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Ìåæêëåòî÷íûå êàäõåðèíñîäåðæàùèå àäãåçèîííûå
êîíòàêòû (ÀÊ) íåîáõîäèìû äëÿ íîðìàëüíîãî ôîðìèðîâà-
íèÿ òêàíåé è ïîääåðæàíèÿ èõ öåëîñòíîñòè. Èíâàçèÿ è ìå-
òàñòàçèðîâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷àñòî àññîöèèðóþòñÿ
ñ ðàçðóøåíèåì ÀÊ. Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðî-
ñêîïèè íàìè áûëè èññëåäîâàíû ÀÊ íîðìàëüíûõ ýïèòåëè-
îöèòîâ IAR-2, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýïèòåëèîöèòîâ
IAR-6-1 è ôèáðîáëàñòîâ Rat-1. Äëÿ íîðìàëüíûõ ýïèòåëè-
îöèòîâ áûëè õàðàêòåðíû òàíãåíöèàëüíûå ÀÊ, ðàñïîëà-
ãàâøèåñÿ âäîëü êëåòî÷íûõ ãðàíèö â âèäå íåïðåðûâíûõ
ëèíèé è àññîöèèðîâàâøèåñÿ ñ àêòèíîâûì àäãåçèîííûì
ïîÿñîì. Ôèáðîáëàñòû è òðàíñôîðìèðîâàííûå ýïèòåëèî-
öèòû ôîðìèðîâàëè äðóãîé òèï ÀÊ — ðàäèàëüíûå ÀÊ, êî-
òîðûå ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé îòäåëüíûå øòðèõè, îðèåíòèðî-
âàííûå ïåðïåíäèêóëÿðíî êëåòî÷íîé ãðàíèöå è ñâÿçàííûå
ñ ïðÿìûìè àêòèíîâûìè ïó÷êàìè. Âèäåîìèêðîñêîïè÷å-
ñêîå èññëåäîâàíèå íîðìàëüíûõ ýïèòåëèîöèòîâ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ GFP-Å-êàäõåðèí, ïîêàçàëî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå
òàíãåíöèàëüíûõ ÀÊ ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ëàòåðàëüíîãî ðàñ-
øèðåíèÿ èíèöèàëüíûõ òî÷å÷íûõ êîíòàêòîâ. Îáðàçîâàíèå
ñòàáèëüíîãî êîíòàêòà ìåæäó íîðìàëüíûìè ýïèòåëèîöè-
òàìè ïðèâîäèëî ê ðàçðóøåíèþ êðàåâîãî àêòèíîâîãî ïó÷-
êà â çîíå êîíòàêòà. Îñòàâøèåñÿ ÷àñòè êðàåâûõ ïó÷êîâ
ôîðìèðîâàëè àðêîïîäîáíûå ñòðóêòóðû, íàòÿæåíèå êîòî-
ðûõ ïðèâîäèëî ê êîíòàêòíîìó ïàðàëè÷ó â çîíå êîíòàêòà
äâóõ êëåòîê. Íà÷àëüíûå òî÷å÷íûå ÀÊ ôèáðîáëàñòîâ è
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýïèòåëèîöèòîâ óâåëè÷èâàëè ñâîé
ëèíåéíûé ðàçìåð è ïðåâðàùàëèñü â ðàäèàëüíûå øòðèõè.
Ïðè ýòîì íè ó ôèáðîáëàñòîâ, íè ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ýïèòåëèîöèòîâ íå íàáëþäàëñÿ êîíòàêòíûé ïàðàëè÷, ÷òî
ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì õàðàêòåðà íàòÿæåíèÿ â çîíå êîíòàê-
òà, âûçâàííûì îòñóòñòâèåì ïåðèôåðè÷åñêîãî àêòèíîâîãî
ïó÷êà. Äëÿ îáðàçîâàíèÿ îáîèõ òèïîâ ÀÊ òðåáîâàëàñü àê-
òèâíîñòü ìàëîé ÃÒÔàçû Rho. Ïîìèìî ýòîãî, ôîðìèðîâà-
íèå òàíãåíöèàëüíûõ ÀÊ çàâèñåëî îò àêòèâíîñòè ìàëîé
ÃÒÔàçû Rac1 è ôîðìèíà mDia1 è íå çàâèñåëî îò êîíòðàê-
òèëüíîñòè àêòîìèîçèíà è àêòèâíîñòè ROCK. Íàïðîòèâ,
ôîðìèðîâàíèå ðàäèàëüíûõ ÀÊ çàâèñåëî îò êîíòðàêòèëü-
íîñòè àêòîìèîçèíà è àêòèâíîñòè ROCK è íå çàâèñåëî îò

àêòèâíîñòè ìàëîé ÃÒÔàçû Rac1 è ôîðìèíà mDia1. Òàêèì
îáðàçîì, îñíîâíûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì ïðîñòðàí-
ñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ ÀÊ íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ ýïèòåëèîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ, ÿâëÿåòñÿ îáùàÿ
îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49214à).
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Ñîãëàñíî òðàäèöèîííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ìèêðîòðó-
áî÷êè (ÌÒ) â ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòêàõ îáðàçóþò â
êëåòêå ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó: èõ ìèíóñ-êîíöû çàêðåïëåíû
íà öåíòðîñîìå, ðàñïîëîæåííîé îêîëî ÿäðà, à ïëþñ-êîíöû
ðàñòóò ïðîöåññèâíî ÷åðåç âñþ êëåòêó (Komarova et al.,
2002, J. Cell Sci., 115 : 3527—3539). Îäíàêî äàííîé ñõåìå
ïðîòèâîðå÷àò ñëåäóþùèå íàáëþäåíèÿ: ðîñò ÌÒ âáëèçè
öåíòðîñîìû ïðîèñõîäèò íå ñòðîãî ðàäèàëüíî (Àëèåâà è
äð., 2008, Öèòîëîãèÿ, 50 (11) : 936—946), è âîêðóã öåíò-
ðîñîìû ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè áûëè îïè-
ñàíû ìíîãî÷èñëåííûå êîðîòêèå ÌÒ (Sato et al., 1981, To-
hoku J. Exp. Med., 134 : 311—319; Àëèåâà, Âîðîáüåâ,
1997, Áèîë. ìåìáðàíû, 14 (1) : 18—28). Äëÿ ðàçðåøåíèÿ
äàííûõ ïðîòèâîðå÷èé â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû
ïðåäïðèíÿëè äåòàëüíûé àíàëèç äèíàìèêè ÌÒ âáëèçè öåí-
òðîñîìû. Áûëè èñïîëüçîâàíû êóëüòóðû êëåòîê 3Ò3 è
REF, èíúåöèðîâàííûå ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûì òóáóëè-
íîì, è êëåòêè 3Ò3, òðàíñôèöèðîâàííûå ÅÂ1-GFP. Ïðè
ýòîì ïðèìåíèëè äâà ïîäõîäà: îáåñöâå÷èâàíèå îáëàñòè
öåíòðîñîìû ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî îáëó÷åíèÿ (Komarova
et al., 2002, J. Cell Sci., 115 : 3527—3539) è àíàëèç ïîñëå-
äîâàòåëüíûõ âû÷òåííûõ êàäðîâ (Vorobjev et al., 1999, J.
Cell Sci., 112 : 2277—2289). Âûäåëèâ ÌÒ, ðàñòóùèå íå-
ïîñðåäñòâåííî îò öåíòðîñîìû, è íå ñâÿçàííûå ñ öåíòðî-
ñîìîé ÌÒ, ìû ñðàâíèëè èõ ïîâåäåíèå. Ïðè ýòîì ìû ïî-
ñòàðàëèñü ïðîñëåäèòü çà äèíàìèêîé ÌÒ îò íà÷àëà ðîñòà
íà öåíòðîñîìå äî ïîëíîé äåïîëèìåðèçàöèè. Â ðåçóëüòàòå
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èññëåäîâàíèé áûëî îáíàðóæåíî: 1. Áîëåå ïîëîâèíû ÌÒ,
ðàñòóùèõ îò öåíòðîñîìû, èìåþò êîðîòêîå âðåìÿ ñóùåñò-
âîâàíèÿ: ïðîäîëæèòåëüíîñòü èõ ðîñòà íå ïðåâûøàåò 9 ñ,
ïîñëå ÷åãî îíè áåç ïàóçû ðàçáèðàþòñÿ äî íóëÿ ñ ïëþñ-
êîíöà. Ñðåäíÿÿ äëèíà òàêèõ ÌÒ ñîñòàâëÿåò 1.8 � 0.8 ìêì.
2. Äèíàìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè îòíîñèòåëüíî äëèííûõ
ÌÒ, ðàñòóùèõ îò öåíòðîñîìû, è ñâîáîäíûõ ÌÒ ðàçëè÷-
íû: ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïåðèîäà ïðîöåññèâíîãî ðîñòà
ñâîáîäíûõ ÌÒ áîëüøå ñîîòâåòñòâóþùåãî ïåðèîäà ðîñòà
öåíòðîñîìíûõ ÌÒ, ñîîòâåòñòâåííî ñðåäíÿÿ äëèíà ïîëè-
ìåðèçóþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ ñâîáîäíûõ ÌÒ â 1.7 ðàçà ïðå-
âûøàåò ñðåäíþþ äëèíó öåíòðîñîìíûõ ÌÒ. Ïðîöåññèâ-
íûé ðîñò öåíòðîñîìíûõ ÌÒ íå âîçîáíîâëÿåòñÿ ïîñëå ïåð-
âîãî ýïèçîäà äåïîëèìåðèçàöèè. Ñâîáîäíûå ÌÒ, åñëè íå
óñïåâàþò ðàçîáðàòüñÿ äî íóëÿ, íåðåäêî âîçâðàùàþòñÿ ê
ïðîöåññèâíîìó ðîñòó. Ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü ðîñòà öåíòðî-
ñîìíûõ è ñâîáîäíûõ ÌÒ îäèíàêîâà, îäíàêî ñêîðîñòè èõ
äåïîëèìåðèçàöèè äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþòñÿ (43.0 � 17.7
äëÿ öåíòðîñîìíûõ è 56.3 � 14.6 äëÿ ñâîáîäíûõ). 3. Ïðî-
öåññèâíûé ðîñò âñåõ öåíòðîñîìíûõ ÌÒ îãðàíè÷åí: áîëü-
øèíñòâî ÌÒ ïåðåõîäèò ê äåïîëèìåðèçàöèè, íå äîñòèãàÿ
êðàÿ êëåòêè, è âåðîÿòíîñòü èõ ïîëíîé äåïîëèìåðèçàöèè
ýêñïîíåíöèàëüíî âîçðàñòàåò ñî âðåìåíåì. Òàêèì îáðàçîì,
â ôèáðîáëàñòàõ îò öåíòðîñîìû ðàñòóò ñðàâíèòåëüíî êî-
ðîòêèå ÌÒ, êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì îò
ñâîáîäíûõ ÌÒ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ðàäè-
àëüíîé ñèñòåìû ÌÒ, âûðàæåííîé âî ìíîãèõ êëåòêàõ, îáó-
ñëîâëåíî ãëàâíûì îáðàçîì ðàäèàëüíîé îðãàíèçàöèåé ÌÒ,
íå àññîöèèðîâàííûõ ñ öåíòðîñîìîé.
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Òðîïîìèîçèí ÿâëÿåòñÿ àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì,
ôóíêöèÿìè êîòîðîãî, ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì,
ÿâëÿþòñÿ ïîääåðæàíèå ñòðóêòóðû àêòèíîâûõ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ â ìûøå÷íûõ è íåìûøå÷íûõ êëåòêàõ è ðåãóëÿöèÿ
ñîêðàòèòåëüíîãî ïðîöåññà. Â íåìûøå÷íûõ êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ òðîïîìèîçèíû êîäèðóþòñÿ ÷åòûðüìÿ ãåíà-
ìè è îáðàçóþò îáùèðíîå ñåìåéñòâî èçîôîðì ïðè ó÷àñòèè
àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà. Âûäåëÿþò äâà ñåìåéñòâà
áåëêîâ — âûñîêîìîëåêóëÿðíûå òðîïîìèîçèíû (HMW) ñ
ìîë. ìàññîé 35—40 êÄà, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ 1, 2 è 3 èçî-
ôîðìû, è íèçêîìîëåêóëÿðíûå (LMW) — òðîïîìèîçèíû 4
è 5 ñ ìîë. ìàññîé 27—32 êÄà. Ìîëåêóëû òðîïîìèîçèíîâ
îáðàçóþò ïàëî÷êîâèäíûå äèìåðû, ñîäåðæàùèå îò 5 äî
7 àêòèíñâÿçûâàþùèõ ñàéòîâ, êîòîðûå óêëàäûâàþòñÿ â êà-
íàâêè ïî îáåèì ñòîðîíàì ñïèðàëè F-àêòèíà è îáåñïå÷èâà-
þò ôèëàìåíòàì ñòðóêòóðíóþ ñòàáèëüíîñòü. Îáû÷íî òðî-
ïîìèîçèí âûÿâëÿåòñÿ â êëåòêå â ñâÿçàííîì ñ àêòèíîâûìè
ñòðóêòóðàìè âèäå. Âìåñòå ñ òåì ïðè èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîì àíàëèçå öèòîñêåëåòà ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê òðîïîìèî-
çèíó îí îáíàðóæèâàåòcÿ íå òîëüêî íà àêòèíîâûõ ñòðóêòó-
ðàõ, íî è â âèäå íåçàâèñèìûõ îò íåãî êðóïíûõ ÷àñòèö,
ðàñïðåäåëåííûõ â öèòîçîëå. Ñîñòàâ ýòèõ ÷àñòèö íåèçâå-
ñòåí, òàê æå êàê è èõ ðîëü â æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê è â
ïðîöåññàõ ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà. Âïîëíå âîçìîæíî,
÷òî ýòè ÷àñòèöû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðåäøåñòâåííèêè
áóäóùèõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, îáðàçóþùèõñÿ â ïðîöåññå
ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà ïðè ïðîâåäåíèè âíóòðèêëå-

òî÷íîãî ñèãíàëà. Â ñâÿçè ñ ýòèì çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáî-
òû ÿâëÿëîñü âûäåëåíèå è àíàëèç áåëêîâîãî ñîñòàâà
îáíàðóæèâàåìûõ ÷àñòèö. Ïðè âûäåëåíèè áåëêîâ öèòîñêå-
ëåòà îáû÷íûìè áèîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè êëåòî÷íûå
ñòðóêòóðû ïîëíîñòüþ ðàçðóøàþò è çàòåì ýêñòðàãèðóþò
ñîîòâåòñòâóþùèìè áóôåðàìè. Äëÿ âûïîëíåíèÿ ïîñòàâ-
ëåííîé çàäà÷è òàêîé ïîäõîä íå ãîäèòñÿ, òàê êàê ïðè ïîë-
íîì ðàçðóøåíèè êëåòîê è ïîñëåäóþùèõ ïðîöåäóðàõ,
âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ öåíòðèôóãèðîâàíèå è ïðîìûâàíèå
îñàäêîâ, ÷àñòèöû ìîãóò ðàçðóøàòüñÿ. Ïîýòîìó áûë ðàçðà-
áîòàí íîâûé îðèãèíàëüíûé ìåòîä âûäåëåíèÿ, ïîçâîëÿþ-
ùèé ñîõðàíèòü öåëîñòíîñòü âûäåëÿåìûõ ÷àñòèö áåç íàðó-
øåíèÿ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà. Äëÿ áûñòðîé ýêñòðàêöèè öè-
òîçîëüíûõ áåëêîâ áûë èñïîëüçîâàí ëèçèðóþùèé
SF-áóôåð, ñîõðàíÿþùèé ñîîòíîøåíèå ìåæäó ìîíîìåð-
íûìè è ïîëèìåðíûìè ôîðìàìè àêòèíà. Ïîëó÷åííûå ýêñò-
ðàêòû áûëè ðàçäåëåíû ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè íà êî-
ëîíêå Superose 6 ñ ïîñëåäóþùèì ýëåêòðîôîðåçîì, êîòî-
ðûé ïîêàçàë, ÷òî âî ôðàêöèÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîë.
ìàññå 400—800 êÄà, ñîäåðæàòñÿ ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå
áåëêîâûå êîìïëåêñû. Âåñòåðí-áëîò ïîäòâåðäèë èñõîäíîå
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî â ýòèõ êîìïëåêñàõ íàõîäÿòñÿ
èçîôîðìû òðîïîìèîçèíà. Èç ýòèõ ôðàêöèé áûëà ïðîâåäå-
íà èììóíîïðåöèïèòàöèÿ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ HMW èçîôîðì òðîïîìèîçèíîâ è îáíàðóæåíî, ÷òî
â ñîñòàâå ÷àñòèö âûäåëÿþòñÿ ïîìèìî òðîïîìèîçèíîâ è
äðóãèå áåëêè. Ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè óäàëîñü
èäåíòèôèöèðîâàòü ñðåäè ýòèõ áåëêîâ áåëîê òåïëîâîãî
øîêà 90 â ñîñòàâå ÷àñòèö ìîë. ìàññîé 400—500 êÄà è òÿ-
æåëóþ öåïü íåìûøå÷íîãî ìèîçèíà 9 â ñîñòàâå ÷àñòèö
ìîë. ìàññîé 550—650 êÄà. Ïðè ýòîì á*îëüøàÿ ÷àñòü òðî-
ìîïèîçèíîâ âõîäèò â ñîñòàâ ÷àñòèö ìîë. ìàññîé 400—
500 êÄà â êîìïëåêñå ñ ÁÒØ90, à â êîìïëåêñå ñ ìèîçèíîì
9 âûÿâëÿåòñÿ ìåíüøàÿ ÷àñòü òðîïîìèîçèíîâ. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî òðîïîìèî-
çèíîâûå ÷àñòèöû äåéñòâèòåëüíî ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áåë-
êîâûå êîìïëåêñû ñ âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé, âêëþ-
÷àþùèå â ñåáÿ êàê öèòîñêåëåòíûå áåëêè, òàê è ìîëåêóëû
äðóãîé ïðèðîäû. Äàëüíåéøèé àíàëèç áåëêîâ, âõîäÿùèõ â
ñîñòàâ ýòèõ ÷àñòèö, ïîçâîëèò âûÿñíèòü èõ ôóíêöèþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè ïî ïîääåðæêå âå-
äóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-7852.2006.4).

ÂÛÄÅËÅÍÈÅ È ÀÍÀËÈÇ ÁÅËÊÎÂÎÃÎ ÑÎÑÒÀÂÀ
ÒÐÎÏÎÌÈÎÇÈÍÎÂÛÕ ×ÀÑÒÈÖ, ÑÎÄÅÐÆÀÙÈÕÑß
Â ÖÈÒÎÇÎËÅ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ
ÊÐÛÑÛ. © Ä. Å. Áîáêîâ, À. À. Àéçåíøòàäò, È. Â. Êðîïà-
÷åâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

NF-kB ÿâëÿåòñÿ áûñòðîèíäóöèáåëüíûì òðàíñêðèïöè-
îííûì ôàêòîðîì, àêòèâíîñòü êîòîðîãî ìåíÿåòñÿ â îòâåò
íà áîëüøîå ÷èñëî ñòèìóëîâ ó ðÿäà êëåòîê. Ðàíåå áûëî îá-
íàðóæåíî, ÷òî NF-kB ñîëîêàëèçóåòñÿ ñ àêòèíîâûìè
ñòðóêòóðàìè, ñòðåññ-ôèáðèëëàìè è ôîêàëüíûìè êîíòàê-
òàìè, à òàêæå ñîëîêàëèçóåòñÿ â öèòîïëàçìå è ñîâìåñòíî
ïåðåðàñïðåäåëÿåòñÿ â ÿäðî ñ àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì
àëüôà-àêòèíèíîì-4. Ðàíåå ìåòîäàìè ãåëü-ôèëüòðàöèè è
ïåðåêðåñòíîé èììóíîïðåöèïèòàöèè íàìè áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî â öèòîïëàçìå êëåòîê ëèíèè À431 àêòèíñâÿçûâà-
þùèé áåëîê àëüôà-àêòèíèí-4 è p65-ñóáúåäèíèöà òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB âõîäÿò â ñîñòàâ îäíîãî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà Øêîëå-ñåìèíàðå 255



êîìïëåêñà ñ ìîë. ìàññîé ïðèìåðíî 600 êÄà, íå ñâÿçàííîãî
ñ öèòîñêåëåòíûìè ñòðóêòóðàìè. Â ñîñòàâå ýòîãî êîìïëåê-
ñà ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë áûëè îáíàðóæåíû
òóáóëèí è òðîïîìèîçèí. Äëÿ äàëüíåéøåé èäåíòèôèêàöèè
áåëêîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ýòîãî êîìïëåêñà, öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèé ýêñòðàêò êëåòîê À431 áûë ðàçäåëåí ìåòîäîì
ãåëü-ôèëüòðàöèè íà êîëîíêå Superose 6 è èç ôðàêöèé, ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ìîë. ìàññàì 550—900 êÄà, áûëè ïðåöè-
ïèòèðîâàíû êîìïëåêñû ñ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ð65-ñóáúåäèíèöû è àëüôà-àêòèíèíà-4. Ïðè ýëåêò-
ðîôîðåòè÷åñêîì ðàçäåëåíèè ïîëó÷åííûõ êîìïëåêñîâ
áûëè îáíàðóæåíû èíòåíñèâíûå ïîëîñû â îáëàñòè 90 è 70
êÄà, â êîòîðûõ ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè áûëè îáíà-
ðóæåíû áåëêè òåïëîâîãî øîêà 70 è 90. Ïî-âèäèìîìó, ýòè
áåëêè òåïëîâîãî øîêà ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâà-
íèè ýòèõ ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 07-04-01190-à).

