðíûé
õàðàêòåð. Ìåòîäîì ôîòîîêñèäàöèè GFP óñòàíîâëåíî,
÷òî â ýòèõ êëåòêàõ ââåäåííûé áåëîê ëîêàëèçîâàí â êðóï-
íûõ âåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóðàõ (ýíäîñîìàõ). Òàêèå êðóï-
íûå ýíäîñîìû (äî 1—2 ìêì) âûÿâëÿþòñÿ â àïèêàëüíîé
÷àñòè öèòîïëàçìû ïîñëå ââåäåíèÿ GFP íàðÿäó ñ ìåëêèìè
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âåçèêóëàìè, õàðàêòåðíûìè â íîðìå äëÿ ýòîãî òèïà êëå-
òîê. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòèòåë ê GFP è ëèçîñîìàëüíûõ ìàðêåðîâ óñòàíîâëåíî,
÷òî ïîñëå ðåàáñîðáöèè áåëîê àêêóìóëèðóåòñÿ â ëèçîñî-
ìàõ ýïèòåëèîöèòîâ íåôðîíà. Òàêèì îáðàçîì, èíòàêòíûé
GFP òðàíñïîðòèðóåòñÿ ÷åðåç ýïèòåëèé êèøêè òðàíñöåë-
ëþëÿðíî, ïîñòóïàåò â êðîâü, çàòåì ôèëüòðóåòñÿ â êëó-
áî÷êàõ ïî÷êè â ïðîñâåò íåéðîíà è ðåàáñîðáèðóåòñÿ êëåò-
êàìè ïðîêñèìàëüíûõ êàíàëüöåâ ïóòåì âåçèêóëÿðíîãî ýí-
äîöèòîçà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
âàæíîé ðîëè ïî÷êè â àêêóìóëÿöèè è ïîñëåäóþùåì ìåòà-
áîëèçìå ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ, ïîñòóïàþùèõ â îðãàíèçì
ìëåêîïèòàþùèõ, è âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ GFP äëÿ
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ áåëêîâîãî òðàíñïîðòà â îðãàíèçìå
in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49836), ïî ïðîãðàììå «Âåäó-
ùèå íàó÷íûå øêîëû» (ïðîåêò ÍØ-6576.2006.4) è ïî
ïðîãðàììå ÎÁÍ ÐÀÍ «Ôèçèîëîãè÷åñêèå ìåõàíèçìû ðå-
ãóëÿöèè âíóòðåííåé ñðåäû».
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Äëÿ èññëåäîâàíèÿ íåéðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé
ìîçãà íà êëåòî÷íóþ íåéðîòðàíñïëàíòàöèþ îòðàáîòàíà
ìîäåëü ïîëó÷åíèÿ â êóëüòóðå êëåòîê ìîíîòèïè÷åñêîé
ãëèàëüíî-îáîãàùåííîé êëåòî÷íîé ôðàêöèè (ÃÎÔ) èç
òêàíè ðàçâèâàþùåãîñÿ ìîçãà íîâîðîæäåííûõ êðîëèêîâ.
Ïðàêòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü òàêîãî àñïåêòà èññëåäîâàíèé
îáîñíîâûâàåòñÿ âàæíîé ðîëüþ íåéðîãëèè â ìåòàáîëè÷å-
ñêîì îáåñïå÷åíèè íåéðîíîâ, â ðåïàðàòèâíîé ïëàñòè÷íî-
ñòè ÖÍÑ è èíèöèàöèè íåéðîèììóííûõ ðåàêöèé. Â ðàç-
âèâàþùåéñÿ è çðåëîé ÖÍÑ êëåòêè ìàêðîãëèè ïðèíèìà-
þò ó÷àñòèå â ðîñòå íåéðèòîâ, ìèãðàöèè íåéðîíîâ,
ôîðìèðîâàíèè ÃÝÁ, êîíòðîëå èîííîãî ñîñòàâà è â ñèíòå-
çå áåëêà S-100, êîòîðûé òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðà íåéðî-
íîâ è âêëþ÷àåòñÿ â ðåãóëÿöèþ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâ-
íîñòè. Ãëèàëüíûå ôàêòîðû óñêîðÿþò äèôôåðåíöèðîâêó
íåéðîíîâ, àêòèâèðóþò ìèåëèíèçàöèþ èõ îòðîñòêîâ è ñè-
íàïòîãåíåç. Àñòðîöèòû ñèíòåçèðóþò ðÿä èíòåðëåéêèíîâ,
TNF-á, ïðîñòàãëàíäèí E, ôàêòîð ñîçðåâàíèÿ ãëèè,
ÊÑÔ-1 è ìîäóëèðóþò èììóííûé îòâåò. Ïðåäïîëàãàåòñÿ
êëþ÷åâàÿ ðîëü äèñôóíêöèè íåéðîãëèè â ïàòîãåíåçå ðÿäà
íåâðîëîãè÷åñêèõ è ïñèõè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Òàê, ñíè-
æåíèå ñïîñîáíîñòè ãëèîöèòîâ âûâîäèòü K+ èç ìåæêëå-
òî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ôàêòîðîì â ðàç-
âèòèè ýïèëåïñèè. Îïðåäåëåííîå çíà÷åíèå â ýïèëåïòîãå-
íåçå èìååò ñâÿçàííàÿ ñ ãëèåé òîíêàÿ ñèñòåìà ðåãóëÿöèè
ñîäåðæàíèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå ÃÀÌÊ è Ca2+.
Â ñâÿçè ñ ýòèì íåéðîãëèè îòâîäèòñÿ âàæíàÿ ïàòîãåíåòè-
÷åñêàÿ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ýïèëåïòîãåííîãî î÷àãà è
ñóäîðîæíîé ãîòîâíîñòè ìîçãà. Áîëüøîå âíèìàíèå óäå-
ëÿåòñÿ òàêæå ðîëè èíäóöèðîâàííîãî ãëèîãåíåçà â âîñ-
ñòàíîâëåíèè íåéðîíàëüíûõ àêñîíîâ è ôîðìèðîâàíèè
ïðîñòðàíñòâåííîé òîïîëîãè÷åñêîé ãèñòîàðõèòåêòîíèêè
íåéðîíàëüíûõ ñåòåé. Âûøåèçëîæåííûå ïîëîæåíèÿ îïðå-
äåëèëè ïîñòàíîâêó íîâûõ çàäà÷ â äàëüíåéøåì èçó÷åíèè

áèîëîãèè íåéðîãëèè, â òîì ÷èñëå â èññëåäîâàíèè âëèÿ-
íèÿ èìïëàíòàöèè êëåòîê ãëèè ðàçâèâàþùåãîñÿ ìîçãà íà
ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå, àäàïòàöèîííûå ìåõà-
íèçìû è îòñðî÷åííûå ýôôåêòû ÍÒ â ÖÍÑ æèâîòíûõ-ðå-
öèïèåíòîâ. Ðàáîòà ïîñâÿùåíà ìåòîäè÷åñêèì ïðèåìàì
ïîëó÷åíèÿ ìîíîòèïè÷åñêîé êóëüòóðû ÃÎÔ èç òêàíè ãî-
ëîâíîãî ìîçãà íîâîðîæäåííûõ êðîëèêîâ äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåé íåéðîòðàíñïëàíòàöèè. Â äèíàìèêå íàáëþäåíèÿ â
êóëüòóðàõ èç ðàçëè÷íûõ îòäåëîâ ãîëîâíîãî ìîçãà ýòèõ
æèâîòíûõ ôåíîòèïè÷åñêè è ïðîñòðàíñòâåííî îáíàðóæè-
âàåòñÿ íåéðîãëèàëüíûé òèï êëåòî÷íûõ ðàçðàñòàíèé è
ìîäåëèðóþòñÿ óñëîâèÿ åñòåñòâåííîãî ðàçîáùåíèÿ ãëè-
àëüíîãî è íåéðîíàëüíîãî êîìïîíåíòîâ. Áëàãîäàðÿ ñâîé-
ñòâåííîé ãëèîöèòàì ðåàêòèâíîñòè è âûñîêîé ìèãðà-
öèîííîé àêòèâíîñòè îíè ðàíî ìèãðèðóþò â çîíó ðîñòà â
îòëè÷èå îò íåéðîöèòîâ, ïåðåæèâàþùèõ íà ìåñòå ïåðâè÷-
íûõ ýêñïëàíòàòîâ è ïîäâåðãàþùèõñÿ ïðîöåññàì íåîáðà-
òèìîé äåãåíåðàöèè, ëèøèâøèñü ãëèàëüíîé ïîääåðæêè.
Ïðîëèôåðàöèÿ êóëüòèâèðóåìûõ ãëèîöèòîâ è ïîñëåäóþ-
ùàÿ èõ äèôôåðåíöèðîâêà îáóñëîâëèâàþò ôîðìèðîâàíèå
ïðîòÿæåííûõ ñåòåîáðàçíûõ ðàçðàñòàíèé ñ ïðåîáëàäàíè-
åì ïðîòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ôèáðèëëÿðíûõ àñòðîöèòîâ íà
12—14-å ñóò íàáëþäåíèÿ. Äî 80 % êëåòîê çîíû ðîñòà
êóëüòóð èììóíîãèñòîõèìè÷åñêè äàþò ïîëîæèòåëüíóþ
ðåàêöèþ íà êèñëûé ôèáðèëëÿðíûé áåëîê. Ïîñëåäóþùåå
ìåõàíè÷åñêîå óäàëåíèå (ñìûâàíèå) òàêèõ êëåòîê è èõ
êîíöåíòðàöèÿ öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñïîñîáñòâóþò îñàæ-
äåíèþ áîëåå «òÿæåëûõ» îñòàòî÷íûõ òêàíåâûõ ôðàãìåí-
òîâ ïåðâè÷íûõ ýêñïëàíòàòîâ è íàêîïëåíèþ ÃÎÔ â ñó-
ïåðíàòàíòå. ×åðåç 30 ñóò ïîñëå âíóòðèìîçãîâîé èìïëàí-
òàöèè ãëèàëüíî-îáîãàùåííîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè â
ñåíñîìîòîðíóþ êîðó ìîçãà êðîëèêîâ â íåé âûÿâëÿþòñÿ
ðàçðàñòàíèÿ àñòðîöèòîâ, ÷òî óêàçûâàåò íà èõ ïðèæèâëå-
íèå è ñîõðàíåíèå ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôåðàöèè. Ïðîâå-
äåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ñóñïåíçèÿ íåéðî-
êëåòîê, ïîëó÷åííàÿ èç êóëüòèâèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ
ãîëîâíîãî ìîçãà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, îáîãà-
ùåíà àñòðîöèòàìè è ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èõ âíóò-
ðèìîçãîâîé èìïëàíòàöèè ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ îòñðî÷åííûõ
ôóíêöèîíàëüíî-ìåòàáîëè÷åñêèõ ïîñòòðàíñïëàíòàöèîí-
íûõ ðåàêöèé ãîëîâíîãî ìîçãà â äèíàìèêå.

ßÄÅÐÍÛÉ ÀÏÏÀÐÀÒ ÏÐÎÑÒÅÉØÈÕ: ÑÒÐÓÊÒÓÐ-
ÍÎÅ ÐÀÇÍÎÎÁÐÀÇÈÅ È ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÏËÀÑÒÈ×-
ÍÎÑÒÜ. © Ñ. Î. Ñêàðëàòî. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sergei_skarlato@yahoo.com.

Âñå ïðîñòåéøèå ÿâëÿþòñÿ òèïè÷íûìè ýóêàðèîòàìè,
ïîñêîëüêó èõ ãåíåòè÷åñêèé àïïàðàò îòäåëåí îò öèòîïëàç-
ìû ÿäåðíîé îáîëî÷êîé, à äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì
õàðàêòåðíà íàäìîëåêóëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ïîä «íàñòîÿùèìè» ïðîñòåéøèìè ïîíèìàþòñÿ ïðå-
èìóùåñòâåííî îäíîêëåòî÷íûå ýóêàðèîòû, êîòîðûå ÿâëÿ-
þòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì ãåòåðîòðîôàìè, ÷àùå ôàãîòðîôà-
ìè; êàê ïðàâèëî, îíè ëèøåíû ïëàñòèä è õèòèíîâîé ñòåí-
êè è íå èìåþò êîëëàãåíà. Ñ ó÷åòîì ýòèõ çàìå÷àíèé ÷èñëî
èçâåñòíûõ íàóêå âèäîâ Protozoa ïðåâûøàåò 80 òûñ. Ñðå-
äè áîëüøèíñòâà ãðóïï ïðîñòåéøèõ äîìèíèðóþò îäíî-
ÿäåðíûå ôîðìû, îäíàêî äâó- è ìíîãîÿäåðíûå âèäû íå
ÿâëÿþòñÿ ðåäêîñòüþ. Â ïîñëåäíèõ äâóõ ñëó÷àÿõ ÿäðà,
ðàñïîëîæåííûå â îáùåé öèòîïëàçìå, ìîãóò áûòü ìîðôî-
ëîãè÷åñêè îäíîòèïíûìè (íàïðèìåð, ó ïåëîáèîíòèä) èëè
ðàçíîòèïíûìè (íàïðèìåð, ó èíôóçîðèé). Âî âòîðîì ñëó-
÷àå ðå÷ü èäåò î ÿäåðíîé äèôôåðåíöèðîâêå ó ïðîñòåé-
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øèõ, â îñíîâå êîòîðîé ëåæàò ñåðüåçíûå ïåðåñòðîéêè â
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè õðîìîñîìíîãî êîìïëåêñà. Ïðè
ýòîì ó èíôóçîðèé â êëåòêå íàõîäÿòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå
äâà ñòðóêòóðíî è ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûõ ÿäðà —
îáû÷íî êðóïíîå ñîìàòè÷åñêîå ÿäðî è áîëåå ìåëêîå ãåíå-
ðàòèâíîå ÿäðî. Òàêîå ñîñòîÿíèå â êëåòêå èíôóçîðèè ïðè-
íÿòî íàçûâàòü ÿäåðíûì äèìîðôèçìîì (äóàëèçìîì) èëè
ÿäåðíûì ãåòåðîìîðôèçìîì. Äëÿ 50—90-õ ãîäîâ ïðîøëî-
ãî ñòîëåòèÿ áûë õàðàêòåðåí áûñòðûé ðîñò çíàíèé ïî óëü-
òðàòîíêîé öèòîàðõèòåêòóðå ÿäåð ïðîñòåéøèõ. Íà îñíîâå
ýòèõ äàííûõ îáîñíîâàíî è ðàçâèòî íîâîå ïåðñïåêòèâíîå
íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé — ñðàâíèòåëüíàÿ è ýâîëþ-
öèîííàÿ êàðèîëîãèÿ ïðîñòåéøèõ (Ðàéêîâ, 1978). Â ðàì-
êàõ ýòîãî íàïðàâëåíèÿ ñîçäàíà òåîðèÿ íåîäíîðîäíîñòè
ñòðóêòóðû ñîìàòè÷åñêèõ ÿäåð ïîëèïëîèäíîãî òèïà, ðàç-
ðàáîòàíî ó÷åíèå î ïðîèñõîæäåíèè è ýâîëþöèè ÿäåðíîãî
äóàëèçìà ó ïðîñòåéøèõ (Ðàéêîâ, 1992), îáîñíîâàíà òåî-
ðèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé ñëàáàÿ êîíäåíñàöèÿ õðîìîñîì â
ìèòîçå ÿâëÿåòñÿ ôèëîãåíåòè÷åñêè äðåâíèì, ïðèìèòèâ-
íûì ïðèçíàêîì â õîäå ýâîëþöèè ÿäðà (Ñêàðëàòî, 2003).
Ïîêàçàíî, ÷òî ó âñåõ ïðîñòåéøèõ ÿäðî ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà
ñëåäóþùèå ñóáêîìïàðòìåíòû è ýëåìåíòû: ÿäåðíàÿ îáî-
ëî÷êà, ïîðîâûå êîìïëåêñû, ïåðèôåðè÷åñêàÿ ÿäåðíàÿ ëà-
ìèíà, äðóãèå ÷àñòè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, ÿäðûøêè, ðàç-
ëè÷íûå âêëþ÷åíèÿ â êàðèîïëàçìó è õðîìîñîìû, ñîñòîÿ-
ùèå èç õðîìàòèíà. Ïîäìå÷åíî, ÷òî ìíîãèå èç ýòèõ
ÿäåðíûõ îáðàçîâàíèé õàðàêòåðèçóþòñÿ ó îäíîêëåòî÷íûõ
«æèâîòíûõ» óäèâèòåëüíûì ñòðóêòóðíûì ðàçíîîáðàçè-
åì. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò ýòî
íàáëþäåíèå ïðîòèâîðå÷èëî ïîëó÷åííîìó â õîäå ðàííèõ
óëüòðàñòðóêòóðíûõ èññëåäîâàíèé âûñøèõ ýóêàðèîò
ïðåäñòàâëåíèþ î ñëàáîé êîìïàðòìåíòàëèçàöèè è ñòðóê-
òóðèðîâàííîñòè èíòåðôàçíîãî ÿäðà ïî ñðàâíåíèþ ñ öè-
òîïëàçìîé (Spector, 2001). Îòêàç îò óïðîùåííîãî âçãëÿ-
äà íà ñòðóêòóðíî-ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ êëå-
òî÷íîãî ÿäðà ïðîèçîøåë ëèøü â êîíöå XX â., êîãäà â
ðåçóëüòàòå ðàñøèðåíèÿ ìåòîäè÷åñêîé áàçû ñíà÷àëà ó
ìëåêîïèòàþùèõ, à çàòåì è ó äðóãèõ ýóêàðèîòíûõ îðãà-
íèçìîâ áûëè âûÿâëåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû íîâûå âíóò-
ðèÿäåðíûå ñòðóêòóðû è ñïåöèàëèçèðîâàííûå îáëàñòè:
ÿäåðíûå «êðóïèíêè» (nuclear speckles/IGCs); ïîëèÿ÷å-
èñòûå áåëêîâûå òåëüöà (PcG bodies), ñàéòû òðàíñêðèï-
öèè, äîìåíû ëîêàëèçàöèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
(Oct1/PTF/transcription domains), òåëüöà Êàõàëà (Cajal bo-
dies) èëè «ñêðó÷åííûå» òåëüöà (coiled bodies), ñíóðïîñî-
ìû, «áëèçíåöû» òåëåö Êàõàëà, ïåðèíóêëåîëÿðíûé êîì-
ïàðòìåíò (PNC); ÿäåðíîå òåëî SAM68, ðàñïîëîæåííîå
íà ïîâåðõíîñòè ÿäðûøêà, ÿäåðíûå òåëüöà PML è äð.
(Gall, 2000; Misteli, 2001). Ó ïðîñòåéøèõ ñîâðåìåííûå
èññëåäîâàíèÿ àíàëîãè÷íûõ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð è íîâûõ
âíóòðèÿäåðíûõ äîìåíîâ òîëüêî íà÷èíàþòñÿ. Â ïîñëåä-
íåå äåñÿòèëåòèå XX â. íà ðàçâèòèå ñðàâíèòåëüíîé êàðèî-
ëîãèè ýóêàðèîòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ áîëüøîå âëèÿíèå
îêàçàëà òàê íàçûâàåìàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ðåâîëþöèÿ, êîòî-
ðàÿ íàëîæèëàñü íà åùå äàëåêî íå èñ÷åðïàâøóþ ñåáÿ «öè-
òîëîãè÷åñêóþ ðåâîëþöèþ». ßäðî ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì êîì-
ïàðòìåíòîì êëåòêè ïðîñòåéøåãî, ãäå ëîêàëèçóåòñÿ ïî÷òè
âåñü åå ãåíîì. Â íåì îñóùåñòâëÿþòñÿ ðåïëèêàöèÿ è
òðàíñêðèïöèÿ áîëüøèíñòâà ìîëåêóë ÄÍÊ, êîòîðûå, êàê
ïðàâèëî, âõîäÿò â ñîñòàâ õðîìîñîì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ó
ìíîãèõ ïðîñòåéøèõ õðîìîñîìû îòíîñèòåëüíî êîðîòêèå.
Èõ ìîëåêóëû ÄÍÊ ìîãóò áûòü ôðàêöèîíèðîâàíû öåëè-
êîì ñ ïîìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, ÷òî ñëóæèò îäíèì
èç íåìíîãèõ ïðÿìûõ äîêàçàòåëüñòâ ëèíåéíîñòè õðîìî-
ñîìíûõ ÄÍÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî îðãàíèçàöèÿ ÿäåðíûõ ãåíîâ

è ãåíîìîâ ïðîñòåéøèõ â öåëîì ñîîòâåòñòâóåò òàêîâîé ó
äðóãèõ ýóêàðèîò. Êàê ïðàâèëî, â õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ýòèõ
äîòêàíåâûõ ñóùåñòâ ïðîèñõîäèò ÷åðåäîâàíèå óíèêàëü-
íûõ è ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ñðåäè ïî-
ñëåäíèõ îáíàðóæåíû ñëàáîïîâòîðÿþùèåñÿ (ìåíåå 50 êî-
ïèé), óìåðåííîïîâòîðÿþùèåñÿ (ñîòíè êîïèé) è âûñîêî-
ïîâòîðÿþùèåñÿ (òûñÿ÷è è äåñÿòêè òûñÿ÷ êîïèé)
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ìîãóò îáðàçîâûâàòü òàí-
äåìíûå è èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû. Ïîìèìî ãåíîâ ìî-
ëåêóëû õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ñîäåðæàò äðóãèå ñåãìåíòû,
íàïðèìåð öåíòðîìåðíûå è òåëîìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè. Îñîáåííî ïîðàæàåò ñõîäñòâî â ñòðóêòóðíîé îðãàíè-
çàöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ ó ïðîñòåéøèõ è äðóãèõ ýóêàðè-
îò. Â ñîâðåìåííîé ïðîòèñòîëîãèè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
ýòèõ è äðóãèõ ñåãìåíòîâ ÄÍÊ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ
ìîëåêóëÿðíî-ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ïîñòðîåíèé. Òàêèì îá-
ðàçîì, ìîëåêóëÿðíàÿ ñòðóêòóðà ìíîãèõ ãåíåòè÷åñêèõ
ýëåìåíòîâ íåïëîõî èññëåäîâàíà ó çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà
âèäîâ ïðîñòåéøèõ. Îäíàêî îñòàþòñÿ íåðåøåííûìè
ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ îïðåäåëåíèåì îáùèõ ïðèíöèïîâ
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíîìà ó
ýòèõ ýóêàðèîò. Óñïåõè â äàííîé îáëàñòè íàìåòèëèñü
òîëüêî â ñàìîå ïîñëåäíåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ ðàáîòîé ïî ðàñ-
øèôðîâêå ÿäåðíûõ ãåíîìîâ íåêîòîðûõ ïðîñòåéøèõ. Òà-
êèì îáðàçîì, ê íà÷àëó XXI â. ñòàëî î÷åâèäíûì, ÷òî äëÿ
ïîíèìàíèÿ îáùèõ ïðèíöèïîâ îðãàíèçàöèè ÿäðà ïðî-
ñòåéøèõ, èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðíîãî ðàçíîîáðàçèÿ è ãåíåòè-
÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè ýòîãî ãëàâíîãî êîìïàðòìåíòà êëåò-
êè äîòêàíåâûõ ýóêàðèîò íåîáõîäèì ñèíòåòè÷åñêèé ïîä-
õîä, îñíîâàííûé íà ðàçóìíîì ñî÷åòàíèè ñîâðåìåííûõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ, ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ è ìî-
ëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ. Ïðàêòèêà ïîêàçû-
âàåò, ÷òî ðåøèòü ýòó çàäà÷ó ëó÷øå äðóãèõ ìîãóò èìåííî
ïðîòîçîîëîãè, êîòîðûå òðàäèöèîííî îòíîñÿòñÿ ê êëåòêå
ïðîñòåéøèõ ïðåæäå âñåãî êàê ê îðãàíèçìó, à íå ïðîñòî
êàê ê èñòî÷íèêó ðàçíîîáðàçíûõ áèîìîëåêóë äëÿ èññëå-
äîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00662).

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÇÅËÅÍÎÃÎ ÔËÓÎÐÅÑÖÈÐÓÞ-
ÙÅÃÎ ÁÅËÊÀ (EGFP) Â ÝÌÁÐÈÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈßÕ ÐÀÍÍÈÕ ÇÀÐÎÄÛØÅÉ ÌÛ-
ØÅÉ. © À. À. Ñìèðíîâ,1 Í. Â. Øèøîâà,2 Í. Þ. Ñàõàðî-
âà,1 Å. Ô. Âèõëÿíöåâà,1 Ã. À. Äàâûäîâà,1 Á. Ê. Ãàâðèëþê.1
1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôè-
çèêè ÐÀÍ, davidova_g@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò áèîôèçèêè
êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî.

Ïðèìåíåíèå áåëêà EGFP ïåðñïåêòèâíî äëÿ èññëåäî-
âàíèé äîèìïëàíòàöèîííîãî ýìáðèîãåíåçà ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, â ÷àñòíîñòè äëÿ âûÿñíåíèÿ îñîáåííîñòåé êëåòî÷-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé è ñóäüáû ïîòîìêîâ ðàííèõ áëàñòî-
ìåðîâ. Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ EGFP â òàêèõ ðàáîòàõ
íåîáõîäèìî çíàòü îñîáåííîñòè åãî ñèíòåçà â çàðîäûøàõ,
îïðåäåëÿåìûå ïðåæäå âñåãî òåì, êòî èç ðîäèòåëåé
áûë íîñèòåëåì ãåíà EGFP. Ìû èçó÷àëè ýêñïðåññèþ ýòî-
ãî ãåíà â ðàííèõ çàðîäûøàõ, ïîëó÷åííûõ îò ãåòå-
ðîçèãîòíûõ ñàìîê èëè ñàìöîâ ìûøåé ëèíèè
C57BL/6-TgN(ACTb-EGFP) ïðè ñêðåùèâàíèè ñ ìûøàìè
C57BL/6. Òðàíñãåííûå ìûøè, íåñóùèå ãåí-ðåïîðòåð, êî-
äèðóþùèé ñèíòåç EGFP ïîä êîíòðîëåì àêòèíîâîãî ïðî-
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ìîòîðà öûïëåíêà, áûëè ïîëó÷åíû èç Íàó÷íîãî öåíòðà
áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé ÐÀÌÍ. Áûëà èçó÷åíà ëîêà-
ëèçàöèÿ EGFP â çðåëûõ îîöèòàõ è çàðîäûøàõ íà ïîñëå-
äîâàòåëüíûõ ñòàäèÿõ äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ —
îò ñòàäèè çèãîòû äî ñòàäèè áëàñòîöèñòû. Îîöèòû âûäå-
ëÿëè èç ÿè÷íèêîâ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ÑÆÊ. Çàðî-
äûøåé ïîëó÷àëè èç ÿéöåâîäîâ è ðîãîâ ìàòêè. Ïðèæèç-
íåííûå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Axioscop 40FL (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Àíàëèç ýìáðèîíàëüíî-
ãî ìàòåðèàëà, ïîëó÷åííîãî îò ãåòåðîçèãîòíûõ ñàìîê, íå-
ñóùèõ ãåí EGFP, ïîêàçàë, ÷òî ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷åíèå
áåëêà õàðàêòåðíî äëÿ âñåõ èçó÷åííûõ îáúåêòîâ: îò çðå-
ëîãî îîöèòà äî çàðîäûøåé íà ïîñëåäíåé ñòàäèè äîèìï-
ëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ — áëàñòîöèñòû — âïëîòü äî èõ
âûëóïëåíèÿ èç z. pellucida. Ïðè èñïîëüçîâàííîì âèäå
ñêðåùèâàíèÿ ëèøü ÷àñòü çàðîäûøåé íåñåò ãåí çåëåíîãî
áåëêà, à ñïåöèôè÷åñêîå åãî ñâå÷åíèå îáíàðóæåíî ó âñåõ
èññëåäîâàííûõ çàðîäûøåé, òàê æå êàê è â íåîïëîäîòâî-
ðåííûõ îîöèòàõ. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ñèíòåçèðîâàííûé â
îîöèòàõ áåëîê EGFP ñîõðàíÿåòñÿ â çàðîäûøàõ â íàòèâ-
íîì ñîñòîÿíèè íåçàâèñèìî îò èõ ñîáñòâåííîãî ãåíîìà â
òå÷åíèå âñåãî äîèìïëàíòàöèîííîãî ïåðèîäà. Ïðè èññëå-
äîâàíèè çàðîäûøåé, ïîëó÷åííûõ îò ñêðåùèâàíèÿ ñ ñàì-
öàìè, â ãåíîìå êîòîðûõ íàõîäèòñÿ ãåí EGFP, áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî åãî ýêñïðåññèÿ íà÷èíàåòñÿ íà 8-êëåòî÷íîé ñòà-
äèè â ïðîöåññå êîìïàêòèçàöèè. Ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷åíèå
çåëåíîãî áåëêà áûëî îáíàðóæåíî ó ïîëîâèíû èññëåäî-
âàííûõ íà ýòîì ñðîêå çàðîäûøåé (7 èç 13). Òàêîå ñîîòíî-
øåíèå «ñâåòÿùèõñÿ» è «íåñâåòÿùèõñÿ» çàðîäûøåé
(1 : 1) ñîâïàäàåò ñ òåîðåòè÷åñêèì, ìåíäåëåâñêèì, ðàñ-
ùåïëåíèåì ïðèçíàêîâ, êîòîðîå ìîæíî áûëî îæèäàòü ïðè
èñïîëüçîâàííîì âèäå ñêðåùèâàíèÿ. Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî
îáíàðóæåííîå íàìè ñâå÷åíèå çàðîäûøåé äåéñòâèòåëüíî
ñâÿçàíî ñ íà÷àëîì ýêñïðåññèè ñîáñòâåííîãî ãåíà EGFP,
ïåðåäàííîãî ñ îòöîâñêèì íàáîðîì õðîìîñîì. Ýòà ýêñï-
ðåññèÿ çàïàçäûâàåò ïî ñðàâíåíèþ ñ íà÷àëîì îñíîâíîé
àêòèâíîñòè ãåíîìà çàðîäûøà, êîòîðîå ïðîèñõîäèò íà
2-êëåòî÷íîé ñòàäèè. Íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû ñâå÷åíèå çå-
ëåíîãî áåëêà òàêæå íàáëþäàåòñÿ ëèøü ó ÷àñòè çàðîäû-
øåé. Òàêèì îáðàçîì, íàøè íàáëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
EGFP, ñèíòåçèðóåìûé â ïåðèîä îîãåíåçà ó ãåòåðîçèãîò-
íûõ ñàìîê, ñîõðàíÿåòñÿ ó çàðîäûøåé íåçàâèñèìî îò èõ
ñîáñòâåííîãî ãåíîìà â òå÷åíèå âñåãî äîèì-
ïëàíòàöèîííîãî ïåðèîäà. Îí ìîæåò ñëóæèòü âèòàëüíûì
ìàðêåðîì ïðè ïðîñëåæèâàíèè ñóäüáû îòäåëüíûõ áëàñòî-
ìåðîâ â îïûòàõ ïî ñîçäàíèþ õèìåðíûõ çàðîäûøåé. Ñîá-
ñòâåííàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà EGFP íà÷èíàåòñÿ â ïðîöåññå
êîìïàêòèçàöèè íà 8-êëåòî÷íîé ñòàäèè. Äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ çàðîäûøåé, ïîëó÷åííûõ îò ñêðåùèâàíèÿ ñ òðàíñãåí-
íûìè ñàìöàìè, â êà÷åñòâå äîíîðîâ «çåëåíûõ êëåòîê»
èëè ðåöèïèåíòîâ íåîáõîäèì èõ ïðåäâàðèòåëüíûé îòáîð
ïîä êîíòðîëåì ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà.

ÂÍÓÒÐÈÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÅ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ
ÄÍÊ ÃÅÍÎÌÎÂ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ, ÑÎÄÅÐÆÀ-
ÙÈÅ «ÒÅËÎÌÅÐÍÛÅ» ÒÀÍÄÅÌÍÛÅ ÏÎÂÒÎÐÛ
(TTAGGG)n. © À. Í. Ñìèðíîâà, Ì. Ï. Ñâåòëîâà, Ë. Â. Ñî-
ëîâüåâà, Î. Ñ. Ìóäðàê, Ð. È. Êðóòèëèíà, Í. Â. Òîìèëèí.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ãåíîìû âûñøèõ ýóêàðèîò ñîäåðæàò ìíîãî èçáûòî÷-
íîé ÄÍÊ, ðîëü êîòîðîé îñòàåòñÿ íåÿñíîé. Îñíîâíàÿ ìàñ-
ñà ýòîé ÄÍÊ ìåòèëèðîâàíà ïî CpG è ïîýòîìó ïëîõî
òðàíñêðèáèðóåòñÿ è áûñòðî ìóòèðóåò çà ñ÷åò äåçàìèíè-

ðîâàíèÿ ìåòèë-CpG â TpG, îäíàêî â õðîìîñîìàõ ïîçâî-
íî÷íûõ æèâîòíûõ èìåþòñÿ äëèííûå òàíäåìíûå ïîâòîðû
(TTAGGG)n, êîòîðûå íå ñîäåðæàò CpG è íå ìîãóò áûòü
ìåòèëèðîâàíû. Ýòè ïîâòîðû, êîòîðûå ââèäó ïðîñòîòû
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ íå ìîãóò ñîäåðæàòü êî-
äèðóþùèõ áåëîê ãåíîâ, ìîãóò ëîêàëèçîâàòüñÿ â òåëîìå-
ðàõ, ãäå îíè âûïîëíÿþò ôóíêöèþ êåïèðîâàíèÿ êîíöîâ
õðîìîñîì, îäíàêî ó ïðèìåðíî 40 % âèäîâ ïîçâîíî÷íûõ
óêàçàííûå ïîâòîðû íàõîäÿòñÿ òàêæå è âíóòðè õðîìîñîì.
Â ãåíîìå êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ýòè âíóòðèõðîìîñîìíûå
ïîâòîðû (TTAGGG)n (ÂÕÒÏ) ñîñòàâëÿþò îêîëî 5 %
âñåé ÄÍÊ, ÷àñòî ëîêàëèçóþòñÿ â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéî-
íàõ õðîìîñîì è ìîãóò ñâÿçûâàòü òåëîìåðíûé áåëîê
TRF1. Ýâîëþöèîííîå ïðîèñõîæäåíèå ÂÕÒÏ íåÿñíî, îíè
ìîãóò îáðàçîâàòüñÿ ïðè òåëîìåðíûõ ñëèÿíèÿõ õðîìîñîì,
à òàêæå ïðè èíòåãðàöèè ýïèñîìíîé (êîëüöåâîé)
(TTAGGG)n ÄÍÊ ïî äâîéíûì ðàçðûâàì â õðîìîñîìàõ.
Íåèçâåñòíî, ïðîèñõîäèò ëè òðàíñêðèïöèÿ ÂÕÒÏ, íî
åñëè ïðîèñõîäèò, îíà, î÷åâèäíî, íå ìîæåò áûòü ïîäàâëå-
íà ìåòèëèðîâàíèåì ÄÍÊ. Õðîìàòèí, ïîêðûâàþùèé
ÂÕÒÏ, ìîæåò, îäíàêî, ñîäåðæàòü ðåïðåññèâíûå ìîäèôè-
êàöèè ãèñòîíîâ, òàêèå êàê ãèñòîí H3, òðèìåòèëèðîâàí-
íûé ïî ëèçèíó-9 (H3-K9m3) èëè ïî ëèçèíó-27
(H3-K27m3), õàðàêòåðíûå äëÿ êîíñòèòóòèâíîãî è ôà-
êóëüòàòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ñîîòâåòñòâåííî. Ìû èñ-
ñëåäîâàëè ÂÕÒÏ â êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ñ ïî-
ìîùüþ ýêñïðåññèè â íèõ òåëîìåðíîãî áåëêà ÷åëîâåêà
TpG, ìå÷åííîãî çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì
(GFP). Ýòîò áåëîê ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåò ïîâòîðû
(TTAGGG)n êàê íà òåëîìåðàõ, òàê è âíóòðè õðîìîñîì,
íî â èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòêàõ CHO èëè V79, èìåþ-
ùèõ î÷åíü êîðîòêèå òåëîìåðû, â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ
âèäíû òîëüêî áîëüøèå áëîêè ÂÕÒÏ, ñâÿçûâàþùèå
GFP-TRF1. Ýòî ñâÿçûâàíèå — äèíàìè÷åñêîå, è ñ ïî-
ìîùüþ àíàëèçà êèíåòèêè âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè ïîñëå ôîòîâûöâå÷èâàíèÿ (FRAP) ìû îïðåäåëèëè,
÷òî â ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè ìîëåêóëà GFP-TRF1 íàõîäèò-
ñÿ â ñðåäíåì ïðèìåðíî 15 ñ, ïðè÷åì îáìåíèâàåòñÿ áîëåå
90 % âñåõ ìîëåêóë. ×åðåç 2—4 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê
èíãèáèòîðîì òðàíñêðèïöèè àêòèíîìèöèíîì Ä (íî íå èí-
ãèáèòîðîì áåëêîâîãî ñèíòåçà öèêëîãåêñèìèäîì) ìî-
áèëüíîñòü GFP-TRF1 ðåçêî óìåíüøàåòñÿ. Ýòî ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ ãèïîòåçîé î òîì, ÷òî îáìåí GFP-TRF1 ïðîèñõîäèò
âî âðåìÿ òðàíñêðèïöèè ÂÕÒÏ. Ïîýòîìó ìû ïðîâåðèëè,
íå ñîâïàäàþò ëè ÂÕÒÏ â æèâûõ êëåòêàõ êèòàéñêîãî õî-
ìÿ÷êà ñ öåíòðàìè âêëþ÷åíèÿ 5-áðîìóðèäèíòðèôîñôàòà
(áðîì-ÓÒÔ), îäíàêî âûÿâèòü òàêîå ñîâïàäåíèå íå óäà-
ëîñü, õîòÿ íåêîòîðîå ïåðåêðûâàíèå ó÷àñòêîâ âêëþ÷åíèÿ
áðîì-ÓÒÔ è ÂÕÒÏ áûëî îáíàðóæåíî. Ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ìû òàêæå ïðîâåðèëè èíòåíñèâ-
íîñòü òðàíñêðèïöèè íåêîòîðûõ óíèêàëüíûõ ãåíîâ, ðàñ-
ïîëîæåííûõ â ãåíîìå ðÿäîì ñ ïîâòîðàìè (TTAGGG)n.
Îêàçàëîñü, ÷òî íåêîòîðûå èç ýòèõ ãåíîâ àêòèâíî òðàíñ-
êðèáèðóþòñÿ; òàêèì îáðàçîì, ïîâòîðû (TTAGGG)n ñàìè
ïî ñåáå íå ÿâëÿþòñÿ ãëóøèòåëÿìè òðàíñêðèïöèè. Äëÿ
èçó÷åíèÿ âîïðîñà î òîì, íå ñîäåðæàò ëè ÂÕÒÏ ðåïðåñ-
ñèâíûå ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâ, ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ
îêðàøèâàíèÿ èíòåðôàçíûõ ÿäåð è ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
êëåòîê êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà ê
H3-K9m3 èëè H3-K27m3 è âûÿñíèëè, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå
ýòèõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ â ÿäðàõ è õðîìîñîìàõ ñî-
âåðøåííî èíîå, ÷åì ðàñïðåäåëåíèå ÂÕÒÏ. Òàêèì îáðà-
çîì, ýòè áëîêè íå ñîäåðæàò õðîìàòèíîâûõ ìàðêåðîâ êîí-
ñòèòóòèâíîãî èëè ôàêóëüòàòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà.
Êàê áûëî ïîä÷åðêíóòî âûøå, ÄÍÊ ÂÕÒÏ íå ìîæåò áûòü

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 793



ìåòèëèðîâàíà, ïîñêîëüêó íå ñîäåðæèò CpG è, ïîäîáíî
òåëîìåðàì, äèíàìè÷åñêè ñâÿçûâàåò GFP-TRF1, ïðè÷åì
îáìåí ýòîãî áåëêà êàê-òî çàâèñèò îò òðàíñêðèïöèè. Âîç-
ìîæíî, ÷òî ÂÕÒÏ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîâûé òèï àêòèâ-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, êîòîðûé ïîääåðæèâàåòñÿ çà ñ÷åò
òðàíñêðèïöèè è îáðàçîâàíèÿ ìàëûõ ÐÍÊ, íî åãî ôóíê-
öèè îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå,
ïðåäîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 07-04-48897 è 07-04-00311)
è àññîöèàöèåé AS (ãðàíò ÈÍÒÀÑ-ÃÅÍÎÌÈÊÀ
05-1000004-7753).

ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÈÑÒÎ×ÍÈÊÈ ÐÀÇÂÈÒÈß ÇÎÍÛ ÏÀÐÀ-
ÒÎÌÈÈ Ó ÎËÈÃÎÕÅÒÛ Pristina longiseta (Naididae):
ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ È ÀÍÀËÈÇ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅ-
ÍÎÂ-ÌÀÐÊÅÐÎÂ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ È ÌÀËÎÄÈÔÔÅÐÅÍ-
ÖÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Í. Ï. Ñìèðíîâà, Ð. Ï. Êîñ-
òþ÷åíêî. Êàôåäðà ýìáðèîëîãèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, kostyuch@mail.ru.

Áåñïîëîå ðàçìíîæåíèå ïî òèïó ïàðàòîìèè, ò. å. ïî-
ïåðå÷íîãî äåëåíèÿ, ïðè êîòîðîì ôîðìèðîâàíèå íåäîñòà-
þùèõ ãîëîâíûõ è õâîñòîâûõ îòäåëîâ ïðåäøåñòâóåò ðàç-
äåëåíèþ âíîâü îáðàçîâàííûõ çîîèäîâ, õàðàêòåðíî äëÿ
îëèãîõåò ñåìåéñòâà Naididae. Ïðè ðàçâèòèè çîíû ïà-
ðàòîìèè ïðîèñõîäÿò çíà÷èòåëüíûå êëåòî÷íûå è òêàíå-
âûå ïåðåñòðîéêè. Çîíà äåëåíèÿ (ïåðåòÿæêà) çàêëàäûâà-
åòñÿ ïîñåðåäèíå ñåãìåíòà. Â åå ðàçâèòèè ìû âûäåëÿåì
òðè ñòàäèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ñòåïåíüþ äèôôåðåíöèðîâêè
ñòðóêòóð äî÷åðíèõ çîîèäîâ, — ðàííÿÿ, ñðåäíÿÿ è ïîçä-
íÿÿ ïåðåòÿæêè. Ó èçó÷àåìîé íàìè îëèãîõåòû Pristina
longiseta îáðàçóþòñÿ öåïî÷êè, ñîñòîÿùèå èç íåñêîëüêèõ
ðàçíîâîçðàñòíûõ çîîèäîâ (íå áîëåå 4), ïðè ýòîì êàæäàÿ
ñëåäóþùàÿ çîíà äåëåíèÿ çàêëàäûâàåòñÿ â ñåãìåíòå, ëå-
æàùåì âïåðåäè ïðåäûäóùåé. Ïðè èçó÷åíèè áåñïîëîãî
ðàçìíîæåíèÿ îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âîïðîñ î êëå-
òî÷íûõ èñòî÷íèêàõ ôîðìèðîâàíèÿ íåäîñòàþùèõ ñòðóê-
òóð íîâûõ çîîèäîâ. Ðàíåå íàìè áûëè ïîëó÷åíû äàííûå
(Õàðèí è äð., 2006), ïîçâîëÿþùèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
êëåòî÷íûì èñòî÷íèêîì çîíû äåëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ êëåòêè
ïîêðîâíîãî ýïèòåëèÿ, ïîäâåðãàþùèåñÿ â ïðîöåññå ðàçâè-
òèÿ çîíû ïàðàòîìèè äåäèôôåðåíöèðîâêå. Äëÿ ïðîâåðêè
ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû êëîíèðîâàëè ôðàãìåíòû ãå-
íîâ-ìàðêåðîâ ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ è ñòâîëîâûõ
êëåòîê Plo-vasa, Plo-pl10 è äâóõ ãîìîëîãîâ piwi äëÿ îëè-
ãîõåòû P. longiseta è èññëåäîâàëè èõ ýêñïðåññèþ ìåòî-
äîì ãèáðèäèçàöèè in situ íà öåëûõ îáúåêòàõ. Ýêñïðåññèÿ
ãåíîâ Plo-vasa, Plo-pl10 âûÿâëÿåòñÿ óæå íà ñàìûõ ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ïåðåòÿæêè, êîãäà íèêàêèõ ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ çàêëàäêè çîíû äåëåíèÿ åùå íå íà-
áëþäàåòñÿ. Äîìåíû ýêñïðåññèè ðàñïîëîæåíû â ïîêðîâ-
íîì ýïèòåëèè ïî áîêàì æèâîòíîãî ïîñåðåäèíå ñåãìåíòà
è èìåþò âèä äâóõ ñèììåòðè÷íûõ óçêèõ ïîïåðå÷íûõ ïî-
ëîñîê êëåòîê. Ïî ìåðå ðàçâèòèÿ ïåðåòÿæêè ñèãíàë óñèëè-
âàåòñÿ, à îáëàñòü ýêñïðåññèè áûñòðî óâåëè÷èâàåòñÿ, ïå-
ðåõîäÿ íà äîðñàëüíóþ ñòîðîíó, è óæå íà ñòàäèè ñðåäíåé
ïåðåòÿæêè îõâàòûâàåò âåñü ïîêðîâíûé ýïèòåëèé çîíû
äåëåíèÿ è êëåòêè áëàñòåìû. Â öåôàëîãåííîé, ò. å. ôîð-
ìèðóþùåé íîâóþ ãîëîâó, ÷àñòè çàäíåãî çîîèäà ñèãíàë
ðàñïðîñòðàíåí îáøèðíî, íî äèôôóçíî, â òî âðåìÿ êàê â
ñîìàòîãåííîé ÷àñòè, ôîðìèðóþùåé íîâóþ çîíó ðîñòà
ïåðåäíåãî çîîèäà, îí íîñèò áîëåå êîìïàêòíûé è èíòåí-

ñèâíûé õàðàêòåð ñ ìàêñèìóìîì íà äîðñàëüíîé è äîðñî-
ëàòåðàëüíûõ ñòîðîíàõ. Íà ñòàäèè ïîçäíåé ïåðåòÿæêè
ýêñïðåññèÿ ãåíîâ Plo-vasa, Plo-pl10 îòìå÷åíà â íàäãëî-
òî÷íîì ãàíãëèè ôîðìèðóþùåéñÿ ãîëîâû, â òî âðåìÿ êàê
â ñôîðìèðîâàííîé ãîëîâå îòìå÷åíà ëèøü óìåðåííàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ Plo-pl10. Íà ýòîé ñòàäèè îáíàðóæåí ñèãíàë è â
êèøå÷íèêå: äëÿ Plo-pl10 â ïðåäåëàõ îäíîãî-äâóõ ñåãìåí-
òîâ, ñëåäóþùèõ çà öåôàëîãåííîé ÷àñòüþ çàäíåãî çîîèäà,
à äëÿ Plo-vasa — â îáëàñòè âòîðîãî ñòàðîãî ñåãìåíòà,
ñëåäóþùåãî çà öåôàëîãåííîé ÷àñòüþ. Èç äâóõ êëîíèðî-
âàííûõ íàìè ãîìîëîãîâ ãåíà piwi íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
ìû èçó÷èëè ïàòòåðí ýêñïðåññèè Plo-piwiA. Ýòîò ãåí îá-
íàðóæèâàåò äîâîëüíî ñëàáûé ñèãíàë â ïîêðîâàõ è, âîç-
ìîæíî, âî âíóòðåííèõ òêàíÿõ çîíû äåëåíèÿ ñ áîëåå èí-
òåíñèâíûì è ïðîòÿæåííûì äîìåíîì íà äîðñàëüíîé ñòî-
ðîíå. Íî â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ãåíàì Plo-vasa, Plo-pl10
ïàòòåðí ýêñïðåññèè Plo-piwiA îõâàòûâàåò ïî÷òè âåñü ñåã-
ìåíò, îáðàçóþùèé ïåðåòÿæêó, íà âñåõ ñòàäèÿõ áåñïîëîãî
ðàçìíîæåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49030-à).
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Ýíäîòåëèé ñîñóäîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñåëåêòèâíûé
ïðîíèöàåìûé áàðüåð ìåæäó êðîâüþ è âíóòðåííèì ïðî-
ñòðàíñòâîì âñåõ îðãàíîâ è ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿ-
öèè òðàíñïîðòà ìàêðîìîëåêóë è äâèæåíèè êëåòîê êðîâè
ñêâîçü ñòåíêó ñîñóäà. Ïîääåðæàíèå áàðüåðíîé ôóíêöèè
îáåñïå÷èâàåòñÿ ðàâíîâåñèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ ñîêðàùà-
þùèõ è ðàñòÿãèâàþùèõ ñèë, ãåíåðèðóåìûõ áåëêàìè öè-
òîñêåëåòà. Áàðüåðíàÿ äèñôóíêöèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ïëàñ-
òà, âûñòèëàþùåãî ñòåíêè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ çíà÷èòåëüíîé ïåðåñòðîéêîé öèòîñêåëåòà
êëåòîê, àêòèâàöèåé àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðàùåíèÿ è â êî-
íå÷íîì èòîãå — îáðàçîâàíèåì ïðîìåæóòêîâ ìåæäó ýí-
äîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðîëü ìèê-
ðîòðóáî÷åê â ðåãóëÿöèè áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ
îñòàåòñÿ äî êîíöà íå âûÿñíåííîé, îäíàêî êëèíè÷åñêèå
íàáëþäåíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî ðåàêöèÿ ñî ñòîðîíû ìèêðî-
òðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ êðàéíå âàæíûì çâåíîì â ðàçâèòèè
äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ — âíóòðèâåííîå ââåäåíèå ïðîòè-
âîðàêîâûõ ïðåïàðàòîâ, îáëàäàþùèõ àíòèòóáóëèíîâûì
äåéñòâèåì, ìîæåò ïðèâîäèòü ê ðàçâèòèþ îòåêà ëåãêîãî ó
îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ. Â äàííîé ðàáîòå èññëåäîâàëè
èçìåíåíèÿ, êîòîðûì ïîäâåðãàåòñÿ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî-
÷åê â ïðîöåññå áàðüåðíîé äèñôóíêöèè. Â áîëüøèíñòâå
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà ïëîò-
íîñòü ìèêðîòðóáî÷åê íàèáîëåå âûñîêà â öåíòðå êëåòêè, â
ðàéîíå öåíòðîñîìû è íåçíà÷èòåëüíà ó êëåòî÷íîãî êðàÿ,
òîãäà êàê ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïðåäñòàâëåíà
òîíêèìè ïó÷êàìè, ëîêàëèçîâàííûìè ïðåèìóùåñòâåííî
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íà ïåðèôåðèè êëåòêè. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ìèêðîòðó-
áî÷åê ìåòîäîì èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè èõ ôëóîðåñ-
öåíöèè ïîñëå îêðàñêè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ïî-
êàçàë, ÷òî â íîðìå â êëåòêàõ ýíäîòåëèàëüíîãî ïëàñòà
ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò öåíòðà êëåò-
êè ê åå ïåðèôåðèè îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì ýêñïîíåí-
öèàëüíîé ðåãðåññèè. Ãîðìîí òðîìáèí (25 íÌ) âûçûâàåò
äèñôóíêöèþ ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà, ñîïðîâîæäàþ-
ùóþñÿ áûñòðûì ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê è ðåîðãàíèçàöèåé ñèñòåìû ìèêðî-
òðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå êëåòêè (ïàäåíèå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíè-
åì ëèíåéíîé ðåãðåññèè óæå ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå íà÷àëà
âîçäåéñòâèÿ), ïðè ýòîì ôîðìèðîâàíèå àêòèíîâûõ
ñòðåññ-ôèáðèëë ïðîèñõîäèò ïîçäíåå (ìàêñèìàëüíàÿ
ïëîòíîñòü ñòðåññ-ôèáðèëë äîñòèãàåòñÿ ÷åðåç 30 ìèí âîç-
äåéñòâèÿ òðîìáèíà). Òî, ÷òî îòâåò ñî ñòîðîíû àêòèíîâîé
ñåòè ðàçâèâàåòñÿ çíà÷èòåëüíî ïîçæå, ÷åì ïðîèñõîäèò äå-
ïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê, ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü,
÷òî ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê íà êðàþ êëåòîê
âûçâàíî èìåííî äåïîëèìåðèçàöèåé ìèêðîòðóáî÷åê, à íå
òåì, ÷òî ðîñò ìèêðîòðóáî÷åê â ýòîì ðàéîíå ìåõàíè÷åñêè
îãðàíè÷èâàåòñÿ âíóòðåííèìè ïðåïÿòñòâèÿìè (íàïðèìåð,
ïëîòíûìè êðàåâûìè ïó÷êàìè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ).
Îáà ýôôåêòà îáðàòèìû — ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå íà÷àëà
âîçäåéñòâèÿ ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê íå îòëè÷àåòñÿ îò íîð-
ìàëüíîé, à ñëåäîâàòåëüíî, ôèáðèëëÿðíûå ñèñòåìû öèòî-
ñêåëåòà ñïîñîáíû àäàïòèðîâàòüñÿ ê âîçäåéñòâèþ åñòåñò-
âåííîãî ðåãóëÿòîðà òðîìáèíà. Ðåàêöèÿ ñî ñòîðîíû ìèê-
ðîòðóáî÷åê ðàçâèâàåòñÿ áûñòðåå, ÷åì ðåîðãàíèçàöèÿ
ñèñòåìû àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïî-
ñëåäóþùèå èçìåíåíèÿ ôîðìû ýíäîòåëèàëüíîé êëåòêè â
õîäå äèñôóíêöèè. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàí-
íûå äåìîíñòðèðóþò ëèäèðóþùóþ ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê â
ðàçâèòèè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ — ìèêðî-
òðóáî÷êè, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿþòñÿ ïåðâûì ýôôåêòîðíûì
çâåíîì â öåïè ðåàêöèé, ïðèâîäÿùèõ ê áàðüåðíîé äèñ-
ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé â âèäå ãðàíòîâ NIH (HL06730 è HL58064)
è Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 06-04-49233).

ÌÈÊÐÎÄÈÑÑÅÊÖÈÎÍÍÛÅ ÄÍÊ-ÇÎÍÄÛ Â ÈÇÓ×Å-
ÍÈÈ B-ÕÐÎÌÎÑÎÌ ÊÎÏÛÒÍÎÃÎ ËÅÌÌÈÍÃÀ Dic-
rostonyx torquatus torquatus ÏÎËßÐÍÎÃÎ ÓÐÀËÀ.
© Î. È. Ñîëäàòêèíà,1 Ò. Â. Êàðàìûøåâà,1 Í. Á. Ðóáöîâ,1
Ý. À. Ãèëåâà.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ,
Íîâîñèáèðñê, osoldatkina@gmail.com., è 2 Èíñòèòóò ýêî-
ëîãèè ðàñòåíèé è æèâîòíûõ Óðàëüñêîãî îòäåëåíèÿ ÐÀÍ,
Åêàòåðèíáóðã.

Äîáàâî÷íûå õðîìîñîìû, èëè B-õðîìîñîìû, ó êîïûò-
íûõ ëåììèíãîâ Dicrostonyx torquatus torquatus èç ïîïó-
ëÿöèè Ïîëÿðíîãî Óðàëà îáíàðóæèâàþòñÿ ó âñåõ èçó÷åí-
íûõ æèâîòíûõ, èõ ÷èñëî âàðüèðóåò îò 5 äî 16. Â ïðåäû-
äóùèõ èññëåäîâàíèÿõ äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì äàííîãî
âèäà, ïðîâåäåííûõ â ëàáîðàòîðèè Ý. À. Ãèëåâîé, âûïîë-
íåííûõ ïðè ïîìîùè òðàäèöèîííûõ öèòîãåíåòè÷åñêèõ
ìåòîäîâ, áûëè äåòàëüíî îïèñàíû èõ ÷àñòîòû â ïðèðîä-
íûõ ïîïóëÿöèÿõ, ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè, ïîâåäå-
íèå â ìèòîçå è ìåéîçå, ôåíîòèïè÷åñêèé ýôôåêò, îêàçû-
âàåìûé èìè íà îðãàíèçì «õîçÿèíà», à òàêæå áûëà âûÿâ-

ëåíà èõ ãåòåðîõðîìàòèíîâàÿ ïðèðîäà. Äëÿ èçó÷åíèÿ îð-
ãàíèçàöèè è ïðîèñõîæäåíèÿ äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì íàìè
ìåòîäîì ìèêðîäèññåêöèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì áûëè
ïîëó÷åíû ÄÍÊ-áèáëèîòåêè öåëûõ B-õðîìîñîì. Êàæäàÿ
ÄÍÊ-áèáëèîòåêà ïðåäñòàâëÿëà ñîáîé ìàòåðèàë ëèøü îä-
íîé B-õðîìîñîìû, àìïëèôèöèðîâàííîé ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ
ñ ÷àñòè÷íî âûðîæäåííûìè ïðàéìåðàìè (DOP-PCR).
Â äàëüíåéøåì ÄÍÊ-áèáëèîòåêè ìåòèëèñü â äîïîëíè-
òåëüíûõ öèêëàõ ÏÖÐ è èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñòâå
ÄÍÊ-çîíäîâ äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ.
Êàðòèíû ãèáðèäèçàöèè âñåõ ÄÍÊ-çîíäîâ ñ B-õðîìîñî-
ìàìè èññëåäîâàííûõ íàìè æèâîòíûõ áûëè ñõîäíû. Êðî-
ìå òîãî, ýòè çîíäû ìåòèëè ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû
íåêîòîðûõ àóòîñîì. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà ôëóî-
ðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ñ êîìáèíèðîâàíèåì
ÄÍÊ-çîíäîâ, ïðåäñòàâëåííûõ ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ, è
ìèêðîäèññåêöèîííûõ ÄÍÊ-çîíäîâ B-õðîìîñîì íàìè
áûëà ïîêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ ãåíîâ ðÐÍÊ íå òîëüêî â ïðè-
öåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ àóòîñîì è ïîëîâûõ õðîìîñîì, íî
è â íåêîòîðûõ B-õðîìîñîìàõ æèâîòíûõ âèäà D. t. torqua-
tus. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ îáñóæäàåòñÿ ãèïîòåçà î
âíóòðèâèäîâîì ïðîèñõîæäåíèè îñíîâíîé ÷àñòè ìàòåðèà-
ëà äîáàâî÷íûõ õðîìîñîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48230-à).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÃÅÒÅÐÎÃÅÍÍÎÉ ÏÎÏÓËßÖÈÈ
ÏÅÐÂÈ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈÒÎÂ ÊÎÆÈ
×ÅËÎÂÅÊÀ, ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÍÀ ÐÀÇÍÛÕ ÁÅË-
ÊÀÕ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ. © Î. Ã. Ñïè÷êè-
íà, Ì. È. Áëèíîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïðè ïîëó÷åíèè êåðàòèíîöèòîâ èç êîæè ÷åëîâåêà âû-
äåëÿåòñÿ ãåòåðîãåííàÿ ïîïóëÿöèÿ, ñîñòîÿùàÿ ïðåèìóùå-
ñòâåííî èç êëåòîê áàçàëüíîãî ñëîÿ, ñðåäè êîòîðûõ âûäå-
ëÿþò ñòâîëîâûå è òðàíçèòîðíûå êåðàòèíîöèòû. Ýòè
êëåòêè îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé àôôèííîñòüþ ê îòäåëü-
íûì áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðåäñòàâëåííûì â
áàçàëüíîé ìåìáðàíå, ïî ñðàâíåíèþ ñ áîëåå äèôôåðåíöè-
ðîâàííûìè êëåòêàìè (Watt, Hertle, 1994; Radu et al.,
2002; Kim et al., 2004, è äð.). Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûëî âûäåëèòü è çàòåì îõàðàêòåðèçîâàòü ñóáïîïóëÿöèè
êåðàòèíîöèòîâ, îòñåëåêòèðîâàííûõ ïî àäãåçèè ê íåêîòî-
ðûì áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà çà êîðîòêèå ñðîêè
(10, 20 è 30 ìèí), è ïðîâåðèòü, âëèÿþò ëè íà êóëüòèâè-
ðóåìûå êëåòêè ïðåäëîæåííûå èì ñóáñòðàòû. Óñëîâèÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ñóáñòðàò, íà êîòî-
ðîì îíè ðàñòóò è êîòîðûé îò÷àñòè îíè ñàìè è âûðàáàòû-
âàþò, â çíà÷èòåëüíîé ìåðå ñïîñîáñòâóþò ïðîÿâëåíèþ
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Â êà÷åñòâå ñóáñòðà-
òîâ áûëè èñïîëüçîâàíû êîëëàãåíû I è IV òèïîâ è ôèáðî-
íåêòèí. Õàðàêòåðèçîâàëè êëåòêè ïî äâóì ïàðàìåòðàì —
ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó è êîýôôèöèåíòó
ðàñïëàñòàííîñòè (Kuzminykh, Petrov, 2004). Êëåòêè àíà-
ëèçèðîâàëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà. Ê ýòîìó âðåìåíè
îíè, àäàïòèðóÿñü, òåîðåòè÷åñêè óæå äîëæíû ñèíòåçèðî-
âàòü ñîáñòâåííûé âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ. Ðåçóëüòàòû íà-
øåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî è ÷åðåç 1 ñóò ìîæíî îáíà-
ðóæèòü ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ êëåòîê ïî
âñåì èññëåäóåìûì ïàðàìåòðàì â çàâèñèìîñòè îò ñóáñò-
ðàòà, íà êîòîðîì èõ êóëüòèâèðóþò, ÷òî ðàíåå áûëî îòìå-
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÷åíî ó ìåçåíõèìíûõ êëåòîê (Petrov et al., 2007). Â ðå-
çóëüòàòå ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ìîæíî óñëîâíî ðàçäåëèòü
íà äâå ñóáïîïóëÿöèè — «ìåëêèå êðóãëûå» è «êðóïíûå
ðàñïëàñòàííûå» êëåòêè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èõ íà ñóá-
ñòðàòàõ êîëëàãåíîâ I èëè IV òèïà. Îäíàêî ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ôèáðîíåêòèíà òàêèõ ñóáïîïóëÿöèé íå îáíàðóæè-
âàåòñÿ. Âåðîÿòíî, îáà êîëëàãåíà, ïî-âèäèìîìó, îêàçûâàþò
ñïåöèôè÷åñêîå âëèÿíèå íà èññëåäóåìûå õàðàêòåðèñòèêè
êåðàòèíîöèòîâ â îòëè÷èå îò ôèáðîíåêòèíà, íà êîòîðîì
êëåòêè íå ïðîÿâëÿþò êàêèõ-ëèáî îñîáåííîñòåé äàæå ïðè
ñåëåêöèè èõ ïî âðåìåíè àäãåçèè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî òà-
êîå ïîâåäåíèå êåðàòèíîöèòîâ â êóëüòóðå îòðàæàåò èõ
âçàèìîäåéñòâèå ñ äàííûìè áåëêàìè è â óñëîâèÿõ in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ìèíèñòåðñòâîì îáðàçîâàíèÿ è íàóêè
(ËÎÒ-2005-ÆÑ-13.1/001), â âèäå ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ
ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè íàó÷íûõ øêîë
(ÍØ-1244.2003.4) è â âèäå ãðàíòà ïðàâèòåëüñòâà
Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà äëÿ ñòóäåíòîâ è àñïèðàíòîâ â 2006 ã.

