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Ôîêàëüíûå àäãåçèè (ÔÀ) — ñëîæíî îðãàíèçîâàííûå
ñòðóêòóðû, â ñîñòàâ êîòîðûõ, ïî ïîñëåäíèì äàííûì, âõî-
äèò îêîëî 70 áåëêîâ. ÔÀ âûïîëíÿþò íå òîëüêî ôóíêöèþ
ïðèêðåïëåíèÿ êëåòêè ê ñóáñòðàòó, íî è ìíîãî÷èñëåííûå
ðåãóëÿòîðíûå ôóíêöèè. Â çàâèñèìîñòè îò ðàçìåðà è ñòà-
äèè ôîðìèðîâàíèÿ ÔÀ âûäåëÿþò íåçðåëûå ôîêàëüíûå
êîìïëåêñû (ìåëêèå òî÷å÷íûå àäãåçèè) è çðåëûå ôîêàëü-
íûå êîíòàêòû (ÔÊ) (óäëèíåííûå ñòðóêòóðû, ñâÿçàííûå ñ
àêòèíîâûìè ïó÷êàìè). Äîâîëüíî õîðîøî èññëåäîâàíî
ñòðîåíèå çðåëûõ ÔÊ íà óðîâíå ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè è ïîêàçàíà äèíàìèêà èõ ñîçðåâàíèÿ. Îäíàêî
ìàëî èçâåñòíî î ïðîöåññàõ èíèöèàöèè è íà÷àëå ôîðìèðî-
âàíèÿ ÔÀ, ïðàêòè÷åñêè íè÷åãî íå èçâåñòíî î ñòðîåíèè
ýòèõ ñòðóêòóð íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ è î âçàè-
ìîäåéñòâèè èíèöèàëüíûõ ÔÀ ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì.
Ìû èññëåäîâàëè äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ ÔÀ
ñ ïîìîùüþ âèäåîìèêðîñêîïèè, ñíèìàÿ æèâûå êëåòêè,
òðàíñôèöèðîâàííûå ðàçëè÷íûìè áåëêàìè ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ, ìå÷åííûìè ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñòðîåíèÿ ïåðâè÷íûõ ÔÀ ìû ïðîâîäèëè
êîððåëÿòèâíóþ ýëåêòðîííóþ è âèäåîìèêðîñêîïèþ, ôèê-
ñèðóÿ êëåòêè ïîñëå âèäåîñúåìêè ïðÿìî ïîä ìèêðîñêî-
ïîì, ÷òîáû ïðîàíàëèçèðîâàòü ÔÀ ñ èçâåñòíîé èñòîðèåé ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé òîìîãðàôèè. Â êà÷åñòâå ìàðêå-
ðîâ ÔÀ èñïîëüçîâàëè VASP, âèíêóëèí, çèêñèí è áå-
òà-3-èíòåãðèí (êàê ìàðêåð ñâÿçûâàíèÿ ÔÀ ñ ñóáñòðàòîì).
Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïåðâè÷íûå ÔÀ îáðàçóþòñÿ â çîíå ëà-
ìåëëèïîäèè íà âåäóùåì êðàþ äâèæóùåéñÿ êëåòêè. Ïîñëå
ôîðìèðîâàíèÿ ÔÀ ãðàíèöà ëàìåëëèïîäèÿ — ëàìåëëà
ñäâèãàåòñÿ â ýòó òî÷êó, ò. å. îáðàçîâàíèå ïåðâè÷íûõ ÔÀ
îïðåäåëÿåò ïîëîæåíèå ãðàíèöû ìåæäó ëàìåëëèïîäèåé è
ëàìåëëîé. Ïåðâûì áåëêîì àäãåçèè, ïîÿâëÿþùèìñÿ â ëà-
ìåëëèïîäèè â ìåñòå ôîðìèðîâàíèÿ ÔÀ, ÿâëÿåòñÿ VASP, à
÷åðåç íåñêîëüêî ñåêóíä â ýòó òî÷êó ïðèõîäÿò è äðóãèå
áåëêè. Ïðè ýòîì VASP, âèíêóëèí è áåòà-3-èíòåãðèí íå
âûìûâàþòñÿ èç èíèöèàëüíûõ ÔÀ ïîñëå ýêñòðàêöèè êëåò-
êè, ò. å. îêàçûâàþòñÿ âêëþ÷åííûìè â ñòðóêòóðû, à çèêñèí
ïðè ýêñòðàêöèè óäàëÿåòñÿ èç èíèöèàëüíûõ ÔÀ è çàêðåï-
ëÿåòñÿ â íèõ òîëüêî ïîñëå ëîêàëüíûõ ñîêðàùåíèé êëåòî÷-
íîãî êðàÿ. Òàêèì îáðàçîì, VASP, âåðîÿòíî, âûïîëíÿåò
ôóíêöèþ «îðãàíèçàòîðà» ïðè ôîðìèðîâàíèè ÔÀ. Ìû èñ-
ñëåäîâàëè ñòðóêòóðó ôîðìèðóþùèõñÿ ÔÀ ñ ïîìîùüþ òî-