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÑÈÃÍÀËÈÇÀ-
ÖÈÈ ÏÐÈ ÈÍÔÅÊÖÈÈ ÝÓÊÀÐÈÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ
ÏÀÒÎÃÅÍÀÌÈ. © Å. Ñ. Áîæîêèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â õîäå ýâîëþöèè ðàçëè÷íûå ïàòîãåíû ðàçðàáîòàëè
ñòðàòåãèè äëÿ âûêëþ÷åíèÿ, ðàçðóøåíèÿ, èìèòèðîâàíèÿ è
èñïîëüçîâàíèÿ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ êëåòêè õîçÿèíà,
÷òîáû ýêñïëóàòèðîâàòü åå ìàêñèìàëüíî ýôôåêòèâíî äëÿ
ñåáÿ. Ïðåæäå âñåãî, îíè ðàçðóøàþò ïåðåäà÷ó ñèãíàëà â
êëåòêå õîçÿèíà ïóòåì ââåäåíèÿ ñîáñòâåííûõ ýôôåêòîðîâ,
èìèòèðóþùèõ ôóíêöèè íàòèâíûõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ:
óáèêâèòèí-ëèãàçû, ðåãóëÿòîðîâ Rho-GTPàç, êîìïîíåíòîâ
êëåòî÷íîãî öèòîñêåëåòà è äð. Áàêòåðèè Salmonella enteri-
ca, âûçûâàþùèå ãàñòðîýíòåðèò ó ÷åëîâåêà, äîñòàâëÿþò
ñâîè ýôôåêòîðû íàïðÿìóþ â êëåòêó ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëü-
íîé ñèñòåìû äîñòàâêè T3SS, à èõ ýôôåêòîðíûé áåëîê
SopA ÿâëÿåòñÿ óáèêâèòèí-ëèãàçîé òèïà HECT-E3. Ãðà-
ìîòðèöèòåëüíûé ïàòîãåí, âûçûâàþùèé òÿæåëóþ ïíåâìî-
íèþ, L. pneumophila, êîäèðóåò óáèêâèòèí-ëèãàçó LubX,
êîòîðàÿ âëèÿåò íà ñíèæåíèå èììóííîãî îòâåòà îðãàíèçìà.
Ïîêàçàíî, ÷òî íåêîòîðûå ýôôåêòîðû ïàòîãåíà Pseudomo-
nas syringae òàêæå èìåþò äîìåí óáèêâèòèí-ëèãàçû. Ìíî-
ãèå áàêòåðèàëüíûå ïàòîãåíû íåñóò ôàêòîðû âèðóëåíòíî-
ñòè, âëèÿþùèå íà àêòèâíîñòü Rho-ÃÒÔàç, è òàêèì îáðà-
çîì ìîäóëèðóþò öèòîñêåëåò êëåòîê õîçÿèíà. Â ÷àñòíîñòè,
ýôôåêòîð áàêòåðèé Y. pseudotuberculosis è Y. pestis YopE
ÿâëÿåòñÿ GAP-ýôôåêòîðîì äëÿ Rac1, RhoA è Cdc42
Rho-ÃÒÔàç êëåòêè. Ðàñïðîñòðàíåííûé âíóòðè-
áîëüíè÷íûé ïàòîãåí Pseudomonas aeruginosa áëàãîäàðÿ
ýôôåêòîðàì ExoS è ExoT, èìèòèðóþùèì GAP-áåëêè õî-
çÿèíà, ïðåïÿòñòâóåò ïîãëîùåíèþ áàêòåðèé ìàêðîôàãàìè.
S. typhimurium, âëèÿÿ íà àêòèí öèòîñêåëåòà õîçÿèíà ïî-
ñðåäñòâîì ýôôåêòîðîâ, èìèòèðóþùèõ êàê GAP-, òàê è
GEF-áåëêè, íàïðîòèâ, îáåñïå÷èâàåò ôàãîöèòîç áàêòåðèé â
íîðìå íåôàãîöèòèðóþùèìè êëåòêàìè. Íåêîòîðûå ïàòîãå-
íû âûäåëÿþò áåëêè, íàïðÿìóþ èìèòèðóþùèå G-áåëêè ñå-
ìåéñòâà Ras. Ôîñôîèíîçèòèäû (PI) âîâëå÷åíû âî ìíîãèå
êëåòî÷íûå ïðîöåññû, òàêèå êàê ìîäóëèðîâàíèå è ôóíêöè-
îíèðîâàíèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, êîíòðîëü âåçèêóëÿð-
íîãî òðàíñïîðòà è ðàçâèòèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðò-
ìåíòîâ, ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà, à
òàêæå âûïîëíÿþò âàæíóþ ðîëü ïðè ôàãîöèòîçå. Ïîýòîìó

âíóòðèêëåòî÷íûå áàêòåðèèè (Salmonella, Listeria è Shigel-
la) ðàçðàáîòàëè ìåõàíèçìû èñïîëüçîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ìå-
òàáîëèçìà ïî ýòîìó ïóòè â ñâîèõ öåëÿõ ñ ïîìîùüþ
ñîáñòâåííûõ ýôôåêòîðîâ. À òàêèå âíåêëåòî÷íûå áàêòå-
ðèè, êàê ýíòåðîïàòîãåííûå E. coli (EPEC), íàïðîòèâ,
ïðåäîòâðàùàþò ôàãîöèòîç ïîñðåäñòâîì èíãèáèðîâàíèÿ
PI(3)-êèíàçû. Òàêæå ñåêðåòèðóåìûå áàêòåðèàëüíûå ýô-
ôåêòîðû ìîãóò íàïðÿìóþ àòàêîâàòü èììóííóþ ñèñòåìó
õîçÿèíà, çàãëóøàÿ âíóòðåííèå ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà èì-
ìóííîãî îòâåòà: MAP-êèíàçíûé è NF-kB-çàâèñèìûé
ïóòè. Òàêèì îáðàçîì, ðàçíûå ìåõàíèçìû èñïîëüçîâàíèÿ
áàêòåðèÿìè ñèñòåì êëåòêè-õîçÿèíà ïðèâîäÿò ê ýôôåêòèâ-
íîé êîëîíèçàöèè, ðåïëèêàöèè, âûæèâàíèþ è ðàñïðîñòðà-
íåíèþ ïàòîãåíîâ. Ýòè ìåõàíèçìû î÷åíü ýôôåêòèâíû è
î÷åíü ñïåöèôè÷íû, òåì ñàìûì êàæäûé ïàòîãåí àäàïòèðó-
åòñÿ ê ñîáñòâåííîé íèøå â ñîîòâåòñòâóþùåì õîçÿèíå.

ÀËÜÔÀ-ÀÊÒÈÍÈÍ-4 ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÓÅÒ Ñ N-ÊÎÍ-
ÖÅÂÎÉ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÜÞ RELA/Ð65 IN VIT-
RO È ÌÎÆÅÒ ÏÐÈÍÈÌÀÒÜ Ó×ÀÑÒÈÅ Â ÔÎÐÌÈÐÎ-
ÂÀÍÈÈ ÑÏÅÖÈÔÈ×ÅÑÊÈÕ ÄÍÊ-ÁÅËÊÎÂÛÕ ÊÎÌÏ-
ËÅÊÑÎÂ. © À. Â. Áîëüøàêîâà, Â. Í. Áàáàêîâ, Ã. Ï. Ïèíàåâ,
Î. À. Ïåòóõîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ àêòèíîâûé öèòîñêå-
ëåò ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ è ðåãóëÿ-
öèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Ó÷àñòèå
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ýòèõ ïðîöåññàõ ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ àêòèâíîñòüþ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Îäíèì èç
òàêèõ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ a-àêòèíèí.
a-àêòèíèí îáíàðóæèâàåòñÿ êàê â öèòîïëàçìå, òàê è â ÿäðå,
ãäå îí ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òðàíñêðèïöèîííû-
ìè ôàêòîðàìè. Ðàíåå ïîëó÷åííûå äàííûå î ñîëîêàëè-
çàöèè a-àêòèíèíà è RelA/ð65-ñóáúåäèíèöû òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà NF-kB â êëåòêàõ À431 è îáíàðóæåíèè
a-àêòèíèíà-4 â èììóíîïðåöèïèòàòàõ, îñàæäàþùèõñÿ
àíòèòåëàìè ê RelA/ð65-ñóáúåäèíèöå NF-kB, ïîñëóæèëè
îñíîâàíèåì äëÿ ïðîâåðêè âîçìîæíîñòè ïðÿìîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ a-àêòèíèíà ñ ð65-ñóáúåäèíèöåé NF-kB è ó÷àñ-
òèÿ åãî â ðåãóëÿöèè NF-kB. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà
GST-pull down áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òîëüêî N -êîíöåâàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü RelA/ð65 âçàèìîäåéñòâóåò ñ a-àêòèíè-
íîì íàïðÿìóþ. Ìåòîäîì ðåòàðäàöèè â êëåòêàõ À431 âû-
ÿâëÿëîñü íåñêîëüêî kB-ñïåöèôè÷åñêèõ ÄÍÊ-áåëêîâûõ
êîìïëåêñîâ, îäèí èç êîòîðûõ èäåíòèôèöèðîâàëñÿ êàê ñî-
äåðæàùèé ð65/ð50. Êîíêóðåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
a-àêòèíèí-4 ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â ñîñòàâå kB-ñïåöè-
ôè÷åñêîãî êîìïëåêñà ñ íèçêîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïî-
äâèæíîñòüþ. Êðîìå òîãî, ñî÷åòàíèåì ìåòîäîâ ðåòàð-
äàöèè è âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà a-àêòèíèí-4 îáíàðóæèâàë-
ñÿ â ÄÍÊ-áåëêîâîì êîìïëåêñå, ñîäåðæàùåì ð65/ð50.
Îäíàêî ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ìåòîäà ïðèñóòñòâèå
a-àêòèíèíà-4 è RelA/p65 â êîìïëåêñàõ ñ íèçêîé ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ íå ïîäòâåðäèëîñü. Èñïîëü-
çîâàíèå â ðåàêöèè ñâÿçûâàíèÿ î÷èùåííûõ áåëêîâ ïîçâî-
ëèëî îáíàðóæèòü, ÷òî a-àêòèíèí-4 ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â
îáðàçîâàíèè ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ïðè÷åì âçàèìî-
äåéñòâèå RelA/ð65 ñ a-àêòèíèíîì-4 íå ïðåïÿòñòâóåò îá-
ðàçîâàíèþ kÂ-ñïåöèôè÷åñêîãî ÄÍÊ-áåëêîâîãî êîìïëåê-
ñà, à òîëüêî èçìåíÿåò åãî ïîäâèæíîñòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
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07-04-011-90-à), Âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (7852.2006.4) è
ãðàíòà Visby of Swedish Institute (¹1361/2006).

ÀÏÏÀÐÀÒ ÐÀÍÍÅÃÎ ÂÅÇÈÊÓËßÐÍÎÃÎ ÒÐÀÍÑÏÎÐ-
ÒÀ ÌÎÆÅÒ ÑËÓÆÈÒÜ ÎÐÃÀÍÈÇÀÒÎÐÎÌ ÑÅÒÈ
ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ. © È. Á. Áðîäñêèé,1 Å. Ñ. Íàäåæäè-
íà.2 1Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñ-
êîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà, brodsky-i@yandex.ru è 2Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî.

Ìèêðîòðóáî÷êîâûé öèòîñêåëåò â ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü íàïðàâëåííûé òðàíñïîðò
ðàçëè÷íûõ ãðóçîâ ñ ïîìîùüþ áåëêîâ-ìîòîðîâ íà ðàññòîÿ-
íèÿ, ñðàâíèìûå ñ ðàçìåðàìè ñàìîé êëåòêè. Â áîëüøèíñò-
âå êóëüòóð ôèáðîáëàñòîâ ìû ìîæåì íàáëþäàòü ðàäèàëü-
íóþ ñòðóêòóðó ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê, ïðè êîòîðîé ìè-
íóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ñîáðàíû â öåíòðå îðãàíèçàöèè,
ãäå ÷àñòî íàõîäèòñÿ öåíòðîñîìà, à ïëþñ-êîíöû ðàñïîëî-
æåíû íà ïåðèôåðèè êëåòêè. Ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ ðà-
äèàëüíîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê îñòàþòñÿ íåïîíÿòíû-
ìè. Îáû÷íî îñíîâíóþ ðîëü çäåñü îòâîäÿò öåíòðîñîìå, êî-
òîðàÿ íóêëåèðóåò ìèêðîòðóáî÷êè è çàÿêîðèâàåò èõ â
öåíòðå îðãàíèçàöèè, îäíàêî ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ìèêðî-
òðóáî÷åê ìîæåò îáðàçîâûâàòüñÿ è áåç ó÷àñòèÿ öåíòðîñî-
ìû. Â äàííîé ðàáîòå, ÷òîáû èññëåäîâàòü ðîëü ìåìáðàí-
íûõ îðãàíåëë â îðãàíèçàöèè êëåòî÷íûõ ìèêðîòðóáî÷åê,
áûëè ïîëó÷åíû áåñöåíòðîñîìíûå öèòîïëàñòû èç êëåòîê
HeLa è BSC-1, êîòîðûå è ïðè îòñóòñòâèè öåíòðîñîìû îá-
ðàçóþò ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê. Èçíà÷àëüíî
íàìè ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ôîðìèðîâàíèå áåñöåíòðîñîì-
íîé ðàäèàëüíîé ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê èäåò çà ñ÷åò êîìïàê-
òíîé ñòðóêòóðû àïïàðàòà Ãîëüäæè (ÀÃ), ñîáèðàþùåãîñÿ â
öåíòðå öèòîïëàñòîâ ïîñëå îòìûâêè íîêîäàçîëà — àãåíòà,
ðàçðóøàþùåãî ìèêðîòðóáî÷êè è íåîáõîäèìîãî äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ öèòîïëàñòîâ. Îäíàêî èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññà
ñáîðêè êîìïàêòíîãî ÀÃ âîçäåéñòâèåì áðåôåëäèíà À
(BFA) íå ïðåïÿòñòâîâàëî âîçíèêíîâåíèþ ðàäèàëüíîé ñèñ-
òåìû ìèêðîòðóáî÷åê, ïîýòîìó ÀÃ íå ìîæåò ñ÷èòàòüñÿ
äâèæóùåé ñèëîé äàííîãî ïðîöåññà. Îêàäàåâàÿ æå êèñëîòà
(OA), êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíôîñôàòàç è
ýêñïîðòà áåëêà èç ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ)
â COPII-âåçèêóëû, ýôôåêòèâíî áëîêèðîâàëà ôîðìèðîâà-
íèå ðàäèàëüíîé ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê â öèòîïëàñòàõ. Ñëå-
äîâàòåëüíî, äàííûé ñåãìåíò àïïàðàòà òðàíñïîðòà ìîæåò
ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî-
÷åê. Âîçìîæíî, îäíàêî, ÷òî âëèÿíèå ÎÀ íà îðãàíèçàöèþ
ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê îñíîâàíî íà ïîäàâëåíèè ôîñôà-
òàç. Ïîñêîëüêó ïðè êîìáèíàöèè èíãèáèòîðîâ COPI (BFA)
è COPII (OA) áåñöåíòðîñîìíûå öèòîïëàñòû îáðàçóþò ðà-
äèàëüíóþ ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
îñíîâíàÿ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ðàäèàëüíîé ñåòè ìèêðî-
òðóáî÷åê â áåñöåíòðîñîìíûõ öèòîïëàñòàõ ïðèíàäëåæèò
ïðîìåæóòî÷íîìó êîìïàðòìåíòó (ERGIC). Ýòî ñëåäóåò èç
òîãî, ÷òî ÎÀ, áëîêèðóÿ ôîðìèðîâàíèå COPII-âåçèêóë, âû-
çûâàåò ïîòåðþ ÀÃ è ERGIC ïî COPI-çàâèñèìîìó ìåõà-
íèçìó. Îäíàêî â ïðèñóòñòâèè áðåôåëäèíà À ERGIC ñî-
õðàíÿåòñÿ, ÷òî è ìîæåò îáúÿñíÿòü îáðàçîâàíèå ðàäèàëü-
íîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â ýòèõ óñëîâèÿõ. Äëÿ áîëåå
ñïåöèôè÷åñêîé ïðîâåðêè ãèïîòåçû ó÷àñòèÿ àïïàðàòà ðàí-
íåãî âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â îðãàíèçàöèè êëåòî÷íûõ
ìèêðîòðóáî÷åê áûëè ïîëó÷åíû áåñöåíòðîñîìíûå öèòî-
ïëàñòû èç êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ äîìèíàíòíî-íåãà-
òèâíûé ìóòàíò ÃÒÔàçû Sar1a — Sar1a[T39N], êîòîðûé

èíãèáèðóåò ýêñïîðò áåëêîâ èç ÝÐ ñ ïîìîùüþ COPII-çàâè-
ñèìîãî òðàíñïîðòà. Äåéñòâèòåëüíî, òàêèå öèòîïëàñòû íå
ìîãëè ýôôåêòèâíî îáðàçîâûâàòü ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó
ìèêðîòðóáî÷åê áåç ó÷àñòèÿ öåíòðîñîìû â îòëè÷èå îò öè-
òîïëàñòîâ ñ ÃÒÔàçîé Sar1 äèêîãî òèïà. Ðåçóëüòàòû äàí-
íûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â îðãà-
íèçàöèè ðàäèàëüíîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â áåñöåíò-
ðîñîìíûõ öèòîïëàñòàõ âåäóùóþ ðîëü èãðàåò àïïàðàò
ðàííåãî âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, êîòîðûé, âîçìîæíî,
ïóòåì äèíåèí-äèíàêòèíçàâèñèìîãî çàÿêîðèâàíèÿ ìèêðî-
òðóáî÷åê è ñïîñîáñòâóåò èõ îðãàíèçàöèè â ðàäèàëüíóþ
ñåòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01697-à), à òàêæå ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÍÎÂÛÅ ÈÇÎÔÎÐÌÛ ÁÅËÊÀ Ð150GLUED, ÎÑÍÎÂ-
ÍÎÉ ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÛ ÄÈÍÀÊÒÈÍÀ. © Ñ. À. Áðÿíöåâà,1

À. Â. Áóðàêîâ,1 Î. Í. Æàïïàðîâà,1 Å. Ñ. Íàäåæäèíà.2

1ÍÈÈ ÔÕÁ èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 2Èíñòè-
òóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà, sofia.bryantseva@gmail.com.

