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Àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ) — àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîå íàñëåäñòâåííîå çàáîëåâàíèå, îáóñëîâëåí-
íîå äåôåêòàìè â ãåíå atm, õàðàêòåðèçóåòñÿ ðÿäîì íåâðîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé â ñî÷åòàíèè ñ ñèììåòðè÷-
íûìè òåëåàíãèýêòàçèÿìè, èììóíîäåôèöèòîì è ïîâûøåííîé ÷àñòîòîé çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâà-
íèé. Êëåòêè áîëüíûõ ñ ÀÒ ïðîÿâëÿþò ïîâûøåííóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ èîíèçèðóþùåé ðàäèà-
öèè è íåêîòîðûå ïðèçíàêè ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ — îãðàíè÷åííóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ ñïîñîáíîñòü
è íàëè÷èå ðåçêî óêîðî÷åííûõ òåëîìåð õðîìîñîì óæå ïðè ðîæäåíèè. Íàìè áûëî ïðåäïðèíÿòî èññëåäîâà-
íèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ðåíòãåíîâñêîìó èçëó÷åíèþ (â äîçå 2 Ãð) è ïðèçíàêîâ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðå-
íèÿ ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ÀÒ è èõ ðîäèòåëåé — ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé
ìóòàöèè ãåíà atm. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñå èññëåäîâàííûå ìàðêåðû ñòàðåíèÿ — áåëîê ÍÐ1-g, ôîñôîðèëè-
ðîâàííûé ïî ñåðèíó-139 ãèñòîí H2AX (g-H2AX) è ôîêóñû áåëêà 53ÂÐ1 — íàáëþäàþòñÿ â êëåòêàõ êàê
ñàìèõ áîëüíûõ, òàê è èõ êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ — ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé çàáîëåâàíèÿ, ïðè÷åì â
êëåòêàõ ïîñëåäíèõ ýòè ïðîÿâëåíèÿ âûðàæåíû ñëàáåå. Èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ðåïàðàöèè ÄÍÊ ôèáðîáëà-
ñòîâ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà
g-Í2ÀÕ è äîëè êëåòîê, â ÿäðàõ êîòîðûõ ïðèñóòñòâóåò ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî áåëêà 53ÂÐ1) ïîêàçàëî,
÷òî âîññòàíîâëåíèå ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ â êëåòêàõ áîëüíûõ çà 24 ÷ ïðîèñõîäèò ëèøü íàïîëîâèíó, â òî
âðåìÿ êàê â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà îíî óæå çàâåðøèëîñü. Â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìó-
òàíòíîãî ãåíà atm ïðîöåññû ðåïàðàöèè ÄÍÊ áûëè òàêæå çàìåäëåíû. Òîëüêî ïðè îïðåäåëåíèè áåëêà
p21Waf1/Cip1 — èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç — ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãåòåðîçèãîòíûìè íîñèòåëÿìè äå-
ôåêòíîãî ãåíà atm è çäîðîâûì äîíîðîì îêàçàëèñü íåäîñòîâåðíûìè. Áûëî îòìå÷åíî, ÷òî ìóòàöèÿ ãåíà
atm ñâÿçàíà ñ ïîäàâëåíèåì ñèñòåì ðåïàðàöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ïðåæäåâðåìåííûì ñòàðåíèåì íà êëåòî÷íîì óðîâíå â ñåìü-
ÿõ áîëüíûõ ÀÒ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ, ìàðêåðû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, ATM, 53ÂÐ1,
g-H2AX, ÍÐ1-g, p21Waf1/Cip1.

Ôèçèîëîãè÷åñêîå ñòàðåíèå êëåòêè — ýòî ñîñòîÿíèå
íåîáðàòèìîãî ïðåêðàùåíèÿ ðîñòà. Áîëüøèíñòâî òåîðèé
ñòàðåíèÿ ïðåäïîëàãàåò, ÷òî ñòàðåíèå îðãàíèçìà â öåëîì
ïðîòåêàåò íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Â îñíîâå æå êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ ëåæèò ðåîðãàíèçàöèÿ ãåíîìà, ïðîèñõîäÿùàÿ â
ðåçóëüòàòå óêîðî÷åíèÿ òåëîìåð, àêòèâàöèè ìîáèëüíûõ ãå-
íåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ è äåôåêòîâ ñèñòåì ðåïàðàöèè ÄÍÊ.

Àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ), èëè ñèíäðîì Ëóè-
Áàð, — íàñëåäñòâåííîå çàáîëåâàíèå, ïðîÿâëÿþùååñÿ ìîç-
æå÷êîâîé àòàêñèåé, òåëåàíãèýêòàçèÿìè, íàðóøåíèåì èì-
ìóíèòåòà, ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ðåíòãåíîâ-
ñêîìó îáëó÷åíèþ, ñêëîííîñòüþ ê çëîêà÷åñòâåííûì íîâî-
îáðàçîâàíèÿì, à òàêæå óñêîðåííûì ñòàðåíèåì (Arlett,
Priestley, 1985; Ñïèâàê, 1999; Shiloh, 2003; Lavin, 2008).
Çàáîëåâàíèå âîçíèêàåò ïðè íàëè÷èè ìóòàöèé â îáîèõ àë-
ëåëÿõ ãåíà atm, êîäèðóþùåãî ïðîòåèíêèíàçó ÀÒÌ (ata-
xia-telangiectasia mutant), ðàñïîçíàþùóþ ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ è àêòèâèðóþùóþ ðåïàðàöèþ. Ýòî êëþ÷åâîé áåëîê
êëåòî÷íîãî îòâåòà, ñïîñîáíûé ê àâòîôîñôîðèëèðîâàíèþ
è àêòèâèðîâàíèþ ñâîåé êèíàçíîé àêòèâíîñòè â îòâåò íà
âîçíèêíîâåíèå êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà
ïîñëå ïîÿâëåíèÿ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ è áûñòðîìó

