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Èññëåäîâàëè êëåòêè áîëüíîãî ñ àòèïè÷íûì òå÷åíèåì ïðîãåðèè âçðîñëûõ. Îáîñíîâûâàåòñÿ ïðåäïî-
ëîæåíèå, ñîãëàñíî êîòîðîìó äàííûé áîëüíîé ñòðàäàåò îñîáîé ôîðìîé ñèíäðîìà Âåðíåðà, â îñíîâå êîòî-
ðîé â îòëè÷èå îò òèïè÷íîé ôîðìû ýòîãî ñèíäðîìà ëåæèò ìóòàöèÿ â ãåíå LMNA, à íå WRN. Âûÿâëåíû
ñíèæåíèå ýïèãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ â êëåòêàõ áîëüíîãî è îòëè÷íûé îò êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà õàðàê-
òåð îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ãåíîòîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîãåðèÿ, õðîìàòèí, ýïèãåíåòèêà ñòàðåíèÿ.

Áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ êëåòîê áîëüíîãî ñ àòè-
ïè÷åñêèì òå÷åíèåì ïðîãåðèè âçðîñëûõ. Âûñêàçàíî ïðåä-
ïîëîæåíèå î äèàãíîñòèðîâàíèè ó äàííîãî áîëüíîãî àòè-
ïè÷åñêîãî ñèíäðîìà Âåðíåðà, â îñíîâå êîòîðîãî — ìóòà-
öèÿ â ãåíå LMNA. Áûëè âûÿâëåíû ñíèæåíèå ýïèãå-
íåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ è îòëè÷íûé îò êëåòîê çäîðîâîãî
äîíîðà õàðàêòåð îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ãåíîòîêñè-
÷åñêèìè àãåíòàìè.

Â òå÷åíèå äîëãîãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî êëåòî÷íûå
ôóíêöèè ÿäåðíîé ëàìèíû, ðàñïîëàãàþùåéñÿ íåïîñðåäñò-
âåííî ïîä âíóòðåííåé ÿäåðíîé ìåìáðàíîé, ñâîäÿòñÿ ê ñó-
ãóáî êàðêàñíûì, ñâÿçàííûì ñ ïîääåðæàíèåì ôîðìû ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ñóùåñòâåííî
ðàñøèðèëè ïðåäñòàâëåíèÿ î ñïåêòðå ôóíêöèè ëàìèíû.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ëàìèíû A/C ëàìèí B è àññîöèèðî-
âàííûå ñ íèìè áåëêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â îðãàíèçàöèè
õðîìàòèíà (Sullivan et al., 1999; Liu et al., 2000; Guillemin
et al., 2001), çàäåéñòâîâàíû â ðåïëèêàöèè ÄÍÊ (Spann et
al., 1997) è çàâèñèìîé îò ÐÍÊ ïîëèìåðàçû II òðàíñêðèï-
öèè (Spann et al., 2002). Òàêæå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðî-
ãåðèÿ äåòåé (ñèíäðîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà) è ðåäêèå
àòèïè÷åñêèå ôîðìû ïðîãåðèè âçðîñëûõ — ñèíäðîìà Âåð-
íåðà — ðàçâèâàþòñÿ â ðåçóëüòàòå ìóòàöèé â ãåíå LMNA,
ïðèâîäÿùèõ ê äåôåêòàì ÿäåðíîé ëàìèíû è íàðóøåíèÿì
ýïèãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ õðîìàòèíà (Shaklai et al.,
2007).

Ýïèãåíåòè÷åñêèìè íàçûâàþò íàñëåäóåìûå èçìåíåíèÿ
â ðåãóëÿöèè ãåíîâ áåç èçìåíåíèé â ñàìîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ÄÍÊ. Çà ïîñëåäíèå ãîäû ïîêàçàíà ðîëü ýïèãåíåòè-
÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ â ïðîöåññàõ êàíöåðîãåíåçà (Jones, Ba-
ylin, 2002), à òàêæå â ñòàðåíèè íà êëåòî÷íîì è îðãàíèç-
ìåííîì óðîâíÿõ (Wilson, Jones, 1983; Issa, 2003; Fraga
et al., 2005). Â òî âðåìÿ êàê ýïèãåíåòèêà îïóõîëåâûõ êëå-
òîê èçó÷åíà äîñòàòî÷íî õîðîøî, êàðòèíà ýïèãåíåòè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ ïðè ñòàðåíèè òîëüêî íà÷èíàåò ñêëàäûâàòüñÿ.
Êðîìå òîãî, ìàëîèçó÷åííîé îáëàñòüþ îñòàåòñÿ âëèÿíèå
ôàêòîðîâ ñðåäû íà ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè
ýêñïðåññèè ãåíîâ (Petronis, 2006).

Ê îñíîâíûì ýïèãåíåòè÷åñêèì ìîäèôèêàöèÿì ãåíîâ îò-
íîñÿòñÿ ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ è ïîñòòðàíñêðèïöèîííûå ìî-
äèôèêàöèè êîðîâûõ ãèñòîíîâ (Jenuwein, Allis, 2001).

Ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â ñòàðåþ-
ùèõ êëåòêàõ ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ. Âîçìîæíûìè ïðè-
÷èíàìè ýòîãî ìîãóò áûòü ïàññèâíîå äåìåòèëèðîâàíèå ãå-
òåðîõðîìàòèíà, à òàêæå ïîòåðÿ ýôôåêòèâíîñòè ÄÍÊ-ìå-
òèëòðàíñôåðàçû DNMT1 (Casillas et al., 2003). Îòâåòîì íà
ñíèæåíèå îáùåãî ìåòèëèðîâàíèÿ ñòàíîâèòñÿ ýêñïðåññèÿ
de novo ÄÍÊ-ìåòèëàçû — DNMT3b, êîòîðàÿ â ñòàðåþùèõ
êëåòêàõ àáåððàíòíî ãèïåðìåòèëèðóåò CpG-îñòðîâêè â
ïðîìîòîðå òàêèõ ãåíîâ îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ, êàê ãåí
ëèçèë-îêñèäàçû LOX, p16INK4a, òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà RUNX3 è äð. (So et al., 2006). Êðîìå òîãî, ãèïåð-
ìåòèëèðóþòñÿ ïðîìîòîðû ãåíîâ, êîäèðóþùèõ êàäãåðèí E
(Bornman et al., 2001), c-fos (Choi et al., 1996) è êîëëàãåí
á1(I) (Takatsu et al., 1999). Èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò è õàðàê-
òåðíàÿ äëÿ íåêîòîðûõ òèïîâ îïóõîëåé ðåïðåññèÿ ïóòåì
CpG-ãèïåðìåòèëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðîâ ãåíîâ, àññîöèèðî-
âàííûõ ñ ïðîãåðèÿìè. Òàêîé òèï ðåïðåññèè îïèñàí äëÿ
óæå óïîìèíàâøåãîñÿ ãåíà LMNA (Agrelo et al., 2005) è
ãåíà WRN, ìóòàöèÿ â êîòîðîì îòâåòñòâåííà çà âîçíèêíî-
âåíèå êëàññè÷åñêîãî ñèíäðîìà Âåðíåðà (Agrelo et al.,
2006).