Äèíàêòèí, êîôàêòîð âíóòðèêëåòî÷íîãî ìîòîðà äèíåè-
íà, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíûé ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé
áåëêîâûé êîìïëåêñ, îñíîâíîé åäèíèöåé êîòîðîãî ÿâëÿåò-
ñÿ áåëîê ð150Glued. Äëÿ äàííîãî áåëêà áûëî ïîêàçàíî ñó-
ùåñòâîâàíèå äâóõ èçîôîðì — èçîôîðìû-1 ðàçìåðîì
150 êÄà è èçîôîðìû-2 ðàçìåðîì 135 êÄà (ð135). Îäíàêî
àíàëèç íóêëåîòèäíûõ áàç äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî èçîôîð-
ìà-1 ñîñòîèò èç äâóõ äîïîëíèòåëüíûõ èçîôîðì: äëèííîé
ð150-1À è êîðîòêîé ð150-1Â, èìåþùåé 20-àìèíîêèñëîò-
íóþ äåëåöèþ â ðàéîíå ìèêðîòðóáî÷êîñâÿçûâàþùåãî ó÷à-
ñòêà, ðàñïîëàãàþùåãîñÿ íà N-êîíöå. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
äâå èçîôîðìû äèíàêòèíà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîåìó âçàèìî-
äåéñòâèþ ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè. Ïðè ýêñïðåññèè â êëåòêàõ
äëèííàÿ èçîôîðìà ð150-1À ðàñïîëàãàåòñÿ ïî âñåé äëèíå
ìèêðîòðóáî÷åê, â òî âðåìÿ êàê êîðîòêàÿ ð150-1Â — â
âèäå «êîìåò» íà ïëþñ-êîíöàõ ìèêðîòðóáî÷åê è íèêîã-
äà — ïî âñåé äëèíå ìèêðîòðóáî÷åê. N-êîíöåâûå ôðàã-
ìåíòû èçîôîðì ð150-1À è ð150-1Â, ñèíòåçèðîâàííûõ â
E. coli, èíêóáèðîâàëè ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè, ñîáðàííûìè in
vitro, è îñàæäàëè ÷åðåç ãëèöåðèíîâóþ ïîäóøêó, à çàòåì
àíàëèçèðîâàëè îñàäêè è ñóïåðíàòàíòû. Á*îëüøàÿ ÷àñòü
èçîôîðìû ð150-1À ñâÿçûâàëàñü ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè, â òî
âðåìÿ êàê èçîôîðìà ð150-1Â ïðèñóòñòâîâàëà â îñàäêå
ìèêðîòðóáî÷åê ëèøü â íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå. Ìû
òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî èçîôîðìû äèíàêòèíà ýêñïðåññèðóþò-
ñÿ òêàíåñïåöèôè÷íî: äëèííàÿ èçîôîðìà ð150-1À îáèëüíî
ïðèñóòñòâóåò â òêàíÿõ íåðâíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è îòñóò-
ñòâóåò â íåíåðâíûõ òêàíÿõ âçðîñëûõ æèâîòíûõ è ÷åëîâå-
êà, â òî âðåìÿ êàê êîðîòêàÿ èçîôîðìà ð150-1Â ïðåäñòàâ-
ëåíà ïîâñåìåñòíî. Èçîôîðìà p150-1B ïðåîáëàäàåò â ðàç-
ëè÷íûõ ëèíèÿõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, òàêèõ êàê Vero è
HeLa, îäíàêî â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ â ìèíîðíîì êî-
ëè÷åñòâå ïðèñóòñòâóåò è äëèííàÿ èçîôîðìà ð150-1À. Ýêñ-
ïðåññèÿ èçîôîðìû p150-1A íà÷èíàåòñÿ ïðè ïåðåíîñå íå-
íåðâíûõ êëåòîê èç òêàíåé â êóëüòóðó. Â óñëîâèÿõ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ðàíû ìîíîñëîÿ êëåòîê óðîâåíü ýêñïðåññèè
ð150-1À òàêæå óâåëè÷èâàåòñÿ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå
îêðàøèâàíèå êëåòîê Vero ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ê âàðèàáåëüíîìó ó÷àñòêó ð150Glued âûÿâèëî ëîêàëèçà-
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öèþ äëèííîé èçîôîðìû íà öåíòðîñîìå è ïî âñåé äëèíå
îïðåäåëåííîãî ïóëà ìèêðîòðóáî÷åê. Äàííûé ïóë ìèêðî-
òðóáî÷åê íå ñîâïàäàë ñ ïóëàìè, îáîãàùåííûìè òèðî-
çèí-òóáóëèíîì èëè àöåòèëèðîâàííûì òóáóëèíîì. Â óñëî-
âèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû ìîíîñëîÿ èçîôîðìà
ð150-1À áûëà ïðåäñòàâëåíà íà ìèêðîòðóáî÷êàõ, íàïðàâ-
ëåííûõ ê âåäóùåìó êðàþ êëåòîê, îáðàùåííîìó â ðàíó.
Ðàñïðåäåëåíèå p150-1A â êëåòêàõ â ýòîì ñëó÷àå áûëî
àñèììåòðè÷íûì â îòëè÷èå îò ñèììåòðè÷íîãî (â ïëàíå
êîíöåíòðàöèè) ðàñïðåäåëåíèÿ òóáóëèíà ìèêðîòðóáî÷åê.
Òàêèì îáðàçîì, èçîôîðìû èìåþò ðàçëè÷íîå ðàñïðåäåëå-
íèå â êëåòêàõ: êîðîòêàÿ èçîôîðìà ð150-1Â ðàñïîëàãàåòñÿ
â âèäå «êîìåò» íà ïëþñ-êîíöàõ ìèêðîòðóáî÷åê, à äëèííàÿ
ð150-1À — ïî âñåé äëèíå ìèêðîòðóáî÷åê. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî äâå èçîôîðìû äèíàêòèíà èìåþò ðàçëè÷íûå
ôóíêöèè — èçîôîðìà ð150-1Â ó÷àñòâóåò â óñòàíîâëåíèè
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó òðàíñïîðòèðóåìûì ãðóçîì è ìèê-
ðîòðóáî÷êîé ïî ïðèíöèïó ïîèñêà—çàõâàòà, â òî âðåìÿ
êàê èçîôîðìà ð150-1À ðåãóëèðóåò ïåðåìåùåíèå äèíåèíà
âäîëü âñåé ìèêðîòðóáî÷êè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01697-à), à òàêæå ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÏÐÎÒÅÈÍÊÈÍÀÇÀ LOSK(SLK) ÐÅÃÓËÈÐÓÅÒ ÌÅÆ-
ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß È ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÎÅ
ÏÅÐÅÌÅÙÅÍÈÅ ÊËÅÒÎÊ ÏÎ ÑÓÁÑÒÐÀÒÓ. © À. Â. Áó-
ðàêîâ,1 Å. Ñ. Íàäåæäèíà.1,2 1 ÍÈÈ ÔÕÁ èì. À. Í. Áåëîçåð-
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Ñïîñîáíîñòü êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ê ïåðåìåùåíèþ
ïî ñóáñòðàòó ÿâëÿåòñÿ âàæíûì èõ ñâîéñòâîì, èãðàþùèì
îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ýìáðèîãåíåçå, ïðè çàæèâëåíèè ðàí
èëè ïðè ìåòàñòàçèðîâàíèè íà çàâåðøàþùèõ ñòàäèÿõ êàí-
öåðîãåíåçà. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè äîñòàòî÷íî õîðîøî
îïèñàíû ìåõàíè÷åñêèå ïðèíöèïû òàêîãî äâèæåíèÿ è
îñíîâíûå êëåòî÷íûå ñòðóêòóðû è áåëêè, îòâå÷àþùèå çà
ýòî. Äâèæåíèå êëåòîê îñóùåñòâëÿåòñÿ áëàãîäàðÿ ýëåìåí-
òàì öèòîñêåëåòà. Â ÷àñòíîñòè, âûäâèæåíèå ëàìåëëû ïðî-
èñõîäèò áëàãîäàðÿ ïîëèìåðèçàöèè âåòâÿùèõñÿ àêòèíî-
âûõ ôèëàìåíòîâ íà ïåðåäíåì êðàå äâèæóùåéñÿ êëåòêè;
èçâåñòíî òàêæå, ÷òî â ïîëÿðèçîâàííîé äâèæóùåéñÿ êëåò-
êå ìèêðîòðóáî÷êè ñòàáèëèçèðîâàíû ïî íàïðàâëåíèþ äâè-
æåíèÿ, è ïîêàçàíà íåîáõîäèìîñòü ìàëûõ ÃÒÔàç äëÿ ïîëÿ-
ðèçàöèè è ïîñëåäóþùåãî äâèæåíèÿ. Äâèæåíèå êëåòêè ìî-
æåò áûòü èíèöèèðîâàíî êàê íåêèìè õèìè÷åñêèìè
àòòðàêòàíòàìè, òàê è â ñëó÷àå êëåòîê ñîåäèíèòåëüíîé òêà-
íè ïðîñòî âîçíèêíîâåíèåì ïóñòîãî ìåñòà ïî ñîñåäñòâó,
îáðàçóþùåãîñÿ â ñëó÷àå ìåõàíè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ òêà-
íè èëè â ðåçóëüòàòå àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Äî ñèõ
ïîð íå óäàåòñÿ ïðîñëåäèòü ïîëíîñòüþ âñþ öåïî÷êó ñîáû-
òèé âíóòðè êëåòêè, ïðîèñõîäÿùèõ ñ ìîìåíòà ïîñòóïëåíèÿ
ñèãíàëà ê äâèæåíèþ äî óñïåøíîãî ïðèáûòèÿ êëåòêè íà
ìåñòî íàçíà÷åíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â Ðîññèè è çà ðóáå-
æîì âåäåòñÿ ðÿä èññëåäîâàíèé êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè,
ïðè ýòîì îäíîé èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé äëÿ èçó-
÷åíèÿ äâèæåíèÿ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èñêóññòâåííî íàíåñåí-
íàÿ ðàíà ìîíîñëîÿ. Â äàííîé ðàáîòå ìû èçó÷àëè âëèÿíèå
íà êëåòî÷íóþ ïîäâèæíîñòü ïðîòåèíêèíàçû LOSK. Âõîäÿ-
ùàÿ â ñîñòàâ ñåìåéñòâà Ste20-ïîäîáíûõ êèíàç ïðîòåèíêè-
íàçà LOSK áûëà âïåðâûå îïèñàíà â íàøåé ëàáîðàòîðèè

êàê áåëîê, àññîöèèðîâàííûé ñ öåíòðîñîìîé è ìèêðîòðó-
áî÷êàìè (Zinovkina et al., 1997, FEBS Lett.,
414 (1) : 135—139). Ïîçäíåå íàìè áûëî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî, ÷òî êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü LOSK íåîáõîäèìà äëÿ îð-
ãàíèçàöèè ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê â èíòåðôàçíîé êëåòêå â
âèäå çâåçäû ñ öåíòðîì îðãàíèçàöèè íà öåíòðîñîìå (Áóðà-
êîâ è äð., 2005, ÄÀÍ, 403 (6) : 840—842; Burakov et al.,
2008, Mol. Biol. Cell, 19 (5) : 1952—1961). Êëåòêè ñ ïîäàâ-
ëåííîé àêòèâíîñòüþ LOSK íå âõîäÿò â ìèòîç, îäíàêî ñïî-
ñîáíû äëèòåëüíîå âðåìÿ ñóùåñòâîâàòü íà ñòàäèè èíòåð-
ôàçû. Â äàííîé ðàáîòå ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ïî-
äàâëåíèå àêòèâíîñòè LOSK ìåíÿåò àäãåçèâíûå ñâîéñòâà è
ïîâåäåíèå êëåòîê ïðè èõ âïîëçàíèè â ðàíó ìîíîñëîÿ.
Ó òàêèõ êëåòîê, ïî-âèäèìîìó, íàðóøåíû ìåæêëåòî÷íûå
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè, è ïðè âûäâèæå-
íèè â ðàíó îíè íå â ñîñòîÿíèè ïîñòîÿííî âûäåðæèâàòü
íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ. Â ðåçóëüòàòå ñïóñòÿ íåñêîëüêî
÷àñîâ ïîñëå íà÷àëà äâèæåíèÿ êëåòêè ñ ïîäàâëåííîé àê-
òèâíîñòüþ LOSK îòñòàþò îò ñâîèõ ïðåæíèõ ñîñåäåé, íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò îñòàåòñÿ äèíà-
ìè÷íûì è îáåñïå÷èâàåò â ïðåæíåé ìåðå âûäâèæåíèå âå-
äóùåãî êðàÿ êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, íàìè íàéäåí íîâûé
ðåãóëÿòîð êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè. Â äàëüíåéøåì ïëàíè-
ðóåòñÿ îïèñàòü ñóáñòðàò äàííîé êèíàçû, ÷òîáû âûÿâèòü
ñëåäóþùèõ ó÷àñòíèêîâ ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, îòâåòñòâåí-
íîãî çà íàïðàâëåííîå äâèæåíèå êëåòêè â ðàíó ìîíîñëîÿ.
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Âûÿñíÿëè è ñðàâíèâàëè âëèÿíèå äâóõ àíòèîêñèäàí-
òîâ — N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) è a-ëèïîåâîé êèñëîòû
(ALA) — íà ñòðóêòóðó ìèêðîôèëàìåíòîâ è ìèêðîòðóáî-
÷åê ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ 3Ò3 è èõ òðàíñôîðìàíòîâ
3T3-SV40. Îáíàðóæèëè, ÷òî ALA â êîíöåíòðàöèè
1.25 ìÌ, ðàâíî êàê è 10 ìÌ NAC, âûçûâàåò ðàçáîðêó àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ îáîèõ òèïîâ. Ïðè ýòîì
äåçîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà òåì áîëåå âûðà-
æåíà, ÷åì áîëüøå êîíöåíòðàöèÿ àíòèîêñèäàíòà. Ýòà ðàç-
áîðêà îáðàòèìà: óäàëåíèå àíòèîêñèäàíòà (ALA) èç ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðèâîäèò ê ïîñòåïåííîìó âîñ-
ñòàíîâëåíèþ ïåðâîíà÷àëüíîé ñòðóêòóðû è îðãàíèçàöèè
ìèêðîôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ îáîèõ òèïîâ. Ïðè ýòîì ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî NAC îáëàäàåò óíèêàëüíîé îñîáåí-
íîñòüþ: óäàëåíèå ýòîãî àíòèîêñèäàíòà ïîñëå åãî äëèòåëü-
íîãî äåéñòâèÿ ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êëåòêè 3T3-SV40 âðå-
ìåííî ïðèîáðåòàþò îðãàíèçàöèþ ìèêðîôèëàìåíòîâ,
ñâîéñòâåííóþ êëåòêàì 3Ò3, à èìåííî óòîëùåííûå è õîðî-
øî âûðàæåííûå ñòðåññ-ôèáðèëëû, íå îáíàðóæèâàåìûå â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ 3T3-SV40. Òàêîé âðåìåííîé íîðìà-
ëèçàöèè òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà ïðè äåéñòâèè è
ïîñëå óäàëåíèÿ ALA ìû íå íàáëþäàëè. Èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê 3Ò3 è 3T3-SV40 íà òóáóëèí
íå âûÿâèëî íèêàêèõ âèäèìûõ èçìåíåíèé îðãàíèçàöèè ñè-
ñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â ýòèõ êëåòêàõ êàê â ïðèñóòñòâèè
àíòèîêñèäàíòîâ (NAC èëè ALA), òàê è ïîñëå èõ óäàëåíèÿ
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èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Îäíàêî íåîáõîäèìî
îòìåòèòü, ÷òî äàæå â êîíòðîëüíûõ íåîáðàáîòàííûõ êëåò-
êàõ îäíîãî òèïà âîçìîæíû ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ïðî-
ñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè è ñòðóêòóðû òóáóëèíîâîé
ñåòè (ðàäèàëüíîå èëè õàîòè÷íîå ðàñïîëîæåíèå ìèêðîòðó-
áî÷åê, äèñêðåòíîå èõ îêðàøèâàíèå), ÷òî â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè çàòðóäíÿåò êà÷åñòâåííóþ îöåíêó èçìåíåíèé åå
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè. Òåì íå ìåíåå â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ êàê â ïðèñóòñòâèè, òàê è ïîñëå óäàëåíèÿ àíòèîêñè-
äàíòà ìû îòìå÷àëè íåçíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå èíòåíñèâíî-
ñòè ñâå÷åíèÿ àíòèòåë ïðîòèâ aëüôà-òóáóëèíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè 3Ò3 (èëè 3T3-SV40), ÷òî
ìîãëî áû ãîâîðèòü î êîëè÷åñòâåííûõ èçìåíåíèÿõ òóáóëè-
íà â ìèêðîòðóáî÷êàõ. Îäíàêî òàêîé âûâîä òðåáóåò èíûõ
ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî àíòèîêñèäàíòû NAC è ALA âûçûâàþò ÷åòêî âû-
ðàæåííûå è õîðîøî äåòåêòèðóåìûå èçìåíåíèÿ ëèøü â
ñòðóêòóðå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è íå íàðóøàþò âèäè-
ìîé öåëîñòíîñòè ìèêðîòóáóëÿðíîé ñåòè. Âïîñëåäñòâèè
ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ðåîðãàíèçàöèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ
ïðè äåéñòâèè NAC èëè ALA íà òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè 3T3-SV40 ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ èõ
áóäóùèõ ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé (÷óâñòâèòåëüíîñòè
ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè è ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè åñòå-
ñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00467).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÐÎËÈ Met-ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ Â ÐÅÃÓËß-
ÖÈÈ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ È
ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÉ ÔÓÍÊÖÈÈ ÁÅÒÀ-ÊÀÒÅÍÈ-
ÍÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ Ñ ÐÀÇËÈ×ÍÛÌ ÑÒÀÒÓÑÎÌ ÌÅÆ-
ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÀÄÃÅÇÈÈ. © È. Â. Ãîí÷àð, Å. Â. Ïåòðîâà,
Ã. Ô. Ðåøåòíèêîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè Met-ðåöåïòîðà ãåïàöèòàðíîãî
ôàêòîðà ðîñòà (ÃÔÐ) íåîáõîäèìî äëÿ ñòèìóëÿöèè êëåòî÷-
íîé ïîäâèæíîñòè è ÷àñòî ñîïðîâîæäàåò ïðîöåññ èíâàçèè
ðàêîâûõ êëåòîê ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Êëåòêè
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ýïèòåëèÿ õàðàêòåðèçóþòñÿ
òàêæå îñëàáëåíèåì ìåæêëåòî÷íûõ àäãåçèîííûõ êîíòàê-
òîâ, îñóùåñòâëÿåìûõ E-êàäõåðèíîì. Âàæíåéøèì ñèãíàëü-
íûì êîìïîíåíòîì E-êàäõåðèíîâîãî êîìïëåêñà, ðåãóëèðó-
þùèì òðàíñêðèïöèþ ðÿäà âàæíûõ ãåíîâ â çàâèñèìîñòè
îò àäãåçèîííîãî ñòàòóñà êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ áåòà-êàòåíèí.
Íà ðàçëè÷íûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, êàê îá-
ðàçóþùèõ ïîëíîöåííûå Å-êàäõåðèíîâûå àäãåçèîííûå
êîíòàêòû (HT-29 è BT-474), òàê è ëèøåííûõ Å-êàäõåðèíà
(SW-480, BT-549), íàìè èññëåäîâàëàñü ñèãíàëüíàÿ ôóíê-
öèÿ áåòà-êàòåíèíà â çàâèñèìîñòè îò àêòèâíîñòè Met-ðå-
öåïòîðà. Ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåíöèè è ñóáêëåòî÷-
íîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ, ëè-
øåííûõ Å-êàäõåðèíà, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ
áåòà-êàòåíèíà, ñîäåðæàùåãîñÿ â öèòîïëàçìå è ÿäðå. Ïðè
ýòîì óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè Å-êàäõåðèíà ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ðîñòîì äîëè ñâîáîäíîãî áåòà-êàòåíèíà, ÷òî ïðèâîäèò ê
çíà÷èòåëüíîìó ïîâûøåíèþ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíî-
ñòè â êëåòêàõ SW-480 è BT-549 ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
HT-29 è BT-474. Àêòèâàöèÿ Met-ðåöåïòîðà â ëèíèè êëå-
òîê HT-29 ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ÿäåðíîãî è öèòîïëàçìà-
òè÷åñêîãî ïóëîâ áåòà-êàòåíèíà, à òàêæå ïîâûøåíèþ

åãî òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè. Ýòè ñîáûòèÿ ñîïðî-
âîæäàþòñÿ ðàçðóøåíèåì ïëîòíûõ àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ
è êëåòî÷íîé ìèãðàöèåé (ðàñïîëçàíèåì). Ñòèìóëÿöèÿ
Met-ðåöåïòîðà êëåòîê HT-29, ýêñïðåññèðóþùèõ çíà÷è-
òåëüíîå êîëè÷åñòâî E-êàäõåðèíà, ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó áåòà-êàòåíèíà. Â òî æå
âðåìÿ â ëèøåííûõ Å-êàäõåðèíà êëåòêàõ SW-480 êîíñòè-
òóòèâíî ïðèñóòñòâóåò îïðåäåëåííûé ïóë ôîñôîðèëèðî-
âàííîãî ïî òèðîçèíó áåòà-êàòåíèíà, êîòîðûé ïðàêòè÷åñêè
íå âîçðàñòàåò ïðè äîáàâëåíèè ÃÔÐ. Îäíàêî â êëåòêàõ
HT-29, íàõîäÿùèõñÿ â ïëîòíîì ìîíîñëîå, àêòèâàöèÿ
Met-ðåöåïòîðà íå ïðèâîäèò ê òèðîçèíîâîìó ôîñôîðèëè-
ðîâàíèþ áåòà-êàòåíèíà è ðåëîêàëèçàöèè åãî ñ ìåìáðàíû
â öèòîïëàçìó è â ÿäðî. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî íà-
ëè÷èå íîðìàëüíîãî E-êàäõåðèíîâîãî êîìïëåêñà ñïîñîáñò-
âóåò ñîõðàíåíèþ ôóíêöèè êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ ó
îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ðàçðóøåíèå ýòîãî êîìïëåêñà ÿâëÿåò-
ñÿ íåîáõîäèìûì ýòàïîì â ðàçâèòèè èíâàçèâíîãî ôåíîòè-
ïà. Ýòîò ïðîöåññ ìîæåò èäòè êàê ïî ïóòè íàðóøåíèÿ ôóí-
êöèè îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ Å-êàäõåðèíîâîãî êîìïëåêñà,
òàê è çà ñ÷åò êîíñòèòóòèâíîé àêòèâàöèè Met-ðåöåïòîðà.
Êëþ÷åâûì êîìïîíåíòîì âçàèìîäåéñòâèÿ äàííûõ ñèã-
íàëüíûõ ñèñòåì ÿâëÿåòñÿ áåòà-êàòåíèí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 06-04-49333à) è ïðîãðàìì ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÊÎÍÒÀÊÒÎÂ ÏÐÈ
ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÉ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈÈ ÝÏÈÒÅ-
ËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © È. Þ. Æèòíÿê, Í. À. Ãëóøàí-
êîâà. ÍÈÈ êàíöåðîãåíåçà ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, irishaz@mail.ru.

Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ÿâëÿåòñÿ âàæíåé-
øåé õàðàêòåðèñòèêîé çëîêà÷åñòâåííûõ ýïèòåëèàëüíûõ
îïóõîëåé, îïðåäåëÿÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê èíâàçèè. Â íà-
øåé ðàáîòå áûëè èññëåäîâàíû êëåòêè ýïèòåëèàëüíîé ëè-
íèè IAR, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíîì N-Ras è äèìå-
òèëíèòðîçàìèíîì. Ïî ðåçóëüòàòàì ôëóîðåñöåíòíî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ áåëêîâ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ è àêòèíîâûõ ñòðóêòóð ïîëó÷åííûå ëèíèè áûëè
ðàçäåëåíû íà ãðóïïû. Ïåðâàÿ ãðóïïà (ðàííèå ýòàïû
òðàíñôîðìàöèè) âêëþ÷àåò â ñåáÿ ëèíèè êëåòîê, óòðàòèâ-
øèõ êîëüöåâîé àêòèíîâûé ïó÷îê, õàðàêòåðíûé äëÿ ýïèòå-
ëèÿ, ýêñïðåññèðóþùèõ ýïèòåëèàëüíûé Å-êàäõåðèí, à òàê-
æå ìåçåíõèìàëüíûé N-êàäõåðèí. Òàêèå êëåòêè èìåþò ïî-
ëèãîíàëüíóþ ôîðìó, èõ ïëîùàäü çíà÷èòåëüíî óìåíüøåíà
ïî ñðàâíåíèþ ñ íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè ýïèòåëèîöèòà-
ìè. Êî âòîðîé ãðóïïå áûëè îòíåñåíû ëèíèè êëåòîê ñ áî-
ëåå çíà÷èòåëüíûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè
(ïîçäíèå ýòàïû òðàíñôîðìàöèè); â òàêèõ êëåòêàõ îòñóòñò-
âóåò ýêñïðåññèÿ Å-êàäõåðèíà, ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû
ñîäåðæàò ìåçåíõèìàëüíûé N-êàäõåðèí, êîëüöåâîé àêòè-
íîâûé ïó÷îê òàêæå îòñóòñòâóåò. Êëåòêè èìåþò âåðåòåíî-
âèäíóþ ôîðìó, ïëîùàäü èõ çíà÷èòåëüíî óìåíüøåíà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Êëåòêè îáåèõ ãðóïï äàþò îïóõî-
ëè â áåñòèìóñíûõ ìûøàõ. Â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè
íàáëþäàþòñÿ èçìåíåíèÿ ôîðìû ìåæêëåòî÷íûõ àäãåçèîí-
íûõ êîíòàêòîâ. Íà ðàííèõ ýòàïàõ òðàíñôîðìàöèè íåïðå-
ðûâíûå òàíãåíöèàëüíûå êîíòàêòû, õàðàêòåðíûå äëÿ íîð-
ìàëüíûõ ýïèòåëèîöèòîâ, ñòàíîâÿòñÿ ïðåðûâèñòûìè, òî-
÷å÷íûìè, êîðîòêèìè ðàäèàëüíûìè. Íà ïîçäíèõ ýòàïàõ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà Øêîëå-ñåìèíàðå 259



íàáëþäàþòñÿ ðàäèàëüíûå êîíòàêòû. Ïðè ìîðôîëîãè÷å-
ñêîé òðàíñôîðìàöèè íàáëþäàþòñÿ òàêæå èçìåíåíèÿ
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ: íà ðàííèõ ýòàïàõ ïðîèñõîäÿò èçìåíå-
íèÿ ôîðìû — êîíòàêòû ñòàíîâÿòñÿ ïðåðûâèñòûìè, íà
ïîçäíèõ ýòàïàõ íå ôîðìèðóþòñÿ ñîâñåì, ÷òî ïðèâîäèò ê
íàðóøåíèþ áàðüåðíîé ôóíêöèè ýïèòåëèÿ. Âèäåîìèêðî-
ñêîïè÷åñêèå íàáëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè íà ïîçäíèõ
ýòàïàõ òðàíñôîðìàöèè ñïîñîáíû ê èíäèâèäóàëüíîé ìèã-
ðàöèè â îòëè÷èå îò êëåòîê íà ðàííèõ ýòàïàõ, äâèãàþùèõ-
ñÿ â ðàíå åäèíûì ïëàñòîì, íå ðàçðûâàÿ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ. Ýêçîãåííàÿ ýêñïðåññèÿ Å-êàäõåðèíà â êëåòêàõ
íà ïîçäíèõ ýòàïàõ òðàíñôîðìàöèè ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷íîé
ðåâåðñèè ýïèòåëèàëüíîãî ôåíîòèïà, ìèãðàöèÿ òàêèõ êëå-
òîê ñòàíîâèòñÿ êîëëåêòèâíîé. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåð-
âûå áûëè îáíàðóæåíû ðàííèå ýòàïû ìîðôîëîãè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè, âî âðåìÿ êîòîðîé êëåòêè óæå ïðåòåðïå-
âàþò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è
ìåæêëåòî÷íûõ àäãåçèîííûõ è ïëîòíûõ êîíòàêòîâ, ñîõðà-
íÿÿ ñïîñîáíîñòü ê êîëëåêòèâíîé ìèãðàöèè, à òàêæå ñïî-
ñîáíû äàâàòü îïóõîëè ïðè ïðèâèâêå áåñòèìóñíûì ìû-
øàì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49214à).

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÕÎÄÅ
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Ìèêðîòðóáî÷êè äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëè ïàññèâíûìè
ðåëüñàìè, ïî êîòîðûì ïåðåìåùàþòñÿ âåçèêóëû â ïðîöåñ-
ñå âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà. Îäíàêî íåäàâíî íàìè áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî îíè ìîãóò ïðåòåðïåâàòü èçìåíåíèÿ íà
îïðåäåëåííûõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ â èí-
òåðôàçå. Òàê, íà ñòàäèè ðàííèõ ýíäîñîì ìèêðîòðóáî÷êè
ñîõðàíÿþò ðàäèàëüíîñòü, çàòåì íà ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ ýí-
äîñîì è âçàèìîäåéñòâèÿ ïîçäíèõ ýíäîñîì ñ ëèçîñîìàìè
ìèêðîòðóáî÷êè ôðàãìåíòèðóþòñÿ è äåïîëèìåðèçóþòñÿ, à
óæå íà ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ âòîðè÷íûõ ëèçîñîì è èõ
äàëüíåéøåãî ýêçîöèòîçà ðàäèàëüíàÿ ñòðóêòóðà òóáóëèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Âûÿñíèëîñü, ÷òî íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà ìèêðîòðóáî÷êè îáëàäàþò ðàç-
íîé óñòîé÷èâîñòüþ ê ðàñòâîðó äëÿ ýêñòðàêöèè ðàñòâîðè-
ìûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ íà îñíîâå áóôåðà PIPES,
pH 6.8 (öèòîñêåëåòíîìó áóôåðó, èëè ÖÁ), Òàê, «ðàííÿÿ»
ðàäèàëüíàÿ ñåòü ïîëíîñòüþ äåïîëèìåðèçîâàëàñü, òîãäà
êàê íà áîëåå ïîçäíåé ñòàäèè äåçîðãàíèçàöèè/ôðàãìåíòà-
öèè «ãóáêîïîäîáíàÿ» ñòðóêòóðà â çíà÷èòåëüíîé ìåðå ñî-
õðàíÿëàñü, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíåíèè ñâîéñòâ ÌÒ
â ðàçíûõ ôàçàõ ýíäîöèòîçà. Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, ñ ïî-
ìîùüþ êîòîðûõ ìèêðîòðóáî÷êè ìîãóò ìåíÿòü ñâîè ñâîé-
ñòâà, ÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìî-
äèôèêàöèè òóáóëèíà, â ÷àñòíîñòè àöåòèëèðîâàíèå. Ïðè
àíàëèçå äèíàìèêè àöåòèëèðîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â ïðî-
öåññå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ îêàçà-
ëîñü, ÷òî â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ìèêðîòðóáî÷êè àöåòèëèðî-
âàíû ïðåèìóùåñòâåííî â îáëàñòè ÖÎÌÒ. Ïðè ïîìåùå-
íèè êëåòîê â õîëîäîâóþ áàíþ (4 °Ñ) ìèêðîòðóáî÷êè
äåïîëèìåðèçóþòñÿ è òóáóëèí äåàöåòèëèðóåòñÿ. ×åðåç
5—15 ìèí ïîñëå ïåðåâîäà êëåòîê íà 37 °C ìèêðîòðóáî÷êè
ðåïîëèìåðèçóþòñÿ è âíîâü àöåòèëèðóþòñÿ â îáëàñòè

ÖÎÌÒ. Ïðè ýòîì ïëîùàäü àöåòèëèðîâàííûõ ìèêðîòðóáî-
÷åê â êëåòêàõ ñ èíäóöèðîâàííûì ýíäîöèòîçîì ÝÔÐ-ðå-
öåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ ïðè âîññòàíîâëåíèè ñòðóêòóðû ìèêðîòðóáî÷åê
ïîñëå õîëîäà. ×åðåç 30 ìèí óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è êëåòêàõ ñ èíäóöèðîâàííûì ýíäî-
öèòîçîì áûë îäèíàêîâûì. Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü àöåòè-
ëèðîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê íàáëþäàëñÿ ÷åðåç 60 ìèí ïî-
ñëå çàïóñêà ýíäîöèòîçà è çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàë óðîâåíü
àöåòèëèðîâàíèÿ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ. Çàòåì â êëåòêàõ ñ
èíäóöèðîâàííûì ýíäîöèòîçîì ïðîèñõîäèëî ïîñòåïåííîå
ñíèæåíèå óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê, è ÷åðåç
2 ÷ ïîñëå çàïóñêà ýíäîöèòîçà àöåòèëèðîâàííûå ìèêðîòðó-
áî÷êè ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿëèñü. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ïðàêòè-
÷åñêè íå èçìåíÿëñÿ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà.
Èçâåñòíî, ÷òî êèíåçèí-1 — ìîòîðíûé áåëîê, ó÷àñòâóþ-
ùèé â äîñòàâêå ãðóçîâ â íàïðàâëåíèè ê ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå êëåòêè, — ïðåäïî÷òèòåëüíåå ñâÿçûâàåòñÿ ñ àöå-
òèëèðîâàííûì òóáóëèíîì. Âîçìîæíî, ïîâûøåíèå óðîâíÿ
àöåòèëèðîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê íà ýòàïå ïîñëå ôîðìèðî-
âàíèÿ âòîðè÷íûõ ëèçîñîì íåîáõîäèìî äëÿ èõ ýêçîöèòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01215-à) è ÃÊ ÔÖÏ ¹02.512.12.0024 «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

«ÄÈÍÀÌÈ×ÅÑÊÀß ÍÅÑÒÀÁÈËÜÍÎÑÒÜ» ÝÍÄÎÖÈ-
ÒÎÇÀ. © Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elena.kornilova@gmail.com.

Øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîå ïðåäñòàâëåíèå î âåçèêó-
ëÿðíîì òðàíñïîðòå ñâîäèòñÿ ê òîìó, ÷òî êàê êîíñòèòóòèâ-
íûå, òàê è ñòèìóëèðóåìûå òðàíñïîðòíûå ïîòîêè ïðîòåêà-
þò ñ îïðåäåëåííûìè ñêîðîñòÿìè, à íàáëþäàåìûå ðàçëè-
÷èÿ îïðåäåëÿþòñÿ òèïîì êëåòîê. «Æåðòâîé» òàêîãî
ïðåäñòàâëåíèÿ ñòàë è ýíäîöèòîç, â òîì ÷èñëå ðåöåïòîð-
îïîñðåäîâàííûé, äëÿ êîòîðîãî íà îñíîâå óðàâíåíèé áàëàí-
ñà ìàññ ïûòàëèñü âû÷èñëÿòü êîíñòàíòû ñêîðîñòåé òàêèõ
ýòàïîâ, êàê èíòåðíàëèçàöèÿ, ðåöèêëèðîâàíèå è äåãðàäà-
öèÿ ëèãàíä-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Îäíàêî íàø ìíîãî-
ëåòíèé îïûò èçó÷åíèÿ ðåãóëÿöèè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðîâ
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ) íà êëåòî÷íûõ ëèíè-
ÿõ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïîêàçûâàåò, ÷òî âñå ýòè
ïðîöåññû íå ÿâëÿþòñÿ ñòàöèîíàðíûìè, ðàç è íàâñåãäà
îïðåäåëåííûìè äëÿ êàæäîé êîíêðåòíîé ëèíèè. Áîëåå
òîãî, êëåòêè îäíîé è òîé æå ëèíèè ìîãóò ìåíÿòü ñâîå ïî-
âåäåíèå â âåñüìà øèðîêîì äèàïàçîíå â òå÷åíèå îòíîñè-
òåëüíî êîðîòêîãî âðåìåíè. Îêàçàëîñü, ÷òî òàêèå èçìåíå-
íèÿ íå ñâÿçàíû ñî ñòàðåíèåì ëèíèè, à â çíà÷èòåëüíîé ñòå-
ïåíè îïðåäåëÿþòñÿ ñûâîðîòêîé, èñïîëüçóåìîé ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè. Ýòîò ôàêò ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
ñî÷åòàíèå êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè, ìíîãèå èç êîòîðûõ
îáëàäàþò ñèãíàëüíîé ïîòåíöèåé, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
îïðåäåëÿåò äèíàìèêó ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîì-
ïëåêñîâ. Äåéñòâèòåëüíî, ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàííûõ î
òîì, ÷òî áåëêè-ðåãóëÿòîðû òðàíñïîðòíûõ ïðîöåññîâ ÿâëÿ-
þòñÿ ìèøåíÿìè ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, à èíîãäà è êîìïî-
íåíòàìè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Ýòî, â ÷àñòíîñòè, îòðàæà-
åòñÿ è íà äèíàìèêå è õàðàêòåðå îïèñàííîãî íàìè ðàíåå
ðåìîäåëèðîâàíèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â õîäå ýíäîöè-
òîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Â äîêëàäå íà îñíîâå ëèòåðàòóðíûõ è
ñîáñòâåííûõ äàííûõ áóäóò ïðåäñòàâëåíû âîçìîæíûå
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«òî÷êè ïåðåñå÷åíèÿ» ñèãíàëüíûõ è òðàíñïîðòíûõ ïóòåé
íà ïðèìåðå ýíäîöèòîçíîãî ïóòè ðåöåïòîðà ÝÔÐ è îáñóæ-
äåíû âîçìîæíûå ïîñëåäñòâèÿ òàêèõ âçàèìîñâÿçåé.

ÏÎÄÁÎÐ ÓÑËÎÂÈÉ ÝÊÑÒÐÀÊÖÈÈ ÄÅÏÎËÈÌÅÐÈÇÎ-
ÂÀÍÍÎÃÎ ÒÓÁÓËÈÍÀ, ÏÎÇÂÎËßÞÙÈÕ ÑÎÕÐÀ-
ÍßÒÜ ÍÀÒÈÂÍÓÞ ÑÒÐÓÊÒÓÐÓ ÈÍÒÅÐÔÀÇÍÛÕ
ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ. © Ä .Ñ. Ëàòêèí,1,2 Ì. Â. Çëîáèíà,1

Ì. Â. Õàð÷åíêî,1 Å. Ñ. Êîðíèëîâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé óíèâåðñèòåò.

Ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåê-
ñîâ ïðèâîäèò ê ïîñëåäîâàòåëüíîé ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) â êóëüòèâèðóåìûõ èíòåðôàçíûõ
êëåòêàõ. Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ïðè 4 °Ñ ïðîèñõîäèò
ðàçáîðêà ÌÒ. ×åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà
âîññòàíàâëèâàåòñÿ ðàäèàëüíàÿ ñåòü ÌÒ. Çàòåì ïàðàëëåëü-
íî ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðà ýíäîñîì è ïåðåìåùåíèåì èõ ê
öåíòðó êëåòêè (30 è 60 ìèí) ÷èñëî äëèííûõ ðàäèàëüíûõ
ÌÒ óìåíüøàåòñÿ, à èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ òóáóëè-
íà âîêðóã ÖÎÌÒ óñèëèâàåòñÿ. Â öåëîì ñèñòåìà ïðèîáðå-
òàåò «ãóáêîïîäîáíûé» âèä (ñïóòàííàÿ ñåòü ÌÒ). Îòäåëü-
íûå ÌÒ óêîðà÷èâàþòñÿ, ôðàãìåíòèðóþòñÿ è äàæå ÷àñòè÷-
íî äåïîëèìåðèçóþòñÿ. Â äàëüíåéøåì ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà
ÌÒ âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Äëÿ îöåíêè äîëè ïîëèìåðèçîâàí-
íîãî òóáóëèíà íà êàæäîé ñòàäèè ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåìû
ÌÒ ìû èñïîëüçîâàëè áóôåð äëÿ ýêñòðàêöèè ðàñòâîðèìûõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ, äàëåå íàçûâàåìûé öèòîñêå-
ëåòíûì áóôåðîì (ÖÁ). Òàêèå áóôåðû ðàçíîãî ñîñòàâà äî-
âîëüíî øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â èññëåäîâàíèÿõ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, äëÿ èçó÷åíèÿ æå òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà
èõ èñïîëüçóþò ãîðàçäî ðåæå. Ïåðâîíà÷àëüíî ìû èñïîëü-
çîâàëè ÖÁ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 20 ìÌ HEPES (pH 7.4),
3 ìÌ MgCl2, 50ìÌ NaCl, 0.1%-íûé Triton X-100, 1 ìÌ
Na3V04, 1 ìÌ NaF, 10%-íûé ãëèöåðèí è êîêòåéëü ïðîòå-
àçíûõ èíãèáèòîðîâ (Invitrogen). Ìû îæèäàëè, ÷òî òàêàÿ
îáðàáîòêà óäàëèò èç êëåòêè äåïîëèìåðèçîâàííûé òóáó-
ëèí, òîãäà êàê èíòàêòíûå ÌÒ îñòàíóòñÿ. Îäíàêî îêàçà-
ëîñü, ÷òî â õîäå ýíäîöèòîçà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÌÒ ê ýêñò-
ðàêöèè èçìåíÿåòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ìîðôîëî-
ãèè ÌÒ öèòîñêåëåòà ïðè îáðàáîòêå ÖÁ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå ïî ñðàâíåíèþ ñ íåîáðàáîòàííûìè êëåòêàìè.
ÌÒ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è âîññòàíîâëåííûå íà ðàííåé
ñòàäèè ýíäîöèòîçà ðàäèàëüíûå ÌÒ ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ óäàëÿëèñü èç êëåòîê, îñòàâàëèñü ëèøü åäèíè÷íûå
èñêðèâëåííûå ÌÒ ðàçíîé äëèíû. Êîãäà æå â íå îáðàáî-
òàííûõ áóôåðîì êëåòêàõ ÌÒ ïðèîáðåòàëè íàèáîëåå ñïó-
òàííûé, ôðàãìåíòèðîâàííûé âèä («ãóáêîïîäîáíàÿ» îðãà-
íèçàöèÿ òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà), îáðàáîòêà êëåòîê ÖÁ
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëà ìîðôîëîãèþ ÌÒ. Ýòîò «ïîëåç-
íûé àðòåôàêò» ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ðàäèàëüíûå
ðàííèå è áîëåå ïîçäíèå «ôðàãìåíòèðîâàííûå» ÌÒ çíà÷è-
òåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì. Îäíàêî äëÿ
îöåíêè ñòåïåíè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ íà êàæäîé ñòàäèè
íàì íåîáõîäèì áóôåð, ïîçâîëÿþùèé ñîõðàíÿòü äàæå èç-
ìåíåííûå, íî ïîëèìåðèçîâàííûå òóáóëèíîâûå ñòðóêòóðû
(«íàòèâíóþ ìîðôîëîãèþ») è èçáàâëÿòüñÿ îò äåïîëèìåðè-
çîâàííîãî òóáóëèíà. Ñ ýòîé öåëüþ ìû ñðàâíèëè äåéñòâèå
ÖÁ, ïðèãîòîâëåííûõ íà îñíîâå 10 ìÌ PIPES (ðÍ 6.8) êàê
ñ äîáàâëåíèåì ãëèöåðèíà (10 %) èëè 300 ìÌ ñàõàðîçû
(Helicon), ñîñòàâ êîòîðûõ âçÿò èç ëèòåðàòóðû, òàê è ÖÁ ñ
äîáàâëåíèåì ÏÝÃ 2000, 4000 è 9000 (Loba chemie) â êîí-
öåíòðàöèÿõ 4 è 12 % ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è 37 °Ñ.