ïîñëåäóþùåìó ôîñôîðèëèðîâàíèþ ðàçëè÷íûõ áåë-
êîâ-ìèøåíåé (Shiloh, 2003; Lavin, 2008). Ïðè ÀÒ íàðóøà-
åòñÿ àäåêâàòíûé îòâåò êëåòêè íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïðåæäåâðåìåííîìó êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ. Ñî
ñíèæåííûì ðåïàðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì ñâÿçàíû ïîâû-
øåííàÿ ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê è íåñïîñîáíîñòü ê
áëîêèðîâàíèþ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå îáëó÷åíèÿ (Lavin,
2008).

Ñèìïòîìû ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ è ïîâûøåí-
íûé ðèñê ðàçâèòèÿ îïóõîëåâûõ çàáîëåâàíèé îáíàðóæèâà-
þò, îäíàêî, íå òîëüêî áîëüíûå ÀÒ, íî è èõ ðîäèòåëè —
ãåòåðîçèãîòíûå íîñèòåëè ìóòàíòíîãî ãåíà atm (Ñïèâàê,
1999; Concannon, 2002), ÷èñëî êîòîðûõ â ðàçíûõ ïîïóëÿ-
öèÿõ äîñòèãàåò 1—7 %. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷åñêèå àñïåêòû ÀÒ äîñòàòî÷íî ãëóáîêî èññëå-
äîâàíû, îäíàêî îñîáåííîñòè êëåòî÷íîãî ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ïðè ãåòåðîçèãîòíîì íîñèòåëüñòâå ãåíà äàííîãî
çàáîëåâàíèÿ îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè.

Çàäà÷à èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â îïðåäåëåíèè ñòåïåíè
ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè è âûðàæåííîñòè ïðèçíàêîâ ïðåæ-
äåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå êàê ñàìèõ
áîëüíûõ ÀÒ, òàê è èõ êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ — ãåòåðî-
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çèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm. Ñðàâíåíèå ðàç-
ëè÷íûõ ñåìåé, à ñëåäîâàòåëüíî, ðàçëè÷íûõ ìóòàöèé â
ãåíå atm ïîçâîëÿåò âûäåëèòü îáùèå ïðèçíàêè ïîâûøåí-
íîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè íà êëåòî÷íîì óðîâíå.

Ïðèçíàêè óñêîðåííîãî êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ âûÿâ-
ëÿëè in vitro â ôèáðîáëàñòàõ áîëüíûõ ÀÒ è èõ ðîäèòåëåé
äî è ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ êëåòîê (èíäóöèðóå-
ìîå ñòðåññîì ñòàðåíèå) ïî ïðèçíàííûì ìàðêåðàì ñòàðå-
íèÿ: íàëè÷èþ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà
g-Í2ÀÕ è óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà áåëêà ÍÐ1-g. Îòêëî-
íåíèÿ îò âðåìåííîé íîðìû ðåïàðàöèîííûõ ïðîöåññîâ
ÄÍÊ îöåíèâàëè ïî ïîÿâëåíèþ â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ áåë-
êà p21Waf1/Cip1 è îáðàçîâàíèþ ôîêóñîâ áåëêà 53BP1 è èõ
ýëèìèíàöèè.

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. Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêî-
âûõ ôëàêîíàõ, íà ÷àøêàõ Ïåòðè (Nunclon, ÑØÀ) è íà
ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ, ïîìåùåííûõ â ÷àøêó Ïåòðè, â ñðåäå
F-10 èëè DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ, èëè Sigma, ÑØÀ) ñ äî-
áàâëåíèåì 13 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà (Sigma, ÑØÀ) è àíòèáèîòèêîâ (100 åä./ìë ïåíèöèë-
ëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà) ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå
ñ ñîäåðæàíèåì 5 % ÑÎ2.

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 ÀÒ è èõ ðîäèòåëè, à òàêæå áîëüíàÿ ñ àòàêñèåé, ðàç-
âèâøåéñÿ â ðåçóëüòàòå îïóõîëè ìîçæå÷êà. Äëÿ âûäåëåíèÿ
ôèáðîáëàñòîâ ïîëó÷åííûå ñ ñîáëþäåíèåì âñåõ ïðàâèë
ñòåðèëüíîñòè ôðàãìåíòû êîæè ñ îáëàñòè ïðåäïëå÷üÿ ïî-
ìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM ñ äî-
áàâëåíèåì àíòèáèîòèêîâ è ìåõàíè÷åñêè èçìåëü÷àëè äî
ïîëó÷åíèÿ êàê ìîæíî áîëåå äèñïåðñíûõ ôðàãìåíòîâ. Çà-
òåì êîæíûå ôðàãìåíòû ïîìåùàëè ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî â
÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 3 ñì (Nunclon, ÑØÀ) è äîáàâëÿ-
ëè ïîëíóþ ðîñòîâóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM (Gibco,
ÑØÀ) ñ 16 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (Hyclone,
ÑØÀ), 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöè-
íà, 25 ìêã/ìë ôóíãèçîíà è 0.3 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà. Ýêñ-
ïëàíòàò êîæè èíêóáèðîâàëè, ìåíÿÿ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
1 ðàç â 4—7 ñóò äî ïîÿâëåíèÿ äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà
ôèáðîáëàñòîâ. Ïðè ïîëó÷åíèè ìîíîñëîÿ êëåòêè ñíèìàëè
ñ ïîäëîæêè ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà
òðèïñèí—ÝÄÒÀ è êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ.