Ðàçëè÷íûå ìîäèôèêöèè êîðîâûõ ãèñòîíîâ H2A, H2B,
H3 è H4 òàêæå ÿâëÿþòñÿ ìåõàíèçìîì ýïèãåíåòè÷åñêîé ðå-
ãóëÿöèè ñòðóêòóðû è ôóíêöèé õðîìàòèíà. Ãèñòîíû íå òîëü-
êî îáåñïå÷èâàþò óêëàäêó íèòè ÄÍÊ â ÿäðå, íî è àêòèâíî
ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè. Ýòî ñâîéñòâî ñâÿ-
çàíî ñ êîâàëåíòíûìè ìîäèôèêàöèÿìè àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ èõ N-êîíöåâûõ ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü
àöåòèëèðîâàíû, ìåòèëèðîâàíû, ôîñôîðèëèðîâàíû,
ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíû è óáèêâèòèíèëèðîâàíû. Ìíîãèå èç
ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ îáðàòèìû è îáåñïå÷èâàþò äèíà-
ìè÷åñêóþ ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè ãåíîâ. Îäíàêî òàêèå ìî-
äèôèêàöèè, êàê ìåòèëèðîâàíèå H3- è H4-ãèñòîíà ïî
îñòàòêàì àðãèíèíà (R) èëè ëèçèíà (K), äîñòàòî÷íî ñòà-
áèëüíû è ìîãóò ëåæàòü â îñíîâå ýïèãåíåòè÷åñêîãî êîíò-
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ðîëÿ è ïîääåðæàíèÿ ñëîæíûõ âûñîêîîðãàíèçîâàííûõ
ñòðóêòóð õðîìàòèíà íà ïðîòÿæåíèè êëåòî÷íûõ ãåíåðàöèé.

Ðàçíîîáðàçèå âàðèàíòîâ êîâàëåíòíûõ ìîäèôèêàöèé è
èõ ñïîñîáíîñòü ê äèíàìè÷åñêèì ïðåîáðàçîâàíèÿì ïîçâî-
ëèëè ãîâîðèòü î íàëè÷èè óíèêàëüíîãî ãèñòîíîâîãî êîäà,
îïðåäåëÿþùåãî ïîòåíöèàëüíóþ âîçìîæíîñòü è óðîâåíü
ýêñïðåññèè ãåíîâ (Lachner et al., 2003).

Ìåòèëèðîâàíèå ëèçèíîâ H3-ãèñòîíà ìîæåò ïðîèñõî-
äèòü â 4, 9, 27, 36 è 79-ì ïîëîæåíèÿõ (ñîîòâåòñòâåííî
H3-K4, H3-K9, H3-K27, H3-K36 è H3-K79), à H4-ãèñòî-
íà — â ïîëîæåíèè 20 (H4-K20), ïðè÷åì â ðàçíûõ ñëó÷àÿõ
ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ìîíî-, äè- è òðèìåòèëèðîâàíèå
(Me1, Me2 è Me3). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âî âñåì ìèðå ïðî-
âîäèòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî èññëåäîâàíèé âëèÿíèÿ êàæ-
äîãî èç ýòèõ âàðèàíòîâ ìåòèëèðîâàíèÿ íà êîíäåíñàöèþ
õðîìàòèíà è òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü (Lachner et
al., 2003; Vaquero et al., 2003; Cao, Zhang, 2004; Grewal,
Rice, 2004). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå H3-K9 è
H3-K27 õàðàêòåðíî äëÿ îáëàñòåé òðàíñêðèïöèîííîãî íå-
àêòèâíîãî õðîìàòèíà (Peters et al., 2003), ïðè÷åì ìîäèôè-
êàöèÿ Me3-H3-K9 àññîöèèðîâàíà ñî ñòðóêòóðàìè êîíñòè-
òóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (Lachner et al., 2003; Peters et
al., 2003; Rice et al., 2003), à Me3-H3-K27 ÿâëÿåòñÿ ñâîéñò-
âîì ôàêóëüòàòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (Bernstein et al.,
2002; Lachner et al., 2003; Chadwick, Willard, 2004). Ïðè
èçó÷åíèè ãèñòîíîâîãî êîäà ñòàðåíèÿ áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, ïîëó÷åííûõ îò ïðåñòàðå-
ëûõ äîíîðîâ, èíòåíñèâíîñòü, ñ êîòîðîé ñíèæàåòñÿ êîëè-
÷åñòâî êëåòîê, ñîäåðæàùèõ äàííûå òðèìåòèëèðîâàííûå
ìîäèôèêàöèè H3-ãèñòîíà, ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî çàâè-
ñèò îò âîçðàñòà (Scaffidi, Misteli, 2006). Ñõîäíûå äàííûå îá
óìåíüøåíèè ïóëà êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ìîäèôèêàöèè
Me3-H3-K9 è Me3-H3-K27, ïîëó÷åíû è ïðè àíàëèçå êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð áîëüíûõ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèë-
ôîðäà (Scaffidi, Misteli, 2006; Shumaker et al., 2006).

Åùå îäíèì âàæíûì êîìïîíåíòîì ðåãóëÿöèè ãåòåðî-
õðîìàòèíà ÿâëÿåòñÿ áåëîê HP1, óðîâåíü ýêñïðåññèè è ëî-
êàëèçàöèþ êîòîðîãî òàêæå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷å-
ñòâå ýïèãåíåòè÷åñêîãî ìàðêåðà (Li et al., 2002). HP1 äîñòà-
òî÷íî êîíñåðâàòèâåí ó ïîçâîíî÷íûõ, âàæíûìè
êîìïîíåíòàìè åãî ñòðóêòóðû ÿâëÿþòñÿ õðîìîäîìåí (CD)
è øàäîóõðîìîäîìåí (CSD). Ó ÷åëîâåêà îïèñàíû òðè èçî-
ôîðìû áåëêà — HP1á, HP1â è HPã (Eissenberg et al.,
2000).