ìîãðàììû íà ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå è ïîñòðîèëè
3-ìåðíóþ ìîäåëü ÔÀ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ.
Ïîêàçàíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå èíèöèàëüíûõ ÔÀ â çîíå ëà-
ìåëëèïîäèè ïðîèñõîäèò áåç âèäèìûõ èçìåíåíèé àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà. Äàëüíåéøåå ñîçðåâàíèå ÔÀ â ÔÊ è ïå-
ðåñòðîéêà àêòèíîâîé ñåòè îñóùåñòâëÿþòñÿ âñåãäà íà
îñíîâå èíèöèàëüíîãî ÔÀ, íåêîòîðûå èíèöèàëüíûå ÔÀ
ðàñòâîðÿþòñÿ. Íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå
ÔÊ, îáíàðóæèâàåìûå íà ãðàíèöå ëàìåëëèïîäèè — ëàìåë-
ëû, èìåþò ÷åòêî âûðàæåííóþ ñòðóêòóðó, ïðåäñòàâëåíû
êîðîòêèìè ïëîòíûìè ïó÷êàìè ìèêðîôèëàìåíòîâ è ñâÿçà-
íû ñ ìåëêèìè ïó÷êàìè, èäóùèìè ê öåíòðàëüíîé ÷àñòè
êëåòêè. Íà ìåñòå çðåëîãî ÔÊ, ðàñïîëîæåííîãî íà âå-
äóùåì êðàþ êëåòêè, ìèêðîôèëàìåíòû îáðàçóþò ãóñ-
òóþ ïîäìåìáðàííóþ ñåòü, à â íèæíåé ÷àñòè àêòèíîâûå
ôèëàìåíòû îáúåäèíåíû â ïó÷îê, èäóùèé â öåíòðàëüíóþ
÷àñòü êëåòêè. Ïðè ýòîì åñòü áîëüøîé ïóë àêòèíîâûõ ôè-
ëàìåíòîâ, ïåðåõîäÿùèõ ñ âåðõíåé ïîâåðõíîñòè â ñîñòàâ
ïó÷êà.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè ñóùåñòâîâàíèå ïðåäâà-
ðèòåëüíîé ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ ÔÀ, áîëåå ðàííåé, ÷åì
êëàññè÷åñêèå ÔÊ, âûÿñíèëè èõ ñòðóêòóðó, ïîñòðîèëè
3-ìåðíûå ìîäåëè ÔÀ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ è
ïðåäëîæèëè ñõåìó ó÷àñòèÿ ÔÀ â ðåîðãàíèçàöèè àêòèíî-
âîé ñåòè ïðè äâèæåíèè êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-00452-a è 11-04-01473-à).

ÔÈÁÓËÈÍ-5 ÎÏÎÑÐÅÄÓÅÒ ÑÒÈÌÓËÈÐÓÞÙÅÅ
ÂËÈßÍÈÅ ÓÐÎÊÈÍÀÇÛ ÍÀ ÌÈÃÐÀÖÈÞ ÔÈÁÐÎ-
ÁËÀÑÒÎÂ. © Í. Â. Àíèîë, À. Â. Âîðîòíèêîâ. Ìåäèöèí-
ñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Àêòèâàòîð ïëàçìèíîãåíà óðîêèíàçíîãî òèïà (óðîêè-
íàçà) ñòèìóëèðóåò ìèãðàöèþ êëåòîê êàê çà ñ÷åò àêòèâà-
öèè ïðîòåîëèçà âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òàê è çàïóñêàÿ
âíóòðèêëåòî÷íóþ ñèãíàëèçàöèþ. Îäíàêî ðåöåïòîð óðîêè-
íàçû ÿâëÿåòñÿ GPI-çàÿêîðåííûì áåëêîì, ëèøåííûì
òðàíñìåìáðàííîãî è âíóòðèêëåòî÷íîãî äîìåíîâ, è íå ìî-
æåò ïðîâîäèòü ñèãíàë âíóòðü êëåòêè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îí
àêòèâèðóåò ìèãðàöèþ îïîñðåäîâàííî ÷åðåç äðóãèå òðàíñ-
ìåìáðàííûå ðåöåïòîðû, òàêèå êàê èíòåãðèíû è (èëè) òè-
ðîçèíêèíàçíûå ðåöåïòîðû.

Ôèáóëèí-5 (FB5) — ýòî áåëîê âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà, êîòîðûé âçàèìîäåéñòâóåò ñ èíòåãðèíîâûìè ðåöåïòî-

2 0 1 1 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 53, ¹ 9

691



ðàìè è ó÷àñòâóåò â îðãàíèçàöèè ýëàñòèíîâûõ âîëîêîí.
Â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîêèíàçà âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ Ñ-êîíöåâûì äîìåíîì FB5. Ìû ïðåäïîëî-
æèëè, ÷òî óðîêèíàçà ñòèìóëèðóåò ìèãðàöèþ êëåòîê îïî-
ñðåäîâàííî ÷åðåç FB5. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû ìû
èñïîëüçîâàëè ëèíåéíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû,
ïîëó÷åííûå èç ìûøåé äèêîãî òèïà (MEF FB5+/+) è íîêàó-
òèðîâàííûõ ïî ãåíó FB5 (MEF FB5–/–).

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî óðîêèíàçà ñòèìóëèðóåò ìèãðà-
öèþ êëåòîê MEF FB5+/+ ÷åðåç ìåìáðàíó Transwell, ïîêðû-
òóþ êîëëàãåíîì I òèïà, íî íå âëèÿåò íà õåìîòàêñèñ êëåòîê
MEF FB5–/–. Ïîñêîëüêó ìèãðàöèÿ êëåòîê ÷åðåç ìåìáðàíó
ñêëàäûâàåòñÿ èç èõ àäãåçèè è ïîñëåäóþùåãî íàïðàâëåí-
íîãî äâèæåíèÿ, ìû îòäåëüíî èññëåäîâàëè âëèÿíèå óðîêè-
íàçû íà àäãåçèþ è ìèãðàöèþ MEF. Ìû âûÿñíèëè, ÷òî
óðîêèíàçà íå èçìåíÿåò àäãåçèþ êëåòîê îáåèõ èññëåäóå-
ìûõ ëèíèé. Â òî æå âðåìÿ óðîêèíàçà óñêîðÿåò äâèæåíèå
êëåòîê MEF FB5+/+ â ñâîáîäíóþ çîíó ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ðàíû ìîíîñëîÿ, íî íå âëèÿåò íà äâèæåíèå êëåòîê MEF
FB5–/–. Òàêèì îáðàçîì, FB5 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ìèãðà-
öèè êëåòîê ïîä äåéñòâèåì óðîêèíàçû.

