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ÈÇÎÔÎÐÌÛ ÀÊÒÈÍÑÂßÇÛÂÀÞÙÅÃÎ ÁÅËÊÀ ÀËÜ-
ÔÀ-ÀÊÒÈÍÈÍÀ 4 (ACTN4) Â ËÈÍÈÈ ÝÏÈÄÅÐÌÎÈÄ-
ÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ (A431). © Â. Þ. Àêñå-
íîâà, Ì. Ã. Õîòèí, Ë. Â. Òóðîâåðîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ,
Ä. Ã. Òåíòëåð. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, vasilisina@gmail.com.

Àëüôà-àêòèíèí 4 (ACTN4) îòíîñèòñÿ ê àêòèíñâÿçûâà-
þùèì áåëêàì ñïåêòðèíîâîãî ñóïåðñåìåéñòâà. Îñíîâíûìè
åãî ôóíêöèÿìè ñ÷èòàþòñÿ ôîðìèðîâàíèå è ñòàáèëèçàöèÿ
àêòèíîâûõ ôèáðèëë è ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, îäíàêî ïîêà-
çàíî, ÷òî îí òàêæå ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â íåêîòîðûõ
ÿäåðíûõ ïðîöåññàõ. Íàñëåäñòâåííûå ìóòàöèè â ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ãåíà ACTN4 ïðèâîäÿò ê ñïåöèôè÷åñêîìó íà-
ðóøåíèþ ðàçâèòèÿ ïî÷åê ó ÷åëîâåêà. Íåêîòîðûå ñîìàòè-
÷åñêèå ìóòàöèè ACTN4 àññîöèèðóþò ñî ñïîñîáíîñòüþ
îïðåäåëåííûõ òèïîâ ðàêîâûõ îïóõîëåé ê ìåòàñòàçèðîâà-
íèþ è ñâÿçàíû ñ èçìåíåíèåì åãî îñíîâíîé öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé ëîêàëèçàöèè íà ÿäåðíóþ. Êðîìå òîãî, ïîÿâëÿþò-
ñÿ äàííûå î ïðèñóòñòâèè â ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð è çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé íåñêîëüêèõ
àëüòåðíàòèâíûõ èçîôîðì ACTN4, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ äàí-
íîãî òèïà êëåòîê.

Èç ïðå-ìÐÍÊ ãåíà ACTN4 ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîæåò
áûòü îáðàçîâàíî áîëåå 11 òèïîâ ìÐÍÊ, èç êîòîðûõ 9 âà-
ðèàíòîâ ìîãóò ïîòåíöèàëüíî êîäèðîâàòü ôóíêöèîíàëü-
íûå áåëêè. Îäíàêî â êëåòêàõ âûñøèõ ýóêàðèîò âûäåëåí è
îïèñàí òîëüêî 1 âàðèàíò ìÐÍÊ, êîäèðóþùèé ïîëíîðàç-
ìåðíûé áåëîê ACTN4 ðàçìåðîì �105 êÄà. Òåì íå ìåíåå
çà ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíè-
ÿõ îáíàðóæåíî ïðèñóòñòâèå äîïîëíèòåëüíûõ èçîôîðì
ACTN4, îáðàçóþùèõñÿ ïóòåì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèí-
ãà. Òàê, â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà
ëèíèè A431 íàìè áûëî âûÿâëåíî íåñêîëüêî èçîôîðì
ìÐÍÊ ãåíà ACTN4. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îäíà
èç ýòèõ èçîôîðì îáðàçóåòñÿ â ðåçóëüòàòå àëüòåðíàòèâíîãî
ñïëàéñèíãà. Â íåé îòñóòñòâóåò ó÷àñòîê ñ 221-ãî ïî 879-é
íóêëåîòèä, çàòðàãèâàþùèé ðàéîí ñî 2-ãî ïî 8-é ýêçîí
âêëþ÷èòåëüíî. Ñîïîñòàâëåíèå äàííîãî ðàéîíà ìÐÍÊ ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ áåëêà, êîòîðóþ îí äîëæåí êîäèðî-
âàòü, ïîêàçàëî, ÷òî ðàéîí äåëåöèè ïðèõîäèòñÿ ñòðîãî íà
äâà êàëüïîíèíîâûõ äîìåíà, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ñâÿ-
çûâàíèè ACTN4 ñ F-àêòèíîì. Äàííûé óêîðî÷åííûé è
ïîëíîðàçìåðíûé âàðèàíòû ìÐÍÊ ãåíà ACTN4 áûëè êëî-
íèðîâàíû â âåêòîð pCS2MT â îäíîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ìàðêåðíûé ïåïòèä
MYC, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ïðîâîäèëè îïðåäåëåíèå âíóò-

ðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè äàííîé èçîôîðìû áåëêà ìåòî-
äîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî äàííàÿ
èçîôîðìà áåëêà èìååò ïðåèìóùåñòâåííî ÿäåðíóþ ëîêà-
ëèçàöèþ â îòëè÷èå îò ïîëíîðàçìåðíîãî âàðèàíòà, ñâÿçàí-
íîãî â îñíîâíîì ñ ôèáðèëëàìè àêòèíà è ìåñòàìè îáðàçî-
âàíèÿ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Êðîìå òîãî, ìåòîäîì èììó-
íîáëîòèíãà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îòëè÷èå îò
ïîëíîðàçìåðíîé èçîôîðìû ACTN4 óêîðî÷åííûé âàðèàíò
â ìåíüøåé ñòåïåíè âçàèìîäåéñòâóåò ñ hnRNP A2/B1 è A1,
ó÷àñòâóþùèìè â áèîãåíåçå ïðå-ìÐÍÊ, êîòîðûå ðàíåå â
íàøåé ëàáîðàòîðèè óæå áûëè âûÿâëåíû â ñîñòàâå ÿäåð-
íûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ ACTN4. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî äàííàÿ óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìà ACTN4
íå áûëà âûÿâëåíà â ëèíèè HEK293, ãäå ýêñïðåññèðóåòñÿ
òîëüêî ïîëíîðàçìåðíûé âàðèàíò ìÐÍÊ.

Äàëåå ìû ïðåäïîëàãàåì ïðîâåñòè èññëåäîâàíèå íå-
ñêîëüêèõ äðóãèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð è îïðåäåëèòü, ÿâëÿ-
þòñÿ ðàçëè÷èÿ, ïîëó÷åííûå íà äàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ,
ðåçóëüòàòîì òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî ñïëàéñèíãà, èëè ñïå-
öèôè÷åñêîé îñîáåííîñòüþ êëåòîê A431, èëè ñâÿçàíû ñî
çëîêà÷åñòâåííîé ïðèðîäîé äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè. Êðî-
ìå òîãî, ïðåäïîëàãàåòñÿ ïðîâåñòè àíàëèç äðóãèõ óêîðî-
÷åííûõ èçîôîðì ACTN4 â êëåòêàõ ëèíèè A431, âûÿâèòü
èõ âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ è ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ
íèõ ôóíêöèè. Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå
â õîäå ðàáîòû, ïîçâîëÿò íå òîëüêî áîëåå ïîäðîáíî îõà-
ðàêòåðèçîâàòü èçîôîðìû ACTN4, ñïåöèôè÷íûå äëÿ êëå-
òîê ëèíèè A431, íî è âûÿâèòü, õàðàêòåðíû ëè íåêîòîðûå
èç íèõ äëÿ îïðåäåëåííûõ òèïîâ íîðìàëüíûõ êëåòîê ÷åëî-
âåêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01190-à) è ÑÏáÃÓ 2/11 ÊÖ (Carl Zeiss).

ÑÒÀÐÅÍÈÅ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÌÛØÅÉ ËÈÍÈÈ SHR,
ÏÎËÓ×ÀÂØÈÕ ÌÅÒÔÎÐÌÈÍ Â ÒÅ×ÅÍÈÅ ÄËÈÒÅËÜ-
ÍÎÃÎ ÂÐÅÌÅÍÈ. © À. Â. Àðêàäüåâà,1 Â. Í. Àíèñèìîâ,2

È. Ì. Ñïèâàê.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò
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Ìåòôîðìèí — ýòî áèãóàíèä, òðàäèöèîííî èñïîëüçóå-
ìûé êàê ïðîòèâîäèàáåòè÷åñêèé ïðåïàðàò. Â îïûòàõ, ïðî-
âåäåííûõ â ëàáîðàòîðèè Â. Í. Àíèñèìîâà Èíñòèòóòà îí-
êîëîãèè ÐÀÌÍ íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, îáíà-
ðóæèëè, ÷òî äëèòåëüíûé ïðèåì ìåòôîðìèíà ïðèâîäèò ê
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ðåçêîìó ïîâûøåíèþ ñðåäíåé è ìàêñèìàëüíîé ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè æèçíè. Äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ìåòôîðìèíà íà
êëåòî÷íîì óðîâíå ìû ïîëó÷èëè ïåðâè÷íûå ôèáðîáëàñòû
èç êîí÷èêîâ õâîñòîâ êîíòðîëüíûõ ìûøåé è ïîäîïûòíûõ
ìûøåé ëèíèè SHR, ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí â òå÷åíèå
æèçíè ñ ïèòüåâîé âîäîé â äîçå 1200 ìã/ë åæåäíåâíî. Ìû
èññëåäîâàëè ìûøåé â âîçðàñòå 11, 16, 19 è 23 ìåñ. Áûëè
èçó÷åíû äâå ãðóïïû æèâîòíûõ: ìûøè, ïîëó÷àâøèå ìåò-
ôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè (ãðóïïà Ì1), è ìûøè, ïîëó÷àâ-
øèå ìåòôîðìèí ñ 9-ãî ìåñ æèçíè (ãðóïïà Ì2). Â ïîëó÷åí-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ èññëåäîâàëè ïëîùàäü ÿäåð, àêòèâíîñòü
SA-â-ãàëàêòîçèäàçû, êîëè÷åñòâî â ÿäðàõ êëåòîê îñîáûõ
ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ñòðóêòóð (SANF) è íàëè÷èå â ÿäðàõ
ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà H2AX (ãH2AX).
Ó êàæäîãî æèâîòíîãî íà êàæäûé ìàðêåð ñòàðåíèÿ áûëî
ïðîàíàëèçèðîâàíî ïî 100 êëåòîê. Ïðè àíàëèçå àêòèâíîñòè
SA-â-ãàëàêòîçèäàçû â êëåòêàõ ìûøåé ïîäîïûòíûõ ãðóïï
íàìè áûëî âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå êîëè÷åñòâî
ïîëîæèòåëüíûõ ïî â-ãàëàêòîçèäàçå êëåòîê (8.5 ïðîòèâ
22 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì òîãî æå âîçðàñòà). Ïðè
àíàëèçå òàêèõ ïàðàìåòðîâ, êàê êîëè÷åñòâî SANF â ÿäðàõ
ôèáðîáëàñòàõ, ïëîùàäü ÿäåð è íàëè÷èå â ÿäðàõ êëåòîê ãè-
ñòîíà ãH2AX, ìû íå ïîëó÷èëè ðàçëè÷èé ïî ñðåäíåìó
àðèôìåòè÷åñêîìó çíà÷åíèþ ìåæäó êîíòðîëåì è îïûòîì
îäíîãî âîçðàñòà. Îäíàêî íàìè áûëè ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ
ïî äàííûì ïàðàìåòðàì â ìàêñèìàëüíîì çíà÷åíèè, çíà÷å-
íèÿõ 25 è 75 ïåðöåíòèëÿ è ìåäèàíå ðàñïðåäåëåíèÿ. Ïî
âñåì òðåì ïàðàìåòðàì ñ ïîìîùüþ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ
êðèòåðèåâ Êðóñêàëà—Óîëëèñà, Ìàííà—Óèòíè è Ñìèð-
íîâà (P < 0.05) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåòôîðìèí ñïîñîáñò-
âóåò íàêîïëåíèþ «óñðåäíåííûõ» êëåòîê è ïðåïÿòñòâóåò
ïîÿâëåíèþ êëåòîê ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ìàðêåðîâ ñòà-
ðåíèÿ, çàìåäëÿåò ñäâèã ðàñïðåäåëåíèÿ âïðàâî, â ñòîðîíó
á*îëüøèõ çíà÷åíèé.

ÐÎËÜ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÝÊÂÈÂÀ-
ËÅÍÒÀ Â ÐÅÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÈÈ ÅÃÎ ÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÕ
ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ. © Å. À. Âåðøåâñêàÿ, Í. Ì. Þäèíöåâà,
Å. Â. Âîðîíêîâà, Ì. Ì. Áëèíîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, LisavetaV@gmail.com.

Ïðè ëþáîì ïîâðåæäåíèè òêàíè óñèëèâàåòñÿ àêòèâ-
íîñòü ðàçëè÷íûõ ôåðìåíòîâ. Â ýòèõ ïðîöåññàõ ó÷àñòâóþò
ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåàçû (ÌÌÏ), êîòîðûå ñèíòåçè-
ðóþòñÿ îðãàíèçìîì è âûõîäÿò â âèäå ðàíåâîãî ýêññóäàòà,
õàðàêòåðíîãî äëÿ âñåõ âèäîâ ðàí. Â ðàíå îñíîâíûìè
ÌÌÏ ÿâëÿþòñÿ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9. Äëÿ çàæèâëåíèÿ ðàí â
íàñòîÿùåå âðåìÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå èñïîëüçóþò
äåðìàëüíûé ýêâèâàëåíò (ÄÝ) íà îñíîâå êîëëàãåíà I òèïà.
Ïðè ýòîì èñïîëüçóåòñÿ êîëëàãåí êñåíîãåííîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ. Â îðãàíèçìå åñòåñòâåííîé ñðåäîé ïðè çàæèâëåíèè
ðàí ÿâëÿþòñÿ ôèáðèí è ðàíåâîé ýêññóäàò, âûäåëÿþùèåñÿ
èç ïëàçìû êðîâè. È ïîýòîìó áîëåå àäåêâàòíûì áûëî áû
äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ÄÝ èñïîëüçîâàòü ôèáðèí.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ðåìîäåëèðîâàíèÿ
ïîä âëèÿíèåì ðàíåâîãî ýêññóäàòà ÄÝ, ïðèãîòîâëåííîãî íà
îñíîâå ôèáðèíîãåíà (êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò, âûäåëåí-
íûé èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà) ñ ó÷àñòèåì äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëè ñôîðìóëè-
ðîâàíû ñëåäóþùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå çàäà÷è: 1) êóëüòè-
âèðîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà â ôèáðèíîâîì
ãåëå íà ïðîòÿæåíèè 14 ñóò ñ ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì êîë-
ëàãåíà I òèïà, ëàìèíèíà è ôèáðèíîãåíà ìåòîäîì èììó-
íîáëîòèíãà; 2) àíàëèç ìåòîäîì çèìîãðàôèè ôåðìåíòàòèâ-

íîé àêòèâíîñòè ÌÌÏ â ÄÝ íà îñíîâå ôèáðèíà ñ
äîáàâëåíèåì ðàíåâîãî ýêññóäàòà.

Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ áûëà
ïîëó÷åíà èç êîæè ÷åëîâåêà, âçÿòîé â ðåçóëüòàòå êîñìåòè-
÷åñêîé îïåðàöèè. Îáðàçöû ðàíåâîãî ýêññóäàòà áûëè ïî-
ëó÷åíû îò ïàöèåíòîâ ñ ãëóáîêèìè îáìîðîæåíèÿìè, ïî-
ñòóïàâøèõ â Ðåãèîíàëüíûé îæîãîâûé öåíòð ÍÈÈ ñêîðîé
ïîìîùè èì. È. È. Äæàíåëèäçå. Ôèáðèíîâûé ãåëü ïîëó÷à-
ëè ïðè ñìåøèâàíèè ôèáðèíîãåíà â êîíöåíòðàöèè
10 ìã/ìë è òðîìáèíà. Â òàêîì ãåëå êóëüòèâèðîâàëè ôèá-
ðîáëàñòû â êîëè÷åñòâå 50 òûñ. íà ëóíêó â 96-ëóíî÷íîé
ïëàòå â òå÷åíèå 14 ñóò. Â îïûòíûõ âàðèàíòàõ â ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó ñ ýêâèâàëåíòàìè äîáàâëÿëè ðàñòâîð ýêññóäàòà.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàë ñëåäóþùåå. 1. Ñ óâåëè÷å-
íèåì ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ÄÝ íà îñíîâå ôèáðèíà ïðî-
èñõîäèò àêòèíîâûé ñèíòåç êîëëàãåíà I ïàðàëëåëüíî ñ äå-
ãðàäàöèåé ôèáðèíîãåíà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîöåññå
ðåìîäåëèðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) ñ ó÷àñ-
òèåì ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9; ñèíòåç ëàìèíèíà â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿëñÿ. 2. Âëèÿíèå
ýêññóäàòà íà ðåìîäåëèðîâàíèå ÄÝ: à) äèíàìèêà ñèíòåçà
êîëëàãåíà è äåãðàäàöèè ôèáðèíîãåíà â âàðèàíòàõ ñ äîáàâ-
ëåíèåì è áåç äîáàâëåíèÿ ýêññóäàòà áûëà èäåíòè÷íîé —
óâåëè÷èâàëàñü ïî ìåðå ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ; á) àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ ñîõðàíÿëà òàêóþ æå òåíäåíöèþ — óâåëè÷èâà-
ëàñü ïî ìåðå ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ; â) âíåñåíèå ýêññóäàòà
â ÄÝ è, ñîãëàñíî äàííûì çèìîãðàôèè, óâåëè÷åíèå àêòèâ-
íîñòè ÌÌÏ ñïîñîáñòâîâàëî ìåíüøåìó ñèíòåçó êîëëàãåíà I
è áîëüøåé äåãðàäàöèè ôèáðèíîãåíà; ã) ïðåîáðàçîâàíèå
ÂÊÌ ñâÿçàíî, â ÷àñòíîñòè, ñ äåéñòâèåì ÌÌÏ-ôåðìåíòîâ,
ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåïëÿþùèõ áåëêè ÂÊÌ.

Íà äàííîì ýòàïå ðàáîòà ïðàêòè÷åñêè çàâåðøåíà, íî
çàòðîíóòàÿ â íåé ïðîáëåìà òðåáóåò âûïîëíåíèÿ ïîñëåäó-
þùèõ èññëåäîâàíèé êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ ðåãåíåðàöèè
ïîâðåæäåííîé òêàíè è ðàçðàáîòêè êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà
ÄÝ íà îñíîâå ôèáðèíà è åãî êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ
äëÿ çàæèâëåíèÿ ðàí.

ÄÅÏÎÇÀÂÈÑÈÌÛÉ ÂÕÎÄ ÊÀËÜÖÈß Â ÊËÅÒÊÀÕ
ÍÅÉÐÎÁËÀÑÒÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ SK-N-SH, ÌÎÄÅËÈ-
ÐÓÞÙÈÕ ÁÎËÅÇÍÜ ÃÅÍÒÈÍÃÒÎÍÀ. © Â. À. Âèãîíò,
Î. À. Çèìèíà, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà, À. Þ. Ñêîïèí, Å. Â. Êàç-
íà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
Vvigand@gmail.com.

Êàëüöèé ðåãóëèðóåò ìíîæåñòâî âàæíûõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ: ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó, àïîïòîç è
ìíîãèå äðóãèå. Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ
â öèòîçîëå ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ñïîñîáîâ ïåðåäà-
÷è ñèãíàëîâ îò ðåöåïòîðîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ê
âíóòðèêëåòî÷íûì ñèñòåìàì. Òàêîå ïîâûøåíèå êîíöåíò-
ðàöèè ìîæåò äîñòèãàòüñÿ êàê çà ñ÷åò âûáðîñà êàëüöèÿ èç
âíóòðèêëåòî÷íîãî äåïî, òàê è çà ñ÷åò êàëüöèÿ ÷åðåç êàíà-
ëû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Îäíèì èç òèïîâ êàíàëîâ,
îñóùåñòâëÿþùèõ âõîä êàëüöèÿ èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû,
ÿâëÿþòñÿ äåïîçàâèñèìûå êàíàëû. Äëÿ íèõ ýòè äâà ïðîöåñ-
ñà ñâÿçàíû: îïóñòîøåíèå äåïî âûçûâàåò âõîä êàëüöèÿ ÷å-
ðåç äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû.

Õîðåÿ Ãåíòèíãòîíà ÿâëÿåòñÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûì
çàáîëåâàíèåì, ïðè êîòîðîì ïîðàæàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåí-
íî íåéðîíû ñòðèàòóìà. Äàííîå çàáîëåâàíèå ñâÿçàíî ñ ìó-
òàöèåé ãåíà áåëêà õàíòèíãòèíà, ñëåäñòâèåì êîòîðîé ÿâëÿ-
åòñÿ óâåëè÷åíèå äëèíû ïîëèãëóòàìèíîâîãî òðàêòà â
N-êîíöåâîé îáëàñòè áåëêà. Â íîðìå äëèíà ýòîãî òðàêòà íå
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äîëæíà ïðåâûøàòü 35 ãëóòàìèíîâûõ îñòàòêîâ. Â ïîñëåä-
íåå âðåìÿ ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàííûõ, óêàçûâàþùèõ
íà âçàèìîñâÿçü ìåæäó íåéðîäåãåíåðàòèâíûìè çàáîëåâà-
íèÿìè (â ÷àñòíîñòè, áîëåçíè Ãåíòèíãòîíà) è íàðóøåíèÿ-
ìè â êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè.

Â êà÷åñòâå ìîäåëè áîëåçíè Ãåíòèíãòîíà áûëà âûáðà-
íà ëèíèÿ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH, â êîòîðûõ áûë
ýêñïðåññèðîâàí ãåí ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà ñî 138 îñòàò-
êàìè ãëóòàìèíà â òðàêòå (13Q). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè òîé æå ëèíèè ñ õàíòèíãòèíîì, ñîäåð-
æàùèì 15 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà â ñâîåì ïîëèãëóòàìèíîâîì
òðàêòå (15Q). Äëÿ èññëåäîâàíèèÿ äåïîçàâèñèìîãî êàëüöè-
åâîãî âõîäà â ýòèõ êëåòêàõ îïóñòîøåíèå âíóòðèêëåòî÷-
íûõ êàëüöèåâûõ äåïî âûçûâàëè ñ ïîìîùüþ òàïñèãàðãèíà.
Òàïñèãàðãèí ÿâëÿåòñÿ áëîêàòîðîì êàëüöèåâûõ ÀÒÔàç ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, è ïðè åãî èñïîëüçîâàíèè
êàëüöèé âûõîäèò èç äåïî ïàññèâíî ÷åðåç êàíàëû óòå÷êè,
÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î íàáëþäàåìîì ïîñëåäóþùåì
âõîäå êàëüöèÿ ÷åðåç êàíàëû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
êàê îá èñêëþ÷èòåëüíî äåïîçàâèñèìîì.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ 138Q, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ìóòàíòíûé õàíòèíãòèí, äåïîçàâèñèìûé âõîä êàëü-
öèÿ ñóùåñòâåííî (â 2.5—3 ðàçà) âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ 15Q. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïî-
âûøåíèå äåïîçàâèñèìîãî âõîäà êàëüöèÿ â êëåòêè 138Q,
âåðîÿòíî, ñâÿçàíî íå ñ èçìåíåíèåì ïðîâîäÿùèõ ñâîéñòâ
èìåþùèõñÿ êàíàëîâ, à îïîñðåäîâàííî óâåëè÷åíèåì êîëè-
÷åñòâà êàëüöèéïðîíèöàåìûõ êàíàëîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå äàííûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïî Ãîñêîíòðàêòó ¹ 02.740.11.5007, Ðîññèéñêîãî ôîí-
äà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 09-04-12035
è ãðàíòà ÍØ-1135.2008.4).

ÑÒÐÓÊÒÓÐÀ, ÔÓÍÊÖÈÈ È ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÌÀËÎÃÎ
ÁÅËÊÀ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ ÀËÜÔÀ-ÊÐÈÑÒÀËËÈÍÎ-
ÂÎÃÎ ÒÈÏÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÌÈÊÎÏËÀÇÌÛ ACHOLE-
PLASMA LAIDLAWII. © È. Å. Âèøíÿêîâ,1 Ñ. Í. Áîðõñåíè-
óñ,1 Â. À. Èâàíîâ,1 Ñ. À. Ëåâèöêèé,2 Â. Í. Ëàçàðåâ,2

Õ. À. Àéàëà,3 Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ,1 ß. Þ. Êîìèññàð÷èê.1
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 ÍÈÈ Ôè-
çèêî-õèìè÷åñêîé ìåäèöèíû ÔÌÁÀ, Ìîñêâà, è 3 Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa, Madrid, Spain, innoken-
ty-vish@rambler.ru.

Ìàëûå áåëêè òåïëîâîãî øîêà àëüôà-êðèñòàëëèíîâîãî
òèïà (áìÁÒØ) îáíàðóæåíû ó ìíîãèõ áàêòåðèé, æèâîò-
íûõ, ðàñòåíèé è ó íåñêîëüêèõ èç èññëåäîâàííûõ ïðåäñòà-
âèòåëåé àðõåé. Äëÿ áîëüøèíñòâà ÷ëåíîâ îáøèðíîãî ñå-
ìåéñòâà á-êðèñòàëëèíîâ õàðàêòåðíû íàëè÷èå á-êðèñòàë-
ëèíîâîãî äîìåíà, ñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ
îëèãîìåðîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ äî 24 ìîíîìåðîâ-ñóáú-
åäèíèö, è øàïåðîííàÿ àêòèâíîñòü îëèãîìåðíîé ôîðìû.
Íàëè÷èå áìÁÒØ ó íåêîòîðûõ ìèêîïëàçì âïåðâûå áûëî
ïîêàçàíî â íàøåé ëàáîðàòîðèè.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ñòðóêòóðû,
ôóíêöèé è ëîêàëèçàöèè ìàëîãî áåëêà òåïëîâîãî øîêà
á-êðèñòàëëèíîâîãî òèïà (IbpA) â êëåòêàõ ìèêîïëàçìû Ac-
holeplasma laidlawii.