HP1 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â îäíîì èç âàæíåéøèõ ìåõà-
íèçìîâ ýïèãåíåòè÷åñêîé èíàêòèâàöèè ãåíîâ — óïàêîâêå
çàìàë÷èâàåìûõ ãåíîâ â ðåïðåññèâíûå ãåòåðîõðîìàòèíî-
âûå äîìåíû. Ìåòèëèðîâàííûé ïî Lys-9 ãèñòîí H3 ÿâëÿåò-
ñÿ õàðàêòåðíûì ìàðêåðîì ãåòåðîõðîìàòèíà è îáåñïå÷èâà-
åò ñàéò ñâÿçûâàíèÿ äëÿ õðîìîäîìåíà HP1 (Wang et al.,
2000). Ñâÿçûâàÿñü ñ ìåòèëèðîâàííûì «õâîñòîì» ãèñòîíà
H3 â îäíîé íóêëåîñîìå, áåëîê HP1 â ñâîþ î÷åðåäü ìåòè-
ëèðóåò ñîñåäíèå íóêëåîñîìû, ÷òî âûçûâàåò ðàñïîëçàíèå
îáëàñòè ìåòèëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà (Berger, Felsenfeld,
2001). Òàêèì îáðàçîì äîñòèãàåòñÿ ýôôåêò âûñîêîêîíäåí-
ñèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ íà ïðîòÿæåííûõ ó÷àñòêàõ õðîìà-
òèíà. Ãåíû, ïîïàäàþùèå â ýòó îáëàñòü, ïåðåñòàþò ðàáî-
òàòü, ÷òî íàçûâàþò «ýôôåêòîì ïîëîæåíèÿ».

Ïîêàçàíî, ÷òî óìåíüøåíèå óðîâíÿ HP1 â êëåòêå âû-
çûâàåò äåôåêòû êèíåòîõîðà, ñíèæåíèå âçàèìîñâÿçè è êîí-
äåíñàöèè õðîìîñîì èëè, íàîáîðîò, àáåððàíòíóþ õðîìî-
ñîìíóþ ñåãðåãàöèþ (Ekwall et al., 1995; Ainsztein et al.,
1998; Bernard et al., 2001; Vagnarelli, Earnshaw, 2001; No-
naka et al., 2002; Obuse et al., 2004). Ó ìëåêîïèòàþùèõ ãè-
ïåðýêñïðåññèÿ HP1á è HP1â, íî íå HP1ã âåäåò ê ñëèÿíèþ

òåëîìåð è èõ óêîðî÷åíèþ ïîñðåäñòâîì óìåíüøåíèÿ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ hTERT, êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöåé òåëî-
ìåðàçû (Song et al., 2001; Sharma et al., 2003; Cenci et al.,
2005).

Ïîëó÷åíû äàííûå î òîì, ÷òî HP1ã äèíàìè÷åñêè êîð-
ðåëèðóåò ñ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ, è òàê êàê
áëîê òðàíñêðèïöèîííîé ýëîíãàöèè ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîòå-
ðåé õðîìàòèíîì ÐÍÊ ïîë II è HP1ã, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü
âîçìîæíîñòü ôèçè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ÐÍÊ ïîë II è
HP1ã (Vakoc et al., 2005).

HP1 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè àññîöèèðî-
âàííûõ ñî ñòàðåíèåì ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ôîêóñîâ
(SAHF), ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ñòðóê-
òóð, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ ïðè ñòàðåíèè è ñòðåññå. SAHF
âêëþ÷àþò â ñåáÿ ó÷àñòêè òðàíñêðèïöèîííî ìîë÷àùåãî ãå-
òåðîõðîìàòèíà, â êîòîðûõ îãðàíè÷èâàþòñÿ ïðîëèôåðà-
òèâíûå ãåíû, òàêèå êàê ãåí òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
E2F (Zhang et al., 2005). Â SAHF-êîìïëåêñû âêëþ÷àåòñÿ
macroH2A-ãèñòîí, à â êà÷åñòâå ïëàòôîðìû äëÿ îáðàçîâà-
íèÿ ôîêóñîâ çàäåéñòâîâàíà ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà
HPã (Zhang et al., 2007). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èìåííî ìå-
õàíèçì ñòàðåíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ SAHF ðåãëàìåíòèðóåò
íåîáðàòèìîñòü àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè ñòàðåíèè.

Â õîäå íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé áûëà ïîêàçàíà âçàèìî-
ñâÿçü ïðîöåññîâ ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ñ ðåïàðàöè-
îííûìè ìåõàíèçìàìè. Ñíèæåíèå ýïèãåíåòè÷åñêîãî êîíò-
ðîëÿ õðîìàòèíà â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, â êîòîðûõ íàêàï-
ëèâàþòñÿ àáåððàöèè ëàìèíà A/C âñëåäñòâèå ìóòàöèé èëè
ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ, àññîöèèðóåòñÿ ñ ðàçëè÷íûìè íàðó-
øåíèÿìè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Ïðè-
÷åì äåëî íå â ñíèæåíèè àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ðåïàðàöèè
ÄÍÊ, à â ñòåïåíè äîñòóïíîñòè äëÿ ôåðìåíòîâ ýòèõ ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ â ñîñòàâå õðîìàòèíà êëåòîê (Àíèñèìîâ,
2003). Êëåòêè ñ àáåððàöèÿìè ëàìèíà A/C áîëåå ÷óâñòâè-
òåëüíû ê âîçäåéñòâèþ ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ è èìåþò
ïîíèæåííóþ äèíàìèêó è ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèîííûõ
ïðîöåññîâ (Liu et al., 2005). Êðîìå òîãî, êàê ýòî ïîêàçàíî
äëÿ êóëüòóð êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ñèíäðîìîì
Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà, ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò èíäóêöèÿ ÿäåðíûõ
ôîêóñîâ ÀÒÌ è óñòàíîâëåíèå ðåïàðàòèâíûõ ÷åêïîéíòîâ
â èíòàêòíûõ êëåòêàõ áîëüíûõ (Liu et al., 2006).

Ïðè èçó÷åíèè ðàííåãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è
â êà÷åñòâå ìàðêåðà ðåïàðàòèâíîãî ñòàòóñà êëåòêè îäíîé
èç íàèáîëåå àêòèâíî èçó÷àåìûõ ñåé÷àñ ìîäèôèêàöèé ãèñ-
òîíîâ ÿâëÿåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà
H2AX, ïîâñåìåñòíî ðàñïðîñòðàíåííîãî â ãåíîìå. Îñîáûé
èíòåðåñ ê åãî èçó÷åíèþ áûë âûçâàí òåì, ÷òî ôîðìèðîâà-
íèå äâîéíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ èíäóöèðóåò åãî ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå ïî ñåðèíó 139 ñ îáðàçîâàíèåì ìîäèôèêàöèè
ã-H2AX (Rogakou et al., 1998). Àíàëèç èíäóêöèè è ýëèìè-
íàöèè ã-H2AX ÿâëÿåòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ îáùåïðèíÿ-
òûì òåñòîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íîãî îòâåòà íà äåéñò-
âèå ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ. Èíäóêöèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX
ìîæåò âîçíèêàòü è ïðè ýíäîãåííîì îáðàçîâàíèè äâóõíè-
òåâûõ ðàçðûâîâ ïðè ìåéîòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè (Maha-
devaiah et al., 2001), V(D)J-ðåêîìáèíàöèè (Klein et al.,
1996), àïîïòîòè÷åñêîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ (Rogakou et al.,
2000), äèñôóíêöèè òåëîìåð (Hao et al., 2004) è äðóãèõ
êëåòî÷íûõ ñîáûòèÿõ, ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ-òðàíñïîçèöèåé.
Ê ñîáûòèÿì, ïðèâîäÿùèì ê ïîÿâëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàí-
íûõ ôîêóñîâ H2AX, ìîæíî îòíåñòè è ñòàðåíèå (Sedelni-
kova et al., 2004).

Ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà H2AX îñóùåñòâëÿåòñÿ
êèíàçàìè ATM, ATR, DNA-PK (Stiff et al., 2004) è îõâàòû-
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âàåò 2 Mb õðîìàòèíà è òûñÿ÷è íóêëåîñîì (Rogakou et al.,
1998) â îêðåñòíîñòÿõ äâîéíîãî ðàçðûâà. Ïðè îòñóòñòâèè
ATM ôîñôîðèëèðîâàíèå H2AX-ãèñòîíà ìîæåò îñóùåñòâ-
ëÿòüñÿ DNA-PC (Falck et al., 2005). Äàííàÿ ñõåìà ðåãóëÿ-
öèè õàðàêòåðíà, íàïðèìåð, äëÿ êëåòîê áîëüíûõ àòàê-
ñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé.

Êðîìå òîãî, ÷òî ã-H2AX ìàðêèðóåò äâîéíûå ðàçðûâû
ÄÍÊ, îí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïðèâëå÷åíèè â ðàéîí ïî-
âðåæäåíèÿ ðåïàðàöèîííûõ ôàêòîðîâ Mre11/Rad50/Nbs1
(MRN-êîìïëåêñ), BRCA1, 53BP1 è äð. (Paull et al., 2000;
Fernandez-Capetillo et al., 2002, 2003; Furuta et al., 2003;
Ward et al., 2003).

Ïðèìåíåíèå àíòèòåë, ðàñïîçíàþùèõ ã-H2AX, ïîçâî-
ëèëî âèçóàëèçèðîâàòü ýòè ïëîòíûå ñòðóêòóðû, ïîëó÷èâ-
øèå íàçâàíèå «ôîêóñû ã-H2AX» (Rogakou et al., 1999).
Êàê áûëî ïîêàçàíî, êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ ã-H2AX æåñò-
êî êîððåëèðóåò ñ êîëè÷åñòâîì äâîéíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ
(Rogakou et al., 1999). Òàêèì îáðàçîì, èììóíîöèòîõèìè-
÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ îáðàçîâàíèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX ÿâëÿ-
þòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûì è òî÷íûì ìåòîäîì äåòåêöèè êîëè-
÷åñòâà è ëîêàëèçàöèè äâîéíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (Fernan-
dez-Capetillo et al., 2004).

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî èíäóêòîðîì ôîðìèðîâàíèÿ ôî-
êóñîâ ã-H2AX ìîæåò ñëóæèòü íå òîëüêî ã-îáëó÷åíèå, íî è
äîâîëüíî øèðîêèé ñïåêòð äðóãèõ àãåíòîâ. Â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü ýòî êëàññè÷åñêèå õèìè÷åñêèå èíäóêòîðû äâîéíûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ, òàêèå êàê áëåîìèöèí, òèðàïàçàìèí, ýòîïîçèä
(Banath, Olive, 2003) è äîêñèðóáèöèí (Hammond et al., 2003).

Èíäóêöèÿ îáðàçîâàíèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX áûëà îáíàðó-
æåíà è ïðè âîçäåéñòâèè àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ N-ìåòèë-
N�-íèòðî-N-íèòðîçîãóàíèäèíà (MNNG) (Stojic et al., 2004)
è àäîöåëèçèíà (Liu et al., 2003), êîòîðûå òîæå ìîãóò âûçû-
âàòü îáðàçîâàíèå äâîéíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (Percy et al., 1991).

Íåêîòîðûå çàòðóäíåíèÿ âîçíèêëè ïðè àíàëèçå ìåõà-
íèçìà ôîðìèðîâàíèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX ïîä âîçäåéñòâèåì
òàêèõ àãåíòîâ, êàê 4-íèòðîõèíîëèí-N-îêñèä (4NQO) è ïå-
ðîêñèä âîäîðîäà, áûëî èçâåñòíî, ÷òî îíè èíäóöèðóþò îä-
íîíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ (Banath, Olive, 2003). Áûëî âû-
ñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèå äâîéíûõ
ðàçðûâîâ ïðîèñõîäèò â õîäå ïðîöåññà ëèêâèäàöèè îäíî-
íèòåâûõ ðàçðûâîâ ïóòåì ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè îñíî-
âàíèé (Pascucci et al., 2005). Êàê è â ñëó÷àå ã-îáëó÷åíèÿ,
ïðè âîçäåéñòâèè ïåðåêèñè áûë ïîêàçàí çàâèñèìûé îò âðå-
ìåíè è äîçû ýôôåêò îáðàçîâàíèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX (Li
et al., 2006).

Äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè ìàëîèçó÷åííûì îñòàâàëñÿ âî-
ïðîñ î ïóòÿõ äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ ã-H2AX è ýëèìèíàöèè
åãî ôîêóñîâ. Â õîäå íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ýòîò ïðîöåññ, âåðîÿòíåå âñåãî,
îñóùåñòâëÿåòñÿ ôîñôàòàçàìè PP4 è PP2A. Ïðè÷åì äëÿ äåé-
ñòâèÿ PP4 íóæíî, ÷òîáû ã-H2AX ïîêèíóë ñàéò ðåïàðàöèè,
à PP2A ìîæåò îñóùåñòâëÿòü åãî äåôîñôîðèëèðîâàíèå íå-
ïîñðåäñòâåííî â îáëàñòè õðîìàòèíà (Chowdhury et al.,
2005; Keogh et al., 2006). Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåðîÿòíûì, ÷òî
ïî õàðàêòåðó ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ ã-H2AX ìîæíî ñóäèòü
î äèíàìèêå è ýôôåêòèâíîñòè ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäî-
âàíèé áûë èñïîëüçîâàí øòàìì äèïëîèäíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ 1609, ïîëó÷åííûé îò áîëüíîãî À. Ã. ñ ñèìïòîìàìè
ïðîãåðèè âçðîñëûõ. Øòàìì 1609 áûë ïîëó÷åí èç ýêñïëàí-
òàòà êîæè äîíîðà â âîçðàñòå 26 ëåò (Êîâèíà è äð., 2002).

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ áûë çàäåéñòâîâàí øòàìì VH-10
ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ çäîðîâîãî äîíîðà, ïðåäîñòàâ-
ëåííûé ä-ðîì À. Êîëüìàí (Ñòîêãîëüìñêèé óíèâåðñèòåò,
Øâåöèÿ) (Kolman et al., 1997).