ÂËÈßÍÈÅ ÁÅËÊÎÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ
ÍÀ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÛ P65 ÒÐÀÍÑ-
ÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ NF-êB è á-ÀÊÒÈÍÈÍÀ-4
Â ßÄÐÅ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Î. Ñ. Ñïè÷-
êèíà,1 Ì. Ã. Õîòèí,1 À. Â. Ñîëîâüåâà,2 Ä. Ã. Òåíòëåð,1
Ë. Â. Òóðîâåðîâà,1 Ì. È. Áëèíîâà,1 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðã-
ñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

NF-êB — òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, êîòîðûé ðåãó-
ëèðóåò ýêñïðåññèþ ðÿäà æèçíåííî âàæíûõ ãåíîâ. Â êëåò-
êå îí íàõîäèòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â âèäå ãåòåðîäèìåðîâ
p65/p50 è ãîìîäèìåðîâ p65/p65. Íà êëåòêàõ ýïèäåðìîèä-
íîé êàðöèíîìû êîæè ÷åëîâåêà A431 ïîêàçàíî, ÷òî ñóáú-
åäèíèöà p65 òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ á-àêòèíèíîì-4, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, â öèòîïëàçìå è ïðè ñòèìóëÿ-
öèè èäåò ñ íèì ÿäðî (Are et al., 2000). Ïî ëèòåðàòóðíûì
äàííûì, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ó÷àñòâóåò â ïåðåðàñïðå-
äåëåíèè p65 ïðè àäãåçèè íà ðàçëè÷íûå áåëêè âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ). Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èñ-
ñëåäîâàíèå âëèÿíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ (êîëëàãåíà I è IV òè-
ïîâ, ôèáðîíåêòèíà è ëàìèíèíà 2/4), à òàêæå ìàòðèãåëÿ
íà ðàñïðåäåëåíèå p65-ñóáúåäèíèöû òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà NF-êB è á-àêòèíèíà-4 â êåðàòèíîöèòàõ êîæè ÷å-
ëîâåêà. Êëåòêè, âûðàùåííûå íà ëèãàíäàõ, ñíà÷àëà ïîä-
âåðãàëè ñòðèïïèíãó, ò. å. ñíèìàëè âåðõíèå ñëîè äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, çàòåì ñíèìàëè ñëîé áàçàëüíûõ
êëåòîê è îòäåëüíî èõ àíàëèçèðîâàëè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ñîäåðæàíèå á-àêòèíèíà-4 â êîìïëåêñàõ ñ p65, âûäåëåí-
íûõ èç ÿäåðíûõ ôðàêöèé, â áàçàëüíûõ è äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ íà ðàçëè÷íûõ ëèãàí-
äàõ, ðàçëè÷àåòñÿ. Â ðåçóëüòàòå ìîðôîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ âûÿâëåíî, ÷òî
ïðåäëîæåííûå êëåòêàì áåëêè ÂÊÌ âëèÿþò íà ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèå p65 è á-àêòèíèíà-4 â êëåòêå. Â îñíîâíîì ýòè
áåëêè ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî êëåòêå. Îäíàêî â êå-
ðàòèíîöèòàõ, âûðàùåííûõ íà ôèáðîíåêòèíå, p65 â
îñíîâíîì ïðåäñòàâëåí â ÿäðå, à á-àêòèíèí-4 ðàñïðåäåëåí
ïîâñåìåñòíî, îñîáåííî âûäåëÿþòñÿ ÿðêèå ñêîïëåíèÿ â
ëàìåëëàõ, òîãäà êàê ó êëåòîê, âûðàùåííûõ íà ìàòðèãåëå,
ñîäåðæàíèå p65 è á-àêòèíèíà-4 çíà÷èòåëüíî ìåíüøå.
Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïðîâîäèëè àíàëèç ýêñïðåññèè â êëåò-

êàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóå-
ìûõ íà êîëëàãåíå 1, ôèáðîíåêòèíå è ëàìèíèíå 2/4,
ñëåäóþùèõ ãåíîâ-ìèøåíåé p65-ñóáúåäèíèöû NF-êB:
Bax, Snail, Tenascin-C, ICAM, Fn è FGF. Ïîêàçàíà çàâè-
ñèìîñòü àêòèâíîñòè ýòèõ ãåíîâ îò òèïà áåëêà âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà, íà êîòîðîì êóëüòèâèðîâàëèñü êëåòêè.
Àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà Bax íà ôèáðîíåêòèíå ñîâïà-
äàåò âî âðåìåíè ñ óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ á-àêòèíèíà-4
â ÿäðå, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå ýòîãî áåëêà
â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
NF-êB. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êîëè÷åñòâî á-àêòèíèíà-4 â
êîìïëåêñàõ ñ p65 ìîæåò îòðàæàòü âëèÿíèå áåëêîâ âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà ôèçèîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå
ýòèõ êëåòîê.

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

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎ-ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÉ ÀÍÀËÈÇ
Ó×ÀÑÒÊÎÂ ÏÐÈÊÐÅÏËÅÍÈß ÕÐÎÌÎÑÎÌ Ê ßÄÅÐ-
ÍÎÉ ÎÁÎËÎ×ÊÅ Ó ÌÀËßÐÈÉÍÛÕ ÊÎÌÀÐÎÂ.
© Â. Í. Ñòåãíèé, À. Î. Ñàéäæàôàðîâà, Ã. Í. Àðòåìîâ.
Òîìñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, steg-
niy@res.tsu.ru.

Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ ìàëÿ-
ðèéíûõ êîìàðîâ Anopheles ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ
äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé è ïðîñòðàíñò-
âåííîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà ýóêàðèîò. Ïðè ïîìîùè ìåòî-
äà ìèêðîäèññåêöèè ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ñ ïîñëåäóþ-
ùåé in situ-ãèáðèäèçàöèåé èçó÷åíû îñîáåííîñòè õðîìî-
ñîìíîé ëîêàëèçàöèè ðàéîíîñïåöèôè÷íîãî ÄÍÊ-çîíäà èç
ïðèöåíòðîìåðíîãî ó÷àñòêà ãåòåðîõðîìàòèíà õðîìîñîìû
2L Anopheles beklemishevi íà ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ
A. atroparvus, A. messeae è A. beklemishevi. Óñòàíîâëåíî,
÷òî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷íûå çîíäó, ïðè-
ñóòñòâóþò ó âñåõ âèäîâ â ïðèöåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêàõ è
ðàéîíàõ ïðèêðåïëåíèÿ íà õðîìîñîìàõ 2 è 3, êðîìå ó÷àñò-
êîâ ïðèêðåïëåíèÿ õðîìîñîì XL A. beklemishevi è A. mes-
seae, ïðèöåíòðîìåðíîé îáëàñòè 2R ó A. messeae. á-Ãåòå-
ðîõðîìàòèí õðîìîñîì öåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ 2L
A. messeae è 3R è 2R òàêæå íå ñîäåðæèò ãîìîëîãè÷íûõ
çîíäó ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ðåçóëüòàòû áûëè ñî-
ïîñòàâëåíû ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå äàííûìè ïî ëîêàëèçà-
öèè âèäîñïåöèôè÷íîãî çîíäà èç ó÷àñòêà õðîìîñîìû 2R
A. atroparvus íà õðîìîñîìàõ âèäîâ A. atroparvus, A. mes-
seae è A. beklemishevi (Ãðóøêî è äð., 2004). Âûÿâëåííûå
ðàçëè÷èÿ â ìåñòàõ ëîêàëèçàöèè çîíäîâ è èíòåíñèâíîñòè
ñâå÷åíèÿ óêàçûâàþò íà íàëè÷èå èíäèâèäóàëüíîãî ñî÷å-
òàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ðàéîíàõ ïðèêðåïëåíèÿ õðî-
ìîñîì. XL-õðîìîñîìà A. messeae ïðî÷íî êðåïèòñÿ ê
ÿäåðíîé îáîëî÷êå ëàòåðàëüíûì ðàéîíîì 2b/c, êîòîðûé
èìååò ìîðôîëîãèþ, õàðàêòåðíóþ äëÿ ó÷àñòêîâ â-ãåòåðî-
õðîìàòèíà (Ñòåãíèé, 1993). Ýòîò ðàéîí èìååò ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷íûå ïðèöåíòðîìåðíîìó
ó÷àñòêó 2R õðîìîñîìû A. atroparvus (Ãðóøêî è äð.,
2004), è íå èìååò ãîìîëîãèè ÄÍÊ ñ ïðèöåíòðîìåðíûì
ðàéîíîì 2L õðîìîñîìû A. beklemishevi (Ñàéäæàôàðîâà è
äð., 2006). Ìåòîäîì ìèêðîäèññåêöèè ïîëèòåííûõ õðîìî-
ñîì âûäåëèëè ó÷àñòîê 2b/c XL-õðîìîñîìû A. messeae.
Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ïðîâå-
ëè àíàëèç ãîìîëîãèè ÄÍÊ èññëåäóåìîãî ðàéîíà ñ ïîëè-
òåííûìè õðîìîñîìàìè A. messeae. Ñàìóþ áîëüøóþ èí-

796 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



òåíñèâíîñòü èìåë ñèãíàë â ðàéîíå 2b/c XL-õðîìîñîìû,
îòêóäà áûë âçÿò çîíä. Äðóãèå ó÷àñòêè ýòîé õðîìîñîìû
íå îáíàðóæèëè ìåòêè. Íà õðîìîñîìå 2 ìåòêà âûÿâëåíà â
ïðèöåíòðîìåðíîì ðàéîíå ïðàâîãî ïëå÷à 15d, à òàêæå â
ëàòåðàëüíûõ ðàéîíàõ îáîèõ ïëå÷. Õðîìîñîìà 3R ïîìå-
òèëàñü â ïðèöåíòðîìåðíîì ðàéîíå 32d è ëàòåðàëüíûõ
ðàéîíàõ. Íà õðîìîñîìå 3L ñèãíàë áûë îáíàðóæåí â ïðè-
öåíòðîìåðíîì ðàéîíå 33a-c, ëàòåðàëüíûõ ðàéîíàõ, ñëà-
áûé ñèãíàë áûë âûÿâëåí â òåëîìåðíîì ó÷àñòêå.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Í. Á. Ðóáöîâó è
Ò. Â. Êàðàìûøåâîé çà ó÷àñòèå â ïðîâåäåíèè ðàáîòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 06-04-96965 è 07-04-10047), ïî
ïðîãðàììå «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû ÐÔ» (ãðàíò
ÍØ-4283.2006.4) è ïî öåëåâîé ïðîãðàììå «Ðàçâèòèå íà-
ó÷íîãî ïîòåíöèàëà âûñøåé øêîëû (2006—2008 ãã.)»
(ãðàíò ÐÍÏ.2.2.1.1.2038).

ÐÎËÜ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ È ÖÅÍÒÐÎÂ ÈÕ ÎÐÃÀÍÈ-
ÇÀÖÈÈ Â ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÈ ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ Ê
ÈÇÎÏÐÎÏÈË-N-ÔÅÍÈËÊÀÐÁÀÌÀÒÓ Ó ÌÓÒÀÍÒÎÂ
Nicotiana sylvestris. © Î. À. Ñòåëüìàõ, À. È. Åìåö,
ß. Á. Áëþì. Èíñòèòóò êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãåíåòè÷å-
ñêîé èíæåíåðèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ, alyemets@mail.
univ.kiev.ua.

Ôåíèëêàðáàìàòíûå ãåðáèöèäû, íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûìè èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ èçîïðîïèë-N-ôåíèë-
êàðáàìàò (ÈÔÊ) è õëîðèçîïðîïèë-N-ôåíèëêàðáàìàò
(ÕÈÔÊ), ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àíòèìèòîòè÷åñêèå àãåíòû,
êîòîðûå âîçäåéñòâóþò íà öåíòðû îðãàíèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê (ÖÎÌÒû) è (ëèáî òîëüêî) íà ìèêðîòðóáî÷êè
(ÌÒ). Ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ äàííûõ âåùåñòâ ïî-ïðåæíå-
ìó îñòàþòñÿ ïðåäìåòîì íàó÷íîé äèñêóññèè, ïîñêîëüêó
ñóùåñòâóþò äîêàçàòåëüñòâà, íàïðèìåð, òîãî ÷òî ÕÈÔÊ
íàðóøàåò ôóíêöèîíèðîâàíèå òîëüêî ÖÎÌÒîâ, à íå ÌÒ,
ïðèâîäÿ ê ôðàãìåíòàöèè ïîëþñîâ è ôîðìèðîâàíèþ
òðåõ- ëèáî ìíîãîïîëþñíûõ âåðåòåí äåëåíèÿ (Lloyd, Tra-
as, 1988). Äðóãèå äàííûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ìèøåíüþ
äåéñòâèÿ ÕÈÔÊ ÿâëÿþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî ÌÒ (Elefthe-
riou, Bekiari, 2000). Áîëåå òîãî, íà êëåòêàõ ñóñïåíçèîí-
íîé êóëüòóðû òàáàêà áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÕÈÔÊ íàè-
áîëåå âåðîÿòíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ â-òóáóëèíîì â ñàéòå ñâÿ-
çûâàíèÿ áåíçàìèäîâ (Young, Lewandowski, 2000). ×òî
êàñàåòñÿ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ ÈÔÊ, òî íà ñåãîäíÿøíèé
äåíü ñóùåñòâóþò òîëüêî äàííûå î òîì, ÷òî ýòî âåùåñòâî
íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íè íà ïîëèìåðèçàöèþ òóáóëèíà èç
ìîçãà in vitro (Bartels, Hilton, 1973; Cosset et al., 1975), íè
íà ñáîðêó ðàñòèòåëüíûõ ÌÒ in vivo (Bartels, Hilton,
1973). Íàèáîëåå òèïè÷íûìè ñèìïòîìàìè, êîòîðûå ÈÔÊ
âûçûâàåò, ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå òðåõ- è ìóëüòèïîëÿðíûõ
ïîëþñîâ. Äëÿ áîëåå ãëóáîêîãî âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà
äåéñòâèÿ ÈÔÊ íà ðàñòèòåëüíûå êëåòêè íàìè áûëè îòñå-
ëåêòèðîâàíû in vitro ìóòàíòíûå ëèíèè Nicotiana sylvest-
ris (Yemets et al., 2003), óñòîé÷èâûå ê äåéñòâèþ 30 ìêÌ
ÈÔÊ. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîëó÷åííûå ìóòàíòû
N. sylvestris îáëàäàëè áîëåå íèçêèì óðîâíåì ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ê íîêîäàçîëó (ñîåäèíåíèþ èç êëàññà áåíçèìè-
äàçîëîâ, äåïîëèìåðèçóþùåìó ÌÒ), òîãäà êàê â êëåòêàõ
êîíòðîëüíîé ëèíèè ïîñëå îáðàáîòêè íîêîäàçîëîì íà-
áëþäàëñÿ â 2—3 ðàçà áîëåå âûñîêèé ïðîöåíò íàðóøåíèé

ìåòàôàç, àíàôàç è òåëîôàç. Â êëåòêàõ êîíòðîëüíîé ëè-
íèè íîêîäàçîë â êîíöåíòðàöèè 100—500 ìêÌ èíäóöèðî-
âàë òîòàëüíóþ ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ íà âñåõ ñòàäèÿõ
êëåòî÷íîãî öèêëà, âêëþ÷àÿ èíòåðôàçó, òîãäà êàê ó ìó-
òàíòà ïðè ëþáûõ êîíöåíòðàöèÿõ, èñïîëüçóåìûõ íàìè â
ýêñïåðèìåíòå, ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ íå íàáëþäàëîñü âîîá-
ùå (Yemets et al., 2005). Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ê á- è ã-òóáóëèíó ïîêàçàë, ÷òî è ÌÒ, è ÖÎÌÒû â
êëåòêàõ ìóòàíòîâ N. sylvestris íå ðàçðóøàþòñÿ ïîñëå îá-
ðàáîòêè 30 ìêÌ ÈÔÊ, òîãäà êàê â êëåòêàõ êîíòðîëüíîé
ëèíèè íàáëþäàëîñü ñîõðàíåíèå èíòàêòíîé ñòðóêòóðû
êîðòèêàëüíûõ ÌÒ ïðè îäíîâðåìåííîì ôîðìèðîâàíèè
ìíîãîïîëþñíûõ âåðåòåí äåëåíèÿ è ðàçâåòâëåííûõ ôðàã-
ìîïëàñòîâ. ÖÎÌÒû ïîñëå îáðàáîòêè ìóòàíòîâ ãåðáèöè-
äîì íå ðàçðóøàëèñü, à ðàñïîëàãàëèñü õàðàêòåðíî äëÿ
ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè è íà ïå-
ðèôåðèè ÿäðà, òîãäà êàê â êëåòêàõ êîíòðîëüíîé ëèíèè
ëîêàëèçàöèÿ ÖÎÌÒîâ áûëà íàðóøåííîé. Ïîëó÷åííûå
äàííûå åùå ðàç ïîäòâåðæäàþò âûâîä î òîì, ÷òî ìèøå-
íüþ äåéñòâèÿ ÈÔÊ ÿâëÿþòñÿ ñàéòû íóêëåàöèè ÌÒ, à íå
íåïîñðåäñòâåííî ñàìè ÌÒ. Õîòÿ ïðèçíàê óñòîé÷èâîñòè ê
ÈÔÊ ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðîâàëñÿ â êëåòêàõ ïîëó÷åííûõ
ëèíèé N. sylvestris, ïðè ïðîâåäåíèè ãåíåòè÷åñêîãî àíàëè-
çà ñëîæíî áûëî óñòàíîâèòü òèï ìóòàöèè èç-çà îòñóòñò-
âèÿ ó íèõ ôåðòèëüíîñòè. Èíôåðòèëüíîñòü áûëà ñëåäñò-
âèåì ïðîäóêöèè íåäîðàçâèòûõ ñåìÿí. Ìóòàíòû õàðàêòå-
ðèçîâàëèñü îïðåäåëåííîé äåïðåññèåé â ðàçâèòèè,
âûðàæåííîé â óìåíüøåíèè ãàáèòóñà è ðàçìåðîâ âåãåòà-
òèâíûõ è ãåíåðàòèâíûõ îðãàíîâ, ïîëóñòåðèëüíîñòüþ
ïûëüöû, êîòîðàÿ áûëà îáóñëîâëåíà íàðóøåíèÿìè â õîäå
ìèêðîñïîðîãåíåçà. Íèçêàÿ ñåìåííàÿ ïðîäóêòèâíîñòü ó
ïîêîëåíèÿ F1, êàê áûëî óñòàíîâëåíî, îáóñëîâëèâàëàñü
âûñîêîé ñòåðèëüíîñòüþ ïûëüöû (84.51 ± 0.71 %) è ïîíè-
æåííîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ ñåìÿïî÷åê (Ñòåëüìàõ è äð.,
2005; Yemets et al., 2005). Ïðè ïðîâåäåíèè òåñòà íà
óñòîé÷èâîñòü ê ÈÔÊ (1-ìåñÿ÷íîå êóëüòèâèðîâàíèå â
ïðèñóòñòâèè 30 ìêÌ ÈÔÊ) æèçíåñïîñîáíûõ ñåìÿí ïîêî-
ëåíèé F1 è F2, ïîëó÷åííûõ ïðè ñàìîîïûëåíèè, áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ðåçèñòåíòíîñòüþ ê ÈÔÊ â äàííûõ
óñëîâèÿõ îáëàäàëî ïðèìåðíî 4 % ñåìÿí.

ÂÈÇÓÀËÈÇÀÖÈß È ÀÍÀËÈÇ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎÉ ÎÐÃÀ-
ÍÈÇÀÖÈÈ ÄÎÌÅÍÀ ÕÐÎÌÎÑÎÌÛ 4 ÑÂÈÍÜÈ
ÍÀ ÏÐÅÏÀÐÀÒÀÕ ÐÀÑÒßÍÓÒÎÃÎ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ.
© Â. Í. Ñòåôàíîâà. ÃÍÓ Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëü-
ñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, vestefan@mail.ru.

Õðîìîñîìíûé ïýéíòèíã — ñîâðåìåííûé ýôôåêòèâ-
íûé ìåòîä, êîòîðûé øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â öèòîãåíåòè-
÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ êàê äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðíîé îð-
ãàíèçàöèè èíòåðôàçíûõ äîìåíîâ õðîìîñîì è ïðîñòðàí-
ñòâåííîé àðõèòåêòîíèêè èíòåðôàçíîãî ÿäðà, òàê è äëÿ
ñðàâíåíèÿ ãåíîìîâ äàëåêèõ âèäîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
áûëà ïîëó÷åíà ïýéíòèíãîâàÿ ïðîáà êîðîòêîãî ïëå÷à õðî-
ìîñîìû 4 äîìàøíåé ñâèíüè (4p) ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
ìèêðîäèññåêöèè ýòîãî ðàéîíà õðîìîñîìû è ïîñëåäóþ-
ùåé ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÷àñòè÷-
íî âûðîæäåííîãî ïðàéìåðà (DOP-PCR). Ñïåöèôè÷íîñòü
ýòîé ïðîáû áûëà ïîäòâåðæäåíà íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèí-
êàõ õðîìîñîì ñâèíüè â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ôëóîðåñöåíò-
íîé ãèáðèäèçàöèè in situ (CISS-âàðèàíò). Â äàëüíåéøåì

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 797



ïîëó÷åííàÿ ïýéíòèíãîâàÿ ÄÍÊ-ïðîáà áûëà èñïîëüçîâà-
íà äëÿ âèçóàëèçàöèè äîìåíà õðîìîñîìû 4 ñâèíüè íà
2D-ïðåïàðàòàõ ðàñòÿíóòîãî õðîìàòèíà ÔÃÀ-ñòèìóëèðî-
âàííûõ ëèìôîöèòîâ êðîâè ñâèíüè, îáðàáîòàííûõ íåèîí-
íûì äåòåðãåíòîì Òðèòîíîì X-100. Èçó÷àëè ðàñïîëîæå-
íèå è ñòðóêòóðó äîìåíîâ õðîìîñîìû 4 íà ñòàäèÿõ èí-
òåðôàçû, ïðîôàçû è ïðîìåòàôàçû (ëèìôîöèòû íå
ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ êîëõèöèíà è ãèïîòîíè÷åñêîãî
ðàñòâîðà). Ãîìîëîãè÷íûå äîìåíû êîðîòêîãî ïëå÷à õðî-
ìîñîìû 4 âûÿâëÿëè îáû÷íî íà ïåðèôåðèè ÿäðà, ïðè÷åì
íà ñòàäèè èíòåðôàçû è ïðîôàçû äîìåíû áûëè ðàñïîëî-
æåíû ñèììåòðè÷íî îòíîñèòåëüíî öåíòðàëüíîé îñè ÿäðà.
Âûäåëåíî íåñêîëüêî îñíîâíûõ ìîðôîòèïîâ äîìåíîâ
õðîìîñîìû 4 íà îñíîâå èõ ñòðóêòóðíî-ìîðôîëîãè÷åñêèõ
îñîáåííîñòåé. Â ïðîìåòàôàçå âçàèìîðàñïîëîæåíèå äî-
ìåíîâ õðîìîñîìû 4 âàðüèðîâàëî îò ÿäðà ê ÿäðó, à ñàìè
äîìåíû áûëè ïðåäñòàâëåíû ïîëèìîðôíûìè ñëîæíî îð-
ãàíèçîâàííûìè ñòðóêòóðàìè, ñîñòîÿùèìè èç ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíî ðàñïîëîæåííûõ õðîìîìåðîâ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîïîñòàâëÿþòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè
äàííûìè ïî ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè õðîìîñîì-
íûõ äîìåíîâ íà 3D-ïðåïàðàòàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Øâåäñêèì èíñòèòóòîì (Sweden Institute).

ÄÈÃÈÄÐÎÊÂÅÐÖÅÒÈÍ — ÏÅÐÑÏÅÊÒÈÂÍÛÉ ÏÐÅ-
ÏÀÐÀÒ ÄËß ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈß Â ÌÅÄÈÖÈÍÅ È
ÁÈÎÒÅÕÍÎËÎÃÈÈ. © Ò. Â. Ñóõàíîâà,1, 2 È. È. Ñåëåçíå-
âà,2 Ã. À. Äàâûäîâà,2 Ì. Ã. Ôîìêèíà.2 1 Ïóùèíñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò è 2 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è
ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Sukhano-
vaTV@rambler.ru.

