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Êëåòî÷íûé ðåïàðàòèâíûé ïîòåíöèàë â ñåìüÿõ áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé

Êëþ÷åâûì áåëêîì ãëîáàëüíîãî êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêèíàçà
ÀÒÌ. Ïðè ìóòàöèÿõ â îáåèõ àëëåëÿõ ãåíà, êîäèðóþùåãî ÀÒÌ, ðàçâèâàåòñÿ òÿæåëîå íàñëåäñòâåííîå çà-
áîëåâàíèå àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ) ñî ñëîæíûì ïëåéîòðîïíûì ôåíîòèïîì, õàðàêòåðèçóþùååñÿ
ìíîãî÷èñëåííûìè íåâðîëîãè÷åñêèìè íàðóøåíèÿìè, âûñîêîé ÷àñòîòîé ðàçâèòèÿ îïóõîëåé, óñêîðåííûì
ñòàðåíèåì è ðåçêî ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè. Ýòî íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àþùèéñÿ ñèíäðîì ñ íàñëåäñòâåííî ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Íàêîïëåííûå ê íàñòî-
ÿùåìó âðåìåíè äàííûå î ðîëè áåëêà ÀÒÌ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ïî-
äðîáíîå îïèñàíèå åãî áåëêîâ-ìèøåíåé ïîçâîëÿþò ïðîàíàëèçèðîâàòü êàê ðåïàðàòèâíûé ïîòåíöèàë, òàê è
ïðèçíàêè ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ êàê â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ÀÒ, òàê è â êëåòêàõ ãåòåðî-
çèãîòíûõ íîñèòåëåé äàííîãî çàáîëåâàíèÿ. Ïåðâè÷íûå ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò áîëüíûõ ÀÒ è èõ ðî-
äèòåëåé — ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm, — áûëè èçó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè è ýëåêòðîôîðåçà îòäåëüíî âçÿòûõ êëåòîê (ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
êëåòêè áîëüíîé ÀÒ (AT8SP) íå ôîðìèðóþò áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå èîíèçèðóþùåãî îáëó÷åíèÿ â
òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà â îòëè÷èå îò êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà, ó êîòîðûõ áëîêè êëåòî÷íîãî öèêëà â
îòâåò íà ïîâðåæäàþùåå âîçäåéñòâèå ôîðìèðóþòñÿ. Èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ êëåòîê ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm íàáëþäàþòñÿ, íî ìåíåå ÿðêî âûðàæåíû,
÷åì â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà. Ñïîñîáíîñòü ê âîññîåäèíåíèþ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïîñëå îáëó÷åíèÿ òàêæå
äîñòîâåðíî ñíèæåíà â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ è ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè çäîðîâîãî äîíîðà. Êëåòêè çäîðîâîãî äîíîðà ñïîñîáíû âîññîåäèíèòü çà 2.5 ÷ íå ìåíåå 90 % ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ, â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ âîññòàíàâëèâàëîñü ëèøü îêîëî 30 % ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, à â
êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ — ïðèáëèçèòåëüíî 50 %. Ðàçíèöà äèíàìèêè ïðîöåññà
âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ìåæäó ðàçíûìè ñåìüÿìè ïîäòâåðæäàåò äàííûå î áîëüøîì ôåíîòèïè-
÷åñêîì ðàçíîîáðàçèè ïðîÿâëåíèé äàííîãî çàáîëåâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ, ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò, ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ.

Êëåòî÷íûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ êðàå-
óãîëüíûì êàìíåì âñåé ñèñòåìû ïîääåðæàíèÿ ñòàáèëüíî-
ñòè ãåíîìà è â ïåðâóþ î÷åðåäü âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïåðåäà÷ó
èíôîðìàöèè î ïîâðåæäåíèè ïî ìíîæåñòâó ñèãíàëüíûõ
ïóòåé (Sancar et al., 2004; Thaker, Zdzienicka, 2005). Êëþ-
÷åâûì áåëêîì êëåòî÷íîãî îòâåòà ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêèíàçà
ÀÒÌ (ataxia-telangiectasia mutant). Îíà ñïîñîáíà ê àâòî-
ôîñôîðèëèðîâàíèþ è àêòèâèðîâàíèþ ñâîåé ïðîòåèíêè-
íàçíîé ôóíêöèè â îòâåò íà âîçíèêíîâåíèå êîíôîð-
ìàöèîííûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà ïîñëå ïîÿâëåíèÿ äâóõ-
íèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ è áûñòðîìó ïîñëåäóþùåìó
ôîñôîðèëèðîâàíèþ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ-ìèøåíåé (Shiloh,
2003; Lavin, 2008).

Â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè îáîèõ àëëåëåé ãåíà atm, êîäè-
ðóþùåãî áåëîê ÀÒÌ, ðàçâèâàåòñÿ àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòà-
çèÿ (ÀÒ), èëè ñèíäðîì Ëóè-Áàð, — àóòîñîìíî-ðåöåññèâ-
íîå íàñëåäñòâåííîå çàáîëåâàíèå, õàðàêòåðèçóþùååñÿ
ìîçæå÷êîâîé àòàêñèåé, òåëåàíãèýêòàçèÿìè, íàðóøåíèåì
èììóíèòåòà, óñêîðåííûì ñòàðåíèåì è ñêëîííîñòüþ ê çëî-
êà÷åñòâåííûì íîâîîáðàçîâàíèÿì (Savitsky et al., 1995; La-
vin, Shiloh, 1997; Sandoval et al., 1999; McKinnon et al.,
2004; Lavin, 2008). Ñàì ñèíäðîì ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî ðåä-

êèì è ïðîÿâëÿåòñÿ â ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ ñ ÷àñòîòîé
1:40 000—1:200 000 (Arlett, Priestly, 1985; Ñïèâàê, 1999;
Shiloh, 2003). Â òî æå âðåìÿ åãî ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëü-
ñòâî êðàéíå âûñîêî — îò 4 äî 7 % â ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöè-
ÿõ. Ïðè ýòîì íóæíî ó÷èòûâàòü, ÷òî ãåòåðîçèãîòíîå íîñè-
òåëüñòâî ÀÒ ïðèâîäèò ê ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëü-
íîñòè íà êëåòî÷íîì óðîâíå è êàê ñëåäñòâèå — ê ðàçâèòèþ
ðàííèõ îïóõîëåé, õîòÿ è íå èìååò ôåíîòèïè÷åñêîãî âûðà-
æåíèÿ (Pulverer, 2003).