Áåëîê IbpA ýêñïðåññèðîâàëè â øòàììå Escherichia co-
li B834 (DE3), òðàíñôîðìèðîâàííîì ðåêîìáèíàíòíîé
ïëàçìèäîé ñ ãåíîì IbpA A. laidlawii. Ðåêîìáèíàíòíûé
IbpA âûäåëÿëè èç êëåòî÷íîãî ëèçàòà E. coli íà êîëîíêå ñ

Ni-ñåôàðîçîé. Ïðåïàðàòû î÷èùåííîãî áåëêà (10 ìêã/ìë)
íàíîñèëè íà íèêåëåâûå ñåòêè ñ êîëëîèäíîé ïëåíêîé,
ïðåäâàðèòåëüíî âûäåðæàííûå ïîä óëüòðàôèîëåòîì, è
îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì óðàíèë-àöåòàòà â òå÷åíèå
1—2 ìèí. Ìàòåðèàë ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèê-
ðîñêîïå ZEISS LIBRA 120. Áûëè ïîëó÷åíû ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå èçîáðàæåíèÿ êîìïëåêñîâ ðåêîìáè-
íàíòíîãî IbpA A. laidlawii, ñïîíòàííî ñôîðìèðîâàâøèõñÿ
in vitro (PBSx1). Êîìïëåêñû IbpA ñ äèàìåòðîì îêîëî
15 íì îêàçàëèñü ïîõîæèìè íà êîìïëåêñû, ôîðìèðóåìûå
áìÁÒØ èç ðèñà è äðîææåé. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî êîìï-
ëåêñû ìîãóò áûòü àêòèâíîé ôîðìîé IbpA, âûïîëíÿþùåé
â êëåòêå øàïåðîííóþ ôóíêöèþ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíî øàïåðîííàÿ ôóíêöèÿ IbpA áûëà
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ïðè èíäóêöèè åãî ñèíòåçà â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ E. coli è âûðàæàëàñü â ïðåäîò-
âðàùåíèè òåïëîâîé äåíàòóðàöèè íåêîòîðûõ ðàñòâîðèìûõ
áåëêîâ êëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà E. coli è â îáåñïå÷åíèè ëó÷-
øåé âûæèâàåìîñòè êëåòîê E. coli, ïðîäóöèðóþùèõ ðå-
êîìáèíàíòíûé IbpA, â óñëîâèÿõ ñðàâíèòåëüíî êîðîòêîãî
(40 ìèí), íî ñèëüíîãî (48 °Ñ) òåïëîâîãî ñòðåññà.

Áûëî âûïîëíåíî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâà-
íèå ëîêàëèçàöèè áåëêà IbpA â êëåòêàõ A. laidlawii. Êðî-
ëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà (ÀÒ) èíäóöèðîâàëè ðÿ-
äîì èíúåêöèé, àôôèííî î÷èùàëè è èñïîëüçîâàëè äëÿ ìå-
÷åíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ
êëåòîê A. laidlawii, çàôèêñèðîâàííûõ 2%-íûì ðàñòâîðîì
ôîðìàëüäåãèäà ñ äîáàâëåíèåì 0.1%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà
è çàëèòûõ â àêðèëîâóþ ñìîëó LR-White (Polyscience, INC,
ÑØÀ). Èììóíîöèòîõèìè÷åñêóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â
ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì. Âìåñòî âòî-
ðûõ ÀÒ èñïîëüçîâàëè êîíúþãàò ïðîòåèíà A ñ 15-íàíîìåò-
ðîâûì êîëëîèäíûì çîëîòîì (EY Laboratories, INC,
ÑØÀ). Áûëè ñäåëàíû äâà êîíòðîëÿ: ÀÒ ëèáî çàìåíÿëè
íåèììóííîé ñûâîðîòêîé, ëèáî èõ îïóñêàëè. Ìàòåðèàë
ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEM-100U.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ðîñòà êóëü-
òóðû IbpA âñòðå÷àåòñÿ â íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå íà
ïåðèôåðèè êëåòîê ìèêîïëàçì. Â óñëîâèÿõ òåïëîâîãî
øîêà êîëè÷åñòâî IbpA â êëåòêàõ A. laidlawii çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåòñÿ, è ìîæíî âûäåëèòü íåñêîëüêî õàðàêòåðíûõ
âàðèàíòîâ ëîêàëèçàöèè áåëêà: 1) â íàèáîëåå ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûõ ó÷àñòêàõ êëåòîê; 2) â îáëàñòè öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû; 3) â àññîöèàöèè ñ íåêèìè ïðîòÿæåííû-
ìè ñòðóêòóðàìè â êëåòêàõ ïðè îòñóòñòâèè äåòàëüíîé ôèá-
ðèëëÿðíîé óëüòðàñòðóêòóðû; 4) â îáëàñòè ïåðåòÿæåê
ìåæäó äåëÿùèìèñÿ êëåòêàìè. Çà èñêëþ÷åíèåì åäèíè÷-
íûõ ñëó÷àåâ, IbpA íå îáíàðóæèâàëè â öåíòðàëüíîé îáëàñ-
òè êëåòîê, ãäå ðàñïîëàãàåòñÿ íóêëåîèä.

Èç âñåãî âûøåîïèñàííîãî âèäíî, ÷òî IbpA A. laidlawii
îáëàäàåò âñåìè îñíîâíûìè ñâîéñòâàìè áìÁÒØ è, ïî-âè-
äèìîìó, àíàëîãè÷íî äðóãèì áåëêàì ýòîãî ñåìåéñòâà âî-
âëå÷åí â ìóëüòèøàïåðîííóþ ñåòü, îáåñïå÷èâàþùóþ çà-
ùèòó áåëêîâ è ñòàáèëèçàöèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð
ìèêîïëàçìû âî âðåìÿ ñòðåññà.

ÏÐÈÐÎÄÀ ÍÈÇÊÎÏÐÎÂÎÄßÙÈÕ ÏÎÄÑÎÑÒÎßÍÈÉ
á-ÃÅÌÎËÈÇÈÍÎÂÎÃÎ ÊÀÍÀËÀ. © Ñ. Ñ. Åôèìîâà,
Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, ssefimova@mail.ru.

Îäèíî÷íûé á-ãåìîëèçèíîâûé êàíàë (Staphylococcus
aureus) â áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàíàõ èç äèôèòàíî-
èëôîñôîõîëèíà, îìûâàåìûõ ðàñòâîðàìè 1 Ì KCl
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(pH 7.5), ïðè òðàíñìåìáðàííûõ ïîòåíöèàëàõ V > |100| ìÂ
ôëóêòóèðóåò ìåæäó îñíîâíûìè âûñîêîïðîâîäÿùèì (ïðî-
âîäèìîñòü êàíàëà G = 900 ± 90 ïÑì ïðè V� 0) è íèçêî-
ïðîâîäÿùèìè ïîäñîñòîÿíèÿìè (G îò 50 äî 150 ïÑì) ñ
ìàêñèìóìîì ïëîòíîñòè âåðîÿòíîñòè ïðè 100 ïÑì è ñðåä-
íèì âðåìåíåì æèçíè 5 ñ. Áûëî âûäâèíóòî ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî íàáëþäàåìàÿ ïîòåíöèàë-çàâèñèìîñòü ïåðå-
õîäîâ ìåæäó ïîäñîñòîÿíèÿìè ïðîâîäèìîñòè á-ãåìîëèçè-
íîâîãî êàíàëà ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà ïåðåìåùåíèåì
äèïîëåé âîðîòíûõ ÷àñòèö ïîä äåéñòâèåì òðàíñìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà. Äëÿ ïðîâåðêè ãèïîòåçû èñïîëüçîâàëè
äèïîëüíûå ìîäèôèêàòîðû, ñîåäèíåíèÿ, ìîëåêóëû êîòî-
ðûõ èìåþò áîëüøîé äèïîëüíûé ìîìåíò. Êàê èçâåñòíî,
ôëîðåòèí è ôëîðèäçèí óìåíüøàþò äèïîëüíûé ïîòåíöèàë
ìåìáðàíû, à 6-êåòîõîëåñòàíîë è RH 421 åãî óâåëè÷èâàþò
(Andersen et al., 1976; Franklin, Cafiso, 1993; Malkov, Soko-
lov, 1996). Äîáàâëåíèå ôëîðåòèíà â îìûâàþùèé ìåìáðà-
íó ðàñòâîð (äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 40 ìêÌ äî èëè
20—40 ìêÌ ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ á-ãåìîëèçèíîâîãî êàíà-
ëà) ñïîñîáñòâóåò ïåðåõîäó â íèçêîïðîâîäÿùèå ïîäñîñòîÿ-
íèÿ ïðè V � |25| ìÂ. Âåëè÷èíû ïðîâîäèìîñòåé âñåõ ñî-
ñòîÿíèé êàíàëà, à òàêæå âðåìÿ æèçíè íèçêîïðîâîäÿùèõ
ïîäñîñòîÿíèé ïðè ýòîì ñîõðàíÿþòñÿ. Äîáàâëåíèå ôëî-
ðèäçèíà (20—80 ìêÌ) èëè RH 421 (10 ìêÌ) â ìåìáðàíî-
îìûâàþùèé ðàñòâîð äî èëè ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ á-ãåìî-
ëèçèíîâîãî êàíàëà, à òàêæå ââåäåíèå 6-êåòîõîëåñòàíîëà
(50 ìîë %) â ìåìáðàíîîáðàçóþùèé ðàñòâîð íå èçìåíÿþò
ïåðåõîäà êàíàëà â íèçêîïðîâîäÿùèå ïîäñîñòîÿíèÿ. Ýòè
äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî èçìåíåíèå äèïîëüíîãî
ïîòåíöèàëà ìåìáðàíû, èíäóöèðîâàííîå äèïîëüíûìè ìî-
äèôèêàòîðàìè, íå âëèÿþò íà âîðîòíûå ñâîéñòâà àëüôà-ãå-
ìîëèçèíîâîãî êàíàëà, à ýôôåêò ôëîðåòèíà ìîæíî îòíåñòè
ê ñïåöèôè÷åñêîìó âçàèìîäåéñòâèþ ôëîðåòèíà ñ êàíàëîì.
Ñîãëàñíî (Tarahovsky et al., 2008), ôëàâàíîèäû, ê êîòî-
ðûì îòíîñèòñÿ ôëîðåòèí, ìîãóò ñïåöèôè÷åñêè âçàèìî-
äåéñòâîâàòü ñ èíòåãðàëüíûìè ìåìáðàííûìè áåëêàìè,
èìåþùèìè â ñâîåì ñîñòàâå ëèçèí, àðãèíèí (Àðã) è ãèñòè-
äèí. Ïðè âñòðàèâàíèè â ìåìáðàíó êîìïëåêñà èç ñåìè ìî-
ëåêóë á-ãåìîëèçèíà ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè
ìîíîìåðîâ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñòàíîâÿòñÿ ñâîáîäíûìè íå-
êîòîðûå ó÷àñòêè ïîëèïåïòèäíîé öåïè, êîòîðûå ðàíåå
áûëè íåäîñòóïíû äëÿ îáðàçîâàíèÿ ñâÿçåé ñ ôëîðåòèíîì
(Song et al., 1996; Kawate, Gouax, 2003). Àíàëèç ðàñïîëî-
æåíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â ñòðóêòóðå ìîíîìåðîâ
â âîäíîì ðàñòâîðå è â êàíàëå, à òàêæå âîäîðîäíûõ ñâÿçåé
ìåæäó ïðîòîìåðàìè â ïðîâîäÿùåì êîìïëåêñå ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü âîçìîæíîñòü äîïîëíèòåëüíîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ôëîðåòèíà ñ Àðã104 ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ êàíàëà. Ïî-
ñêîëüêó ìîëåêóëà ôëîðåòèíà èìååò áîëüøîé äèïîëüíûé
ìîìåíò (5.6 Ä), òàêîå ñïåöèôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå
ôëîðåòèíà ñ êàíàëîì ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ ñóì-
ìàðíîãî äèïîëüíîãî ìîìåíòà âîðîòíûõ ÷àñòèö êàíàëà, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò ñäâèã òðàíñìåìáðàííîãî ïî-
òåíöèàëà, âûçûâàþùåãî ïåðåõîä êàíàëà â íèçêîïðîâîäÿ-
ùèå ñîñòîÿíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî äèïîëüíàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ âîðîò-
íîãî ìåõàíèçìà á-ãåìîëèçèíîâîãî êàíàëà ÿâëÿåòñÿ îïðå-
äåëÿþùåé ïðè ïåðåõîäå êàíàëà â íèçêîïðîâîäÿùèå ïîä-
ñîñòîÿíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò ¹ 09-04-00883), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ÃÊ
¹ Ï1372 (ÔÀÎ).

ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÉ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ÊÀÊ
ÂÎÇÌÎÆÍÛÉ ÌÅÕÀÍÈÇÌ ÏÅÐÅÍÎÑÀ ÑÈÃÍÀËÀ. ©
Þ. ß. Çàéêîâà, À. Ñ. Öèìîõà, Â. À. Êóëè÷êîâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, julia-vata-
jok@mail.cytspb.rssi.ru.

Èññëåäîâàíèå ðîëè ìàëûõ íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ â
îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ
îäíîé èç ñòðåìèòåëüíî ðàçâèâàþùèõñÿ îáëàñòåé ìîëåêó-
ëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Êðîìå òîãî, ïîÿâèëèñü
äàííûå î ïåðåäà÷å îò êëåòêè ê êëåòêå ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâíûõ ìèêðî-ÐÍÊ ÷åðåç ýêçîñîìû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ïðîòåàñîìíîé ïîïóëÿöèåé â êëåòêå àññîöèèðîâàí íàáîð
ìàëûõ ÐÍÊ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ÐÍÊ-òðàíñêðèïòû ðåò-
ðîïîçîíà Alu. Èññëåäóåìûå ÐÍÊ ïðåäñòàâëåíû íà àâòîðà-
äèîãðàììå äèñêðåòíûì íàáîðîì ìàëûõ ÐÍÊ ñ ðàçìåðîì
20—30 íóêëåîòèäîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ýóêàðèîòè÷åñêèå
êëåòêè ñïîñîáíû âûäåëÿòü â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó è â
ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî âíóòðè îðãàíèçìà ôóíêöèî-
íàëüíî àêòèâíûå ïðîòåàñîìû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîòåà-
ñîìû ñïîñîáíû òàêæå áûñòðî ïðîíèêàòü èç êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäû îáðàòíî â æèâûå êëåòêè. Áîëåå òîãî, ïðîòåàñî-
ìû ìîãóò êóðñèðîâàòü ìåæäó êëåòêàìè ðàçëè÷íîé
òêàíåñïåöèôè÷íîñòè, ò. å., ïîñòóïàÿ â îäíè êëåòêè, ïîêè-
äàþò èõ è èìïîðòèðóþòñÿ â äðóãèå. Ïîñòóïàÿ â êëåòêè,
ýêçîãåííûå ïðîòåàñîìû îêàçûâàþò âëèÿíèå íà ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíîâ-ðåãóëÿòîðîâ àïîïòîçà â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ.
Ó÷èòûâàÿ ýòîò ôàêò, à òàêæå òî, ÷òî ñ ïðîòåàñîìàìè àññî-
öèèðîâàíû ðàçëè÷íûå ðåãóëÿòîðíûå áåëêè è, ÷òî êðàéíå
âàæíî, ìàëûå íåêîäèðóþùèå ÐÍÊ, ìû âûñêàçàëè ïðåäïî-
ëîæåíèå î òîì, ÷òî òàêèå ýêñêðåòèðóåìûå èç êëåòîê ïðî-
òåàñîìû ìîãóò èãðàòü ðîëü ïåðåíîñ÷èêîâ èíôîðìàöèè îò
êëåòîê-äîíîðîâ ê êëåòêàì-ðåöèïèåíòàì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 08-04-00834), â ðàìêàõ ðåàëèçàöèè ÔÖÏ
«Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîí-
íîé Ðîññèè» íà 2009—2012 ãã. (ÃÊ ¹ 02.740.11.0094 è
Ï1389) è ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ (Ìàòå-
ðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ).

ÝÍÄÎÖÈÒÎÇ ÝÔÐ È ÒÔÐ-á — ÍÀÒÈÂÍÛÕ ËÈÃÀÍ-
ÄÎÂ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ c-ErbB1 — ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÀÖÅÒÈËÈ-
ÐÎÂÀÍÈÅ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ. © Ì. Â. Çëîáèíà, Ì. Â. Õàð-
÷åíêî, Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, aquimaria@gmail.com.

Àöåòèëèðîâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) â õîäå ýíäîöè-
òîçà ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà c-ErbB1
èçó÷àëè ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè. Îêàçàëîñü, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà
c-ErbB1 ïðè îáðàçîâàíèè åãî êîìïëåêñà ñ ýïèäåðìàëüíûì
ôàêòîðîì ðîñòà (ÝÔÐ) ïðèâîäèò ê ïîñòåïåííîìó óâåëè÷å-
íèþ óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ, äîñòèãàþùåãî ìàêñèìó-
ìà ÷åðåç 60—90 ìèí è çàòåì ñíèæàþùåãîñÿ äî êîíòðîëü-
íîãî óðîâíÿ. Ðåöåïòîðñîäåðæàùèå ýíäîñîìû ïðè ýòîì
ïîñòåïåííî óêðóïíÿþòñÿ è ïåðåðàñïðåäåëÿþòñÿ â îêîëî-
ÿäåðíóþ îáëàñòü. Ê 60—90 ìèí êðóïíûå ýíäîñîìû ôîð-
ìèðóþò ïëîòíûå êëàñòåðû âîêðóã öåíòðà îðãàíèçàöèè
ìèêðîòðóáî÷åê (ÖÎÌÒ). Äðóãîé íàòèâíûé ëèãàíä
c-ErbB1 — òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà (ÒÔÐ-á),
âûçûâàþùèé ïðåèìóùåñòâåííî ðåöèêëèðîâàíèå ðåöåïòî-
ðà, à íå åãî äåãðàäàöèþ, êàê â ñëó÷àå ñ ÝÔÐ, — òàêæå
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èíèöèèðóåò âîëíó àöåòèëèðîâàíèÿ, íî ýôôåêò âûðàæåí
ñëàáåå, è ýíäîñîìû â ýòîì ñëó÷àå íå óêðóïíÿþòñÿ è íå
ôîðìèðóþò ïëîòíûõ ñêîïëåíèé â îáëàñòè ÖÎÌÒ. Ïîñëå
îáðàáîòêè êëåòîê èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç òðèõîñòàòè-
íîì A (TSA) âñÿ ïîïóëÿöèÿ ÌÒ â êëåòêå àöåòèëèðîâàíà.
Â ýòèõ óñëîâèÿõ òðàíñëîêàöèÿ ýíäîñîì, ñîäåðæàùèõ êîìï-
ëåêñ c-ErbB1 ñ ÝÔÐ, íîñèò òàêîé æå õàðàêòåð, êàê è â íå îá-
ðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì êëåòêàõ, îäíàêî ðàçìåð ýíäîñîì
íå óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå èõ ïåðåìåùåíèÿ â îêîëîÿäåðíóþ
îáëàñòü. Àöåòèëèðîâàíèå îñîáåííî ÿðêî âûðàæåíî íà ñèëü-
íî èñêðèâëåííûõ ó÷àñòêàõ ÌÒ, êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ áëè-
æå ê ÖÎÌÒ è ôîðìèðóþò òàì ñïóòàííóþ ñåòü.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ñóùåñòâóþùèìè ïðåäñòàâëåíèÿìè,
àöåòèëèðîâàíèå ïðîèñõîäèò íà ñòàáèëüíûõ ÌÒ, ïî êîòî-
ðûì îñóùåñòâëÿåòñÿ âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò. Ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ, ÷òî ñ òàêèì ÌÒ ïðåèìóùåñòâåííî âçàèìîäåéñòâó-
åò ìîòîðíûé áåëîê êèíåçèí, â íàøåì ñëó÷àå îïîñðåäóþ-
ùèé ðåöèêëèðîâàíèå. Òîãäà ñëåäîâàëî áû îæèäàòü, ÷òî
àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ ïîä âîçäåéñòâèåì ÒÔÐ-á äîëæíî
áûòü áîëåå èíòåíñèâíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÔÐ. Îäíàêî
íàøè äàííûå ïðîòèâîðå÷àò ýòîìó ïðåäïîëîæåíèþ. Ìû
ñ÷èòàåì, ÷òî â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ëèíèè HeLa àöåòè-
ëèðîâàíèå ÌÒ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà
c-ErbB1 îòðàæàåò âîçíèêíîâåíèå ïîïóëÿöèè ñòàáèëüíûõ
èñêðèâëåííûõ ÌÒ, ñâÿçàííûõ íå ñòîëüêî ñ ïåðåìåùåíèåì
ïî íèì ðåöåïòîðñîäåðæàùèõ ýíäîñîì ê öåíòðó êëåòêè
èëè îò íåãî, ñêîëüêî ñ ïîääåðæàíèåì ñëèÿíèÿ ýíäîñîì,
äîñòèãàþùèõ îïðåäåëåííîé ñòåïåíè çðåëîñòè â ñëó÷àå
ÝÔÐ, íî íå ñîçðåâàþùèõ äî íóæíîãî ñîñòîÿíèÿ ïîä äåé-
ñòâèåì ÒÔÐ-á.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-01215à), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
ÌÊÁ è ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå
øêîëû» (ÍØ-3273.2010.4).

ÐÎËÜ ÊÎÐÒÀÊÒÈÍÀ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÝÏÈÒÅËÈÀËÜ-
ÍÛÕ ÍÀÒÐÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ (ENaC). © Ä. Â. Èëàòîâ-
ñêàÿ,1 Þ. À. Íåãóëÿåâ,1 À. Â. Ñòàðóùåíêî.2 1 Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Êàôåäðà ôèçèîëîãèè
Ìåäèöèíñêîãî êîëëåäæà Âèñêîíñèíà, Ìèëóîêè, ÑØÀ,
daria.ilatowska@gmail.com.

Ýïèòåëèàëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû (ENaC) èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà íàòðèÿ â îðãàíèç-
ìå; ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ENaC îáíàðóæåíà, íàïðèìåð,
â ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷êàõ ïî÷êè è äèñòàëüíîì íåôðîíå,
ýïèòåëèè ëåãêèõ è òîëñòîé êèøêè. Êàê è ìíîãèå äðóãèå
èîííûå êàíàëû, ENaC ðåãóëèðóþòñÿ êîðòèêàëüíûì àêòè-
íîâûì öèòîñêåëåòîì. Îäèí èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ, âçàèìî-
äåéñòâóþùèõ ñ F-àêòèðîì, — êîðòàêòèí, êîòîðûé ÿâëÿåò-
ñÿ âàæíûì ó÷àñòíèêîì ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òà-
êèõ êàê, íàïðèìåð, êëåòî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü, ýíäîöèòîç è
ñáîðêà ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Äàííîå èññëåäîâàíèå
îáðàùåíî ê ðîëè êîðòàêòèíà â ðåãóëÿöèè ENaC. Íàìè
áûëà ïîêàçàíà âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ êîðòàêòèíà in vitro ìå-
òîäîì èììóíîáëîòèíãà â èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷åê ïî÷êè — mpkCCDc14,
M-1 è MDCK, à òàêæå èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèì îêðàøè-
âàíèåì in vivo â êîðòèêàëüíûõ ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷êàõ
ïî÷êè êðûñ ëèíèè Sprague-Dawley. Ïðè ïîìîùè ìåòîäà
êîèììóíîïðåöèïèòàöèè ìû âûÿñíèëè, ÷òî êîðòàêòèí
âçàèìîäåéñòâóåò ñ á-ñóáúåäèíèöåé ENaC ïðè êîýñïðåñ-

ñèè ýòèõ áåëêîâ â êëåòêàõ CHO. Ýòè äàííûå áûëè òàêæå
ïîäòâåðæäåíû íàìè ïðè ïîìîùè ìåòîäà ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ êîòî-
ðîãî ïîçâîëèëè ñäåëàòü âûâîä î âûñîêîé ñòåïåíè êîëîêà-
ëèçàöèè âñåõ òðåõ ñóáúåäèíèö ENaC è êîðòàêòèíà. Ýëåêò-
ðîôèçèîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ìåòîäîì ïàò÷-êëàìï
âûÿâèëè ñíèæåíèå èíòåãðàëüíûõ òîêîâ ÷åðåç ENaC ïðè
ñîâìåñòíîé ýêñïðåññèè ENaC è êîðòàêòèíà äèêîãî òèïà â
êëåòêàõ CHO ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ýêñïåðèìåí-
òàìè, â êîòîðûõ áûëè ýêñïðåññèðîâàíû òîëüêî ENaC.

Êîðòàêòèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðàçëè÷íûìè âàæíûìè
êëåòî÷íûìè áåëêàìè, íàïðèìåð ñ êîìïëåêñîì Arp2/3, è
èìååò ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ äëÿ êèíàç Src è ñàéò ïðÿ-
ìîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ F-àêòèíîì, à òàêæå ñâÿçûâàåòñÿ ñ äèíà-
ìèíîì çà ñ÷åò ñâîåãî äîìåíà SH3. Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåñ-
ñèÿ ìóòàíòíîãî íåàêòèâíîãî äèíàìèíà (DN K44A) è
ENaC â êëåòêàõ CHO çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò òîêè ÷åðåç
êàíàëû ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì óðîâíåì. Äîïîëíè-
òåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ â ýòîé ñèñòåìå êîðòàêòèíà äèêîãî
òèïà ïðèâåëà ê èñ÷åçíîâåíèþ ýôôåêòà ìóòàíòíîãî äèíà-
ìèíà. Èíòåðåñíî, ÷òî ñîâìåñòíàÿ ýêñïðåññèÿ ENaC è ìó-
òàíòíîãî êîðòàêòèíà, íå ñïîñîáíîãî ñâÿçûâàòüñÿ ñ äèíà-
ìèíîì, îêàçàëà íà òîêè ÷åðåç ENaC òàêîå æå âëèÿíèå, ÷òî
è ýêñïðåññèÿ êîðòàêòèíà äèêîãî òèïà. Àíàëîãè÷íî äåéñò-
âîâàëè ìóòàíòíûé êîðòàêòèí ñ óäàëåííûì äîìåíîì ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ è êîðòàêòèí, íå ñïîñîáíûé âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ F-àêòèíîì. Îäíàêî ìóòàíò êîðòàêòèíà, íå àêòè-
âèðóþùèé êîìïëåêñ Arp2/3, íå âëèÿåò íà àêòèâíîñòü
ENaC. Òàêèì îáðàçîì, íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
êîðòàêòèí âàæåí äëÿ ðåãóëÿöèè ENaC è ÷òî, âåðîÿòíî, â
ýòîò ìåõàíèçì âîâëå÷åí êîìïëåêñ Arp2/3.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
10-04-00995).

ÑÐÀÂÍÅÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀ-
ÍÈß ËÈÏÎÏÅÏÒÈÄÎÂ, ÑÓÐÔÀÊÒÈÍÀ È ÑÈÐÈÍÃÎ-
ÌÈÖÈÍÀ E, Â ËÈÏÈÄÍÛÕ ÁÈÑËÎßÕ Â ÏÐÈÑÓÒÑÒ-
ÂÈÈ ÄÈÏÎËÜÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈÊÀÒÎÐÎÂ. © Ì. Ã. Èëü-
èí, Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, ilyne@yandex.ru.