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÷åí-
íûå 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 áû-
ëè èñïîëüçîâàíû äèïëîèäíûå ôèáðîáëàñòû êðàéíåé 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 ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè ôèá-
ðîáëàñòû îáëó÷àëè íà ðåíòãåíîâñêîé óñòàíîâêå ÐÓÌ—17
â äîçå 2 Ãð.

Í å ï ð ÿ ì à ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êëåòêè
âûðàùèâàëè íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ, ïîìåùåííûõ â ÷àø-
êè Ïåòðè. Ïîñëå äîñòèæåíèÿ êëåòêàìè ñóáêîíôëþýíòíî-
ãî ñîñòîÿíèÿ èõ ïîäâåðãàëè ðåíòãåíîâñêîìó îáëó÷åíèþ è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïðîìåæóòêîâ âðåìå-
íè, â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè èíòàêòíûå îáðàç-
öû. Îòìûòûå îò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ðàñòâîðîì PBS
(Áèîëîò, Ðîññèÿ) êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí â 3.7%-íîì
ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â PBS íà ëüäó, çàòåì ïðîäîëæà-
ëè ôèêñàöèþ â òå÷åíèå 24 ÷ â 70%-íîì ýòàíîëå è ïðîìû-
âàëè ðàñòâîðîì PBS â òå÷åíèå 30 ìèí. Äëÿ ïåðôîðàöèè
öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè
5 ìèí â 3%-íîì ðàñòâîðå Òðèòîíà X-100 (Helicon, Ðîññèÿ)
íà PBS. Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ ìåñò íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçû-
âàíèÿ ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè îò 30 ìèí äî 1 ñóò â
1%-íîì ðàñòâîðå BSA (Sigma, ÑØÀ) íà PBS, çàòåì ïðî-
ìûâàëè.

Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè IgG êðîëèêà
ïðîòèâ áåëêà HP1-g (Abcam, Àíãëèÿ), ôîñôîðèëèðîâàí-
íîãî ïî ñåðèíó â 139-ì ïîëîæåíèè ãèñòîíà H2AX (Cell
Signaling, ÑØÀ), áåëêà 53BP1 (Abcam, Àíãëèÿ) è áåëêà
p21 (Abcam, Àíãëèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 150. Â êà÷åñòâå
âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèêðîëè÷üè IgG,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ÔÈÒÖ, â ðàçâåäåíèè 1 : 150 (Sig-
ma-Aldrich Co., ÑØÀ). Àíòèòåëà ðàçâîäèëè â PBS ñ
0.1%-íûì BSA (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå èíêóáàöèè ñ àíòèòå-
ëàìè ñòåêëà ïðîìûâàëè ïî 30 ìèí â 0.1%-íîì ðàñòâîðå
Tween-20 (Õåëèêîí, Ðîññèÿ) â PBS. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
ñïåöèôè÷íîñòè èììóííîé ðåàêöèè èñïîëüçîâàëè ïðåïà-
ðàòû êëåòîê, èíêóáèðîâàííûå òîëüêî ñî âòîðûìè àíòèòå-
ëàìè. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû ïîìåùàëè â ðàñòâîð
ïðîïèëãàëëàòà â 90%-íîì ãëèöåðèíå äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ
«âûãîðàíèÿ» ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè. Äëÿ àíàëèçà âîñïðî-
èçâîäèìîñòè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ âñå òåñòû ïðîâîäè-
ëè â 2—3 ïîâòîðàõ.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è þ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëü-
íîãî ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 PASCAL. Äëÿ âèçóàëèçàöèè
ôëóîðîôîðîâ áûëè èñïîëüçîâàíû àðãîíîâûé (488 íì) è
ãåëèåâî-íåîíîâûé (543 íì) ëàçåðû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîá-
ðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ñêàíèðóþùèé ìîäóëü ìèêðîñêî-
ïà, óïðàâëÿåìûé ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà è ñîîòâåòñòâóþ-
ùåãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ LSM 5 PASCAL. Äëÿ
àíàëèçà ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé (îïðåäåëåíèå óðîâíÿ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè) èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû
LSM 5 PASCAL è WCIF ImageJ 1.37m (National Institute of
Health, Maryland, ÑØÀ).

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 îáùåïðèíÿòûìè äëÿ ìåäè-
êî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ìåòîäàìè: ðàñ÷åò ñðåä-
íåé àðèôìåòè÷åñêîé âåëè÷èíû, ñðåäíåãî êâàäðàòè÷íîãî
îòêëîíåíèÿ, îøèáêè ðåïðåçåíòàòèâíîñòè äëÿ êàæäîãî ïà-
ðàìåòðà â èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ êëåòîê, ñðàâíåíèå ñðåä-
íèõ çíà÷åíèé ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ñ îïðåäåëåíèåì äî-
ñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé.