Ðåïàðàòèâíûé ïîòåíöèàë êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì
ÄÍÊ-êîìåò (Single-Cell Gel Electrophoresis — «DNA-co-
met assay»). Ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò ÿâëÿåòñÿ áûñòðûì è ÷óâñò-
âèòåëüíûì ìåòîäîì ðåãèñòðàöèè ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ è ïîçâîëÿåò èçó÷àòü ïðîöåññû ðåïàðàöèè ÄÍÊ íà
óðîâíå îòäåëüíûõ êëåòîê. Äàííûé ìåòîä ïðèìåíèì â ñèñ-
òåìàõ in vivo è in vitro. Ñ åãî ïîìîùüþ îáíàðóæèâàþò
äâóõíèòåâûå ðàçðûâû, îäíîíèòåâûå ðàçðûâû, ùåëî÷åëà-
áèëüíûå ñàéòû ÄÍÊ, àëêèëèðîâàííûå îñíîâàíèÿ (Collins
et al., 2008; Shaposhnikov et al., 2008; Trzeciak et al., 2008;
Collins, 2009). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòîò ìåòîä øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ â èññëåäîâàíèÿõ ãåíîòîêñè÷íîñòè ôàðìàöåâ-
òè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ (Tice et al., 2000), ðåïàðàöèè ÄÍÊ
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(Collins, 2009), àïîïòîçà (Omidkhoda et al., 2007), êëèíè-
÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ïî ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêå (Ala-
petite, 1997), ïðåäðàñïîëîæåííîñòè ê îíêîëîãè÷åñêèì çà-
áîëåâàíèÿì è òåðàïèè ðàêà (Tronov et al., 2006). Ñàìûì
ðàñïðîñòðàíåííûì îáúåêòîì äëÿ ïîïóëÿöèîííîãî àíàëè-
çà ÿâëÿþòñÿ ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è ïåðâè÷-
íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà (Trzeciak et al., 2008). Îñîáîå
ïðåèìóùåñòâî ýòîãî ìåòîäà — ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê, íåîáõîäèìîå äëÿ àíàëèçà: äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ïðåïàðàòîâ èõ äîñòàòî÷íî âñåãî íåñêîëüêî òûñÿ÷.

Ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â
êëåòî÷íîé áèîëîãèè äëÿ ðåøåíèÿ öåëîãî ñïåêòðà íàó÷-
íûõ ïðîáëåì. Ñóùåñòâóþò äâà íàïðàâëåíèÿ: ïðîòî÷íàÿ
öèòîìåòðèÿ è ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ñîðòèðîâêè. Ïåðâîå
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñàìîñòîÿòåëüíûé, ÷èñòî àíàëèòè÷å-
ñêèé ïîäõîä, âòîðîå îñíîâûâàåòñÿ íà àíàëèòè÷åñêèõ âîç-
ìîæíîñòÿõ ïåðâîãî, íî ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü èíòåðåñóþ-
ùèå èññëåäîâàòåëÿ ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê è ïðîâîäèòü ñ
íèìè ìîðôîëîãè÷åñêèå, áèîõèìè÷åñêèå è äðóãèå èññëå-
äîâàíèÿ (Muirhead et al., 1985; Ïîëåòàåâ, 1989; Shapiro,
1995). Áûñòðûé òåõíè÷åñêèé ïðîãðåññ â îáëàñòè ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè ïîçâîëÿåò ñ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ
êîëè÷åñòâåííî ðåãèñòðèðîâàòü ðàçëè÷íûå ñòðóêòóðíûå è
ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê
ïðè ìèíèìàëüíîì èõ ðàçðóøåíèè ëèáî ïðèæèçíåííî.
Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà èçó÷àþò ïàðàìåòðû êëåòî÷íîãî
öèêëà è ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà â íîðìå è ïðè âíåøíèõ âîç-
äåéñòâèÿõ â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ, â òîì ÷èñëå îïóõîëåâûõ,
ðàçäåëÿþò ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå òèïû ïî íàëè÷èþ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ, èçìåðÿþò äëèíû òåëîìåð (Lauzon
et al., 2000; Baerlocher et al., 2002; Kapoor, Telford, 2004).

Ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü áëîêè êëåòî÷íîãî öèêëà
ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ñâîéñòâîì íåòðàíñ-
ôîðìèðîâàííîé êëåòêè è ìíîãèìè àâòîðàìè ñâÿçûâàåòñÿ
ñ àêòèâàöèåé ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ (Iliakis, 2003).
Â îòëè÷èå îò çäîðîâûõ êëåòîê êëåòêè áîëüíûõ ÀÒ îòëè-
÷àþòñÿ ðàäèîðåçèñòåíòíîñòüþ è íå ôîðìèðóþò áëîêè
êëåòî÷íîãî öèêëà â îòâåò íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Áàðåí-
ôåëüä è äð., 1997; Barenfeld et al., 1998; Lavin, 2008).