Èññëåäîâàíî âëèÿíèå äèïîëüìîäèôèöèðóþùèõ àãåí-
òîâ íà èíäóöèðîâàííóþ ëèïîïåïòèäîì Bacillus subtilis
ñóðôàêòèíîì ïðîâîäèìîñòü áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìá-
ðàí. Äîáàâëåíèå ñóðôàêòèíà ñ îáåèõ ñòîðîí ëèïèäíîãî
áèñëîÿ, ñôîðìèðîâàííîãî èç 1, 2-äèôèòàíîèë-sn-ãëèöå-
ðî-3-ôîñôîõîëèíà â 1 Ì ðàñòâîðå KCl (pH 6.5), ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ ìåìáðàííîé ïðîâîäèìîñòè çà ñ÷åò ôîðìè-
ðîâàíèÿ èîííûõ êàíàëîâ. Óâåëè÷åíèå ìåìáðàííîãî äè-
ïîëüíîãî ïîòåíöèàëà äî 350 ± 40 ìÂ äîáàâëåíèåì RH 421
â îìûâàþùèé áèñëîé ðàñòâîðû ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ
ïðîâîäèìîñòè ìåìáðàíû â 40 ± 15 ðàç. Â òî æå âðåìÿ óìåíü-
øåíèå äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà äî 120 ± 20 ìÂ ââåäåíèåì
ôëîðåòèíà ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ èíäóöèðîâàííîé ñóð-
ôàêòèíîì ïðîâîäèìîñòè â 30 ± 15 ðàç. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ðàçëè÷èå êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè
ñóðôàêòèíà ïðè âàðüèðîâàíèè äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà
ìåìáðàí îáóñëîâëåíî èçìåíåíèåì êîýôôèöèåíòà ðàñïðå-
äåëåíèÿ ñóðôàêòèíà ìåæäó ëèïèäíîé è âîäíîé ôàçàìè.
Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ãîâîðèò íàëè÷èå îòðèöà-
òåëüíîãî çàðÿäà ó ñóðôàêòèíà; â ýòîì ñëó÷àå óâåëè÷åíèå
äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà ìîæåò îáåñïå÷èòü óâåëè÷åíèå êî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 497



ýôôèöèåíòà ðàñïðåäåëåíèå ëèïîïåïòèäà â ïîëüçó áèñëîÿ.
Ó÷èòûâàÿ, ÷òî óâåëè÷åíèå äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà âûçû-
âàåò óìåíüøåíèå êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè ïîëîæè-
òåëüíî çàðÿæåííîãî ñèðèíãîìèöèíà E, â òîì ÷èñëå çà ñ÷åò
èçìåíåíèÿ êîýôôèöèåíòà ðàñïðåäåëåíèÿ ìîæíî ãîâîðèòü
î êëþ÷åâîé ðîëè çàðÿä-äèïîëüíûõ âçàèìîäåéñòâèé â êà-
íàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè ëèïîïåïòèäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-00883), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ÃÊ ¹ Ï1372
(ÔÀÎ).

×ÀÑÒÈ×ÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ È
ÔÓÍÊÖÈÈ ÖÅÐÓËÎÏËÀÇÌÈÍÀ ÈÇ ÑÛÂÎÐÎÒÊÈ
ÊÐÎÂÈ ÃÐÛÇÓÍÎÂ, ÏÎËÓ×ÀÞÙÈÕ Ñ ÏÈÙÅÉ
ÈÎÍÛ ÑÅÐÅÁÐÀ. © Å. Þ. Èëüè÷åâà,1 Å. À. Çàòóëîâñêèé,1, 2

À. Í. Ñêâîðöîâ.1, 3 1 Êàôåäðà áèîôèçèêè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêî-
ãî ãîñóäàðñòâåííîãî ïîëèòåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà,
2 ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÑÇÎ ÐÀÌÍ è 3 Èíñ-
òèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, skvor@mail.
cytspb.rssi.ru.

Öåðóëîïëàçìèí (ÖÏ) — ìíîãîôóíêöèîíàëüíûé ìåäü-
ñîäåðæàùèé áåëîê ñûâîðîòêè êðîâè, îáóñëîâëèâàþùèé
åå îêñèäàçíóþ è ôåððîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü. ÖÏ ÿâëÿ-
åòñÿ âàæíåéøèì ýëåìåíòîì âíåêëåòî÷íîé ìåäü-òðàíñïîðò-
íîé ñèñòåìû ïîçâîíî÷íûõ. Êîíöåíòðàöèÿ ìåäè â êðîâè,
êîíöåíòðàöèÿ ÖÏ è îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü ïëàçìû êðî-
âè õàðàêòåðèçóþò ñòàòóñ ìåäè, êîòîðûé ïðèîáðåòàåò
âñå áîëüøåå çíà÷åíèå â äèàãíîñòèêå íàðóøåíèé ìåòàáî-
ëèçìà ìåäè, à òàêæå îïóõîëåâîãî ðîñòà. Â òî æå âðåìÿ
ìåäü-òðàíñïîðòíàÿ ôóíêöèÿ ÖÏ è ñâÿçü ñòàòóñà ìåäè ñ
âíóòðèêëåòî÷íûì ìåòàáîëèçìîì ìåäè èçó÷åíû íåäîñòà-
òî÷íî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ìîäåëü æè-
âîòíûõ, ñòàòóñ ìåäè êîòîðûõ áûë ñíèæåí çà ñ÷åò ââåäå-
íèÿ â êîðì ñîëåé ñåðåáðà, è ÷àñòè÷íî îõàðàêòåðèçîâàëè
ÖÏ ïëàçìû êðîâè ýòèõ æèâîòíûõ.

Ðàáîòó âûïîëíÿëè íà êðûñàõ ëèíèè Âèñòàð è ìûøàõ
ëèíèè C58Bl ïîëó÷àâøèõ ñ ïèùåé 50 ìã AgCl íà 1 êã ìàñ-
ñû òåëà (Ag-ãðûçóíû). Êîíöåíòðàöèþ ìåòàëëîâ èçìåðÿëè
ñ ïîìîùüþ FAAS, îêñèäàçíóþ è ôåððîêñèäàçíóþ àêòèâ-
íîñòü îïðåäåëÿëè â ãåëå è êèíåòè÷åñêèìè ìåòîäàìè ñ ïî-
ìîùüþ öâåòíûõ ðåàêöèé, îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå
ÖÏ-ìÐÍÊ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ, ñîäåðæàíèå ïî-
ëèïåïòèäà ÖÏ îöåíèâàëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Àíà-
ëèç ôðàêöèé ÖÏ, î÷èùåííûõ ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííîé
õðîìàòîãðàôèè, îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè
ïîãëîùåíèÿ è êðóãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) â âèäèìîì è
ÓÔ-äèàïàçîíàõ è ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþ-
ùåé êàëîðèìåòðèè.

×åðåç 4 íåä Ag-äèåòû ó êðûñ è 1 íåä ó ìûøåé îêñè-
äàçíàÿ è ôåððîêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü ÖÏ íå âûÿâëÿåòñÿ.
Êîíöåíòðàöèÿ ìåäè ñíèæàåòñÿ íà 90 % ó êðûñ è íà 60 % ó
ìûøåé. Ïðè ýòîì óðîâåíü èììóíîðåàêòèâíîãî ÖÏ â êðî-
âè è àêòèâíîñòü ãåíà ÖÏ â ïå÷åíè íå èçìåíÿþòñÿ. Ïî äàí-
íûì èììóíîïðåöèïèòàöèè, ñåðåáðî, ñîäåðæàùååñÿ â ñû-
âîðîòêå êðîâè, ïî÷òè ïîëíîñòüþ àññîöèèðîâàíî ñ ÖÏ.
Öåðóëîïëàçìèí Ag-æèâîòíûõ (Ag-ÖÏ) ïðåäñòàâëåí äâó-
ìÿ ôîðìàìè, îäíà èç êîòîðûõ ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé
ïîäâèæíîñòè ñîîòâåòñòâóåò õîëî-ÖÏ êîíòðîëüíûõ æè-
âîòíûõ. Àíàëèç ïðåïàðàòà Ag-ÖÏ ïîêàçûâàåò íàëè÷èå
ñëàáîé îêñèäàçíîé è ôåððîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå

ïîãëîùåíèÿ â îáëàñòè 610 íì (ìåäü òèïà I). Ñëåäû îêñè-
äàçíîé àêòèâíîñòè âûÿâëÿþòñÿ â ñûâîðîòêå êèíåòè÷åñêè-
ìè ìåòîäàìè. Âñå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
Ag-ÖÏ ñîäåðæèò îêîëî 1 % ìîëåêóë ÖÏ, ñîõðàíÿþùèõ
êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Îñòàâøàÿñÿ ôðàêöèÿ Ag-ÖÏ,
ñîãëàñíî äàííûì ñïåêòðîñêîïèè ÊÄ è êàëîðèìåòðè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé, èìååò íàðóøåííóþ, ñèëüíî äåñòàáè-
ëèçèðîâàííóþ òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðó, íî îòëè÷àåòñÿ îò
àïî-ÖÏ è ùåëî÷íî-äåíàòóðèðîâàííîãî áåëêà. Îêñèäàçíàÿ
àêòèâíîñòü Ag-ÖÏ íå âîññòàíàâëèâàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè
èîíîâ ìåäè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû íàõîäÿòñÿ â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ïðåäïîëîæåíèåì î òîì, ÷òî Ag(I), ÿâëÿþùååñÿ
ýëåêòðîííûì àíàëîãîì Cu(I), ìîæåò òðàíñïîðòèðîâàòüñÿ
â ïå÷åíü è âêëþ÷àòüñÿ â ÖÏ â êîìïëåêñå Ãîëüäæè, ïîýòî-
ìó ÖÏ òåðÿåò ñâîþ ôóíêöèîíàëüíîñòü. Ýòèì, âîçìîæíî,
îáóñëîâëåíà íèçêàÿ òîêñè÷íîñòü ñåðåáðà äëÿ ïîçâîíî÷-
íûõ. Ïðè ýòîì â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà ïðîäîëæàåò
îáðàçîâûâàòüñÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ÖÏ, ñîõðàíÿþùå-
ãî àòîìû ìåäè è îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü. Ïðîâåäåííûå
èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ êàê â ñâÿçè ñ ìåõà-
íèçìàìè âñòðàèâàíèÿ ìåäè â ÖÏ è ôîðìèðîâàíèÿ õî-
ëî-ÖÏ, òàê è â ñâÿçè ñ ðàçðàáîòêîé æèâîòíîé ìîäåëè ñ ðå-
ãóëèðóåìûì ñòàòóñîì ìåäè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 09-04-01165à è 09-04-01406à).

ÀÍÀËÈÇ ÑÀÒÅËËÈÒÍÎÉ ÄÍÊ Â ÃÅÍÎÌÅ ÌÛØÈ.
© À. Ñ. Êîìèññàðîâ, È. Ñ. Êóçíåöîâà, Î. È. Ïîäãîðíàÿ. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ad3002@gmail.com.

Ãåòåðîõðîìàòèíîâàÿ ÷àñòü ãåíîìà ìûøè ïðàêòè÷åñêè
íå èçó÷åíà. Íàèìåíåå èçó÷åííîé ÷àñòüþ ãåíîìà ìûøè ÿâ-
ëÿþòñÿ öåíòðîìåðíûå è ïåðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû õðî-
ìîñîì. Â îòñåêâåíèðîâàííîì ãåíîìå ìûøè ñîáðàííûå
õðîìîñîìû çàêàí÷èâàþòñÿ íà ïåðèöåíòðîìåðíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ. Òåì íå ìåíåå åùå íå ñîáðàííûå â õðîìî-
ñîìû îòñåêâåíèðîâàííûå ãåíîìíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
îáîãàùåíû íå òîëüêî ìàæîðíûì (ìàÑàò) è ìèíîðíûì
(ìèÑàò) ñàòåëëèòàìè ìûøè, íî è äðóãèìè ñàòåëëèòíûìè
ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ), äî ñèõ ïîð íå îõàðàêòåðèçîâàííûìè. Öå-
ëüþ ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòèêà êàê
èçâåñòíûõ (ìàÑàò è ìèÑàò), òàê è ðàíåå íå îïèñàí-
íûõ ñàòÄÍÊ. Îòñåêâåíèðîâàííûå ñàòÄÍÊ ìû èñêàëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû TRF (Tandem repeats finder; Benson,
1999) â áàçå äàííûõ WGS (Whole Genome Sequences;
NCBI, 2009). Ñóììàðíî áàçà äàííûõ WGS ïðåäñòàâëåíà
1 775 878 ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, îáùèì ðàçìåðîì áîëåå
6.5 ìëðä í. ï. Ñðåäè íàéäåííûõ 1 944 018 ðàçëè÷íûõ òàí-
äåìíûõ ïîâòîðîâ ìû îòîáðàëè òàíäåìíûå ïîâòîðû ñ ðàç-
ìåðîì ïîëÿ áîëåå 3000 í. ï., òàêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
îêàçàëîñü 1012. Ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áûëè ïîïàðíî
âûðîâíåíû è ðàçäåëåíû íà 64 ãðóïïû, ñðåäè êîòîðûõ
áûëî âûäåëåíî 7 êëàññîâ ñàòÄÍÊ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñëå-
äóþùèì õàðàêòåðèñòèêàì: GC-ñîäåðæàíèþ, ðàçìåðó ìî-
íîìåðà, ñòåïåíè ãîìîëîãèè ìåæäó îòäåëüíûìè ìîíîìå-
ðàìè, íàëè÷èþ HOR (High Order Repeats) è ðàñïîëîæå-
íèþ íà õðîìîñîìàõ. Èç 7 êëàññîâ òîëüêî 2 ñîäåðæàò óæå
èçâåñòíûå ñàòÄÍÊ — êëàññ ìàÑàò è êëàññ ìèÑàò. Ãëàâíîå
ðàçëè÷èå ìåæäó ýòèìè êëàññàìè — âàðèàáåëüíîñòü ìîíî-
ìåðà: 60—95 % äëÿ ìàÑàò è áîëüøå 95 % äëÿ ìèÑàò. Ìà-
Ñàò â îòñåêâåíèðîâàííîì ãåíîìå ïðåäñòàâëåí êàê âûñî-
êîãîìîëîãè÷íûìè òàíäåìíûìè ïîëÿìè, òàê è ïîëÿìè ñ
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ãîìîëîãèåé ìåíåå 65 %. Ñðåäè âñåõ íàéäåííûõ ñàòÄÍÊ
77.4 % ÿâëÿþòñÿ ìàÑàò. ÌèÑàò ôîðìèðóåò 1 % íàéäåí-
íûõ ñàòÄÍÊ. Êðîìå èçâåñòíûõ ñàòÄÍÊ áûëè âûÿâëåíû
ðàíåå îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå ó ÷åëîâåêà (Warburton,
2008) LTR-ñîäåðæàùèå ñàòÄÍÊ ñ ìîíîìåðîì áîëåå
1000 ï. í. (5 % îò íàéäåííûõ ñàòÄÍÊ). Îêîëî 2 % íàé-
äåííûõ ñàòÄÍÊ ôîðìèðóþò êëàññ ïåðèöåíòðîìåðíûõ
ñàòÄÍÊ ñ ðàçìåðîì ìîíîìåðà 21 ï. í. Ýòîò êëàññ ïðåäïî-
ëîæèòåëüíî ïðèñóòñòâóåò â ïåðèöåíòðîìåðíîì ðàéîíå
áîëüøèíñòâà õðîìîñîì. Êëàññ ñàòÄÍÊ, ñôîðìèðîâàííûé
ïðîñòûìè ïîâòîðàìè, ïðåäñòàâëåí òîëüêî 1 % îò íàéäåí-
íûõ ñàòÄÍÊ. Åùå 3 % ïðåäñòàâëåíû óíèêàëüíûìè
ñàòÄÍÊ, âûÿâëåííûõ â îäíîì ýêçåìïëÿðå. ÑàòÄÍÊ ñ ìî-
íîìåðîì îò 17 äî 58 í. ï. ôîðìèðóþò êëàññ, çàíèìàþùèé
6 % îò íàéäåííûõ ñàòÄÍÊ, íà ñîáðàííîì in silico ãåíîìå.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî êëàññà ñïåöèôè÷íû äëÿ õðîìî-
ñîì èëè äëÿ ãðóïï õðîìîñîì. Îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì,
õðîìîñîì-ñïåöèôè÷íû ëè îíè in vivo, ìîæíî áóäåò òîëü-
êî ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêè.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎ-ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÅ ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ
ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÏÎÏÓËßÖÈÈ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ.
© Á. Ì. Êðàâåö, Þ. ß. Çàéêîâà, À. Ñ. Öèìîõà, Â. À. Êóëè÷-
êîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

26S-ïðîòåàñîìû, îñóùåñòâëÿÿ ñïåöèôè÷åñêèé ïðîòå-
îëèç ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþò â êîíòðîëå íàä
ïðîäâèæåíèåì êëåòêè ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, äèô-
ôåðåíöèðîâêîé, òðàíñêðèïöèåé, ïðîâåäåíèåì ñèãíàëà,
àïîïòîçîì, èììóííûì îòâåòîì. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì
ïðåäñòàâëåíèÿì, â êëåòêå ïîïóëÿöèÿ ïðîòåàñîì ïî ñîñòà-
âó è ñïåöèôè÷íîñòè ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ãåòå-
ðîãåííà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòåàñîìû ýêñêðåòèðóþòñÿ
êëåòêàìè, è êðîìå òîãî, áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â êîëè-
÷åñòâå ïðîòåàñîì, âûäåëÿåìûõ íîðìàëüíûìè è îïóõîëå-
âûìè êëåòêàìè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîòåàñîìû, ïîêèäàÿ
êëåòêó, ñîõðàíÿþò ñâîéñòâåííûå èì ðàçíîîáðàçíûå ôåð-
ìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè. Ïðîòåàñîìû èç ñðåäû, êîíäèöè-
îíèðîâàííîé êëåòêàìè A431, ïðîÿâëÿþò çíà÷èòåëüíî áî-
ëåå âûñîêóþ õèìîòðèïñèí-ïîäîáíóþ ïåïòèäàçíóþ àêòèâ-
íîñòü, ÷åì öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ÷àñòèöû èç ýòèõ æå
êëåòîê. Ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ íàáëþäàåòñÿ ïðîòèâîïîëîæ-
íîå ñîîòíîøåíèå: öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ÷àñòèöû ïðîÿâëÿ-
þò áîëåå âûñîêóþ àêòèâíîñòü ýòîãî òèïà. Êðîìå òîãî, ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ÝÔÐ âûçûâàåò èçìåíåíèå ñïåöèôè÷íîñòè
ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì è â öèòîïëàçìå êëå-
òîê A431 — ïîâûøåíèå âñåõ òðåõ òèïîâ ïåïòèäàçíûõ àê-
òèâíîñòåé ïðè íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé ñòèìóëÿöèè àêòèâ-
íîñòè õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîãî òèïà. Îäíàêî ïðîòåàñîìû
èç ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé ñòèìóëèðîâàííûìè ÝÔÐ
êëåòêàìè, ïðîÿâëÿþò áîëåå íèçêèå ïåïòèäàçíûå àêòèâíî-
ñòè (ïðè ìèíèìàëüíîé àêòèâíîñòè õèìîòðèïñèí-ïîäîáíî-
ãî òèïà), ÷åì öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ÷àñòèöû èç òåõ æå êëå-
òîê. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îäíèì èç ìåõàíèç-
ìîâ ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì â êëåòêå ìîæåò
áûòü èçáèðàòåëüíàÿ ñåêðåöèÿ êëåòêàìè ñïåöèôè÷åñêîé
ñóáïîïóëÿöèè ýòèõ ÷àñòèö. Òàê, ñåëåêòèâíàÿ ýêñêðåöèÿ èç
êëåòîê ïîä âëèÿíèåì ÝÔÐ ñïåöèôè÷åñêîé ñóáïîïóëÿöèè
ïðîòåàñîì (èëè îäíîãî òèïà ÷àñòèö), èìåþùèõ íèçêóþ
àêòèâíîñòü òèïà õèìîòðèïñèíà, ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîâû-
øåíèþ àêòèâíîñòè òîé ïîïóëÿöèè ïðîòåàñîì, êîòîðàÿ
îñòàíåòñÿ â êëåòêå.

Àíàëèç ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì
ïîêàçàë, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû îòëè÷àþòñÿ îò öè-

òîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðîòåàñîì è ïî ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè.
Äåéñòâèå ÝÔÐ ðåçêî ìåíÿåò ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ïðîòå-
àñîì, ýêñêðåòèðóåìûõ èç êëåòîê A431. Òàê, ïîä âëèÿíèåì
ÝÔÐ èç êëåòîê âûäåëÿþòñÿ ÷àñòèöû ñ íèçêîé ÐÍÊàçíîé
àêòèâíîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê èç êîíòðîëüíûõ êëåòîê ýêñ-
ïîðòèðóþòñÿ âûñîêîàêòèâíûå ÷àñòèöû. Ïîñêîëüêó ÝÔÐ
âûçûâàåò ïîâûøåíèå ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì â
öèòîïëàçìå, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âûäåëåíèå êëåò-
êîé â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó íèçêîàêòèâíîé ñóáïîïóëÿöèè
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ïðîòåàñîì. Âñëåäñòâèå âûäåëåíèÿ èç êîíòðîëüíûõ êëåòîê
âûñîêîàêòèâíîé ïîïóëÿöèè â èõ öèòîïëàçìå ìîãóò îñòà-
âàòüñÿ ÷àñòèöû ñ íèçêîé àêòèâíîñòüþ.

Ïðè ñðàâíåíèè ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ïðîòåàñîì
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è âíåêëåòî÷íûõ íàáëþäàþòñÿ ðàçëè-
÷èÿ â íàáîðå èçîôîðì ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì, ÷òî, ïî âñåé
âèäèìîñòè, îáúÿñíÿåòñÿ ðàçëè÷èÿìè â èõ ôóíêöèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 08-04-00834) â ðàìêàõ ðåàëèçàöèè ÔÖÏ
«Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîí-
íîé Ðîññèè» íà 2009—2013 ãã. (ÃÊ ¹ 02.740.11.0094 è
Ï1389) è ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòå-
ðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».

ÏÎÂÛØÅÍÍÛÉ ÂÛÕÎÄ ÊÀËÜÖÈß ÈÇ ÄÅÏÎ ×ÅÐÅÇ
ÐÈÀÍÎÄÈÍÎÂÛÉ ÐÅÖÅÏÒÎÐ Â ÍÅÉÐÎÍÀÕ ÑÒÐÈÀ-
ÒÓÌÀ ÌÛØÈ ÏÐÈ ÁÎËÅÇÍÈ ÕÀÍÒÈÍÃÒÎÍÀ.
© Ñ. Â. Ëüâîâñêàÿ,1 È. Á. Áåçïðîçâàííûé.2 1 Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Þãî-Çàïàäíûé ìåäè-
öèíñêèé öåíòð óíèâåðñèòåòà Äàëëàñà, ÑØÀ, vetalvovs-
kaya@gmal.com.

Áîëåçíü Õàíòèíãòîíà (ÁÕ) — àóòîñîìíî-äîìèíàíò-
íîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå. Íà ðàííèõ ýòàïàõ
ýòîé áîëåçíè ó ïàöèåíòîâ íàáëþäàåòñÿ ñåëåêòèâíàÿ ïîòå-
ðÿ GABA-åðãè÷åñêèõ ñðåäèííûõ øèïèêîâûõ íåéðîíîâ
(MSN). Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ÁÕ âûçûâàåòñÿ óâåëè÷å-
íèåì (exp) ïîëèãëóòàìèíîâîãî ïîâòîðà (polyQ) â N-êîíöå
õàíòèíãòèíà (Htt). Âîïðîñ î òîì, êàê èìåííî ìóòàöèè â
õàíòèíãòèíå ïðèâîäÿò ê ðàçâèòèþ çàáîëåâàíèÿ, íà äàí-
íûé ìîìåíò îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Ñîãëàñíî îäíîé èç âåäó-
ùèõ òåîðèé, ïðè÷èíîé ïîðàæåíèÿ MSN ïðè ÁÕ ÿâëÿþòñÿ
íàðóøåíèÿ â ìåõàíèçìå íåéðîíàëüíîãî êàëüöèåâîãî ñèã-
íàëèíãà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñîïîñòàâëåíà àêòèâíîñòü âàæíî-
ãî ó÷àñòíèêà êàëüöèåâîãî ñèãíàëèíãà — ðèàíîäèíîâîãî
ðåöåïòîðà (RyR) â MSN, ñîäåðæàùèõ è íå ñîäåðæà-
ùèõ Httexp.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ âåëè÷èíû âûõîäà êàëüöèÿ èç äåïî ÷å-
ðåç RyR â MSN, ýêñïðåññèðóþùèõ Httexp, ñ MSN, íå èìåþ-
ùèìè ýòîãî áåëêà, áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ
íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå MSN èç òðàíñãåííûõ ìûøåé
YAC128 — ìûøèíîé ìîäåëè ÁÕ è ìûøåé äèêîãî
òèïà (WT).

Äëÿ îöåíêè öèòîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè êàëü-
öèÿ èñïîëüçîâàëñÿ ôëóîðåñöåíòíûé êàëüöèåâûé çîíä Fu-
ra2. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî ñðàâíåíèÿ äàííûõ èñïîëüçîâàë-
ñÿ îäíîôàêòîðíûé äèñïåðñèîííûé àíàëèç (one-way ANO-
VA).

Äëÿ èíèöèèðîâàíèÿ âûõîäà êàëüöèÿ èç äåïî âî âíå-
êëåòî÷íûé ðàñòâîð äîáàâëÿëè ìåìáðàíîïðîíèêàþùèé àê-
òèâàòîð RyR êîôåèí. Ïîñêîëüêó â íåðâíîé ñèñòåìå RyR

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 499



ðàáîòàåò êàê Ca2+-èíäóöèðóåìûé Ca2+-êàíàë (CICR), àï-
ïëèêàöèÿ òîëüêî 2.5 ìÌ êîôåèíà íå âûçâàëà óâåëè÷åíèÿ
êîëè÷åñòâà Ca2+ â öèòîïëàçìå. Äëÿ äîñòèæåíèÿ óðîâíÿ
êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ â öèòîïëàçìå, äîñòàòî÷íîé äëÿ îò-
êðûòèÿ CICR, âìåñòå ñ êîôåèíîì âî âíåêëåòî÷íûé ðàñò-
âîð äîáàâëÿëè ãëóòàìàò.

×òîáû îòäåëèòü èçìåíåíèÿ â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ, îáóñëîâëåííûå ãëóòàìàòèíäóöè-
ðîâàííûì êàëüöèåâûì îòâåòîì, îò ðåçóëüòàòà âûõîäà
êàëüöèÿ èç äåïî ÷åðåç RyR, áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïå-
ðèìåíòîâ ïî àïïëèêàöèè ê êëåòêàì ãëóòàìàòà. Êîí-
öåíòðàöèÿ ãëóòàìàòà 2.5 ìêÌ âî âíåêëåòî÷íîì ðàñòâîðå
ïðèâîäèëà ê äîñòîâåðíîìó óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà êàëü-
öèÿ â öèòîïëàçìå (P < 0.01) â YAC128 è WT MSN. Ðàçíè-
öà ìåæäó ìàêñèìàëüíûìè è áàçàëüíûìè ñîîòíîøåíèÿìè
340/380 áûëà ïðèìåðíî 0.07—0.11 (0.10± 0.02 äëÿ
YAC128 è 0.08 ± 0.02 äëÿ WT). Äîñòîâåðíîãî ðàçëè÷èÿ
ìåæäó èçìåíåíèåì öèòîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè
êàëüöèÿ â YAC128 è WT MSN íå íàáëþäàëîñü.