Êëåòî÷íûå øòàììû êóëüòèâèðîâàëè â ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå DMEM (Gibco, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 12 % ôå-
òàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò (Hyclone, ÑØÀ) è àíòèáèî-
òèêîâ (100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåï-
òîìèöèíà; Sigma, ÑØÀ) â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ, íà
÷àøêàõ Ïåòðè (Nunclon, ÑØÀ), à òàêæå íà ïðåäìåòíûõ
ñòåêëàõ, ïîìåùåííûõ â ÷àøêó Ïåòðè â CO2-èíêóáàòîðå
ïðè 37 °Ñ è 5—7 % CO2 â àòìîñôåðå ïîâûøåííîé âëàæ-
íîñòè.

Ã å í î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê è å â î ç ä å é ñ ò â è ÿ. Èññëåäóåìûå
øòàììû 45 ìèí èíêóáèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå ñ äîáàâ-
ëåíèåì H2O2 â êîíöåíòðàöèè 100—500 ìêÌ. Äàëåå ïðî-
âîäèëè îòìûâêó è ïîñëåäóþùåå êóëüòèâèðîâàíèå â ðîñ-
òîâîé ñðåäå. ã-îáëó÷åíèå â äîçå 2 Ãð ïðîâîäèëè íà ðåíò-
ãåíîâñêîé óñòàíîâêå ÐÓÌ-17.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Êëåòêè âû-
ðàùèâàëè íà ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíûõ ñòåêîë, ïîìåùåí-
íûõ â ÷àøêè Ïåòðè. Ïîñëå äîñòèæåíèÿ êëåòêàìè ñóáêîí-
ôëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ îòìûâàëè ðîñòîâóþ ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó ðàñòâîðîì PBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Êëåòêè ôèêñèðî-
âàëè 10 ìèí â 3.7%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà (Sigma,
ÑØÀ) â PBS íà ëüäó, ïðîäîëæàëè ôèêñàöèþ PN â
70%-íîì ýòàíîëå ïðè 4 °Ñ. Îòìûâàëè îò ôèêñàòîðà ðàñ-
òâîðîì PBS 3X áûñòðî è â òå÷åíèå 30 ìèí íà êà÷àëêå. Äà-
ëåå äëÿ ïåðôîðàöèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ñ 3%-íûì ðàñòâîðîì Triton X-100
(Helicon, Ðîññèÿ) â PBS. Ïðîâîäèëè îòìûâêó, àíàëîãè÷-
íóþ ïðåäûäóùèì. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêî-
ãî îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè îò 30 ìèí äî
18 ÷ â 1%-íîì ðàñòâîðå BSA (Sigma, ÑØÀ) â PBS, êîòî-
ðûé òàêæå îòìûâàëè. Äàëåå â òå÷åíèå 1 ÷ ïðîâîäèëè èí-
êóáàöèþ ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè è 30-ìèíóòíóþ èíêóáà-
öèþ ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Îòìûâêó îò àíòèòåë ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 0.1%-íîãî ðàñòâîðà TWEEN-20
(Sigma, ÑØÀ) â PBS.

Ñ ï è ñ î ê è ñ ï î ë ü ç î â à í í û õ à í ò è ò å ë; á-trime-
thyl-Histone H3 (Lys9) (07-442 Upstate); á-trimethyl-Histo-
ne H3 (Lys27) (07-449 Upstate); á-HP1 gamma (ab10480
Abcam); á-gamma-H2A.X (phospho S139) (ab11174 Abcam);
Rhodamine RedTM-X goat anti-rabbit IgG (H + L) (R6394
Invitrogen); Goat anti-Rabbit IgG — FITC (65-6111 Invitro-
gen).

Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â Mounting Medium (sc-24941,
Santa Cruz) äëÿ çàìåäëåíèÿ âûãîðàíèÿ ôëóîðîôîðîâ.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðî-
ñêîïà Zeiss LSM 5 PASCAL. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ôëóîðîôî-
ðîâ áûëè èñïîëüçîâàíû àðãîíîâûé (488 íì) è ãåëèé-íåî-
íîâûé (543 íì) ëàçåðû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé
èñïîëüçîâàëè ñêàíèðóþùèé ìîäóëü ìèêðîñêîïà, êîòîðûé
óïðàâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà è ñîîòâåòñòâóþùåãî
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ LSM 5 PASCAL.

Èçîáðàæåíèÿ òàêæå áûëè ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíè-
åì êîìïëåêòà îáîðóäîâàíèÿ, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ îêóëÿð-
íûé àäàïòåð (Àêîíä, ÐÔ), öèôðîâóþ ôîòîêàìåðó Canon
Power Shot A640 è ïåðñîíàëüíûé êîìïüþòåð. Â êà÷åñòâå
ïðîãðàììû äëÿ óïðàâëåíèÿ ñúåìêîé èñïîëüçîâàëè inPhoto
Capture (Àêîíä, ÐÔ).

Î á ð à á î ò ê à ð å ç ó ë ü ò à ò î â. Ïðîàíàëèçèðîâàíî íå
ìåíåå 200 êëåòîê êàæäîãî øòàììà ñ îïðåäåëåíèåì ïðî-
öåíòíîé äîëè ñèãíàë-ïîçèòèâíûõ. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé
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îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ è ïîñòðîåíèÿ äèàãðàìì èñïîëüçî-
âàëè ïðîãðàììó Microsoft Office Excel 2007. Äîñòîâåð-
íîñòü îïðåäåëÿëè ïî êðèòåðèþ ÷2.

Ðåçóëüòàòû

Ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì àíàëèçå ìàðêåðîâ êîí-
ñòèòóòèâíîãî (Me3-H3-K9) è ôàêóëüòàòèâíîãî (Me3-H3-
K27) ãåòåðîõðîìàòèíà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôèáðîáëàñòû
1609 äåìîíñòðèðóþò äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå äîëè êëåòîê,
ïîçèòèâíûõ ïî äàííûì ìàðêåðàì. Íà óðîâíå 29-ãî ïàññà-
æà ìîäèôèêàöèÿ Me3-K9 ãèñòîíà H3 áûëà äåòåêòèðîâàíà
â 27.04 % êëåòîê øòàììà 1609, â òî âðåìÿ êàê äëÿ êîíòðî-
ëüíîãî øòàììà VH-10 íà àíàëîãè÷íîì ïàññàæå ýòîò ïîêà-
çàòåëü ñîñòàâèë 94.11 %. Ìîäèôèêàöèÿ Me3-K27 ãèñòîíà
H3 áûëà âûÿâëåíà â 34.93 % êëåòîê øòàììà 1609 è
89.04 % êëåòîê â êîíòðîëå (òàáë. 1).