Äèãèäðîêâåðöåòèí (ÄÃÊ) — àíòèîêñèäàíò ôëàâîíî-
èäíîãî ðÿäà, îáëàäàþùèé P-âèòàìèííîé àêòèâíîñòüþ,
ïðîòèâîîïóõîëåâûì, àíòèìóòàãåííûì, àíòèàëëåðãè÷å-
ñêèì è ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûì äåéñòâèåì. Â ñâÿçè ñ
ýòèì îòêðûâàþòñÿ ïåðñïåêòèâû øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ
äàííîãî ñîåäèíåíèÿ â ìåäèöèíå è áèîòåõíîëîãèè. Öåëüþ
äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ÄÃÊ íà êëå-
òî÷íóþ àêòèâíîñòü, ñîñòîÿíèå áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ
ìåìáðàí è êîëëàãåíîâûõ ôèáðèëë äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîí-
öåíòðàöèé, ïðè êîòîðûõ âîçìîæíî ïðèìåíåíèå äàííîãî
ïðåïàðàòà â ìåäèöèíå. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé
áûë èñïîëüçîâàí ÄÃÊ ïðîèçâîäñòâà ÎÎÎ «Ôëàâèð» (Èð-
êóòñê). Ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìî-
äåëüíûõ ñèñòåì — áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí ôîñ-
ôàòèäèëõîëèíà, âîëîêîí êîëëàãåíà òèïà I è ôèáðîáëà-
ñòîâ ëèíèè NCTC L929. Èññëåäîâàíèå àäãåçèîííîé è
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòåé ôèáðîáëàñòîâ ëèíèè
L929 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èõ â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæà-
ùåé 10–1—10–6 ìã/ìë ÄÃÊ è 0.5 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (FBS HyClone), ïîêàçàëî îòñóòñòâèå
òîêñè÷íîñòè ó äàííîãî ïðåïàðàòà è íåëèíåéíóþ çàâèñè-
ìîñòü âëèÿíèÿ ÄÃÊ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê. Â êîíöåíòðàöèè 0.1 ìã/ìë ÄÃÊ çíà÷èòåëüíî ñíè-
æàåò ðàñïëàñòûâàíèå è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè áîëåå 2 ñóò ïðèâîäèò ê
êëåòî÷íîé ãèáåëè. Â èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé ÄÃÊ
0.0001—0.0100 ìã/ìë îòìå÷àåòñÿ ïèê, ñîîòâåòñòâóþùèé
0.001 ìã/ìë, ãäå îòìå÷àåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ðîñòà êëåòîê.
Ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÄÃÊ 10–5 ìã/ìë è íèæå íå íàáëþäà-
åòñÿ ðàçëè÷èé ìåæäó îïûòîì è êîíòðîëåì. Ïðè ââåäåíèè

â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ 5%-íîé ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè ïðè îáùåì ïîâûøåíèè óðîâíÿ ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ñîõðàíÿþòñÿ èíãèáèðóþùåå
âëèÿíèå ÄÃÊ íà ðîñò êëåòîê â êîíöåíòðàöèè 0.1 ìã/ìë è
ñòèìóëèðóþùåå — â êîíöåíòðàöèè 10–2—10–5 ìã/ìë. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðèñóòñòâèå ñûâîðîòêè îêàçûâàåò ñòèìó-
ëèðóþùåå âëèÿíèå íà ðîñò êëåòîê, íî íå áëîêèðóåò âîç-
äåéñòâèÿ íà íèõ ÄÃÊ. Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå ñ ïî-
ìîùüþ èñêóññòâåííûõ áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí,
ïîêàçàëè, ÷òî ÄÃÊ â êîíöåíòðàöèè 10–3—10–4 ìã/ìë ñòà-
áèëèçèðóåò ëèïèäíûé áèñëîé (áèñëîéíûå ìåìáðàíû âû-
äåðæèâàþò âûñîêèå çíà÷åíèÿ ïîäàâàåìîãî íàïðÿæå-
íèÿ — äî ±200 ìÂ). Âîçìîæíî, èìåííî ñòàáèëèçàöèÿ
ìåìáðàí ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ìåõàíèçìîì àíòèìóòàãåí-
íîãî è ïðîòèâîîïóõîëåâîãî âîçäåéñòâèÿ ÄÃÊ. Ïðè óâå-
ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÄÃÊ äî 3�10–2 ìã/ìë ïðîíèöàå-
ìîñòü ìåìáðàí óâåëè÷èâàåòñÿ â 1000 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿ-
íèå ÄÃÊ â êîíöåíòðàöèè 10–2 ìã/ìë è óãíåòàþùåå âëèÿ-
íèå íà ðàñïëàñòûâàíèå è ðîñò êëåòîê â êîíöåíòðàöèè
10–1 ìã/ìë ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû åãî ïðîòîíîôîðíû-
ìè ñâîéñòâàìè. Âîçìîæíî, èìåííî ìåìáðàííûå ìåõà-
íèçìû ëåæàò â îñíîâå íåëèíåéíîé çàâèñèìîñòè âîçäåé-
ñòâèÿ ôëàâîíîèäîâ íà êëåòêè. Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÄÃÊ íà
ñîñòîÿíèå ôèáðèëë êîëëàãåíà òèïà I áûëî ïðîâåäåíî ìå-
òîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîêàëîðè-
ìåòðèè. Èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî äîçîçàâèñèìîå âîçðàñòà-
íèå òåìïåðàòóðû è óâåëè÷åíèå êîîïåðàòèâíîñòè ïëàâëå-
íèÿ âîëîêîí ïðè èíêóáèðîâàíèè êîëëàãåíà ñ ÄÃÊ. Ïî
èñòå÷åíèè 2 ìåñ èíêóáàöèè ñ ïðåïàðàòîì ÄÃÊ òåìïåðà-
òóðà ïëàâëåíèÿ âîëîêîí êîëëàãåíà âîçðàñòàåò îò 50.1 °Ñ
â êîíòðîëå äî 52.7 °Ñ ïðè 0.001 ìã/ìë ÄÃÊ è äî 61.5 °Ñ
ïðè 0.1 ìã/ìë ÄÃÊ. Îñíîâíûå èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû
ïëàâëåíèÿ ôèáðèëë è êîîïåðàòèâíîñòè ôàçîâîãî ïåðå-
õîäà ïðîèñõîäÿò â òå÷åíèå 1-ãî ìåñ èíêóáàöèè. Ýòî ñâè-
äåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ôîðìèðîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ
âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, ñòàáèëèçèðóþùèõ ñòðóêòóðó êîë-
ëàãåíîâûõ ôèáðèëë. Òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðàöèÿ
0.001 ìã/ìë ÄÃÊ ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíîé äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ ïðåïàðàòîâ ÄÃÊ â ìåäèöèíå è áèîòåõíîëîãèè. Ïðè
äàííîé êîíöåíòðàöèè ïðîèñõîäÿò ñòàáèëèçàöèÿ êîëëàãå-
íîâûõ âîëîêîí è ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè êëåòîê. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÄÃÊ â êîíöåíò-
ðàöèè 10–2 ìã/ìë è óãíåòàþùåå âëèÿíèå íà ðàñïëàñòûâà-
íèå è ðîñò êëåòîê â êîíöåíòðàöèè 10–1 ìã/ìë ìîãóò áûòü
îáóñëîâëåíû åãî ïðîòîíîôîðíûìè ñâîéñòâàìè.

ÂËÈßÍÈÅ ÑÂÅÒÀ ÍÀ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÞ È ÌÈÒÎÒÈ-
×ÅÑÊÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ Â ÒÊÀÍßÕ ÍÎÂÎÐÎÆÄÅÍ-
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Ä. Â. Äçèäçèãóðè. Ôàêóëüòåò òî÷íûõ è åñòåñòâåííûõ íàóê
è Èíñòèòóò áèîëîãèè Òáèëèññêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà, Ðåñïóáëèêà Ãðóçèÿ.

Áèîðèòìîëîãèÿ — àêòèâíî ðàçâèâàþùååñÿ íàïðàâëå-
íèå, èçó÷àþùåå ðèòìè÷íîñòü áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ,
ïðîÿâëÿþùèõñÿ íà ðàçíûõ óðîâíÿõ îðãàíèçàöèè æèâîé
ñèñòåìû. Îñîáåííî âàæíî èññëåäîâàíèå áèîðèòìîâ íà
êëåòî÷íîì óðîâíå, ïîñêîëüêó êàæäàÿ êëåòêà ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé ñàìîñòîÿòåëüíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ åäèíèöó.
×àñòî ïðè èçó÷åíèè ðèòìè÷íîñòè êëåòî÷íîãî è òêàíåâî-
ãî ìåòàáîëèçìà îäíîâðåìåííî èñïîëüçóþòñÿ ìåòîäû
in vitro è in vivo. Òàêîé ìåòîäîëîãè÷åñêèé ïîäõîä ïðèíÿ-
òî ñ÷èòàòü íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûì è äîñòîâåðíûì.
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Ïðåäïîñûëêîé ê íàñòîÿùåìó èññëåäîâàíèþ ïîñëóæèëè
íàøè äàííûå î öèðêàäíûõ ðèòìàõ ãåïàòîöèòîâ âçðîñëûõ
êðûñ è î åæåñóòî÷íîì (â òå÷åíèå 30 ñóò) èçìåíåíèÿõ
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè â ïå÷åíè, ñåëåçåíêå è ãî-
ëîâíîì ìîçãå íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ. Öåëüþ ðàáîòû
áûëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ñâåòîâîãî ôàêòîðà íà åæåñóòî÷-
íûå èçìåíåíèÿ îáùåãî ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ òêà-
íåé áåëûõ êðûñ, îòëè÷àþùèõñÿ äðóã îò äðóãà ïî ïðîëè-
ôåðàòèâíûì ïîòåíöèÿì, â òå÷åíèå 30 ñóò ïîñëå ðîæäå-
íèÿ. Ñîîòâåòñòâåííî ó íåçðÿ÷èõ è ïðîçðåâøèõ â
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ êðûñÿò (14—17-å ñóò ïîñòíàòàëü-
íîãî ðàçâèòèÿ) îïðåäåëÿëè: 1) ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ â
êëåòî÷íîé ìàññå, äèññîöèèðîâàííîé èç òêàíåé ïå÷åíè,
ñåëåçåíêè è ãîëîâíîãî ìîçãà; 2) ñóììàðíóþ òðàíñêðèï-
öèîííóþ àêòèâíîñòü âî ôðàêöèÿõ ÿäåð, âûäåëåííûõ èç
òåõ æå òêàíåé; 3) ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê èçó-
÷åííûõ òêàíåé ïî óëüòðàñòðóêòóðå ÿäðà è ÿäðûøêà. Äëÿ
èñêëþ÷åíèÿ âëèÿíèÿ ñâåòà íà ýòè ïðîöåññû îòäåëüíóþ
ãðóïïó æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â òåìíîòå â òå÷åíèå 10 ñóò
âïëîòü äî èõ ïðîçðåâàíèÿ. Îáíàðóæåíà ÷åòêàÿ åæåñóòî÷-
íàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óëüòðàñòðóêòóðîé ÿäðà/ÿäðûøêà
è óðîâíåì òîòàëüíîé ÐÍÊ-ñèíòåçèðóþùåé àêòèâíîñòè,
îïðåäåëÿåìîé â òåñò-ñèñòåìå èçîëèðîâàííûõ ÿäåð. Ïðè
ýòîì ÷åòêî ïðîñëåæèâàåòñÿ åæåñóòî÷íàÿ çàâèñèìîñòü
óëüòðàñòðóêòóðû ÿäðûøêà îò èíòåíñèâíîñòè òðàíñêðèï-
öèè. Òàê, â ãåïàòîöèòàõ ñðîêè ïîÿâëåíèÿ íàèáîëåå àê-
òèâíûõ (ðåòèêóëÿðíûõ è êîìïàêòíûõ) ÿäðûøåê âñåãäà
ñîâïàäàþò ñ ïèêàìè ñèíòåçà ÐÍÊ. Â ýòîé æå òêàíè îòìå-
÷àåòñÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óëüòðàñòðóêòóðîé ÿäåð/ÿäðû-
øåê è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ ãåïàòîöèòîâ. Âìå-
ñòå ñ òåì âûñîêèì ïîêàçàòåëåì òðàíñêðèïöèîííîé àê-
òèâíîñòè âñåãäà ñîîòâåòñòâóþò ïèêè ìèòîòè÷åñêîãî
èíäåêñà. Ïðè ñðàâíåíèè íåçðÿ÷èõ è ïðîçðåâøèõ êðûñÿò
óñòàíîâëåíî, ÷òî ñâåòîâîé ôàêòîð îêàçûâàåò âûðàæåí-
íîå ñèíõðîíèçèðóþùåå âëèÿíèå íà òðàíñêðèïöèîííóþ è
ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïîñêîëüêó ó æèâîòíûõ, ïðî-
çðåâøèõ â òåìíîòå, íàáëþäàåòñÿ àñèíõðîíèçàöèÿ ýòèõ
ïðîöåññîâ. Òàêèì îáðàçîì, óñòàíîâëåíî, ÷òî â ñèíõðîíè-
çàöèè åæåñóòî÷íûõ èçìåíåíèé òðàíñêðèïöèîííîé è ìè-
òîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðåøàþùàÿ ðîëü ïðèíàäëåæèò
ñâåòîâîìó ôàêòîðó. Äåéñòâèòåëüíî, ó íåçðÿ÷èõ è ïðî-
çðåâøèõ â òåìíîòå êðûñÿò òðàíñêðèïöèÿ è ìèòîçû ïðî-
òåêàþò àñèíõðîííî, òîãäà êàê ïîñëå ïðîçðåâàíèÿ â îáû÷-
íûõ óñëîâèÿõ ýòè ïðîöåññû ñèíõðîíèçèðóþòñÿ.
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ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÍÛÕ ÀÍÒÈÃÅÍÎÂ Â ÎÏÎÑÐÅÄÎÂÀ-
ÍÈÈ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÄÅÉÑÒÂÈß ÑÏËÅÍÎ-
ÖÈÒÎÂ ÊÐÛÑÛ ÍÀ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÅ ÊËÅÒÊÈ
ÃÅÏÀÒÎÌ. © Í. Ï. Òåðþêîâà, Î. Í. Ïîãîäèíà, Ã. È. Áëè
íîâà, Â. À. Èâàíîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Ôîðìèðîâàíèå îïóõîëåâîãî ôåíîòèïà ïðèâîäèò ê
ïîÿâëåíèþ â ñîñòàâå ïåðèôåðè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòîê
îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ, êîòîðûå íå òîëüêî
èçìåíÿþò ñâîéñòâà êëåòîê, íî è îêàçûâàþò îïðåäåëÿþ-
ùåå âëèÿíèå íà âçàèìîäåéñòâèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ñ öèòîòîêñè÷åñêèìè êëåòêàìè, â òîì ÷èñëå è ñ åñ-
òåñòâåííûìè êèëëåðàìè (ÅÊ). Íàïðèìåð, ýêñïðåññèÿ
îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî àíòèãåíà Rae-1 íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòîê ñóáëèíèè G-5 êóëüòèâèðóåìîé ìûøèíîé ãå-
ïàòîìû, îáëàäàþùåé âûñîêèì ìåòàñòàòè÷åñêèì ïîòåí-
öèàëîì, ïðèìåðíî â 5 ðàç ïðåâûøàåò ñîäåðæàíèå ýòîãî

àíòèãåíà íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ñóáëèíèè G-1 ñ íèç-
êèì ìåòàñòàòè÷åñêèì ïîòåíöèàëîì (Masuda et al., 2002).
Âìåñòå ñ òåì êëåòêè ñóáëèíèè G-5 âûñîêî÷óâñòâèòåëüíû
ê ÅÊ-îïîñðåäîâàííîìó öèòîëèçó ïðè îòíîñèòåëüíîé
óñòîé÷èâîñòè êëåòîê G-1 ê äåéñòâèþ òåõ æå ýôôåêòîðîâ.
Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê G-5 ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëà-
ìè ê Rae-1 ñíèæàåò èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ÅÊ, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î íåïîñðåäñòâåííîì ó÷àñòèè ýòîãî àíòèãåíà â
âûïîëíåíèè ýôôåêòîðàìè ñâîèõ ôóíêöèé èììóííîãî
íàäçîðà. Àíàëîãè÷íî ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà (ÌÀ) ê
ýìáðèîíàëüíîìó àíòèãåíó SSEA-1 ÅÊ-÷óâñòâèòåëüíûõ
êëåòîê-ìèøåíåé èíãèáèðóþò öèòîëèòè÷åñêîå äåéñòâèå
ýôôåêòîðîâ (Harris et al., 1984). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýêñ-
ïðåññèÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê êîëîðåêòàëüíîé êàðöèíî-
ìû ðàêîâî-ýìáðèîíàëüíîãî àíòèãåíà (ÐÝÀ) îïðåäåëÿåò
èõ óñòîé÷èâîñòü ê ÅÊ-îïîñðåäîâàííîìó ëèçèñó, à îáðà-
áîòêà êëåòîê ÌÀ ê ÐÝÀ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü êëåòîê-ìèøåíåé ê äåéñòâèþ ýôôåêòîðîâ
(Prado et al., 2002). Òàêæå ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà
ÅÊ-÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê ÌÀ ê â-1 èíòåãðèíó óâåëè÷è-
âàåò íå òîëüêî êîíúþãàöèþ ìåæäó ÅÊ è êëåòêàìè-ìèøå-
íÿìè, íî è ëèçèñ ïîñëåäíèõ (Rubio et al., 2002). Ïðåäïî-
ëîæåíèå îá ó÷àñòèè òðàíñôåððèíîâûõ ðåöåïòîðîâ êëå-
òîê-ìèøåíåé âî âçàèìîäåéñòâèè ñ ÅÊ íå ïîäòâåðäèëîñü,
ïîñêîëüêó ÌÀ ê ýòîìó ðåöåïòîðó íå áëîêèðîâàëè ëèòè-
÷åñêîå äåéñòâèå ýôôåêòîðîâ (Dokhelar et al., 1984). Çàäà-
÷à íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîèò â èçó÷åíèè ïîâåðõíîñò-
íûõ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ êëåòîê ãåïàòî-
öåëëþëÿðíûõ îïóõîëåé êðûñ, â ÷àñòíîñòè èõ ðîëè âî
âçàèìîäåéñòâèè ñ ÅÊ — ñïëåíîöèòàìè êðûñû. Îïðåäå-
ëåíèå öèòîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñïëåíîöèòîâ ïðîâî-
äèëè ìîðôîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì, êîòîðûé ðàíåå áûë
èñïîëüçîâàí äëÿ îïðåäåëåíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè LAK-êëåòîê íà ìîíîñëîéíûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ
(Geldhof et al., 2002). Ïðèíöèï ìåòîäà îñíîâàí íà òîì,
÷òî ïîñëå èíêóáàöèè ñ êëåòêàìè-ýôôåêòîðàìè ïîãèáøèå
îïóõîëåâûå êëåòêè îòêðåïëÿþòñÿ îò ïëàñòèêà, íà êîòî-
ðîì áûëè ðàñïëàñòàíû, è ìîãóò áûòü ëåãêî óäàëåíû ïðî-
ìûâêîé ëóíîê. Îñòàâøèåñÿ ïðèêðåïëåííûå êëåòêè ôèê-
ñèðóþò è îêðàøèâàþò êóìàññè, ïîñëå ÷åãî îöåíèâàþò
äîëþ ñâîáîäíîãî îò êëåòîê ïðîñòðàíñòâà ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû àíàëèçà èçîáðàæåíèé. Ïî íà-
øèì äàííûì, äîëÿ ãèáåëè êëåòîê ãåïàòîìû HTC â ðå-
çóëüòàòå 4-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñî ñïëåíîöèòàìè êðûñ çà-
âèñèò îò ñîîòíîøåíèÿ Å/Ò è äîñòèãàåò ïðèìåðíî 84 %
ïðè ñîîòíîøåíèè 25 : 1, òîãäà êàê êëåòêè ãåïàòîìû Çàé-
äåëà áîëåå óñòîé÷èâû ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ñïëåíî-
öèòîâ è ãèáåëü êëåòîê ïðè ñîîòíîøåíèè 10 : 1 ñîñòàâëÿ-
åò â ñðåäíåì 22 %, à ïðè ñîîòíîøåíèè 2 : 1 — 28 %. Äëÿ
èçó÷åíèÿ ðîëè ïîâåðõíîñòíûõ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ
àíòèãåíîâ â îïîñðåäîâàíèè ÅÊ-ëèçèñà íàìè ïîëó÷åíà
èììóíîñûâîðîòêà ïðîòèâ ôðàêöèè, îáîãàùåííîé ïëàç-
ìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, è
òùàòåëüíî èñòîùåíà ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè êðûñ. Ïî äàí-
íûì èììóíîáëîòèíãà, èììóíîñûâîðîòêà íå ðåàãèðóåò ñ
àíòèãåíàìè èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ è íàïðàâëåíà ïðîòèâ
îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ñ
ìîë. ìàññàìè ïîðÿäêà 54—57 è 250—270 êÄà êëåòîê ãå-
ïàòîì Çàéäåëà è HTC, ïðè÷åì âî ôðàêöèè ïëàçìàòè÷å-
ñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà èììóíîñûâîðîò-
êà âçàèìîäåéñòâóåò òàêæå ñ àíòèãåíîì ñ ìîë. ìàññîé
îêîëî 78—83 êÄà. Ñóäÿ ïî ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì,
ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà èììóíîñûâî-
ðîòêîé íå èçìåíÿåò ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê ñïëåíî-
öèòàì, òîãäà êàê ëèçèñ ïðåäîáðàáîòàííûõ èììóíîñûâî-
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ðîòêîé êëåòîê ãåïàòîìû HTC äîñòîâåðíî ïîâûøàåòñÿ.
Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè ñëåäóþùåå: 1) ìîðôîìåò-
ðè÷åñêèé ìåòîä àíàëèçà ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÅÊ íà ìîíîñëîéíûå
êóëüòóðû êëåòîê; 2) êëåòêè êðûñèíûõ ãåïàòîì Çàéäåëà è
HTC ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè-ìèøåíÿìè äëÿ ñïëåíîöèòîâ
êðûñû, íî îáíàðóæèâàþò ðàçëè÷íóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ïîñëåäíèõ; 3) àíòèãåíû ñ ìîë.
ìàññàìè ïîðÿäêà 54—57 è 250—270 êÄà êëåòîê ãåïàòî-
ìû HTC ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû â ïðîöåññ öèòîòîêñè÷å-
ñêîãî äåéñòâèÿ ÅÊ íà îïóõîëåâûå êëåòêè. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ðàçëè÷íûå ìåõà-
íèçìû ÅÊ-îïîñðåäîâàííîé ãèáåëè êëåòîê ãåïàòîì Çàéäå-
ëà è HTC.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.
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Ïðîìîòîðû ìíîãèõ ãåíîâ ìëåêîïèòàþùèõ, êîäèðóþ-
ùèõ áåëêè, ñîäåðæàò ðåòðîòðàíñïîçîíû, êîòîðûå ìîãóò
ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ýòèõ ãåíîâ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II. Ðàíåå ìû âûÿñíèëè, ÷òî â íåêîòî-
ðûõ ïðîìîòîðàõ ãåíîâ ÷åëîâåêà ðåòðîòðàíñïîçîíû
Alu-ñåìåéñòâà âõîäÿò â ñîñòàâ öèñ-ðåãóëÿòîðíûõ ìîäó-
ëåé, ñîäåðæàùèõ ñàéò ñâÿçûâàíèÿ äëÿ òðàíñêðèïöèîííî-
ãî ðåïðåññîðà YY1, è ïåðåêðûâàþòñÿ ñ íåìåòèëèðîâàí-
íûìè îñòðîâàìè CpG, ðîëü êîòîðûõ â ðåãóëÿöèè òðàíñ-
êðèïöèè õîðîøî óñòàíîâëåíà. Â äàííîé ðàáîòå ìû
ïðîâåðèëè òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü àññîöèèðî-
âàííûõ ñ CpG-îñòðîâàìè Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â
ïðîìîòîðàõ ãåíîâ DNaseII è CAMLG. Ôðàãìåíòû ïðîìî-
òîðîâ áûëè ñóáêëîíèðîâàíû â ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ
ðåïîðòåðíûé ãåí ëþöèôåðàçû. Ïîëó÷åííûå êîíñòðóêöèè
ââîäèëè â êëåòêè ÷åëîâåêà ïóòåì òðàíñôåêöèè. Â ýêñò-
ðàêòàõ èç ýòèõ êëåòîê èññëåäîâàëè àêòèâíîñòü ëþöèôå-
ðàçû. Ïîêàçàíî, ÷òî Alu, ëîêàëèçîâàííûå â ïðîìîòîðàõ
óêàçàííûõ ãåíîâ, ïîäàâëÿþò ýêñïðåññèþ ãåíà ëþöè-
ôåðàçû, ò. å. ñîäåðæàò íåãàòèâíûé ýëåìåíò (ãëóøèòåëü)
òðàíñêðèïöèè. Ïî-âèäèìîìó, òàêèì ýëåìåíòîì ÿâëÿåòñÿ
Alu-àññîöèèðîâàííûé ñàéò ñâÿçûâàíèÿ YY1, àêòèâíîñòü
êîòîðîãî áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íàìè ðàíåå. Íåãà-
òèâíûé Alu-àññîöèèðîâàííûé ýëåìåíò â ïðîìîòîðå ãåíà
CAMLG ìîæåò áûòü âàæåí äëÿ ïîäàâëåíèÿ åãî ýêñïðåñ-
ñèè â íåêîòîðûõ òêàíÿõ ÷åëîâåêà, íàïðèìåð â êëåòêàõ
ñåðäöà, ïå÷åíè è ïî÷åê, íî ýòîò ýëåìåíò íå ðàáîòàåò,
ïî-âèäèìîìó, â íåéðîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà, ãäå ãåí
CAMLG ýêñïðåññèðóåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå. Òêàíåñïå-
öèôè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü íåêîòîðûõ ñàéòîâ äëÿ YY1 îáíà-
ðóæåíà äðóãèìè àâòîðàìè íà ïðèìåðå ìèîçèíîâûõ ãåíîâ
ìûøåé. Ìû âûÿñíèëè, ÷òî YY1-ñàéòû (YBS) èìåþòñÿ
ïðèìåðíî â 35 % âñåõ Alu-ïîâòîðîâ ãåíîìà ÷åëîâåêà, èõ
ãëîáàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå â õðîìîñîìå 1 ïîëîæèòåëüíî
êîððåëèðóåò ñ ðàñïðåäåëåíèåì îñòðîâîâ CpG è Alu-ïî-
âòîðîâ, íî îòðèöàòåëüíî êîððåëèðóåò ñ ðàñïðåäåëåíèåì
ïîâòîðîâ â L1. Òàêèì îáðàçîì, Alu-ïîâòîðû âíîñÿò âåñü-
ìà ñóùåñòâåííûé âêëàä â íåãàòèâíóþ ðåãóëÿöèþ òðàíñ-
êðèïöèè â êëåòêàõ ÷åëîâåêà, îñîáåííî âàæíóþ äëÿ òêà-
íåñïåöèôè÷åñêèõ ãåíîâ.

ÕÀÐÀÊÒÅÐ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÝËÅÌÅÍÒÎÂ L1 Â ÑÅ-
ÌÅÍÍÈÊÀÕ È ÏÅ×ÅÍÈ ÊÐÛÑÛ. © À. Â. Ôåäîðîâ,
Ä. Â. Ëóêüÿíîâ, Î. È. Ïîäãîðíàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, an_tn@mail.ru.

Ó ìëåêîïèòàþùèõ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ñå-
ìåéñòâîì àâòîíîìíûõ ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ, ñîäåðæà-
ùèõ ñïîñîáíûå ê ïåðåìåùåíèþ êîïèè, ÿâëÿþòñÿ ñåìåé-
ñòâà ðåòðîòðàíñïîçîíîâ L1. Äàííûå î ôóíêöèîíèðîâà-
íèè ýëåìåíòîâ L1 è èõ âîçìîæíîé ðîëè âî ìíîãèõ
êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ áîëüøå íå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðè-
âàòü ïîâòîðû L1 ëèøü êàê «ïàðàçèòè÷åñêóþ» ÄÍÊ â ãå-
íîìàõ. Ýëåìåíòû L1 âëèÿþò íà ãåíîì ãëàâíûì îáðàçîì
ïîñðåäñòâîì ðåòðîòðàíñïîçèöèè, òðåáóþùåé ýêñïðåññèè
ÐÍÊ L1 è êîäèðóåìûõ åþ áåëêîâ. Íåêîíòðîëèðóåìàÿ
ðåòðîòðàíñïîçèöèÿ ýëåìåíòîâ L1 ìîæåò ïðèâîäèòü ê êà-
òàñòðîôè÷åñêèì ïîñëåäñòâèÿì äåñòàáèëèçàöèè ãåíîìà è
èãðàòü ðîëü â ìàëèãíèçàöèè êëåòîê. Íåñìîòðÿ íà ýòî,
ðåòðîòðàíñïîçèöèÿ ýëåìåíòîâ LINE1 íå ÿâëÿåòñÿ àáñî-
ëþòíî çàïðåùåííîé ó ìëåêîïèòàþùèõ è ïðîèñõîäèò â
îïðåäåëåííûõ òèïàõ êëåòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, ñóùåñòâóåò
÷åòêèé êîíòðîëü êàê àêòèâàöèè, òàê è ðåïðåññèðîâàíèÿ
ýòèõ ïîâòîðîâ in vivo, îäíàêî ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè ðåòðîòðàíñïîçîíîâ L1 âî ìíîãîì îñòàþòñÿ íåèç-
âåñòíûìè. Çà òðàíñêðèïöèþ L1 îòâåòñòâåííû âèäîñïå-
öèôè÷íûå ïðîìîòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ðàñïîëî-
æåííûå â 5R-íåòðàíñëèðóåìûõ ðàéîíàõ L1. Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå áûë îïðåäåëåí õàðàêòåð ýêñïðåññèè ÐÍÊ L1 â
êëåòêàõ ïå÷åíè ïîëîâîçðåëûõ êðûñ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñå-
ìåííèêàìè æèâîòíûõ â âîçðàñòå 10—90 ñóò. Ïîëíîðàç-
ìåðíûå äèñêðåòíûå ñìûñëîâûå òðàíñêðèïòû ýëåìåíòîâ
L1 êðûñû áûëè îáíàðóæåíû òîëüêî íà îïðåäåëåííûõ
ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ñåìåííèêîâ. Â êëåòêàõ ïå÷åíè áûë îá-
íàðóæåí ëèøü äèñïåðñíûé íàáîð ñìûñëîâûõ è àíòè-
ñìûñëîâûõ òðàíñêðèïòîâ, êîòîðûå, ïî âñåé âèäèìîñòè,
íå òðàíñëèðóþòñÿ è ïîýòîìó íå ñïîñîáíû ó÷àñòâîâàòü â
ðåòðîòðàíñïîçèöèè L1. Äèñïåðñíûå êîìïëåìåíòàðíûå
òðàíñêðèïòû L1 â êëåòêàõ ïå÷åíè âîçíèêàþò, ïî-âèäè-
ìîìó, çà ñ÷åò íåñïåöèôè÷åñêîé òðàíñêðèïöèè ñ ñîñåä-
íèõ ïðîìîòîðîâ è, âåðîÿòíî, ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â îáðàçî-
âàíèè äëèííîé äâóõíèòåâîé ÐÍÊ. Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ
òàêæå áûëè âûÿâëåíû ìàëûå ÐÍÊ, ãîìîëîãè÷íûå ýëå-
ìåíòàì L1. Ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî áîãàòûé äèíóêëåîòèäàìè CpG ïðîìî-
òîð L1 êðûñû ïîëíîñòüþ ìåòèëèðîâàí â êëåòêàõ ïå÷åíè
è ÷àñòè÷íî äåìåòèëèðîâàí â ñåìåííèêàõ. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî âûÿâëåííîå ÷àñòè÷íîå äåìåòèëèðîâàíèå ïðî-
ìîòîðîâ L1 êîððåëèðóåò ñ íàëè÷èåì äèñêðåòíûõ ñìûñ-
ëîâûõ òðàíñêðèïòîâ L1. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðå-
çóëüòàòîâ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî òêàíåñïåöèôè÷íîå
ìåòèëèðîâàíèå ñîâìåñòíî ñ øèðîêîðàñïðîñòðàíåííûìè
òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè ìîæåò èãðàòü ðîëü â ðå-
ãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ýëåìåíòîâ L1 êðûñû. Îáñóæäàåò-
ñÿ âîçìîæíàÿ ñâÿçü ìåæäó íàëè÷èåì ìàëûõ ÐÍÊ L1 è ìå-
òèëèðîâàíèåì ïðîìîòîðîâ L1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ è ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
ïî ïðîãðàììå «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÐÈÁÎÑÎÌÍÛÕ ÃÅ-
ÍÎÂ Â ÃÈÁÐÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ, ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÏÐÈ
ÑËÈßÍÈÈ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ È ÑÎÌÀÒÈ×Å-
ÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ. © Å. È. Ôèëÿñîâà, Þ. Ì. Õîäàðîâè÷,

800 II ñúåçä Îáùåñòâà êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñîâìåñòíî ñ þáèëåéíîé êîíôåðåíöèåé



Î. À. Ëàðèîíîâ, Î. Â. Çàöåïèíà. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷å-
ñêîé õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, fei@mail.ibch.ru.