Ðåçóëüòàòû

Î ï ð å ä å ë å í è å ã å ò å ð î õ ð î ì à ò è í î â î ã î ì à ð-
ê å ð à Í Ð 1-g. Îêðàñêà íåïðÿìûì èììóíîôëóîðåñöåíò-
íûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ìàðêåðó ñòàðå-
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íèÿ áåëêó ÍÐ1-g âûÿâèëà ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó
èíòàêòíûìè êëåòêàìè âñåõ èññëåäîâàííûõ øòàììîâ.
Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè ÿäåð ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷ëåíîâ äâóõ èçó÷åííûõ
ñåìåé. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïî÷òè â 2 ðàçà ñíè-
æåíà â ÿäðàõ êëåòîê áîëüíûõ ÀÒ (AT6SP è AT8SP) ïî
ñðàâíåíèþ ñ ÿäðàìè êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà, à â êëåòêàõ
èõ êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ — ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé
çàáîëåâàíèÿ — ýòî ñíèæåíèå ìåíåå âûðàæåíî. Ñëåäóåò
îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî ôèáðîáëàñòû áîëüíîé ñ àòàêñèåé,

âîçíèêøåé â ðåçóëüòàòå îïóõîëè ìîçæå÷êà (êëåòêè
AT7SP), îáíàðóæèâàþò áîëåå íèçêóþ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ãåòåðîçèãîòíûõ
íîñèòåëåé atm. Âåðîÿòíî, äàííàÿ áîëüíàÿ èìååò ïîâû-
øåííóþ íàñëåäñòâåííóþ ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü íà êëå-
òî÷íîì óðîâíå, îáóñëîâëåííóþ íîñèòåëüñòâîì ìóòàöèè
êàêîãî-ëèáî äðóãîãî ãåíà, íå atm.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â î ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í í î é ô î ð ì û
ã è ñ ò î í à Í 2 À Õ îïðåäåëÿëè èììóíîôëóîðåñöåíòíûì
ìåòîäîì êàê â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, òàê è ïîñëå ðåíòãåíîâ-
ñêîãî îáëó÷åíèÿ â êëåòêàõ âñåõ èññëåäîâàííûõ øòàììîâ.
Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áûëà èçìåðåíà òàê æå, êàê
è â ñëó÷àå ñ áåëêîì ÍÐ1-g. Ïîêàçàíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà g-H2AX â ÿäðàõ èíòàêò-
íûõ êëåòîê áîëüíûõ ÀÒ ïðåâûøàåò òàêîâîå â ÿäðàõ êëå-
òîê çäîðîâîãî äîíîðà, à äëÿ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé
ìóòàíòíîãî atm õàðàêòåðíî ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå.
Îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ â êëåòêàõ â îòíîøåíèè àêòèâíîñòè
ðåïàðàöèîííûõ ïðîöåññîâ. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â
êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå ëèøü
ïîëîâèíû ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ (ðèñ. 1, à, êðèâàÿ 4; á, êðè-
âàÿ 4), â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà ýòîò
ïðîöåññ ïðàêòè÷åñêè çàâåðøàåòñÿ (ðèñ. 1, à, êðèâàÿ 1; á,
êðèâàÿ 1). Â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíî-
ãî ãåíà atm ðåïàðàöèÿ ïðîõîäèò áûñòðåå, ÷åì ó áîëüíûõ,
íî äèíàìèêà ýòîãî ïðîöåññà ñóùåñòâåííî îòëè÷àåòñÿ îò
òàêîâîé â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà (ðèñ. 1, à, êðèâûå 2, 3;
ðèñ. 2, á, êðèâûå 2, 3). Êîëè÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà g-H2AX â ÿäðàõ êëåòîê
áîëüíûõ ñ àòàêñèåé ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 3, à.

714 Å. À. Ïîëóáîòêî, Í. Â. Ñìèðíîâà è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áåëêà HP1-g
â äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà

Íàçâàíèå
øòàììà êëåòîê

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè,
X S x±

VH10 170.71 � 1.91

AT8SP 103.72 � 5.27à

AT(F)8SP 142.44 � 3.22à

AT(M)8SP 149.54 � 1.78à

AT6SP 93.01 � 3.55à

AT(F)6SP 134.45 � 4.95à

AT(M)6SP 142.52 � 2.64à

AT7SP 124.13 � 2.09à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñóììèðîâàíû äàííûå ïî ôëóîðåñöåí-
öèè 100 êëåòîê êàæäîãî øòàììà. àÑòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå
îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.001.

Ðèñ. 1. Èíòåíñèâíîñòü (Èíò.) ôëóîðåñöåíöèè ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà ã-H2AX â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ äî è ïîñëå ðåíò-
ãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ.

à — íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû è ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò ÷ëåíîâ ñåìüè AT6: 1 — VH10, 2 — AT6(F)SP, 3 — AT6(M)SP, 4 — AT6SP; á — íîðìàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû è ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò ÷ëåíîâ ñåìüè AT8: 1 — VH10, 2 — AT8(F)SP, 3 — AT8(M)SP, 4 — AT8SP.