Ñîâìåñòíàÿ àïïëèêàöèÿ 2.5 ìêÌ ãëóòàìàòà è 2.5 ìÌ
êîôåèíà âûçûâàëà êàëüöèåâûé îòâåò â îáåèõ êóëüòóðàõ
íåéðîíîâ (P < 0.01). Ðàçíèöà ìåæäó ìàêñèìàëüíûìè è áà-
çàëüíûìè ñîîòíîøåíèÿìè 340/380 áûëà 0.43 ± 0.04 äëÿ
YAC128 è 021 ± 0.02 äëÿ WT. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î çíà-
÷èòåëüíî áîëüøåì (4 ðàçà äëÿ YAC128 è 2 ðàçà äëÿ WT)
ïîâûøåíèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ,
÷åì íàáëþäàëîñü ïðè àïïëèêàöèè îäíîãî ëèøü ãëóòàìàòà
(P < 0.01). Òàêæå âèäíî óñèëåíèå êàëüöèåâîãî îòâåòà â
YAC128 MSN ïî ñðàâíåíèþ ñ WT â 2 ðàçà (P < 0.01). Òà-
êèì îáðàçîì, âåëè÷èíà âûõîäà êàëüöèÿ èç äåïî ÷åðåç RyR
â YAC128 MSN ïðèìåðíî â 2.5 ðàçà áîëüøå, ÷åì â WT.

Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î
çíà÷èòåëüíîì óñèëåíèè ôóíêöèè RyR êàê Ca2+-êàíàëà ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà â MSN ïðè ýêñïðåññèè â
êëåòêå Httexp. Ýòî óêàçûâàåò íà íàëè÷èè âêëàäà RyR â íà-
ðóøåíèè íåéðîíàëüíîãî êàëüöèåâîãî ñèãíàëèíãà ïðè ÁÕ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-011224), ãðàíòà ÍØ-1135.2008.4 è ÃÊ
¹ 02.740.11.5007.

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÅ ÔÀÊÒÎÐÛ STAT3 È STAT5 Â
ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ ÕÐÎÍÈ×ÅÑÊÎÉ ËÅÉÊÅ-
ÌÈÈ K562. © Å. Â. Ìèòþøîâà, Í. Ä. Àêñåíîâ, È. È. Ìà-
ðàõîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ele-
na-mityushova@yandex.ru.

Îïòèìàëüíàÿ àêòèâíîñòü íåðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêè-
íàç ñåìåéñòâà JANUS (JAK) è òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ ñåìåéñòâà STAT ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì
óñïåøíîé ïåðåäà÷è ïðîëèôåðàòèâíîãî ñèãíàëà ïðè âçàè-
ìîäåéñòâèè öèòîêèíà ñ ðåöåïòîðîì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíû. Íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòîãî ïóòè ëåæèò â
îñíîâå ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê ëåéêåìèè, ëèì-
ôîìû, èììóíîäåôèöèò. Ïîêàçàíî, ÷òî â òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ ëèìôîèäíûõ êëåòêàõ áåëêè STAT (ïðåèìóùåñò-
âåííî STAT3) íàõîäÿòñÿ â ãèïåðàêòèâíîì ñîñòîÿíèè.
Â íàøåé ðàáîòå îõàðàêòåðèçîâàíà ðîëü ñèãíàëüíîãî ïóòè
JAK/STAT â ïðîëèôåðàöèè êëåòîê õðîíè÷åñêîé ëåéêå-
ìèè K562. Àêòèâíîñòü áåëêîâ ñåìåéñòâà STAT îöåíèâàëè
ïî êîëè÷åñòâó ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó ôîðì
STAT3 è STAT5. Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êóëüòóðàõ êëåòîê
K562 âûÿâëåí âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ

STAT3 è STAT5. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ýòèõ áåëêîâ â ïîä-
äåðæàíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êóëüòóð K562 èñ-
ïîëüçîâàëè èíãèáèòîðû JAK/STAT-ïóòè: AG-490,
èíãèáèðóþùèé â ðàçíûõ êëåòêàõ òèðîçèíêèíàçû JAK2
è (èëè) JAK3, è WHI-P131, èíãèáèòîð, ñïåöèôè÷íûé ê òè-
ðîçèíêèíàçå JAK3, êîòîðàÿ â T-ëèìôîöèòàõ àññîöèèðîâà-
íà â ðåöåïòîðîì èíòåðëåéêèíà-2. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëèòå-
ëüíîå (48 ÷) âåäåíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð â ïðèñóòñòâèè
èñïîëüçîâàííûõ èíãèáèòîðîâ íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ãè-
áåëüþ êëåòîê. Îáíàðóæåíî, ÷òî WHI-P131 ñíèæàåò óðî-
âåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 (íî íå STAT3) è îñòàíàâ-
ëèâàåò ðîñò êóëüòóð K562. Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â êóëüòóðå
K562, ðàñòóùåé â ïðèñóòñòâèè WHI-P131 (30—100 ìêÌ),
ïîêàçàë äîçîçàâèñèìîå ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â ôàçàõ G1

è S è îòñóòñòâèå ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå
êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè âåäåíèè êóëüòóð K562 ñ AG-490
(25—50 ìêÌ). Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà êëþ-
÷åâóþ ðîëü STAT5 â ïîääåðæàíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòà-
òóñà êóëüòóð êëåòîê õðîíè÷åñêîé ëåéêåìèè K562 è âûÿâ-
ëÿþò ñïåöèôèêó èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ WHI-P131: â
îòëè÷èå îò äðóãèõ ðàíåå èñïûòàííûõ èíãèáèòîðîâ òèðî-
çèíêèíàç ñåìåéñòâà JAK, êîòîðûå ñòèìóëèðóþò àïîïòî-
òè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê, WHI-P131 îñòàíàâëèâàåò êëå-
òî÷íûé ðîñò, çàäåðæèâàÿ êëåòêè â ïîñòñèíòåòè÷åñêèõ ôà-
çàõ G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00492-à).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÄÓÊÖÈÈ ÏÎÂÐÅÆÄÅÍÈÉ ÄÍÊ Â
ÊËÅÒÊÀÕ K562 ÄÎÊÑÎÐÓÁÈÖÈÍÎÌ ÍÀ ÑÂÎÉÑÒÂÀ
È ÝÍÄÎÐÈÁÎÍÓÊËÅÀÇÍÛÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÀËÜÔÀ-
ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ. © Ò. Í. Ìîèñååâà,1

À. Ã. Ìèòòåíáåðã,1 Í. À. Áàðëåâ.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Óíèâåðñèòåò Ëåñòåðà, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ, t.n.moiseeva@gmail.com.

Ïðîòåàñîìà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðèáîíóêëåîïðîòåè-
íîâûé êîìïëåêñ, êîòîðûé âñòðå÷àåòñÿ âî âñåõ ýóêàðèî-
òè÷åñêèõ êëåòêàõ. Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðîòåàñîìû âû-
çûâàþò â ñâÿçè ñ îòêðûòèåì óáèêâèòèíçàâèñèìîãî ìåõà-
íèçìà ðàñùåïëåíèÿ áåëêîâ, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó ýòè
ïðîòåîëèòè÷åñêèå êîìïëåêñû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãó-
ëÿöèè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïðîöåññîâ íà âñåõ ýòàïàõ
æèçíè êëåòêè. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî ó÷àñòèå ïðîòåà-
ñîì è èõ êîìïîíåíòîâ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, à òàêæå
îáíàðóæåíû ÀÒÔ-çàâèñèìàÿ ãåëèêàçíàÿ àêòèâíîñòü ïðî-
òåàñîì è èõ ñïîñîáíîñòü ê ðàñùåïëåíèþ íåêîòîðûõ ÐÍÊ.
Ñîâìåùåíèå òàêîãî ìíîæåñòâà âàæíåéøèõ ôóíêöèé äå-
ëàåò ïðîòåàñîìó íåçàìåíèìûì ó÷àñòíèêîì ðåãóëÿöèè ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ ïðè ëþáîì èçìåíåíèè ôèçèîëîãè÷åñêîãî
ñîñòîÿíèÿ êëåòêè. Â äàííîé ðàáîòå ðàññìàòðèâàåòñÿ òàêîå
âîçäåéñòâèå íà êëåòêè, êàê èíäóêöèÿ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ
äîêñîðóáèöèíîì, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê àïîïòîçó.

Äëÿ èçó÷åíèÿ èçìåíåíèé, ïðîèñõîäÿùèõ â ïðîòåàñî-
ìàõ ïðè èíäóêöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, ñóáúåäèíèöû ïðî-
òåàñîì, âûäåëåííûõ èç öèòîïëàçìû è ÿäåð êîíòðîëüíûõ è
îáðàáîòàííûõ äîêñîðóáèöèíîì êëåòîê K562, áûëè ðàçäå-
ëåíû ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà. Ïÿòíà, ñîîò-
âåòñòâóþùèå, ïî ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, ñóáúåäèíè-
öàì 20S-ïðîòåàñîìû, áûëè âûðåçàíû èç ãåëÿ è èññëåäîâà-
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ëèñü ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè, ÷òî ïîçâîëèëî
âûÿâèòü ðàçëè÷èå â ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèÿõ
íåêîòîðûõ ñóáúåäèíèö äî è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ äîêñîðó-
áèöèíà. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ðåãóëÿöèè àêòèâ-
íîñòåé ïðîòåàñîìû äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíîãî ó÷àñòèÿ â òà-
êîì èçìåíåíèè ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè, êàê
àïîïòîç.

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû èç ïÿòåí íà ãåëå ïîñëå
äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà, ñîîòâåòñòâóþùèõ àëü-
ôà-ñóáúåäèíèöàì ïðîòåàñîì, áûëè ýêñòðàãèðîâàíû áåë-
êè, êîòîðûå çàòåì èññëåäîâàëèñü íà íàëè÷èå ÐÍÊàçíûõ
àêòèâíîñòåé ïî îòíîøåíèþ ê ìÐÍÊ p53 ÷åëîâåêà, ïîëó-
÷åííîé â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè in vitro â ïðèñóòñòâèè
ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííîãî ÖÒÔ, â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ.
Âñå èññëåäîâàííûå ñóáúåäèíèöû ïðîÿâèëè ñïîñîáíîñòü ê
ðàñùåïëåíèþ ïðåäëîæåííîãî ñóáñòðàòà â íåêîòîðûõ
óñëîâèÿõ, îäíàêî ïðåäïî÷òèòåëüíûå óñëîâèÿ îêàçàëèñü
ðàçëè÷íûìè äëÿ ðàçëè÷íûõ ñóáúåäèíèö, à òàêæå èçìåíÿ-
ëèñü ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè äîêñîðóáèöèíà.

Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ñóáúåäèíèöà á5
ïðîòåàñîì ïðèñóòñòâóåò â êëåòêå â ñâîáîäíîì âèäå è
äàæå â ýòîì ñîñòîÿíèè ñîõðàíÿåò ñïîñîáíîñòü ê ðàñùåï-
ëåíèþ ÐÍÊ. Ìû ïðîâåðèëè íàëè÷èå àëüôà-ñóáúåäèíèö â
êëåòêå âíå ïðîòåàñîì è èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå èõ ïî
ôðàêöèÿì ñ ðàçëè÷íûìè ïëîòíîñòÿìè. Äàííîå ðàñïðåäå-
ëåíèå îêàçàëîñü ðàçëè÷íûì äëÿ ðàçíûõ áåëêîâ, à òàêæå
èçìåíÿëîñü äëÿ íåêîòîðûõ ñóáúåäèíèö ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
íà êëåòêè äîêñîðóáèöèíà, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î
âêëþ÷åíèè êàòàëèòè÷åñêè àêòèâíûõ ïðîòåàñîìíûõ ñóáú-
åäèíèö â êîìïëåêñû äëÿ ðåãóëÿöèè èõ ðîëè â êîíòðîëå
ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðè äàííîì èçìåíåíèè ôèçèîëîãè÷å-
ñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00834) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÎËÈÃÎÌÅÐÛ BASP1 ÔÎÐÌÈÐÓÞÒ ÈÎÍÍÛÅ ÊÀÍÀ-
ËÛ Â ËÈÏÈÄÍÛÕ ÁÈÑËÎßÕ. © Î. Ñ. Îñòðîóìîâà,1

Â. Â. Çàõàðîâ,2 Ë. Â. Ùàãèíà,1 Ì. È. Ìîñåâèöêèé.2 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Ïåòåðáóðãñêèé èíñòèòóò ÿäåð-
íîé ôèçèêè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, osostroumo-
va@mail.ru.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü óñòàíîâëåíèå âîçìîæíîñòåé
îáðàçîâàíèÿ èîííûõ êàíàëîâ ñèãíàëüíûìè áåëêàìè àê-
ñîííûõ îêîí÷àíèé íåéðîíîâ BASP1. Ïîêàçàíî, ÷òî îëè-
ãîìåðû BASP1 îáðàçóþò èîííûå êàíàëû â îòðèöàòåëüíî
çàðÿæåííûõ ôîñôîëèïèäíûõ áèñëîÿõ, îìûâàåìûõ 0.2 Ì
ðàñòâîðîì KCl (pH 7.5), êàê â ñëó÷àå ââåäåíèÿ áåëîêñî-
äåðæàùèõ ëèïîñîì, òàê è ïðè íåïîñðåäñòâåííîé äîáàâêå
BASP1 â îêîëîìåìáðàííûå ðàñòâîðû (1—15 ìêÌ).

Ìåíüøàÿ âåðîÿòíîñòü îáðàçîâàíèÿ BASP1-êàíàëîâ â
ìåìáðàíàõ èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ôîñôàòèäèëñåðèíà
è ôîñôàòèäèëýòàíîëàìèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ôîñôàòèäèë-
õîëèíñîäåðæàùèìè ìåìáðàíàìè óêàçûâàåò íà êëþ÷å-
âóþ ðîëü ôîñôàòèäèëõîëèíà â ôîðìèðîâàíèè BASP1-êà-
íàëîâ. BASP1-êàíàëû äåìîíñòðèðóþò ìíîãîóðîâíåâóþ
ïðîâîäèìîñòü. Íàèáîëåå ÷àñòî ðåãèñòðèðóþòñÿ êàíàëû
ìàëîé ïðîâîäèìîñòè (ïîðÿäêà 50 ïÑì), îäíàêî áîëüøèå
ïîäóðîâíè ïðîâîäèìîñòè (äî íåñêîëüêèõ ñîòåí ïÑì) òàê-
æå íàáëþäàþòñÿ äîñòàòî÷íî ÷àñòî. Âîëüò-àìïåðíàÿ õà-
ðàêòåðèñòèêà ìóëüòèêàíàëüíîé ìåìáðàíû ëèíåéíà, ÷òî

óêàçûâàåò íà ëèíåéíîñòü âîëüò-àìïåðíûõ õàðàêòåðèñòèê
ïîäóðîâíåé ïðîâîäèìîñòè BASP1-êàíàëîâ. Ðåçóëüòàòû
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ
ñâèäåòåëüñòâóþò îá îáðàçîâàíèè ïîäóðîâíåé ïðîâîäèìî-
ñòè BASP1-êàíàëîâ çà ñ÷åò ðàçíîãî ÷èñëà ìîíîìåðîâ,
ôîðìèðóþùèõ ïîðû. Áîëüøåå âðåìÿ çàäåðæêè ìåæäó äî-
áàâêîé áåëêà è ïîÿâëåíèåì êàíàëîâ ïðè íåïîñðåäñòâåí-
íîì ââåäåíèè áåëêà â îêîëîìåìáðàííûå ðàñòâîðû ïî
ñðàâíåíèþ ñ äîáàâêîé ëèïîñîì ãîâîðèò î òîì, ÷òî ââåäåí-
íûé â ðàñòâîð BASP1 âñòðàèâàåòñÿ â ìåìáðàíó â ìîíî-
ìåðíîé ôîðìå, à ñáîðêà ïðîâîäÿùèõ îëèãîìåðîâ ðàçíîãî
äèàìåòðà ïðîèñõîäèò óæå íà ëèïèäíîé ïîâåðõíîñòè. Ïî-
êàçàíà ïðåèìóùåñòâåííî êàòèîííàÿ ñåëåêòèâíîñòü
BASP1-êàíàëîâ (÷èñëî ïåðåíîñà äëÿ êàëèÿ 0.9 ± 0.1).
Óñòàíîâëåíî îòñóòñòâèå çàâèñèìîñòè êèíåòèêè îòêðûâà-
íèÿ/çàêðûâàíèÿ BASP1-êàíàëîâ îò çíàêà è âåëè÷èíû
òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî-
çâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî BASP1-êàíàëû ÿâëÿþòñÿ ïîòåí-
öèàëíåçàâèñèìûìè.

Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî îëèãîìåðû
BASP1 ôîðìèðóþò â ëèïèäíûõ áèñëîÿõ èîííûå êàíàëû,
àíàëîãè÷íûå ïî ñâîèì ñâîéñòâàì òðàíñìåìáðàííûì ïî-
ðàì, îáðàçóåìûì íåêîòîðûìè àìèëîèäíûìè áåëêàìè. Òà-
êèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû ðàáîòû ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ
äëÿ ïîíèìàíèÿ îáùèõ çàêîíîìåðíîñòåé îáðàçîâàíèÿ îëè-
ãîìåðíûõ êîìïëåêñîâ ñõîäíîé ñòðóêòóðû áåëêàìè, èìåþ-
ùèìè ðàçëè÷íóþ ïðèðîäó è ôèçèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè, â
òîì ÷èñëå àìèëîèäíûìè áåëêàìè, ÿâëÿþùèìèñÿ ïðè÷è-
íîé íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-00883), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ÃÊ ¹ Ï1372
(ÔÀÎ).

â-ÊÀÒÅÍÈÍ È Gsk3â ÔÎÐÌÈÐÓÞÒ Â ÌÅÇÅÍÕÈÌ-
ÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÛ, ÂÊËÞ-
×ÀÞÙÈÅ Â ÑÅÁß ÐÀÇËÈ×ÍÛÅ ÔÎÐÌÛ p130.
© Í. Ñ. Ïåòðîâ, Î. Â. Æèäêîâà, Á. Â. Ïîïîâ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, mickola@inbox.ru.

Ñîïðÿæåíèå ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè â
áîëüøèíñòâå êëåòî÷íûõ ëèíèé îñíîâàíî íà îáðàçîâàíèå
ñóïðåññîðíîãî êîìïëåêñà p130—E2f4, êîòîðûé òðàíñ-
êðèïöèîííî ïîäàâëÿåò ñèíòåç ìíîæåñòâà áåëêîâ, ðåãóëè-
ðóþùèõ õîä êëåòî÷íîãî öèêëà, è îñòàíàâëèâàåò êëåòêè â
ôàçå G0/G1. Ìû íàøëè, ÷òî â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ (ÌÑÊ), àêòèâèðîâàííûõ ê ýïèòåëèàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêå ïóòåì êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè ëèíèè
A-549 èëè ïðè ðîñòå â ñðåäå ñ èîíàìè ëèòèÿ, ïðîèñõîäÿò
íàêîïëåíèå è àêòèâàöèÿ p130, E2f4 è â-êàòåíèíà, ÷òî íå
ñîïðÿæåíî ñ òîðìîæåíèåì êëåòî÷íîãî öèêëà. ÌÑÊ ïî-
äîáíî ýìáðèîíàëüíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì íå îñòàíàâëè-
âàþò ïðîëèôåðàöèþ â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ðîñòîâûõ ôàê-
òîðîâ è íå àêòèâèðóþò åå ïðè ðåñòèìóëÿöèè ôåòàëüíîé
ñûâîðîòêîé. Ñèíõðîíèçàöèÿ ÌÑÊ ïóòåì îáðàáîòêè òèìè-
äèíîì è íîêîäàçîëîì â ôàçàõ G0/G1 è M íå ñîïðîâîæäà-
åòñÿ èçìåíåíèåì óðîâíÿ è ðèñóíêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
p130 â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ìûøèíûì ãåïàòîöèòàì è
êëåòêàì ëèíèè T98G, êîòîðûì ñâîéñòâåííî íàêîïëåíèå
ôîðì 1 è 2 p130 â ïîêîå è ôîðìû 3 ïðè àêòèâíîé ïðîëè-
ôåðàöèè. Àíòèòåëà ê p130 èëè â-êàòåíèíó ïðåöèïèòèðó-
þò èç ýêñòðàêòîâ àêòèâèðîâàííûõ ëèòèåì ÌÑÊ ôîðìó 2

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 501



p130, âçàèìîäåéñòâóþùóþ ñ ãèïåðôîñôîðèëèðîâàíèåì
â-êàòåíèíîì. Â ÌÑÊ ôîðìèðóþòñÿ ðàçëè÷íûå êîìïëåêñû
Gsk3â— â-êàòåíèí, â êîòîðûõ p130 ïðèñóòñòâóåò â ôîðìå
1 èëè 2. Îáðàçîâàíèå ðàçëè÷íûõ êîìïëåêñîâ Gsk3â—
p130—â-êàòåíèí, âîçìîæíî, ñîîòâåòñòâóåò èõ ðàçëè÷íîé
ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà ÌÊÑ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00595).

ÐÅÃÓËßÖÈß ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ ÃÅÍÎÂ, ÊÎÄÈÐÓÞ-
ÙÈÕ ÁÅËÊÈ Ó ÈÍÔÓÇÎÐÈÉ. © À. Þ. Ïèìåíîâ,
Ñ. Î. Ñêàðëàòî. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, iamshura@yahoo.com.

Ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèï-
öèè è ñòðîåíèè îñíîâíîãî ïðîìîòîðà ãåíîâ, êîäèðóþùèõ
áåëêè ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ, áàçèðóþòñÿ íà äàí-
íûõ, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ
íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà (ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä).
Ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ èíôîðìàöèè î ñòåïåíè êîíñåðâàòèâ-
íîñòè ýòèõ ýëåìåíòîâ ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü ïåðåéòè â
ðÿäå ñëó÷àåâ ê òåîðåòè÷åñêîìó àíàëèçó, âûðàæàþùåìóñÿ
â ñîïîñòàâëåíèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðî-
ìîòîðíûõ îáëàñòåé èññëåäîâàííûõ ãåíîâ ñ íóêëåîòèäíû-
ìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè õðîìîñîì, íå ïîäâåðãàâøèõ-
ñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîìó èçó÷åíèþ (ñðàâíèòåëüíî-ìîëåêó-
ëÿðíûé ïîäõîä). Îäíàêî ïåðåõîä îò ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
ê ñðàâíèòåëüíî-ìîëåêóëÿðíîìó ìåòîäó èçó÷åíèÿ ÄÍÊ ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ âíåñåíèåì âåðîÿòíîé îøèáêè â èññëåäîâà-
íèå, êîòîðàÿ îáóñëîâëåíà îòñóòñòâèåì ÷åòêèõ ïðåäñòàâëå-
íèé î âíóòðåííåé íóêëåîòèäíîé ñòðóêòóðå ýëåìåíòîâ ðå-
ãóëÿöèè, ìèíèìàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ, íåîáõî-
äèìûõ äëÿ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, à òàêæå îá èõ ðàçíî-
îáðàçèè â ðàçëè÷íûõ ãðóïïàõ îðãàíèçìîâ. Â ðåçóëüòàòå â
ëèòåðàòóðå íàêàïëèâàåòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïðîòèâî-
ðå÷àùèõ äðóã äðóãó äàííûõ î ñòðîåíèè ïðîìîòîðíûõ îá-
ëàñòåé ãåíîâ ýóêàðèîò, íå ïîäêðåïëåííûõ ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ïðîâåðêîé. Ýòî äåëàåò íåîáõîäèìûì ÷åòêîå îã-
ðàíè÷åíèå ðàìîê èñïîëüçîâàíèÿ ñðàâíèòåëüíîãî ïîäõîäà,
à òàêæå óòî÷íåíèå ïðèíöèïîâ ïëàíèðîâàíèÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà îñíîâå íîâûõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ
ãåíà á1-òóáóëèíà èíôóçîðèè Stylonychia lemnae, óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïðîìîòîðû ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè èíôóçî-
ðèé, ìîãóò áûòü ïîäðàçäåëåíû íà òðè îñíîâíûå ãðóïïû:
à) ïðîìîòîðû, ïîñòðîåííûå ïî êëàññè÷åñêîé ñõåìå,
õàðàêòåðíîé äëÿ ìíîãèõ ýóêàðèîò, è ñîäåðæàùèå òîëüêî
TATA-áîêñ è èíèöèàòîð; á) ïðîìîòîðû, òàêæå õàðàê-
òåðíûå äëÿ ìíîãèõ ýóêàðèîò è ñîäåðæàùèå íàðÿäó ñ
TATA-áîêñîì è èíèöèàòîðîì ðÿä äîïîëíèòåëüíûõ ðåãó-
ëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ, òàêèõ êàê CAAT-áîêñ, GC-áîêñ, ðàç-
ëè÷íûå ýíõàíñåðû è ðåïðåññîðû; â) ïðîìîòîðû, ñîäåðæà-
ùèå ñïåöèôè÷åñêèå ðåãóëÿòîðíûå íóêëåîòèäíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè, õàðàêòåðíûå äëÿ íåêîòîðûõ ãåíîâ è ãðóïï
èíôóçîðèé.

Íà îñíîâå äàííûõ î ðàçíîîáðàçèè ïðîìîòîðíûõ îáëà-
ñòåé ãåíîâ êëàññà II èíôóçîðèé ïðåäëîæåíà ñõåìà ñîâìå-
ñòíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî è ñðàâíè-
òåëüíî-ìîëåêóëÿðíîãî ìåòîäîâ èçó÷åíèÿ ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè êàê ïðåäñòàâèòåëåé òèïà Ciliophora, òàê è
ýóêàðèîò â öåëîì. Ïîñòðîåí àëãîðèòì ïëàíèðîâàíèÿ ýêñ-

ïåðèìåíòàëüíîé îñíîâû äëÿ ñðàâíèòåëüíî-ìîëåêóëÿðíûõ
èññëåäîâàíèé ðàíåå íå èçó÷åííûõ ãåíîâ ýóêàðèîò.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÁÅËÊÀ Gadd45á ÍÀ ÀÍ-
ÒÈÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÎÅ ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ
HDAC Â E1A + Ras-ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÔÈÁ-
ÐÎÁËÀÑÒÀÕ. © À. Ê. Ïîæèäàåâà, Ì. Â. Àáðàìîâà,
Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, leff0308@mail.ru.

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDAC) ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé íîâûé êëàññ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ àãåíòîâ.
Ïðåäîòâðàùàÿ äåàöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ, îíè ñïîñîáñò-
âóþò äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè ðÿäà ïðîëèôåðàòèâíûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ
ïîäàâëåíà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ (Rosato et al., 2003). Îä-
íàêî òî÷å÷íûå ìåõàíèçìû àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñò-
âèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè.

Gadd45á èçâåñòåí êàê áåëîê, èíäóöèðóåìûé ðàçëè÷-
íûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèìè ôàêòîðàìè è ñòðåññàìè, êî-
òîðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ áëîêîì ïðîëèôåðàöèè (Kastan et
al., 1992). Ðàíåå áûëà óñòàíîâëåíà ðîëü Gadd45á â òàêèõ
êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, êàê ïðîëèôåðàöèÿ, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ,
êîíòðîëü êëåòî÷íîãî öèêëà è àïîïòîç (Garrier et al., 1994).