Â ðàáîòå îïèñàíû îðèãèíàëüíûå ãèáðèäû, ïîëó÷åí-
íûå â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ êëåòîê ìûøèíîé ýìáðèîíàëü-
íîé êàðöèíîìû PCC4aza1 è êëåòîê ñåëåçåíêè âçðîñëîé
ìûøè, àêòèâèðîâàííûõ ê ïðîëèôåðàöèè è îáðàáîòàííûõ
äåìåòèëèðóþùèì àãåíòîì 5-àçàöèòèäèíîì. Ïîëó÷åííûå
ãèáðèäíûå êëåòêè ñîõðàíÿëè ìîðôîëîãèþ ðîäèòåëüñêèõ
êëåòîê òåðàòîêàðöèíîìû, ýêñïðåññèðîâàëè ãåí Oct-4, ÿâ-
ëÿþùèéñÿ ìàðêåðîì ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê, è íå ýêñ-
ïðåññèðîâàëè ãåíû CD11 è CD45, ñïåöèôè÷íûå äëÿ ëèì-
ôîöèòîâ. Êðîìå òîãî, ãèáðèäíûå êëåòêè áûëè ñïîñîáíû
ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå in vitro â êàðäèîìèî-
öèòû ïîä äåéñòâèåì ÄÑÌÎ. Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ìåòàáîëèçì ãèáðèäíûõ êëå-
òîê è ñâÿçàííóþ ñ íèì àêòèâíîñòü ðèáîñîìíûõ ãåíîâ
êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñåëåêòèâíûõ èëè íåñåëåêòèâ-
íûõ óñëîâèÿõ. Ñåëåêòèâíûå óñëîâèÿ ïîäðàçóìåâàþò
ïðèñóòñòâèå â ñðåäå äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÃÀÒ (10–4 Ì
ãèïîêñàíòèí, 7�10–7 Ì àìèíîïòåðèí è 10–5 Ì òèìèäèí).
Èìåííî òàêóþ ñåëåêöèþ èñïîëüçîâàëè íåïîñðåäñòâåííî
ïîñëå ïðîöåäóðû ñëèÿíèÿ äëÿ îòáîðà ãèáðèäíûõ êëîíîâ.
Íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ãèáðèäíûõ êëåòîê â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ïðîèñõî-
äèò ïîòåðÿ ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ (ßÎ) õðîìîñîì, òîãäà
êàê êóëüòèâèðîâàíèå ãèáðèäíûõ êëåòîê â ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé ÃÀÒ, ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ îáùåãî êîëè÷åñò-
âà ßÎ-õðîìîñîì. Îäíàêî ïðè ýòîì â ñåëåêòèâíûõ óñëî-
âèÿõ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ íàáëþäàëîñü óìåíüøåíèå êî-
ëè÷åñòâà àêòèâíûõ ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ (ßÎÐ)
(Ag-ßÎÐ) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëè÷åñòâîì Ag-ßÎÐ â êëåò-
êàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ. Ïî äàí-
íûì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, âûðàùèâàíèå ãèá-
ðèäîâ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ïðîäîëæèòåëüíîñòè S-ïåðèîäà êëåòî÷íîãî öèêëà è âñåãî
öèêëà â öåëîì, ÷òî âûçâàíî âêëþ÷åíèåì çàïàñíûõ ïóòåé
áèîñèíòåçà ïóðèíîâûõ è ïèðèìèäèíîâûõ îñíîâàíèé, çà-
ïóñêàåìûõ äîáàâëåíèåì â ñðåäó ÃÀÒ. Ñëåäñòâèåì ïðè-
ñóòñòâèÿ â ñðåäå äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ êëåòîê
ÃÀÒ ÿâëÿåòñÿ ñíèæåíèå ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê.
Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî ñíè-
æåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ãèáðèäíûõ êëåòîê
ñîïðîâîæäàåòñÿ èíàêòèâàöèåé òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ
ãåíîâ (óìåíüøåíèåì ÷èñëà àêòèâíûõ ßÎÐ). Èíòåðåñíûì
òàêæå ïðåäñòàâëÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ãèáðèäîâ â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ â ïåðâóþ î÷åðåäü
«òåðÿþòñÿ» ßÎ-õðîìîñîìû. Â öåëîì ýòè íàáëþäåíèÿ ñâè-
äåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ðåïðîãðàììèðîâàíèå ãå-
íîìîâ ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê âêëþ÷àåò èçìåíåíèÿ â ñîñòîÿ-
íèè (îáùåì ÷èñëå è àêòèâíîñòè) ßÎÐ õðîìîñîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÀÍ
ïî ïðîãðàììå «Ñòâîëîâûå êëåòêè».

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÝËÈÌÈÍÀÖÈÈ ÔÎÑÔÎÐÈËÈÐÎÂÀÍ-
ÍÎÃÎ ÃÈÑÒÎÍÀ ã-H2AX ÈÇ ÄÍÊ Â ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÌÎÇÃÀ È ÏÅ×ÅÍÈ ÇÎËÎÒÈ-
ÑÒÎÃÎ ÕÎÌß×ÊÀ IN SITU. © Ä. Â. Ôèðñàíîâ,
Á. À. Ãàâðèëîâ, Â. Ì. Ìèõàéëîâ, Í. Â. Òîìèëèí. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexdelfigo@mail.ru.

Äâóõíèòåâûå ðàçðûâû (ÄÐ) ÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò
áûòü âûçâàíû äåéñòâèåì èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè (ÈÐ)

è õèìè÷åñêèìè àãåíòàìè, ñ÷èòàþòñÿ íàèáîëåå îïàñíûìè
ïîâðåæäåíèÿìè ãåíîìà è ìîãóò ïðèâîäèòü ê åãî íåñòà-
áèëüíîñòè, êëåòî÷íîé ãèáåëè è ó âûñøèõ ýóêàðèîòîâ —
ê ðàçâèòèþ êàíöåðîãåíåçà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñàìîé
ðàííåé ðåàêöèåé êëåòêè íà îáðàçîâàíèå ÄÐ ÿâëÿåòñÿ
ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî 139-ñåðèíó ìèíîðíîãî êîðîâîãî
ãèñòîíà H2AX â ìåãàáàçíûõ äîìåíàõ õðîìàòèíà îêîëî
êàæäîãî ðàçðûâà ñ îáðàçîâàíèåì ã-H2AX (Rogakou et al.,
1998, 1999). Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàçîâàíèå è ýëèìèíàöèÿ
ã-H2AX â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ñâÿçàíû ñ îá-
ðàçîâàíèåì è çàøèâàíèåì ÄÐ (Rogakou et al., 1999; Naza-
rov et al., 2003). Âðåìÿ ïîëîâèííîé ýëèìèíàöèè ã-H2AX
â ëèíèÿõ îïóõîëåâûõ êëåòîê è òêàíÿõ êîððåëèðóåò ñ èõ
ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ (Olive, Banath, 2004). Îäíàêî
íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ìàëî äàííûõ î äèíàìèêå ã-H2AX â
äèôôåðåíöèðîâàííûõ òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðûå
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé âàæíûå àñïåêòû äåéñòâèÿ ðàäèàöèè.
Íåäàâíî ìû ïîêàçàëè, ÷òî â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåò-
êàõ ñåðäöà ëèíåéíûõ ìûøåé íàáëþäàåòñÿ çàìåäëåííàÿ
ýëèìèíàöèÿ ã-H2AX è ÷òî îêîëî 50 % ã-H2AX-ïîëîæè-
òåëüíûõ ÿäåð îò ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ íàáëþäàåòñÿ
÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (Gavrilov
et al., 2006). Â ýòîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõè-
ìèè ìû èññëåäîâàëè äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ è ýëèìèíà-
öèè ã-H2AX â êëåòêàõ ìîçãà è ïå÷åíè çîëîòèñòûõ õîìÿ÷-
êîâ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ. Íåîáëó÷åííûå òêà-
íè ìîçãà ñîäåðæàëè îêîëî 2 %, à òêàíè ïå÷åíè îêîëî 5 %
ã-H2AX-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð, â òî âðåìÿ êàê â òêàíÿõ,
ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷å-
íèÿ â äîçå 5 Ãð, êîëè÷åñòâî ã-H2AX-ïîëîæèòåëüíûõ
ÿäåð ñîñòàâèëî îêîëî 34 % â òêàíÿõ ìîçãà è îêîëî 25 % â
òêàíÿõ ïå÷åíè. Èññëåäóÿ òêàíè õîìÿ÷êîâ ÷åðåç ðàçíûå
âðåìåíí *ûå èíòåðâàëû ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â
äîçå 5 Ãð, ìû âûÿñíèëè, ÷òî ýëèìèíàöèÿ ã-H2AX â êëåò-
êàõ ìîçãà èäåò ìåäëåííî è ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ íà-
áëþäàåòñÿ ïðèìåðíî 30 % ã-H2AX-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð.
×åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÷èñëî ã-H2AX-ïîëîæèòåëü-
íûõ ÿäåð íå äîñòèãàåò çíà÷åíèÿ äëÿ íåîáëó÷åííûõ òêà-
íåé ìîçãà è ñîñòàâëÿåò îêîëî 7 % îò îáùåãî ÷èñëà ÿäåð.
Â êëåòêàõ æå ïå÷åíè ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïîëîâèíà
ã-H2AX-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð ýëèìèíèðóåòñÿ, à ÷åðåç
1 ñóò èõ ÷èñëî ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Ýòè äàí-
íûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî â êëåòêàõ ìîçãà
âîññòàíîâëåíèå õðîìàòèíà èäåò ìåäëåííåå, ÷åì â êëåò-
êàõ ïå÷åíè. Íàøè íåäàâíèå ðåçóëüòàòû (Gavrilov et al.,
2006) è ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå,
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñóùåñòâóþò áîëüøèå âàðèà-
öèè ìåæäó íåïðîëèôåðèðóþùèìè òêàíÿìè ìëåêîïèòàþ-
ùèõ â óðîâíå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ H2AX, à òàêæå â äèíà-
ìèêå ýëèìèíàöèè ã-H2AX ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷å-
íèÿ, ÷òî äîëæíî áûòü ïðèíÿòî âî âíèìàíèå ïðè àíàëèçå
ïîñëåäñòâèé ðàäèàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ ïî ïðîãðàììå «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè —
ìåäèöèíå» (ãðàíò 101-04-243).

ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÎÂ Oct-4P1 È
Nanog Â ÃËÀÇÓ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Í. Â. Ôèðñîâà,1
Þ. Â. Ìàðêèòàíòîâà,1 Þ. À. Ñìèðíîâà,1 È. Ã. Ïàíîâà,1
À. Ñ. Ìèêàåëÿí,1 Å. À. Âîðîòåëÿê,1 Ð. À. Ïîëòàâöåâà,1
Ã. Ò. Ñóõèõ,2 Ð. Ä. Çèíîâüåâà,1 Â. È. Ìèòàøîâ.1 1 Èíñòè-
òóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ è 2 ÃÓ Íàó÷íûé öåíòð àêó-
øåðñòâà, ãèíåêîëîãèè è ïåðèíàòîëîãèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.
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Ó âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå ó ÷åëîâåêà,
â ëèìáàëüíîé îáëàñòè ðîãîâèöû, â ïèãìåíòèðîâàííîé
îáëàñòè öèëèàðíûõ ñêëàäîê è â ïåðèôåðè÷åñêîé ñåò÷àò-
êå îáíàðóæåíû êëåòêè, ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì ïîë-
íîñòüþ ñîîòâåòñòâóþùèå ñòâîëîâûì. Åäèíè÷íûå êëåòêè
äàþò êëîíû, äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ ïîñëå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ â áèïîëÿðíûå íåéðîíû, Ìþëëåðîâ-
ñêóþ ãëèþ è ôîòîðåöåïòîðû. Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà
èçó÷åíèþ ýêñïðåññèè ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ, êîòîðûå ïî-
ìîãóò èäåíòèôèöèðîâàòü è ëîêàëèçîâàòü ìóëüòèïîòåíò-
íûå êëåòêè â ðàçâèâàþùåìñÿ è âçðîñëîì ãëàçàõ ÷åëî-
âåêà, à òàêæå ïîíÿòü ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü ýòèõ ãåíîâ.
Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷åñêèõ, èììóíîõèìè÷åñêèõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ ìå-
òîäîâ. Ìàòåðèàëîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ïðåïàðèðîâàí-
íûå òêàíè ðàçâèâàþùåãîñÿ è âçðîñëîãî ãëàç ÷åëîâåêà, à
òàêæå êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé ñåò÷àòêè
è êëåòêè öèëèàðíîé îáëàñòè âçðîñëîãî ãëàçà. Ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ âïåðâûå áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû òðàíñêðèïòû
ÝÑ-ñïåöèôè÷åñêèõ ãåíîâ Oct-4 è Nanog â òêàíÿõ ðàçâèâà-
þùåãîñÿ ãëàçà (ðîãîâèöå, õðóñòàëèêå, ñåò÷àòêå è îáîëî÷-
êàõ ãëàçà; 9.5 è 22.0 íåä ðàçâèòèÿ). ÏÖÐ-ôðàãìåíòû ñ
ïðàéìåðàìè, ñèíòåçèðîâàííûìè ïî ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿì Oct-4 è Nanog, áûëè ïîëó÷åíû òàêæå íà ìÐÍÊ èç
òêàíåé âçðîñëîãî ãëàçà (ïåðèôåðè÷åñêîé è öåíòðàëüíîé
ñåò÷àòêè, îáëàñòè ãëàçíîãî íåðâà, ðàäóæêè, öèëèàðíîãî
òåëà è ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ). Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü
ýêñïðåññèè ãåíîâ Oct-4 è Nanog äåòåêòèðóåòñÿ â êëåòêàõ
öèëèàðíîãî òåëà è ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ. Ýêñïðåññèÿ
èññëåäóåìûõ ãåíîâ íàáëþäàåòñÿ è â êóëüòèâèðîâàííûõ
êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîé ñåò÷àòêè è öèëèàðíîãî òåëà
âçðîñëîãî ãëàçà. ÄÍÊ ñîîòâåòñòâóþùèõ ÏÖÐ-ôðàãìåí-
òîâ áûëè îòñåêâåíèðîâàíû. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòà, ïîëó÷åííîãî ñ ïðàéìåðàìè ê
ãåíó Oct-4, ïðîÿâëÿåò 100%-íóþ ãîìîëîãèþ ñ ïðîöåññè-
ðîâàííûì ïñåâäîãåíîì Oct-4P1. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòà, ïîëó÷åííîãî ñ ïðàéìåðàìè
ê ãåíó Nanog, ïðîÿâëÿåò ñ íèì 100%-íóþ ãîìîëîãèþ.
Èììóíîïîçèòèâíàÿ ðåàêöèÿ íà îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè
ê Oct-4 è Nanog ïîêàçàëà íå òîëüêî íàëè÷èå ñîîòâåòñòâó-
þùèõ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ, íî è ðàçëè÷èå ïàòòåðíà ýêñï-
ðåññèè â òêàíÿõ ãëàçà 12 è 22 íåä ðàçâèòèÿ. ßäåðíàÿ ëî-
êàëèçàöèÿ ýêñïðåññèè ýòèõ áåëêîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î
ïðèíàäëåæíîñòè ê êëàññó òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ.
Ðåçóëüòàòû èììóíîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ñîãëàñó-
þòñÿ ñ äàííûìè ÏÖÐ-àíàëèçà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôóíê-
öèîíàëüíàÿ ðîëü èäåíòèôèöèðîâàííûõ íàìè òðàíñêðè-
áèðóåìîãî ïðîöåññèðîâàííîãî ïñåâäîãåíà Oct-4P1 è
ãåíà Nanog â êëåòêàõ ãëàçà íåÿñíà. Ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî ýòè ãåíû ìîãóò èìåòü ãëàçîñïåöèôè÷åñêèå ðåãóëÿ-
òîðíûå ôóíêöèè. Âîçìîæíî, îíè ó÷àñòâóþò â ïîääåðæà-
íèè ìóëüòèïîòåíòíîãî ñòàòóñà è(èëè) ñïîñîáíîñòè ê
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ãëàçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 05-04-48502 è 05-04-48026) è ïî
ïðîãðàììå ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÏÎÑÒÐÎÅÍÈÅ ÊÎÍÒÈÃÀ ÃÅÍÎÌÍÛÕ ÊËÎÍÎÂ
ÊËÀÑÒÅÐÀ ÊÀÇÅÈÍÎÂÛÕ ÃÅÍÎÂ ÊÐÓÏÍÎÃÎ ÐÎ-
ÃÀÒÎÃÎ ÑÊÎÒÀ. © Ê. À. Ôîìè÷åâ,1 Ò. Ìàëåâñêè,2
À. Ë. Ñàçàíîâà,1 À. À. Ñàçàíîâ.1 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷-

íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, asazanov@vniigen.ru, è 2 Èíñòèòóò ãåíå-
òèêè è ðàçâåäåíèÿ æèâîòíûõ Ïîëüñêîé àêàäåìèè íàóê,
ßñòðæåáåö, 05-552 Âóëêà Êîñîâñêà, Ïîëüøà.

Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êëàñòåðà êàçåè-
íîâûõ ãåíîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ) ïðåäñòàâëÿ-
þò èíòåðåñ êàê ñ òî÷êè çðåíèÿ âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ
ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ äëÿ ñåëåêöèè ÊÐÑ íà ïîâûøå-
íèå ìîëî÷íîé ïðîäóêòèâíîñòè, òàê è äëÿ ñîçäàíèÿ âûñî-
êîýôôåêòèâíûõ âåêòîðîâ äëÿ òðàíñãåíåçà. Ïîëó÷åíèå
ïðîòÿæåííûõ ÄÍÊ-êëîíîâ íåîáõîäèìî äëÿ ñðàâíèòåëü-
íîãî àíàëèçà êîäèðóþùèõ è ðåãóëÿòîðíûõ íóêëåîòèä-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ýòîãî êëàñòåðà. Â êà÷åñòâå
ÄÍÊ-çîíäîâ äëÿ ñêðèíèíãà ãðèäèðîâàííîé áèáëèîòåêè
ÊÐÑ CHORI-240 Ñåãìåíò I (http://bacpac.chori.org/
bovine240.htm) áûëè èñïîëüçîâàíû ôðàãìåíòû ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé, ñîäåðæàùèõ 5�-ôëàíêèðóþùèé ðàéîí è
ýêçîí 1-ãî ãåíà CSN1S1 ÊÐÑ (èäåíòèôèêàöèîííûé íîìåð
X035.90), ýêçîí 4-ãî è èíòðîí 4-ãî ãåíà CSN3 KPC (èäåí-
òèôèêàöèîííûé íîìåð AJ841946). Àìïëèôèêàöèÿ ïðè
ïîìîùè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìàòðèöû òî-
òàëüíîé ÄÍÊ ÊÐÑ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû ïðèâåëà ê ïî-
ëó÷åíèþ ôðàãìåíòîâ äëèíîé 319 ï. í. äëÿ ãåíà CSN1S1 è
270 ï. í. äëÿ ãåíà CSN3. Ãèáðèäèçàöèþ ðåïëèê ïðîâîäè-
ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ. Ðå-
çóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè àíàëèçèðîâàëè ïðÿìûì ñêàíèðî-
âàíèåì íà ïðèáîðå Molecular Imager FX-Scan (BioRad).
Ïðîâåðêó êëîíîâ íà ïðåäìåò ñîäåðæàíèÿ íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êëàñòåðà êàçåèíîâûõ ãåíîâ ÊÐÑ
ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñò-
âå ìàòðèöû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìíûõ êëîíîâ. Äëè-
íà âñòàâêè â BAC-êëîíàõ CH240-130F23 è CH240-035O12
îïðåäåëåíà ïóòåì ðåñòðèêöèè èõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåñòðèêòàçû NotI è
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ â àãàðîçíîì ãåëå. 6 è
11 BAC-êëîíîâ áûëè âûÿâëåíû âñëåäñòâèå ãèáðèäèçà-
öèè ôèëüòðîâ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ãåíîâ CSN1S1 è
CSN3 ñîîòâåòñòâåííî. Óñòàíîâëåíî, ÷òî êëîíû
CH240-130F23 è CH240-035O12 ñîäåðæàò ãåíû CSN1S1,
CSN1S2, CSN2, STATH è CSN3. 5 êëîíîâ âûÿâëåíû êàê
ïîçèòèâíûå ïðè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ãåíîâ CSN2, STATH,
CSN1S2 è CSN3. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ãåíîìíûå êëîíû
CH240-130F23 è CH240-035O 12 ñîäåðæàò ãåíû CSN1S1,
CSN1S2, CSN2, STATH è CSN3. Èç ãåíîìíîé áàçû äàí-
íûõ ÊÐÑ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/cow)
èçâåñòíî, ÷òî ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåíàìè CSN1S1 è CSN3
ó ÊÐÑ ðàâíî ïðèìåðíî 250 ò. ï. í. Ðàçìåð âñòàâêè
BAC-êëîíîâ â ãåíîìíîé áèáëèîòåêå ÊÐÑ CHORI-240
Ñåãìåíò I ñîñòàâëÿåò â ñðåäíåì 180 ò. ï. í. è âàðüèðóåò
îò 100 äî 270 ò. ï. í. (http://bacpac.chori.org/bovine240.
htm). Ïðîâåäåííàÿ íàìè ðåñòðèêöèÿ ÄÍÊ êëîíîâ
CH240-130F23 è CH240-035O12 ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü
ðàçìåðû âñòàâêè — 263 è 265 ò. ï. í. ñîîòâåòñòâåííî. Òà-
êèì îáðàçîì, êëîíû CH240-130F23 è CH240-035O12
âêëþ÷àþò â ñåáÿ âñå êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
êëàñòåðà è îêîëî 15 ò. ï. í. 5�-ôëàíêèðóþùåé îáëàñòè.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5 BAC-êëîíîâ ñîäåðæàò ãåíû
CSN2, STATH, CSN1S2 è CSN3. Ñëåäîâàòåëüíî, ïîëó÷åí-
íûé êîíòèã ñîäåðæèò íå òîëüêî âñå èçâåñòíûå ãåíû êàçå-
èíîâîãî êëàñòåðà ÊÐÑ, íî è çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü 3�-ôëàí-
êèðóþùåé îáëàñòè. Ïî ñâåäåíèÿì ãåíîìíîé áàçû äàí-
íûõ ÊÐÑ, ãåíû STATH è CSN1S2 ðàñïîëîæåíû
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â ïðåäåëàõ êîíòèãà NW_936323 â ïîëîæåíèÿõ 82—
1090 ï. í. è 26 595—38 541 ï. í. ñîîòâåòñòâåííî, â òî
âðåìÿ êàê ãåíû CSN2 è CSN1S1 íàõîäÿòñÿ â ïîëîæåíèÿõ
418 544—426 774 è 445 522— 463 059 ï. í. êîíòèãà
NW_973412. Èíôîðìàöèÿ î ëîêàëèçàöèè ãåíà CSN3 îò-
ñóòñòâóåò (http://www.ncbi.nlm. nih.gov). Òàêèì îáðàçîì,
ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåíàìè STATH è CSN1S2 ñîñòàâëÿåò
25 505 ï. í., à ìåæäó ãåíàìè CSN2 è CSN1S1 —
18 748 ï. í. Íà îñíîâàíèè èçâåñòíîãî ðàçìåðà âñòàâêè â
êëîíàõ áèáëèîòåêè CHORI-240 è ïðèáëèçèòåëüíîé îöåí-
êè ðàññòîÿíèÿ ìåæäó ãåíàìè CSN1S1 è CSN3 â
200 ò. ï. í. ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïîëó÷åííûé íàìè êîí-
òèã ñîäåðæèò äî 70 ò. ï. í. 3�-ôëàíêèðóþùåé îáëàñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48031-à).

ÕÀÐÀÊÒÅÐ ÐÅÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÐÀÄÈÀËÜÍÎÉ ÑÈÑ-
ÒÅÌÛ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÊËÅÒÊÀÕ HeLa Ñ ÐÀÇ-
ËÈ×ÍÎÉ ÄÈÍÀÌÈÊÎÉ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÀ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ.
© Ì. Â. Õàð÷åíêî, Ì. Â. Çëîáèíà, Á. Â. Øðàìêî,
Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Èçâåñòíî, ÷òî ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì îò ïåðèôåðèè
êëåòêè â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü ïðîèñõîäèò ñ ó÷àñòèåì
ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ). Ïðè ýòîì ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â õîäå âå-
çèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà àðõèòåêòóðà òóáóëèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà îñòàåòñÿ ñòàáèëüíîé. Îäíàêî èññëåäóÿ ýíäî-
öèòîç ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â êëåòêàõ ëèíèè
HeLa ìåòîäîì äâîéíîé íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â õîäå ýòîãî ïðîöåññà îðãàíè-
çàöèÿ ñèñòåìû ÌÒ ïðåòåðïåâàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíå-
íèÿ. Â îáùåì ñëó÷àå ñèñòåìà ÌÒ ñîõðàíÿåò ðàäèàëü-
íîñòü âïëîòü äî ïîçäíèõ ýòàïîâ ëîêàëèçàöèè
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â ðàííèõ ýíäîñîìàõ. Ïðî-
öåññ ïðåâðàùåíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì â ïîçäíèå â õîäå ñî-
çðåâàíèÿ ýíäîñîì ñîïðîâîæäàåòñÿ ôðàãìåíòàöèåé áîëü-
øèíñòâà äëèííûõ ðàäèàëüíûõ ÌÒ è èõ äåïîëèìåðèçà-
öèåé. Ýíäîñîìû íà ýòîì ýòàïå êîíöåíòðèðóþòñÿ â
îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè âîêðóã ÖÎÌÒ. Ïðîòåîëèç è ëè-
ãàíäà, è ðåöåïòîðà ïðîèñõîäèò íà ñòàäèè âçàèìîäåéñò-
âèÿ çðåëûõ ïîçäíèõ ýíäîñîì ñ ëèçîñîìàìè. Íà ýòîì ýòà-
ïå íàáëþäàåòñÿ âîññòàíîâëåíèå ðàäèàëüíî îðãàíèçîâàí-
íîé ñèñòåìû ÌÒ. Îäíàêî òàêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñîáûòèé íàáëþäàåòñÿ íå âñåãäà. Ðàíåå ìû ñîîáùàëè î
òîì, ÷òî ïàðàìåòðû ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìï-
ëåêñîâ (ñêîðîñòè èíòåðíàëèçàöèè, ðåöèêëèðîâàíèÿ, ñîð-
òèðîâêè â ïîçäíèå ýíäîñîìû è ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè)
ìîãóò âàðüèðîâàòü â øèðîêèõ ïðåäåëàõ â êëåòêàõ îäíîé
è òîé æå ëèíèè â çàâèñèìîñòè îò âíåøíåãî êîíòåêñòà
(ñûâîðîòêè). Ìîæíî ðàçäåëèòü êëåòêè ïî ýôôåêòèâíîñòè
äîñòàâêè ðåöåïòîðà ÝÔÐ â ïîçäíèå ýíäîñîìû è ëèçîñî-
ìû è ïî ñêîðîñòè äåãðàäàöèè íà êëåòêè ñ «áûñòðûì ýí-
äîöèòîçîì» è êëåòêè ñ «ìåäëåííûì ýíäîöèòîçîì». Â
êëåòêàõ ñ «áûñòðûì ýíäîöèòîçîì» ðåöåïòîðñîäåðæàùèå
ýíäîñîìû àêòèâíî ïåðåðàñïðåäåëÿþòñÿ â îêîëîÿäåðíóþ
îáëàñòü (15—30 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà), îá-
ðàçóÿ òàì êîìïàêòíûé êëàñòåð îòíîñèòåëüíî êðóïíûõ
âåçèêóë. Ýòîé ñòàäèè ñîîòâåòñòâóåò ôðàãìåíòàöèÿ îêî-
ëîÿäåðíûõ ÌÒ (30— 60 ìèí). Çàòåì ïðîèñõîäèò âîññòà-
íîâëåíèå ðàäèàëüíûõ ÌÒ. Ïî âðåìåíè ýòî êîððåëèðóåò ñ
èñ÷åçíîâåíèåì ðåöåïòîð-ïîëîæèòåëüíîé îêðàñêè êëåòîê

âñëåäñòâèå èõ äåãðàäàöèè (90—150 ìèí). Â ñëó÷àÿõ
«ìåäëåííîãî ýíäîöèòîçà» ïåðåðàñïðåäåëåíèå ýíäîñîì â
îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü áûëî çíà÷èòåëüíî ìåíåå âûðà-
æåííûì, à â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðàêòè÷åñêè îò-
ñóòñòâîâàëî. Â áîëåå ÷åì 95 % ýêñïåðèìåíòîâ ïðè òàêîé
äèíàìèêå ýíäîöèòîçà ïåðâîíà÷àëüíî ðàäèàëüíûå ÌÒ íå-
çíà÷èòåëüíî ôðàãìåíòèðîâàëèñü, à çàòåì ïîëíîñòüþ äå-
ïîëèìåðèçîâàëèñü è íå âîññòàíàâëèâàëèñü çà 150 ìèí ýê-
ñïåðèìåíòà. Ýíäîñîìû ïðè ýòîì íå óâåëè÷èâàëèñü â ðàç-
ìåðå, ÷òî óêàçûâàåò íà ïîäàâëåíèå ïðîöåññà èõ
ñîçðåâàíèÿ. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
âñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåîðãàíèçàöèé ñèñòåìû ÌÒ íå
çàïðîãðàììèðîâàíà èçíà÷àëüíî íà ðàííåé ñòàäèè ýíäî-
öèòîçà. Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåðîÿòíûì, ÷òî ñèãíàë íà ôðàã-
ìåíòàöèþ/äåïîëèìåðèçàöèþ ÌÒ è ñèãíàë íà èõ âîññòà-
íîâëåíèå ãåíåðèðóþòñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà,
ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñòåïåíè «çðåëîñòè» ýíäîñîì.