Î ï ð å ä å ë å í è å ê î ë è ÷ å ñ ò â à á å ë ê à 5 3 Â Ð 1.
Åùå îäíèì òðàäèöèîííûì ìàðêåðîì ðåïàðàöèîííûõ ïðî-
öåññîâ ÿâëÿåòñÿ áåëîê 53ÂÐ1 (Iwabuchi et al., 2008; Lee et
al., 2008). Îáû÷íî ïðè îêðàøèâàíèè àíòèòåëàìè ê áåëêó
53ÂÐ1 â èíòàêòíûõ êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ åãî äèôôóçíîå
ðàñïîëîæåíèå, à ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ áåëîê êîíöåíòðè-
ðóåòñÿ â çîíå ðåïàðàöèè, îáðàçóÿ ôîêóñû. Ôîêóñû áåëêà
53BP1 â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ îáû÷íî ñîâïàäàþò ñ
ôîêóñàìè ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà g-Í2ÀÕ, òàê êàê
îíè ÷àñòî êîëîêàëèçóþòñÿ â çîíå äâóõíèòåâîãî ðàçðûâà
ÄÍÊ. Â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ÀÒ
(øòàììû AT6SP è AT8SP), ïîäîáíîå êîíöåíòðèðîâàíèå
áåëêà 53BP1 íàáëþäàåòñÿ â 16 è 18 % êëåòîê ñîîòâåòñò-
âåííî, â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëüíîé ëèíèè VH10 òàêèõ
êëåòîê âñåãî 6 %. Íà ðèñ. 2, à, á ïðèâåäåíû ãðàôèêè, îïè-
ñûâàþùèå äèíàìèêó ôîðìèðîâàíèÿ è ýëèìèíàöèè ôîêó-
ñîâ áåëêà 53ÂÐ1 â øòàììàõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ
îò ÷ëåíîâ îáåèõ ñåìåé áîëüíûõ, à íà ðèñ. 3, á — îò áîëü-
íûõ àòàêñèåé.

Èçâåñòíî, ÷òî áåëîê 53ÂÐ1, íàêàïëèâàÿñü â ìåñòàõ ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ñâÿçûâàåòñÿ ñ ôîñôîðèëèðîâàííûì áåë-
êîì ð53. Òàê êàê ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà ð53 â îòâåò íà
ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â êëåòêå îñóùåñòâëÿåò ïðîòåèíêèíàçà
ÀÒÌ, ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà 53ÂÐ1 â êëåòêàõ, ïî-
ëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ÀÒ, çàäåðæèâàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè çäîðîâîãî äîíîðà (ðèñ. 2, à, êðèâàÿ 4; á, êðè-

âàÿ 4). ×åðåç 2.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ (â òî âðåìÿ êàê â êëåò-
êàõ çäîðîâîãî äîíîðà óæå íà÷èíàåòñÿ ïðîöåññ ýëèìèíà-
öèè ôîêóñîâ áåëêà 53BP1) èõ êîëè÷åñòâî íåñêîëüêî
âîçðàñòàåò, íî íå äîñòèãàåò óðîâíÿ ðåïàðàöèîííîãî îòâå-
òà, êàê â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà, è ñîõðàíÿåòñÿ íà ñòà-
áèëüíî âûñîêîì óðîâíå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Â ýòî
âðåìÿ â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà ïîäàâëÿþùåå ÷èñëî
ôîêóñîâ óæå ýëèìèíèðóåòñÿ (ðèñ. 2, à, êðèâàÿ 1; á, êðè-
âàÿ 1). Â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî
ãåíà äàííîãî çàáîëåâàíèÿ óðîâåíü ðåïàðàöèîííîãî îòâåòà
ïî÷òè ñîâïàäàåò ñ êîíòðîëüíûì óðîâíåì çäîðîâîãî äîíî-
ðà, íî êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ, ñîõðàíÿþùèõñÿ ÷åðåç 24 ÷, ñó-
ùåñòâåííî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå (ðèñ. 2, à, êðèâûå 2, 3; á,
êðèâûå 2, 3). Íåñïîñîáíîñòü ïîëíîñòüþ ýëèìèíèðîâàòü
íàêîïëåíèÿ áåëêà 53ÂÐ1 ñâèäåòåëüñòâóåò î ïåðñèñòèðîâà-
íèè â ýòèõ êëåòêàõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è ñîïðÿæåííûõ ñ
íèìè èçìåíåíèÿõ êîíôîðìàöèè õðîìàòèíà. Èçìåíåíèÿ
êîëè÷åñòâà áåëêà â øòàììå êëåòîê AT7SP, ïîëó÷åííûõ îò
áîëüíîé ñ àòàêñèåé, âîçíèêøåé â ðåçóëüòàòå îïóõîëè ìîç-
æå÷êà, íîñÿò ïðîìåæóòî÷íûé õàðàêòåð, ñõîäíûé ñ òàêî-
âûì â øòàììàõ, ïîëó÷åííûõ îò ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòå-
ëåé ìóòàíòíîãî atm (ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 2).

Î ï ð å ä å ë å í è å p21W a f 1 / C i p 1- è í ã è á è ò î ð à ö è ê -
ë è í ç à â è ñ è ì û õ ê è í à ç èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìå-
òîäîì â øòàììàõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ îò ÷ëåíîâ
ñåìüè AT8 ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ, ïîêàçàëî,
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Ðèñ. 2. Ôîðìèðîâàíèå ôîêóñîâ 53BP1 â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ äî è ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ.

à — íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû è ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò ÷ëåíîâ ñåìüè AT6: 1 — VH10, 2 — AT6(F)SP, 3 — AT6(M)SP, 4 — AT6SP; á — íîðìàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû è ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò ÷ëåíîâ ñåìüè AT8: 1 — VH10, 2 — AT8(F)SP, 3 — AT8(M)SP, 4 — AT8SP. Èíò. — èíòåíñèâíîñòü îá-

ëó÷åíèÿ.