Íàìè áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû: îáðàáîòêà
êëåòîê ÖÁ ñ äîáàâëåíèåì ãëèöåðèíà è ñàõàðîçû âåäåò ê
ðàçðóøåíèþ ðàäèàëüíîé ñåòè ÌÒ, îáùåå êîëè÷åñòâî ÌÒ
óìåíüøàåòñÿ, îíè èñêðèâëÿþòñÿ è ÷àñòè÷íî ôðàãìåíòè-
ðóþòñÿ. Ïðèìåíåíèå æå ÖÁ ñ ÏÝÃ äàåò íàèëó÷øèå ðå-
çóëüòàòû ïðè èñïîëüçîâàíèè 12%-íîãî ÏÝÃ 9000 ïðè
37 °Ñ, ÷òî ñâîäèò ê ìèíèìóìó ïîâðåæäåíèÿ ÌÒ â êîíòðî-
ëüíûõ êëåòêàõ è íà âñåõ èññëåäîâàííûõ ñòàäèÿõ ýíäîöè-
òîçà. Ìîðôîëîãèÿ ïîëó÷åííîãî â õîäå ýêñòðàêöèè òóáó-
ëèíîâîãî öèòîñêåëåòà íå îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé â íå îáðà-
áîòàííûõ ÖÁ êëåòêàõ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà.
Ïðîòåñòèðîâàííûå áóôåðû ïðè ýòîì ïî-ðàçíîìó âëèÿþò
íà ñòðóêòóðó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Îäíàêî ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî îáðàáîòêà ÖÁ ñ
äîáàâëåíèåì 12%-íîãî ÏÝÃ 9000 ïðè 37 °Ñ íå âëèÿåò íà
ïîëèìåðèçîâàííûé òóáóëèí, íî âûìûâàåò äèìåðû, â îá-
ùåì íå èçìåíÿÿ íàòèâíóþ ìîðôîëîãèþ ñèñòåìû ÌÒ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 6-04-49046-à è 09-04-01215-à) è ÃÊ ÔÖÏ
¹02.512.12.0024 «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÌÎÐÔÎËÎÃÈÈ È ÕÀÐÀÊÒÅÐÀ ÌÈÃÐÀ-
ÖÈÈ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ Â ÐÅÇÓËÜÒÀÒÅ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀ-
ÖÈÈ ÂÈÐÓÑÎÌ SV-40. © Ì. Å. Ëîìàêèíà, À. Þ. Àëåê-
ñàíäðîâà. ÍÈÈ êàíöåðîãåíåçà ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, lomakinam@email.com.

Ôîðìà êëåòêè âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò åå ñïîñîáíîñòü ê
ìèãðàöèè. Ïðè òðàíñôîðìàöèè íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåí-
íîå èçìåíåíèå êàê ìîðôîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ, òàê è ëîêî-
ìîòîðíîãî ïîâåäåíèÿ êëåòîê. Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïî-
äâèæíîñòè êëåòêè è åå íàðóøåíèé â ðåçóëüòàòå òðàíñôîð-
ìàöèè, ïðèâîäÿùèõ ê ïîÿâëåíèþ ó êëåòîê ñïîñîáíîñòè ê
èíâàçèè, ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âàæíåéøèõ çàäà÷ ñîâðåìåí-
íîé êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Â ñâîåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè
èçìåíåíèÿ â ðàñïðåäåëåíèè, ìîðôîëîãèè è äèíàìèêå àê-
òèâíîãî êðàÿ è ñâÿçàííûå ñ ýòèì èçìåíåíèÿ â õàðàêòåðå
êëåòî÷íîãî äâèæåíèÿ â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè. Â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ íàìè èñïîëüçîâàëèñü ýìáðèîíàëüíûå ëå-
ãî÷íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà MRC-5, à ìîäåëüþ òðàíñ-
ôîðìàöèè ñëóæèëè èõ ïðîèçâîäíûå MRC-5V1 è
MRC-5V2, ïîëó÷åííûå ïóòåì èíôèöèðîâàíèÿ èñõîäíîé
ëèíèè âèðóñîì SV-40 (Simiam Virus 40). Ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ïðè òðàíñôîðìàöèè ñóùåñòâåííûì îáðàçîì ìåíÿåòñÿ
ðàñïðåäåëåíèå àêòèâíîãî êðàÿ ïî ïåðèìåòðó êëåòêè. Òàê,
ó íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ëèíèè MRC-5
àêòèâíûé êðàé ñîñðåäîòî÷åí, êàê ïðàâèëî, â 1—3 êðóï-
íûõ ëàìåëëàõ íà ïåðåäíåé ñòîðîíå êëåòêè, êîòîðûå ñî-
ñòàâëÿþò îêîëî 55 % êëåòî÷íîãî êðàÿ, à òàêæå èìåþòñÿ
õîðîøî âûðàæåííûå ñòàáèëüíûå áîêîâûå ó÷àñòêè êðàÿ.
Ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (MRC-5V1 è MRC-5V2)
îòíîñèòåëüíàÿ äëèíà àêòèâíîãî êðàÿ âîçðàñòàåò äî
86—87 %, ïîÿâëÿþòñÿ ó÷àñòêè ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâ-
íîñòè ïî âñåìó ïåðèìåòðó êëåòêè è ïðàêòè÷åñêè íåò ñòà-
áèëüíûõ ó÷àñòêîâ. Êðîìå òîãî, äàæå íà âíåøíå ñòàáèëü-
íîì êðàå (13—14 % êëåòî÷íîãî êðàÿ) òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê ïîñòîÿííî îáðàçóþòñÿ ìåëêèå ïñåâäîïîäèè, â
êîòîðûõ ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîì îêðàøèâàíèè âûÿâ-
ëÿåòñÿ Arp2/3-êîìïëåêñ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîëèìåðè-
çàöèè àêòèíà è ôîðìèðîâàíèè ïðîòðóçèé íà ýòèõ ó÷àñò-
êàõ êðàÿ è íå ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü èõ «èñòèííî ñòàáèëüíû-
ìè». Ïðè òðàíñôîðìàöèè êëåòîê âèðóñîì SV-40 òàêæå
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èçìåíÿþòñÿ ìîðôîëîãèÿ è äèíàìèêà ñàìèõ ó÷àñòêîâ
ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè. Ïîñðåäñòâîì êîìïüþòåð-
íîé îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ ïðèæèçíåííîãî âèäåîíàáëþ-
äåíèÿ êëåòîê áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ïðîòðóçèè íà ïåðåäíåì êðàå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ áî-
ëåå ìåëêèìè, à èõ ÷àñòîòà çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ
(â 2.5—3.5 ðàçà). Ïðè ïîìîùè êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê âèäíû çíà÷èòåëüíûå óòîëùåíèÿ ëàìåëëû (äî 4.5 ìêì,
ïî ñðàâíåíèþ ñ 2 ìêì ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê MRC-5) —
ðàôôëû, âîçíèêàþùèå êàê íà àêòèâíîì êðàå, òàê è ïî
âñåé âåðõíåé ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Íàðÿäó ñ èçìåíåíèÿìè
â ðàñïðåäåëåíèè, ìîðôîëîãèè è äèíàìèêå àêòèâíîãî êðàÿ
â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè ñóùåñòâåííûì îáðàçîì ìå-
íÿåòñÿ ëîêîìîòîðíîå ïîâåäåíèå êëåòîê. Èçó÷èâ ïåðåäâè-
æåíèÿ íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê â ðåä-
êîé êóëüòóðå, ìû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè äâèæóòñÿ ãîðàçäî áîëåå õàîòè÷íî. Ïîìèìî ýòîãî,
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè â îòëè÷èå îò íîðìàëüíûõ
ñïîñîáíû ê ìèãðàöèè ñêâîçü òðåõìåðíûå ìàòðèêñíûå
ñòðóêòóðû (ìàòðèãåëü), ÷òî äîêàçûâàåò èõ ñïîñîáíîñòü
ê èíâàçèè. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áëà-
ãîäàðÿ ïåðåðàñïðåäåëåíèþ è èçìåíåíèþ õàðàêòåðà ïñåâ-
äîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè ïðèîáðåòàþò ñïî-
ñîáíîñòü ëåãêî èçìåíÿòü íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ, è, âîç-
ìîæíî, èìåííî ýòà îñîáåííîñòü îáåñïå÷èâàåò èì
ïðîíèêíîâåíèå ñêâîçü îêðóæàþùèå òêàíè è ìàòðèêñíûå
ñòðóêòóðû, îïðåäåëÿÿ òåì ñàìûì èíâàçèâíîå ïîâåäåíèå
îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00452à) è ãðàíòà ÍØ-4064.2008.4.

ÃÈÏÎÒÅÇÀ: ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÂÛÅ ÏÔ ÇÀÙÈÙÀÞÒ ÊËÅÒ-
ÊÈ ÎÒ ÎÊÈÑËÈÒÅËÜÍÎÃÎ ÑÒÐÅÑÑÀ. © Å. À. Ìàòâååâà,
À. À. Ìèíèí. Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ðîëü âèìåíòèíîâûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ
(ÏÔ) ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì àêòèâíûõ äèñêóññèé â òå÷åíèå
ïîñëåäíèõ 15 ëåò ñ ìîìåíòà ïîëó÷åíèÿ íîêàóòíîé ìûøè,
ëèøåííîé ãåíà âèìåíòèíà è èìåþùåé ïðè ýòîì íîð-
ìàëüíûé ôåíîòèï (Colucci-Guyon et al., 1994, Cell, 79 :
679—694). Ïîçäíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàê öåëûå æèâîò-
íûå, ïîäâåðãíóòûå ðàçëè÷íûì âèäàì ñòðåññà, òàê è áåçâè-
ìåíòèíîâûå ëèíèè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç íèõ, ëèøåíû
ñïîñîáíîñòè àäàïòèðîâàòüñÿ. Êàêèì îáðàçîì âèìåíòèí
ïîìîãàåò êëåòêàì ïðåîäîëåòü óñëîâèÿ ñòðåññà, â òîì ÷èñ-
ëå è îêèñëèòåëüíîãî, îñòàåòñÿ ïîêà íåÿñíûì. Ïî íàøèì
äàííûì, âèìåíòèíîâûå ÏÔ ìîãóò ñâÿçûâàòü ìèòîõîíäðèè,
íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóÿ N-êîíöåâûì äîìåíîì
âèìåíòèíà ñ ïîâåðõíîñòüþ ýòèõ îðãàíåëë. ×àñòü ìîëåêóëû
âèìåíòèíà, ðàñïîëîæåííàÿ ìåæäó 44-ì è 69-ì àìèíîêèñ-
ëîòíûìè îñòàòêàìè, ñîäåðæèò ó÷àñòîê, îòâåòñòâåííûé çà
ýòî âçàèìîäåéñòâèå è íàïîìèíàþùèé ñèãíàëüíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè äðóãèõ áåëêîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â íàðóæ-
íîé ìåìáðàíå ìèòîõîíäðèé. Êàê öåëûé âèìåíòèí â ñîñòà-
âå ÏÔ, òàê è ôðàãìåíò åãî ìîëåêóëû, ñîäåðæàùèé ýòîò
ó÷àñòîê, ïðè ýêñïðåññèè â êëåòêàõ, ëèøåííûõ âèìåíòèíà,
óâåëè÷èâàþò òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ìèòîõîíä-
ðèé. Êðîìå òîãî, êëåòêè, ñîäåðæàùèå âèìåíòèí, îáëàäà-
þò áîëüøåé óñòîé÷èâîñòüþ ê äåéñòâèþ ïåðåêèñè âîäîðî-
äà, ÷åì êëåòêè, ëèøåííûå âèìåíòèíà. Íàøè ðåçóëüòàòû
âìåñòå ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè ëèòåðàòóðíûìè äàííû-

ìè ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âèìåíòèí ÿâëÿåòñÿ åùå
îäíèì àíòèàïîïòîòè÷åñêèì ôàêòîðîì â êëåòêàõ.

ÐÎËÜ ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×ÍÛÕ ÔÈËÀÌÅÍÒÎÂ Â ËÎÊÀËÈ-
ÇÀÖÈÈ ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ. © À. À Ìèíèí,1 È. Ñ. ×åðíîèâà-
íåíêî,2 Å. À. Ìàòâååâà.1 1Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ è 2Èíñòèòóò
áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ôóíêöèè ìèòîõîíäðèé çàâèñÿò îò èõ âíóòðèêëåòî÷-
íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ, è îíè, êàê ïðàâèëî, ëîêàëèçîâàíû â
ìåñòàõ íàèáîëüøåãî ïîòðåáëåíèÿ ýíåðãèè. Íàñòîÿùàÿ ðà-
áîòà ïîñâÿùåíà âûÿñíåíèþ ðîëè â ïðîöåññå ðàñïðåäåëå-
íèÿ ìèòîõîíäðèé îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà —
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ (ÏÔ). Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâà-
ëè äâå ýêñïåðèìåíòàëüíûå ìîäåëè: 1) â ôèáðîáëàñòàõ
ðàçðóøàëè ñåòü ÏÔ ïðè ïîìîùè äîìèíàíòíî íåãàòèâíîãî
ìóòàíòà âèìåíòèíà; 2) èñïîëüçîâàëè ôèáðîáëàñòû ìûøè,
ëèøåííûå ãåíà âèìåíòèíà, â êîòîðûõ ÏÔ ìîæíî áûëî
âîññòàíîâèòü ïðè ïîìîùè òðàíñôåêöèè ðåêîìáèíàíòíîãî
âèìåíòèíà. Àíàëèç ïîäâèæíîñòè ìèòîõîíäðèé â æèâûõ
êëåòêàõ ïðè ïîìîùè âèäåîìèêðîñêîïèè ïîêàçàë, ÷òî âè-
ìåíòèíîâûå ÏÔ èíãèáèðóþò òðàíñïîðò ýòèõ îðãàíåëë
âäîëü ìèêðîòðóáî÷åê è ó÷àñòâóþò â èõ çàÿêîðèâàíèè íà
ïåðèôåðèè êëåòîê. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèòîõîíä-
ðèè ìîãóò ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÏÔ ÷åðåç ïëåêòèí, èãðàþùèé
ðîëü ïîñðåäíèêà. Äðóãèå äàííûå êîñâåííî óêàçûâàþò íà
âîçìîæíîñòü ïðÿìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ýòèõ îðãàíåëë ñ
ÏÔ. Èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå ìóòàíòû âèìåíòèíà äëÿ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ÏÔ, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â èíãèáèðîâàíèè
òðàíñïîðòà ìèòîõîíäðèé îñíîâíóþ ðîëü èãðàåò ïðÿìîå
âçàèìîäåéñòâèå ýòèõ îðãàíåëë ñ N-êîíöåâîé ÷àñòüþ ìîëå-
êóëû âèìåíòèíà â ñîñòàâå ÏÔ. Âèìåíòèí ñ äåëåöèåé ó÷à-
ñòêà îò 44-ãî äî 69-ãî àìèíîêèñëîòû èëè ñ çàìåíîé Pro56
íà Arg ïðè ýêñïðåññèè â êëåòêàõ, ëèøåííûõ ãåíà âèìåí-
òèíà, áûë ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü ãóñòóþ ñåòü ÏÔ, êîòî-
ðàÿ íèêàê íå âëèÿëà íà ïîäâèæíîñòü ìèòîõîíäðèé. Âìåñ-
òå ñ òåì âçàèìîäåéñòâèå ïëåêòèíà ñ òàêèìè ÏÔ òàêæå
âîññòàíàâëèâàëîñü. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ â êëåòêàõ ôëó-
îðåñöåíòíîãî áåëêà ñ ïðèøèòûì ôðàãìåíòîì ìîëåêóëû
âèìåíòèíà, îò íàëè÷èÿ êîòîðîãî çàâèñèò ñïîñîáíîñòü ÏÔ
èíãèáèðîâàòü äâèæåíèå ìèòîõîíäðèé, ïîêàçàë, ÷òî ýòà
÷àñòü ìîëåêóëû ñîäåðæèò ñèãíàë ìèòîõîíäðèàëüíîé ëî-
êàëèçàöèè. Ïðè ýêñïðåññèè â êëåòêàõ òàêîé áåëîê ëîêàëè-
çóåòñÿ íà ìèòîõîíäðèÿõ. Ñîãëàñíî íàøèì ðàíåå ïîëó÷åí-
íûì äàííûì, ïîäâèæíîñòü ìèòîõîíäðèé ðåãóëèðóåòñÿ
ôàêòîðàìè, âëèÿþùèìè íà àêòèíîâûé öèòîñêåëåò. Òàê,
ëèçîôîñôàòèäíàÿ êèñëîòà, äåéñòâóÿ ÷åðåç ìàëóþ ÃÒÔàçó
RhoA è ñâÿçàííûé ñ íåé áåëîê mDia1, âûçûâàåò îáðàçîâà-
íèå àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë è ïîäàâëÿåò òðàíñïîðò
ìèòîõîíäðèé (Minin et al., J. Cell Sci., 2006, 119 : 659—
670). Ðàçðóøåíèå F-àêòèíà ïðè ïîìîùè ëàòðàíêóëèíà Â,
íàîáîðîò, ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ïî-
äâèæíîñòè ìèòîõîíäðèé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà âëèÿþò íà
äâèæåíèå ìèòîõîíäðèé òîëüêî â ïðèñóòñòâèè âèìåíòèíî-
âûõ ÏÔ. Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî âèìåíòèíî-
âûå ÏÔ ðåãóëèðóþò ïîäâèæíîñòü ìèòîõîíäðèé, ÿâëÿÿñü
âàæíûì ïîñðåäíèêîì ìåæäó íèìè è ðàçëè÷íûìè ñòðóê-
òóðàìè öèòîñêåëåòà.

ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÏÅÐÎÊÑÈÄÀ ÂÎÄÎÐÎÄÀ Â ÊËÅÒ-
ÊÅ ÏÐÈ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÊÀÑÊÀÄÎÂ
ÒÈÐÎÇÈÍÊÈÍÀÇÍÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ. © Í. Ì. Ìèøè-

262 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà Øêîëå-ñåìèíàðå



íà,1 Ï. À. Òþðèí-Êóçüìèí,2 À. Â. Âîðîòíèêîâ,2 Â. Â. Áåëîó-
ñîâ.1 1Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè èì. àêàä.
Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èííèêîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, è
2Ôàêóëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, ty-
urinkuzmin. p@gmail.com.

Ïåðîêñèä âîäîðîäà (Í2Î2) ñèíòåçèðóåòñÿ â êëåòêàõ
ïðè ñòèìóëÿöèè òèðîçèíêèíàçíûõ ðåöåïòîðîâ ñîîòâåòñò-
âóþùèìè ôàêòîðàìè ðîñòà. Í2Î2 â ýòîì ñëó÷àå âûñòóïàåò
êàê âòîðè÷íûé ìåññåíäæåð, èíàêòèâèðóÿ ðÿä òèðîçèí-
ôîñôàòàç. Â òî æå âðåìÿ â êëåòêå ñîäåðæàòñÿ ñèëüíûå àí-
òèîêñèäàíòíûå ñèñòåìû, ðàçðóøàþùèå Í2Î2. Òàê, ïåðîê-
ñèðåäîêñèí 2 (Prx2) âçàèìîäåéñòâóåò ñ Í2Î2 ñ êîíñòàíòîé
ñêîðîñòè 2�107 M–1s–1, â òî âðåìÿ êàê äëÿ êëþ÷åâîé òèðî-
çèíôîñôàòàçû PTP-1Â êîíñòàíòà ñêîðîñòè ñîñòàâëÿåò
20 M–1s–1, à êîíöåíòðàöèÿ â êëåòêå Prx2 ïðåâûøàåò êîí-
öåíòðàöèþ PTP-1Â íà äâà ïîðÿäêà. Òåì íå ìåíåå PTP-1Â
â êëåòêå îêèñëÿåòñÿ ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè ðå-
öåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç. Îäíèì èç âîçìîæíûõ ìåõàíèç-
ìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ Í2Î2 ñ PTP-1Â ÿâëÿåòñÿ ëîêàëüíîå
ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè Í2Î2 âáëèçè ñóáñòðàòà. Prx2 â
ýòîé îáëàñòè êëåòêè îêèñëÿåòñÿ, è òàê êàê åãî âîññòàíîâ-
ëåíèå òèîðåäîêñèíîì ïðîèñõîäèò ñðàâíèòåëüíî ìåäëåí-
íî, èçáûòîê Í2Î2 âçàèìîäåéñòâóåò ñ PTP-1Â. Öåëüþ íà-
øåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè
è äèôôóçèè Í2Î2, ñèíòåçèðóåìîãî NADPH-îêñèäàçîé ïðè
ñòèìóëÿöèè òèðîçèíêèíàçíûõ ðåöåïòîðîâ PDGFR â ôèá-
ðîáëàñòàõ 3Ò3 è EGFR â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ HeLà.
Ìû èçãîòîâèëè íàáîð âàðèàíòîâ áèîñåíñîðà HyPer ñ ðàç-
ëè÷íîé âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèåé. Ãåíåòè÷åñêèêî-
äèðóåìûé áèîñåíñîð HyPer îáëàäàåò âûñîêîé ÷óâñòâèòå-
ëüíîñòüþ è ñïåöèôè÷íîñòüþ ê Í2Î2, èçìåíÿÿ ñïåêòð âîç-
áóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ
ïîñëåäíèì. Ïîëó÷åííûå âàðèàíòû áèîñåíñîðà ìû ýêñï-
ðåññèðîâàëè â êëåòêàõ ëèíèé HeLa è 3T3 è íàáëþäàëè çà
èçìåíåíèåì ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê áèîñåíñîðà â
ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ïðè ïîìîùè ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè. Ïî èçìåíåíèþ ñîîòíîøåíèÿ ïèêîâ âîçáóæ-
äåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè áèîñåíñîðà ìû äåòåêòèðîâàëè èç-
ìåíåíèÿ óðîâíÿ Í2Î2 â ðàçëè÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ êëåòêè
ïðè ñòèìóëÿöèè ôàêòîðàìè ðîñòà. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
ïðè ñòèìóëÿöèè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê EGF Í2Î2 ñèíòå-
çèðóåòñÿ NADPH-îêñèäàçîé, êîòîðàÿ ðàñïîëîæåíà â êëàò-
ðèíîâûõ ýíäîñîìàõ, ñîäåðæàùèõ èíòåðíàëèçîâàííûé
EGFR. Îêîëî ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû óðîâåíü Í2Î2

ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
Í2Î2 â êëåòêå âûäåëÿåòñÿ ëîêàëüíî è íå ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ
ïî âñåé öèòîïëàçìå. Íàïðîòèâ, â ôèáðîáëàñòàõ ïîñëå èõ
ñòèìóëÿöèè PDGF Í2Î2 ñèíòåçèðóåòñÿ â îñíîâíîì âáëèçè
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ Í2Î2 ïðîäóöè-
ðóåòñÿ òàêæå íà ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëó-
ìà. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò
óòâåðæäàòü, ÷òî ïðè ñòèìóëÿöèè ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç
ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè Í2Î2 ïðîäóöèðóåòñÿ è äåéñòâóåò ëî-
êàëüíî â îòäåëüíûõ êîìïàðòìåíòàõ êëåòêè. Äèôôóçèÿ Í2Î2

ìåæäó êîìïàðòìåíòàìè êëåòêè îãðàíè÷åííà.