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

ÏÎÇÈÖÈÎÍÍÎÅ ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ QTL ÄÎÌÀØ-
ÍÅÉ ÊÓÐÈÖÛ È ÀÍÀËÈÇ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅ-
ÍÎÂ-ÊÀÍÄÈÄÀÒÎÂ. © Þ. À. Õèìàíèíà,1 Â. À. Ñòå-
êîëüíèêîâà,1 Ò. Ìàëåâñêè,2 Ê. ßùàê,2 À. Ë. Ñàçàíîâà,1
À. À. Ñàçàíîâ.1 1 ÃÍÓ Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿé-
ñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóø-
êèí, asazanov@vniigen.ru, è 2 Èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâå-
äåíèÿ æèâîòíûõ Ïîëüñêîé àêàäåìèè íàóê, ßñòðæåáåö,
Ïîëüøà.

Íàìè ïðîâåäåí ðÿä ýêñïåðèìåíòîâ ïî ïîçèöèîííîìó
êëîíèðîâàíèþ äâóõ ðàéîíîâ õðîìîñîìû 4 äîìàøíåé êó-
ðèöû, ñîäåðæàùèõ QTL òîëùèíû ñêîðëóïû, íà 53-é íåä
æèçíè (ST53) è ìàññû áåëêà â ÿéöå íà 33-é íåä (AW 33).
Ìåòîäîì ãèáðèäîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà êîñåãðåãàöèè
ìèêðîñàòåëëèòíûõ ÄÍÊ-ìàðêåðîâ è êîëè÷åñòâåííûõ
ïðèçíàêîâ îïðåäåëåíû ìàðêåðû èíòåðâàëîâ ãåíåòè÷å-
ñêîé êàðòû (ðàéîíîâ õðîìîñîì), êîíòðîëèðóþùèõ QTL
AW33 è ST53. Ñ èñïîëüçîâàíèåì áàç äàííûõ ñåòè Èíòåð-
íåò ïîêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ êîëè÷åñòâåííîãî ïðèçíàêà
AW33 â ïðåäåëàõ èíòåðâàëà, îãðàíè÷åííîãî ìèêðîñàòåë-
ëèòíûìè ëîêóñàìè MCW0170 è LEI0081, è QTL ST53
âíóòðè ðàéîíà ñ ãðàíèöàìè MCW0114 è ADL0241. Óñòà-
íîâëåíî ñëåäóþùåå ïîëîæåíèå ìèêðîñàòåëëèòíûõ ìàð-
êåðîâ ëîêóñà ST53 íà GGA4: MCW0114 —
17 834 202—17 834 699 ï. í. è ADL0241 —
16 643 314—16 643 645 ï. í. Ïîëó÷åííûé èíòåðâàë âåëè-
÷èíîé 1.2 ìëí ï. í. ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷åñêèì äëÿ ïðèçíàêà
ST53. Âûÿâëåíî 18 EST (êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé) äîìàøíåé êóðèöû, ðàñïîëîæåííûõ â ýòîì ðàéîíå,
êîòîðûå ìîæíî ñ÷èòàòü ãåíàìè-ïîçèöèîííûìè êàíäèäà-
òàìè äëÿ ýòîãî QTL. Â îòíîøåíèè QTL AW33 óñòàíîâ-
ëåíà ëîêàëèçàöèÿ åäèíñòâåííîãî äîñòîâåðíî èçâåñòíîãî
ìèêðîñàòåëëèòíîãî ìàðêåðà ýòîãî êîëè÷åñòâåííîãî ïðè-
çíàêà — MCW0170 (MCW0191) íà GGA4 â ïîëîæåíèè
68 451 521—68 451 718 ï. í. Ïîñêîëüêó áûëè èçâåñòíû
íàïðàâëåíèå, â êîòîðîì ðàñïîëîæåí ðàéîí, êðèòè÷åñêèé
äëÿ QTL A33, è ïðèìåðíîå ðåêîìáèíàöèîííîå ðàññòîÿ-
íèå äëÿ äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà åãî ëîêàëèçàöèÿ, âòî-
ðàÿ ãðàíèöà QTL îïðåäåëåíà â ñàéòå ëîêàëèçàöèè îðòî-
ëîãà ãåíà CLOCK (65 650 518—65 589 897 ï. í.), êîòî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 803



ðûé íà îñíîâàíèè åãî ôóíêöèîíàëüíîé õàðàêòåðèñòèêè
áûë ïðèçíàí íàèáîëåå âåðîÿòíûì ãåíîì-êàíäèäàòîì äëÿ
AW33. Äëÿ âûÿâëåíèÿ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé âíóòðè êîíòèãîâ è èõ ñðàâíåíèÿ ñ èçâåñòíûìè ãåíà-
ìè äðóãèõ îðãàíèçìîâ èñïîëüçîâàëè ïàêåò êîìïüþòåð-
íûõ ïðîãðàìì BLAST. Äèçàéí îëèãîíóêëåîòèäîâ-ïðàé-
ìåðîâ äëÿ ÐÒ-ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè
ïðîâîäèëè íà îñíîâàíèè èíôîðìàöèè áàç äàííûõ ñåòè
Èíòåðíåò (www.nlm.ncbi.nih.gov è www.ensembl.org) ïðè
ïîìîùè êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû PRIMER_INPUT_3
(www-genome.wi.mit.edu). Ïðîâåðêó ïîëó÷åííûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ïðàéìåðîâ íà ïðåäìåò ñïåöèôè÷íîñòè è
îòñóòñòâèÿ âîçìîæíîé âíóòðèãåíîìíîé ãîìîëîãèè ïðî-
âîäèëè ïðè ïîìîùè ïàêåòà ïðîãðàìì «Ýëåêòðîííûé
ÏÖÐ» è BLAST ñ âàðüèðóþùèìè ïàðàìåòðàìè âåëè÷èíû
îêíà, äîïóñòèìîãî ïðîöåíòà èäåíòè÷íîñòè ïàð îñíîâà-
íèé è ôèëüòðàöèè ïîâòîðîâ. Ïî 5 ïòèö ñ âûñîêèì (STH)
è íèçêèì (STL) çíà÷åíèÿìè ïðèçíàêà ST53 èç ïîðîä RIR
è G1P áûëî èñïîëüçîâàíî äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ìàòðè÷íîé
ÐÍÊ è êÄÍÊ. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíå-
íèÿ ïðèçíàêà ST53 â ãðóïïàõ áûëè ñëåäóþùèìè: RIR
STH = 378.40 ± 3.65 ìêì, RIR STL = 227.80 ± 8.99, GIP
STH = 372.40 ± 2.07, G1P STL = 248.60 ± 16.62 ìêì. Èçî-
ëÿöèÿ ÿéöåâîäîâ áûëà ïðîâåäåíà íà 5-å ñóò ïîñëå èçìå-
ðåíèÿ ïðè ïîìîùè ìèêðîìåòðà òîëùèíû ñêîðëóïû òðåõ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ÿèö íà 53-é íåä æèçíè íåñóøêè.
ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèÿ íà ìàòðèöå êÄÍÊ èç òêàíåé ÿéöåâî-
äà ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü íàëè÷èå ýêñïðåññèè 12 èç 20
âîçìîæíûõ ãåíîâ-êàíäèäàòîâ íà óðîâíå ðàçðåøåíèÿ
ÐÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè (äî 40 öèêëîâ íà ìàòðèöå
100 íã). Ìåòîäîì ÐÒ-ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè
ïðîâåäåí àíàëèç ýêñïðåññèè 12 ãåíîâ-êàíäèäàòîâ. Ïðî-
âåäåíî ñðàâíåíèå îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ
(ïî îòíîøåíèþ ê ðåôåðàòèâíîìó ãåíó GAPDH) â ãðóï-
ïàõ RIR STH, RIR STL, G1P STH è G1P STL. Âûÿâëåíû
äîñòîâåðíîå äâóêðàòíîå (P < 0.01) ðàçëè÷èå ïî óðîâíþ
ýêñïðåññèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CR523443 ìåæäó ãðóï-
ïàìè G1P STH è G1P STL è äîñòîâåðíàÿ íà òîì æå óðîâ-
íå çíà÷èìîñòè ñâÿçü (êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè 0.85)
óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ òîëùè-
íîé ñêîðëóïû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48031-à).

ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß È ÂÛÆÈÂÀÅ-
ÌÎÑÒÜ ÁËÀÑÒÎÖÈÑÒ ÌÛØÈ IN VITRO ÏÎÑËÅ
ÌÈÊÐÎÈÍÚÅÊÖÈÉ. © Å. À. Õðàìöîâà, È. Â. Êàïðàëî-
âà, Ë. Ì. Ìåæåâèêèíà. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè
ÐÀÍ, Ïóùèíî, hramelan@mail.ru.

Â ïðåèìïëàíòàöèîííîì ïåðèîäå ðàçâèòèÿ ìëåêîïè-
òàþùèõ êëþ÷åâóþ ðîëü èãðàåò ñòàäèÿ áëàñòîöèñòû. Íà
ýòîé ñòàäèè ïðîèñõîäèò ïðîñòðàíñòâåííîå è ôóíêöèî-
íàëüíîå ðàçäåëåíèå êëåòîê çàðîäûøà íà âíóòðåííþþ
êëåòî÷íóþ ìàññó è òðîôîáëàñò, ìåæäó êîòîðûìè ôîðìè-
ðóåòñÿ ïîëîñòü çàðîäûøà, çàïîëíåííàÿ æèäêîñòüþ, —
áëàñòîöåëü. Îäíîé èç âàæíûõ õàðàêòåðèñòèê óñïåøíîãî
ðàçâèòèÿ áëàñòîöèñò ñëóæèò èçìåíåíèå îáúåìà áëàñòî-
öåëÿ îòíîñèòåëüíî îáùåãî îáúåìà çàðîäûøà. Ïî ðàçìåðó
ïîëîñòè ñóäÿò î òîì, íà êàêîé ñòàäèè íàõîäÿòñÿ áëàñòî-
öèñòà — ðàííåé, ñðåäíåé èëè ïîçäíåé. Ýòî âàæíî äëÿ
óñïåøíîãî ïðîâåäåíèÿ ìèêðîèíúåêöèè, â ÷àñòíîñòè, ýì-

áðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ñ öåëüþ îöåíêè
èõ ïîòåíöèàëà ðàçâèòèÿ â ñîñòàâå öåëîãî çàðîäûøà. Ïðè
ýòîì âàæíî çíàòü, êàêîå êîëè÷åñòâî êëåòîê è â êàêîì
îáúåìå ñðåäû íåîáõîäèìî ââåñòè â ïîëîñòü áëàñòîöè-
ñòû, ÷òîáû íå íàðóøèòü åå ðàçâèòèå. Ìû èñïîëüçîâàëè
áëàñòîöèñòû ìûøåé F1 ïîñëå ñêðåùèâàíèÿ áåñïîðîäíûõ
ñàìîê ñ ñàìöàìè ëèíèè MNRI. Çàðîäûøè âûìûâàëè èç
ðîãîâ ìàòêè ÷åðåç 4.5 ñóò áåðåìåííîñòè. Äëÿ ðàáîòû èñ-
ïîëüçîâàëè ïîçäíèå áëàñòîöèñòû, ó êîòîðûõ îáúåì ïîëî-
ñòè ñîñòàâëÿë áîëåå 80 % îò îáùåãî îáúåìà çàðîäûøà.
Â êàæäóþ áëàñòîöèñòó ââîäèëè ïóòåì ìèêðîèíúåêöèè
(Eppendorf, TransferMan NK) îò 0.012 äî 0.066 íë ìîäè-
ôèöèðîâàííîé ñðåäû Âèòòåíà. Îáùèé îáúåì áëàñòîöè-
ñòû èçìåðÿëè äî è ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ PhotoM è ðàññ÷èòûâàëè ïî
ôîðìóëå V = ð/8dmax

2dmin, ãäå dmax è dmin — ìàêñèìàëüíûé
è ìèíèìàëüíûé äèàìåòðû ñîîòâåòñòâåííî. Âûæèâàå-
ìîñòü áëàñòîöèñò îöåíèâàëè â òå÷åíèå 72 ÷ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ in vitro â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà ââåäåííîé
æèäêîñòè â ïîëîñòü áëàñòîöèñòû. Ïîêàçàòåëåì âûæèâàå-
ìîñòè ñëóæèëà ñïîñîáíîñòü áëàñòîöèñò âûõîäèòü èç
z. pellucida è ðàñïëàñòûâàòüñÿ íà 4-ëóíî÷íîé ÷àøêå Ïåò-
ðè (Nunc). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ïîçäíèå áëàñòîöèñòû ãèáðèäíûõ ìûøåé F1 èìåþò
îáúåì 0.586 ± 0.038 íë. Èçìåíåíèå ýòîãî îáúåìà â ïðåäå-
ëàõ 2.2—7.6 % ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ âûæèâàåìîñòè çà-
ðîäûøåé íà 30 % ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûìè áëàñòîöè-
ñòàìè. Ïðè èçìåíåíèè îáúåìà áëàñòîöèñò íà 11.2 % èõ
âûæèâàåìîñòü ñíèæàåòñÿ íà 50 %. Ïî ðàñ÷åòíûì äàí-
íûì, òàêèå íåçíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ îáúåìà ïîçäíèõ
áëàñòîöèñò ñîîòâåòñòâóþò ââåäåíèþ â áëàñòîöåëü îò 9
äî 31 è 47 ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè ñîîò-
âåòñòâåííî. Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê âûæèâàåìîñòü áëàñòîöèñò â
ñèñòåìå in vitro áóäåò ñíèæàòüñÿ â ðåçóëüòàòå èçìåíåíèÿ
îáúåìà è ìîðôîëîãèè çàðîäûøà. Áåçóñëîâíî, ýòî çàâè-
ñèò åùå è îò ñòàäèè, íà êîòîðîé ïðîâîäèòñÿ ìèêðîèíúåê-
öèÿ (îáúåìà ïîëîñòè), ðàçìåðîâ êëåòîê è ñîñòàâà ñðåäû,
à òàêæå òåõíè÷åñêèõ âîçìîæíîñòåé ìèêðîìàíèïóëÿòîðà.
Îäíàêî äëÿ ïðîâåäåíèÿ óñïåøíîé ìèêðîèíúåêöèè è ïî-
ñëåäóþùåãî ðàçâèòèÿ áëàñòîöèñò îïðåäåëÿþùèì ìîìåí-
òîì ÿâëÿåòñÿ êîëè÷åñòâî ââåäåííûõ êëåòîê. Åñëè ðå÷ü
èäåò îá ÝÑÊ ìûøè, èõ ÷èñëî íà îäíó ïîçäíþþ áëàñòî-
öèñòó íå äîëæíî ïðåâûøàòü 9 êëåòîê. Â ýòîì ñëó÷àå âû-
æèâàåìîñòü áëàñòîöèñò ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè íå áóäåò
îòëè÷àòüñÿ îò êîíòðîëÿ.

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

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÐÅÏËÈÊÀÖÈÈ ÄÎÌÅÍÎÂ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎ-
ÌÀÒÈÍÀ. © Â. ×àãèí,1, 2 Â. Áóøìàíí,1 Õ. Ñàêàìîòî,1
Ì. Ê. Êàðäîçî.1 1 Öåíòð ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû Ìàêñà
Äåëüáðþêà, Áåðëèí, Ãåðìàíèÿ, è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíûé ïðî-
ñòðàíñòâåííî-âðåìåííîé ïðîöåññ, ïðè êîòîðîì ïðîèñõî-
äèò ñíÿòèå âñåõ óðîâíåé óïàêîâêè õðîìàòèíà. Ìàñøòàá
äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè äî
êîíöà íå èçó÷åí. Òàêæå ìíîãîå íåèçâåñòíî î ðàñïðîñòðà-
íåíèè ïðîöåññà ðåïëèêàöèè â ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè õðîìî-
ñîì è ñâÿçè ïðîãðåññà ðåïëèêàöèè è äåêîíäåíñàöèè. Ñó-
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ùåñòâóþùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ìîãóò áûòü èí-
òåðïðåòèðîâàíû â ðàìêàõ äâóõ ïàðàäèãì. Ïåðâàÿ ïðåä-
ïîëàãàåò ñáîðêó ôàáðèê ðåïëèêàöèè íà ïîâåðõíîñòè
êðóïíûõ äîìåíîâ õðîìàòèíà, äåêîíäåíñàöèþ õðîìàòèíà
è òðàíñëîêàöèþ ðåïëèöèðóþùåéñÿ ÄÍÊ èç âíóòðåííèõ
÷àñòåé äîìåíà ê ðåïëèêàòèâíîìó êîìïëåêñó è îáðàòíî ñ
ïîñëåäóþùåé êîíäåíñàöèåé (Jaunin et al. Exp. Cell Res.,
2000, 260: 313—323; Quivy et al. EMBO J., 2004, 23:
3516—3526). Âòîðàÿ ïàðàäèãìà ïðåäïîëàãàåò ñáîðêó
ðåïëèêàòèâíîãî àïïàðàòà â ïåðâîíà÷àëüíûõ ñàéòàõ ðåï-
ëèêàöèè ñ ïîñëåäóþùèì ðàñïðîñòðàíåíèåì «âîëíû» ðåï-
ëèêàöèè ñ ïðåèìóùåñòâåííîé ñáîðêîé ôàáðèê ðåïëèêà-
öèè â ñîñåäíèõ îáëàñòÿõ õðîìàòèíà ñ ëîêàëüíîé äåêîí-
äåíñàöèåé ðåïëèöèðóþùèõñÿ ó÷àñòêîâ (Sporbert et al.
Mol. Cell., 2002, 10: 1355—1365). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíà-
ìè÷åñêîé îðãàíèçàöèè ïðîöåññà ðåïëèêàöèè â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ ìû èñïîëüçîâàëè ìíîãîìåðíóþ ñêàíè-
ðóþùóþ êîíôîêàëüíóþ ìèêðîñêîïèþ æèâûõ êëåòîê ìû-
øè. Äëÿ àíàëèçà ðàñïîëîæåíèÿ àïïàðàòà ðåïëèêàöèè, âè-
çóàëèçèðîâàííîãî ñ ïîìîùüþ GFP-PCNA îòíîñèòåëüíî
äîìåíîâ õðîìàòèíà in vivo, äîìåíû ìèíè- è ìàêðîñàòåë-
ëèòîâ áûëè âèçóàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ CENPB-DsRed è
MECP2-YFP ñîîòâåòñòâåííî. Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî ðåïëèêàöèÿ äîìåíîâ ãåòåðîõðîìàòèíà â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ ïðîèñõîäèò ïîñðåäñòâîì ïîñëåäîâàòåëü-
íîé ëîêàëüíîé äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è ïðîíèêíîâå-
íèÿ àïïàðàòà ðåïëèêàöèè âíóòðü ìàêðîäîìåíîâ. Ïðîöåññ
ðåïëèêàöèè ïåðèöåíòðîìåðíîãî õðîìàòèíà ìûøè íîñèò
íàïðàâëåííûé õàðàêòåð, ïðè ýòîì ó÷àñòêè ìèíèñàòåëëè-
òîâ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì ðåïëèöèðóþòñÿ ïîñëå
ìàêðîñàòåëëèòíûõ ïîâòîðîâ.

ÌÎÄÓËÈÐÓÞÙÅÅ ÂËÈßÍÈÅ ÑÒÀÍÄÀÐÒÍÛÕ
ÀÌÈÍÎÊÈÑËÎÒ ÍÀ ÐÀÇÂÈÒÈÅ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÒÊÀ-
ÍÅÉ ÐÀÇËÈ×ÍÎÃÎ ÃÅÍÅÇÀ. © Í. È. ×àëèñîâà,1
À. Í. Çàêóöêèé,1 À. È. Àíèñêèíà.2 1 Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé èíñòèòóò
áèîðåãóëÿöèè è ãåðîíòîëîãèè ÑÇÎ ÐÀÌÍ.

Ðåãóëÿöèÿ ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â òêàíÿõ îðãà-
íèçìà (çà ñ÷åò ñòèìóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè èëè
åå òîðìîæåíèÿ ïðè ïðîöåññàõ àïîïòîçà) îñóùåñòâëÿåòñÿ
ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ
íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå î âëèÿíèè àìèíîêèñëîò íà êëå-
òî÷íûé öèêë. Îäíàêî ñèñòåìàòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
ýòîé ïðîáëåìû äî ñèõ ïîð íå ïðîâîäèëîñü. Öåëüþ íàñòî-
ÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ 20 ñòàíäàðò-
íûõ L-àìèíîêèñëîò íà ðàçâèòèå ýêñïëàíòàòîâ ñåëåçåíêè,
ïå÷åíè, êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà (òêàíåé ìåçî-, ýíòî- è ýê-
òîäåðìàëüíîãî ãåíåçà) 1-ñóòî÷íûõ (íåçðåëûå òêàíè) è
21-ñóòî÷íûõ (çðåëûå òêàíè) êðûñ. Àäåêâàòíûì ìåòîäîì
äëÿ áûñòðîé îöåíêè íàïðàâëåííîñòè âëèÿíèÿ èññëåäóå-
ìûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ îðãàíîòè-
ïè÷åñêîå êóëüòèâèðîâàíèå. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êëå-
òîê â îïûòå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ìîæåò ñëóæèòü
ïåðâè÷íîé îöåíêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè èññëåäóå-
ìîãî âåùåñòâà è áûòü îñíîâàíèåì äëÿ ïîèñêà ýôôåêòîâ
íà îðãàíèçìåííîì óðîâíå. Îòïðåïàðèðîâàííûå â ñòå-
ðèëüíûõ óñëîâèÿõ ôðàãìåíòû òêàíåé ïîìåùàëè â ÷àøêè
Ïåòðè ñ êîëëàãåíîâûì ïîêðûòèåì. Ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà
ñîñòîÿëà èç 35 % ñðåäû Èãëà, 35 % ðàñòâîðà Õåíêñà è
25 % ôåòàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Êàæäóþ èç èññëå-
äóåìûõ L-àìèíîêèñëîò (Sigma, ÑØÀ) äîáàâëÿëè â ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå ÷àøêè â ýôôåêòèâíîé êîíöåíòðàöèè

10–11—10–12 Ì. Èíäåêñ ïëîùàäè (ÈÏ) ýêñïëàíòàòà ðàñ-
ñ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå ïëîùàäè âñåãî ýêñïëàíòàòà ê
ïëîùàäè åãî öåíòðàëüíîé çîíû. Ïðîàïîïòîçíûé áåëîê
p53 âûÿâëÿëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ýòîìó áåëêó (1 : 75, Novocast-
ra). Âûÿâëåíî, ÷òî àìèíîêèñëîòû ñ çàðÿæåííîé áîêîâîé
ãðóïïîé è íèçêîé ãèäðîôîáíîñòüþ — àñïàðàãèí, ëèçèí,
àðãèíèí è ãëþòàìèíîâàÿ êèñëîòà — îêàçûâàëè èíãèáè-
ðóþùåå âëèÿíèå íà çîíó ðîñòà ýêñïëàíòàòîâ íåçðåëîé
òêàíè âñåõ òðåõ òèïîâ, âçÿòîé îò 1-ñóòî÷íûõ æèâîòíûõ
(ÈÏ ñíèæàëñÿ íà 22—38 %), è, íàîáîðîò, ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà çðåëóþ òêàíü ñåëåçåíêè è ïå÷åíè êðûñ
(ÈÏ óâåëè÷èâàëñÿ íà 28—42 %). Òàêîãî «çåðêàëüíîãî»
ýôôåêòà íå áûëî ó äðóãèõ àìèíîêèñëîò, áîëüøèíñòâî èç
êîòîðûõ èíãèáèðîâàëè êëåòî÷íûé ðîñò êàê â íåçðåëûõ,
òàê è â çðåëûõ òêàíÿõ. Íà ýêñïëàíòàòû êîðû ãîëîâíîãî
ìîçãà 21-ñóòî÷íûõ êðûñ ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå îêàçû-
âàëà äðóãàÿ ãðóïïà àìèíîêèñëîò — âûñîêîãèäðîôîáíûõ
(âàëèí, òðåîíèí, ëåéöèí, èçîëåéöèí, òèðîçèí, ôåíèëàëà-
íèí è òðèïòîôàí), ïðè äåéñòâèè àìèíîêèñëîò ñ çàðÿæåí-
íîé áîêîâîé ãðóïïîé ÈÏ îñòàâàëñÿ íà óðîâíå êîíòðîëÿ,
îñòàëüíûå àìèíîêèñëîòû âûçûâàëè ñíèæåíèå ÈÏ â òêà-
íè ìîçãà. Óñòàíîâëåíà îòðèöàòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó
ÈÏ è ïëîùàäüþ ýêñïðåññèè áåëêà p53. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ
óãíåòåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ïîä äåéñòâèåì àìèíîêèñëîò
ýêñïðåññèÿ áåëêà p53 óâåëè÷èâàëàñü íà 35—48 %, à â
ñëó÷àÿõ óâåëè÷åíèÿ ÈÏ ñíèæàëàñü íà 25—35 %. Ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî 4 èç 20 ñòàíäàðòíûõ àìèíîêèñëîò — ñ çà-
ðÿæåííîé áîêîâîé öåïüþ è ÷àñòî âñòðå÷àþùèåñÿ â ïî-
âòîðÿþùèõñÿ áëîêàõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ (àñïàðàãèí,
ëèçèí, àðãèíèí è ãëþòàìèíîâàÿ êèñëîòà) — îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ ðàçíîíàïðàâëåííî ðåãóëèðîâàòü êëåòî÷-
íûå ïðîöåññû â ìåçî- è ýíòîäåðìàëüíûõ òêàíÿõ â ðàç-
ëè÷íûå ïåðèîäû îíòîãåíåçà. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîãðàììè-
ðîâàííàÿ êëåòî÷íàÿ ãèáåëü îñîáåííî ñèëüíî ïðîÿâëÿåòñÿ
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ îíòîãåíåçà, êîãäà ïðåîáëàäàþò ïîïó-
ëÿöèè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà íà÷àëüíîé ñòàäèè äèôôå-
ðåíöèðîâêè è âîñïðèèì÷èâûõ ê ôàêòîðàì, èíäóöèðóþ-
ùèì îòðèöàòåëüíóþ ñåëåêöèþ êëåòîê. Àìèíîêèñëîòû ñ
çàðÿæåííûìè áîêîâûìè ãðóïïàìè îêàçûâàþò èíãèáè-
ðóþùåå âëèÿíèå íà ðàçâèòèå ýêñïëàíòàòîâ íåçðåëîé òêà-
íè ñåëåçåíêè è ïå÷åíè, òàê êàê â äàííûé ïåðèîä ýòè àìè-
íîêèñëîòû âûñòóïàþò êàê èíäóêòîðû àïîïòîçà. Îáíà-
ðóæåííûå ìîäóëèðóþùèå ñâîéñòâà àìèíîêèñëîò ìîãóò
áûòü ó÷òåíû ïðè öåëåíàïðàâëåííîì ñèíòåçå íîâûõ áèî-
ðåãóëÿòîðíûõ ïåïòèäîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ýòè àìè-
íîêèñëîòû. Âîçìîæíî, âìåñòî êîðîòêèõ ïåïòèäîâ, ñèí-
òåç êîòîðûõ äîðîãîñòîÿù, ìîæíî áóäåò èñïîëüçîâàòü
âëèÿíèå îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîò íà ðàçëè÷íûå òêàíè.
Óñèëåíèå ïðîöåññîâ àïîïòîçà â íåçðåëîé òêàíè ïîä âëè-
ÿíèåì ðÿäà àìèíîêèñëîò îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâû âîç-
ìîæíîãî èõ èñïîëüçîâàíèÿ ïðè ëå÷åíèè çëîêà÷åñòâåí-
íûõ îïóõîëåé, ñîñòîÿùèõ èç íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÂÎÑÑÒÀÍÎÂÈÒÅËÜÍÎÃÎ ÐÎÑÒÀ
ÃÅÏÀÒÎÏÀÍÊÐÅÀÑÀ Helix lucorum. © Í. Ã. ×èëàäçå,1
È. Ð. Ìîäåáàäçå,1 Ò. Ä. Ì÷åäëèäçå,1 Á. Í. Êóäðÿâöåâ,2
Ä. Â. Äçèäçèãóðè.1 1 Òáèëèññêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíè-
âåðñèòåò, Ðåñïóáëèêà Ãðóçèÿ, ldb@access.sanet.ge, è
2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èçó÷åíû îñîáåííîñòè âîññòàíîâèòåëüíîãî ðîñòà ãå-
ïàòîïàíêðåàñà ìîëëþñêà — àíàëîã ïå÷åíè ïîçâîíî÷-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 805



íûõ — íàçåìíîãî áðþõîíîãîãî ìîëëþñêà Helix lucorum.
Ïîêàçàíî, ÷òî, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ â ïå÷å-
íè ãðûçóíîâ, â êëåòêàõ ãåïàòîïàíêðåàñà H. lucorum íà
ðàííèõ ñòàäèÿõ âîññòàíîâèòåëüíîãî ðîñòà ïîñëå åãî ÷àñ-
òè÷íîé ðåçåêöèè (1/10 ÷àñòü îðãàíà) ïðîèñõîäèò àêòèâà-
öèÿ ïðîöåññîâ òðàíñêðèïöèè. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü êëåòîê ãåïàòîïàíêðåàñà èçó÷àëè â òîò ïåðèîä ãîäà
(äî íàñòóïëåíèÿ ãèáåðíàöèè), êîãäà ìèòîòè÷åñêèé èí-
äåêñ (ÌÈ) êëåòîê ìèíèìàëåí (0.4 ‰). Íàèáîëåå âûñîêèõ
çíà÷åíèé ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü â ïå÷åíè âçðîñëûõ
èíòàêòíûõ óëèòîê äîñòèãàëà âåñíîé (ÌÈ 2 ‰), â àêòèâ-
íûé ïåðèîä æèçíåäåÿòåëüíîñòè îðãàíèçìà. Óñòàíîâëåíî,
÷òî ÷àñòè÷íàÿ ðåçåêöèÿ îðãàíà ñòèìóëèðóåò ìèòîòè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü êëåòîê (ÌÈ 1.4 ‰) â ïå÷åíî÷íîé òêàíè
óëèòêè, ïðè÷åì ïåðâûé ïèê ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â
ãåïàòîïàíêðåàñå íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ðåçåêöèè
îðãàíà. Â äàëüíåéøåì ìàêñèìóìû ìèòîòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê ãåïàòîïàíêðåàñà îáíàðóæèâàþòñÿ ÷åðåç 33,
42 è 144 ÷ ïîñëå îïåðàöèè. Äëÿ òîãî ÷òîáû îòâåòèòü íà
âîïðîñ î òîì, äîñòàòî÷åí ëè äàííûé óðîâåíü ìèòîòè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ óòðà÷åííîé
ìàññû, à òàêæå îïðåäåëèòü âðåìÿ, â òå÷åíèå êîòîðîãî äî-
ñòèãàåòñÿ ïîëíîå âîññòàíîâëåíèå îðãàíà, èçìåðÿëè ñó-
õóþ è âëàæíóþ ìàññó îðãàíà ÷åðåç 1 íåä ïîñëå îïåðà-
öèè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îñíîâíàÿ ÷àñòü óòðà÷åííîé ìàññû
ãåïàòîïàíêðåàñà H. lucorum âîññòàíàâëèâàåòñÿ ÷åðåç
1 íåä ïîñëå ðåçåêöèè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿ-
þò çàêëþ÷èòü, ÷òî òêàíü ãåïàòîïàíêðåàñà H. lucorum ïî-
äîáíî òêàíè ìëåêîïèòàþùèõ îáëàäàåò âûñîêîé ñïîñîá-
íîñòüþ ê ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè. Ïîêàçàíî òàêæå,
÷òî ñîîòíîøåíèå òðåõ îñíîâíûõ òèïîâ êëåòîê (ïèùåâà-
ðèòåëüíûõ, êàëüöèåâûõ è ýêñêðåòîðíûõ), ðàâíîå â äîëü-
êàõ èíòàêòíîãî ãåïàòîïàíêðåàñà H. lucorum 8 : 1 : 1, âî
âðåìÿ ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè îðãàíà íå èçìåíÿåòñÿ.