÷òî äàííûé áåëîê ïîÿâëÿåòñÿ â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ â îò-
âåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ñ ñóùåñòâåííîé çàäåðæêîé.
Â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm
îáðàçîâàíèå áåëêà p21Waf1/Cip1 òàêæå çàïàçäûâàåò, â îòëè-
÷èå îò êîíòðîëÿ (òàáë. 2).

Îáñóæäåíèå

Óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ãàììà-èçîôîðìû áåëêà ãåòå-
ðîõðîìàòèíà ÍÐ1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàäåæíûõ ìàðêåðîâ
ñòàðåíèÿ, ïðèãîäíûõ äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçðàñòíûõ èçìåíå-
íèé êàê â ôèáðîáëàñòàõ, ïîëó÷åííûõ îò ïîæèëûõ äîíî-
ðîâ, òàê è â êëåòêàõ áîëüíûõ ïðîãåðèåé (Scaffidi, Misteli,

2006; Ñìèðíîâà è äð., 2008à, 2008á). Ïî ýòîìó ìàðêåðó
ÀÒ ÿâëÿåòñÿ, áåçóñëîâíî, áîëåçíüþ ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ, à ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî ãåíà äàííîãî çà-
áîëåâàíèÿ âåäåò ê ïîÿâëåíèþ ïðèçíàêîâ ïðåæäåâðåìåí-
íîãî ñòàðåíèÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå.

Ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà Í2ÀÕ (g-Í2ÀÕ)
òðàäèöèîííî èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå ìàðêåðà äâóõíèòå-
âûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêîïëåíû ìíîãî-
÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, óêàçûâàþùèå íà
òî, ÷òî äëÿ ðåïàðàöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (DSBs)
íåîáõîäèìî ðåìîäåëèðîâàíèå õðîìàòèíà, êîòîðîå ïðîèñ-
õîäèò ïðè ñïåöèôè÷åñêîì ôîñôîðèëèðîâàíèè âàðèàíòíî-
ãî ãèñòîíà Í2ÀÕ ïî ñåðèíó â 139-ì ïîëîæåíèè (Karlsson,
Stenerlow, 2004; Goodarzi et al., 2008; Kuo, Yang, 2008).

716 Å. À. Ïîëóáîòêî, Í. Â. Ñìèðíîâà è äð.

Ðèñ. 3. Èíòåíñèâíîñòü (Èíò.) ôëóîðåñöåíöèè ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà ã-H2AX (à) è ôîðìèðîâàíèå ôîêóñîâ 53BP1 (á)
â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ áîëüíûõ ñ àòàêñèåé äî è ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ.

1 — øòàìì VH10, 2 — øòàìì AT7SP, 3 — øòàìì AT6SP, 4 — øòàìì AT8SP.

Ò à á ë è ö à 2

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áåëêà p21Wafl/Cip1 â äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà

Íàçâàíèå
øòàììà êëåòîê

Íåîáëó÷åííûå
êëåòêè, X S x±

30 ìèí ïîñëå
îáëó÷åíèÿ, X S x±

2.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ,
X S x±

24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ,
X S x±

VH10 2.09 � 1.09 55.08 � 1.37 27.26 � 2.09 3.00 � 1.98

AT8SP 2.62 � 2.40 68.32 � 2.87à 33.84 � 1.90á 17.92 � 1.99à

AT(M)8SP 7.46 � 2.56á 52.62 � 2.45 15.08 � 2.89à 4.46 � 2.34

AT(F)8SP 3.90 � 2.89 84.64 � 2.13à 29.78 � 0.76 2.00 � 2.98

Ï ð è ì å ÷ à í è å . Ñóììèðîâàíû äàííûå ïî ôëóîðåñöåíöèè 100 êëåòîê êàæäîãî øòàììà â êàæäîé âðåìåíí *îé òî÷êå.
àÑòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.001. áÑòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè
P < 0.05.