Íàìè áûëà óñòàíîâëåíà êîððåëÿöèÿ âî âðåìåíè ìåæ-
äó çàïóñêîì ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ ìûøèíûõ
ýìáðèîíàëüíûõ E1A + Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðî-
áëàñòîâ, èíäóöèðîâàííîãî ïðîäîëæèòåëüíûì âîçäåéñòâè-
åì èíãèáèòîðîâ HDAC òðèõîñòàòèíîì A (TSA) è áóòèðà-
òîì íàòðèÿ, è íàêîïëåíèåì áåëêà Gadd45á. Íåîáðàòè-
ìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîãî áëîêà, à òàêæå ïîÿâëåíèå
ìàðêåðà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (îêðàøèâàíèå íà â-ãàëàêòî-
çèäàçó) íàáëþäàëèñü òîëüêî ïîñëå îáðàáîòêè TSA òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + Ras íå ìåíåå 72 ÷. Ñîîòâåòñòâåííî
òðàíñêðèïöèÿ ãåíà gadd45á óâåëè÷èâàëàñü ïîñòåïåííî â
çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ TSA, òîãäà êàê áåë-
êîâûé ïðîäóêò äåòåêòèðîâàëñÿ òîëüêî ÷åðåç 72 ÷. Äàííûå
èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçûâàþò, ÷òî
áåëîê Gadd45á, íàêîïëåííûé ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ TSA,
ëîêàëèçóåòñÿ â îñíîâíîì â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè ÿäðà
òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras.

Ó÷èòûâàÿ ïîêàçàííóþ ðàíåå ðîëü áåëêîâ ñåìåéñòâà
Gadd45á â êëåòî÷íîì ñòàðåíèè (Bulavin et al., 2003), ìû
èññëåäîâàëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ HDAC íà ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê, íå ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê Gadd45á

(Gadd45á-/-). Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îòñóòñòâèå â êëåòêàõ áåëêà Gadd45á

íå ïðèâîäèò ê èñ÷åçíîâåíèþ èíäóöèðîâàííîãî èíãèáèòî-
ðàìè HDAC áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà. Îäíàêî ñíèæåíèå
äîëè êëåòîê â ôàçå S â êëåòêàõ Gadd45á-/- íàñòóïàåò ñïóñ-
òÿ áîëüøåå âðåìÿ èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðàìè è ìåíåå âû-
ðàæåíî. Ïðè ýòîì â êëåòêàõ Gadd45á-/- íàáëþäàëîñü
î÷åíü ñëàáîå îêðàøèâàíèå íà SA-â-Ga1 ÷åðåç 48 ÷ è îñòà-
âàëîñü íåèçìåííûì ïðè äàëüíåéøåé îáðàáîòêå TSA. Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îòñóòñòâèå
Gadd45á ñíèæàåò ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðîâ HDAC âûçû-
âàòü ñòàðåíèå êëåòîê.

Àíàëèç öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëå-
òîê Gadd45á-/- ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ âûÿâëÿåò èíäóöèðî-
âàííîå èíãèáèòîðàìè HDAC óâåëè÷åíèå ñóáäèïëîèäíîãî
ïèêà, õàðàêòåðèçóþùåãî äðîáëåíèå ÄÍÊ ïðè àïîïòîçå.
Äàííûå êîëîðèìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà êàñïàçíîé àêòèâíî-
ñòè ïîêàçûâàþò, ÷òî áóòèðàò íàòðèÿ íå âëèÿåò íà àêòèâ-
íîñòü êàñïàçû-3 â èñõîäíûõ ôèáðîáëàñòàõ E1A + Ras,
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òîãäà êàê â êëåòêàõ, íå ýêñïðåññèðóþùèõ Gadd45á, êàñïà-
çà-3 àêòèâèðóåòñÿ â äåñÿòêè ðàç, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î çà-
ïóñêå èíãèáèòîðàìè HDAC àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè
òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras (Gadd45á-/-).

Òàêèì îáðàçîì, â çàâèñèìîñòè îò ïðèñóòñòâèÿ áåëêà
Gadd45á â êëåòêå èíãèáèòîðû HDAC ñïîñîáíû âûçûâàòü
ðàçëè÷íûå àíòèïðîëèôåðàòèâíûå ýôôåêòû (àïîïòîç èëè
ñòàðåíèå) â êîíòåêñòå îäèíàêîâîãî òèïà êëåòîê è îíêî-
ãåííîé òðàíñôîðìàöèè.

ÑÍÈÆÅÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ STIM1 Â ÊËÅÒÊÀÕ
HEK293 ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÏÎÄÀÂËÅÍÈÅ ÐÅÖÅÏÒÎÐ- È
ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÎÃÎ ÂÕÎÄÀ Ca2+. © È. À. Ïîçäíÿ-
êîâ, Â. À. Âèãîíò, Ñ. Â. Ëüâîâñêàÿ, Î. À. Çèìèíà. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, neofuturu@mail.ru.

STIM1 — òðàíñìåìáðàííûé áåëîê, áîëüøàÿ ÷àñòü
ïóëà êîòîðîãî ëîêàëèçîâàíà â ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ) è ìåíüøàÿ — â ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå êëåòêè. Îí èìååò îäèí òðàíñìåìáðàííûé ñåã-
ìåíò, äëèííûé Ñ-òåðìèíàëüíûé ó÷àñòîê, îáðàùåííûé â
öèòîïëàçìó, à íà ñâîåì N-òåðìèíàëüíîì ó÷àñòêå, îðèåí-
òèðîâàííîì â ëþìåí ÝÐ, — êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûé äî-
ìåí EE-hand. Äàííûå ïî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îð-
ãàíèçàöèè áåëêà STIM1 ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îí
èãðàåò ðîëü ñåíñîðà êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ
âíóòðè äåïî è îñíîâíîãî ïîñðåäíèêà â ïåðåäà÷å ñèãíàëà
îò îïóñòîøåííûõ äåïî ê ðåöåïòîð- è äåïîóïðàâëÿåìûì
êàíàëàì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.

Äëÿ âû÷èñëåíèÿ ðîëè áåëêà STIM1 â ðåöåïòîð- è äå-
ïîóïðàâëÿåìîì âõîäå Ca2+ â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûå êëåòêè
ëèíèè HEK293 áûëà ïîëó÷åíà ñòàáèëüíàÿ ëèíèÿ êëåòîê
ñî ñíèæåííûì ñîäåðæàíèåì ýòîãî áåëêà — êëîí íà îñíî-
âå HEK293, íàçâàííûé HEKS4. Êëîí áûë ïîëó÷åí ñ ïîìî-
ùüþ ìåòîäà ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè. Ïðîâåðêà ñíèæåíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ áåëêà STIM1 â êëåòêàõ êëîíà ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè HEK293 âåëàñü ìåòîäàìè SDS-ýëåêòðîôî-
ðåçà ëèçàòîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòîê è ïîñëåäóþùåãî
èììóíîáëîòèíãà ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
STIM1. Ñîäåðæàíèå STIM1 â êëåòêàõ HEKS4 ñíèæåíî íà
70 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ èíòåãðàëüíûõ òîêîâ êàëüöèÿ â êëåòêè
ñ ïîäàâëåííîé ýêñïðåññèåé Stim1 (êëîí HEKS4) è â êëåò-
êè, â êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà íå ïîäàâëÿëàñü (êîíò-
ðîëü), ïðîâîäèëè ýêñïåðèìåíòû ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëî-
êàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà íà ìåìáðàíå â êîíôèãóðà-
öèè «öåëàÿ êëåòêà».

Ïðè ñðàâíåíèè èíòåãðàëüíûõ òîêîâ êàëüöèÿ ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, ðàçâèâàþùèõñÿ â îòâåò íà
ïðèëîæåíèå 1 ìêÌ òàïñèãàðãèíà, äëÿ êëåòîê êëîíà
HEKS4, ãäå ýêñïðåññèÿ Stim1 ïîäàâëåíà, è êëåòîê ñ íîð-
ìàëüíûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà ïîêàçàíî ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëåíèå òîêà êàëüöèÿ (íà 80 % (P <
< 0.05)) â êëåòêè HEKS4 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ìîæ-
íî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ñíèæåíèå ýêñïðåññèè Stim1
âåäåò ê ïîäàâëåíèþ èñêëþ÷èòåëüíî äåïîçàâèñèìîãî âõî-
äà êàëüöèÿ â êëåòêó, òàê êàê òàïñèãàðãèí ïàññèâíî îïóñ-
òîøàåò äåïî, èíãèáèðóÿ ðàáîòó êàëüöèåâûõ ïîìï ÝÐ.

Ïðè ñðàâíåíèè èíòåãðàëüíûõ òîêîâ êàëüöèÿ ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, ðàçâèâàþùèõñÿ â îòâåò íà
ïðèëîæåíèå 100 ìêÌ UTP, äëÿ êëåòîê êëîíà HEKS4 è
êîíòðîëüíûõ êëåòîê, â êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà íå
ïîäàâëÿëàñü, íàáëþäàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ñíèæåíèå
òîêà êàëüöèÿ (íà 95 % (P < 0.05)) â êëåòêè êëîíà HEKS4.

Íàëè÷èå îñòàòî÷íîãî òîêà ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
â êëåòêàõ êëîíà HEKS4 ýêñïðåññèÿ Stim1 ïîäàâëåíà íå
ïîëíîñòüþ. Òåì íå ìåíåå èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî STIM1 íåîáõîäèì äëÿ ðåãóëÿöèè àêòèâíî-
ñòè ðåöåïòîð- è äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ êëåòîê ëèíèè
HEK293, òàê êàê UTP — àãîíèñò è ðåöåïòîð-, è äåïîóï-
ðàâëÿåìîãî âõîäà Ca2+.

Ñòîèò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî àìïëèòóäû èíòåãðàëüíûõ
òîêîâ êàëüöèÿ â êëåòêè HEKS4, âûçâàííûå ïðèëîæåíèåì
êàê UTP, òàê è òàïñèãàðãèíà, ïðàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àþò-
ñÿ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñíèæåíèå êîíöåíòðà-
öèè STIM1 îñîáåííî êðèòè÷íî äëÿ ðåöåòîðóïðàâëÿåìîãî
âõîäà, òàê êàê UTP ÿâëÿåòñÿ àãåíòîì, àêòèâèðóþùèì îáà
òèïà âõîäà èîíîâ êàëüöèÿ â êëåòêó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01107à è 07-04-0224), ãðàíòà «Âåäóùèå íàó÷íûå
øêîëû» ÍØ-1135.2008.4 è ïðîãðàììû ÌÊÁ ÐÀÍ.

ÊÎÍÔÎÐÌÀÖÈÎÍÍÛÅ ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ßÄÅÐÍÎÃÎ
ÁÅËÊÀ HMGB1 È ÑÏÅÖÈÔÈÊÀ ÅÃÎ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒ-
ÂÈß Ñ ÄÍÊ. © Ò. Þ. Ðîäèîíîâà,1, 2 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî,1, 2

Å. Â. ×èõèðæèíà,1 Â. È. Âîðîáüåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ôèçè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, tati-
rod9@gmail.com.

Íåãèñòîíîâûé áåëîê õðîìàòèíà HMGB1 (îò àíãë.
High Mobility Group) ïðèñóòñòâóåò êàê â öèòîïëàçìå, òàê
è â ÿäðå êëåòêè â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ (ëîêàëèçàöèÿ
è êîëè÷åñòâî ñèëüíî çàâèñÿò îò òèïà òêàíè). Íà ñåãîäíÿø-
íèé äåíü íåò ÷åòêîãî ïðåäñòàâëåíèÿ íå òîëüêî î âûïîëíÿ-
åìûõ HMGB1 ôóíêöèÿõ, íî è î ìåõàíèçìàõ åãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ ÄÍÊ. Áîëüøàÿ ÷àñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ óêàçûâàåò íà òî, ÷òî HMGB-áåëêè ñâÿçûâàþòñÿ
èçáèðàòåëüíî ñ îòäåëüíûìè ó÷àñòêàìè õðîìàòèíà; ýòî
ñâÿçûâàíèå îïðåäåëÿåòñÿ íå ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëå-
îòèäîâ, à êîíôîðìàöèåé äàííîé îáëàñòè ÄÍÊ. Ïî ýòîé
ïðè÷èíå ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî áåëîê âûïîëíÿåò ïðåæäå âñåãî
ñòðóêòóðíóþ ôóíêöèþ â õðîìàòèíå. Îäíàêî åñòü îñíîâà-
íèÿ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ÄÍÊ èçìåíÿ-
þòñÿ è ñâîéñòâà ñàìîãî áåëêà, ÷òî äîëæíî íàõîäèòü îòðà-
æåíèå â èçìåíåíèè åãî ñòðóêòóðû. Ìåòîäàìè êðóãîâîãî
äèõðîèçìà, ÓÔ-ñïåêòðîñêîïèè, ïëàâëåíèÿ ÄÍÊ è
ãåëü-ðåòàðäàöèè ìû ïðîâîäèëè èçó÷åíèå ñòðóêòóðíûõ èç-
ìåíåíèé â ìîëåêóëàõ ÄÍÊ è áåëêà â õîäå êîìïëåêñîîáðà-
çîâàíèÿ.

Èìåþùèåñÿ ëèòåðàòóðíûå äàííûå ïî ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè áåëêà íåñêîëüêî ðàçíÿòñÿ. Â ÷àñòíîñòè, ñî-
ãëàñíî äàííûì ßÌÐ îòäåëüíûõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ äîìå-
íîâ áåëêà, â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè äîëÿ á-ñïèðàëüíûõ ó÷à-
ñòêîâ â ìîëåêóëå HMGB1 ïðåâûøàåò 80 %. Â òî æå
âðåìÿ, ïî äàííûì òåðìîäèíàìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé äðó-
ãèõ àâòîðîâ, áåëîê ïðèîáðåòàåò ÿðêî âûðàæåííóþ âòî-
ðè÷íóþ ñòðóêòóðó òîëüêî ïðè òåìïåðàòóðàõ íèæå 5 °Ñ,
ò. å. ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ îí ïðåèìóùåñòâåííî
íåóïîðÿäî÷åí. Ìåòîäîì êðóãîâîãî äèõðîèçìà íàìè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè 25 °Ñ ñòåïåíü á-ñïèðàëüíîñòè HMGB1
íå ïðåâûøàåò 30 %. Â õîäå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÄÍÊ, ÿâëÿ-
þùåéñÿ åãî ïðèðîäíîé ìèøåíüþ â õðîìàòèíå, ñ ðîñòîì
ñîäåðæàíèÿ áåëêà â ïðîáå âïëîòü äî âåñîâîãî ñîîòíîøå-
íèÿ áåëîê/ÄÍÊr = 0.4 ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå äîëè ñïèðà-
ëüíûõ ó÷àñòêîâ â áåëêå íà 15 % ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì â
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ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè. Ïðè äàííûõ âåñîâûõ ñîîòíîøåíè-
ÿõ áåëîê/ÄÍÊ çíà÷èòåëüíûõ ñïåêòðàëüíûõ èçìåíåíèé â
ñòðóêòóðå ÄÍÊ åùå íå íàáëþäàåòñÿ. Äàëüíåéøåå óâåëè-
÷åíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà â ïðîáå ïðèâîäèò ê ñèëüíûì
ìåæìîëåêóëÿðíûì âçàèìîäåéñòâèÿì è îáðàçîâàíèþ íàä-
ìîëåêóëÿðíûõ ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ.

Ìåòîäîì ãåëü-ðåòàðäàöèè óñòàíîâëåíî, ÷òî HMGB1
ïðè íàëè÷èè â ðàñòâîðå ëèíåéíîé, ðåëàêñèðîâàííîé è ñó-
ïåðñêðó÷åííîé ôîðì ÄÍÊ èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ñó-
ïåðñêðó÷åííîé ôîðìîé. Àíàëèç ñïåêòðàëüíûõ äàííûõ è
ãåëü-ðåòàðäàöèè ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî âíå çàâèñèìî-
ñòè îò ôîðì ÄÍÊ â ðàñòâîðå ðàçìåð ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ
HMGB1 ñ ÄÍÊ, ïðè êîòîðîì åùå íå íàáëþäàåòñÿ àêòèâ-
íûõ áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé â êîìïëåêñå, ñî-
ñòàâëÿåò 80—100 ï. î. Â ýòîé îáëàñòè ìàëûõ çíà÷åíèé r
ïðîâåäåíà ïðîâåðêà òåðìîñòàáèëüíîñòè ÄÍÊ â êîìïëåê-
ñå. Àíàëèçèðîâàëàñü òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ ÄÍÊ ïðè
óâåëè÷åíèè ñîäåðæàíèÿ áåëêà â ïðîáå. Íåñìîòðÿ íà îñî-
áåííîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ HMGB1 ñ ÄÍÊ, ïðîÿâëÿþùèå-
ñÿ â ñèëüíîì èçãèáå äâîéíîé ñïèðàëè â ìåñòå ñâÿçûâàíèÿ,
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ ÄÍÊ â
êîìïëåêñå ñìåùàåòñÿ â ñòîðîíó âûñîêèõ òåìïåðàòóð ñ ðî-
ñòîì êîëè÷åñòâà áåëêà â êîìïëåêñå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-08-01119) è ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà.

ÀÍÀËÈÇ ÏÎËÈÌÎÐÔÈÇÌÀ ÏÐÎÌÎÒÎÐÍÎÉ ÎÁËÀÑ-
ÒÈ ÃÅÍÀ IL-6 Ñ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅÌ ÌÅÒÎÄÀ HRM. ©
À. Ë. Ðóíîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
tsinakan@gmail.com.

Çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî îäíîíóêëåîòèäíûõ ïîëèìîðôèç-
ìîâ (SNP), îáíàðóæåííûõ â ãåíîìå ÷åëîâåêà, èìååò ìåäè-
öèíñêîå çíà÷åíèå. Ïðèñóòñòâèå SNP ìîæåò îêàçûâàòü
âëèÿíèå êàê íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, òàê è íà ñòðóêòóðó êî-
äèðóåìûõ èìè áåëêîâ è ïîçâîëÿåò ïðåäñêàçàòü îòâåò îðãà-
íèçìà íà çàáîëåâàíèÿ, ôàêòîðû îêðóæàþùåé ñðåäû èëè
òåðàïèþ. Òàêèì îáðàçîì, íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâ-
ëÿþò ìåòîäû, ïîçâîëÿþùèå íå òîëüêî îõàðàêòåðèçîâàòü
èçâåñòíûå SNP, íî è âûÿâèòü ïðèñóòñòâèå ðàíåå íå îïè-
ñàííûõ SNP.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàññìàòðèâàåòñÿ ïðèìåíåíèå ìå-
òîäà ïëàâëåíèÿ ÄÍÊ ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì (HRM) äëÿ
àíàëèçà ïîëèìîðôèçìà ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà èíòåð-
ëåéêèíà-6 (IL-6) ÷åëîâåêà.

IL-6 — èíòåðëåéêèí, êîòîðûé ìîæåò äåéñòâîâàòü êàê
ïðîâîñïàëèòåëüíûé è àíòèâîñïàëèòåëüíûé öèòîêèí. Îí
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ìåäèàòîðîâ îñòðîé ôàçû
âîñïàëåíèÿ. Óðîâåíü åãî ýêñïðåññèè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
îïðåäåëÿþùèõ ôàêòîðîâ èíòåíñèâíîñòè âîñïàëèòåëüíîãî
îòâåòà è, òàêèì îáðàçîì, ìîæåò èãðàòü ðîëü â ðàçâèòèè
ïîñòêàðäèîòîìíîãî ñèíäðîìà (ÏÊÒÑ) — ÷àñòîãî îñëîæ-
íåíèÿ ïðè õèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèÿõ íà îòêðûòîì ñåðäöå.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèÿ ïðåïàðàòû ÄÍÊ áûëè
âûäåëåíû èç îáðàçöîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè 200 ïàöèåí-
òîâ Ôåäåðàëüíîãî öåíòðà ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëî-
ãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà Ðîñìåäòåõíîëîãèé. Ïðîìîòîðíàÿ
îáëàñòü ãåíà IL-6 áûëà àìïëèôèöèðîâàíà â ñîñòàâå øåñòè
ïåðåêðûâàþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ ðàçìåðîì 89—172 ï. î.
HRM-àíàëèç âûÿâèë ïðèñóòñòâèå SNP òîëüêî â îäíîì èç
èññëåäîâàííûõ ôðàãìåíòîâ. SNP –174G > C áûë èäåíòè-
ôèöèðîâàí ïðÿìûì ñèêâåíñîì ïðîäóêòîâ ÏÖÐ, îòíîñÿ-

ùèõñÿ ê ðàçíûì àëëåëÿì ïî ðåçóëüòàòàì HRM-àíàëèçà.
Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âëèÿíèå ïîëè-
ìîðôèçìà –174G > C ãåíà IL-6 íà ðàçâèòèå ÏÊÒÑ ó ëþ-
äåé.

ÂÕÎÄ ÊÀËÜÖÈß Â ÊËÅÒÊÓ Â ÐÅÇÓËÜÒÀÒÅ ÄÈÑÑÎ-
ÖÈÀÖÈÈ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÀÄÀÏÒÅÐÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ ÑÅ-
ÌÅÉÑÒÂÀ ÍÎÌÅÐ Â ÊËÅÒÊÀÕ ËÈÍÈÈ 431 È ËÈÍÈÈ
SK-N-SH. © Ì. À. Ðÿçàíöåâà, À. Â. Øàëûãèí. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, mariaandreevnar@gma-
il.com.

Àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè, ñîïðÿæåííîãî ñ ôîñôî-
ëèïàçîé C, âî ìíîãèõ ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ è íåðâíûõ
êëåòêàõ ñîïðîâîæäàåòñÿ âûáðîñîì êàëüöèÿ èç âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî è ïîñëåäóþùèì åãî âõîæäåíèåì ÷åðåç êàíà-
ëû â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Âõîä êàëüöèÿ â ðåçóëüòà-
òå îïóñòîøåíèÿ äåïî îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç òàê íàçûâàå-
ìûå äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû. Ýòè êàíàëû îáëàäàþò
íèçêîé ïðîâîäèìîñòüþ è âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòüþ äëÿ
èîíîâ êàëüöèÿ è áàðèÿ. Òî÷íûé ìåõàíèçì àêòèâàöèè äå-
ïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ íà äàííûé ìîìåíò íåèçâåñòåí.
Îäíà èç ãèïîòåç ïðåäïîëàãàåò âçàèìîäåéñòâèå äåïîóïðàâ-
ëÿåìîãî êàíàëà ñ ðåöåïòîðîì èíîçèòîë-1, 4, 5-òðèñôîñôà-
òà (IP3R) â ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà.

Â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ è íåðâíûõ êëåòêàõ ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ àäàïòåðíûå áåëêè ñåìåéñòâà Homer. Áåëêè ñå-
ìåéñòâà Homer îáðàçóþò îëèãîìåðû è ñîçäàþò ìî-
ëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû, ñâÿçûâàÿñü ñ áåëêàìè-ìèøåíÿìè,
ñîäåðæàùèìè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
PPXXF, ãäå X — ëþáàÿ àìèíîêèñëîòà. Òàêèì áåëêîì-ìè-
øåíüþ äëÿ áåëêîâ Homer ÿâëÿåòñÿ IP3R. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ñèíòåòè÷åñêèé ïåïòèä, ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü PPKKFR, íàðóøàåò âçàèìîäåéñòâèå Homer ñ IP3R
in vitro. Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî áåëêè ñå-
ìåéñòâà Homer ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â àêòèâàöèè äåïîóï-
ðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàð-
öèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè A431 è êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû
ëèíèè SK-N-SH.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä ëîêàëüíîé ôèêñàöèè
ïîòåíöèàëà patch-clamp â êîíôèãóðàöèè «Whole-cell». Äî-
áàâëåíèå â ðàñòâîð ðåãèñòðèðóþùåé ïèïåòêè ñèíòåòè÷å-
ñêîãî ïåïòèäà PPKKFR, âûçûâàëî àêòèâàöèþ ñåëåêòèâ-
íûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëèíèè A431. Ïî ñâîèì
õàðàêòåðèñòèêàì òîê ÷åðåç ýòè êàíàëû áûë èäåíòè÷åí
òîêó ÷åðåç îïèñàííûå ðàíåå â êëåòêàõ A431 äåïîóïðàâëÿ-
åìûå êàëüöèåâûå êàíàëû. Ïðè ïîñëåäóþùåì äîáàâëåíèè
âî âíåêëåòî÷íûé ðàñòâîð ÓÒÔ íå ïðîèñõîäèëî èçìåíå-
íèÿ òîêà. Äîáàâëåíèå â ðàñòâîð ðåãèñòðèðóþùåé ïèïåòêè
êîíòðîëüíîãî ïåïòèäà PPKKRR, íå ðàñïîçíàâàåìîãî áåë-
êàìè â êà÷åñòâå ëèãàíäà, íå âûçûâàëî àêòèâàöèè âõîäà
êàëüöèÿ â êëåòêó, íî â ýòèõ æå ýêñïåðèìåíòàõ ïðèëîæå-
íèå ÓÒÔ âûçûâàëî àêòèâàöèþ äåïîóïðàâëÿåìîãî êàëüöè-
åâîãî âõîäà. Áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ïðè ðàçîáùåíèè
ñâÿçè îëèãîìåðîâ Homer ñ áåëêàìè-ìèøåíÿìè ïðîèñõî-
äèò àêòèâàöèÿ äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëè-
íèè A431.

Â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH â ýêñïåðèìåíòàõ
ñ äîáàâëåíèåì â ðåãèñòðèðóþùóþ ïèïåòêó ïåïòèäà
PPKKFR ïðîèñõîäèëà àêòèâàöèÿ âõîäà êàëüöèÿ â êëåòêó
÷åðåç ñåëåêòèâíûå êàëüöèåâûå êàíàëû, îáëàäàþùèå íèç-
êîé ïðîâîäèìîñòüþ. Ïîñëåäóþùåå îïóñòîøåíèå äåïî ñ
ïîìîùüþ òàïñèãàðãèíà íå âûçûâàëî óâåëè÷åíèå àìïëè-
òóäû òîêà. Äîáàâëåíèå â ðàñòâîð ðåãèñòðèðóþùåé ïèïåò-
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êè êîíòðîëüíîãî ïåïòèäà PPKKRR, íå ðàñïîçíàâàåìîãî
áåëêàìè â êà÷åñòâå ëèãàíäà, íå âûçûâàëî àêòèâàöèè âõî-
äà êàëüöèÿ â êëåòêó, íî â ýòèõ æå ýêñïåðèìåíòàõ îïóñòî-
øåíèå äåïî ñ ïîìîùüþ òàïñèãàðãèíà âûçûâàëî àêòèâà-
öèþ êàëüöèåâîãî âõîäà ñ òîêîì ìåíüøåé àìïëèòóäû, ÷åì
â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ïåïòèäîì PPKKFR. Â êîíòðîëüíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ áåç äîáàâëåíèÿ ïåïòèäîâ îïóñòîøåíèå äåïî
ïðèâîäèëî ê àêòèâàöèè ñ ìåíüøåé àìïëèòóäîé, ÷åì â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ñ äîáàâëåíèåì ïåïòèäà PPKKFR. Âî âñåõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ïîòåíöèàëóïðàâëÿåìûå êàíàëû áëîêèðîâà-
ëèñü ñ ïîìîùüþ íèôåäèïèíà è òåòðîäîòîêñèíà â ðàñòâîðå
ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìåðû. Ïðåäïîëîæèòåëüíî ðàçîáùå-
íèå ñâÿçè îëèãîìåðîâ Homer ñ áåëêàìè-ìèøåíÿìè ïðèâî-
äèò ê àêòèâàöèè âõîäà êàëüöèÿ êàê ÷åðåç äåïîóïðàâëÿå-
ìûå êàëüöèåâûå êàíàëû, òàê è ÷åðåç êàëüöèåâûå êàíàëû,
íå çàâèñÿùèå îò îïóñòîøåíèÿ äåïî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-1224) è ïðîãðàììû ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ
øêîë (ïðîåêò ÍØ-1135.2008.4).