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ MEXAÍÈÇÌÛ ÄÂÈÆÅÍÈß ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌ Â ÌÈÒÎÇÅ. © Ô. È. Àòàóëëàõàíîâ. Öåíòð òåî-
ðåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ôèçèêî-õèìè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè
ÐÀÍ, Ìîñêâà, Ôèçè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëî-
ìîíîñîâà è Ãåìàòîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ,
Ìîñêâà.

Â ïîñëåäíèå 5—6 ëåò áûë â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âû-
ÿñíåí ìåõàíèçì ðàáîòû íàíîäâèãàòåëÿ, îáåñïå÷èâàþùåãî
äâèæåíèå õðîìîñîìû ïðè äåëåíèè êëåòêè. Îêàçàëîñü, ÷òî
õðîìîñîìû äâèãàåò ìàøèíà, ìåõàíèçì ðàáîòû êîòîðîé
óíèêàëåí è íå èìååò àíàëîãîâ íè â áèîëîãèè, íè â òåõíè-
êå, íè â äðóãèõ îáëàñòÿõ íàóêè. Ãëàâíûìè äâèæèòåëÿìè
õðîìîñîì ÿâëÿþòñÿ ìèêðîòðóáî÷êè. Ýòè òðóáêè, èìåþ-
ùèå äèàìåòð â 25 íì è ñîñòîÿùèå èç îäíîãî áåëêà — òó-
áóëèíà, ìîãóò çàïàñàòü õèìè÷åñêóþ ýíåðãèþ â âèäå ìåõà-
íè÷åñêîãî íàïðÿæåíèÿ, êîòîðîå ïîòîì èñïîëüçóåòñÿ äëÿ
äâèæåíèÿ õðîìîñîìû. Ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå
äèíàìèêè äåïîëèìåðèçàöèè òàêîé òðóáêè ñ ïîìîùüþ ëà-
çåðíîãî äèíàìîìåòðà ïîêàçàëî, ÷òî ìîãóò ðàçâèâàòüñÿ äî-
âîëüíî áîëüøèå ïî ìîëåêóëÿðíûì ìåðêàì ñèëû — äî
70—80 ïèêîíüþòîí (Molodtsov M., Ataullakhanov F. åt al.,
PNAS, 2005; Grishchuk E., Ataullakhanov F. et al., Nature,
2005; Efremov A., Ataullakhanov F. åt al., PNAS, 2007;
McIntosh R., Ataullakhanov F. åt al., Cell, 2008). Ýòè ñèëû
ìèêðîòðóáî÷êà ðàçâèâàåò â õîäå ïðîöåññà, íàçûâàåìîãî
«êàòàñòðîôîé»: ñòåíêè ìèêðîòðóáî÷êè ðàñòðåñêèâàþòñÿ
âäîëü åå îñè, è îáðàçóþùèåñÿ äëèííûå óçêèå «ïðîòîôè-
ëàìåíòû» èçãèáàþòñÿ íàðóæó è òîëêàþò ñïåöèàëüíûé
êîìïëåêñ áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ õðîìîñîìîé. Êèíåòîõîð-
íûé êîìïëåêñ áåëêîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ äèíàìè÷åñêîå ñî-
ïðÿæåíèå äâèæåíèÿ õðîìîñîìû ñ ðàçáèðàþùèìñÿ êîí-
öîì ìèêðîòðóáî÷êè, ôîðìèðóåò ñëîæíîå óñòðîéñòâî,
ñòðóêòóðó è ðàáîòó êîòîðîãî ìû òîëüêî íà÷èíàåì ïîíè-
ìàòü. Âîçìîæíûå ãèïîòåçû îá óñòðîéñòâå ýòîãî êîìïëåê-
ñà áóäóò ïðîàíàëèçèðîâàíû è ñîïîñòàâëåíû ñ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûìè äàííûìè.

ÊÀÏÑÓËÀ ÊÀÐÈÎÑÔÅÐÛ ËÀÁÎÐÀÒÎÐÍÎÃÎ ÍÀÑÅ-
ÊÎÌÎÃÎ TRIBOLIUM CASTANEUM ÊÀÊ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒ
ßÄÅÐÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ ÎÎÖÈÒÎÂ © Ô. Ì. Áàòàëîâà,

À. Ì. Êèñåëåâ, È. Ñ. Ñòåïàíîâà, Ä. Ñ. Áîãîëþáîâ. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dmitr@mail. cytspb.
rssi.ru.