Ãèñòîí Í2ÀÕ (replacement histone) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç èç-
âåñòíûõ âàðèàíòîâ êîðîâîãî ãèñòîíà Í2À, êîòîðûé â îò-
ëè÷èå îò îñíîâíîãî Í2À è äðóãèõ êîðîâûõ ãèñòîíîâ ìî-
æåò áûòü âñòðîåí â õðîìàòèí â òå÷åíèå âñåõ ôàç êëåòî÷-
íîãî öèêëà, à íå òîëüêî âî âðåìÿ S-ôàçû. Ìåãàáàçíûå
ó÷àñòêè õðîìàòèíà, ïîêðûâàþùèå DSBs, ìîæíî ëåãêî âè-
çóàëèçèðîâàòü â ÿäðàõ îáëó÷åííûõ êëåòîê â âèäå áîëüøî-
ãî êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííîãî Í2ÀÕ (íàçâàííîãî
g-Í2ÀÕ) ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê ôîñôîðè-
ëèðîâàííîìó êîðîòêîìó ïåïòèäó, ñîîòâåòñòâóþùåìó
Ñ-êîíöó Í2ÀÕ. Íàêîïëåíèå ýòîé ôîðìû ãèñòîíà â îáëàñ-
òè DSBs ìîæåò ñëóæèòü èõ ìàðêåðîì è ñïîñîáñòâîâàòü
èçó÷åíèþ èíäóêöèè è ïðîöåññèíãà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ
(Karlsson, Stenerlow, 2004; Tanaka et al., 2006). Â òî æå
âðåìÿ íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîð-
ìû ãèñòîíà g-Í2ÀÕ â ÿäðàõ ñòàðåþùèõ êëåòîê â êóëüòó-
ðå, êëåòêàõ ïîæèëûõ äîíîðîâ èëè áîëüíûõ ïðîãåðèåé (Se-
delnikova et al., 2004; Scaffidi, Misteli, 2006). Ýòî ÿâëåíèå
ìîæåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ íàêîïëåíèåì íåðåïàðèðîâàí-
íûõ DSBs èëè ìîäèôèêàöèé õðîìàòèíà, âîñïðèíèìàåìûõ
êàê DSBs ñòðåññ-êèíàçàìè ÀÒÌ è ÄÍÊ-çàâèñèìîé ïðîòå-
èíêèíàçîé ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ (Stiff et al., 2004), èëè
ïðîòåèíêèíàçîé ATR ïðè îñòàíîâêå ðåïëèêàöèè (Taka-
hashi, Ohnishi, 2005), òàê è ñ ïîÿâëåíèåì íåçàùèùåííûõ
êîðîòêèõ òåëîìåð (Hao et al., 2004). Òàêèì îáðàçîì, íà-
êîïëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà g-Í2ÀÕ â
êóëüòóðå êëåòîê, â ÿäðàõ êîòîðûõ îíè ïîÿâëÿþòñÿ áåç
äåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ, ìîæåò áûòü îäíèì èç
îáúåêòèâíûõ êðèòåðèåâ ñòàðåíèÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå
(Ayoub et al., 2008).

Ñîïîñòàâëÿÿ âñå ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñ äàííûìè
ëèòåðàòóðû, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî â ñîîòâåòñò-
âèè ñ äèíàìèêîé âûÿâëåíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû
ãèñòîíà g-Í2ÀÕ êàê â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, òàê è ïîñëå ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ âñå øòàììû áîëüíûõ ÀÒ äåìîíñòðèðóþò
ïðèçíàêè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ è ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè
ðåïàðàöèîííûõ ïðîöåññîâ. Â êëåòêàõ ãåòåðîçèãîòíûõ íî-
ñèòåëåé ãåíà ÀÒ âûÿâëÿåòñÿ ïðîìåæóòî÷íûé ìåæäó íîð-
ìîé è ïàòîëîãèåé ôåíîòèï.

Áåëîê 53ÂÐ1 ÿâëÿåòñÿ òðàäèöèîííûì ìàðêåðîì ðåïà-
ðàöèîííûõ ïðîöåññîâ (Wilson, Stern, 2008). Åãî äèíàìèêà â
îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ îáû÷íî ñîâïàäàåò ñ äèíàìèêîé
g-Í2ÀÕ, òàê êàê îíè ÷àñòî êîëîêàëèçóþòñÿ â çîíå êîíôîð-
ìàöèîííûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà (äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ). Áåëîê 53BP1 ôîñôîðèëèðóåòñÿ â äîìåíå S1219 ïî-
ñëå èîíèçèðóþùåãî îáëó÷åíèÿ (Lee et al., 2008). Ýòîò áå-
ëîê èãðàåò òàêæå âàæíóþ ðîëü â îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî
öèêëà â êîíòðîëüíîé òî÷êå â îòâåò íà ïîâðåæäàþùèå âîç-
äåéñòâèÿ (Eliezer et al., 2008; Iwabuchi et al., 2008). Ïðè
ñðàâíåíèè ðèñ. 2, à è á âèäíî, ÷òî â ðàçíûõ ñåìüÿõ ìû, âå-
ðîÿòíî, èìååì äåëî ñ ðàçëè÷íûìè ìóòàöèÿìè â ãåíå atm. Â
ôèáðîáëàñòàõ ÀÒ6SP, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíîé ÀÒ ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ñîõðàíÿåòñÿ äîñòîâåðíî áîëüøåå êî-
ëè÷åñòâî ôîêóñîâ áåëêà 53ÂÐ1, õîòÿ ÷åðåç 2.5 ÷ åãî êîëè-
÷åñòâî ïî÷òè íå îòëè÷àëîñü îò òàêîâîãî â êîíòðîëå (ðèñ. 2,
à, êðèâàÿ 4). Â øòàììå ÀÒ8SP îñíîâíûå ðàçëè÷èÿ, íàïðî-
òèâ, îòìå÷àþòñÿ ÷åðåç 2.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ, à ê 24 ÷ ðàç-
ëè÷èÿ ïðàêòè÷åñêè íèâåëèðóþòñÿ (ðèñ. 2, á, êðèâàÿ 4). Ýòè
äàííûå ãîâîðÿò î íàðóøåíèè ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè äâóõíè-
òåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, íî â ñëó÷àå øòàììà ÀÒ6SP, ñêîðåå
âñåãî, ýòè íàðóøåíèÿ çàòðàãèâàþò ðåïàðàöèþ ñ ó÷àñòèåì
ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè, â ñëó÷àå øòàììà
ÀÒ8SP — íåãîìîëîãè÷íîå âîññîåäèíåíèå êîíöîâ ÄÍÊ.