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÏÎÑÒÓÏËÅÍÈß ÊÂÀÍÒÎÂÛÕ ÒÎ×ÅÊ Â
ÊËÅÒÊÈ HeLa. © À. Â. Ñàëîâà, Ò. Í. Áåëÿåâà, Å. À. Ëå-
îíòüåâà, Ò. Ï. Ìîæåíîê, Ñ. À. Êðîëåíêî, Å. Ñ. Êîðíèëîâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, avsalo-
va@gmail.com.

Èññëåäîâàíèå ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêè ðàçëè÷íûõ
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé, èõ âíóòðèêëåòî÷íî-
ãî òðàíñïîðòà, ëîêàëèçàöèè è ñóäüáû â êëåòêå ïîëó÷èëî â
ïîñëåäíåå âðåìÿ íîâûé ìîùíûé ñòèìóë ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ðàçëè÷íûõ íàíî÷àñòèö, â ïåðâóþ î÷åðåäü êâàíòîâûõ
òî÷åê (ÊÒ). Ðàáîòû ïîñëåäíèõ ëåò íå îñòàâëÿþò ñîìíåíèé
â òîì, ÷òî â îñíîâå âñåõ ýòèõ ïðîöåññîâ ëåæèò ýíäîöèòîç.
Ìåõàíèçìû ýòîãî ïðîöåññà â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ è ïðè
ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ èññëåäîâàíû åùå íåäîñòàòî÷íî.

Áûëî èçó÷åíî âçàèìîäåéñòâèå ÊÒ—ÝÔÐ ñ êëåòêàìè
HeLa. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííûõ çàäà÷ èñïîëüçîâàëè öå-
ëåâûå CdSe/ZnS ÊÒ (Invitrogen), êîíúþãèðîâàííûå ñî
ñòðåïòàâèäèíîì è âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ áèîòèíèëèðî-
âàííûì ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà (ÝÔÐ), ñ ìàêñè-
ìóìàìè ýìèññèè ïðè äëèíàõ âîëí 655 è 525 íì. Íàáëþäå-
íèÿ ïðîâîäèëè íà æèâûõ êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leica TSC SP5.

Ïîêàçàíî, ÷òî öåëåâûå ÊÒ ïðîíèêàþò â êëåòêè HeLa.
Äëÿ ïðîâåðêè ñïåöèôè÷íîñòè ïðîíèêíîâåíèÿ öåëåâûõ ÊÒ
â êëåòêè HeLa áûëè ïðîâåäåíû îïûòû, â êîòîðûõ êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ñ ÊÒ â îòñóòñòâèå áèîòèíèëèðîâàí-
íîãî ÝÔÐ. Â ýòîì ñëó÷àå ÊÒ â êëåòêàõ íå îáíàðóæèâà-
ëèñü. Ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ÝÔÐ-çà-
âèñèìîì ïîñòóïëåíèè ÊÒ â êëåòêè.

Ïðè ôîðìèðîâàíèè êîìïëåêñà ÊÒ—ÝÔÐ íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê ïðè 4 °Ñ ÊÒ îáíàðóæèâàþòñÿ òîëüêî íà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. ×åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà (èíêóáàöèÿ êëåòîê ïðè 37 °Ñ) ÊÒ âûÿâëÿ-
þòñÿ â âèäå ìåëêèõ âåçèêóë, ðàñïîëîæåííûõ âíóòðè êëåò-
êè âáëèçè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Ïîñëå 30 ìèí èíêó-
áàöèè ïðè 37 °Ñ áîëåå êðóïíûå âåçèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû,
ñîäåðæàùèå ÊÒ, ëîêàëèçóþòñÿ ïî âñåé öèòîïëàçìå. ×åðåç
90—150 ìèí ÊÒ íàáëþäàþòñÿ â âèäå ñêîïëåíèé â îêîëî-
ÿäåðíîé îáëàñòè. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ÊÒ íå áûëè âû-
ÿâëåíû â ÿäðàõ êëåòîê. Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ïðè ôîð-
ìèðîâàíèè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ íà ïîâåðõíî-

ñòè êëåòîê HeLa ïðè 4 °Ñ ñ ïîñëåäóþùèì çàïóñêîì ýíäî-
öèòîçà (èíêóáàöèÿ êëåòîê ïðè 37 °Ñ) äåãðàäàöèÿ ýòèõ
êîìïëåêñîâ çàâåðøàåòñÿ ÷åðåç 120 ìèí. Ïî íàøèì äàí-
íûì, êîìïëåêñû ÊÒ—ÝÔÐ âíîñÿò îïðåäåëåííûå èçìåíå-
íèÿ â äèíàìèêó ýòîãî ïðîöåññà: îíè âûÿâëÿþòñÿ â êëåò-
êàõ ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 24 ÷. Ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà
âåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð íà ýòèõ ýòàïàõ ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå
15—30 ìèí ïðîèñõîäèò ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå èõ
÷èñëà.

Ñëèÿíèå âåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð â ïðîöåññå ýíäîöè-
òîçà èçó÷àëè, èñïîëüçóÿ ÊÒ525 (çåëåíûå) è ÊÒ655 (êðàñ-
íûå). Â êëåòêàõ áûëè îáíàðóæåíû ðàçëè÷íûå âåçèêóëÿð-
íûå ñòðóêòóðû, îáëàäàþùèå òîëüêî êðàñíîé, òîëüêî çåëå-
íîé è îäíîâðåìåííî êðàñíîé è çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèåé.
Òàêàÿ ñìåøàííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ðå-
çóëüòàò ñëèÿíèÿ êðàñíûõ è çåëåíûõ âåçèêóë. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ñ óâåëè÷åíèåì âðåìåíè èíêóáàöèè êëåòîê
ðàñòåò ÷èñëî òàêèõ âåçèêóë. Íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè âåçèêóë ÿâëÿþòñÿ îòðàæåíèåì äèíàìèêè
ýíäîöèòîçà è ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçíîé ñòåïåíè çðåëîñòè
ýòèõ ñòðóêòóð.

Ïðîâîäèëîñü èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ñîîò-
íîøåíèé ÝÔÐ è ÊÒ (1 : 1, 4 : 1 è 20 : 1) íà ïðîíèêíîâåíèå
êîìïëåêñîâ ÊÒ—ÝÔÐ â êëåòêè HeLa. Ïðè ðàâíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ÝÔÐ è ÊÒ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ôîð-
ìèðóåòñÿ ìåíüøå âåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð, ñîäåðæàùèõ
ÊÒ, ÷åì ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÝÔÐ îòíîñèòåëü-
íî ÊÒ. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íåîáõîäèìîñòè
ñòàäèè äèìåðèçàöèè ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ äëÿ èíèöèàöèè ýí-
äîöèòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00817) è ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 27 «Îñíîâû ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé íàíîòåõíîëîãèé è íàíîìàòåðèàëîâ».

ÈÍÀÊÒÈÂÀÖÈß ÊÈÍÀÇÛ GSK3â ÓÑÈËÈÂÀÅÒ ÀÄÃÅ-
ÇÈÎÍÍÓÞ È ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ
â-ÊÀÒÅÍÈÍÀ Â ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÊÀÕ ÌÛØÈ. © Ã. Ñ. Ñèíåâà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, galsin2209@
gmail.com.

Êèíàçà GSK3â ðåãóëèðóåò óðîâåíü è àêòèâíîñòü ðÿäà
áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññàõ ìåòàáîëèçìà, ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè. Îäíîé èç ìèøåíåé ýòîé êèíà-
çû ÿâëÿåòñÿ áåëîê â-êàòåíèí, êîòîðûé ñëóæèò òðàíñêðèï-
öèîííûì ôàêòîðîì äëÿ Wnt/Tcf-çàâèñèìûõ ãåíîâ, à òàêæå
ó÷àñòâóåò â ôîðìèðîâàíèè E-êàäãåðèíîïîñðåäîâàííûõ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî, èíãèáèðóÿ
GSK3â èëè àêòèâèðóÿ Wnt-ñèãíàëüíûé ïóòü, ìîæíî ïîä-
äåðæèâàòü ïëþðèïîòåíòíîñòü ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÝÑÊ) èëè ïåðåïðîãðàììèðîâàòü ñîìàòè÷åñêèå
êëåòêè â ÝÑÊ-ïîäîáíûå, îäíàêî ðîëü GSK3â â ÝÑÊ ïîêà
îñòàåòñÿ ïðîòèâîðå÷èâîé.

Ìû èññëåäîâàëè ýôôåêòû èíãèáèòîðà GSK3â BIO
(6-Bromoindirubin-3-oxime) íà ÝÑÊ ìûøè è çàìåòèëè, ÷òî
îáðàáîòêà BIO ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ýòèìè êëåòêà-
ìè áîëåå êîìïàêòèçîâàííûõ êîëîíèé. Ýòîò ýôôåêò ñîïðî-
âîæäàåòñÿ íàêîïëåíèåì â-êàòåíèíà è óñèëåíèåì åãî ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ E-êàäãåðèíîì. Îäíàêî íàêàïëèâàåòñÿ òàêæå
ïóë â-êàòåíèíà, êîòîðûé íå ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèì äîìåíîì E-êàäãåðèíà, ôîñôîðèëèðîâàí

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 505



ïî òèðîçèíó è ìîæåò íàïðàâëÿòüñÿ â ÿäðî äëÿ àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèè. Ñîîòâåòñòâåííî ïîä äåéñòâèåì BIO íà-
áëþäàþòñÿ ÷àñòè÷íîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå â-êàòåíèíà èç
ïðèìåìáðàííûõ îáëàñòåé â ÿäðà êëåòîê è çàïóñê òðàíñ-
êðèïöèè ñ Tcf/â-êàòåíèíçàâèñèìîãî ðåïîðòåðà. Îäíàêî
ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò àêòèâàöèè Wnt-çàâèñèìûõ ãåíîâ,
ðåãóëèðóþùèõ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíûé ïåðåõîä
(ÝÌÏ). Áîëåå òîãî, BIO ïðåïÿòñòâóåò èõ ýêñïðåññèè, îáû÷-
íî íàáëþäàþùåéñÿ ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè
ÝÑÊ ìûøè ñ ïîìîùüþ ðåòèíîåâîé êèñëîòû. Â äèôôåðåí-
öèðóþùèõñÿ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà GSK3â ÝÑÊ
äîëüøå ñîõðàíÿþòñÿ ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû, â êîòîðûõ
ïðèñóòñòâóåò â-êàòåíèí. BIO òàêæå ñíèæàåò ñêîðîñòü ïðè-
ðîñòà ïîïóëÿöèè ÝÑÊ, ÷òî âûçâàíî íå àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëüþ êëåòîê, à èõ íàêîïëåíèåì â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèê-
ëà è ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè ãåíà c-myc.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî èíàêòèâàöèÿ GSK3â óñèëèâàåò êàê àäãåçèîííóþ, òàê
è òðàíñêðèïöèîííóþ ôóíêöèè â-êàòåíèíà, íî íå ñîïðî-
âîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ýêñïðåññèè Tcf/â-êàòåíèíçàâèñè-
ìûõ ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ÝÌÏ.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÏÎËÈÌÎÐÔÈÇÌÎÂ ÃÅÍÎÂ ÐÅÍÈÍ-ÀÍ-
ÃÈÎÒÅÍÇÈÍÎÂÎÉ È ÑÅÐÎÒÎÍÈÍÎÂÎÉ ÑÈÑÒÅÌ Â
ÏÎÏÓËßÖÈÈ ÄÎËÃÎÆÈÒÅËÅÉ ÑÅÂÅÐÎ-ÇÀÏÀÄÀ
ÐÎÑÑÈÈ. © Ò. Þ. Ñìèðíîâà,1 Ã. Ñ. ßêóïîâà,2 À. Ã. Çàõàð-
÷óê,3 È. Ì. Ñïèâàê.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, 2 Èíñòè-
òóò ìîçãà ÷åëîâåêà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 3 Ãîðîäñêîé
ãåðèàòðè÷åñêèé ìåäèêî-ñîöèàëüíûé öåíòð Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðãà èì. Ý. Ñ. Ïóøêîâîé, tatiana.smirnova@live.ru.

Ñîãëàñíî îöåíêå Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðà-
íåíèÿ, êîðîíàðíàÿ áîëåçíü ñåðäöà è äåïðåññèÿ íàõîäÿòñÿ
íà ïåðâîì è âòîðîì ìåñòàõ ñîîòâåòñòâåííî ñðåäè ïðè÷èí
íåòðóäîñïîñîáíîñòè â ðàçâèòûõ ñòðàíàõ. Ìíîãèå ëþäè
îäíîâðåìåííî ñòðàäàþò îò îáîèõ ýòèõ çàáîëåâàíèé.
Â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå â íà÷àëå XXI âåêà áûëî äîñòî-
âåðíî ïîêàçàíî, ÷òî äåïðåññèÿ óâåëè÷èâàåò ðèñê ñåðäå÷-
íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé, à ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïàöèåí-
òû ñ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûìè çàáîëåâàíèÿìè ñòðàäàþò îò
äåïðåññèè ãîðàçäî ÷àùå, ÷åì âîîáùå â ïîïóëÿöèè.

Ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî äåïðåññèè è
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíèÿ ìîãóò èìåòü îáùóþ ãå-
íåòè÷åñêóþ ïðèðîäó. Â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó-
÷àåâ â îñíîâå îáîèõ çàáîëåâàíèé ëåæèò êîìïëåêñ èç ìíî-
æåñòâà ãåíîâ è èõ ìîäóëÿòîðîâ. Êàê è äðóãèå ìóëüòè-
ôàêòîðíûå è ïîëèãåííûå áîëåçíè, îíè ìîãóò áûòü
ðåçóëüòàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ îïðåäåëåííûõ ãåíåòè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ ñ îêðóæàþùåé ñðåäîé.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü ðàáîòû, âûÿâëÿþùèå
âàæíóþ ðîëü ðåíèí-àíãèîòåíçèíîâîé è ñåðîòîíèíîâîé
ñèñòåì ïðè ðàçâèòèè äóøåâíûõ çàáîëåâàíèé è ïàòîëîãè-
÷åñêèõ ïñèõîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé. Îäíèì èç îñíîâíûõ
êîìïîíåíòîâ ñåðîòîíèíîâîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ ñåðîòîíè-
íîâûé ðåöåïòîð 5HTR2A, C102T-ïîëèìîðôèçì êîòîðîãî
ñâÿçûâàþò ñ ðàçëè÷íûìè ïñèõè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè è
ïîâåäåí÷åñêèìè ðåàêöèÿìè. Â ëèòåðàòóðå òàêæå íàêîïëå-
íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî äàííûõ î ðîëè ðåíèí-àíãèîòåíçè-
íîâîé ñèñòåìû è åå îñíîâíîãî êîìïîíåíòà — àíãèî-
òåíçèíïðåâðàùàþùåãî ôåðìåíòà (ACE — angioten-
sin-converting enzyme) — â ðàçâèòèè ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé
ïàòîëîãèè.

Íàøå èññëåäîâàíèå áûëî íàïðàâëåíî íà âûÿâëåíèå
âîçìîæíîé àññîöèàöèè I/D-ïîëèìîðôèçìà ãåíà ACE è

C102T-ïîëèìîðôèçìà ãåíà 5HTR2A ñ àêòèâíûì äîëãîæè-
òåëüñòâîì. Â èññëåäóåìóþ ãðóïïó, ñîñòîÿùóþ èç 50 ÷åëî-
âåê, âîøëè ïàöèåíòû Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîðîäñêîãî
ãåðèàòðè÷åñêîãî öåíòðà èì. Ý. Ñ. Ïóøêîâîé ñòàðøå
70 ëåò.

Ãåíåòè÷åñêîå îáñëåäîâàíèå âêëþ÷àëî â ñåáÿ âûäåëå-
íèå ÄÍÊ èç êëåòîê êðîâè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå è ãå-
íîòèïèðîâàíèå ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
(ÏÖÐ) â ðàçëè÷íûõ ìîäèôèêàöèÿõ. Äëÿ äåòåêöèè I/D-ïî-
ëèìîðôèçìà â ãåíå ACE ïðèìåíåí ìåòîä ÏÖÐ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì òðåõïðàéìåðíîé ñèñòåìû. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
C102T-ïîëèìîðôèçìà ãåíà 5HTR2A ñåðîòîíèíîâîãî ðå-
öåïòîðà ïðèìåíÿëè ÏÖÐ ñ ïîñëåäóþùèì ÏÄÐÔ-àíàëè-
çîì. Ôðàãìåíòû ÄÍÊ ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðå-
çà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.

Äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â ÷àñòîòàõ àëëåëåé è ãåíîòè-
ïîâ ãåíà ACE ìåæäó äîëãîæèòåëÿìè è ëèöàìè ìîëîäîãî
âîçðàñòà íå âûÿâëåíî.

Ïðè èññëåäîâàíèè ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòîò àëëåëåé è
ãåíîòèïîâ ãåíà ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà ìû òàêæå íå
îáíàðóæèëè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïîé äîë-
ãîæèòåëåé è îñíîâíîé ïîïóëÿöèåé Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ðå-
ãèîíà Ðîññèè. Ïðè ýòîì, ñðàâíèâàÿ äàííûå ëèòåðàòóðû,
ìû âûÿâèëè ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ÷àñòîò àëëåëåé
C102T ãåíà 5HTR2A ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà â ïîïóëÿ-
öèè Ñåâåðî-Çàïàäà Ðîññèè è ÑØÀ: 0.397 (À1) è 0.602
(À2) è 0.615 (À1) è 0.385 (À2) ñîîòâåòñòâåííî. Ñòîëü ñó-
ùåñòâåííûå ïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ çàñëóæèâàþò ñåðü-
åçíîãî âíèìàíèÿ. Äðóãèå ãåíû ñåðîòîíèíîâîé ñèñòåìû
ìîãóò áûòü ïðåäìåòîì äàëüíåéøåãî ïîäðîáíîãî àíàëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-06-00012à) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Áèîëîãè-
÷åñêèå íàóêè — ìåäèöèíå».

ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈß ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒ-
ÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÀÊ ÑÏÎÑÎÁ ËÅ×ÅÍÈß ÌÈÎÄÈÑÒÐÎ-
ÔÈÈ ÌÛØÅÉ mdx. © À. Â. Ñîêîëîâà, Â. Ì. Ìèõàéëîâ.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, avsoko-
lova@inbox.ru.

Ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåííà (ÌÄÄ) ÿâëÿåòñÿ îä-
íîé èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ è òÿæåëûõ ìûøå÷íûõ
äèñòðîôèé, ïðè êîòîðîé íàðóøàåòñÿ ñèíòåç áåëêà äèñòðî-
ôèíà. Øèðîêî èñïîëüçóåìîé ìîäåëüþ ÌÄÄ ÿâëÿþòñÿ
ìûøè mdx ñ òî÷å÷íîé ìóòàöèåé â X-õðîìîñîìå, ïðèâîäÿ-
ùåé ê áëîêàäå ñèíòåçà äèñòðîôèíà. Äëÿ ïîïåðå÷íîïîëî-
ñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí (ÏÏÌÂ) ìûøåé mdx õàðàêòåð-
íû ïîñòîÿííî ïîâòîðÿþùèåñÿ öèêëû äåãåíåðàöèè—ðå-
ãåíåðàöèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî ïðîâîäÿòñÿ èññëå-
äîâàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà íàõîæäåíèå ïóòåé âîññòàíîâëå-
íèÿ íîðìàëüíîé ñòðóêòóðû è ñíèæåíèÿ ãèáåëè ÏÏÌÂ ìû-
øåé mdx. Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé ÿâëÿåòñÿ
êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ âçðîñëûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, â ÷à-
ñòíîñòè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè êîñòíîãî ìîçãà.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ âíóòðèâåííîé òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êî-
ñòíîãî ìîçãà (ÊÊÌ) ìûøåé äèêîãî òèïà ïðåäâàðèòåëüíî
îáëó÷åííûì ðåíòãåíîâñêèì èçëó÷åíèåì ìûøàì mdx äëÿ
êîððåêöèè èõ ìûøå÷íîé äèñòðîôèè. ÊÊÌ ïîëó÷àëè èç
áåäðåííûõ è áîëüøèõ áåðöîâûõ êîñòåé òðàíñãåííûõ ìû-
øåé C57BL/6, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþ-
ùèé áåëîê (GFP), è òðàíñïëàíòèðîâàëè ìûøàì mdx,
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ïðåäâàðèòåëüíî îáëó÷åííûì ðåíòãåíîâñêèì èçëó÷åíèåì
â äîçå 3 èëè 5 Ãð. Ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ó ìûøåé èññëå-
äîâàëè ÷åòûðåõãëàâûå ìûøöû áåäðà, â êîòîðûõ îöåíèâà-
ëè ýêñïðåññèþ GFP, à òàêæå îïðåäåëÿëè äèñòðîôèí-ïîëî-
æèòåëüíûõ ÏÏÌÂ, äîëè ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ è ÏÏÌÂ áåç
öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð (Öß(–)).

Ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 2 ìåñ ïîñëå âíóòðèâåííîé òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÊÊÌ ìûøàì mdx, îáëó÷åííûì â äîçå 5 Ãð,
êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå GFP, ïðèñóòñòâîâàëè â ðàçëè÷-
íûõ îðãàíàõ, âêëþ÷àÿ êîñòíûé ìîçã è ñêåëåòíûå ìûøöû,
ò. å. ýêñïåðèìåíòàëüíûå æèâîòíûå ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé
ðàäèàöèîííûõ õèìåð, ñîäåðæàùèõ êàê ñîáñòâåííûå êëåò-
êè, òàê è êëåòêè GFP-ïîëîæèòåëüíûõ äîíîðîâ. Êðîìå
òîãî, â ìûøöàõ ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx îáíàðóæåíû
ÏÏÌÂ, ýêñïðåññèðóþùèå GFP, ÷òî ãîâîðèò îá ó÷àñòèè
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê â ðåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ. Îä-
íàêî óâåëè÷åíèÿ äîëè ÏÏÌÂ, ñîäåðæàùèõ äèñòðîôèí, íå
íàáëþäàåòñÿ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè
î íåçíà÷èòåëüíîì íàðàñòàíèè äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæè-
òåëüíûõ ÏÏÌÂ ó ðàäèàöèîííûõ õèìåð, ïîëó÷åííûõ ïó-
òåì òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ ìûøàì mdx, îáëó÷åííûõ ëå-
òàëüíûìè äîçàìè èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ. Äëÿ óñèëå-
íèÿ ó÷àñòèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê â äèôôåðåíöè-
ðîâêå ÏÏÌÂ íà ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx äîïîëíèòåëü-
íî âîçäåéñòâîâàëè ñëàáûìè êîìáèíèðîâàííûìè ìàãíèò-
íûìè ïîëÿìè, íàñòðîåííûìè íà èîí-ïàðàìåòðè÷åñêèé
ðåçîíàíñ Ca2+ (Ca2+-ÊÌÏ). Ïîêàçàíî, ÷òî ó ðàäèàöèîííûõ
õèìåð mdx, ïîëó÷åííûõ ïóòåì âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ
ÊÊÌ äèêîãî òèïà îáëó÷åííûì â äîçå 5 Ãð ìûøàì mdx è
ïîäâåðãàâøèõñÿ ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
äîïîëíèòåëüíî â òå÷åíèå 1 ìåñ âîçäåéñòâèþ Ca2+-ÊÌÏ,
äîëÿ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ñîñòàâèëà
15.8 ± 3.8 %, ÷òî çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò çíà÷åíèÿ, ïîëó-
÷åííûå äëÿ ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx, íàõîäèâøèõñÿ òî-
ëüêî â ïîñòîÿííîì ìàãíèòíîì ïîëå Çåìëè (1.2 ± 0.6 %).
Ïðè ýòîì äîëÿ Öß(–) ÏÏÌÂ ó õèìåð mdx, ïîäâåðãàâøèõ-
ñÿ âîçäåéñòâèþ Ca2+-ÊÌÏ, â 2 ðàçà ïðåâûøàëà äîëþ
Öß(–) ÏÏÌÂ ó õèìåð mdx, íàõîäèâøèõñÿ â ïîñòîÿííîì
ìàãíèòíîì ïîëå Çåìëè.