Â îîãåíåçå ìíîãèõ æèâîòíûõ ôîðìèðóåòñÿ êàðèîñôå-
ðà (êàðèîñîìà) — êîìïëåêñíîå îáðàçîâàíèå, îáúåäèíÿþ-
ùåå â îãðàíè÷åííîì îáúåìå ÿäðà âåñü õðîìîñîìíûé íà-
áîð îîöèòà. Åå ôîðìèðîâàíèå îáû÷íî îòðàæàåò èíàêòèâà-
öèþ õðîìîñîì ê êîíöó ïåðèîäà ðîñòà ÿéöåêëåòêè. Ó
íåêîòîðûõ îðãàíèçìîâ êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû â
ñîñòàâå êàðèîñôåðû îêðóæåíû ñëîæíî óñòðîåííîé êàïñó-
ëîé, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà è îáåñ-
ïå÷èâàåò äîïîëíèòåëüíûé óðîâåíü êîìïàðòìåíòàëèçàöèè
ÿäðà îîöèòà. Îáúåêò äàííîãî èññëåäîâàíèÿ — áóëàâî-
óñûé ìó÷íîé õðóùàê Tribolium castaneum — â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ñòàë íîâûì ëàáîðàòîðíûì âèäîì íàñåêîìûõ áëàãî-
äàðÿ óñïåøíî çàâåðøåííîé ïðîãðàììå ïî ñåêâåíèðîâà-
íèþ åãî ãåíîìà. Îäíàêî ìîðôîëîãè÷åñêèå è ôóíêöèî-
íàëüíûå îñîáåííîñòè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð îîöèòîâ T. casta-
neum êàê ìîäåëüíîãî îáúåêòà ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ
äèñöèïëèí îñòàþòñÿ íåèçó÷åííûìè. Â íàøèõ èññëåäîâà-
íèÿõ ìû óñòàíîâèëè, ÷òî íà ñòàäèè äèïëîòåíû ìåéîçà
õðîìîñîìû îîöèòà T. castaneum äîâîëüíî ðàíî êîíäåíñè-
ðóþòñÿ, îáúåäèíÿÿñü â êîìïàêòíóþ êàðèîñôåðó. Ýòîò
ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ ôîðìèðîâàíèåì âîêðóã êîíäåí-
ñèðîâàííîãî õðîìàòèíà îáøèðíîé ôèáðîçíîé êàïñóëû,
êîòîðàÿ ñîñòîèò èç íåñêîëüêèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ýëåìåí-
òîâ. Ñóùåñòâåííûì ìîëåêóëÿðíûì êîìïîíåíòîì êàïñóëû
êàðèîñôåðû T. castaneum ÿâëÿþòñÿ áåëêè ÿäåðíîãî ìàò-
ðèêñà, â òîì ÷èñëå ôèáðèëëÿðíûé àêòèí, à òàêæå ëàìèí B
è ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçà II. Èíòåðåñíî, ÷òî ëàìèí B è
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçà II îáíàðóæèâàþòñÿ íå òîëüêî â ñîñòà-
âå âîëîêíèñòîãî ìàòåðèàëà êàïñóëû, íî è â ñîñòàâå àññî-
öèèðîâàííûõ ñ íèì ìíîãî÷èñëåííûõ ýêñòðàõðîìîñîìíûõ
òåëåö (äîìåíîâ). Â õîäå ðîñòà îîöèòà ÿäåðíîå ðàñïðåäåëå-
íèå ëàìèíà B îáíàðóæèâàåò âûðàæåííóþ äèíàìèêó: îò
íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ â ÿäðå è äèôôóçíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
äî êîíöåíòðàöèè â ñîñòàâå ÿäåðíûõ äîìåíîâ, â òîì ÷èñëå
â ñâÿçè ñ êàïñóëîé êàðèîñôåðû. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî
ôóíêöèÿ êàïñóëû êàðèîñôåðû ñîñòîèò â èçîëÿöèè êîí-
äåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà îò îñòàëüíîé ÷àñòè íóêëåî-
ïëàçìû â òå÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíîé ïî âðåìåíè ñòàäèè
äèïëîòåíû, à òàêæå â ìåõàíè÷åñêîì óäåðæàíèè õðîìîñîì
â îãðàíè÷åííîì ó÷àñòêå êðóïíîãî ÿäðà îîöèòà. Îäíàêî
î÷åâèäíî, ÷òî ýòî íå åäèíñòâåííàÿ åå ôóíêöèÿ. Â õîäå íà-
øèõ èññëåäîâàíèé ìû íåîæèäàííî îáíàðóæèëè, ÷òî ìàòå-
ðèàë êàïñóëû â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îáîãàùåí ñèììåò-
ðè÷íûìè äèìåòèëàðãèíèíàìè (sDMA) — êîìïîíåíòàìè
àðãèíèí-ãëèöèíîâûõ (RG) ïîâòîðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
Sm-ýïèòîïà êîðîâûõ áåëêîâ (Sm-áåëêîâ) ìàëûõ ÿäåðíûõ
ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâûõ ÷àñòèö (ìÿÐÍÏ) U1, U2, U4/U6
è U5, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ âåäóùèìè ôàêòîðàìè ñïëàéñèíãà
ïðå-ìÐÍÊ. Êðîìå òîãî, â ñîñòàâå êàïñóëû âûÿâëåí òðèìå-
òèëãóàíîçèíîâûé êýï, õàðàêòåðèçóþùèé 5R-êîíåö U1, U2,
U4 è U5 ìÿÐÍÊ ñïëàéñèíãà, êîòîðûå çàâåðøèëè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêóþ ôàçó ñâîåãî ïðîöåññèíãà. Âìåñòå ñ òåì
âàæíûé ñïëàéñîñîìíûé êîìïîíåíò SR-áåëîê SC35 ëîêà-
ëèçóåòñÿ íå â êàïñóëå êàðèîñôåðû, à â ñîñòàâå ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ òåëåö, êàê ñâÿçàííûõ ñ êàðèîñôåðîé, òàê è ëåæà-
ùèõ ñâîáîäíî â íóêëåîïëàçìå. Íàêîïëåíèå äàííîãî áåëêà
â ýòèõ òåëüöàõ ñëóæèò îäíèì èç îñíîâíûõ êðèòåðèåâ, ïî-
çâîëÿþùèõ ñ÷èòàòü èõ êëàñòåðàìè èíòåðõðîìàòèíîâûõ
ãðàíóë (ÿäåðíûìè «speckles»). Ïî íàøèì ïðåäñòàâëåíè-
ÿì, êàïñóëà êàðèîñôåðû ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñïåöèàëèçè-
ðîâàííóþ ÷àñòü ÿäåðíîãî ìàòðèêñà îîöèòîâ, êîòîðàÿ âû-
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ïîëíÿåò íå òîëüêî ñòðóêòóðíóþ ðîëü, íî ìîæåò, ïî-âèäè-
ìîìó, ó÷àñòâîâàòü â èíòåãðàöèè ðàçëè÷íûõ ÿäåðíûõ
ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ â òîì ÷èñëå ñ ìåòàáîëèçìîì ÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 11-04-01258 è 09-04-00723) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÀÑÑÎÖÈÀÖÈß ÀÊÒÈÍÀ È ÔÀÊÒÎÐÎÂ ÝÊÑÏÎÐÒÀ
ìÐÍÊ Â ßÄÐÀÕ ÐÀÍÍÈÕ ÝÌÁÐÈÎÍÎÂ ÌÛØÈ.
© È. Î. Áîãîëþáîâà, Â. Í. Ïàðôåíîâ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ibogol@mail.ru.