ÀÊÒÈÍÎÂÛÉ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÝÊÑÏ-
ÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÎÂ © Î. À. Ïåòóõîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Àêòèíîâûå ôèëàìåíòû âìåñòå ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè è
ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè îáðàçóþò äèíàìè÷åñêóþ

ñåòü â öèòîïëàçìå êëåòîê, íàçûâàåìóþ öèòîñêåëåòîì, êî-
òîðàÿ îïðåäåëÿåò ôîðìó êëåòêè è ëåæèò â îñíîâå êëåòî÷-
íîé ìèãðàöèè, ó÷àñòâóåò â ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è
àäãåçèè êëåòîê ê ìàòðèêñó. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ÿâëÿ-
åòñÿ äèíàìè÷åñêîé ñòðóêòóðîé, îáëàäàþùåé ñïîñîá-
íîñòüþ áûñòðî ïåðåñòðàèâàòüñÿ ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ è
âíóòðåííèõ ñòèìóëîâ çà ñ÷åò âçàèìîïðåâðàùåíèé ãëîáó-
ëÿðíîé è ôèáðèëëÿðíîé ôîðì àêòèíà. Èìåþòñÿ äàííûå,
ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá ó÷àñòèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â
ïðîöåññàõ ïðîâåäåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèãíàëà. Â ÷àñò-
íîñòè, íåêîòîðûå ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû ñïîñîáíû íåïî-
ñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêàìè àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà íà îïðåäåëåííûõ ýòàïàõ ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ê ÿäðó. Äîïîëíèòåëüíûì ôàêòîì,
óêàçûâàþùèì íà ó÷àñòèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, ÿâëÿåòñÿ îòêðûòèå âíóòðèÿäåð-
íûõ ôóíêöèé àêòèíà è àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Â ëè-
òåðàòóðå ïðåäñòàâëåíû òàêæå äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå
ðîëü àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðàñïðåäåëåíèè ÐÍÊ â öè-
òîïëàçìå. Âçàèìîñâÿçü àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ è äèíàìèêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà áûëà ïîêà-
çàíà äëÿ íåñêîëüêèõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè. Îäíèì èç
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ðåãóëÿöèÿ êîòîðîãî ìîæåò
îñóùåñòâëÿòüñÿ â ñâÿçè ñ ðåîðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà, ÿâëÿåòñÿ NF-kB. Íàøè ñîáñòâåííûå äàííûå äå-
ìîíñòðèðóþò ó÷àñòèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, â òîì ÷èñ-
ëå a-àêòèíèíîâ, â ïåðåðàñïðåäåëåíèè ð65-ñóáúåäèíèöû
NF-kB è ðåãóëÿöèè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè NF-kB
â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431. Ðå-
çóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè è áèî-
õèìè÷åñêîãî àíàëèçà ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèé äåìîíñòðè-
ðóþò ñóùåñòâîâàíèå â öèòîïëàçìå êàê ñâÿçàííîãî ñ àêòè-
íîâûìè ñòðóêòóðàìè ïóëà ð65, òàê è íåñâÿçàííîãî
(äèôôóçíîãî). Íà âñåõ ýòàïàõ ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, âûçâàííûõ êàê àäãåçèåé ê ôèáðîíåêòèíó,
òàê è âîçäåéñòâèåì ÝÔÐ, ð65 â öèòîïëàçìå îáíàðóæèâàë-
ñÿ â ñâÿçè ñ F-àêòèíîì, â îáëàñòè ñòðåññ-ôèáðèëë è ðàô-
ôëîâ. Ïîìèìî ýòîãî, ð65 âûÿâëÿëñÿ â äèñêðåòíûõ àêòèí-
ñîäåðæàùèõ îáëàñòÿõ, íàçâàííûõ ïýò÷àìè, â êîòîðûõ
ïðèñóòñòâîâàëè òàêæå áåëêè, õàðàêòåðíûå äëÿ êîìïëåê-
ñîâ, ñâÿçàííûõ ñ ôîêàëüíîé àäãåçèåé. Íàêîïëåíèå ð65
ïîä âëèÿíèåì ÝÔÐ â îáëàñòÿõ, ñâÿçàííûõ ñ ôîêàëüíîé àä-
ãåçèåé, ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ïðèñóòñòâèå
ð65 â ýòèõ îáëàñòÿõ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ýòàïîâ àêòèâàöèè
NF-kB â êëåòêàõ À431. Íàêîïëåíèå ð65 â ÿäðå ÷åðåç 30
ìèí âîçäåéñòâèÿ ÝÔÐ, ïî-âèäèìîìó, íå ñâÿçàíî ñ ïðèñóò-
ñòâèåì â êëåòêàõ À431 ñòðåññ-ôèáðèëë è ðàôôëîâ. Â ÷åì
çàêëþ÷àþòñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïóëîì ð65, íàïðàâëÿåìûì â
ÿäðî, è ïóëîì ð65, àññîöèèðîâàííûì ñ àêòèíñîäåðæàùè-
ìè ñòðóêòóðàìè â öèòîïëàçìå, îñòàåòñÿ ïîêà íåâûÿñíåí-
íûì.
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Íåéðîáëàñòîìà îòíîñèòñÿ ê íåéðîýíäîêðèííûì îïó-
õîëÿì ïåðèôåðè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû è ñîñòîèò èç
íåéðîáëàñòîâ, íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê—ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ ñèìïàòè÷åñêèõ íåéðîíîâ. Íåéðîáëàñòû, êàê è
áîëüøèíñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê, õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîòå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà Øêîëå-ñåìèíàðå 263



ðåé ñïîñîáíîñòè îòâå÷àòü íà íåêîòîðûå âèäû ðåãóëÿòîð-
íûõ ñèãíàëîâ è òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ, à òàê-
æå èçìåíåííûìè ïðîëèôåðàòèâíûìè ñâîéñòâàìè è ïîâû-
øåííûì óðîâíåì àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ).
Ïîñëåäíèå èãðàþò ðîëü âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ âî ìíî-
ãèõ ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ, âëèÿÿ íà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðà-
öèþ, ìèãðàöèþ è âûæèâàåìîñòü êëåòîê, ïðèíèìàÿ ó÷àñ-
òèå, âîçìîæíî, è â ïðîöåññàõ êàíöåðîãåíåçà. Èçìåíåíèÿ
óðîâíÿ ÀÔÊ íàáëþäàþòñÿ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ è äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà. Â íàøåé ðàáîòå
áûëî èññëåäîâàíî âîçäåéñòâèå ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâ-
ëåííîãî àíòèîêñèäàíòà SkQ1 è åãî àíàëîãîâ íà êëåòêè ëè-
íèè N-18-1 ìûøèíîé íåéðîáëàñòîìû, à òàêæå ëèíèé
IMR-32 è SK-N-SH íåéðîáëàñòîì ÷åëîâåêà. Áûëè èçó÷å-
íû ïðîèñõîäÿùèå ïðè ýòîì ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ
è ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð. Îïðåäåëåíèå
ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïðîâîäèëîñü ñ ïîìî-
ùüþ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è èììóíîìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ òåñòîâ íà íàëè÷èå èëè óðîâåíü ýêñïðåññèè ñïå-
öèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî âîçäåéñòâèå èñ-
ñëåäóåìûõ âåùåñòâ íà êëåòêè íåéðîáëàñòîìû â êóëüòóðå
ïðèâîäèò ê ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê,
êîòîðàÿ âûðàæàåòñÿ â îáðàçîâàíèè è óäëèíåíèè îòðîñò-
êîâ, à òàêæå ê ïîÿâëåíèþ ìàðêåðîâ íåéðîíàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè — áåòà-III-òóáóëèíà è íåéðîôèëàìåíòîâ.
Áûëî âûÿâëåíî óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ïîä äåéñò-
âèåì SkQ1 è åãî àíàëîãîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì,
äîëÿ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïðè ýòîì íå ìåíÿëàñü. Òàêæå
ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ìèòîõîíäðèàëüíî-íà-
ïðàâëåííûõ àíòèîêñèäàíòîâ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå êî-
ëè÷åñòâà ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê, ãëàâíûì îáðàçîì äâó-
ÿäåðíûõ. Íàìè ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî SkQ1 è
åãî àíàëîãè, ïî-âèäèìîìó, âûçûâàþò áëîêèðîâàíèå çà-
âåðøàþùèõ ñòàäèé ìèòîçà, ñêîðåå âñåãî ñòàäèè öèòîêè-
íåçà, ïðèâîäÿ ê óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà îïóõîëåâûõ êëå-
òîê â êóëüòóðå.
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ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ ÑÒÐÅÑÑÎÂÛÕ ÃÐÀÍÓË Ñ ÌÎÒÎÐÎÌ
ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ ÄÈÍÅÈÍÎÌ. © À. À. Ñàáëèíà,1
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Ñòðåññîâûå ãðàíóëû (ÑÃ) — ñêîïëåíèÿ ìÐÍÏ, ìàëûõ
ñóáúåäèíèö ðèáîñîì, êîìïîíåíòîâ àïïàðàòà èíèöèàöèè
òðàíñëÿöèè è íåêîòîðûõ äðóãèõ áåëêîâ, èìåþùèå ðàçìåð
ïîðÿäêà 1 ìêì è âîçíèêàþùèå â öèòîïëàçìå ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê ïðè ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ, òà-
êèõ êàê îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ãèïîêñèÿ, òåïëîâîé øîê,
âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ, áëîêèðîâàíèå êàòàáîëèçìà. Îíè èã-
ðàþò âàæíóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè æèçíåñïîñîáíîñòè êëå-
òîê â êðèòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, ïîýòîìó çíàíèÿ î ìåõàíèçìå
ôîðìèðîâàíèÿ ÑÃ, ñïîñîáàõ åãî íàðóøåíèÿ èëè ñòèìóëÿ-
öèè íàéäóò øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ôàðìàêîëîãèè, íàïðè-
ìåð ïðè ëå÷åíèè èøåìèé èëè ðàçðàáîòêå ñõåì õèìèîòåðà-
ïèè. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïîêàçàíî, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè
íåîáõîäèìû äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ è ðàçáîðêè ÑÃ, à òàêæå
èãðàþò âàæíóþ ðîëü â èõ äâèæåíèè (Ivanov et al., 2003,
Exp. Cell Res., 290 : 227—233). Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëî-
æåíèå î òîì, ÷òî êîìïîíåíòû ÑÃ ïðè èõ ôîðìèðîâàíèè
ñâîçÿòñÿ âìåñòå ìîòîðàìè öèòîñêåëåòà. Ïîñêîëüêó áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ñóáúåäèíèöà K ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñ-

ëÿöèè 3 (eIF3K, eIF3 S12 è PLAC-24) âçàèìîäåéñòâóåò ñ
ïðîìåæóòî÷íîé öåïüþ ìîòîðíîãî áåëêà ìèêðîòðóáî÷åê
äèíåèíà (DIC) (Karki et al., 2002, Mol. Biol. Cell,
13 : 1722—1734), ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî èìåííî ýòîò áå-
ëîê ÿâëÿåòñÿ ïîñðåäíèêîì ïðè ñâÿçûâàíèè ñ êîìïîíåíòîâ
ÑÃ ñ îäíèì èç ìîòîðíûõ áåëêîâ — äèíåèíîì. Â ñòðóêòó-
ðó áåëêà eIF3K âõîäÿò 3 äîìåíà: HAM (HEAT-analoguos
motif, àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 1—130), èìåþùèé ñõîä-
ñòâî ñ äîìåíàìè, ó÷àñòâóþùèìè â áåëîê-áåëêîâûõ âçàè-
ìîäåéñòâèÿõ, WH (winged helix, îñòàòêè 133—188), àíà-
ëîãè÷íûé ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèì äîìåíàì, è ìàëîñòðóêòó-
ðèðîâàííûé Ñ-êîíöåâîé äîìåí (îñòàòêè 191—219).
Ñîâîêóïíîñòü äîìåíîâ HAM è WH ñîîòâåòñòâóåò äîìåíó
PCI, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâè-
ÿõ. Â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ àðñåíèòîì, èììóíîöèòîõè-
ìè÷åñêè âûÿâëåíû ñêîïëåíèÿ áåëêà eIF3K, ïî ðàçìåðó,
ôîðìå è ðàñïîëîæåíèþ â êëåòêå íàïîìèíàþùèå ÑÃ. Ïðè
îäíîâðåìåííîé ýêñïðåññèè â êëåòêå ìå÷åííûõ ðàçëè÷íû-
ìè ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè eIF3K è ìàðêåðà è èíäóê-
òîðà ÑÃ PABP (polyA-binding protein) âèäíû êîëîêàëèçà-
öèÿ ïåðâîãî áåëêà ñ ÑÃ ïðè íåñèëüíîé ãèïåðýêñïðåññèè, à
òàêæå áîëüøîå ñîäåðæàíèå åãî â ÿäðå. Ýòî ïîêàçûâàåò,
÷òî eIF3K ìîæåò âõîäèòü â ñîñòàâ ÑÃ. Â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå òàêæå îöåíèâàëè âëèÿíèå ýêñïðåññèè äîìåíîâ HAM,
WH, PCI è Ñ-õâîñòîâîãî, à òàêæå ïîëíîðàçìåðíîãî eIF3K,
ñëèòûõ ñ ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè, íà ôîðìèðîâàíèå
ÑÃ â êëåòêàõ HeLa. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÑÃ èñïîëüçîâàëè èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå íà eIF3A, à â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ — ýêñïðåññèþ ÷èñòûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ.
Ýêñïðåññèÿ âñåõ äîìåíîâ eIF3K, à â îñîáåííîñòè HAM è
WH, óãíåòàëà âûçâàííîå îáðàáîòêîé àðñåíèòîì îáðàçîâà-
íèå ÑÃ. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òàê íàçûâàåìîì
äîìèíàíòíî-íåãàòèâíîì ýôôåêòå, ÿâëÿþùåìñÿ ñëåäñòâè-
åì êîíêóðåíöèè îòäåëüíûõ äîìåíîâ ñ ïîëíîöåííûì áåë-
êîì çà ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ íà áåëêàõ-ïàðòíåðàõ. Ïðè îòñóò-
ñòâèè ñòðåññîâîãî âîçäåéñòâèÿ ýêñïðåññèÿ eIF3K-GFP
óâåëè÷èâàëà äîëþ êëåòîê ñ ÑÃ. Êîïðåöèïèòàöèÿ ýêñïðåñ-
ñèðîâàííîé â Escherichia coli DIC ÷åëîâåêà íà ãëóòàòè-
îí-àãàðîçå ñ ýêñïðåññèðîâàííûìè â E. coli äîìåíàìè PCI
è C-êîíöåâûì áåëêà eIF3K ÷åëîâåêà ïîêàçàëà, ÷òî ñâÿçû-
âàíèå ïðîèñõîäèò òîëüêî â ïåðâîì ñëó÷àå. Ñëåäîâàòåëü-
íî, ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè è íàëè÷èå Ñ-õâîñ-
òîâîãî äîìåíà íå ÿâëÿþòñÿ íåîáõîäèìûìè äëÿ âçàèìî-
äåéñòâèÿ eIF3K ñ DIC. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
âàæíîñòü eIF3K â ôîðìèðîâàíèè ÑÃ, à òàêæå ïîäòâåðæäà-
þò åãî ïðèñóòñòâèå â ÑÃ è âçàèìîäåéñòâèå ñ DIC, ÷òî ìî-
æåò óêàçûâàòü íà ðîëü ýòîãî áåëêà êàê ïîñðåäíèêà ïðè
âçàèìîäåéñòâèè êîìïîíåíòîâ ÑÃ ñ äèíåèíîì.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÏÐÎÖÅÑÑÀ ÐÀÑÏËÀÑÒÛÂÀÍÈß È ÄÂÈ-
ÆÅÍÈß ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ Â ÍÎÐÌÅ È Â ÏÐÈÑÓÒÑÒ-
ÂÈÈ ÍÎÊÀÄÎÇÎËÀ. © À. Â. Òâîðîãîâà, È. À. Âîðîáüåâ.
ÍÈÈ ÔÕÁ èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ðàñïëàñòûâàíèå íà àäãåçèâíîì ñóáñòðàòå ÿâëÿåòñÿ
âàæíîé ÷àñòüþ æèçíåäåÿòåëüíîñòè ôèáðîáëàñòîâ, îäíàêî
åãî äèíàìèêà áûëà îïèñàíà ñðàâíèòåëüíî äàâíî è áåç èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ñîâðåìåííûõ òåõíè÷åñêèõ âîçìîæíîñòåé.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ äåòàëüíîãî àíàëèçà ðàñïëàñòûâà-
íèÿ è èçó÷åíèÿ ðîëè ìèêðîòðóáî÷åê â ýòîì ïðîöåññå èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè êóëüòóðû Vero, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ
íà ñòåêëå â íîðìå è â óñëîâèÿõ äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê íîêàäîçîëîì (4 ìêã/ìë). Çàïèñü èçîáðàæåíèÿ
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ïðîâîäèëàñü ñ èíòåðâàëàìè ìåæäó êàäðàìè 1 ìèí ñ îáú-
åêòèâîì 20� (ôàçîâûé êîíòðàñò) íà èíâåðòèðîâàííîì
ìèêðîñêîïå Nikon ÒÅ-2000 ñ òåðìîñòàòèðóåìûì ñòîëè-
êîì. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü öåéòðàôåðíîé çàïèñè ñîñòàâëÿ-
ëà íå ìåíåå 10 ÷. Âñåãî áûëî èññëåäîâàíî 121 êëåòêà, ðàñ-
ïëàñòûâàâøàÿñÿ â íîðìàëüíîé ñðåäå, è 116 êëåòîê, ðàñ-
ïëàñòûâàâøèõñÿ â ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà. Ïðîöåññ
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê Vero íåîäíîðîäåí è ñèëüíî ðàçëè-
÷àåòñÿ îò êëåòêè ê êëåòêå êàê â íîðìå, òàê è â ïðèñóòñòâèè
íîêàäîçîëà. Â íîðìå á*îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê (60 %) íà-
÷èíàåò ðàñïëàñòûâàíèå (ôîðìèðóåò îäíó èëè íåñêîëüêî
ëàìåëë) â ïåðâûå 2 ÷ ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê ñòåêëó. Ó ðàñ-
ïëàñòûâàþùèõñÿ êëåòîê ìîæíî âûäåëèòü äâå ôàçû: ïåð-
âàÿ — áûñòðîå óâåëè÷åíèå ïëîùàäè (ïðîäîëæèòåëü-
íîñòüþ 1—1.5 ÷) è âòîðàÿ — äàëüíåéøåå ìåäëåííîå ðàñ-
ïëàñòûâàíèå, çàíèìàþùåå 8 ÷ è áîëåå. ×åðåç ñòàäèþ ðà-
äèàëüíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðîõîäÿò òîëüêî 30 % êëåòîê.
Îñòàëüíûå êëåòêè ñðàçó îáðàçóþò 2—3 ëàììåëëîïîäèè,
ðàñïîëîæåííûå íà ðàçíûõ êîíöàõ êëåòêè, è ðàñ-
ïëàñòûâàíèå èäåò ñðàçó â äâóõ íàïðàâëåíèÿõ. Â èòîãå
ïðè ïåðåõîäå ê äâèæåíèþ êëåòêè äîñòèãàþò ðàçëè÷íîé
êîíå÷íîé ïëîùàäè, è ìîæíî âûäåëèòü òðè ñóáïîïóëÿ-
öèè êëåòîê: õîðîøî ðàñïëàñòàííûå (ïëîùàäüþ áîëåå
2000 ìêì2), óìåðåííî ðàñïëàñòàííûå (ïëîùàäüþ 1000—
2000 ìêì2) è ñëàáî ðàñïëàñòàííûå (äî 1000 ìêì2). Äåïî-
ëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ïðèâîäèò ê ñëåäóþùèì îò-
êëîíåíèÿì. Ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ èäåò ìåäëåííåå è
áîëåå ðàâíîìåðíî, ÷åì â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ. Êëåòêè
ïðîõîäÿò áîëåå ïðîäîëæèòåëüíóþ ñòàäèþ áëåááèíãà è
âûäâèæåíèÿ ïñåâäîïîäèé. Ñòàäèÿ ðàäèàëüíîãî ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ îòñóòñòâóåò. Ðàñïëàñòûâàíèå íà÷èíàåòñÿ ñ âû-
äâèæåíèÿ ëàìåëëîïîäèé ñðàçó â íåñêîëüêèõ íàïðàâëåíè-
ÿõ. Çàòåì êëåòêà îáðàçóåò ëàìåëëó, îäíó èëè íåñêîëüêî, â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ êðóãîâóþ. ×àñòü êëåòîê (15 %) îñòàåò-
ñÿ â òå÷åíèå 16 ÷ è áîëåå íåïîëÿðèçîâàííîé, ñîõðàíÿÿ ðà-
äèàëüíóþ ëàìåëëó íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ÷àñîâ, è 10 %
ìîãóò ïîñëå íà÷àëüíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ íåîáðàòèìî îøà-
ðèâàòüñÿ. Äâèæåíèå êëåòîê ðàçëè÷àåòñÿ â íîðìå è ïðè äå-
ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê. Êëåòêè â íîðìå äâèæóòñÿ
ïîñòóïàòåëüíî è ìîãóò ìåíÿòü íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ. Â
ïðèñóòñòâèè íîêàäîçîëà ïîëÿðèçîâàííûå ôèáðîáëàñòû íå
ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî ïåðåìåùàòü ñâîé öåíòð ìàññ, äâè-
æåíèå êëåòîê ñâîäèòñÿ ê îáðàçîâàíèþ è èñ÷åçíîâåíèþ
ëàìåëë è ñòàáèëüíûõ êðàåâ, êëåòêè îáðàçóþò äëèííûå îò-
ðîñòêè, èíîãäà òåëî êëåòêè îêàçûâàåòñÿ ðàçäåëåííûì íà
ñâÿçàííûå òîíêèì öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ìîñòèêîì ÷àñòè,
êîòîðûå â äàëüíåéøåì îáúåäèíÿþòñÿ.