Çàäà÷à íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â îïðåäåëåíèè
âëèÿíèÿ ðàäèàöèîííîãî âëèÿíèÿ íà ïàðàìåòðû êëåòî÷íî-
ãî öèêëà è äèíàìèêó ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ
áîëüíûõ ÀÒ è èõ êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ — ãåòåðîçèãîò-
íûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçî-
âàíû øòàììû äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûå îò
áîëüíûõ ÀÒ, ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàöèè â ãåíå
atm è çäîðîâûõ äîíîðîâ.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í î é ê ó ë ü ò ó ð û ô è á ð î-
á ë à ñ ò î â ê î æ è. Äîíîðàìè ôèáðîáëàñòîâ ñòàëè äâà ïà-
öèåíòà ñ ÀÒ è èõ ðîäèòåëè, à òàêæå áîëüíàÿ ñ àòàêñèåé,
ðàçâèâøåéñÿ â ðåçóëüòàòå îïóõîëè ìîçæå÷êà. Äëÿ âûäåëå-
íèÿ ôèáðîáëàñòîâ ïîëó÷åííûå ñ ñîáëþäåíèåì âñåõ ïðà-
âèë ñòåðèëüíîñòè ôðàãìåíòû êîæè ñ îáëàñòè ïðåäïëå÷üÿ
ïîìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM
(Áèîëîò, Ðîññèÿ, èëè Sigma, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì àíòèáè-
îòèêîâ è ìåõàíè÷åñêè èçìåëü÷àëè äî ïîëó÷åíèÿ êàê ìîæ-
íî áîëåå äèñïåðñíûõ ôðàãìåíòîâ. Çàòåì êîæíûå ôðàã-
ìåíòû ïîìåùàëè ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî â ÷àøêè Ïåòðè
äèàìåòðîì 3 ñì (Nunclon, ÑØÀ) è äîáàâëÿëè ïîëíóþ ðîñ-
òîâóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM (Gibco, ÑØÀ) ñ 16 %

ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (Hyclone, ÑØÀ), 100 åä./ìë
ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà, 25 ìêã/ìë ôóí-
ãèçîíà è 0.3 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà. Ýêñïëàíòàò êîæè èíêó-
áèðîâàëè, ìåíÿÿ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó 1 ðàç â 4—7 ñóò äî
ïîÿâëåíèÿ äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà ôèáðîáëàñòîâ. Ïðè
ïîëó÷åíèè ìîíîñëîÿ êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñòàí-
äàðòíûì ñïîñîáîì ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà òðèïñèí-ÝÄÒÀ è
êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â ñðåäå F-10 èëè DMEM
ñ äîáàâëåíèåì 13 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãà-
òîãî ñêîòà (Sigma, ÑØÀ) è àíòèáèîòèêîâ (100 åä./ìë ïå-
íèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà) ïðè 37 °Ñ â àò-
ìîñôåðå ñ ñîäåðæàíèåì 5 % ÑÎ2.

Øòàììû äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûå îò
÷ëåíîâ ïåðâîé ñåìüè (ÀÒ6) — äåâóøêè 16 ëåò ñ ÀÒ è
åå ôåíîòèïè÷åñêè çäîðîâûõ ìàòåðè (M) è îòöà (F), —
áûëè îáîçíà÷åíû ñîîòâåòñòâåííî AT6SP, AT(M)6SP è
AT(F)6SP. Øòàììû äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó-
÷åííûå îò ÷ëåíîâ âòîðîé ñåìüè (ÀÒ8) — äåâî÷êè 11 ëåò ñ
ÀÒ, åå ôåíîòèïè÷åñêè çäîðîâûõ ìàòåðè (M) è îòöà (F), —
áûëè îáîçíà÷åíû ñîîòâåòñòâåííî AT8SP, AT(M)8SP è
AT(F)8SP. Äèïëîèäíûå ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò
áîëüíîé ñ àòàêñèåé, âîçíèêøåé â ðåçóëüòàòå îïóõîëè ìîç-
æå÷êà, áûëè îáîçíà÷åíû AT7SP. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
áûëè èñïîëüçîâàíû äèïëîèäíûå ôèáðîáëàñòû êðàé-
íåé ïëîòè ìàëü÷èêà 11 ëåò — VH10 (Nygren et al., 1994;
Kolman et al., 1997), ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå ïðîô.
Àäîé Êîëüìàí (A. Kolman, Ñòîêãîëüìñêèé óíèâåðñèòåò,
Øâåöèÿ).

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ñòåïåíè ðåïàðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà
ôèáðîáëàñòû îáëó÷àëè íà ðåíòãåíîâñêîé óñòàíîâêå
ÐÓÌ-17 â äîçå 2 Ãð.