Ðàçëè÷èÿ áûëè ïðîäåìîíñòðèðîâàíû è â õàðàêòåðå ëî-
êàëèçàöèè äàííûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ìàðêåðîâ. Â êëåò-
êàõ øòàììà 1609, ïîçèòèâíûõ ïî Me3-H3-K9, ñèãíàë áûë
ñìåùåí ñ ïåðèôåðèè ê öåíòðó ÿäðà (ðèñ. 1, á), â òî æå âðåìÿ

êàê äëÿ êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà õàðàêòåðíî íàëè÷èå ìíîãî-
÷èñëåííûõ äèñïåðñíûõ ôîêóñîâ ñèãíàëà â ïåðèôåðè÷åñêîé
÷àñòè íóêëåîïëàçìû (ðèñ. 1, à). Îòëè÷íûé îò êîíòðîëÿ õà-
ðàêòåð ëîêàëèçàöèè âûÿâëåí è ïðè àíàëèçå Me3-H3-K27-ïî-
çèòèâíûõ êëåòîê øòàììà 1609. Â êëåòêàõ êîíòðîëüíîãî
øòàììà VH-10 ñèãíàë áûë ñìåùåí ê öåíòðàëüíîé ÷àñòè
ÿäðà (ðèñ. 2, à), à â êëåòêàõ øòàììà 1609 îí äåòåêòèðîâàëñÿ
ãëàâíûì îáðàçîì íà ïåðèôåðèè (ðèñ. 2, á).

Òàêæå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî äîñòîâåðíî ñíèæåíà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äîëÿ êëåòîê 1609, â êîòîðûõ âû-
ÿâëÿåòñÿ HP1ã. Åñëè â øòàììå VH-10 95.55 % ïðîàíàëè-
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Ò à á ë è ö à 1

Äîëÿ êëåòîê (%), ïîçèòèâíûõ ïî ìàðêåðàì
ãåòåðîõðîìàòèíà, â øòàììàõ VH-10 è 1609

Øòàìì Me3-H3-K9 Me3-H3-K27 HP1g

VH-10 94.11 � 2.45 89.04 � 11.45 95.55 � 0.30

1609 27.04 � 1.01 34.93 � 0.28 45.99 � 1.46

Ðèñ. 1. Ëîêàëèçàöèÿ Me3-K9 ãèñòîíà H3 â êëåòêàõ øòàììîâ VH-10 (à) è 1609 (á).

Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ Me3-K ãèñòîíà H3 â êëåòêàõ øòàììîâ VH-10 (à) è 1609 (á).



çèðîâàííûõ êëåòîê áûëè HP1ã-ïîçèòèâíû, òî â øòàììå
1609 èõ íàñ÷èòûâàëîñü âñåãî 45.99 (òàáë. 1).

Â øòàììå 1609 òàêæå áûëà âûÿâëåíà ïîâûøåííàÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ P53BP1. Â 31.0 % èññëåäîâàí-
íûõ êëåòîê øòàììà 1609 îêðàøèâàåòñÿ áîëåå 10 ôîêóñîâ
P53BP1 íà êëåòêó, â òî âðåìÿ êàê äëÿ êîíòðîëüíîãî øòàì-
ìà VH-10 êîëè÷åñòâî P53BP1-ïîçèòèâíûõ êëåòîê, ñîäåð-
æàùèõ áîëåå 10 ôîêóñîâ, íå ïðåâûøàåò 1.2 %. Â òî æå
âðåìÿ äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ îò 1 äî 5 ôîêóñîâ íà
êëåòêó, ñîñòàâëÿåò 69.74 è 30.03 % äëÿ øòàììîâ VH-10 è
1609 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3).

Ïðè ýòîì â èíòàêòíûõ êëåòêàõ íè â øòàììå 1609, íè â
êîíòðîëå íå âûÿâëåíî ôîêóñîâ ã-H2AX. Íî ïðè äåéñòâèè
ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñ-

òîíà H2AX ïîÿâëÿåòñÿ, ïðè÷åì äèíàìèêà èíäóêöèè è
ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ ã-H2AX ðàçëè÷àåòñÿ â êëåòêàõ áîëü-
íîãî è çäîðîâîãî äîíîðà. Ïîñëå ã-îáëó÷åíèÿ â ñóáëåòàëü-
íîé äîçå 2 Ãð êàê â øòàììå VH-10, òàê è â øòàììå 1609
ôîêóñû ã-H2AX ïîÿâëÿþòñÿ ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ âî âñåõ êëåòêàõ. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ êîëè÷å-
ñòâî ôîêóñîâ ã-H2AX è õàðàêòåð èõ ðàñïðåäåëåíèÿ äîñòî-
âåðíî ðàçëè÷àþòñÿ. Ïîëíàÿ ýëèìèíàöèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX
íàáëþäàåòñÿ â 37 % êëåòîê øòàììà 1609 è 24 % øòàììà
VH-10. Ïðè ýòîì á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ñ ñîõðàíÿþùèìè-
ñÿ ôîêóñàìè ã-H2AX øòàììà 1609 ñîäåðæèò îò 1 äî
10 ôîêóñîâ, â òî âðåìÿ êàê â øòàììå VH-10 êëåòêè ðàñ-
ïðåäåëÿþòñÿ áîëåå ðàâíîìåðíî ìåæäó ãðóïïàìè, ñîäåð-
æàùèìè îò 1 äî 10, îò 10 äî 20 è áîëåå 20 ôîêóñîâ íà
êëåòêó (òàáë. 2).

872 Í. Â. Ñìèðíîâà, È. Ì. Ñïèâàê è äð.

Ðèñ. 3. Äîëÿ (%) èíòàêòíûõ êëåòîê øòàììîâ VH-10 è 1609, ñòàáèëèçèðóþùèõ ôîêóñû P53BP1.

Ò à á ë è ö à 2

Îáðàçîâàíèå ôîêóñîâ g-H2AX ãèñòîíà ïîä äåéñòâèåì g-îáëó÷åíèÿ è ïåðîêñèäà âîäîðîäà [500 ìêÌ]
â êëåòêàõ øòàììîâ VH-10 è 1609

Âîçäåéñòâèå g-îáëó÷åíèå, 2 Ãð

Âðåìÿ äî ôèêñàöèè 30 ìèí 24 ÷

Êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ g-H2AX
íà êëåòêó

0 1—10 10—20 >20 0 1—10 10—20 >20

Äîëÿ êëåòîê, %

Øòàìì VH-10

0 0 0 100 24.00 � 1.80 32.00 � 0.93 16.00 � 1.92 28.00 � 2.77

Äîëÿ êëåòîê, %

Øòàìì 1609

0 0 0 100 37.00 � 1.81 56.00 � 5.54 4.00 � 1.84 3.00 � 2.67

Âîçäåéñòâèå H2O2 [500 ìêÌ]

Âðåìÿ äî ôèêñàöèè 30 ìèí 24 ÷

Êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ g-H2AX
íà êëåòêó

0 1—10 10—20 >20 0 1—10 10—20 >20

Äîëÿ êëåòîê, %

Øòàìì VH-10

0 0 0 100 58.00 � 7.39 19.00 � 6.47 13.00 � 3.33 10.00 � 0.93

Äîëÿ êëåòîê, %

Øòàìì 1609

0 0 0 100 11.00 � 4.03 0 4.00 � 1.60 85.00 � 4.23



Ïðè âîçäåéñòâèè H2O2 â êîíöåíòðàöèè îò 100 äî
500 ìêÌ ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â êëåòêàõ øòàììà 1609 íèç-
êèå äîçû àãåíòà íå âûçûâàëè èíäóêöèè ôîêóñîâ ã-H2AX
ãèñòîíà (ðèñ. 4, á). Åñëè â êëåòêàõ øòàììà VH-10 ôîêóñû
ã-H2AX ãèñòîíà äåòåêòèðîâàëèñü ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ
(ðèñ. 4, à), òî äëÿ ïîëó÷åíèÿ àíàëîãè÷íîãî ýôôåêòà
øòàìì 1609 äîëæåí áûë áûòü îáðàáîòàí H2O2 â êîíöåíò-
ðàöèè íå ìåíåå 500 ìêÌ.

Ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëèñü è â õàðàêòåðå ýëèìèíàöèè ôî-
êóñîâ ã-H2AX ãèñòîíà ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
500 ìêÌ H2O2. Ïîëíàÿ ýëèìèíàöèÿ íàñòóïàëà òîëüêî â
11 % êëåòîê øòàììà 1609 è â 58 % êëåòîê çäîðîâîãî äî-
íîðà. Á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê øòàììà 1609 ñ ñîõðàíÿþùè-
ìèñÿ ôîêóñàìè ñîäåðæàëà áîëåå 20 ôîêóñîâ íà êëåòêó, â
òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëå êëåòêè ñ ôîêóñàìè ã -H2AX ãèñ-
òîíà ðàñïðåäåëÿëèñü áîëåå ðàâíîìåðíî ìåæäó ãðóïïàìè,
ñîäåðæàùèìè îò 1 äî 10, îò 10 äî 20 è áîëåå 20 ôîêóñîâ
íà êëåòêó (òàáë. 2).

Îáñóæäåíèå

Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Ñìèðíîâà è äð., 2008) íàìè
áûëà ïîêàçàíà ðîëü ëàìèíîïàòèè â ôîðìèðîâàíèè ïðîãå-
ðîèäíîãî ôåíîòèïà áîëüíîãî À. Ã., êóëüòóðà ïåðâè÷íûõ
ôèáðîáëàñòîâ êîòîðîãî (øòàìì 1609) áûëà çàäåéñòâî-
âàíà â èññëåäîâàíèè. Â øòàììå 1609 áûëè âûÿâëåíû íóê-
ëåîñêåëåòíûå àíîìàëèè, êîòîðûå áûëè àññîöèèðîâàíû ñ
ïàòîëîãè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
äîíîðà. Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå â ïîëüçó äèàãíî-
ñòèðîâàíèÿ ó ïàöèåíòà À. Ã. àòèïè÷åñêîãî ñèíäðîìà Âåð-
íåðà. Ìîëåêóëÿðíàÿ ïðèðîäà äàííîãî ñèíäðîìà ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ áàçèðóåòñÿ íà ìóòàöèÿõ â ãåíå
LMNA, êîäèðóþùåì ëàìèí A/C. Ýòî ñáëèæàåò åãî ïî öè-
òîãåíåòè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì ñ ïðîãåðèåé äåòåé (ñèíä-
ðîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà), à íå ñ êëàññè÷åñêèì ñèíä-
ðîìîì Âåðíåðà, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò äåôåêò ãåíà ãå-
ëèêàçû-íóêëåàçû WRN. Àíîìàëèè ÿäåðíîé ëàìèíû,
ñâÿçàííûå ñî ñòàáèëèçàöèåé óêîðî÷åííîé è ïåðìàíåíòíî
ôàðíåçèëèðîâàííîé ôîðì ïðåëàìèíà A, ïðîãåðèíà, îïè-
ñàíû è ïðè íîðìàëüíîì ñòàðåíèè. Â ýòîé ñâÿçè èññëåäî-

âàíèÿ êëèíè÷åñêèõ è öèòîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé áîëü-
íîãî À. Ã. ìîãóò ðàñøèðèòü ïðåäñòàâëåíèÿ î ðîëè ëàìèíà
A/C â ðàçâèòèè ïðîöåññîâ åñòåñòâåííîãî ñòàðåíèÿ íà êëå-
òî÷íîì è îðãàíèçìåííîì óðîâíÿõ.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íà-
ðóøåíèÿõ ðåãóëÿöèè ãåòåðîõðîìàòèíà â êëåòêàõ øòàììà
1609. Çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå êëåòî÷íîãî ïóëà, ýêñï-
ðåññèðóþùåãî ìàðêåðû êîíñòèòóòèâíîãî è ôàêóëüòà-
òèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè äàí-
íûõ ìàðêåðîâ, à òàêæå óìåíüøåíèå äîëè êëåòîê, ïîçè-
òèâíûõ ïî HP1ã, ïðîäåìîíñòðèðîâàííûå äëÿ øòàììà
1609, ñðàâíèìû ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ïðè àíàëèçå ïî
ýòèì êðèòåðèÿì êóëüòóð êëåòîê áîëüíûõ ñèíäðîìîì Õàò-
÷èíñîíà—Ãèëôîðäà è ïðåñòàðåëûõ çäîðîâûõ äîíîðîâ
(Scaffidi, Misteli, 2006; Shumaker et al., 2006). Âåðîÿòíûìè
ïîñëåäñòâèÿìè íàðóøåíèÿ ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè ìîæåò
áûòü ñíèæåíèå ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, âûçûâàþ-
ùèõ öåëûé ñïåêòð ïðîãåðîèäíûõ èçìåíåíèé êàê íà êëå-
òî÷íîì, òàê è íà îðãàíèçìåííîì óðîâíÿõ (Shaklai et al.,
2007).

Êðîìå çíà÷èòåëüíûõ íàðóøåíèé ýïèãåíåòè÷åñêîé ðå-
ãóëÿöèè õðîìàòèíà â êëåòêàõ øòàììà 1609 âûÿâëåíû òàê-
æå îòëè÷íûé îò êîíòðîëÿ óðîâåíü ñïîíòàííûõ ïîâðåæäå-
íèé ÄÍÊ è õàðàêòåð îòâåòà íà äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ ãåíî-
òîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ.