ÐÎËÜ ÄÈÍÀÌÈ×ÅÑÊÎÉ ÍÅÑÒÀÁÈËÜÍÎÑÒÈ ÌÈÊ-
ÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÏÎÂÅÄÅÍÈÈ ËÀÌÅËËÛ ÔÈÁÐÎÁ-
ËÀÑÒÎÂ. © À. Â. Òâîðîãîâà, È. À. Âîðîáüåâ. ÍÈÈ ÔÕÁ
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà.

Ñïîñîáíîñòü ê äâèæåíèþ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâíûõ
ñâîéñòâ ôèáðîáëàñòîâ. Âîçäåéñòâèå íà ôèáðîáëàñòû
àãåíòàìè, äåïîëèìåðèçóþùèìè ìèêðîòðóáî÷êè, ïðèâî-
äèò ê ïîòåðå ïîëÿðíîñòè è âûïîëçàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ â
ðàíó (Vasiliev et al., 1970). Íèçêèå äîçû öèòîñòàòèêîâ íî-
êîäàçîëà è òàêñîëà òàêæå áëîêèðóþò êëåòî÷íóþ ìèãðà-
öèþ áåç äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (Liao et al.,
1995; Mikhailov, Gundersen, 1998; Ãðèãîðüåâ è äð., 1999).
Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ôîðìèðîâà-
íèå ëàìåëëîïîäèé êàê îñíîâíûõ ìîäóëåé, îáåñïå÷èâàþ-

ùèõ ìèãðàöèþ ôèáðîáëàñòîâ â íîðìå, ïðè ïîëíîé äåïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (íîêîäàçîë, 4 ìêã/ìë) è ïðè
ïîäàâëåíèè èõ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè (ñî÷åòàíèå
íèçêèõ êîíöåíòðàöèé íîêîäàçîëà è òàêñîëà, 100 è 50 íÌ
ñîîòâåòñòâåííî). Ôèëüìû áûëè ïîëó÷åíû ìåòîäîì öåé-
òðàôåðíîé ñúåìêè ñ èíòåðâàëîì ìåæäó êàäðàìè 1 ñ, ïðî-
äîëæèòåëüíîñòüþ 650 êàäðîâ. Äëÿ èçó÷åíèÿ àêòèâíîãî
êðàÿ èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä ïîñòðîåíèÿ êèìîãðàìì ïåðïåí-
äèêóëÿðíî ðàçëè÷íûì ó÷àñòêàì âåäóùåãî êðàÿ êëåòîê,
÷òî ïîçâîëèëî ïðîàíàëèçèðîâàòü ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè ëà-
ìåëëû. Ôèáðîáëàñòû, ðàñïëàñòàííûå â íîðìàëüíûõ óñëî-
âèÿõ, èìåþò êëàññè÷åñêèé âèä: ñòàáèëüíûé êðàé, òåëî è
âåäóùèé êðàé. Îêðàñêà àíòèòåëàìè ê a-òóáóëèíó ïîêàçû-
âàåò íîðìàëüíîå ðàäèàëüíîå ñòðîåíèå ñåòè ìèêðîòðóáî-
÷åê. Íà êèìîãðàììàõ âûäâèæåíèå ëàìåëëîïîäèé âûãëÿ-
äèò êàê ñèììåòðè÷íàÿ âîëíà. Íàðÿäó ñ âûäâèæåíèåì ëà-
ìåëëîïîäèé âûÿâëÿþòñÿ áûñòðûå êîëåáàíèÿ ìåìáðàíû,
íåâèäèìûå ïðè ïðÿìîì íàáëþäåíèè. Ëàìåëëîïîäèè äî-
ñòèãàþò äëèíû 3.4 ìêì; ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü èõ
ñóùåñòâîâàíèÿ — 56.4 ñ. ×àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ ëàìåë-
ëîïîäèé íà êëåòêó ñîñòàâëÿåò â ñðåäíåì 10 øò./ìèí. Àê-
òèâíîñòü ëàìåëëû íåðàâíîìåðíà ïî åå äëèíå, ñóùåñòâóþò
ñïîêîéíûå (ñ íèçêîé ÷àñòîòîé âîçíèêíîâåíèÿ ëàìåëëî-
ïîäèé) è àêòèâíûå (ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé ëàìåëëîïîäèé)
îáëàñòè. ×àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ ëàìåëëîïîäèé íà ðàç-
íûõ ó÷àñòêàõ ëàìåëëû ìîæåò êîëåáàòüñÿ îò 0.18 äî
0.83 øò./ìèí. Íà ñòàáèëüíîì êðàþ ëàìåëëîïîäèàëüíîé
àêòèâíîñòè íåò. Ôèáðîáëàñòû, ðàñïëàñòàííûå â ïðèñóòñò-
âèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé íîêîäàçîëà, âñòðå÷àþòñÿ äâóõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ: ñ êðóãîâîé ëàìåëëîé (íåïîëÿðè-
çîâàííûå) è ïîëÿðèçîâàííûå. Ëàìåëëà êëåòîê ôîðìèðóåò
íà êðàþ «îïóõîëåâèäíûå» îáðàçîâàíèÿ, êîòîðûå èñ÷åçà-
þò, ðàñòâîðÿÿñü â öèòîïëàçìå. Âûäâèæåíèå ëàìåëëîïî-
äèé íà êèìîãðàììå âûãëÿäèò êàê ñèììåòðè÷íàÿ íåâûñî-
êàÿ ïðîäîëæèòåëüíàÿ âîëíà. Îáðàçîâàíèå ëàìåëëîïîäèé
íàðóøåíî, îíè êîðîòêèå (1.5 ìêì) è äîëãîæèâóùèå
(~90 ñ). ×àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ ëàìåëëîïîäèé ðåçêî ñíè-
æåíà, íå ïðåâûøàÿ çíà÷åíèÿ 4 øò./ìèí íà êëåòêó. Ôèá-
ðîáëàñòû, ðàñïëàñòàííûå â ïðèñóòñòâèè íèçêèõ êîíöåíò-
ðàöèé íîêîäàçîëà è òàêñîëà, ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíû ñ
êëåòêàìè, ðàñïëàñòàííûìè â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ. Îêðà-
ñêà àíòèòåëàìè ê a-òóáóëèíó âûÿâëÿåò èçìåíåíèÿ â ñèñ-
òåìå ìèêðîòðóáî÷åê — èõ ñåòü ñòàíîâèòñÿ áîëåå õàîòè÷íîé
ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé. Ó ôèáðîáëàñòîâ, ðàñïëàñòàííûõ
â óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè
ìèêðîòðóáî÷åê, íà êðàþ ëàìåëëû îáðàçóþòñÿ ëàììåëëî-
ïîäèè äëèíîé 2.2 ìêì è âðåìåíåì ñóùåñòâîâàíèÿ 54 ñ.
×àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ ëàìåëëîïîäèé ñóùåñòâåííî ìåíü-
øå, ÷åì â íîðìå è ñðàâíèìà ñ òàêîâîé â âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ íîêîäàçîëà. Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâëåíèå äèíà-
ìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê çíà÷èòåëüíî
ñíèæàåò ñïîñîáíîñòü ëàìåëëû ê ôîðìèðîâàíèþ ëàìåëëî-
ïîäèé.

ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÛÕ ÀÍÒÈÎÊÑÈ-
ÄÀÍÒÎÂ ÍÀ ÍÎÐÌÀËÜÍÛÅ È ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎ-
ÂÀÍÍÛÅ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÛ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Å. Â. Òèòî-
âà, Î. Þ. Èâàíîâà, Å. Í. Ïîïîâà, Î. Þ. Ïëåòþøêèíà,
Â. Á. Äóãèíà. ÍÈÈ ÔÕÁ èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíî-
ñîâà.

Èçâåñòíî, ÷òî ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè âåäåò ê íàðóøåíèþ ïîëÿ-
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ðèçàöèè è ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, óñèëåíèþ êëåòî÷íîé
ïîäâèæíîñòè. Îäíî èç îáúÿñíåíèé íàðóøåíèÿ îðãàíèçà-
öèè àêòèíîâîé ñèñòåìû çàêëþ÷àåòñÿ â àêòèâàöèè îíêî-
ãåííûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé êëåòêè, à òàêæå â èçìåíåíèè
ñïåêòðà ýêñïðåññèè àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, òàêèõ êàê
ìèîçèí (Chiavegato et al., 1996), ãåëüçîëèí (Mullauer et al.,
1990) è òðîïîìèîçèí (Prasad et al., 1993). Öåëüþ äàííîé
ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå äåéñòâèÿ ìèòîõîíäðèàëüíî-íà-
ïðàâëåííûõ àíòèîêñèäàíòîâ (SkQ1 è åãî àíàëîãîâ) íà
íîðìàëüíûå (MRC5) è òðàíñôîðìèðîâàííûå (MRC5-V1
è MRC5-V2) ëåãî÷íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà. Îñîáîå
âíèìàíèå áûëî óäåëåíî îöåíêå èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòíîé
ñèñòåìû, àäãåçèîííûõ ñòðóêòóð è êëåòî÷íîé ïîä-
âèæíîñòè. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìîðôîìåòðèè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî èíêóáàöèÿ íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ñ ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûìè àíòèîêñèäàí-
òàìè (20—40 íÌ, îò 5 ÷ äî 3—7 ñóò) ñïîñîáñòâóåò ðàñ-
ïëàñòûâàíèþ è îáðàçîâàíèþ ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ìèêðîôè-
ëàìåíòîâ. Èììóíîìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
îáðàáîòêà êëåòîê MRC5-V1 è MRC5-V2 ìèòîõîíäðèàëü-
íî-íàïðàâëåííûìè àíòèîêñèäàíòàìè âåäåò ê óâåëè÷åíèþ
òîëùèíû è êîëè÷åñòâà ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ è èõ óïîðÿäî÷åííîìó ðàñïîëîæåíèþ, ïîëÿðèçà-
öèè êëåòîê. Â ïó÷êàõ ìèêðîôèëàìåíòîâ âûÿâëÿëèñü áå-
òà-àêòèí, ìèîçèí II, àëüôà-àêòèíèí, ãåëüçîëèí, à òàêæå
àëüôà-ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåéñò-
âèå N-àöåòèëöèñòåèíà è òðîëîêñà íà êëåòêè MRC5-V1
ñõîæå ñ ýôôåêòîì ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûõ àí-
òèîêñèäàíòîâ, îäíàêî ðàáî÷èå êîíöåíòðàöèè äàííûõ âå-
ùåñòâ áûëè ñóùåñòâåííî áîëüøå è ñîñòàâëÿëè 5 ìÌ è
100 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ñ ïîìîùüþ èììóíîìîðôîëî-
ãè÷åñêîãî è ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà áûëî ïîêàçàíî,
÷òî äåéñòâèå SkQ1 è åãî àíàëîãîâ íà òðàíñôîðìèðî-
âàííûå ôèáðîáëàñòû ïðèâîäèò ê óäëèíåíèþ ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ è ïîÿâëåíèþ çðåëûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ,
õàðàêòåðíûõ äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê. Êà÷åñòâåííûé àíà-
ëèç ñîäåðæàíèÿ áåëêà ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ âèíêó-
ëèíà ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ïîäòâåðäèë óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà âèíêóëèíà â êëåòêàõ MRC5-V1 ïîñëå èíêó-
áàöèè ñ ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûìè àíòèîêñè-
äàíòàìè (20—40 íÌ), N-àöåòèëöèñòåèíîì (5 ìÌ, 7 ñóò)
è òðîëîêñîì (100 ìêÌ, 7 ñóò). N-àöåòèëöèñòåèí è òðîëîêñ
îêàçûâàþò ñõîæèé ñ SkQ1 è åãî àíàëîãàìè ýôôåêò íà óâå-
ëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ âèíêóëèíà â êëåòêàõ. Ïðè äèíàìè÷å-
ñêîì íàáëþäåíèè çà êóëüòóðàìè òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ MRC5-V1 è MRC5-V2 áûëî çàìå÷åíî,
÷òî îáðàáîòêà SkQ1 ïðèâîäèò ê ïîëÿðèçàöèè êëåòîê, ÷àñ-
òè÷íîé ñòàáèëèçàöèè êðàÿ è ñíèæåíèþ ïñåâäîïîäèàëü-
íîé àêòèâíîñòè. Îáðàáîòêà òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûìè àíòèîêñè-
äàíòàìè â íàøåé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñèñòåìå âûçûâàëà
ìîðôîëîãè÷åñêóþ ðåâåðñèþ ôåíîòèïà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ
ïîëó÷åííûìè ðàíåå äàííûìè íà ìîäåëè ras-òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê (Alexandrova et al., 2006; Popova et al.,
2006). Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî è ìîðôîìåò-
ðè÷åñêîãî àíàëèçà íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýôôåêò, âû-
çûâàåìûé àíòèîêñèäàíòîì SkQ1, ÷àñòè÷íî ñíèìàåòñÿ äî-
áàâëåíèåì â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ðåöåïòîðà ê TGF-b2. Ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè áûëè èñ-
ñëåäîâàíû ïàðàìåòðû êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê êóëüòóð
MRC5-V1 è MRC5-V2. Ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå ãîâî-
ðÿò î ïîÿâëåíèè âûðàæåííîé ïîïóëÿöèè ïîëèïëîèäíûõ
è ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê áîëüøåãî îáúåìà â êóëüòóðàõ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ, îáðàáîòàííûõ
SkQ1. Èçó÷àþòñÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû ìîðôîôóíêöèî-

íàëüíûõ èçìåíåíèé òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ
ïîä äåéñòâèåì ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûõ àíòèîê-
ñèäàíòîâ.
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Áîëüøèíñòâî òåðìîëèçèíîïîäîáíûõ ïðîòåàç îáëàäà-
åò øèðîêîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Îäíàêî ïðîòå-
àçà ÅÑÐ32/ãðèìåëèçèí, âíóòðèêëåòî÷íûé ôåðìåíò áàêòå-
ðèé Serratia grimesii, ïðîÿâëÿåò âåñüìà óçêóþ ñïåöèôè÷-
íîñòü ïî îòíîøåíèþ ê íàòèâíûì áåëêàì. Ñðåäè áîëåå
÷åì 30 ïðîâåðåííûõ äî ñèõ ïîð íàòèâíûõ áåëêîâ ñóáñòðà-
òàìè ïðîòåàçû ÅÑÐ32 îêàçàëèñü òîëüêî àêòèí, ãèñòîíû,
ìåëèòòèí è áåëîê òåïëîâîãî øîêà áàêòåðèé DnaK. Â ìî-
ëåêóëå àêòèíà ÅÑÐ32/ãðèìåëèçèí ðàñùåïëÿåò ïåïòèäíóþ
ñâÿçü Gly42—Val43; îáðàçîâàâøèåñÿ ôðàãìåíòû íå ïîä-
âåðãàþòñÿ äàëüíåéøåìó ïðîòåîëèçó è îñòàþòñÿ íåêîâà-
ëåíòíî ñâÿçàííûìè äðóã ñ äðóãîì. Ðàñùåïëåíèå ñâÿçè
Gly42—Val43 ïðèâîäèò ê îáðàòèìîé ïîòåðå cïîcîáíîñòè
àêòèíà ê ïîëèìåðèçàöèè. ÅÑÐ32/ãðèìåëèçèí ÿâëÿåòñÿ ãî-
ìîëîãîì ïðîòåàëèçèíà, òåðìîëèçèíîïîäîáíîé ìåòàëëîï-
ðîòåàçû S. proteamaculans, îò êîòîðîãî îí îòëè÷àåòñÿ
8 àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè. Ïðîòåàëèçèí òàêæå ðàñ-
ùåïëÿåò àêòèí îãðàíè÷åííî. Ñïîñîáíîñòü ôåðìåíòîâ ê
îãðàíè÷åííîìó ïðîòåîëèçó, ïðè êîòîðîì ñîõðàíÿåòñÿ
ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü àêòèíà, ìû íàçâàëè àêòèíàç-
íîé àêòèâíîñòüþ. Èçâåñòíûå àêòèíîïîäîáíûå áåëêè áàê-
òåðèé íå ñîäåðæàò àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñàéòó ðàñùåïëåíèÿ àêòèíà èññëå-
äóåìûìè ïðîòåàçàìè. Ïîýòîìó ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
ïðèðîäíûì ñóáñòðàòîì ýòèõ ïðîòåàç ìîæåò áûòü àêòèí
ýóêàðèîò. Â ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëüñòâóþò ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå êîíôîêàëüíîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè, äåìîíñòðèðóþùèå, ÷òî ïðèðîäíûå è ðåêîìáèíàíò-
íûå áàêòåðèè, ëèçàòû êîòîðûõ îáëàäàþò àêòèíàçíîé àê-
òèâíîñòüþ, ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â ýóêàðèîòè÷åñêèå
êëåòêè, âûçûâàÿ ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî òåðìîëèçèíîïîäîáíûå
ìåòàëëîïðîòåàçû Serratia ó÷àñòâóþò â ïðîöåññå èíòåðíà-
ëèçàöèè áàêòåðèé è ÷òî îãðàíè÷åííûé ïðîòåîëèç àêòèíà
ìîæåò áûòü ÷àñòüþ ýòîãî ïðîöåññà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-00408 è 09-04-00734).
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Òðàäèöèîííî ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â ïðîöåññå ýíäîöèòîçà
òóáóëèíîâûé öèòîñêåëåò âûïîëíÿåò ðîëü «ðåëüñîâ», ïî
êîòîðûì âåçèêóëû äâèæóòñÿ îò ïåðèôåðèè êëåòêè ê ÿäðó.