Ì å ò î ä Ä Í Ê - ê î ì å ò âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñëåäóþùèå
ýòàïû: ïðèãîòîâëåíèå ãåëü-ñëàéäà, ëèçèñ êëåòîê, ùåëî÷-
íàÿ èíêóáàöèÿ, ýëåêòðîôîðåç, íåéòðàëèçàöèÿ, îêðàñêà
ñëàéäîâ, àíàëèç è îáðàáîòêà äàííûõ. Âñå ýòàïû (êðîìå
ïîñëåäíåãî) ïðîâîäèëè â óñëîâèÿõ ìèíèìàëüíîãî ïîïàäà-
íèÿ ñâåòà, ïðè 4 °Ñ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãåëü-ñëàéäîâ èñïîëü-
çîâàëè ïðåäìåòíûå ñòåêëà, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå
1%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì àãàðîçû (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Äà-
ëåå 50 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ñìåøèâàëè ñî 150 ìêë
àãàðîçû ñ íèçêîé òî÷êîé ïëàâëåíèÿ (Àgaroså-ðråð. Ultrà
1îow-gelling and melting point LKB, Øâåöèÿ) (1%-íûé
ðàñòâîð â ÐÂS), èìåþùåé òåìïåðàòóðó 37 °Ñ, è áûñòðî
íàíîñèëè íà ïîäãîòîâëåííîå ïðåäìåòíîå ñòåêëî ïðè-
ìåðíî ïî 100 ìêë íà êàæäûé ñëàéä, ñâåðõó íàêðûâàëè ïî-
êðîâíûì ñòåêëîì è îñòàâëÿëè íà 5 ìèí ïðè 4 °Ñ. Çàòåì
ñíèìàëè ïîêðîâíîå ñòåêëî è ïðèñòóïàëè ê ýòàïó ëèçèñà.
Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðîöåäóðîé ëèçèñà ê ëèçèðóþùå-
ìó áóôåðó (2.5 ìM NaÑ1, 100 ìÌ Nà2ÅDÒÀ, 10 ìÌ Òris,
ðÍ 10) äîáàâëÿëè äåòåðãåíò Òðèòîí Õ-100 (Helicon, Ðîñ-
ñèÿ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 %. Ëèçèñ ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 4° Ñ. Ïîñëå ýòàïà ëèçèñà è óäàëåíèÿ èç-
áûòêà ëèçèðóþùåãî áóôåðà ñ ïîìîùüþ ôèëüòðîâàëüíîé
áóìàãè ñëàéäû ïîäñóøèâàëè è ïîäâåðãàëè äàëüíåéøåé
ïðîöåäóðå ùåëî÷íîé îáðàáîòêè. Äëÿ ùåëî÷íîé èíêóáà-
öèè è ýëåêòðîôîðåçà èñïîëüçîâàëè îäèí è òîò æå áóôåð
(1 ìÌ Nà2ÅDÒÀ, 300 ìÌ NàÎÍ, ðÍ 13) è, ñëåäîâàòåëüíî,
ïåðâóþ ïðîöåäóðó ïðîâîäèëè ñðàçó â ýëåêòðîôîðåçíîì
òàíêå äëÿ èçáåæàíèÿ ëèøíèõ ìàíèïóëÿöèé ñî ñëàéäàìè,
êîòîðûå ìîãëè áû ïðèâåñòè ê ïîòåðå ãåëÿ ñ ïîâåðõíîñòè
ïðåäìåòíîãî ñòåêëà. Äëèòåëüíîñòü ùåëî÷íîé èíêóáàöèè
ñîñòàâèëà 40 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â òå-
÷åíèå 40 ìèí (4 °Ñ, íàïðÿæåíèå 5 Â/ñì). Ïîñëå èçâëå÷å-
íèÿ ñëàéäîâ èçáûòîê ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî áóôåðà óäà-
ëÿëè ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãîé, çàòåì ñëàéäû ïîäñóøèâà-

Êëåòî÷íûé ðåïàðàòèâíûé ïîòåíöèàë â ñåìüÿõ áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé 979



ëè 5—7 ìèí ïåðåä ýòàïîì íåéòðàëèçàöèè. Ñëàéäû
íåéòðàëèçîâàëè 3-êðàòíîé ïðîìûâêîé â 0.4 Ì Òris,
ðÍ 7.5, ïî 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî ïðèñòóïàëè ê ýòàïó îêðàñêè.
Äëÿ îêðàñêè ñëàéäîâ èñïîëüçîâàëè SYBR® Green I (Sig-
ma, ÑØÀ) â 90%-íîì ãëèöåðèíå (Áèîëîò, Ðîññèÿ) â ðàçâå-
äåíèè 1.5 ìêë íà 10 ìë áóôåðà TE (Tris-EDTA, pH 7.5)
(Sigma, ÑØÀ). Çàòåì ïîñëå íàíåñåíèÿ ïîêðîâíûõ ñòåêîë
ñëàéäû ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó è îñòàâëÿëè â õîëî-
äèëüíèêå ïðè 4 °Ñ äî ìîìåíòà âèçóàëüíîãî àíàëèçà.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é. Âèçó-
àëèçàöèþ «êîìåò» ïðîâîäèëè íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðî-
ñêîïå Zeiss LSM 5 PASCAL (èñòî÷íèê ñâåòà ðòóòíàÿ ëàìïà
250 âàòò, äëèíà âîëíû âîçáóæäàþùåãî ñâåòà çàäàâàëàñü
ôèëüòðîì 516—560 íì, áàðüåðíûé ôèëüòð 590 íì, óâåëè-
÷åíèå 40�). Ââèäó îòñóòñòâèÿ ñïåöèàëüíî àäàïòèðîâàííîé
äëÿ ìåòîäà êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû îöåíêó «êîìåò» ïðî-
âîäèëè âèçóàëüíî. Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè êàæäîé ëèíèè ïðî-
âîäèëè ïî òðè ýêñïåðèìåíòà, â õîäå êîòîðûõ îöåíèâàëè ñî-
äåðæàíèå êëåòîê êàæäîãî òèïà — êëåòêè áåç ÄÍÊ-ïîâðåæ-
äåíèé, êëåòêè ñ íåêîòîðûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèÿìè, êëåòêè
ñî çíà÷èòåëüíûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèÿìè. Äàëåå äëÿ êàæäî-
ãî êîíêðåòíîãî ñëó÷àÿ âûñ÷èòûâàëè ïëîùàäü «êîìåò» (S)
ïî ôîðìóëå S = N�0 + N1�0.5 + N2�1, ãäå N — êîëè÷åñòâî
êëåòîê, îòíîñÿùèõñÿ ê òèïó a, N2 — êîëè÷åñòâî êëåòîê,
îòíîñÿùèõñÿ ê òèïó á, N2 — êîëè÷åñòâî êëåòîê, îòíîñÿ-
ùèõñÿ ê òèïó â (ðèñ. 1).

Ì å ò î ä ï ð î ò î ÷ í î é ö è ò î ì å ò ð è è. Â îïûò áðàëè
âñå êëåòêè ñ ÷àøêè Ïåòðè, ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS, äî-
áàâëÿëè ÐÍÊàçó (0.25 ìã/ìë), PI (èîäèä ïðîïèäèÿ;
50 ìêã/ìë) è ñàïîíèí (200 ìêã/ìë) èëè 0.1 % Òðèòîí. Àíà-
ëèç ïðîèçâîäèëè íà öèòîìåòðå Odam (Brucker, Ôðàíöèÿ).