ÍÅÎÁÛ×ÍÛÅ ÎÑÌÈÎÔÈËÜÍÛÅ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ Â
ßÄÐÅ ÃÐÀÍÓËßÐÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÅÄÑÅÐÄÈß ÁÐÞ-
ÕÎÍÎÃÎÃÎ ÌÎËËÞÑÊÀ Achatina fulica. © Ñ. Â. Øà-
áåëüíèêîâ, Î. À. Áûñòðîâà, Ì. Ã. Ìàðòûíîâà, Â. Í. Ïàð-
ôåíîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ïðåäñåðäèè áðþõîíîãèõ ìîëëþñêîâ ðàñïîëîæåíû
êðóïíûå ãðàíóëÿðíûå êëåòêè (ÃÊ), ìîðôîëîãè÷åñêè òåñ-
íî ñâÿçàííûå ñ íåðâíûìè îêîí÷àíèÿìè. Îáúåäèíåíèå
ÃÊ è íåðâíûõ îêîí÷àíèé â ñòàáèëüíûå íåéðîýíäîêðèí-
íûå êîìïëåêñû ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå
íåðâíîãî êîíòðîëÿ íàä ôóíêöèåé ÃÊ. Ìåòîäîì ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè ìû èññëåäîâàëè ñîñòîÿíèå ÃÊ ïî-
ñëå ýëåêòðè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè êàðäèîðåãóëÿòîðíûõ âõî-
äîâ è ïîñëå ìíîæåñòâåííûõ èíúåêöèé àãîíèñòà â-àäðå-
íîðåöåïòîðîâ èçîïðîòåðåíîëà. Èçîïðîòåðåíîë ââîäèëè â
òå÷åíèå 3.5 ìåñ â äîçå 10 ìêã íà 1 ã ìàññû óëèòêè. Âñåãî
áûëî ñäåëàíî 44 èíúåêöèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòèìóëÿ-
öèÿ ñåðäå÷íîãî íåðâà âûçûâàåò ìàññîâóþ äåãðàíóëÿöèþ
ÃÊ. Ìíîãèå ÃÊ ïîëíîñòüþ òåðÿþò ãðàíóëû è ïðåâðàùà-
þòñÿ â íåáîëüøèå àãðàíóëÿðíûå êëåòêè ñ ÿäðîì, îêðó-
æåííûì òîíêèì îáîäêîì öèòîïëàçìû. Ïîä äåéñòâèåì
èçîïðîòåðåíîëà ÃÊ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëèñü â ðàçìå-
ðå, ïðè ýòîì, ñóäÿ ïî ñîñòîÿíèþ êëåòî÷íîé îáîëî÷êè,
ïðîöåññ ýêçîöèòîçà ãðàíóë áûë ñóùåñòâåííî çàáëîêèðî-
âàí. Â îáåèõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ íàáëþäàëè ïîÿâëå-
íèå â ÿäðå ÃÊ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà îêðóãëûõ îñìèî-
ôèëüíûõ ñòðóêòóð äèàìåòðîì â ñðåäíåì 265 ± 70 íì
äâóõ âèäîâ — ãîìîãåííî îêðàøåííûõ è ñ ýëåêòðîí-

íî-ïðîçðà÷íîé ñåðäöåâèíîé. Ýòè ñòðóêòóðû ðàñïîëàãà-
ëèñü â ýóõðîìàòèíå è ÿäðûøêàõ, òîãäà êàê â
ãåòåðîõðîìàòèíå îíè îòñóòñòâîâàëè. Îñìèîôèëüíûå
ñòðóêòóðû íå ïîÿâëÿëèñü â ÿäðàõ ÃÊ ïîñëå îäíîðàçîâûõ
èíúåêöèé èçîïðîòåðåíîëà ðàçíîé êîíöåíòðàöèè (10, 100
è 500 ìêã íà 1 ã ìàññû óëèòêè). Â ÿäðàõ äðóãèõ êëåòîê
ïðåäñåðäèÿ, òàêèõ êàê êàðäèîìèîöèòû, ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè, èíòåðñòèöèàëüíûå êëåòêè è ãåìîöèòû, ïîäîáíûõ
ñòðóêòóð íå áûëî îáíàðóæåíî. Íàì íå óäàëîñü íàéòè â
ëèòåðàòóðå îïèñàíèå ïîäîáíûõ îáðàçîâàíèé. Ìû ïîëà-
ãàåì, ÷òî ïîÿâëåíèå îñìèîôèëüíûõ ñòðóêòóð ñâÿçàíî ñ
ôóíêöèîíàëüíûìè è ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïåðåñòðîéêàìè
ÿäåðíîãî àïïàðàòà âûñîêîðåàêòèâíûõ ÃÊ ïîä âîçäåéñò-
âèåì ñïåöèôè÷åñêèõ íåðâíûõ ìåäèàòîðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 05-04-49393) è â âèäå ãðàíòà ïðåçè-
äåíòà ÐÔ (ÍØ-1125.2006.4).

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ßÄÅÐÍÎÉ ÎÁÎ-
ËÎ×ÊÈ ÏÐÈ ÃÈÏÅÐÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ËÀÌÈÍÀ B1.
© Å. Â. Øåâàëü, Å. Ã. Âîëêîâà, Ñ. À. Ãîëûøåâ, Ñ. Þ. Êóð-
÷àøîâà, Â. Þ. Ïîëÿêîâ. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èí-
ñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, sheval_e@genebee.msu.su.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå è òåîðåòè÷åñêèå ðàáîòû ïîñëåä-
íèõ ëåò ïîçâîëèëè íà íîâîì óðîâíå ïîäîéòè ê ïîíèìà-
íèþ ïðîöåññîâ ôîðìèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð. Ïî
ñîâðåìåííûì äàííûì, â îáîáùåííîé ôîðìå ïðåäñòàâ-
ëåííûì â êîíöåïöèè ñàìîîðãàíèçàöèè (Misteli, 2001),
ñòàáèëüíûå ñòðóêòóðû ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ èç âûñîêî-
äèíàìè÷íûõ êîìïîíåíòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü
ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð êàê ðåçóëüòàò
îáðàòèìîé õèìè÷åñêîé ðåàêöèè. Ìàëîèçó÷åííûìè îñòà-
þòñÿ ñèòóàöèè, êîãäà îäèí èç êîìïîíåíòîâ, ôîðìèðóþ-
ùèõ ñòðóêòóðó, ïðèñóòñòâóåò â èçáûòî÷íîì êîëè÷åñòâå,
÷òî äîëæíî ïðèâîäèòü ê ñäâèãó ñóùåñòâóþùåãî ðàâíî-
âåñèÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíû ïîñëåäñò-
âèÿ ãèïåðýêñïðåññèè ëàìèíà B1, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
îñíîâíûì ñòðóêòóðíûì áåëêîì ÿäåðíîé îáîëî÷êè —
ñâîåîáðàçíîãî âíåøíåãî ñêåëåòà ÿäðà. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ëàìèíà B1 êëåòêè êóëü-
òóðû HeLa òðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäîé, êîäèðóþùåé
EGFP-ëàìèí B1, óðîâåíü ýêñïðåññèè ëàìèíà B1 îïðåäå-
ëÿëè ïî ÿðêîñòè ñâå÷åíèÿ ýêçîãåííîãî ëàìèíà. Ïîêàçàíî,
÷òî ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ëàìèíà B1 ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ îáùåé ïëîùàäè ÿäåðíîé îáîëî÷êè â ÿäðå è
ôîðìèðîâàíèþ ìíîãî÷èñëåííûõ ÿäåðíûõ èíâàãèíàöèé.
Òàêèì îáðàçîì, ãèïåðýêñïðåññèÿ îäíîãî èç ñòðóêòóðíûõ
êîìïîíåíòîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê àêòèâèçàöèè ïðîöåññà
ôîðìèðîâàíèÿ âñåé ñòðóêòóðû. Ïðè ýòîì ÷èñëî ÿäåðíûõ
ïîð (äðóãîãî âàæíîãî ýëåìåíòà ÿäåðíîé îáîëî÷êè),
ïî-âèäèìîìó, ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿåòñÿ, òàê êàê ïëîò-
íîñòü ðàñïîëîæåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ïîðîâûõ êîìïëåê-
ñîâ ñòàíîâèòñÿ ìåíüøå. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî èíâàãèíà-
öèè ÿäåðíîé îáîëî÷êè, íàáëþäàåìûå èçðåäêà è â êîíò-
ðîëüíûõ êëåòêàõ, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðåçóëüòàò
âûíóæäåííîé óïàêîâêè «èçáûòêà» ÿäåðíîé îáîëî÷êè.
Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òàêæå òî, ÷òî â ÿäðàõ êëåòîê
ñ ãèïåðýêñïðåññèåé ëàìèíà B1 ôîðìèðóþòñÿ êðóïíûå
áëîêè êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà, êîòîðûå íèêîãäà
íå âûÿâëÿþòñÿ â êëåòêàõ ñ íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè.
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Ýòî êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èçáûòîê ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè âåäåò ê ÷àñòè÷íîé èíàêòèâàöèè ãåíîâ.
Êëåòêè ñ ñàìûì âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ëàìèíà
B1, âûÿâëÿåìûå â êóëüòóðå, èìåþò ÷ðåçâû÷àéíî áîëü-
øîå ÷èñëî èíâàãèíàöèé, ÷òî ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ
ñòðóêòóð, îòäàëåííî íàïîìèíàþùèõ ëóêîâèöó íà ðàçðå-
çå. Îäíàêî äåòàëüíûé àíàëèç óëüòðàñòðóêòóðíîé îðãàíè-
çàöèè òàêèõ êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü ýòèõ êëå-
òîê íàõîäèòñÿ â ïðîöåññå àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè. ×àñòü
ëàìèíñîäåðæàùèõ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð íå ðàñïîëàãà-
åòñÿ â êîíòàêòå ñ ÿäðàìè è íå ñîäåðæèò ÿäåðíûõ ïîð. Íà
óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå ýòè îáðàçîâàíèÿ èìåþò âèä
ïðîòÿæåííûõ ñòîïîê ìåìáðàí, îêàéìëÿþùèõ íåáîëüøèå
ó÷àñòêè öèòîïëàçìû. Àíàëèç äèíàìèêè EGFP-ëàìèíà
B1, âûïîëíåííûé ìåòîäîì FRAP, ïîêàçàë, ÷òî âíå çàâè-
ñèìîñòè îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè è åãî ëîêàëèçàöèè ýòîò áå-
ëîê îáëàäàåò êðàéíå íèçêîé ïîäâèæíîñòüþ, ïîäîáíî
òîìó êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ â íîðìàëüíûõ ÿäðàõ. Òàêèì
îáðàçîì, â ðàáîòå îïèñàí ôåíîìåí ôîðìèðîâàíèÿ èçáû-
òî÷íîãî êîëè÷åñòâà ÿäåðíîé îáîëî÷êè â ðåçóëüòàòå ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ãèïåðýêñïðåññèè ëàìèíà B1. Èçáûòîê
îáîëî÷êè îáðàçóåò ìíîãî÷èñëåííûå èíâàãèíàöèè, êîòî-
ðûå ñëóæàò â êà÷åñòâå ñâîåîáðàçíûõ õðàíèëèù èçáûòêà
ñôîðìèðîâàâøåéñÿ ñòðóêòóðû, ÷òî ìîæåò ÿâëÿòüñÿ è ìå-
õàíèçìîì íåôóíêöèîíàëüíîãî ôîðìèðîâàíèÿ èíâàãèíà-
öèé â íîðìàëüíîì ÿäðå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-49560) è â âèäå ãðàíòà ïðåçè-
äåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè ìîëîäûõ èññëåäîâàòåëåé (ãðàíò
ÌÊ-7080.2006.4).

ÏÅÐÈÔÅÐÈ×ÅÑÊÈÉ ÄÎÌÅÍ ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÎÃÎ
ÑÊÝÔÔÎËÄÀ — ÍÎÂÛÉ ÏÀÐÀÄÎÊÑ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ
ÁÈÎËÎÃÈÈ. © Å. Â. Øåâàëü, Â. Þ. Ïîëÿêîâ. Íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, she-
val_e@genebee.msu.su.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîñòóëàòàìè ðàäèàëüíî-ïåòåëüíîé
ìîäåëè âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè è îðãàíèçàöèè ìè-
òîòè÷åñêîé õðîìîñîìû èãðàåò ñïåöèàëèçèðîâàííàÿ áåë-
êîâàÿ ñòðóêòóðà, âûÿâëÿåìàÿ ïîñëå ñîëåâîé ýêñòðàêöèè
(2 Ì NaCl), — õðîìîñîìíûé ñêýôôîëä. Ïî îáùåïðèíÿ-
òûì ïðåäñòàâëåíèÿì, õðîìîñîìíûé ñêýôôîëä ëîêàëèçó-
åòñÿ â îñåâûõ ðàéîíàõ ìåòàôàçíûõ õðîìàòèä, à åãî
óñòîé÷èâîñòü ê ñîëåâîé ýêñòðàêöèè ÿâëÿåòñÿ äîêàçàòåëü-
ñòâîì ñòðóêòóðíîé ðîëè áåëêîâ, âõîäÿùèõ â åãî ñîñòàâ.
Â òî æå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî âî ôðàêöèè èçîëèðîâàííûõ
ñêýôôîëäîâ âûÿâëÿþòñÿ áåëêè, êîòîðûå ïî öèòîëîãè÷å-
ñêèì äàííûì âõîäÿò â ñîñòàâ ïåðèôåðè÷åñêèõ ðàéîíîâ
õðîìîñîì (Gassmann et al., 2005), òàê íàçûâàåìûå áåëêè
ïåðèôåðè÷åñêîãî õðîìîñîìíîãî ñëîÿ. Äëÿ ðàçðåøåíèÿ
òàêîé ïàðàäîêñàëüíîé ñèòóàöèè â ðàáîòå ïðèâåäåíû ðå-
çóëüòàòû óëüòðàñòðóêòóðíîãî è èììóíîöèòîõèìè÷åñêî-
ãî àíàëèçà íàòèâíûõ è ýêñòðàãèðîâàííûõ õðîìîñîì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê îäíîìó èç îñíîâíûõ áåëêîâ õðî-
ìîñîìíîãî ñêýôôîëäà (òîïîèçîìåðàçà IIá) è îäíîãî èç
áåëêîâ ïåðèôåðè÷åñêîãî õðîìîñîìíîãî ñëîÿ (pKi 67).
Ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äîêàçàòåëüñòâà òîãî,
÷òî ñêýôôîëä îáðàçîâàí äâóìÿ ñòðóêòóðíûìè êîìïîíåí-
òàìè — ïåðèôåðè÷åñêèì è àêñèàëüíûì. Àêñèàëüíûé äî-
ìåí õðîìîñîìíîãî ñêýôôîëäà ñîîòâåòñòâóåò ñêýôôîëäó

ðàäèàëüíî-ïåòåëüíîé ìîäåëè, â òî âðåìÿ êàê ïåðèôåðè-
÷åñêèé äîìåí, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îñòàòî÷íûì êîì-
ïîíåíòîì ïåðèôåðè÷åñêîãî õðîìîñîìíîãî ñëîÿ è íå
ïðèíèìàåò ó÷àñòèÿ â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðíîé öåëîñò-
íîñòè ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì. Ïîñêîëüêó ñóùåñòâîâà-
íèå ïåðèôåðè÷åñêîãî äîìåíà ïðÿìî ïðîòèâîðå÷èò
îñíîâíûì ïîñòóëàòàì ðàäèàëüíî-ïåòåëüíîé ìîäåëè, ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ íîâûé ïîíÿòèéíî-ëîãè÷åñêèé àïïàðàò äëÿ
àíàëèçà áåëêîâûõ ôðàêöèé è ñòðóêòóð, âûÿâëÿåìûõ ñ ïî-
ìîùüþ ñîëåâîé ýêñòðàêöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 06-04-49560) è â âèäå ãðàíòà ïðåçè-
äåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè ìîëîäûõ èññëåäîâàòåëåé (ãðàíò
ÌÊ-7080.2006.4).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÏÐÎÒÅÈÍÊÈÍÀÇ È ÏÐÎ-
ÒÅÈÍÔÎÑÔÀÒÀÇ ÍÀ ÏÐÎÕÎÆÄÅÍÈÅ ÌÈÒÎÇÀ Â
ÑÈÍÕÐÎÍÈÇÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ÒÀ-
ÁÀÊÀ BY-2. © ß. À. Øåðåìåò,1 À. È. Åìåö,1 Æ.-Ï. Âåð-
áåëåí,2 ß. Á. Áëþì.1 1 Èíñòèòóò êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãå-
íåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ, è 2 Óíèâåð-
ñèòåò ã. Àíòâåðïåíà, Áåëüãèÿ.

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ), ÿâëÿÿñü îäíèì èç êëþ÷åâûõ
êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà, îáðàçóþò â ðàñòèòåëüíîé
êëåòêå ÷åòûðå îñíîâíûõ òèïà ïîñòðîåíèé: èíòåðôàçíóþ
ñåòü êîðòèêàëüíûõ ÌÒ, ïðåïðîôàçíóþ ëåíòó, ìèòîòè÷å-
ñêîå âåðåòåíî è ôðàãìîïëàñò. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ðàñòèòåëüíûé òóáóëèí, òàê æå êàê è òóáóëèí æèâîò-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ìîæåò ïîäâåðãàòüñÿ ïîñòòðàíñëÿ-
öèîííûì ìîäèôèêàöèÿì, â òîì ÷èñëå è ôîñôîðèëèðîâà-
íèþ êàê ïî îñòàòêàì ñåðèíà/òðåîíèíà, òàê è ïî îñòàòêàì
òèðîçèíà (Blume et al. Cell Biol. Int., 1997, 21: 918—920).
Ïîñêîëüêó óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ðåãóëèðó-
åòñÿ ñîîòíîøåíèåì àêòèâíîñòè ïðîòåèíêèíàç è ïðîòåèí-
ôîñôàòàç, âïîñëåäñòâèè ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå èíãè-
áèðîâàíèÿ ïðîöåññîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ/äåôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ íà îðãàíèçàöèþ ÌÒ â êëåòêàõ ðàñòåíèé. Â õîäå
ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî èíãèáèòîðû
ïðîòåèíêèíàç è ïðîòåèíôîñôàòàç ìîãóò ýôôåêòèâíî èç-
ìåíÿòü ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè êàê êîðòèêàëüíûõ, òàê
è ìèòîòè÷åñêèõ ÌÒ. Ïîýòîìó äëÿ âûÿñíåíèÿ âçàèìîñâÿ-
çè ìåæäó ýôôåêòàìè èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíêèíàç è ïðîòå-
èíôîñôàòàç íà ñòðóêòóðó ÌÒ ðàñòåíèé è ïðîõîæäåíèåì
êëåòî÷íîãî öèêëà íàìè áûëî èññëåäîâàíî èõ âëèÿíèå íà
ïðîõîæäåíèå ðàñòèòåëüíûìè êëåòêàìè ìèòîçà â ñóñïåí-
çèîííîé êóëüòóðå êëåòîê BY-2. Êóëüòóðà êëåòîê BY-2
áûëà ñèíõðîíèçèðîâàíà ñ ïîìîùüþ àôèäèêîëèíà â ðàí-
íåé S-ôàçå, à ñïóñòÿ 4 ÷ ïîñëå îòìûâêè îò àôèäèêîëèíà
(â íà÷àëå G2/M-ïåðåõîäà) êëåòêè îáðàáàòûâàëè èíãèáè-
òîðàìè. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíôîñôàòàç áûëè
èñïîëüçîâàíû îêàäàè÷íàÿ êèñëîòà (ÎÀ — èíãèáèòîð ñå-
ðèí/òðåîíèí-ïðîòåèíôîñôàòàç PP1 è PP2A) è îðòîâàíà-
äàò íàòðèÿ (ÎÍ — èíãèáèòîð òèðîçèíôîñôàòàç). Â êà÷å-
ñòâå èíãèáèòîðîâ ñåðèí/òðåîíèí-ïðîòåèíêèíàç áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû: èíãèáèòîð Ca2+-êàëüìîäóëèíçàâèñèìîé
ïðîòåèíêèíàçû W7, èíãèáèòîðû Ca2+-çàâèñèìîé, ôîñôî-
ëèïèäñòèìóëèðóåìîé ïðîòåèíêèíàçû (ïðîòåèíêèíàçû
C) ñòàóðîñïîðèí è H7, à òàêæå èíãèáèòîð öèêëèíçàâèñè-
ìûõ ïðîòåèíêèíàç îëîìîóöèí. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ
òèðîçèíêèíàç èñïîëüçîâàëè ãåðáèìèöèí À (èíãèáèòîð
íåðåöåïòîðíîé òèðîçèíêèíàçû) è ãåíåñòåèí (èíãèáèòîð

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 807



ðåöåïòîðíîé ïðîòåèíêèíàçû). Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî âñå òåñòèðóåìûå òèïû èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíêèíàç è
ïðîòåèíôîñôàòàç âûçûâàëè çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â
ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà è óðîâíå ìèòîòè÷åñêîãî
èíäåêñà (ÌÈ) â ñðàâíåíèè ñ íåîáðàáîòàííîé (êîíòðîëü-
íîé) êóëüòóðîé, ïèê ÌÈ êîòîðîé íàáëþäàëñÿ ÷åðåç 7 ÷
ïîñëå îòìûâêè îò àôèäèêîëèíà. Ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçóëü-
òàòå îáðàáîòêè êóëüòóðû êëåòîê èíãèáèòîðàìè ïðîòåèí-
ôîñôàòàç ÎÀ (10 íÌ) è ÎÍ (250 ìêÌ) ïèê ÌÈ áûë â 1.3
è 1.7 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî íèæå, ÷åì â êîíòðîëå, ÷òî
ìîæíî îáúÿñíèòü çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà
êëåòîê, âñòóïèâøèõ â ïðîôàçó. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
öåëîì äðàìàòè÷åñêèõ èçìåíåíèé âî âðåìåíè âñòóïëåíèÿ
êëåòîê â ìèòîç è âûõîäà èç íåãî ïðè ñðàâíåíèè ñ êîíòðî-
ëåì íå áûëî îòìå÷åíî. Îäíàêî ïîñëå îáðàáîòêè ñèíõðî-
íèçèðîâàííîé êóëüòóðû êëåòîê èíãèáèòîðàìè ïðîòåèí-
êèíàç íàáëþäàëèñü áîëåå çíà÷èìûå íàðóøåíèÿ â ïðî-
õîæäåíèè ìèòîçà. Äëÿ äâóõ èíãèáèòîðîâ — Í7 (50 ìêÌ)
è îëîìîóöèíà (100 ìêÌ) — ïèê ÌÈ áûë ñíèæåí ïî÷òè â
3 ðàçà, êëåòêè âñòóïàëè â ìèòîç ñî çíà÷èòåëüíûì îïîçäà-
íèåì. Ïîñëå îáðàáîòêè êóëüòóðû W7 (10 ìêÌ) è ñòàó-
ðîñïîðèíîì (50 íÌ) ïèê ÌÈ áûë ñìåùåí íà 1 ÷ ïîçæå è
áûë ñíèæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â 1.5 è 1.7 ðàçà
ñîîòâåòñòâåííî. Â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè
òèðîçèíêèíàç ãåðáèìèöèíîì À (30 ìêÌ) è ãåíåñòåèíîì
(10 ìêÌ) ïèê ÌÈ â îáîèõ ñëó÷àÿõ áûë óìåíüøåí â
1.7 ðàçà, òàêæå áûëî îáíàðóæåíî çàïàçäûâàíèå âñòóïëå-
íèÿ êëåòîê â ìèòîç íà 1 ÷ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Òà-
êèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññà ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ïðèâîäèò ê çàïàçäûâàíèþ âðåìåíè âñòóïëåíèÿ
êëåòîê â ìèòîç è ê äàëüíåéøèì íàðóøåíèÿì èõ ïðîõîæ-
äåíèÿ ïî ôàçàì ìèòîçà, ÷òî ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì íà-
ðóøåíèÿ äèíàìèêè ÌÒ âñëåäñòâèå çàìåäëåíèÿ ïðîöåññà
òðåäìèëèíãà ÌÒ. Â òî æå âðåìÿ àêòèâèðîâàíèå ïðîöåññà
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ íå âûçûâàåò äðàìàòè÷åñêèõ
èçìåíåíèé â ïðîõîæäåíèè ñèíõðîíèçèðîâàííûõ êëåòîê
ïî ìèòîçó.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ
È ÔÎÊÀËÜÍÛÕ ÊÎÍÒÀÊÒÎÂ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÀÌÈ
ÍÎÐÌÀËÜÍÎÉ, ÐÓÁÖÎÂÎÉ È ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÎÉ
ÊÎÆÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÍÀ ÁÅËÊÀÕ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ
ÌÀÒÐÈÊÑÀ. © Í. Ì. Þäèíöåâà, Ì. È. Áëèíîâà, Ã. Ï. Ïè-
íàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ìîðôîãåíåçà —
îäíà èç îñíîâíûõ ïðîáëåì áèîëîãèè áëèæàéøåãî áóäó-
ùåãî. Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ ïîäõîäîâ ê ðå-
øåíèþ ýòîé ïðîáëåìû ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå èçìåíå-
íèé öèòîñêåëåòà. Ýëåìåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
âçàèìîäåéñòâóþò ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè è ðå-
ãóëèðóþò ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû. Îáðàçîâàíèå
ëèãàíä-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ àêòèâèçèðóåò îðãàíèçà-
öèþ öèòîñêåëåòà êëåòêè. Â êà÷åñòâå ìîäåëè, ïîçâîëÿþ-
ùåé èçó÷èòü ðåàêöèþ êëåòêè íà îòäåëüíûå áåëêè âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðåäëîæåíà ìîäåëü ïðèêðåïëåíèÿ è
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòêè íà îïðåäåëåííîì ëèãàíäå. Ñ ïî-
ìîùüþ òàêîãî ïîäõîäà ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì óñòà-
íîâèòü çàâèñèìîñòü îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà è ôîðìèðîâàíèÿ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ îò âîçäåéñòâèÿ
íà êëåòêó ðàçëè÷íûõ ëèãàíäîâ. Â ðàáîòå áûëè ïðîàíàëè-
çèðîâàíû îñîáåííîñòè ôîðìèðîâàíèÿ öèòîñêåëåòà è ôî-
êàëüíûõ êîíòàêòîâ ôèáðîáëàñòàìè èç íîðìàëüíîé, ðóá-

öîâîé è ýìáðèîíàëüíîé êîæè ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóåìû-
ìè íà ñóáñòðàòàõ: êîëëàãåíå I è IV òèïîâ, ôèáðîíåêòèíå
è ëàìèíèíå 2/4. Ïî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, ôèáðîá-
ëàñòû íîðìàëüíîé êîæè ÷åëîâåêà â òå÷åíèå 60 ìèí àäãå-
çèðóþò ïðåäïî÷òèòåëüíî íà êîëëàãåíå I òèïà è ôèáðî-
íåêòèíå ïî ñðàâíåíèþ ñ ëàìèíèíîì 2/4 è êîëëàãåíîì IV
òèïà. Äëÿ ôèáðîáëàñòîâ ðóáöîâîé êîæè íàèáîëåå ïðåä-
ïî÷òèòåëüíûì îêàçàëèñü ôèáðîíåêòèí è ëàìèíèí 2/4.
Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êîæè îäèíàêîâî õîðîøî
àäãåçèðóþò íà âñå âûáðàííûå áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî õàðàêòåð-
íûå îñîáåííîñòè îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîôèëàìåí-
òîâ ôèáðîáëàñòîâ, ðàñïëàñòàííûõ íà ðàçëè÷íûõ ëèãàí-
äàõ, çàâèñÿò îò ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòîê è ÿâëÿþòñÿ
ñëåäñòâèåì ñïåöèôè÷íîñòè êîíêðåòíîãî ëèãàíä-ðåöåï-
òîðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè «Ëîò ¹ 2005-ÆÑ-
13.1/001» è â âèäå ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå
âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë, 2006—2007 (ÍØ-1244.2003.4).