ßäåðíûé àêòèí ÿâëÿåòñÿ âåäóùèì êîìïîíåíòîì íóê-
ëåîñêåëåòà ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè, ãäå, ïî ñîâðåìåííûì
ïðåäñòàâëåíèÿì, âûïîëíÿåò íå òîëüêî ñòðóêòóðíóþ ôóíê-
öèþ, íî è âîâëå÷åí â ðàçëè÷íûå ÿäåðíûå ïðîöåññû, âêëþ-
÷àÿ òðàíñêðèïöèþ, ðåìîäåëèíã õðîìàòèíà è ñîçäàíèå
îñîáîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ àêòèâíûõ ãåíîâ (local euchro-
matin neighborhoods). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî àêòèí òàêæå
ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â òðàíñïîðòå è ýêñïîðòå ìÐÍÊ. Â äàí-
íîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ íåïðÿìîãî äâîéíîãî èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìå÷åíèÿ ñ ïîñëåäóþùåé êîíôîêàëüíîé ìèê-
ðîñêîïèåé áûë ïðîâåäåí àíàëèç äèíàìèêè ñîëîêàëèçàöèè
âíóòðèÿäåðíîãî àêòèíà è íåêîòîðûõ êîìïîíåíòîâ ïðîöåñ-
ñà ýêñïîðòà ìÐÍÊ (áåëêîâ Àly, Y14 è NXF1/TAP) íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ ýìáðèîãåíåçà ìûøè, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿäåð. Ñîëîêàëèçàöèÿ âû-
ÿâëÿåìûõ àíòèãåíîâ ïðàêòè÷åñêè íå âûðàæåíà â ÿäðàõ
ðàííèõ ýìáðèîíîâ, íà ñòàäèÿõ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ íèç-
êîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ ÿäåð (äî çàâåðøåíèÿ
ïðîöåññîâ àêòèâàöèè ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà), è íà÷èíà-
åò âûÿâëÿòüñÿ íà òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîé ïîçäíåé
äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè äðîáëåíèÿ. Ïðè ýòîì çîíû, ìå÷åí-
íûå è òåìè è äðóãèìè àíòèòåëàìè, ìîæíî óñëîâíî ðàçäå-
ëèòü íà äâå ãðóïïû: à) çîíû íóêëåîïëàçìû ñ íå÷åòêî
îïðåäåëåííûìè ãðàíèöàìè, óñòîé÷èâûå ê îáðàáîòêå
ÄÍÊàçîé, íàáëþäàåìûå ïðè âûÿâëåíèè Ñ-êîíöåâîãî äî-
ìåíà ìîëåêóëû àêòèíà ñîâìåñòíî ñ áåëêàìè Aly, NXF1 è
Y14; á) áîëåå ÷åòêî îôîðìëåííûå îêðóãëûå îáëàñòè, àñ-
ñîöèèðîâàííûå ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê, óñòîé÷èâûå ê
îáðàáîòêå ÐÍÊàçîé, êîòîðûå íàáëþäàëè ïðè âûÿâëåíèè
Ñ-êîíöåâîãî äîìåíà àêòèíà ñîâìåñòíî ñ áåëêàìè NXF1 è
Y14. Äîïîëíèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû, ñî÷åòàþùèå îäíî-
âðåìåííîå âûÿâëåíèå Y14 è Ñ-êîíöåâîãî äîìåíà àêòèíà
è èñêóññòâåííîå ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâ-
íîñòè, ïðîäåìîíñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êî-
ëè÷åñòâà è ðàçìåðîâ çîí ñîëîêàëèçàöèè äàííûõ àíòèãå-
íîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî èññëåäîâàííûå
íàìè ôàêòîðû ýêñïîðòà ìÐÍÊ (Aly, NXF1 è Y14) â òðàíñ-
êðèïöèîííî àêòèâíûõ ÿäðàõ ýìáðèîíîâ àññîöèèðîâàíû
ñ îëèãîìåðíûì àêòèíîì, âûÿâëÿåìûì ñ ïîìîùüþ àíòè-
òåë ê Ñ-êîíöåâîìó ó÷àñòêó ìîëåêóëû. Èçìåíåíèå ïàò-
òåðíà ñîëîêàëèçàöèè â çàâèñèìîñòè îò òðàíñêðèïöèîí-
íîé àêòèâíîñòè ÿäåð ýìáðèîíîâ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü ìîëåêóë àêòèíà, àññîöèèðî-
âàííûõ ñ ôàêòîðàìè ýêñïîðòà ìÐÍÊ, âõîäèò â ñîñòàâ ñëîæ-
íûõ ìîëåêóëÿðíûõ àíñàìáëåé, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ
íîâîñèíòåçèðîâàííîé ìÐÍÊ è îáåñïå÷èâàþò åå ýêñïîðò.
Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå íàìè äàííûå ìîãóò ñëó-
æèòü îäíèì èç äîêàçàòåëüñòâ íåïîñðåäñòâåííîãî ó÷àñòèÿ
ÿäåðíîãî àêòèíà â êîîðäèíàöèè ýêñïîðòà ìÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 09-04-00723 è 10-04-00757) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÅ ÐÀÄÈÀËÜÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ ÌÈÊÐÎ-
ÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÁÅÑÖÅÍÒÐÎÑÎÌÍÛÕ ÖÈÒÎÏËÀÑÒÀÕ
ÇÀÂÈÑÈÒ ÎÒ ËÈÍÈÈ ÊËÅÒÎÊ È ÎÏÐÅÄÅËßÅÒÑß
ÎÐÃÀÍÅËËÀÌÈ ÐÀÍÍÅÃÎ ÂÅÇÈÊÓËßÐÍÎÃÎ ÒÐÀÍ-
ÑÏÎÐÒÀ. © È. Á. Áðîäñêèé,1 À. Â. Áóðàêîâ,1 Å. Ñ. Íàäåæ-
äèíà.1, 2 1 ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áå-
ëîçåðñêîãî ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 2 Èíñòèòóò áåëêà
ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Èíòåðôàçíûå ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) â áîëüøèíñòâå òè-
ïîâ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê è â íåêîòîðûõ äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ in situ îðãàíèçîâàíû â ðàäèàëüíóþ ñèñ-
òåìó: ê ïåðèôåðèè êëåòêè îíè îòõîäÿò îò öåíòðà îðãà-
íèçàöèè, êîòîðûì â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñëóæèò
öåíòðîñîìà. Íà öåíòðîñîìå íà÷èíàåòñÿ ðîñò ÌÒ è çàÿêî-
ðèâàþòñÿ èõ ìèíóñ-êîíöû. Îäíàêî ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà
ÌÒ ìîæåò îáðàçîâûâàòüñÿ è áåç ó÷àñòèÿ öåíòðîñîìû. Òà-
êàÿ ñèñòåìà îáíàðóæåíà, íàïðèìåð, â áåñöåíòðèîëÿðíûõ
ôðàãìåíòàõ ìåëàíîôîðîâ ðûá, è îðãàíèçàòîðàìè ýòîé ñè-
ñòåìû ñëóæàò ìåëàíîñîìû. Â ìîíîñëîå êëåòîê ýïèäåðìè-
ñà ÌÒ îáðàçóþò ðàäèàëüíî-ïîäîáíóþ ñèñòåìó áåç âûðà-
æåííîãî öåíòðà, ãäå ÌÒ îòõîäÿò îò îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè
â íàïðàâëåíèè ê ïåðèôåðèè. Äðóãèå, ïîìèìî öåíòðîñîìû,
öåíòðû îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî.
Öåíòðîñîìà îáû÷íî ÿâëÿåòñÿ äîìèíèðóþùèì öåíòðîì
îðãàíèçàöèè ÌÒ, è â åå ïðèñóòñòâèè îñòàëüíûå öåíòðû
îðãàíèçàöèè ÌÒ ìîãóò áûòü íåçàìåòíû. Ïðåäïîëàãàþò,
÷òî â îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
ó÷àñòâóþò äèíåèí-äèíàêòèíîâûå êîìïëåêñû, ñâÿçàííûå
òðàíñïîðòíûìè âåçèêóëàìè èëè îðãàíåëëàìè àïïàðàòà
ñåêðåòîðíîãî òðàíñïîðòà. Ñàìè âåçèêóëû ìîãóò îðãàíèçî-
âûâàòü ÌÒ, íóêëåèðóÿ èõ, àññîöèèðóÿñü ñ íèìè è ïåðå-
äâèãàÿñü ïî íèì, ïîäîáíî ïèãìåíòíûì ãðàíóëàì âî ôðàã-
ìåíòå ìåëàíîôîðà.