Äëÿ øòàììà 1609 ïîêàçàíà ïîâûøåííàÿ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì äîëÿ èíòàêòíûõ êëåòîê, àêêóìóëèðóþ-
ùèõ áîëüøîå êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ P53BP1 (áîëüøå 10).
Îäíèì èç âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèé ïîäîáíîé ñèòóàöèè ÿâ-
ëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå ôîêóñîâ P53BP1 â îòâåò íà öèòîòîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå àáåððàíòíûõ ôîðì ëàìèíà A/C. Àíàëî-
ãè÷íûé ýôôåêò îáðàçîâàíèÿ ðåïàðàöèîííûõ ôîêóñîâ áûë
ïîêàçàí ïðè èññëåäîâàíèè êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè ìóòàöèÿ-
ìè ãåíà LMNA (Manju et al., 2006). Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
êëåòîê, ñòàáèëèçèðóþùèõ ôîêóñû P53BP1, áûëî ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî ïðè èññëåäîâàíèè êëåòîê áîëüíûõ ñèíä-
ðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà, à òàêæå â êëåòêàõ ìûøåé
ñ íîêàóòíîé ìóòàöèåé ãåíà Zmpste24, êîäèðóþùåãî ìå-
òàëëîïðîòåàçó, ïðèíèìàþùóþ ó÷àñòèå â ïðîöåññèíãå ëà-
ìèíà A/C (Liu et al., 2005).

Áîëüøàÿ äîëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, àêêóìóëèðóþùèõ
îò 1 äî 5 ôîêóñîâ P53BP1, ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íà-
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Ðèñ. 4. Âèçóàëèçàöèÿ ôîêóñîâ ã-Y2AX ãèñòîíà â êëåòêàõ øòàììîâ VH-10 (à) è 1609 (á) ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà
[100 ìÌ].



êîïëåíèè ïîâðåæäåíèé â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ,
òàê êàê êëåòêè áûëè èñïîëüçîâàíû íà ñðàâíèòåëüíî âûñî-
êîì (29-ì) ïàññàæå.

Â òî æå âðåìÿ â èíòàêòíûõ êëåòêàõ øòàììà 1609, êàê
è â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà, ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿþò-
ñÿ ìàðêåðû äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ — ÿäåðíûå ôîêó-
ñû ã-H2AX. Ýòî ÿâíîå îòëè÷èå êëåòîê áîëüíîãî À. Ã. îò
êëåòîê ïàöèåíòà ñ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà, â
êîòîðûõ â îòñóòñòâèå âñÿêîãî ïîâðåæäàþùåãî âîçäåéñò-
âèÿ äåòåêòèðóåòñÿ çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ
ã-H2AX (Scaffidi, Misteli, 2006).

Ïðè âîçäåéñòâèè ã-îáëó÷åíèÿ â êëåòêàõ øòàììà 1609
äèíàìèêà îáðàçîâàíèÿ è ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ ã-H2AX ãè-
ñòîíà ñðàâíèìà ñ êîíòðîëåì, íàáëþäàåòñÿ äàæå íåêîòî-
ðîå îïåðåæåíèå ïî êðèòåðèþ óâåëè÷åíèÿ äîëè êëåòîê ñ
ýëèìèíèðîâàííûìè ôîêóñàìè. Â êëåòêàõ øòàììà 1609 çà-
ðåãèñòðèðîâàíû îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíûõ â ðàñïðåäåëå-
íèè êëåòîê ïî êîëè÷åñòâó ôîêóñîâ ãèñòîíà ÷åðåç 24 ÷ ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ — ïðåîáëàäàåò äîëÿ êëåòîê ñ íèçêèì êî-
ëè÷åñòâîì ôîêóñîâ. Âîçìîæíûì îáúÿñíåíèåì äàííîé
ñèòóàöèè ìîæåò ïîñëóæèòü ïðåèìóùåñòâåííîå èñïîëüçî-
âàíèå êëåòêàìè øòàììà 1609 áîëåå áûñòðîãî è ìåíåå òî÷-
íîãî ñïîñîáà íåãîìîëîãè÷íîãî âîññîåäèíåíèÿ êîíöîâ
ÄÍÊ, êîòîðûé çàäåéñòâóåòñÿ â óñëîâèÿõ çàäåðæêè ïåðå-
õîäà èç G1- â S-ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà (Sonoda et al.,
2006). Ïðåèìóùåñòâåííîå èñïîëüçîâàíèå íåãîìîëîãè÷å-
ñêîãî âîññîåäèíåíèÿ êîíöîâ ÄÍÊ áûëî âûÿâëåíî ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè îñîáåííîñòåé ðåïàðàöèè ÄÍÊ êëåòîê áîëü-
íûõ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà (Liu et al., 2005).
Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ïðåñòàðåëûõ
äîíîðîâ èñïîëüçîâàíèå íåãîìîëîãè÷åñêîãî âîññîåäèíå-
íèÿ êîíöîâ ñîïðÿæåíî ñ âûñîêèì òåìïîì íàêîïëåíèÿ
õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé (Seluanov et al., 2004). Ïîâûøåí-
íûé óðîâåíü õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé áûë ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàí â êëåòêàõ øòàììà 1609 â áîëåå ðàííèõ èññëåäîâà-
íèÿõ (Êîâèíà è äð., 2002).

Õàðàêòåð îòâåòà ôèáðîáëàñòîâ øòàììà 1609 íà âîç-
äåéñòâèå ã-îáëó÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ åùå îäíèì êîñâåííûì
ïîäòâåðæäåíèåì äèàãíîçà àòèïè÷íîãî ñèíäðîìà Âåðíåðà,
òàê êàê ïðè êëàññè÷åñêîì ñèíäðîìå Âåðíåðà ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàíû íàðóøåíèÿ ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè äâóõíèòå-
âûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñêîðîñòü
ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ ã-H2AX ïîñëå ã-îáëó÷åíèÿ áóäåò
ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â êîíòðîëå.

Âûÿâëåííàÿ íàìè óñòîé÷èâîñòü êëåòîê 1609 ê äåéñò-
âèþ íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ïåðîêñèäà âîäîðîäà ìîæåò ñî-
îòâåòñòâîâàòü äàííûì, ïîëó÷åííûì ðàíåå Áàíàò è Îëèâå î
áîëüøåé èíòåíñèâíîñòè îáðàçîâàíèÿ ôîêóñîâ ã-H2AX ãèñ-
òîíà ïðè âîçäåéñòâèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà íà êëåòêè, íàõî-
äÿùèåñÿ â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà (Banath, Olive, 2003),
òàê êàê èñõîäÿ èç ïðîëèôåðàòèâíûõ îñîáåííîñòåé øòàììà
1609 (Êîâèíà è äð., 2002; Ñìèðíîâà è äð., 2008) åñòü îñíî-
âàíèÿ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â êëåòêàõ ýòîãî øòàììà èìååò
ìåñòî çàäåðæêà ïåðåõîäà èç G1- â S-ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà.
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AN ATYPICAL CASE OF WERNER SYNDROME: EPIGENETIC CONTROL

AND DNA DAMAGE RESPONSE ALTERATIONS
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A case of adult progeria has been described. It has been suggested that this case is an atypical form of Wer-
ner syndrome with laminopathy — not WRN helicase-nuclease defect. During detailed studies of the patient’s
cells, epigenetic control and DNA damage response alterations were detected.
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