Î á ð à á î ò ê ó ð å ç ó ë ü ò à ò î â ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû MS Excel 2007. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îïðå-
äåëÿëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Î ö å í ê à ð å ï à ð à ò è â í î é ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ì å ò î-
ä î ì Ä Í Ê - ê î ì å ò. Ïëîùàäè «êîìåò» áûëè îïðåäåëå-
íû â êëåòêàõ êàê áåç ïîâðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ, òàê è â
ðàçëè÷íîå âðåìÿ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå
2 Ãð. Ñóììàðíàÿ ïëîùàäü «êîìåò» ñîîòâåòñòâóåò ñòåïåíè
ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ èññëåäóåìûõ êëåòîê. Àíàëèç ðåçóëüòà-
òîâ âûÿâèë ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè âñåõ
èññëåäîâàííûõ øòàììîâ. Ñðåäíèå ñóììàðíûå ïëîùàäè
«êîìåò» ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ íåçàâèñèìûõ îïûòîâ ïðèâå-
äåíû â òàáë. 1. Âèäíî, ÷òî èíòàêòíûå êëåòêè øòàììîâ,
ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ÀÒ (êëåòêè AT6SP è AT8SP), ñî-
äåðæàò äîñòîâåðíî áîëüøåå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ-ïîâðåæäå-
íèé. Îñîáåííî ñóùåñòâåííî ýòî âûðàæåíî â êëåòêàõ
AT8SP. ×åðåç 30 ìèí ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ
ñóììàðíàÿ ïëîùàäü «êîìåò» ðåçêî âîçðàñòàëà âî âñåõ
èçó÷åííûõ øòàììàõ, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ïîÿâëåíèþ â
ÄÍÊ êëåòîê áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàçðûâîâ. Ïðè ýòîì êî-
ëè÷åñòâî ðàçðûâîâ â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ íåçíà÷èòåëüíî
(â ñðåäíåì íà 10 %), íî äîñòîâåðíî ïðåâûøàëî òàêîâîå
êàê â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà, òàê è â øòàììàõ, ïîëó-
÷åííûõ îò ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ. Ñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê ê âîññîåäèíåíèþ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïîñëå
îáëó÷åíèÿ îïðåäåëÿëàñü ñóììàðíûìè ïëîùàäÿìè «êî-
ìåò» ÷åðåç 2.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Çà ýòîò ïåðèîä âðåìåíè
â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ ïðîèñõîäèëà ðåïàðàöèÿ ëèøü òðå-
òè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ çäîðîâîãî
äîíîðà ýòîò ïðîöåññ ïðàêòè÷åñêè çàâåðøàëñÿ. Â òî æå

âðåìÿ â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ
âîññîåäèíåíèå ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïðîõîäèëî áûñòðåå, ÷åì ó
áîëüíûõ ÀÒ, íî íå äîñòèãàëî óðîâíÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ â
êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ôèáðî-
áëàñòû, ïîëó÷åííûå îò áîëüíîé ñ êëèíè÷åñêîé ôîðìîé
àòàêñèè, âîçíèêøåé â ðåçóëüòàòå îïóõîëè ìîçæå÷êà (êëåò-
êè AT7SP), äåìîíñòðèðóþò òàêæå ñíèæåííûé ðåïàðàòèâ-
íûé ïîòåíöèàë ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè çäîðîâîãî äîíî-
ðà è ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ ñõîäíû ñ êëåòêàìè ãåòåðîçèãîò-
íûõ íîñèòåëåé ÀÒ.

Îäíîâðåìåííî íà òåõ æå ïðåïàðàòàõ áûëè ïîäñ÷èòà-
íû àïîïòîçíûå êëåòêè, êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ îò îáû÷íûõ
«êîìåò» òåì, ÷òî ó íèõ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò «ÿäðî êî-
ìåòû», à âñÿ ÄÍÊ ñîñðåäîòî÷åíà â «õâîñòå» (ðèñ. 1, ã).
Ýòè êëåòêè ìû íå ó÷èòûâàëè ïðè ïîäñ÷åòå ñóììàðíûõ
ïëîùàäåé «êîìåò», òàê êàê ñ÷èòàëè èõ íåæèçíåñïîñîáíû-
ìè. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà äèíàìèêà äîëè òàêèõ êëåòîê â
ðàçëè÷íûõ èññëåäîâàííûõ øòàììàõ â èíòàêòíîì ñîñòîÿ-
íèè è ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ. Â êëåòêàõ øòàì-
ìîâ áîëüíûõ ÀÒ óðîâåíü ñïîíòàííîãî àïîïòîçà ñóùåñò-
âåííî âûøå, ÷åì â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà, è íåñêîëüêî
âûøå, ÷åì â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâà-
íèÿ. Êîëè÷åñòâî àïîïòîçíûõ êëåòîê ïîñëå îáëó÷åíèÿ òàê-
æå ñóùåñòâåííåå âîçðàñòàåò â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ
(ðèñ. 2, êðèâàÿ 1), ÷åì â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà (ðèñ. 2,
êðèâàÿ 2), à â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëå-
âàíèÿ ìû íàáëþäàåì ïðîìåæóòî÷íûé ðåçóëüòàò (ðèñ. 2,
êðèâûå 3 è 4).

À í à ë è ç ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à ì å ò î ä î ì ï ð î-
ò î ÷ í î é ö è ò î ì å ò ð è è. Ðàíåå íàìè ýòèì ìåòîäîì áûëè
èçó÷åíû êëåòêè øòàììîâ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíîé AT6SP
è åå êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ (Ñïèâàê è äð., 2007).
Â òàáë. 2 è íà ðèñ. 3 ìû ïðèâîäèì ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åí-
íûå ïðè èññëåäîâàíèè ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà êàê
ïðè îáû÷íîì ðîñòå êëåòî÷íûõ êóëüòóð, òàê è ïîñëå ðåíò-
ãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð, äëÿ øòàììîâ ôèáðî-
áëàñòîâ áîëüíîé AT8SP è ÷ëåíîâ åå ñåìüè, à òàêæå áîëü-
íîé AT7SP, ñòðàäàþùåé àòàêñèåé, âîçíèêøåé â ðåçóëüòà-
òå îïóõîëè ìîçæå÷êà. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè çäîðîâîãî
äîíîðà VH10 èìåþò íåíàðóøåííóþ ñèñòåìó áëîêèðîâà-
íèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ÷òî
ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ ýòèõ êëåòîê â ôàçàõ G1 è G2 â òå-
÷åíèå 3 ñóò ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ. Êëåòêè