Ìû èññëåäîâàëè îðãàíèçàöèþ ÌÒ íà ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ìîäåëè áåñöåíòðîñîìíûõ öèòîïëàñòîâ — áåçú-
ÿäåðíûõ êëåòîê, èñïîëüçóÿ öèòîïëàñòû, íå ñîäåðæàùèå
öåíòðîñîìó. Â äàííîé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè òðè êóëü-
òóðû êëåòîê, äâå èç íèõ ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ — HeLa è BSC-1, à òðåòüÿ — ôèáðîáëàñòîïîäîáíàÿ
êóëüòóðà Vero. Ïðè ýòîì ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó ÌÒ îáðàçî-
âûâàëè ëèøü áåñöåíòðîñîìíûå öèòîïëàñòû ëèíèé HeLa è
BSC-1 è íóêëåàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ïðîèñõîäèëà â öåíòðà-
ëüíîé îáëàñòè òàêèõ öèòîïëàñòîâ. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî
ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ íîêîäàçîëîì è èõ ïîñëåäóþ-
ùåì âîññòàíîâëåíèè íà ìàëûõ âðåìåíàõ êîðîòêèå ÌÒ,
êî-ëîêàëèçîâàííûå ñ ìåìáðàíàìè àïïàðàòà Ãîëüäæè
(ÀÃ), ïîÿâëÿþòñÿ ëèøü â êëåòêàõ ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ, òîãäà êàê â êëåòêàõ Vero ìû òàêîãî íå íàáëþ-
äàëè.