Ó ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx, ïîëó÷åííûõ ïóòåì
òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ ìûøàì mdx, îáëó÷åííûì â äîçå
3 Ãð, ÷åðåç 2 è 6 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè òàêæå íàáëþ-
äàëîñü ïðèñóòñòâèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ. Îáíàðó-
æåíî íàðàñòàíèå äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ
ÏÏÌÂ, äîñòèãàþùåå ê 6 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
27.6 ± 6.7 %, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì äîëè
ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ ñ 2.2 ± 0.6 äî 0.7 ± 0.1 % è óâåëè÷åíèåì
äîëè Öß(–) ÏÏÌÂ ñ 10.5 ± 1.0 äî 22.6 ± 1.9 %. Òàêèì îá-
ðàçîì, ÊÊÌ, òðàíñïëàíòèðîâàííûå âíóòðèâåííî îáëó÷åí-
íûì ðåíòãåíîâñêèì èçëó÷åíèåì ìûøàì mdx, ó÷àñòâóþò â
ðåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ è ïðèâîäÿò ê óñèëåíèþ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÏÏÌÂ ìûøåé mdx. È äàííûé ïîäõîä â äàëüíåé-
øåì ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ëå÷åíèÿ ìûøå÷íîé äè-
ñòðîôèè ìûøåé mdx.
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Ðàçðàáîòêà è ñîçäàíèå áèîñåíñîðîâ — îäíî èç íàèáî-
ëåå ñòðåìèòåëüíî ðàçâèâàþùèõñÿ íàïðàâëåíèé íàíîáèî-

òåõíîëîãèé. Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè áèîñåíñîðíûõ ñèñòåì
ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
áåëêîâ â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà. Ïðàêòè÷å-
ñêè äëÿ ëþáîãî âåùåñòâà (àíàëèòà) ìîæíî ïîäîáðàòü èëè
ñêîíñòðóèðîâàòü ñîîòâåòñòâóþùèé ëèãàíäñâÿçûâàþùèé
áåëîê. Îäîðàíòñâÿçûâàþùèå áåëêè ìîãóò áûòü èñïîëüçî-
âàíû äëÿ îáíàðóæåíèÿ ÿäîâ, âçðûâ÷àòûõ âåùåñòâ, íàðêî-
òèêîâ è ò. ï., ãëóòàìèíñâÿçûâàþùèé áåëîê — äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ óðîâíÿ ãëóòàìèíà â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, D-ãàëàê-
òîçà/D-ãëþêîçàñâÿçûâàþùèé áåëîê (GGBP) — äëÿ
îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ãëþêîçû â êðîâè è ò. ä. Î÷åâèäíî,
÷òî áåëîê, èñïîëüçóåìûé â áèîñåíñîðíîé ñèñòåìå, äîë-
æåí îáëàäàòü âûñîêèì óðîâíåì ñòàáèëüíîñòè. Íåêîòîðûå
èç ýòèõ áåëêîâ, íàïðèìåð îäîðàíòñâÿçûâàþùèé áåëîê èç
îáîíÿòåëüíîãî ýïèòåëèÿ ñâèíüè pOBP, èìåþùèé ñòðóêòó-
ðó òèïà â-áî÷îíêà, ïî ñâîåé ïðèðîäå îáëàäàþò âûñîêîé
óñòîé÷èâîñòüþ ê äåéñòâèþ õèìè÷åñêèõ äåíàòóðàíòîâ
è íàãðåâàíèþ. Áåëêè èç òåðìîôèëüíûõ îðãàíèçìîâ ÿâëÿ-
þòñÿ õîðîøåé àëüòåðíàòèâîé ìåçîôèëüíûì áåëêàì. Íà-
ïðèìåð, òðåãàëîçà/ìàëüòîçàñâÿçûâàþùèé áåëîê (TMBP)
èç Thermococcus litoralis ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí âìåñòî
GGBP. Âîçìîæíî ñîçäàíèå ìóòàíòíûõ ðåêîìáèíàíò-
íûõ ôîðì áåëêîâ ñ áîëüøåé óñòîé÷èâîñòüþ ê àãðåññèâ-
íûì âîçäåéñòâèÿì îêðóæàþùåé ñðåäû. Ñîçäàíèå ìóòàíò-
íûõ ôîðì ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî òàêæå äëÿ îïòèìèçà-
öèè êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ àíàëèòà, ÷òî íåîáõîäèìî
äëÿ ðàçðàáîòêè áèîñåíñîðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ íåïðåðûâ-
íîå ñëåæåíèå çà êîíöåíòðàöèåé àíàëèòà â àíàëèçèðóåìîé
ñðåäå.

Ðåçóëüòàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ ëèãàíäñâÿçûâàþùåãî
áåëêà ñ àíàëèòîì ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå ïðî-
ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû áåëêà, íî äî ñèõ ïîð íåÿñíî, êà-
êîé ñèãíàë ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü äëÿ ðåãèñòðàöèè ýòèõ
èçìåíåíèé. Ê ñîæàëåíèþ, õàðàêòåðèñòèêè òðèïòîôàíî-
âîé ôëóîðåñöåíöèè GGBP ìàëî èçìåíÿþòñÿ ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ñ ãëþêîçîé. Ïîýòîìó ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåí-
öèÿ âðÿä ëè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ýòèõ öåëåé.
Ïåðñïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå âíåøíåãî
ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ. Îäíàêî ïîêà íåÿñíû íè
ïðèíöèï âûáîðà òàêîãî êðàñèòåëÿ, íè ìåñòî åãî æåëàòåëü-
íîé ëîêàëèçàöèè íà áåëêå. Äðóãîé ïîäõîä ñâÿçàí ñ ïîñàä-
êîé íà áåëîê äâóõ ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé, ñîñòàâëÿ-
þùèõ äîíîðíî-àêöåïòîðíóþ ïàðó, è èñïîëüçîâàíèåì
äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíàëèòà ÿâëåíèÿ ôåðñòåðîâñêîãî áåçûç-
ëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè âîçáóæäåíèÿ. Îäíàêî ïðè
ýòîì íåîáõîäèìî ïðåîäîëåòü ñóùåñòâåííûå ìåòîäè-
÷åñêèå òðóäíîñòè, ÷òîáû îñóùåñòâèòü ïðèñîåäèíåíèå ê
áåëêó â çàäàííûõ ìåñòàõ äâóõ ðàçëè÷íûõ êðàñèòåëåé.
Â êà÷åñòâå äîíîðíî-àêöåïòîðíîé ïàðû ìîãóò âûñòóïàòü
äâà ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêà, îáðàçóþùèõ áåëîê ñëèÿíèÿ ñ
ëèãàíäñâÿçûâàþùèì áåëêîì, ëèáî áîëåå îïòèìàëüíàÿ, íà
íàø âçãëÿä, ïàðà ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê—ôëóîðåñöåíò-
íûé êðàñèòåëü. Îäíèì èç ìåòîäîâ ðåãèñòðàöèè âçàèìî-
äåéñòâèÿ GGBP ñ àíàëèòîì ìîæåò áûòü ìåòîä, îñíîâàí-
íûé íà èñïîëüçîâàíèè ÿâëåíèÿ ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîí-
íîãî ðåçîíàíñà.

Ïðè ðàçðàáîòêå áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà ãëþêîçó
ïðåæäå âñåãî íåîáõîäèìî ñäåëàòü âûáîð ïðèíöèïà åãî
îðãàíèçàöèè. Äëÿ ðåàëèçàöèè âûáðàííîé ìîäåëè íåîáõî-
äèìî ðåøèòü ðÿä çàäà÷: 1) èçó÷èòü ñòàáèëüíîñòü ñàõàð-
ñâÿçûâàþùåãî áåëêà; 2) îïòèìèçèðîâàòü ïðè íåîáõîäè-
ìîñòè ëèãàíäñâÿçûâàþùèå ñâîéñòâà áåëêà; 3) îòðàáîòàòü
ìåòîäèêè ïîëó÷åíèÿ è î÷èñòêè èññëåäóåìûõ áåëêîâ â êî-
ëè÷åñòâàõ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ ïðîâåäåíèÿ íåîáõîäèìûõ èñ-
ñëåäîâàíèé; 4) îòðàáîòàòü ìåòîäèêè èììîáèëèçàöèè áåë-
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êîâûõ ìîëåêóë íà äèýëåêòðè÷åñêèå è çîëî÷åíûå ïîäëîæ-
êè; 5) ðàçðàáîòàòü ìåòîäèêè ïðèñîåäèíåíèÿ ê ìîëåêóëàì
áåëêà ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé ñ çàäàííîé ëîêàëèçà-
öèåé íà áåëêå è â òîì ÷èñëå ìåòîäèêè èçáèðàòåëüíîé ïðè-
øèâêè äëÿ ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé.

ÀÍÀËÈÇ ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÏÓÒÅÉ, Ó×ÀÑÒÂÓÞÙÈÕ Â
ÎÒÂÅÒÅ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
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Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ), ïîëó÷àå-
ìûå èç âíóòðèâåííîé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèòû, îáëà-
äàþò ïëþðèïîòåíòíîñòüþ — óíèêàëüíîé ñïîñîáíîñòüþ
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ëþáûå ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäû-
øåâûõ ëèñòêîâ. Òàêæå îíè õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ñêî-
ðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè, îòðàæàþùåé îñîáåííîñòè ðåãó-
ëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà: êîðîòêàÿ ôàçà G1 êëåòî÷íîãî
öèêëà è îòñóòñòâèå îñòàíîâîê â êîíòðîëüíûõ òî÷êàõ êëå-
òî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñòâèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåí-
òîâ. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ÝÑÊ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíû
ê äåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ è ñ ëåã-
êîñòüþ ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîçó, ýëèìèíèðóÿ, òàêèì îáðà-
çîì, êëåòêè ñ ïîâðåæäåííûì ãåíîì èç ïîïóëÿöèè. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ñèãíàëüíûå ïóòè, àê-
òèâèðóåìûå ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ, â ÝÑÊ ìîãóò
îòëè÷àòüñÿ îò ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåàëèçóåìûõ â ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòêàõ.

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ áûëè âçÿòû ÝÑÊ ÷å-
ëîâåêà è ìûøè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè ÝÑÊ áûëè èññëåäîâàíû íà íàëè÷èå àêòèâàöèþ êëþ-
÷åâûõ áåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ ðàííåãî îòâåòà êëåòêè íà
ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ — ôîñôîðèëèðîâàíèå êèíàçû ATM
(Ser 1981) è ãèñòîíà H2AX (Ser 139). Êðîìå òîãî, â ÝÑÊ â
íîðìå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò è ìåòîäà îêðàøèâà-
íèÿ àíòèòåëàìè ê áðîìäåçîêñèóðèäèíó íà õðîìàòèíîâûõ
íèòÿõ áûëî ïîêàçàíî ïðèñóòñòâèå íåèíäóöèðîâàííûõ îä-
íîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ìàðêèðîâàííûõ ôîñôîðèëèðî-
âàííûì ãèñòîíîì H2AX (ãH2AX). Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñ-
íèòü, ðàñïîçíàþòñÿ ëè òàêèå îäíîíèòåâûå áðåøè ÄÍÊ ðå-
ïàðàöèîííîé ñèñòåìîé ÝÑÊ ìûøè êàê ïîâðåæäåíèÿ, ìû
èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê áåëêó RPA34, êîòîðûé èìååò
âûñîêîå ñðîäñòâî ñâÿçûâàíèÿ ñ îäíîíèòåâîé ÄÍÊ è ãè-
ïåðôîñôîðèëèðóåòñÿ ïðè äåéñòâèè ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàê-
òîðîâ. Òàêæå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÝÑÊ ìûøè è ÷å-
ëîâåêà íå ðåàëèçóþòñÿ êîíòðîëüíûå òî÷êè êëåòî÷íûõ
öèêëîâ G1/S è G2/M ïðè äåéñòâèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ
ôàêòîðîâ. Îäíîé èç ïðè÷èí îòñóòñòâèÿ áëîêà G1/S ìîæåò
áûòü íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà p21/Waf1, íàáëþ-
äàåìûé â ÝÑÊ. Èñïîëüçóÿ èíãèáèòîðû êëþ÷åâûõ êèíàç
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, àêòèâèðóåìûõ ãåíîòîêñè÷åñêèìè ôàê-
òîðàìè (ATM/ATR, ATM, Chk2 è Chk1/Wee1), ìû èññëå-
äîâàëè æèçíåñïîñîáíîñòü ÝÑÊ ìåòîäîì ÌÒÒ è âëèÿíèå
äàííûõ èíãèáèòîðîâ íà ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì
êëåòî÷íîãî öèêëà. Èíãèáèòîð Chk2 ôàêòè÷åñêè íå ñíèæà-
åò æèçíåñïîñîáíîñòè ÝÑÊ ìûøè, òîãäà êàê ïðè îòñóòñò-
âèè àêòèâíîñòåé êèíàç ATM, ATR è Chk1 íàáëþäàåòñÿ çà-
ìåòíàÿ êëåòî÷íàÿ ãèáåëü â íîðìå è ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ïðè-
÷åì ïðè ñîâìåñòíîì èíãèáèðîâàíèè êèíàç ATM/ATR ýòîò
ïðîöåññ áîëåå âûðàæåí.

Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ôóíêöèî-
íàëüíûõ êîíòðîëüíûõ òî÷åê êëåòî÷íîãî öèêëà è íà íàëè-
÷èå íåèíäóöèðîâàííûõ îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, â

ÝÑÊ âñå æå ïðîèñõîäèò äåòåêöèÿ èíäóöèðîâàííûõ ïî-
âðåæäåíèé. Â ðåçóëüòàòå çàïóñêàåòñÿ ëèáî àïîïòîç, ÷òî
ÿâëÿåòñÿ ïðåäïî÷òèòåëüíåå äëÿ ÝÑÊ, ëèáî ðåïàðàöèîí-
íûé ïðîöåññ, äëÿ ýôôåêòèâíîãî èñïîëíåíèÿ êîòîðîãî òðå-
áóåòñÿ àêòèâíîñòü êèíàç ATM, ATR è Chk1. Òàê êàê ìíî-
æåñòâåííûå íåèíäóöèðîâàííûå îäíîíèòåâûå ðàçðûâû íå
ðàñïîçíàþòñÿ ðåïàðàöèîííîé ñèñòåìîé ÝÑÊ êàê ïîâðåæ-
äåíèÿ, èõ ñëåäóåò ñ÷èòàòü õàðàêòåðèñòèêîé ðàííèõ ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòàäèé.

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÒÈÎÔËÀÂÈÍÀ T Ñ ÀÌÈËÎÈÄ-
ÍÛÌÈ ÔÈÁÐÈËËÀÌÈ ÊÀÊ ÈÍÑÒÐÓÌÅÍÒ ÄËß ÈÇÓ-
×ÅÍÈß ÈÕ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ. © À. È. Ñóëàöêàÿ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ansul@mail.ru.

Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû — îñîáîå êîìïàêòíîå ñîñòîÿ-
íèå áåëêà, êîòîðîìó îòâå÷àåò ãëóáîêèé ìèíèìóì ñâîáîä-
íîé ýíåðãèè, îáóñëîâëåííûé ìåæìîëåêóëÿðíûìè âçàèìî-
äåéñòâèÿìè ìàêðîìîëåêóë áåëêà, îáîãàùåííûõ â-ñòðóê-
òóðàìè. Ïåðâîíà÷àëüíî àìèëîèäíûå ôèáðèëëû áûëè
îáíàðóæåíû âî âíåêëåòî÷íûõ äåïîçèòàõ ïðè òàêèõ çàáî-
ëåâàíèÿõ, êàê áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, áîëåçíü Ïàðêèíñîíà
è äð. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî ïðè
îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ è äðóãèå áåëêè, íèêàê íå ñâÿçàí-
íûå ñ âîçíèêíîâåíèåì áîëåçíåé (à âîçìîæíî, ÷òî è âñå
áåëêè) ìîãóò îáðàçîâûâàòü àìèëîèäîïîäîáíûå ôèáðèë-
ëû. Òàêèì îáðàçîì, ôèáðèëëÿðíîå ñîñòîÿíèå áåëêîâ, îáî-
ãàùåííîå â-ñêëàä÷àòûìè ñòðóêòóðàìè, ìîæíî ðàññìàòðè-
âàòü êàê îäíî èç îñíîâíûõ ñîñòîÿíèé áåëêîâîé ìîëåêóëû.
Ïîýòîìó èçó÷åíèå ñòðóêòóðû àìèëîèäíûõ ôèáðèëë èìååò
ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ
îñíîâ ôîëäèíãà è ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè áåëêîâ è
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöèíû.

Èç íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ìîãóò
áûòü ïîëó÷åíû òîëüêî ïîñëå ïåðåõîäà áåëêà â ÷àñòè÷íî
èëè ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå. Íà ðóáåæå ñòîëå-
òèé ñòàëè ïîÿâëÿòüñÿ ðàáîòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì,
÷òî ìíîãèå áåëêè â ïðèíöèïå íå ìîãóò ñôîðìèðîâàòü â
âîäíîì îêðóæåíèè æåñòêóþ ãëîáóëÿðíóþ ñòðóêòóðó, íî
òåì íå ìåíåå ñïîñîáíû âûïîëíÿòü ïðèñóùèå èì ôóíêöèè,
ò. å. ÿâëÿþòñÿ íàòèâíûìè. Íàëè÷èå íåóïîðÿäî÷åííûõ
ó÷àñòêîâ ïîëèïåïòèäíîé öåïè ïîçâîëÿåò ýòèì áåëêàì
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñî ñâîèìè ìíîãî÷èñëåííûìè ïàðòíå-
ðàìè (ëèãàíäàìè, áåëêàìè, íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè è
ò. ä.) ñ ïîëíîé èëè ÷àñòè÷íîé óòðàòîé ïðèñóùåé èì íå-
óïîðÿäî÷åííîñòè. Äëÿ òàêèõ áåëêîâ âûñîêà îïàñíîñòü ïðî-
òåîëèçà èëè îáðàçîâàíèÿ àãðåãèðîâàííûõ ôîðì — îëèãî-
ìåðîâ, àìîðôíûõ àãðåãàòîâ è àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Ïî-
ýòîìó áîëüøóþ ÷àñòü âðåìåíè îíè äîëæíû íàõîäèòüñÿ â
êîìïëåêñàõ ñî ñâîèìè ïàðòíåðàìè. Âîçìîæíî, â îñíîâå
áîëåçíåé, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ îáðàçîâàíèåì àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë, ëåæàò íå îáðàçîâàíèå èõ âíåêëåòî÷íûõ äåïîçè-
òîâ è íå òîêñè÷íîñòü ïðîòîôèáðèëë, à íàðóøåíèÿ â ðåãó-
ëÿòîðíîé ñèñòåìå êëåòêè.

Äëÿ äèàãíîñòèêè âîçíèêíîâåíèÿ àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ áåíçòèàçîëüíûé êðàñèòåëü
òèîôëàâèí T (ThT). Ïðåäëàãàåìûé íàìè ïîäõîä îïðåäå-
ëåíèÿ ñòåõèîìåòðèè ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ, îñíîâàííûé
íà èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà,
äàåò âîçìîæíîñòü ïîëó÷èòü âñå âåëè÷èíû, íåîáõîäèìûå
äëÿ ïîñòðîåíèÿ çàâèñèìîñòåé Ñêåò÷àðäà è îïðåäåëåíèÿ
íà èõ îñíîâå ÷èñëà ìåñò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ â ïåðåñ÷å-
òå íà ìîëåêóëó áåëêà è êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ
ôèáðèëëàìè.
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Íåëèíåéíûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòåé Ñêåò÷àðäà, ïîëó-
÷åííûé íàìè äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèá-
ðèëëàìè íà îñíîâå àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ èíñóëèíà è
ëèçîöèìà, õîðîøî îòâå÷àåò ìîäåëè, ïðåäïîëàãàþùåé ñó-
ùåñòâîâàíèå äâóõ ìîä ñâÿçûâàíèÿ. Óðàâíåíèå Ñêåò÷àðäà,
íàïèñàííîå â ïðåäïîëîæåíèè ñóùåñòâîâàíèÿ äâóõ ìîä
ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, áûëî èñ-
ïîëüçîâàíî äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ KB1 è
KB2 è ÷èñëà ìåñò ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå íà îäíó ìîëåêó-
ëó áåëêà n1 è n2.

Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü:
÷èñëî ìîä ñâÿçûâàíèÿ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, ÷èñ-
ëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëà-
ìè äëÿ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå íà ìîëåêó-
ëó áåëêà, êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè
äëÿ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ, ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ êðàñè-
òåëÿ, èíêîðïîðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû. Òà-
êèì îáðàçîì, ìåòîä ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà ìîæåò
îêàçàòüñÿ âåñüìà ïîëåçíûì ñðåäñòâîì äëÿ èçó÷åíèÿ
ñòðóêòóðû ôèáðèëë è ìåõàíèçìîâ èõ îáðàçîâàíèÿ.

DL1-ÏÎÂÒÎÐ Â ÃÅÍÎÌÅ DIPHYLLOBOTHRIUM LA-
TUM. © Í. Ì. Óñìàíîâà, Â. È. Êàçàêîâ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, nmusmanov@gmail.com.

Îêîëî 20 ìëí ëþäåé â ìèðå ñòðàäàþò äèôèëëîáîòðè-
îçîì — çàáîëåâàíèåì, âûçûâàåìûì êèøå÷íûì ïàðàçèòîì
ëåíòåöîì øèðîêèì (Diphyllobothrium latum). Íåñìîòðÿ íà
âàæíîå êëèíè÷åñêîå çíà÷åíèå ýòîãî ïëîñêîãî ÷åðâÿ, ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè ñåêâåíèðîâàí òîëüêî åãî ìèòîõîíäðè-
àëüíûé ãåíîì. Íè îäèí ôðàãìåíò ÿäåðíîé ÄÍÊ ñåêâåíè-
ðîâàí íå áûë. Â ýòîé ðàáîòå âïåðâûå óñòàíîâëåíî íàëè-
÷èå ïîâòîðÿþùèõñÿ ýëåìåíòîâ â ãåíîìå D. latum. Ìû
âûäåëèëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ èç íåñêîëüêèõ íåçðåëûõ ïðî-
ãëîòòèä îñîáè, ïîëó÷åííîé â ðåçóëüòàòå åå èçãíàíèÿ èç
êèøå÷íèêà ïàöèåíòà, ñòðàäàþùåãî äèôèëëîáîòðèîçîì.
Çàòåì ÄÍÊ áûëà îáðàáîòàíà ýíäîíóêëåàçîé ðåñòðèêöèè
PstI. Ïðîäóêòû ðåñòðèêöèè áûëè ðàçäåëåíû ïðè ïîìîùè
ýëåêòðîôîðåçà â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ïðîäóêò ðåñò-
ðèêöèè äëèíîé îêîëî 150 í. ï., êîòîðûé íà ýëåêòðîôî-
ðåãðàììå âûãëÿäåë êàê ðàçìûòûé áýíä, áûë ñóáêëîíèðî-
âàí â ïëàçìèäó pUC18 è ñåêâåíèðîâàí. Ïî íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî ïðîäóêòà ìû âûáðàëè ïðàéìå-
ðû äëÿ åãî àìïëèôèêàöèè è ïðîâåëè ïîëèìåðàçíóþ öåï-
íóþ ðåàêöèþ (ÏÖÐ), èñïîëüçóÿ ãåíîìíóþ ÄÍÊ D. latum â
êà÷åñòâå ìàòðèöû. Â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ îáðàçîâàëîñü íå-
ñêîëüêî ìàæîðíûõ ïðîäóêòîâ, êîòîðûå áûëè ñóáêëîíèðî-
âàíû â ïëàçìèäó è ñåêâåíèðîâàíû. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñàìîãî äëèííîãî ïðîäóêòà áûëà ðàçìåùåíà â áàçå äàííûõ
GenBank (íîìåð GQ398237). Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò ïðîäóêò
ñîñòîÿë èç 4.5 ïîâòîðà îäíîé è òîé æå íóêëåîòèäíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî â ãåíîìå D. la-
tum èìååòñÿ íåêèé ïîâòîð è ÷òî íåñêîëüêî åãî êîïèé êëà-
ñòåðèçîâàíî. Ýòîò ïîâòîð áûë íàçâàí íàìè DL1. ×òîáû
óñòàíîâèòü òî÷íûå íà÷àëî è êîíåö ýòîãî ïîâòîðà â ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè GQ398237, ìû ïðîâåëè åùå îäíó ÏÖÐ ñ
èñïîëüçîâàíèåì òîëüêî îäíîãî èç ðàíåå âûáðàííûõ ïðàé-
ìåðîâ. Òàêèì îáðàçîì, ìû íàäåÿëèñü àìïëèôèöèðîâàòü
ñõîäÿùèåñÿ èíâåðòèðîâàííûå DL1-ïîâòîðû. Â ðåçóëüòàòå
ýòîé ðåàêöèè îáðàçîâàëñÿ âñåãî îäèí ìàæîðíûé ïðîäóêò,
êîòîðûé áûë â äàëüíåéøåì ñåêâåíèðîâàí. Ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ýòîãî ïðîäóêòà áûëà ðàçìåùåíà â áàçå äàííûõ
GenBank (íîìåð GU350458). Ïðè ïîìîùè âûðàâíèâàíèÿ
ñ ñåêâåíèðîâàííûìè ðàíåå ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè óäà-

ëîñü óñòàíîâèòü íà÷àëî è êîíåö DL1-ïîâòîðà. Íåñêîëüêî
ïðèçíàêîâ óêàçûâàåò íà òî, ÷òî DL1-ïîâòîð ìîæåò îòíî-
ñèòüñÿ ê ñåìåéñòâó SINE-ðåòðîïîçîíîâ. Åãî äëèíà (143—
145 í. ï.) ñîîòâåòñòâóåò ñðåäíåé äëèíå SINE-ïîâòîðîâ.
Êîíöû ñàòåëëèòà DL1 ôëàíêèðîâàíû êîðîòêèìè (8 í. ï.)
ïðÿìûìè ïîâòîðàìè. Êîìïüþòåðíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè DL1 èìåþòñÿ ìíîæåñòâåííûå A- è
B-áîêñû — ýëåìåíòû ðàñùåïëåííîãî âíóòðåííåãî ïðîìî-
òîðà äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Áîëüøèíñòâî SINE-ðåòðî-
ïîçîíîâ èìååò òàêîé ïðîìîòîð. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
GU350458 ñîñòîèò èç äâóõ ó÷àñòêîâ: DL1-ïîâòîðà è íåèç-
âåñòíîãî ó÷àñòêà äëèíîé îêîëî 400 í. ï. Ïðîàíàëèçèðîâàâ
ýòîò ó÷àñòîê ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû BLASTX, ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî òðàíñëèðîâàííàÿ âåðñèÿ åãî ôðàãìåíòà íà
40—46 % ãîìîëîãè÷íà ôðàãìåíòàì àìèíîêèñëîòíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè îáðàòíûõ òðàíñêðèïòàç òàêèõ âèäîâ
æèâîòíûõ, êàê Xenopus laevis, Schistosoma mansoni, Stron-
gylocentrotus purpuratus, Hydra magnipapillata è Nasonia
vitripennis. Èçâåñòíî, ÷òî îäíîé èç ñòàäèé àìïëèôèêàöèè
ðåòðîïîçîíîâ ÿâëÿåòñÿ îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, êàòàëèçè-
ðóåìàÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçîé. Âîçìîæíî, ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü GU350458 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôðàãìåíò ãåíà
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû D. latum, â îäíîì èç èíòðîíîâ
êîòîðîãî ëåæèò DL1-ïîâòîð.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò À. Þ. Ìàëèíèíà çà ïîìîùü â
ñåêâåíèðîâàíèè ÄÍÊ.

ÐÅÃÓËÈÐÓÅÌÛÅ ÝÍÄÎÐÈÁÎÍÓÊËÅÀÇÍÛÅ ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÈ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÛÕ ÀËÜÔÀ-ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖ
ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ. © Î. À. Ôåäîðîâà,1 À. Ã. Ìèòòåíáåðã,1

Í. À. Áàðëåâ.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, è 2 Óíèâåðñèòåò Ëåñòåðà, Âåëèêîáðèòàíèÿ, fedorova-
olgand@mail.ru.