266 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà Øêîëå-ñåìèíàðå



Ïðè ýòîì ïðåäïîëàãàëè, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ)
â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ â õîäå ýíäîöèòîçà íå èçìåíÿåòñÿ.
Îäíàêî â êëåòêàõ ëèíèè HeLa ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöè-
òîçà ÝÔÐ ìû íàáëþäàëè ïåðåñòðîéêó ñåòè ÌÒ. Â òî
âðåìÿ êîãäà ÝÔÐ íàõîäèëñÿ â ðàííèõ ýíäîñîìàõ, ÌÒ ðàñ-
ïîëàãàëèñü ðàäèàëüíî — îò îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè ê ïå-
ðèôåðèè êëåòêè, êàê è â êëåòêàõ äî ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòî-
çà. Â ïðîöåññå ïðåâðàùåíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì â ïîçäíèå
ñåòü ÌÒ ðåîðãàíèçîâûâàëàñü. ×èñëî äëèííûõ ðàäèàëüíûõ
ÌÒ óìåíüøàëîñü, à èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ òóáóëè-
íà âîêðóã ÖÎÌÒ óñèëèâàëàñü. Â öåëîì ñèñòåìà ïðèîáðå-
òàëà «ãóáêîïîäîáíûé» âèä (ñïóòàííàÿ ñåòü ÌÒ), îòäåëü-
íûå ÌÒ óêîðà÷èâàëèñü, âîçìîæíî, ôðàãìåíòèðîâàëèñü è
äàæå ÷àñòè÷íî äåïîëèìåðèçîâàëèñü. Êîãäà ïîçäíèå ýíäî-
ñîìû, ñîäåðæàùèå ÝÔÐ, âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ ëèçîñîìà-
ìè è ÝÔÐ äåãðàäèðîâàë, ñåòü ÌÒ âîçâðàùàëàñü ê èñõîä-
íîìó îáëèêó. Â îòñóòñòâèå ýíäîöèòîçà ïîäîáíûõ èçìåíå-
íèé öèòîñêåëåòà íå íàáëþäàëè. Åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü,
÷òî ïåðåñòðîéêà ñåòè ÌÒ ñâÿçàíà ñî ñòèìóëÿöèåé ýíäîöè-
òîçà. Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àåòñÿ â âûÿâëåíèè
ñèãíàëîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîöåññ ðåìîäåëèðîâàíèÿ ÌÒ.
Ýòè ñèãíàëû ìîãóò, â ÷àñòíîñòè, ñòèìóëèðîâàòüñÿ ñàìèì
ãðóçîì, ò. å. â íàøåì ñëó÷àå — ðåöåïòîðîì ÝÔÐ. Ìû èñ-
ïîëüçîâàëè äâà èíãèáèòîðà: òèðôîñòèí AG1478, êîòîðûé
áëîêèðóåò òèðîçèíêèíàçíóþ (ÒÊ) àêòèâíîñòü ñàìîãî ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ, è UO126, êîòîðûé ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü
MAP-êèíàçû ERK1/2, ðåãóëèðóåìóþ â òîì ÷èñëå è ñèã-
íàëàìè, èäóùèìè ñ àêòèâèðîâàííîãî ðåöåïòîðà ÝÔÐ.
Áûëè âûÿâëåíû äâà ñèãíàëà, âûçûâàþùèõ ðåîðãàíèçàöèþ
ñåòè ÌÒ. Âî-ïåðâûõ, îêàçàëîñü, ÷òî ïðèñóòñòâèå èíãèáè-
òîðà AG1478 â ïåðâûå 5 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòî-
çà ïðåäîòâðàùàëî ïîñëåäóþùóþ ðåîðãàíèçàöèþ ñåòè
ÌÒ. Äîáàâëåíèå AG1478 íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ýíäî-
öèòîçà íå ïðåïÿòñòâîâàëî èçìåíåíèÿì òóáóëèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà. Òàêèì îáðàçîì, àêòèâàöèÿ ÒÊ-ðåöåïòîðà
â òå÷åíèå ïåðâûõ 5 ìèí ïîñëå íà÷àëà ýíäîöèòîçà ñóùåñò-
âåííà äëÿ ñòàáèëèçàöèè «ðàííåé» ðàäèàëüíîé ñåòè ÌÒ.
Ýòîò ñèãíàë ãåíåðèðóåòñÿ íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíå è íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà. Âî-âòîðûõ, îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ â êëåòêàõ HeLa àê-
òèâàöèÿ ERK1/2 ïðîèñõîäèò â äâå âîëíû — êàê íà
ðàííåé ñòàäèè ýíäîöèòîçà, òàê è íà ñòàäèè, ñîîòâåòñò-
âóþùåé ïðåáûâàíèþ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â
ïîçäíèõ ýíäîñîìàõ. Ïîäàâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êè-
íàçû ERK1/2 èíãèáèòîðîì UO126 íèêàê íå âëèÿëî íà
ðåîðãàíèçàöèþ ñåòè ÌÒ ïðè äîáàâëåíèè åãî íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ ïðîöåññà. Îäíàêî UO126 ïðåïÿòñòâîâàë ôðàã-
ìåíòàöèè/äåïîëèìåðèçàöèè òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà,
êîãäà åãî äîáàâëÿëè ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå çàïóñêà ýíäîöè-
òîçà (ñòàäèÿ ñîçðåâàíèÿ ïîçäíèõ ýíäîñîì). Ñëåäîâàòåëü-
íî, àêòèâàöèÿ ERK1/2 íà ñòàäèè ïîçäíèõ ýíäîñîì íåîáõî-
äèìà äëÿ ïðîäîëæåíèÿ ðàçáîðêè ìèêðîòðóáî÷åê. Íàøè
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðîöåññ ðåîãðàíèçà-
öèè ñèñòåìû ÌÒ â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè
ÝÔÐ ìîæåò íàõîäèòüñÿ ïîä êîíòðîëåì íåñêîëüêèõ ðàç-
ëè÷íûõ ñèãíàëîâ, äåéñòâóþùèõ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ýíäî-
öèòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 06-04-49046-à è 09-04-01215-à) è ÃÊ ÔÖÏ
¹ 02.512.12.0024 «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëî-
ãèÿ».

ÀËÜÔÀ-ÀÊÒÈÍÈÍ-4 Ó×ÀÑÒÂÓÅÒ Â ßÄÅÐÍÛÕ ÁÅË-
ÊÎÂÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÀÕ, ÐÅÃÓËÈÐÓÞÙÈÕ ÝÊÑÏ-
ÐÅÑÑÈÞ ÃÅÍÎÂ. © Ì. Ã. Õîòèí, Ë. Â. Òóðîâåðîâà,
Â. Þ. Àêñåíîâà, À. Â. Ñîëîâüåâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ, Ä. Ã. Òåíò-
ëåð. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïåðåäà÷å
ñèãíàëà îò ïîâåðõíîñòè êëåòêè â ÿäðî. Åãî ïåðåñòðîéêè â
îòâåò íà èçìåíåíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ ñîïðîâîæäàþòñÿ ïå-
ðåðàñïðåäåëåíèåì òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è èçìåíå-
íèåì ýêñïðåññèè ãåíîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå àêòèíñâÿçû-
âàþùèå áåëêè, ðàâíî êàê è ñàì àêòèí, èìåþò íå òîëüêî
öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ, íî è ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ. Îäíàêî
íåÿñíî, êàêèå ôóíêöèè îíè òàì âûïîëíÿþò. Îäíèì èç òà-
êèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ a-àêòèíèí-4. Ïîëó÷åííûå ðàíåå äàí-
íûå î åãî ñîëîêàëèçàöèè ñ ð65-ñóáúåäèíèöåé òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà NF-kB â öèòîïëàçìå è ÿäðå ïîçâîëèëè
ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå a-àêòèíèíà-4 â ðåãóëÿöèè àêòèâ-
íîñòè NF-kB. Âìåñòå ñ òåì ÿäåðíûå ôóíêöèè a-àêòèíè-
íà-4 òðåáóþò ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ. Îäíèì èç ïîäõîäîâ
ïðè àíàëèçå ÿäåðíûõ ôóíêöèé áåëêà ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâà-
íèå ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ. Íàìè ïðîâåäåí àíà-
ëèç ñîñòàâà ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ a-àêòèíèíà-4
ìåòîäàìè äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà è ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðèè. Îáíàðóæåíî, ÷òî â ÿäðå êëåòîê À431 ñ a-àêòèíè-
íîì-4 àññîöèèðîâàíî ïðèìåðíî 50 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ.
Èç íèõ íàìè èäåíòèôèöèðîâàíû: b-àêòèí; a- è b-òóáóëè-
íû; áåëêè ãåòåðîãåííîãî ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâîãî ñåìåé-
ñòâà (hnRNP) À2/Â1, À1, A3, K è L; ïåðîêñèðåäîêñèí-1;
D-3-ôîñôîãëèöåðèíäåãèäðîãåíàçà; ÒÀÐ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùèé áåëîê 43; ïîëè(rC)-ñâÿçûâàþùèé áåëîê 1. Èçâåñòíûå
ÿäåðíûå ôóíêöèè ýòèõ áåëêîâ ñâÿçàíû ñ ïðîöåññèíãîì è
òðàíñïîðòîì ìÐÍÊ, ðåãóëÿöèåé òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî a-àê-
òèíèí-4 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ýòèõ ïðîöåññàõ. Â ïðåäûäó-
ùèõ ðàáîòàõ íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðàõ êëåòîê À431 ïðè-
ñóòñòâóþò ïîëíîðàçìåðíàÿ è äâå óêîðî÷åííûå èçîôîðìû
a-àêòèíèíà-4. Ìåòîäàìè èììóíîïðåöèïèòàöèè è èììó-
íîáëîòèíãà íà êëåòêàõ ëèíèè À431 óñòàíîâëåíî, ÷òî ñ
a-òóáóëèíîì ñâÿçàíû òîëüêî óêîðî÷åííûå èçîôîðìû
a-àêòèíèíà-4, à íà êëåòêàõ ëèíèè HEK-293, òðàíñôèöèðî-
âàííûõ ýêñïðåññèîííûìè ïëàçìèäàìè, ñîäåðæàùèìè
ïîëíîðàçìåðíóþ èëè óêîðî÷åííóþ èçîôîðìó a-àêòèíè-
íà-4, ïîêàçàíî, ÷òî ñ ãåòåðîãåííûìè ðèáîíóêëåîïðîòåè-
íàìè À2/Â1 è À1 àññîöèèðîâàíà òîëüêî åãî ïîëíîðàçìåð-
íàÿ èçîôîðìà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î âêëþ÷åíèè a-àêòè-
íèíà-4 â ðàçëè÷íûå áåëêîâûå êîìïëåêñû, êîòîðûå
âûïîëíÿþò, ïî-âèäèìîìó, ðàçëè÷íûå ôóíêöèè â ÿäðå. Íà
êëåòêàõ ëèíèè À431, êóëüòèâèðóåìûõ íà ðàçëè÷íûõ áåë-
êàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, óñòàíîâëåíî ñóùåñòâîâàíèå
êîððåëÿöèîííîé ñâÿçè ìåæäó âêëþ÷åíèåì a-àêòèíèíà-4 â
êîìïëåêñ ñ ð65-ñóáúåäèíèöåé NF-kB â ÿäðå è ýêñïðåñ-
ñèåé íåêîòîðûõ ãåíîâ-ìèøåíåé ð65-ñóáúåäèíèöû.

ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÂÛÅ ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×ÍÛÅ ÔÈËÀÌÅÍ-
ÒÛ ÊÎÍÒÐÎËÈÐÓÞÒ ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÉ ÏÎÒÅÍÖÈÀË
ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ. © È .Ñ. ×åðíîèâàíåíêî,1 À. À. Ìèíèí.2
1Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ è
2Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ìíîãèå ôóíêöèè ìèòîõîíäðèé çàâèñÿò îò èõ ñïîñîá-
íîñòè ãåíåðèðîâàòü è ïîääåðæèâàòü íà îïðåäåëåííîì
óðîâíå òðàíñìåìáðàííûé ýëåêòðîõèìè÷åñêèé ïîòåíöèàë.
Áëàãîäàðÿ ïîòåíöèàëó ýòè îðãàíåëëû ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì
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èñòî÷íèêîì ÀÒÔ â êëåòêå, ðåãóëÿòîðîì êîíöåíòðàöèè
Ñà2+ â öèòîïëàçìå, à òàêæå èãðàþò ðîëü â ðàçâèòèè àïîï-
òîçà. Ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì
ìíîãèõ âíåøíèõ è âíóòðåííèõ ôàêòîðîâ, îäíèì èç êîòî-
ðûõ ÿâëÿåòñÿ èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ öèòîñêåëåòîì. Íàñòîÿ-
ùàÿ ðàáîòà áûëà ïîñâÿùåíà âûÿñíåíèþ ðîëè öèòîñêåëåòà
â ðåãóëÿöèè ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé, êîòîðûé àíàëèçè-
ðîâàëè ïðè ïîìîùè ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ êðàñèòåëåé.
Îêàçàëîñü, ÷òî ñòàöèîíàðíûå ìèòîõîíäðèè îáëàäàþò áî-
ëåå âûñîêèì ìåìáðàííûì ïîòåíöèàëîì, ÷åì ïîäâèæíûå â
òåõ æå êëåòêàõ. Ïî ðàíåå ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, âçàè-
ìîäåéñòâèå ìèòîõîíäðèé ñ âèìåíòèíîâûìè ïðîìåæóòî÷-
íûìè ôèëàìåíòàìè (ÏÔ) èíãèáèðóåò ïîäâèæíîñòü ýòèõ
îðãàíåëë è ó÷àñòâóåò â èõ ðàñïðåäåëåíèè. Ìû ðåøèëè
ïðîâåðèòü, êàê âçàèìîäåéñòâèå ìèòîõîíäðèé ñ ÏÔ âëèÿåò
íà èõ ïîòåíöèàë. Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî âîññòàíîâëåíèå ÏÔ â êëåòêàõ, ëèøåííûõ ãåíà âèìåí-
òèíà, ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ïîòåíöèàëà
ìèòîõîíäðèé. Ýòîò ýôôåêò îáóñëîâëåí âçàèìîäåéñòâèåì
ìèòîõîíäðèé ñ ÏÔ, à íå ñíèæåíèåì èõ ïîäâèæíîñòè, òàê
êàê ðàçðóøåíèå ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ ïîäàâëÿåò èõ
äâèæåíèå, íî íå âëèÿåò íà ïîòåíöèàë. Âîññòàíîâëåíèå â
êëåòêàõ ÏÔ ïðè ïîìîùè ôîðì âèìåíòèíà ñ ìóòàöèÿìè â
N-êîíöåâîé ÷àñòè ìîëåêóëû, ëèøåííûõ ñïîñîáíîñòè ñâÿ-
çûâàòüñÿ ñ ìèòîõîíäðèÿìè, íå âëèÿëî íà èõ ïîòåíöèàë.
Ýòî óêàçûâàëî íà ðîëü â ýòîì ïðîöåññå ïðÿìîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ âèìåíòèíà ñ ìèòîõîíäðèÿìè. Äåéñòâèòåëüíî,
èñêóññòâåííûé áåëîê, ñîñòîÿùèé èç ôëóîðåñöåíòíîãî
áåëêà Dendra2, ñøèòîãî ñ ôðàãìåíòîì âèìåíòèíà, êîòî-
ðûé ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ ìèòîõîíäðèÿìè, òàêæå óâå-
ëè÷èâàë èõ ïîòåíöèàë ïðè ýêñïðåññèè â êëåòêàõ. Òàêèì
îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî âèìåíòèíîâûå
ÏÔ ÿâëÿþòñÿ åùå îäíèì ôàêòîðîì, êîíòðîëèðóþùèì ïî-
òåíöèàë ìèòîõîíäðèé.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÄÅÉÑÒÂÈß ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÎ-ÍÀ-
ÏÐÀÂËÅÍÍÛÕ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÎÂ ÍÀ ÊÓËÜÒÓÐÛ
ÊËÅÒÎÊ ÐÀÊÀ ØÅÉÊÈ ÌÀÒÊÈ ËÈÍÈÉ SiHa È Ñ33À
È ËÈÍÈÈ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÍàÑàÒ.
© Ã. Ñ. Øàãèåâà, Å. Í. Ïîïîâà, Ë. Â. Äîìíèíà, Î. Þ. Ïëå-
òþøêèíà, Â. Á. Äóãèíà. ÍÈÈ ÔÕÁ èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî
Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëî-
ìîíîñîâà.

Ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè áîëüøîå çíà÷åíèå
èìåþò ïðîöåññû èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà è óñèëåíèÿ ïî-
äâèæíîñòè êëåòîê, êîòîðûå ëåæàò â îñíîâå ñïîñîáíîñòè

îïóõîëåâûõ êëåòîê ê èíâàçèè è ìåòàñòàçèðîâàíèþ. Îòìå-
÷åíî äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòîâ íà öèòîñêåëåò òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê, çàêëþ÷àþùååñÿ â ÷àñòè÷íîé ðåâåð-
ñèè ìîðôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè è ñíèæåíèè êëå-
òî÷íîé ïîäâèæíîñòè. Êà÷åñòâåííî íîâûì êëàññîì
ñèíòåòè÷åñêèõ àíòèîêñèäàíòîâ ÿâëÿþòñÿ ìèòîõîíäðèàëü-
íî-íàïðàâëåííûå àíòèîêñèäàíòû, èìåþùèå â ñâîåì ñî-
ñòàâå ñïåöèôè÷åñêèå êàòèîíû, îáåñïå÷èâàþùèå áûñòðîå
è îáðàòèìîå íàêîïëåíèå àíòèîêñèäàíòîâ â ìèòîõîíäðèÿõ,
÷òî ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü èõ äåéñòâèÿ. Â íàøåé ðàáî-
òå áûë ïðîâåäåí èììóíîìîðôîëîãè÷åñêèé è áèîõèìè÷å-
ñêèé àíàëèç èçìåíåíèé öèòîñêåëåòà è ìåæêëåòî÷íûõ àä-
ãåçèîííûõ ñòðóêòóð ó êëåòîê ðàêà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà
ëèíèé SiHa è Ñ33À è ñïîíòàííî èììîðòàëèçîâàííûõ êå-
ðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà ëèíèè HaCaT ïîä äåéñòâèåì ìèòî-
õîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííîãî àíòèîêñèäàíòà SkQ1 è åãî
àíàëîãîâ. Òàêæå áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå àíòèîêñèäàí-
òà SkQ1 íà ñêîðîñòü ðîñòà êëåòîê ëèíèé SiHa è ÍàÑàÒ â
êóëüòóðå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê êóëüòóðû
SiHa è Ñ33À ñ ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûìè àíòèîê-
ñèäàíòàìè ïðèâîäèëà ê óïîðÿäî÷åííîìó ðàñïîëîæåíèþ
ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, óâåëè÷åíèþ èõ òîë-
ùèíû è êîëè÷åñòâà, à òàêæå ê îáðàçîâàíèþ àêòèíñîäåð-
æàùèõ òàíãåíöèàëüíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, êîëî-
êàëèçîâàííûõ ñ áåëêàìè àäãåçèîííûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ. Ïðîèñõîäèëè ðåêðóòèðîâàíèå Å-êàäõåðèíà è
êîíöåíòðàöèÿ a-êàòåíèíà â îáëàñòü ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ ïîä âëèÿíèåì SkQ1 è åãî àíàëîãîâ. Ýôôåêòû ôå-
íîòèïè÷åñêîé íîðìàëèçàöèè íàáëþäàëèñü òàêæå ïîä âëè-
ÿíèåì N-àöåòèëöèñòåèíà è òðîëîêñà. Áûëî îòìå÷åíî èí-
ãèáèòîðíîå âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòà SkQ1 è åãî àíàëîãîâ
íà ñêîðîñòü ðîñòà êëåòîê êóëüòóðû SiHa. Íà êëåòêè êóëü-
òóðû HaCaT àíòèîêñèäàíò SkQ1 çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íå
îêàçàë. Ìåòîäîì áåëêîâîãî èììóíîáëîòèíãà áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê êóëüòóðû SiHa ìèòîõîíä-
ðèàëüíûìè àíòèîêñèäàíòàìè âåäåò ê óâåëè÷åíèþ îáùå-
ãî ñîäåðæàíèÿ Å-êàäõåðèíà, êîòîðûé â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê îïóõîëåâûé ñóïðåññîð. Óðîâåíü
Å-êàäõåðèíà â êëåòêàõ êóëüòóðû HaCaT ïîñëå èíêóáàöèè
ñ SkQ1 è åãî àíàëîãàìè íå ìåíÿëñÿ. Íàáëþäàëîñü óâåëè-
÷åíèå óðîâíÿ àëüôà-êàòåíèíà â êëåòêàõ Ñ33À ïðè îá-
ðàáîòêå SkQ1. Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè, îðãà-
íèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ, à òàêæå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè Å-êàäõåðèíà è
àëüôà-êàòåíèíà ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ñïîñîáíîñòü ìèòî-
õîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûõ àíòèîêñèäàíòîâ èíäóöèðî-
âàòü ïðîöåññû ýïèòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè íåîïëàñ-
òè÷åñêè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê â êóëüòóðå.

268 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà Øêîëå-ñåìèíàðå