Â öåíòðàëüíîé îáëàñòè áåñöåíòðîñîìíîãî öèòîïëàñòà
íàõîäÿòñÿ êàê ÀÃ, òàê è îðãàíåëëû ðàííåãî âåçèêóëÿð-
íîãî òðàíñïîðòà — ñàéòû ýêñïîðòà èç ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ðåòèêóëóìà (ERES) è ïðîìåæóòî÷íûé êîìïàðòìåíò
(ERGIC). Îäíàêî êîíöåíòðèðîâàíèå äâóõ ïîñëåäíèõ îð-
ãàíåëë â öåíòðàëüíîé îáëàñòè öèòîïëàñòà õàðàêòåðíî
ëèøü äëÿ ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé. Êîíöåíòðèðîâàíèå ERES
è ERGIC â ëèíèè Vero çàâèñèò îò íàëè÷èÿ êîìïàêòíîé
ñòðóêòóðû ÀÃ è ïðè åãî ðàçðóøåíèè äåéñòâèåì áðåôåëü-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 693



äèíà À îðãàíåëëû ðàííåãî âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà îêà-
çûâàþòñÿ ðàñïðåäåëåííûìè ïî âñåé öèòîïëàçìå.

Ñàìà æå áåñöåíòðîñîìíàÿ ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ÌÒ
óñòîé÷èâà ê äåéñòâèþ áðåôåëüäèíà À, îäíàêî ðàçðóøà-
åòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðîâ COPII-çàâèñèìîãî
òðàíñïîðòà — îêàäàåâîé êèñëîòû è ìóòàíòà ìàëîé
ÃÒÔàçû Sar1a[T39N]. Ýêñïðåññèÿ Sar1a[T39N] â êëåòêàõ
BSC-1 òàêæå ïðèâîäèò ê õàîòèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ, ÷òî ìî-
æåò ãîâîðèòü î çíà÷èòåëüíîé ðîëè âíåöåíòðîñîìíûõ (îð-
ãàíèçîâàííûõ îðãàíåëëàìè ðàííåãî âåçèêóëÿðíîãî òðàíñ-
ïîðòà) ÌÒ â îðãàíèçàöèè îáùåé ñèñòåìû ÌÒ â äàííûõ
êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-01697-à è 11-04-01022-à).
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Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) ñëóæàò äëÿ ðàçäåëåíèÿ õðîìî-
ñîì ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè â ìèòîçå è äëÿ ïåðåìåùå-
íèÿ ïî öèòîïëàçìå îðãàíåëë â èíòåðôàçå. Ýòèì îïðåäåëÿ-
åòñÿ ñòðîåíèå ñèñòåìû ÌÒ: â ìèòîçå îíè ôîðìèðóþò áè-
ïîëÿðíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ, à â èíòåðôàçå — áîëåå èëè
ìåíåå âûðàæåííóþ ðàäèàëüíóþ çâåçäó. Ðàñïîëîæåíèå
ÌÒ â êëåòêàõ ìîæåò âëèÿòü íà âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñ-
ïîðò è íà äâèæåíèå êëåòîê. Äëÿ ðàäèàëüíîé îðãàíèçàöèè
ÌÒ íåîáõîäèìî íàëè÷èå öåíòðà èõ îðãàíèçàöèè, ÖÎÌÒ,
îñóùåñòâëÿþùåãî îäíîâðåìåííî äâà ïðîöåññà — íóêëå-
àöèþ íîâûõ ÌÒ è çàÿêîðèâàíèå óæå ñóùåñòâóþùèõ. Äâó-
ìÿ ýòèìè êà÷åñòâàìè îáëàäàåò öåíòðîñîìà, ñîñòîÿùàÿ èç
öåíòðèîëåé, îêðóæåííûõ ïåðèöåíòðèîëÿðíûì ìàòåðèà-
ëîì, è ðàñïîëîæåííàÿ â öåíòðàëüíîé îáëàñòè êëåòêè. Êàê
áûëî ïîêàçàíî ðàíåå (Burakov et al., 2008. Traffic. 9 :
472—480), óòðàòà ñïîñîáíîñòè ê çàÿêîðèâàíèþ ïðèâîäèò
ê ïîòåðå öåíòðîñîìîé ôóíêöèè ÖÎÌÒ è ê äåçîðãàíèçà-
öèè ÌÒ, ïðè÷åì ïðîöåññ íóêëåàöèè ÌÒ íà öåíòðîñîìå
îñòàåòñÿ íåçàòðîíóòûì.

Íå òàê äàâíî áûëè ïîëó÷åíû äàííûå î âîçìîæíîñòè
çàòðàâêè ÌÒ íà ìåìáðàíàõ àïïàðàòà Ãîëüäæè (Efimov et
al., 2007. Develop. Cell. 12 : 917—930). Àïïàðàò Ãîëüäæè
(ÀÃ) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñòîïêó ïëîñêèõ öèñòåðí, êîì-
ïàêòíî ðàñïîëîæåííûõ â öåíòðå êëåòêè, êàê è öåíòðîñî-
ìà. Ìîæåò ëè ÀÃ îñóùåñòâëÿòü îäíîâðåìåííî ôóíêöèè
íóêëåàöèè è çàÿêîðèâàíèÿ ÌÒ â êëåòêàõ ðàçíûõ ëèíèé?