Ïðîòåàñîìû ÿâëÿþòñÿ ìóëüòèêàòàëèòè÷åñêèìè ïðî-
òåàçíûìè êîìïëåêñàìè, êîòîðûå âñòðå÷àþòñÿ â ÿäðå è
â öèòîïëàçìå áîëüøèíñòâà îðãàíèçìîâ. Ïåðâîíà÷àëüíî
áûëà âûäåëåíà 20S-êîðîâàÿ ÷àñòèöà, êîòîðàÿ, êàê áûëî
ïîêàçàíî ïîçäíåå, âõîäèò â ñîñòàâ åùå áîëåå ñëîæíîãî
êîìïëåêñà 26S-ïðîòåàñîìû. 26S-êîðîâûé êîìïëåêñ ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ïîëíûé öèëèíäð, îáðàçîâàííûé ÷åòûðüìÿ
êîëüöàìè. Ïðîòåîëèòè÷åñêèå öåíòðû ïðîòåàñîì ðàñïîëî-
æåíû íà áåòà-ñóáúåäèíèöàõ, êîòîðûå îáðàçóþò âíóòðåí-
íèå êîëüöà. Âíåøíèå êîëüöà îáðàçîâàíû ñóáúåäèíèöàìè
àëüôà-òèïà, ôóíêöèè êîòîðûõ çàêëþ÷àþòñÿ â ðåãóëÿöèè
äîñòóïà ñóáñòðàòà â ïðîòåîëèòè÷åñêóþ êàìåðó è âî âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ ðåãóëÿòîðíûìè êîìïëåêñàìè, âõîäÿùèìè â
ñîñòàâ ïðîòåàñîìû ïîìèìî 20S-êîðîâîé ÷àñòèöû. Íåäàâ-
íèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè íàëè÷èå ó 20S-ïðîòåàñîìû ýí-
äîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè. Áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû
äâå ñóáúåäèíèöû àëüôà-òèïà — á1 è á5, îáëàäàþùèå ñïî-
ñîáíîñòüþ ê ðàñùåïëåíèþ ÐÍÊ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èäåíòèôèêàöèÿ
ñóáúåäèíèö àëüôà-òèïà, îáëàäàþùèõ ÐÍÊàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ, è èçó÷åíèå çàâèñèìîñòåé ýòîé ôóíêöèè îò ïðè-
ñóòñòâèÿ â ðåàêöèîííîé ñìåñè èîíîâ Ca2+ èëè Mg2+.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè àëüôà-ñóáúåäèíèö, îáëàäàþùèõ
ñïîñîáíîñòüþ ê ðàñùåïëåíèþ ÐÍÊ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
êÄÍÊ ñóáúåäèíèö á1, á2, á3, á4, á5 è á7 áûëè êëîíèðîâà-
íû â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pGEX. Áûëè ïîäîáðàíû îï-
òèìàëüíûå óñëîâèÿ ýêñïðåññèè â E. coli õèìåðíûõ áåëêîâ
àëüôà-òèïà, ñëèòûõ ñ GST. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ÐÍÊàç-
íîé àêòèâíîñòè áåëêîâ áûëè èñïîëüçîâàíû ìå÷åííûå

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 509



[32P] ìÐÍÊ ãåíîâ ÷åëîâåêà p53 è c-myc. Ïðîäóêòû íóêëåî-
ëèçà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ äåíàòóðèðóþùåãî ýëåêò-
ðîôîðåçà âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíî-
ãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíóþ GST,
âûäåëåííóþ â ñîîòâåòñòâèè ñ òåì æå ïðîòîêîëîì, ÷òî è
õèìåðíûå áåëêè.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóáúåäèíèöû á1, á2, á4, á5 è á7,
íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêà-
öèé, ïðîÿâëÿþò ýíäîðèáîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü ïî îòíî-
øåíèþ ê ìÐÍÊ p53 è c-myc, è äëÿ ïðîÿâëåíèÿ èõ àêòèâíî-
ñòè íåîáõîäèìû èîíû Mg2+ èëè Ca2+. Ïðè ýòîì ìÐÍÊ
c-myc ïîäâåðãàëàñü ðàñùåïëåíèþ â áîëüøåé ñòåïåíè.
Ñóáúåäèíèöà á3 íå ïðîÿâèëà ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòè ïî îòíîøåíèþ ê ìÐÍÊ p53 è ïðîÿâèëà ñðàâíèòåëü-
íî íåáîëüøóþ ýíäîðèáîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü ïî îòíî-
øåíèþ ê ìÐÍÊ c-myc.

Òàêèì îáðàçîì, åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî êðîìå
ðàíåå èçâåñòíûõ ñóáúåäèíèö á1 è á5 ñóùåñòâóþò åùå òðè
ñóáúåäèíèöû — á2, á4 è á 7, êîòîðûå îáëàäàþò ÐÍÊàç-
íîé àêòèâíîñòüþ. Äàííàÿ àêòèâíîñòü ðåãóëèðóåòñÿ ïðè-
ñóòñòâèåì â ðåàêöèîííîé ñìåñè äâóõâàëåíòíûõ êàòèî-
íîâ — Ca2+ è Mg2+.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00834) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÂÎÇÌÎÆÍÎÅ Ó×ÀÑÒÈÅ ÍÈÊÎÒÈÍÀÌÈÄÀÄÅÍÈÍ-
ÄÈÍÓÊËÅÎÒÈÄÀ (ÍÀÄ) Â ÐÅÏÀÐÀÖÈÈ ÄÍÊ.
© Ä. Â. Ôèðñàíîâ, Â. Ì. Ìèõàéëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexdelfigo@mail.ru.

Ñðåäè ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ íàèáîëåå îïàñ-
íûìè ñ÷èòàþòñÿ äâóõíèòåâûå ðàçðûâû (ÄÐ) ÄÍÊ, òàê êàê
îíè ìîãóò ïðèâîäèòü ê ãèáåëè êëåòîê è âîçíèêíîâåíèþ
îïóõîëåé. Ïðè âîçíèêíîâåíèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ïðîèñ-
õîäÿò àêòèâàöèÿ ïîëèìåðàçû ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçû (PARP) è
ðèáîçèëèðîâàíèå áåëêîâ õðîìàòèíà â ìåñòå ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ ïðè ó÷àñòèè ÍÀÄ. Ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî â êëåòêàõ âî âðåìÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïîñëå ðåíòãå-
íîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (P-îáëó÷åíèÿ) ïðîèñõîäèò êîíêóðåí-
öèÿ çà âíóòðèêëåòî÷íûé ÍÀÄ, êîòîðûé èíòåíñèâíî èñ-
ïîëüçóåòñÿ PARP äëÿ ðèáîçèëèðîâàíèÿ áåëêîâ õðîìàòèíà
â ñàéòå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, ïîâûøåííàÿ àê-
òèâíîñòü PARP ðåïðåññèðóåò ãåííóþ ýêñïðåññèþ è ïîâû-
øàåò óãðîçó êëåòî÷íîé ãèáåëè. Ïî-âèäèìîìó, ýòî ñâÿçàíî
ñ òåì, ÷òî ïîâûøåííûé ðàñõîä ÍÀÄ ïðèâîäèò ê äåàêòèâà-
öèè äðóãèõ ÍÀÄ-çàâèñèìûõ ïóòåé æèçíåäåÿòåëüíîñòè
êëåòêè. Îäíèì èç ðàííèõ îòâåòîâ êëåòîê íà âîçíèêíîâå-
íèå ÄÐ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå 139-ñåðèíà ãèñ-
òîíà H2AX ñ îáðàçîâàíèåì ôîêóñîâ ãàììà-H2AX â ìåñ-
òàõ ÄÐ. Äèíàìèêà îáðàçîâàíèÿ è ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ
ãàììà-H2AX êîððåëèðóåò ñ äèíàìèêîé ðåïàðàöèè
ÄÐ ÄÍÊ.

Â íàøåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ýêçîãåí-
íîãî ÍÀÄ íà äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ è íàêîïëåíèå ãàì-
ìà-H2AX êàê ìàðêåðà ÄÐ ÄÍÊ â êëåòêàõ ìèîêàðäà è
êàðäèîìèîöèòàõ ìûøåé C57BL ïîñëå P-îáëó÷åíèÿ. Èçâå-
ñòíî, ÷òî êàðäèîìèîöèòû ÿâëÿþòñÿ òåðìèíàëüíî äèôôå-
ðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè è íå ïðîëèôåðèðóþò. Íà äàí-
íûé ìîìåíò ñóùåñòâóåò ìàëî äàííûõ î ðåãóëÿöèè ãèáåëè
êàðäèîìèîöèòîâ è äèíàìèêå èõ îáíîâëåíèÿ ïîñëå
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé. Ïðè ïîìîùè èììóíî-

ìîðôîëîãè÷åñêîãî ìåòîäà íàìè áûëè ïîëó÷åíû äàííûå î
òîì, ÷òî ýêçîãåííûé ÍÀÄ â çàâèñèìîñòè îò äîçû è îò âðå-
ìåíè ââåäåíèÿ â îðãàíèçì ìûøåé èçìåíÿåò óðîâåíü íà-
êîïëåíèÿ ãàììà-H2AX â êëåòêàõ ìèîêàðäà. Ïðè ââåäåíèè
ÍÀÄ ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå P-îáëó÷åíèÿ ìûøåé â äîçå 3 Ãð
÷åðåç 20 ìèí ìû íàáëþäàëè â ìèîêàðäå ñóùåñòâåííîå
óâåëè÷åíèå ãàììà-H2AX-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð ïî ñðàâíå-
íèþ ñ P-îáëó÷åííûìè â òîé æå äîçå êîíòðîëüíûìè æè-
âîòíûìè. ×åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ íàáëþäàëîñü áûñò-
ðîå ñíèæåíèå ýòîãî óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ H2AX äî
âåëè÷èí íèæå óðîâíÿ îáëó÷åííîãî êîíòðîëÿ. Ïðè èíúåê-
öèè ÍÀÄ çà 5 ìèí äî P-îáëó÷åíèÿ ìû íå íàáëþäàëè çíà-
÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé íàêîïëåíèÿ ãàììà-H2AX ÷åðåç 20
è 60 ìèí ïîñëå âîçäåéñòâèÿ. Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ââåäåíèå ýêçîãåííîãî ÍÀÄ ñóùåñòâåííî èç-
ìåíÿåò óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H2AX ïîñëå
P-îáëó÷åíèÿ è, âîçìîæíî, âëèÿåò íà ñêîðîñòü ðåïàðàöèè
ÄÐ ÄÍÊ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâàíèåì äëÿ
áîëåå óãëóáëåííîãî àíàëèçà ó÷àñòèÿ ÍÀÄ è àêòèâíîñòè
PARP â ðåãóëÿöèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H2AX è
ðåãóëÿöèè ðåïàðàöèè ÄÐ ÄÍÊ.

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÌÅÆÄÓ ÍÅÃÈÑÒÎÍÎÂÛÌ ÁÅË-
ÊÎÌ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ HMGB1 È ËÈÍÊÅÐÍÛÌÈ ÃÈÑÒÎ-
ÍÀÌÈ H1. © À. Â. Ôîíèí, Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexfonin@gma-
il.com.

Øèðîêî èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå áåëêè ìîãóò ôîðìèðî-
âàòü êîìïàêòíóþ óïîðÿäî÷åííóþ ñòðóêòóðó òîëüêî â
êîìïëåêñå ñî ñâîèìè ïàðòíåðàìè — ìîëåêóëàìè ÄÍÊ
èëè ÐÍÊ, ðàçëè÷íûìè áåëêàìè, èîíàìè ìåòàëëîâ è ò. ä.
Òàêèå áåëêè ÷àñòî íàçûâàþò íàòèâíî íåóïîðÿäî÷åííûìè
áåëêàìè. Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ áåëêîâ ýòîãî êëàññà ñîñòîèò
â îáðàçîâàíèè êîìïëåêñîâ ñî ñâîèìè ïàðòíåðàìè è ïðîâå-
äåíèè ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ. Íåãèñòîíî-
âûé áåëîê õðîìàòèíà HMGB1 è ëèíêåðíûé ãèñòîí H1
ïðèíàäëåæàò ê ýòîìó êëàññó áåëêîâ. Êàê HMGB1, òàê è
ãèñòîí H1 ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè áåëêàìè õðîìàòèíà, ïðè-
íèìàþùèìè ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè âûñøèõ óðîâíåé
åãî ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî, áóäó÷è
êîìïîíåíòîì õðîìàòèíà, HMGB1 è H1 ìîãóò âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü íå òîëüêî ñ ÄÍÊ, íî è äðóã ñ äðóãîì. Ðàáîò, ïî-
ñâÿùåííûõ ýòîé ïðîáëåìå, íåìíîãî, è îíè ïðîòèâîðå-
÷èâû.

Â äàííîé ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ìåæäó HMGB1 è H1 â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íîé
èîííîé ñèëîé ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ñïåêòðîôîòî-
ìåòðèè, ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè è ÊÄ â äàëüíåé
è áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà. Ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå
ìåæäó áåëêàìè H1 è HMGB1 èçìåíÿëè îò 1 : 4 äî 4 : 1.

Îáíàðóæåííîå óìåíüøåíèå ñâåòîðàññåÿíèÿ â ðàñòâî-
ðàõ HMGB1 ïðè óâåëè÷åíèè èîííîé ñèëû, ïî-âèäèìîìó,
îáóñëîâëåíî ðàçðóøåíèåì àññîöèàòîâ HMGB1, îáðàçî-
âàííûõ áåëêîì â ðàñòâîðàõ ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé. Ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèå àññîöèàòîâ
HMGB1 îïðåäåëÿåòñÿ âçàèìîäåéñòâèÿìè, èìåþùèìè
ýëåêòðîñòàòè÷åñêóþ ïðèðîäó. Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
H1 â èññëåäóåìûõ ðàñòâîðàõ òàêæå ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëü-
íîìó ñíèæåíèþ ñâåòîðàññåÿíèÿ, ÷òî ìîæåò áûòü îáúÿñíå-
íî ðàçðóøåíèåì àññîöèàòîâ HMGB1 ïðè îáðàçîâàíèè
êîìïëåêñîâ ìåæäó áåëêîì H1 è HMGB1. Ñóùåñòâåííîå
óìåíüøåíèå ñâåòîðàññåÿíèÿ â ðàñòâîðàõ HMGB1 â ïðè-
ñóòñòâèè H1 â ðàñòâîðàõ ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé ìîæåò
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áûòü îáóñëîâëåíî òåì îáñòîÿòåëüñòâîì, ÷òî ïðè ñàìîàñ-
ñîöèàöèè MGB1 ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ êîìïëåêñû, ðàç-
ìåð êîòîðûõ ïðåâûøàåò ðàçìåð êîìïëåêñà HMGB1 è ãèñ-
òîíà H1. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü íàëè÷èåì áîëüøåãî ÷èñëà
ìåñò ñâÿçûâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòè HMGB1 ïî ñðàâíåíèþ ñ
H1, à òàêæå áîëüøèìè ðàçìåðàìè ìîëåêóë HMGB1 ïî
ñðàâíåíèþ ñ H1.

Õàðàêòåð èçìåíåíèé â ñïåêòðàõ ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îá-
ëàñòè ïîçâîëèë çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè ïîâûøåíèè ñîäåðæà-
íèÿ H1 â ðàñòâîðàõ HMGB1 ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå äîëè
á-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ â ñòðóêòóðå ýòèõ áåëêîâ. Ýòî ñâè-
äåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå HMGB1 è ãèñòî-
íà H1 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñòðóêòóðèðîâàííîñòè áåë-
êîâ, ÷òî òàêæå õàðàêòåðíî äëÿ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ íå-
óïîðÿäî÷åííûõ áåëêîâ. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ñîáñòâåííîé
ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðåòè÷íàÿ ñòðóê-
òóðà íåãèñòîíîâîãî áåëêà õðîìàòèíà HMGB1 â ïðèñóòñò-
âèè ëèíêåðíîãî ãèñòîíà H1 èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî.
Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå òóøåíèå òðèïòîôàíî-
âîé ôëóîðåñöåíöèè HMGB1 âî âñåõ ðàñòâîðàõ, ñîäåðæà-
ùèõ îáà áåëêà.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè íàì çàêëþ÷èòü, ÷òî
íåãèñòîíîâûé áåëîê õðîìàòèíà HMGB1 è ëèíêåðíûé
ãèñòîí H1 ñïîñîáíû ê âçàèìîäåéñòâèþ ìåæäó ñîáîé.
Áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñîïðîâîæäàþòñÿ óâåëè-
÷åíèåì äîëè óïîðÿäî÷åííûõ ó÷àñòêîâ â áåëêîâîé ñòðóê-
òóðå è íåáîëüøèìè èçìåíåíèÿìè òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû
áåëêîâ.

ÑÎÄÅÐÆÀÍÈÅ ÀËÜÔÀ-ÀÊÒÈÍÈÍÀ-4 Â ßÄÅÐÍÛÕ
ÁÅËÊÎÂÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÀÕ P65 ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÛ
NF-êB ÊÎÐÐÅËÈÐÓÅÒ Ñ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜÞ ÝÒÎÃÎ
ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ. © Ì. Ã. Õîòèí,
Ë. Â. Òóðîâåðîâà, À. Â. Ñîëîâüåâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ, Ä. Ã. Òåí-
òëåð. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
h_mg@mail.ru.

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿ-
öèè ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, â òîì ÷èñëå è ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ. Àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñâÿ-
çàí ñ ïåðåñòðîéêàìè öèòîñêåëåòà. Îäíàêî íåïîíÿòíû ìå-
õàíèçìû ó÷àñòèÿ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî
ñóáúåäèíèöà p65 òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB ñâÿ-
çàíà â öèòîïëàçìå ñ àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì àëüôà-àê-
òèíèíîì-4. Ïðè ðàçáîðêå öèòîñêåëåòà p65 ïåðåìåùàåòñÿ
â ÿäðî, ãäå òàêæå îñòàåòñÿ ñâÿçàííîé ñ àëüôà-àêòèíè-
íîì-4.

Äëÿ ïðîâåðêè ãèïîòåçû îá ó÷àñòèè àëüôà-àêòèíèíà-4
â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè p65 íàìè ïðîâåäåí êîððåëÿöèîí-
íûé àíàëèç ìåæäó àêòèâíîñòüþ p65 è ñîäåðæàíèåì àëü-
ôà-àêòèíèíà-4 â êîìïëåêñå ñ p65 â ÿäðàõ êëåòîê A431.
Àêòèâíîñòü p65 îöåíèâàëè ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè 9 ãå-
íîâ-ìèøåíåé p65. Áûëè âûáðàíû ãåíû, ïðîäóêòû êîòî-
ðûõ ó÷àñòâóþò â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ. Èçâå-
ñòíî, ÷òî ñòðóêòóðà öèòîñêåëåòà ðàçëè÷íà ó êëåòîê, ðàñ-
ïëàñòàííûõ íà ðàçëè÷íûõ áåëêàõ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà. Ïîýòîìó äëÿ èññëåäîâàíèÿ ó÷àñòèÿ àëüôà-àêòè-
íèíà-4 â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè p65 êëåòêè ëèíèè A431
êóëüòèâèðîâàëè íà ïëàñòèêå, ôèáðîíåêòèíå, ëàìèíèíå
2/4, êîëëàãåíàõ 1 è 4. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîâîäèëè
ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà àíàëèçèðî-
âàëè ñîñòàâ ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ïîëó÷åííûõ
èììóíîïðåöèïèòàöèåé ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ p65. Àíàëèç

ýëåêòðîôîðåãðàìì è èììóíîáëîòèíãà ïðîâîäèëè ïðè ïî-
ìîùè ïðîãðàììû QuantityOne.

Îáíàðóæåíî, ÷òî ñîäåðæàíèå êàê p65, òàê è àëüôà-àê-
òèíèíà-4 â ÿäðàõ êëåòîê A431 çàâèñèò îò òîãî áåëêà âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, íà êîòîðîì îíè êóëüòèâèðîâàëèñü.
Íå âåñü ÿäåðíûé àëüôà-àêòèíèíà-4 ñâÿçàí ñ p65, ÷òî ñâè-
äåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè ýòîãî àêòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà
â äðóãèõ ÿäåðíûõ êîìïëåêñàõ. Îáíàðóæåíà êîððåëÿöèîí-
íàÿ ñâÿçü (P < 0.05) ìåæäó ñîäåðæàíèåì àëüôà-àêòèíè-
íà-4 â êîìïëåêñå p65 è àêòèâíîñòüþ äâóõ ãåíîâ-ìèøåíåé
p65. Äëÿ ãåíà TNC ýòà çàâèñèìîñòü áûëà ïðÿìîé, à äëÿ
ãåíà BAX îáðàòíîé. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîç-
ìîæíîì ó÷àñòèè àëüôà-àêòèíèíà-4 â ðåãóëÿöèè àêòèâíî-
ñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB â îòíîøåíèè íå-
êîòîðûõ ãåíîâ. Äîïîëíèòåëüíî ïîäòâåðæäàþòñÿ ïðåäâà-
ðèòåëüíûå äàííûå îá ó÷àñòèè ýòîãî àêòèíñâÿçûâàþùåãî
áåëêà â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-011-90-à).
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Â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ îñíîâíîé ïóòü âõîäà
Ca2+ èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû — äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû.
Äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû àêòèâèðóþòñÿ îïóñòîøåíèåì
âíóòðèêëåòî÷íûõ Ca2+ äåïî. Â íåäàâíèõ ðàáîòàõ áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî àäàïòåðíûå áåëêè ñåìåéñòâà Homer ìîãóò ðå-
ãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ, è áûëî
âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî áåëêè Homer ìîãóò
êîëîêàëèçîâàòü áåëêè, ðåãóëèðóþùèå äåïîóïðàâëÿåìûå
êàíàëû. Ðàñïîëîæåííûé íà N-êîíöå áåëêîâ ñåìåéñòâà
Homer äîìåí EVH1 ðàñïîçíàåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðî-
ëèí—ïðîëèí—äâå ëþáûå àìèíîêèñëîòû—ôåíèëàëà-
íèí—àðãèíèí (PPXXFR) ó áåëêîâ ìèøåíåé. Èçîôîðìû
áåëêà Homer 1c (H1c) ìîãó ñâÿçûâàòü áåëêè-ìèøåíè â
åäèíûé ìàêðîìîëåêóëÿðíûé êîìïëåêñ, ïîñêîëüêó îíè
ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ãîìîîëèãîìåðíûå êîìïëåêñû, â
òî âðåìÿ êàê ó èçîôîðìû Homer 1a (H1a) íà C-êîíöå îò-
ñóòñòâóåò äîìåí coil-coiled, ïîýòîìó îíà íå ñïîñîáíà îëè-
ãîìåðèçîâàòüñÿ è, òàêèì îáðàçîì, ÿâëÿåòñÿ íåãàòèâíûì
ðåãóëÿòîðîì áåëêîâ H1c.

Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèè A431
ýêñïðåññèðóþòñÿ ðåöåïòîðû èíîçèòîë-1, 4, 5-òðèôîñôàòà
ïåðâîãî òèïà (InsP3R1) è áåëêè H1c. Èñïîëüçóÿ ìåòîä ëî-
êàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà â êîíôèãóðàöèè whole-cell,
ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ïåïòèä PPKKFR (ïðèâîäÿùèé ê äèñ-
ñîöèàöèè áåëêîâ Homer îò ñâîèõ ìèøåíåé) âûçûâàåò àê-
òèâíîñòü äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ. Êîíòðîëüíûé ïåïòèä
PPKKFR, íå ðàñïîçíàâàåìûé äîìåíîì EVH1 áåëêîâ Ho-
mer, íå èìåë ýôôåêòà. Îïûòû â inside-out êîíôèãóðàöèè
âûÿâèëè, ÷òî òîëüêî äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû Imin êëå-
òîê A431 àêòèâèðóþòñÿ ïåïòèäîì PPKKFR. Áåëîê H1c íå
àêòèâèðîâàë Imin-êàíàëû â îòëè÷èå îò áåëêà H1a. Äîáàâ-
ëåíèå èíîçèòîë-1, 4, 5-òðèôîñôàòà (InsP3) ê êàíàëàì, àê-
òèâèðîâàííûì H1a èëè PPKKFR, íå ïðèâîäèëî ê äàëü-
íåéøåìó óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè ýòèõ êàíàëîâ.

Àíòèòåëà ê áåëêó H1c êîèììóíîïðåöèïèòèðîâàëè
InsP3R1 èç ëèçàòîâ êëåòîê A431. Ýòî âçàèìîäåéñòâèå îò-
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ìåíÿëîñü ïðåèíêóáàöèåé êëåòîê ñî 100 ìêÌ ÓÒÔ èëè äî-
áàâëåíèåì 100 íÌ PPKKFR ê ëèçàòó. È íàîáîðîò, áåëîê
Stim2 (êàëüöèåâûé ñåíñîð ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêó-
ëóìà) ìîã áûòü èììóíîïðåöèïèòèðîâàí òîëüêî èç êëåòîê,
îáðàáîòàííûõ ÓÒÔ (ïåïòèä PPKKFR, äîáàâëåííûé â
ïðåäîáðàáîòàííûé ëèçàò, ðàçðóøàë òàêîå âçàèìîäåéñò-
âèå). Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ pull down ïîêàçàëè, ÷òî
áåëêè H1c è H1a ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ
InsP3R1. Äîáàâëåíèå InsP3 ê ýòîìó êîìïëåêñó ïðèâîäèëî ê
äèññîöèàöèè áåëêîâ Homer îò InsP3R1.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî áåëêè ñåìåéñòâà Homer ðåãóëèðóþò äåïîóï-
ðàâëÿåìûå êàíàëû êëåòîê A431. Ïðè÷åì âëèÿíèå áåëêîâ
Homer ðàçëè÷àþòñÿ äëÿ ðàçíûõ òèïîâ äåïîóïðàâëÿåìûõ
êàíàëîâ êëåòîê A431. Òîëüêî êàíàëû Imin àêòèâèðîâà-
ëèñü â îòâåò íà äèññîöèàöèþ áåëêîâ Homer. Âîçìîæíî,
îëèãîìåðíûå êîìïëåêñû áåëêîâ Homer áëîêèðóþò àêòèâ-

íîñòü êàíàëîâ, à ðàçîáùåíèå âçàèìîäåéñòâèÿ îëèãîìåð-
íûõ êîìïëåêñîâ áåëêîâ Homer è èõ ìèøåíåé ïðèâîäèò ê
àêòèâàöèè äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ Imin. Â ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ óñëîâèÿõ òàêîå ðàçîáùåíèå ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ
çà ñ÷åò äåéñòâèÿ ÓÒÔ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
InsP3 â öèòîïëàçìå èëè ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
áåëêà H1a. Èçâåñòíî, ÷òî Stim2 èíãèáèðóåò äåïîóïðàâëÿå-
ìûå êàíàëû, à InsP3R1, íàïðîòèâ, íåîáõîäèì äëÿ àêòèâà-
öèè Imin. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñâÿçûâàíèå áåëêîâ
Stim2 îëèãîìåðíûìè êîìïëåêñàìè H1c ïðèâîäèò îäíî-
âðåìåííî êàê ê ñíèæåíèþ áëîêèðóþùåãî ýôôåêòà Homer,
òàê è ê óìåíüøåíèþ èíãèáèðóþùåãî ýôôåêòà Stim2, ÷òî
è âûçûâàåò ðàçâèòèå êàëüöèåâîãî òîêà. Ðåçóëüòàòû ýòîé
ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî áåëêè Homer ìîãóò íå òîëüêî íå-
ïîñðåäñòâåííî âëèÿòü íà äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû, íî è
ó÷àñòâîâàòü â ïåðåäà÷å ñèãíàëà îá îïóñòîøåíèè äåïî ê
êàíàëàì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.
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