Èññëåäîâàíèå áåëêà p21Waf1/Cip1 â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
ÀÒ è ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàöèè â ãåíå atm ÿâëÿ-

åòñÿ åùå îäíèì âàæíûì ýòàïîì â ïîíèìàíèè ìåõàíèçìà
ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê è ðåøåíèè âîïðîñà î òîì,
ÿâëÿåòñÿ ëè äàííûé áåëîê ìàðêåðîì ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ. Èäåíòèôèöèðîâàíî áîëåå 100 ãåíîâ, ÿâëÿþ-
ùèõñÿ ìèøåíÿìè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ð53.
Ñðåäè íèõ ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ ðåãóëèðóþò êëå-
òî÷íûé öèêë. Âàæíåéøèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ áåëîê
p21Waf1/Cip1 — èíãèáèòîð öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç èç ñå-
ìåéñòâà Cip/Kip (Shi et al., 2008). Ïîâûøåíèå åãî ýêñïðåñ-
ñèè âûçûâàåò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà â ïîçäíåé
G1-ôàçå, ÷òî îáóñëîâëèâàåòñÿ ñâÿçûâàíèåì èì êîìïëåê-
ñîâ öèêëèí Å/Ñdk2, ïîäàâëåíèåì èõ ñïîñîáíîñòè ôîñôî-
ðèëèðîâàòü áåëêè ñåìåéñòâà ðRb è âûñâîáîæäàòü òðàíñ-
êðèïöèîííûå ôàêòîðû E2F (Êîïíèí, 2000; Radhakrishnan
et al., 2006; Hill et al., 2008). Ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ïî-
æèëûõ äîíîðîâ ëåã÷å èíäóöèðóåòñÿ àïîïòîç (Ïëåòþøêè-
íà è äð., 2006; Zhou et al., 2008).

Òàêèì îáðàçîì, ïîíèæåííàÿ óñòîé÷èâîñòü ýòîãî áåë-
êà ê äåéñòâèþ ðåíòãåíîâñêèõ ëó÷åé, âûðàæàþùàÿñÿ â íà-
øåì èññëåäîâàíèè â ñóùåñòâåííîé çàäåðæêå åãî ïîÿâëå-
íèÿ â ÿäðàõ îáëó÷åííûõ êëåòîê, ìîæåò ñëóæèòü íå òîëüêî
ìàðêåðîì ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè, íî è ìàð-
êåðîì ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ.

Â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ ìíîãèå ïðîöåññû, íàáëþäàå-
ìûå â êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îá-
ëó÷åíèÿ, ëèáî ïðîèñõîäÿò ñ ñóùåñòâåííîé âðåìåíí*îé çà-
äåðæêîé, íàïðèìåð ñòàáèëèçàöèÿ áåëêà ð53, ëèáî âîâñå
ïîëíîñòüþ ïîäàâëåíû, íàïðèìåð îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî
öèêëà (Ñïèâàê è äð., 2005). Õîòÿ ïðè ÀÒ è ôîñôîðèëèðî-
âàííàÿ ôîðìà ð53Þ è áåëîê p21Waf1/Cip1 ïîÿâëÿþòñÿ â êëåò-
êàõ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ýòî íå ïðèâîäèò ê áëîêè-
ðîâàíèþ êëåòî÷íîãî öèêëà (Ñïèâàê è äð., 2005). Òîò ôàêò,
÷òî ó ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ãåíà äàííîãî çàáîëåâàíèÿ
òàêæå âûÿâëÿþòñÿ äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò êëåòîê çäîðî-
âîãî äîíîðà, áëîêèðîâàíèå êëåòî÷íîãî öèêëà ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ êðàéíå âàæíûì äèàãíîñòè÷åñêèì ïðèçíàêîì, íå òîëü-
êî ïîçâîëÿþùèì âûÿâëÿòü ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî
ìóòàíòíîãî ãåíà atm, íî è äàþùèì âîçìîæíîñòü àíàëèçè-
ðîâàòü ïðîöåññû ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè è
ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå.
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Ataxia-telangiectasia (AT), a genetic disorder due to mutation of gene atm characterized by progressive
neurological abnormalities in combination with oculocutaneous telangiectasias, immunodeficiency, and increased
frequency of malignant formations, is inherited according to autosome recessive mechanism. Cells of the pati-
ents with AT show increased radio sensitivity and some markers of premature ageing. The telomere lengths are
sharply shortened in these cells already from the birth. We studied radio sensitivity (at the dose 2 Gy) and mani-
festations of premature ageing markers in cultured skin fibroblasts obtained from two unrelated AT patients and
their heterozygous parents. We have shown that all the markers studied, that is HP1-ã, phosphorylation of the
histone variant H2AX (ã-H2AX), and focuses 53BP1, indicate premature ageing of both the patients’ and their
blood relatives’ cells. However, cells of the heterozygous carriers express premature ageing to a less extent. Inves-
tigation of the repair process characteristics (the amount of ã-H2AX and the deal of cells with focuses 53BP1 in
their nuclei) after X-ray irradiation has given following results: the patients’ cells complete repair only half even in
24 after irradiation, while the healthy donor’s cells complete repair in 24 h. Heterozygous cells also reliably differ
from healthy donor’s cells. Only in the case of apoptosis marker, p21, heterozygous cells do not differ from normal
cells, whereas the patients’ cells differ significantly. It has been noted that the mutation of gene atm is related to
suppression of DNA double-strand breaks (DSBs) repair systems, which, in its turn, is in accordance with the in-
creased radio sensitivity and premature ageing at the cell level in the AT families.

K e y w o r d s: ataxia-telangiectasia, cell aging markers, ATM, 53BP1, g-H2AX, HP1-g, p21Waf1/Cip1.
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