980 Å. À. Ïîëóáîòêî, À. Í. Øàòðîâà è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé êîìåò (S)
äî è ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 2 Ãð

Íàçâàíèå
øòàììà êëåòîê

Ïëîùàäü êîìåò (S)

áåç îáëó÷åíèÿ
30 ìèí ïîñëå

îáëó÷åíèÿ
2.5 ÷ ïîñëå
îáëó÷åíèÿ

VH10 3.00 � 0.86 83.00 � 3.90 13.83 � 5.83

AT6SP 9.50 � 5.00à 94.50 � 1.80à 72.16 � 2.56á

AT(F)6SP 9.50 � 2.18à 81.16 � 6.71 22.66 � 2.56à

AT(M)6SP 8.66 � 4.31à 78.16 � 6.80 20.00 � 0.86

AT8SP 18.83 � 2.93á 93.33 � 0.17à 74.16 � 1.61á

AT(M)8SP 6.66 � 0.76 83.50 � 1.00 38.16 � 1.61à

AT(F)8SP 4.50 � 0.86 85.83 � 2.84 28.83 � 2.02à

AT7SP 9.66 � 1.23à 85.50 � 2.92 32.66 � 3.13à

à Ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.05.
á Ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.001.



áîëüíîé ÀÒ (AT8SP), íàïðîòèâ, äåìîíñòðèðóþò ïîëíóþ
ðàäèîðåçèñòåíòíîñòü è íå èçìåíÿþò ïàðàìåòðîâ êëåòî÷-
íîãî öèêëà â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà. Êëåòêè ãåòåðî-
çèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm äåìîíñòðèðóþò
ìåíåå âûðàæåííûå è ïðîòÿæåííûå áëîêè êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, íåæåëè êëåòêè çäîðîâîãî äîíîðà. Ñõîäíàÿ êàðòèíà íà-
áëþäàåòñÿ è â êëåòêàõ áîëüíîé AT7SP. Ïðè ñðàâíåíèè
äèíàìèêè ðîñòà êëåòîê èññëåäîâàííûõ øòàììîâ âèäíî,
÷òî êëåòêè çäîðîâîãî äîíîðà ãîðàçäî ñèëüíåå çàâèñÿò îò
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñðåäû è áûñòðåå ñíèæàþò óðîâåíü
ñèíòåçà ÄÍÊ, ÷åì êëåòêè áîëüíûõ ÀÒ è ãåòåðîçèãîòíûõ
íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Àíàëèç êîëè÷åñòâà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ (DSBs), ïîñëå äåéñòâèÿ ãåíî-
òîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûõ ïîäõîäîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê

ðåïàðàöèè. Ìåòîäîì ÄÍÊ-êîìåò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êî-
ëè÷åñòâî îáðàçóþùèõñÿ ðàçðûâîâ ÄÍÊ çàâèñèò îò äîçû è
ïðèðîäû ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà, à ñïîñîáíîñòü ðàçëè÷-

Êëåòî÷íûé ðåïàðàòèâíûé ïîòåíöèàë â ñåìüÿõ áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé 981

Ðèñ. 1. Ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà ïîñëå ã-îáëó÷åíèÿ â äîçå 2 Ãð (óâåëè÷åíèå 40�, îêðàñêà SYBR Gre-
en I).

à — êëåòêè áåç ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèé, á — êëåòêè ñ íåêîòîðûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèÿìè, â — êëåòêè ñî çíà÷èòåëüíûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèÿìè, ã — àïîïòîç-
íàÿ êëåòêà.

Ðèñ. 2. Àíàëèç èçìåíåíèÿ êëåòîê â àïîïòîçå äî è ïîñëå ðåíòãå-
íîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 2 Ãð.

1 — AT8SP, 2 — VH10, 3 — AT8(F)SP, 4 — AT8(M)SP.



982 Å. À. Ïîëóáîòêî, À. Í. Øàòðîâà è äð.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ øòàììîâ AT8SP (à), AT8(F)8SP (á), VH10 (â) ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà äî è ïîñëå ðåíòãåíîâ-
ñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, åä. ïëîèäíîñòè (ñ); ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê. Íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ êëåòîê (%), íàõîäÿùèõñÿ
â ôàçå S.

Ò à á ë è ö à 2

Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â òå÷åíèå 4 ñóò äî è ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð

Íàçâàíèå
øòàììà
êëåòîê

Ôàçà
êëåòî÷íîãî

öèêëà

×èñëî
êëåòîê

Èñõîäíàÿ
êóëüòóðà,

%

Áåç îáëó-
÷åíèÿ, 1 ñóò

ðîñòà, %

24 ÷ ïîñëå
îáëó÷å-
íèÿ, %

2 ñóò ðîñòà,
%

48 ÷ ïîñëå
îáëó÷å-
íèÿ, %

3 ñóò ðîñòà,
%

72 ÷ ïîñëå
îáëó÷å-
íèÿ, %

4 ñóò ðîñòà,
%

VH10 G0 95.66 47.11 73.56 82.83 81.24 90.72 82.31 90.99

S 100 0.00 17.69 9.42 9.86 2.44 3.24 2.43 2.71

G2-M 4.34 35.20 17.02 7.31 16.32 6.04 15.26 6.30

AT8SP G0 54.88 39.15 44.38 55.72 48.33 52.48 44.96 52.22

S 100 14.36 26.01 27.74 12.82 21.97 15.02 24.03 30.00

G2-M 30.76 34.84 27.88 31.46 29.70 32.50 31.01 17.78

AT(M)8SP G0 80.70 74.20 71.70 75.20 68.76 77.70 66.73 82.70

S 100 4.70 7.40 4.80 15.40 4.60 8.80 7.58 4.84

G2-M 14.60 18.40 23.50 9.40 26.64 13.50 25.69 12.46

AT(F)8SP G0 80.50 65.80 69.57 80.10 64.48 74.20 68.82 64.60

S 100 5.10 16.70 6.50 12.65 11.74 14.50 10.75 8.21

G2-M 14.40 17.50 23.93 7.25 23.78 11.30 20.43 27.19

AT7SP G0 85.70 75.70 70.40 70.40 68.35 64.50 68.90 71.30

S 100 4.93 20.04 2.94 14.70 11.70 17.00 15.30 11.00

G2-M 9.37 4.26 26.66 14.90 19.95 18.50 15.80 17.70



íûõ òèïîâ êëåòîê âîññîåäèíÿòü ðàçðûâû — îò àêòèâíîñòè
èõ ñèñòåì ðåïàðàöèè è îò âðåìåíè (Kolman et al., 1997;
Chovanec et al., 1998).

Ïîä äåéñòâèåì èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè äâóõíèòå-
âûå ðàçðûâû ÄÍÊ (DSBs) â äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòàõ,
ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâîãî äîíîðà, ôîðìèðóþòñÿ â ïåðâûå
ìèíóòû ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ è ðåïàðèðóþòñÿ íà 90 % ìå-
íåå ÷åì çà 4 ÷ (Mirzayans et al., 2006), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
äàííûì, ïîëó÷åííûì íàìè äëÿ øòàììà íîðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà VH10. Øòàììû, ïîëó÷åííûå îò áîëü-
íûõ ÀÒ, äåìîíñòðèðóþò ñóùåñòâåííóþ çàäåðæêó ðåïàðà-
öèè, âîññîåäèíåíèå ðàçðûâîâ çà 2.5 ÷ ïðîèñõîäèò ëèøü íà
20—30 %. Ýòî ïîäòâåðæäàþò äàííûå î ñíèæåíèè àêòèâ-
íîñòè ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ, ïîëó-
÷åííûå ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
äðóãèõ ìåòîäîâ (Õîìàñóðèäçå è äð., 1999; Ñïèâàê è äð.,
2005; Ñìèðíîâà è äð., 2008). Äèíàìèêà âîññîåäèíåíèÿ
ðàçðûâîâ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ, îïèñàííàÿ
íàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò, ñîîòâåòñòâóåò
òîé, ÷òî ìû íàáëþäàëè, ïðèìåíÿÿ ìåòîä íåïðÿìîé èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ôîêóñîâ
áåëêîâ g-Í2ÀÕ è 53ÂÐ1 (Ïîëóáîòêî è äð., 2009). Âîññòà-
íîâëåíèå ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ, î êîòîðîì ìû ìîæåì ñó-
äèòü ïî ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ áåëêîâ g-Í2ÀÕ è 53ÂÐ1 â
ÿäðàõ êëåòîê, ó áîëüíûõ ÀÒ çà 24 ÷ ïðîèñõîäèò ëèøü íà-
ïîëîâèíó, â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà ðå-
ïàðàöèÿ ÄÍÊ ê ýòîìó âðåìåíè çàâåðøàåòñÿ. Â êëåòêàõ ãå-
òåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm ïðîöåññû
ðåïàðàöèè ÄÍÊ áûëè çàìåäëåíû, íî íå òàê îò÷åòëèâî, êàê
ó áîëüíûõ ÀÒ.

Â ëèòåðàòóðå áûëî îïèñàíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ñïîíòàí-
íûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â êëåòêàõ óâåëè÷èâàåòñÿ ñ âîçðàñ-
òîì (Sirota, Kuznetsova, 2008). Òàêæå èçâåñòíî, ÷òî ïðè
îáðàáîòêå ïîâðåæäàþùèìè àãåíòàìè ôèáðîáëàñòû áîëåå
ñòàðûõ æèâîòíûõ ÷àùå óõîäÿò â àïîïòîç (Àíèñèìîâ è äð.,
2008). Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî óðîâåíü ñïîíòàí-
íûõ íàðóøåíèé ÄÍÊ è àïîïòîçà â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ÀÒ
ïðåâûøàåò óðîâåíü òàêîâûõ â êîíòðîëå â 3 ðàçà (êëåòêè
ÀÒ6SP) è â 6 ðàç (êëåòêè AT8SP). Â òî æå âðåìÿ èíòàêò-
íûå êëåòêè ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà
òàêæå äåìîíñòðèðóþò ïîâûøåííûé óðîâåíü ñïîíòàííûõ
ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, íî ìåíåå âûðàæåííûé, ÷åì ó áîëüíûõ
ÀÒ. Ðàíåå ïðè èññëåäîâàíèè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò áîëü-
íûõ ÀÒ è èõ êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ — ãåòåðîçèãîòíûõ
íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ, — íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëå-
òî÷íûå ìàðêåðû ñòàðåíèÿ âûÿâëÿþòñÿ ñ áîëåå âûñîêîé
÷àñòîòîé êàê â êëåòêàõ ñàìèõ áîëüíûõ ÀÒ, òàê è â êëåòêàõ
ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ, ÷åì â êëåòêàõ
çäîðîâîãî äîíîðà (Ïîëóáîòêî è äð., 2009). Ñîïîñòàâëÿÿ
ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû, ìîæíî
îòìåòèòü, ÷òî øòàììû áîëüíûõ ÀÒ äåìîíñòðèðóþò ïðè-
çíàêè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ è ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè ðåïà-
ðàöèîííûõ ïðîöåññîâ íà êëåòî÷íîì óðîâíå, à â êëåòêàõ
ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé äàííîãî çàáîëåâàíèÿ âûÿâëÿ-
åòñÿ ïðîìåæóòî÷íûé ôåíîòèï. Âñå ýòè äàííûå â ñîâîêóï-
íîñòè ïîäòâåðæäàþò íàøå ïðåäñòàâëåíèå îá ÀÒ êàê î
ñèíäðîìå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ.