ÔÀÇÎÂÛÅ ÏÅÐÅÕÎÄÛ ÁÅËÊÀ Â ÌÎÄÅËÜÍÎÉ ÑÈÑ-
ÒÅÌÅ (ÂÛÑÛÕÀÞÙÀß ÊÀÏËß) È ÈÕ ÂÎÇÌÎÆÍÎÅ
ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÅ ÇÍÀ×ÅÍÈÅ. © Ò. À. ßõíî, À. Ã. Ñà-
íèí, Î. Á. Øàïîøíèêîâà. Èíñòèòóò ïðèêëàäíîé ôèçèêè
ÐÀÍ, Íèæíèé Íîâãîðîä.

Ïåðåõîäû çîëü—ãåëü ÿâëÿþòñÿ íåîòúåìëåìûì óñëî-
âèåì ñóùåñòâîâàíèÿ æèâûõ ñèñòåì. Ïîâûøåíèå âÿçêî-
ñòè ïðîòîïëàçìû, ÷àñòî ïðèâîäÿùåå ê åå æåëàòèíèçàöèè,
ÿâëÿåòñÿ ñòåðåîòèïíûì ðåçóëüòàòîì ïîâðåæäàþùåãî
äåéñòâèÿ íà êëåòêó ôèçè÷åñêèõ è õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ
(Íàñîíîâ, Àëåêñàíäðîâ, 1940). Ýòà ðåàêöèÿ íàáëþäàåòñÿ
òàêæå è ïðè äåíàòóðàöèè íàòèâíûõ áåëêîâ in vitro. Æå-
ëàòèíèçàöèÿ áåëêà ìîæåò áûòü îáðàòèìîé, ïîñêîëüêó
îáóñëîâëåíà ïðåîáðàçîâàíèåì âòîðè÷íûõ, à íå êîâàëåíò-
íûõ ñâÿçåé (Àëåêñàíäðîâ, 1985). Â ÷àñòíîñòè, Áðàóí è
Ìîæåíîê (1987) ïîêàçàëè, ÷òî èçìåíåíèå âÿçêîñòè è æå-
ëàòèíèçàöèÿ öèòîïëàçìû ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ïåðåõîäà
àêòèíà èç îäíîé ôîðìû â äðóãóþ (G-àêòèí � F-àêòèí).
Âûñêàçàíà ãèïîòåçà (Pollar, 2001), ñîãëàñíî êîòîðîé ôà-
çîâûå ïåðåõîäû áåëêîâ öèòîïëàçìû, êîíòðîëèðóåìûå
èîííûì ñîñòàâîì, ëåæàò â îñíîâå ðåàëèçàöèè ïðàêòè÷å-
ñêè âñåõ ôóíêöèé æèâîé êëåòêè. Êîëè÷åñòâî ðàáîò, ïî-
ñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ìåõàíèçìîâ ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ
áåëêà, ñ ãîäàìè íå óìåíüøàåòñÿ, à ðàñòåò, ÷òî ãîâîðèò î
âàæíîñòè äàííîé ïðîáëåìû. Èíòåðåñíîé ìîäåëüþ, ïî-
çâîëÿþùåé èçó÷àòü ôàçîâûå ïåðåõîäû áåëîêñîäåðæà-
ùèõ ñèñòåì, ÿâëÿåòñÿ âûñûõàþùàÿ êàïëÿ. Èññëåäóÿ ïðî-
öåññû â êàïëÿõ áåëêîâî-ñîëåâûõ ðàñòâîðîâ, âûñûõàþ-
ùèõ íà òâåðäîé ïîäëîæêå, ìû íàáëþäàëè êàñêàä
ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ áåëêà (îò ìèöåëëîîáðàçîâàíèÿ äî
ãåëÿ). Èñïîëüçîâàëè ìåòîäû îïòè÷åñêîé è àòîìíî-ñèëî-
âîé ìèêðîñêîïèè, à òàêæå àêóñòè÷åñêîé èìïåäàíñîìåò-
ðèè. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè 7%-íûå (â) ðàñ-
òâîðû BSA â 0.9%-íûõ (â) âîäíûõ ðàñòâîðàõ NaCl, KCl,
CaCl2 èëè MgCl2 áåç èñïîëüçîâàíèÿ áóôåðà. Êàïëè îáú-
åìîì 3 ìêë âûñûõàëè ïðè êîìíàòíûõ óñëîâèÿõ
(20—25 °Ñ, H = 60—70 %) íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ è íà
ïîâåðõíîñòè ñåíñîðíîãî óñòðîéñòâà, ðåãèñòðèðîâàâøåãî
äèíàìèêó àêóñòîìåõàíè÷åñêîãî èìïåäàíñà. Âûñûõàíèå
êàïëè íà÷èíàåòñÿ ñ îáðàçîâàíèÿ òâåðäîòåëüíîãî áåëêî-
âîãî âàëèêà ïî ïåðèôåðèè. Ïî ìåðå èñïàðåíèÿ âîäû êîí-
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öåíòðàöèÿ ñîëè â æèäêîé ÷àñòè êàïëè ïîâûøàåòñÿ áûñò-
ðåå, ÷åì êîíöåíòðàöèÿ áåëêà, òàê êàê äî 70 % áåëêà, ñî-
äåðæàùåãîñÿ â êàïëå, ðàñõîäóåòñÿ íà ïîñòðîåíèå
áåëêîâîãî âàëèêà. Ïî äîñòèæåíèè êðèòè÷åñêîãî ñîîòíî-
øåíèÿ ìåæäó áåëêîì, îñòàâøèìñÿ â ðàñòâîðå, è ñîëüþ â
æèäêîé ÷àñòè êàïëè íà÷èíàåòñÿ ìèöåëëîîáðàçîâàíèå.
Äàëüíåéøåå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ñîëè ñòèìóëèðó-
åò ñëèÿíèå ìèöåëë, îáðàçîâàíèå êëàñòåðîâ, èõ ñåäèìåí-
òàöèþ íà ïîäëîæêó è æåëàòèíèçàöèþ îñàäêà. Ïðîöåññ
ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ áåëêà ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ îò ïåðèôå-
ðèè ê öåíòðó êàïëè. Ïîñëåäíèì ýòàïîì ÿâëÿåòñÿ êðèñ-
òàëëèçàöèÿ ñîëè â âûñûõàþùåì ãåëå öåíòðàëüíîé çîíû.
Íàáëþäàåìûå ïðåâðàùåíèÿ áåëêà ïîëíîñòüþ îáðàòèìû
è õîðîøî âîñïðîèçâîäèìû ïðè äîáàâëåíèè íîâûõ ïîð-
öèé âîäû. Ïðîöåññû â êàïëå è ìåõàíè÷åñêèå ñâîéñòâà
âûñûõàþùåé áåëêîâîé ïëåíêè ñóùåñòâåííî çàâèñÿò êàê
îò êîíöåíòðàöèè áåëêà è ñîëè â èñõîäíîì ðàñòâîðå, òàê è
îò òèïà êàòèîíîâ (K+, Na+, Ca2+ è Mg2+). Çàìåíà BSA â ñî-
ëåâîì ðàñòâîðå äðóãèìè áåëêàìè ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ
ìîðôîëîãè÷åñêîé êàðòèíû è äèíàìèêè ïðîöåññà. Ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ñîáûòèé â âûñûõàþùåé êàïëå îñòàåòñÿ
íåèçìåííîé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè è òèïà êàòèîíîâ â
öèòîçîëå âëå÷åò çà ñîáîé èçìåíåíèå ôàçîâîãî ñîñòîÿíèÿ
áåëêîâ è ìåõàíè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê êëåòêè, ÷òî ñëó-
æèò çâåíîì â ìåõàíèçìå ðåãóëÿöèè åå ôèçèîëîãè÷åñêèõ
ôóíêöèé.

DEVELOPMENT OF SEROTONERGIC NEURONS IN VI-
VO AND IN VITRO FROM EMBRYONIC STEM CELLS.
© N. Alenina,1, 2 D. Kikic,1 M. Bader.1 1 Max-Delbrück-Cen-
ter for Molecular Medicine, Berlin—Buch, Germany, and
2 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, Russia.

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a peripheral
hormone produced mainly by enterochromaffin cells in the
intestine and is released by platelets upon activation with es-
sential functions in hemostasis, vasoconstriction and control
of immune responses. Moreover serotonin has been thought
to act as a morphogen in early stages of development, affec-
ting craniofacial, cardiovascular and gastrointestinal morp-
hogenesis. At the same time serotonin is a potent neurotrans-
mitter synthesized in the raphe nuclei of the brain stem with
multiple functions in the central and peripheral nervous sys-
tem, being involved in the central control of food intake, sle-
ep, mood, pain perception and sexual behavior. Accordingly,
dysfunction of the serotonergic system has been implicated
in the pathogenesis of neurological diseases, such as bipolar
disorder and depression, therefore tools to generate or main-
tain 5-HT neurons in vitro may be of therapeutic value. Such
tools can be assessed in embryonic stem (ES) cells, which
can be differentiated in vitro to produce serotonergic neu-
rons. In the meantime, differentiation methods were also de-
veloped and optimized for human and primate ES cells. The-
refore, ES cells represent an excellent model for the discove-
ry of new genes and factors involved in the differentiation of
certain cell types, as well as for cell-based transplantation
therapy. We established an effective differentiation protocol
for ES cells which allow the generation of up to 50 % seroto-
nergic neurons in all neurons developed. The method comp-
rises first formation of embryoid bodies in non-adherent
plastic dishes under serum-free conditions, followed by dis-
sociation and replating of cells on poly-D-lysine/laminin
8 days after EB formation was initiated. After replating neu-

ronal precursor cells are first enriched for 2 days in a defined
N2B27 medium by the addition of FGF2, and then terminal
differentiation of neurons is completed after withdrawal of
this growth factor. Specific expression of the serotonergic
markers, Pet1 and Tph2, as well as of transcription factors
involved in the 5-HT specification in vivo, such as Mash1,
Nkx2.2, Gata3, Gata2, and Lmx1b was monitored by
RT-PCR in course of in vitro differentiation. Using this pro-
tocol we have shown that retinoic acid, which is known to in-
duce neuronal differentiation in general, leads to a decrease
in the number of serotonergic neurons probably by inhibiting
expression of SHH, FGF4 and FGF8 — main players in early
5-HT specification in vivo. Accordingly, combined treatment
with SHH and FGF4 increases several fold the percentage of
5-HT neurons (verified by immunostaining with anti-seroto-
nin antibodies and the panneuronal marker Tuj1). To better
understand the nature of serotonergic differentiation in vivo
we generated mice lacking Tph2, a rate limiting enzyme in
serotonin synthesis, which is expressed exclusively in the
nervous system. Thus, we generated an animal model deple-
ted in serotonin production in the brain and we confirmed
complete absence of this neurotransmitter in raphe nuclei of
knockout mice by HPLC and staining with anti-serotonin an-
tibodies. Although mice knockout for Tph2 can be born, they
show development abnormalities, increased mortality and an
up to 50 % reduction in body weight in the first weeks of life.
Tph2 knockout mice will allow to analyze the functional im-
portance of the serotonin system in the brain and can be used
to evaluate the functional capacities of serotonergic neurons
developed from ES cells in vitro.

NEURONAL CALCIUM SIGNALING AND STRIATAL
NEURODEGENERATION IN HUNTINGTON’S DISEA-
SE. © I. Bezprozvanny. Department of Physiology, Universi-
ty of Texas Southwestern Medical Center at Dallas, Dallas,
Texas 75390, USA.

Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative disor-
der caused by polyglutamine (polyQ) expansion in Hunting-
ton protein (Htt). PolyQ expansion in Httexp causes selective
degeneration of striatal medium spiny neurons (MSN) in HD
patients. A central question in the study of HD is how this
polyQ-expansion of Htt leads to the neurodegeneration of
MSN. Recently we discovered that mutant Httexp selectively
associates with and activates type 1 inositol 1,4,5-trisphos-
phate receptor (InsP3R1), an intracellular Ca2+ release chan-
nel (Tang et al. Neuron, 2003, 39: 227—239). Based on the-
se results, we proposed that the MSN degeneration in HD re-
sults from deranged neuronal Ca2+ signaling (Bezprozvanny,
Hayden. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2004, 322:
1310—1317). In support of this hypothesis we demonstrated
that glutamate induces apoptosis of MSN primary cultures
from YAC128 HD mouse model (Tang et al. Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, 2005, 102: 2606—2607). Furthermore, we
demonstrated that clinically relevant NMDA antagonist me-
mantine protects YAC128 MSN from glutamate-induced
apoptosis (Wu et al. Neurosci. Lett., 2006, 407: 219—223).
In addition to glutamatergic input from the cortex striatal
neurons receive strong dopaminergic input from the substan-
tia nigra. In experiments with YAC128 MSN neurons we
discovered that glutamate and dopamine signaling pathways
act synergistically to induce supranormal Ca2+ signals and to
cause apoptosis of YAC128 MSN in vitro (Tang et al. J. Ne-
urosci., 2007, submitted). We demonstrated that potentiating
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effects of dopamine are mediated by D1-class dopamine re-
ceptors (DARs) and not by D2-class DARs. Consistent with
in vitro findings, in whole animal experiments we found that
persistent elevation of striatal dopamine levels exacerbated
the behavioral motor deficits and MSN neurodegeneration in
YAC128 mice (Tang et al. J. Neurosci., 2007, submitted).
We further discovered that the clinically relevant dopamine
antagonist tetrabenazine (TBZ) alleviated the motor deficits
and reduced striatal cell loss in YAC128 mice (Tang et al.
J. Neurosci., 2007, submitted). Our results suggest that dopa-
mine signaling pathway plays an important role in ND patho-
genesis and that dopamine antagonists such as tetrabenazine
exert potent neuroprotective effects in ND. Our findings sug-
gest that dopamine antagonists such as tetrabenazine may
have a therapeutic potential for treatment of ND beyond well
established «symptomatic» benefit.

Support: Welch Foundation, HDSA, HDF, HighQ,
NINDS.

MULTIPLE FUNCTIONS OF THE ORIGIN RECOGNITI-
ON COMPLEX. © I. N. Chesnokov. Department of Bioche-
mistry and Molecular Genetics, University of Alabama at
Birmingham, School of Medicine, Birmingham, AL 35294,
Alabamam, USA.

The origin recognition complex (ORC), a heteromeric
six-subunit protein, is a central component for eukaryotic
DNA replication. ORC binds to DNA at replication origin si-
tes in ATP dependent manner and serves as a scaffold for the
assembly of other key initiation factors. We have cloned the
genes encoding the subunits of Drosophila ORC and recon-
stituted a functionally active ORC complex with recombi-
nant proteins. Functional analysis of mutant and wild type
ORC revealed motifs important for the replicative function
of the complex. In addition to its well-documented role in the
initiation of DNA replication ORC is also involved in other
cell functions. Some of these activities directly link cell cyc-
le progression with DNA replication, while other functions
seem distinct from replication. ORC’s function in the estab-
lishment of transcriptionally repressed regions is described
for many species and may be a conserved feature common
for both unicellular eukaryotes and metazoans. In addition,
we found that the smallest of ORC subunits, Orc6, was loca-
lized at the cell membranes and at the cytokinesis furrows of
dividing cells as well as in the nucleus. Silencing of Orc6 ex-
pression with dsRNA resulted in cytokinesis defects and the
formation of multinucleated cells. Orc6 interacts with the
Drosophila Peanut(pnut), a member of the septin family of
proteins important for cell division. This interaction is me-
diated by a distinct C-terminal domain of Orc6. The core
N-terminal domain of the Orc6 protein is important for
the replicative functions of ORC and origin recognition.
These results suggest that Orc6 has evolved two domains im-
portant for replicative and for cytokinesis functions of ORC.
Our results also support the idea that ORC proteins participa-
te in multiple aspects of the chromosome inheritance cycle
in addition to their canonical role in initiating DNA repli-
cation.

WHAT THE NOSE TELLS THE OLFACTORY BULB
ABOUT ODORS AND HOW THE BULB RESPONDS;

MEASUREMENTS WITH 1-PHOTON AND 2-PHOTON
MICROSCOPY. © L. Cohen. Yale University, USA.

The processing of odorant information by the mammali-
an brain is well understood at the olfactory receptor neuron
level but very poorly understood thereafter. We have measu-
red the input from the nose to the olfactory bulb using calci-
um indicator dyes injected into the nose and transported to
the glomeruli in the bulb. Using 1-photon (wide-field) ima-
ging we were able to make maps of the input. The postsynap-
tic response to odorants has been difficult to measure with
microelectrodes in vivo mammalian preparations. However
it is easy using 2-photon microscopy and bulk loading of cal-
cium indicator dyes. The measurements, from many indivi-
dual juxtaglomerular neurons, show a diversity of response
types and a clustering of cells with different responses.

TRANSCRIPTION OF SATELLITE DNA IN OOCYTES
AT THE LAMPBRUSH STAGE: IMMUNOFLUORES-
CENT AND CYTOGENETIC ANALYSIS. © S. E. Derju-
sheva, A. V. Krasikova, T. V. Kulikova, E. R. Gaginskaya.
Biological Research Institute of St. Petersburg State Univer-
sity, chromas@paloma.spbu.ru.

Recent studies on RNA interference have totally chan-
ged our view of the role of non-coding RNAs. Nowadays
their participation in regulation of gene expression, chroma-
tin organization and genome functioning is undoubted. Thus,
studies on the location and transcription of highly repeated,
non-coding sequences may well provide insight into funda-
mental issues of chromosome organization and function. The
chromosomal distribution of 41 base pair tandem repeats,
known as CNM and PO41 repeats in the chicken genome and
BglII-repeats in the Japanese quail, was analyzed precisely
using giant lampbrush chromosomes (LBC) from growing
oocytes. The PO41 repeat is conserved in all galliform speci-
es, whereas the other repeats are species-specific. In chicken
and quail the centromere and subtelomere regions share ho-
mologous satellite sequences. Both the pericentromeric and
subtelomeric clusters of the repeats are transcribed intensely
in oocytes at the lampbrush stage during diplotene of propha-
se I. The data imply that the same machinery might be invol-
ved in the process of centromere and subtelomere hetero-
chromatin formation. Ongoing transcription of the 41-bp re-
peats was demonstrated by incorporation of BrUTP injected
into oocytes at the lampbrush stage. RNA complementary to
both strands of CNM and PO41 repeats is present on chicken
LBC loops, whereas strand-specific G-rich transcripts are
characteristic of BglII-repeats in the Japanese quail. Immu-
nostaining with mAbs H14 and V22 against hyperphospho-
rylated elongating form of RNA polymerase II following by
FISH to RNA transcripts showed the Pol-II-dependent trans-
cription to occur on loops bearing satDNA. Interestingly, the
RNA from 41-bp repeats does not undergo co-transcriptional
U snRNP-dependent splicing. At the same time the ribonuc-
leoprotein matrix of transcription units with C-rich RNA of
CNM and PO41 repeats was enriched in hnRNP protein K.
These characteristics of the loops transcribing satellite DNA
reminded us nuclear stress bodies in human cells and omega
speckles in Drosophila, containing satellite III and hsrù
transcripts, correspondingly.

The work was supported by RFBR (grant
N 05-04-48252).
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TWO-CELL EMBRYOS IN HIGH CONCENTRATIONS
OF ALCOHOLS AND DMSO: OSMOTIC EFFECTS OR
CHEMICAL TOXICITY? © I. I. Katkov,1, 2 A. G. Pogore-
lov.3 1 UCSD Department Pediatrics, San Diego, California,
USA, 2 Stem Cell Center, Burnham Institute for Medical Re-
search, La Jolla, California, USA, prodvincell@hotma-
il.com, and 3 Institute of Theoretical and Applied Biophy-
sics, Puschino, Moscow Region, Russia.

Vitrification (VF) is a promising approach for cryopre-
servation of embryos, tissues and organs. However, high
concentrations of vitrification agents (VFAs) that are usually
used in VF protocols may introduce both non-specific osmo-
tic damage and specific alterations due to the chemical toxi-
city of a particular VFA. Intracellular concentrations of po-
tassium and sodium in two-cell mouse embryos in G1/S pha-
se after exposition to vitrification solutions containing
vitrificant agents ethane-1,2-diol (ethylene glycol — EG),
propane-1,2-diol (propylene glycol — PG), or dimethyl sulf-
oxide (DMSO), and sucrose (S) after incubation in Dulbec-
co’s solution were measured by electron probe microanalysis
(EPMA). The 4-step protocol was as followed: 10 % VFA
for 10 min � 30 % VFa + 0.7 M S for 1.5 min � 0.5 M S for
10 min � 10 min pure Dulbecco’s. The cytoplasmic concen-
tration of potassium and sodium in immediately flashed out
from the oviduct embryos was in range of 120 ± 2 mM, with
good concordance with the previous data (CryoLetters, 2006,
27 : 87—98). Exposition in Dulbecco’s for 30 min did not
alter elemental composition, neither did exposition in PG of
DMSO for 1.5 min. In contrast, exposition for 1.5 min in EG
dropped the level of potassium to 96 ± 2 mM while elevating
level of cytoplasmic sodium to 136 ± 3 mM. Further exposi-
tion to 30%-EG for 3 min lead in two-fold decrease of both
elements (60 ± 3 mM and 66 ± 2 mM for K and Na respecti-
vely). In this paper, we also present mathematical modeling
of the cell osmotic response using the relativistic permeabili-
ty (RP) approach, which allows calculation of the osmotic
curves without using simulation software but by direct calcu-
lations of the cell volume, intracellular concentration, and
amount of the permeable vitrificants (Cryobiology, 2006,
53 : 402—403). Magnitude of the maximum cell volume ex-
cursion and other important osmotic characteristics were cal-
culated for each step of the protocol, and the results of
the mathematical modeling were superimposed onto the ex-
perimental data reported and discussed in the companion
paper. The osmotic damage vs. specific chemical toxicity of
the vitrificants as the major cause of the elemental disturban-
ce of intracellular potassium and sodium content are dis-
cussed.

Source of travel support: CELLTRONIX, San Diego,
California, USA (I.I.K.).

BIOMEDICAL APPLICATIONS OF SCANNING ION
CONDUCTANCE MICROSCOPY. © Y. Korchev. Imperial
College London, London Centre for Nanotechnology, Divi-
sion of Medicine, BN5 Commonwealth Building, Hammer-
smith Campus, Du Cane Road, London W12 0NN, UK.

Research in nanotechnology began with applications
outside of biomedicine and is based on discoveries in physics
and chemistry. This is because it is essential to understand
the physical and chemical properties of molecules or comp-
lexes of molecules in order to control them. The same holds

true for the molecules and structures inside living tissues.
We need more detail on the physical properties of intracellu-
lar structures, and how biology’s molecular machines are bu-
ilt. This basis, in turn, will enable drug development and the-
rapy. This approach ultimately requires the development of
novel biophysical methods. For example, image living and
functioning cells on the nanoscale and make quantitative me-
asurements down to the level of individual molecules and
their complexes. We have recently pioneered the develop-
ment of an array of new and powerful biophysical tools ba-
sed on Scanning Ion Conductance Microscopy that allow qu-
antitative measurements and non-invasive functional ima-
ging of single protein molecules in living cells. Scanning ion
conductance microscopy and a battery of associated innova-
tive methods are unique among current imaging techniques,
not only in spatial resolution of living and functioning cells,
but also in the rich combination of imaging with other
functional and dynamical interrogation methods. These met-
hods, crucially, will facilitate the study of integrated na-
no-behaviour in living cells in health and disease.

SIGNALLING EVENTS IN HOST-PARASITE COMMU-
NICATION AND INTERACTION. © K.-E. Magnusson,
K. Tejle, E. Vikström. Division of Medical Microbiology,
Department of Molecular and Clinical Medicine, Linkoping
University, SE-58185 Linkoping, Sweden.

Micro-organisms and host cells meet each other at all
body surfaces, and in the respiratory, urogenital and gast-
ro-intestestinal tracts. Due to the multiplicity of organisms
and host cells it is an extremely complex event, involving all
kinds of extra- and intracellular host cell receptors and pa-
thogen-associated molecular patterns (PAMPs) in the reco-
gnitions of each other. Under normal conditions there is a li-
fe-long balance between these players. Diseases a rare, but
they can be life-threatening through the penetration of natu-
ral (innate) or immunological (acquired) barriers by virus,
bacteria and parasites or their toxic products. We have there-
fore our attention for instance on the communication among
bacteria through Quorum sensing (QS) and how QS molecu-
les, like acyl-homoserine lactones (HSL) of Pseudomonas
aeruginosa, affect the signals and physiology of host cells,
like epithelial cells and macrophages. This is an example of
indirect sensing of parasites in the environment, but most
contacts are more direct through attachment, invasion or in-
jection of toxins after the initial contact. We have here tried
to elucidate how pathogenic bacteria (Yersinia, Salmonella,
Helicobacter, E. coli), virus (Rotavirus, Crimean Congo)
and parasites (Leishmania), as well as avirulent, normal flo-
ra-like bacteria, interact with different host cells, primarily
cultured epithelial cells and phagocytic cells (neutrophils,
macrophages, dendritic cells), and what signals are elicited
in the host cells. These include activation of Ca2+ metabo-
lism, generation of reactive oxygen species (O2

– , H2O2), pro-
tein phosphorylations/dephosphorylations, and filamentous
actin remodelling, as well as altered transcription regulation,
protein expression and communication within the host cells.
To address these issues, new imaging techniques have been
employed for visualizing the interactions, host cell responses
and cellular structure, proteomics for assessing complex pro-
tein interactions and protein modifications and chemical sen-
sing to measure specific responses. The presentation will il-
lustrate the broad range of indirect and direct ways microbes
and communicates with each other, how signals are transla-
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ted into host cell responses and reprogramming. Understan-
ding these events at the molecular and cellular level may pro-
vide new possibilities to prevent or interfere with more dele-
terious, disease processes.

Source of support: Swedish Research Council and the
Swedish Institute (Visby Programme).

REGULATION OF MAJOR MITOCHONDRIAL CHAN-
NEL — VDAC: IMPLICATION FOR APOPTOSIS.
© T. K. Rostovtseva. Laboratory of Physical and Structural
Biology, NICHD, NIH, Bethesda, MD, USA.

In biology, regulation of metabolite and other large mo-
lecular transport across cell and organelle membranes is a
key factor for cell survival. One important example is apop-
tosis, programmed cell death, where mitochondria’s crucial
role is well established. During the initial stages of apoptosis
(triggered by a number of different stimuli) the mitochondri-
al outer membrane (MOM) becomes permeable to apoptoge-
nic factors such as cytochrome C. The release of these fac-
tors leads to caspase activation, DNA fragmentation and ot-
her characteristic changes associated with apoptotic cell
death. It remains unclear exactly how MOM permeabilizati-
on occurs, and published results are often contradictory.
VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel), a major perme-
ability channel of the MOM, is a very attractive candidate for
cytochrome C release pathway. Using VDAC channels re-
constituted into planar lipid membranes, we demonstrated
that, contrary to general belief, there is no functionally signi-
ficant interaction between VDAC channel and pro-apoptotic
protein Bax. However, another pro-apoptotic protein, tBid,
affects the voltage-gating properties of VDAC by inducing
channel closure. The mechanism by which tBid alters the ga-
ting properties of VDAC remains to be understood. We sug-
gested that tBid affects VDAC indirectly through the lipid
environment surrounding the proteins. The local regulation
of MOM permeabilization, predominantly orchestrated by
proteins of the Bcl-2 family, involves mitochondrial lipids.
Cardiolipin (CL), the characteristic lipid from the mitochon-
dria inner membrane, has been shown to play a crucial role
in tBid targeting of MOM. CL is found in high concentration
at mitochondria contact sites, where tBid and VDAC are pre-
ferentially located. We have found that CL induces signifi-
cant voltage-gating asymmetry by making VDAC closure at
cis negative voltages more favorable. CL is a non-lamellar li-

pid and is known to promote negative curvature in lipid
structures. Furthermore, we have shown that another non-la-
mellar lipid, phosphatidylethanolamine (PE), also induces
significant voltage-gating asymmetry of VDAC channels.
We proposed the physical mechanism by which membrane
proteins respond to the elastic stress of lipid packing and de-
monstrate an example of a coupling between the mechanical
pressure in the hydrocarbon lipid region and protein confor-
mational transitions (VDAC channel gating). We also utili-
zed the well-studied gramicidin A channels as an internal
control of the mechanical properties of the membranes used
in the experiments with VDAC channels. The tentative imp-
lication of our findings for apoptosis is that specific lipid
composition of the mitochondria outer membrane together
with Bcl-2 family proteins could influence the outer memb-
rane permeability by regulation of VDAC gating. For the
first time we demonstrated the functional interaction betwe-
en mammalian tubulin and mammalian VDAC channels re-
constituted into planar phospholipid membranes. Tubulin in-
duced reversible closure of VDAC channels at nanomolar
concentrations. The involvement of VDAC in mitochond-
ria-cytoskeleton interaction and regulation of mitochondria
is discussed. Our results suggest a new general mechanism
of regulation of mitochondrial outer membrane permeabili-
zation under normal and apoptotic conditions.

CHARACTERIZATION OF POSSIBLE CELL TYPES
PRODUCED BY POSTNATAL MOUSE NEURAL
CREST-LIKE STEM CELLS. © E. V. Sviderskaya. Centre
for Molecular and Metabolic Signalling, Division of Basic
Medical Sciences, St. George’s, University of London, UK.

Stem cells are cells that can both reproduce themselves
and differentiate into functional cell types. Embryonic neural
crest is pluripotent and generates the peripheral nervous sys-
tem, melanocytes and some connective tissues. Here we des-
cribe pluripotent neural crest-like stem cells from neonatal
mouse epidermis. These stem cells have been isolated as
three independent immortal lines. They are able to generate
Schwann precursor cells, functional melanocytes and the di-
versity of functional sensory neurons. The lines we establi-
shed may be valuable for study of cell determination, mela-
noma biology and the possibility of postnatal neuron regene-
ration.

Supported by the Welcome Trust.
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