Àíàëèç ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ñïîñîáíîñòü êëå-
òîê ê ôîðìèðîâàíèþ áëîêîâ G1/S è G2/M ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ (Iwabuchi et al., 2008). Äàííûå ëèòåðàòóðû ïî-
êàçûâàþò, ÷òî êëåòêè áîëüíûõ ÀÒ äåìîíñòðèðóþò
ðàäèîðåçèñòåíòíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà (Houldsworth, La-
vin, 1980; Beamish, Lavin, 1994; Beamish et al., 1996; Han-
nan et al., 2002) è îïèñàí ñèãíàëüíûé ïóòü, íåîáõîäèìûé

äëÿ åå ïðîÿâëåíèÿ (Bai, Murnane, 2003). Ïîëó÷åííûå íàìè
ðåçóëüòàòû îá îòñóòñòâèè áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîä-
òâåðæäàþò äèàãíîç ÀÒ ó áîëüíûõ AT6SP è AT8SP è ïîêà-
çûâàþò âëèÿíèå ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà çàáîëåâà-
íèÿ íà ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü áëîêè êëåòî÷íîãî öèêëà
â îòâåò íà îáëó÷åíèå.

Êðàéíå èíòåðåñíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ àíàëèç êëåòîê
áîëüíîé AT7SP, ó êîòîðîé àòàêñèÿ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì
îïóõîëè ìîçæå÷êà. Â òî æå âðåìÿ ó ýòîé áîëüíîé ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êëåòêàìè çäîðîâîãî äîíîðà ïîíèæåíà ñïîñîá-
íîñòü ê ðåïàðàöèè ðàçðûâîâ ÄÍÊ è âûÿâëÿåòñÿ ïîâûøåí-
íîå êîëè÷åñòâî ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ, òàê æå êàê ó ãåòåðîçè-
ãîòíûõ íîñèòåëåé ÀÒ. Ñïîñîáíîñòü ê ôîðìèðîâàíèþ
áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà â îòâåò íà ðåíòãåíîâñêîå îáëó-
÷åíèå ó áîëüíîé AT7SP òàêæå ñíèæåíà. Ïðè àíàëèçå ýòî-
ãî êëèíè÷åñêîãî ñëó÷àÿ íóæíî ó÷èòûâàòü, ÷òî óðîâåíü ðà-
äèî÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê áîëüíûõ ÀÒ ñòîëü øèðîê,
÷òî ïîçâîëèë âûäåëèòü îñîáóþ ãðóïïó áîëüíûõ, äèàãíîñ-
òèðîâàííûõ êàê ÀÒ-âàðèàíò (Gilad et al., 1998). Ó òàêèõ
ïàöèåíòîâ íàáëþäàëèñü ÿâíûå ïðèçíàêè çàáîëåâàíèÿ, íî
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè ïî
ðÿäó ïðèçíàêîâ áûëà âûðàæåíà ñëàáåå, ÷åì ïðè êëàññè-
÷åñêîé ÀÒ (Taylor et al., 1987). Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè
áûëè îïèñàíû êëåòêè, îòíåñåííûå íàìè ê ÀÒ-âàðèàíòó
(êëåòêè AT1SP è AT2SP) (Ñïèâàê è äð., 2005). Ê ñîæàëå-
íèþ, ïîäðîáíûé àíàëèç ýòèõ êëåòîê ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè è ÄÍÊ-êîìåò íå ïðîâîäèëñÿ, êàê è àíàëèç
ýòèõ øòàììîâ íà ìàðêåðû ñòàðåíèÿ. Ñîâìåñòíûé àíàëèç
âñåõ ýòèõ äàííûõ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî øòàìì
AT7SP ìîæåò ÿâëÿòüñÿ êàê ãåòåðîçèãîòíûì íîñèòåëåì ÀÒ
èëè ÀÒ-âàðèàíòà, òàê è ãåòåðîçèãîòíûì íîñèòåëåì äåôåê-
òà êàêîãî-ëèáî äðóãîãî ãåíà, âîâëå÷åííîãî â ðåïàðàöèþ
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (íàïðèìåð, ATR èëè ligIV).
Â ëþáîì ñëó÷àå ó ýòîé áîëüíîé åñòü ïîâûøåííàÿ ïðåä-
ðàñïîëîæåííîñòü ê ðàçâèòèþ îïóõîëåé è ïðåæäåâðåìåí-
íîìó ñòàðåíèþ, ÷òî íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè òåðàïèè.
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The key protein of the global cellular response to DNA damage is proteinkinase ATM. Ataxia-telangiecta-
sia (AT), a genetic disorder due to mutations in both alleles of ATM gene, is characterized by numerous neuro-
logical abnormalities, increased frequency of malignant tumors, premature ageing and increased radio sensitivi-
ty. AT is the most frequently found disease displaying inherited radio sensitivity. The data accumulated by this
time on the role of the protein ATM in regulation of cellular response to DNA damage and detailed description
of its proteins-targets allows to analyze repair potential and manifestation of premature ageing markers both in
the cells obtained from AT patients and in the cells of their heterozygous parents. Primary skin fibroblasts obtai-
ned from AT patients and their heterozygous parents were analyzed by the flow cytometry and comet assay. It
has been shown that cells of the patient AT8SP do not initiate cell cycle blockade after ionizing irradiation du-
ring all the experiment, unlike the healthy donor cells where cell cycle blockade is observed. Irradiated cells of
the heterozygous parents demonstrated less brightly expressed changes in cell cycle parameters than healthy do-
nor’s cells did. The ability to repair DNA double-strand breaks (DSBs) after irradiation is reduced in the cells of
AT patients and their heterozygous parents in comparison with the healthy donor’s cells. Cells of the healthy do-
nor were capable to repair not less than 90 % of DNA damage for 2.5 h. The repair efficiency in the cells of AT
patients came only to about 30 % of DNA damage and in the cells of heterozygous carries of the disease was ap-
proximately 50 %. The difference in the dynamics of DNA damage repair process in different proband’s famili-
es is in accordance with the reports about great phenotypic variety of the given disease.
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