Ìû èñïîëüçîâàëè â ðàáîòå äâå ëèíèè êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê, ïðîèñõîäÿùèõ èç ýïèòåëèÿ ïî÷êè çåëåíîé
ìàðòûøêè: Vero è BS-C-1. Â îáåèõ ëèíèÿõ êëåòîê ñèñòåìà
ÌÒ ðàäèàëüíà: îíè ñõîäÿòñÿ ìèíóñ-êîíöàìè â öåíòðàëü-
íóþ îáëàñòü, ãäå ðàñïîëîæåíà öåíòðîñîìà. Îäíàêî â êëåò-
êàõ BS-C-1 öåíòðîñîìà ìîæåò íàõîäèòüñÿ íà íåêîòîðîì
ðàññòîÿíèè îò çîíû ñõîæäåíèÿ áîëüøèíñòâà ÌÒ (Rodionov
et al., 1999. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 96 : 115—120).

Ïóòåì òðîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâà-
íèÿ êëåòîê àíòèòåëà-ìè ê a-òóáóëèíó, g-òóáóëèíó è ìàí-
íîçèäàçå-II ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÌÒ â íèõ îòõîäÿò êàê îò
öåíòðîñîìû, òàê è îò ÀÃ. Ýòî íàèáîëåå î÷åâèäíî â ñëó÷à-
ÿõ, êîãäà ðàñïîëîæåíèå öåíòðîñîìû è ÀÃ íå ñîâïàäàåò.
Òàê êàê íàðóøåíèå çàÿêîðèâàíèÿ íà ÖÎÌÒ ïðèâîäèò ê

åãî äèñôóíêöèè è õàîòèçàöèè ÌÒ (Burakov et al., 2008.
Traffic. 9 : 472—480), ìû ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî ÀÃ
ñïîñîáåí óäåðæèâàòü ÌÒ. Ðàçðóøåíèå ÀÃ áðåôåëüäè-
íîì À ïðèâîäèëî ê âîçðàñòàíèþ ÷èñëà êëåòîê BS-C-1 ñ
õàîòè÷íûìè ÌÒ, ïðè÷åì îäíîâðåìåííî óâåëè÷èâàëîñü
÷èñëî êëåòîê, ãäå ÌÒ ñõîäèëèñü ñòðîãî ê öåíòðîñîìå. Â
êëåòêàõ Vero áðåôåëüäèí À íå ïðèâîäèë ê òàêîé äåçîðãà-
íèçàöèè ÌÒ.

Ìû òàêæå ñðàâíèëè ìåñòà íóêëåàöèè ÌÒ â êëåòêàõ
Vero è BS-C-1 ïóòåì öåéòðàôåðíîé âèäåîìèêðîñêîïèè
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ EB3-GFP. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ
ñúåìêè êëåòêè ôèêñèðîâàëè è ïðîâîäèëè äâîéíîå îêðà-
øèâàíèå àíòèòåëàìè ê áåëêàì-ìàðêåðàì öåíòðîñîìû è
ÀÃ. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ Vero íóêëåàöèÿ ïðîèñõî-
äèò íà öåíòðîñîìàõ, â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ BS-C-1 îíà
èäåò â ðàâíîé ñòåïåíè íà öåíòðîñîìå è íà ìåìáðàíàõ ÀÃ.
Ñëåäîâàòåëüíî, ÀÃ ñïîñîáåí âûïîëíÿòü îáå ôóíêöèè,
ïðèñóùèå ÖÎÌÒ, — çàòðàâêó è óäåðæàíèå ÌÒ â êëåòêàõ
ëèíèè BS-C-1, íî íå â êëåòêàõ Vero.

Òàêèì îáðàçîì, ÀÃ ìîæåò îðãàíèçîâûâàòü ÌÒ, íî åãî
ðîëü êàê ÖÎÌÒ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ äàæå ó áëèçêèõ
ïî ïðîèñõîæäåíèþ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà
ïðåçèäåíòà ÐÔ ¹ ÌÊ-3444.2010.4 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 11-04-01022-à).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß È ÂÎÇÌÎÆÍÀß ÔÈÇÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÀß
ÐÎËÜ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÊÀËÜÖÈß ÂÎ
ÂÊÓÑÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Ì. Ô. Áûñòðîâà, Ð. À. Ðîìà-
íîâ, Î. À. Ðîãà÷åâñêàÿ, Ã. Ä. ×óðáàíîâ, À. À. Õîõëîâ,
Ñ. Ñ. Êîëåñíèêîâ. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Âî âêóñîâîé ïî÷êå èäåíòèôèöèðîâàíû òðè òèïà
(òèï I, òèï II è òèï III) ìîðôîëîãè÷åñêè è ôóíêöèîíàëüíî
ðàçëè÷íûõ âêóñîâûõ êëåòîê, êîòîðûå òàêæå ðàçëè÷àþòñÿ
ïî ïðîôèëþ ýêñïðåññèè ãåíîâ ðåöåïòîðíûõ, ñèãíàëüíûõ
è êàíàëüíûõ áåëêîâ. Òàê, êëåòêè òèïà II ýêñïðåññèðóþò
ãåíû ðåöåïòîðíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâ T1R è T2R, îáåñïå÷è-
âàþùèõ òðàíñäóêöèþ âêóñîâûõ âåùåñòâ êàòåãîðèé ñëàä-
êèé, ãîðüêèé è óìàìè (umami). Ñåìåéñòâî T1R âêëþ÷àåò
â ñåáÿ â ñåáÿ òðè ðåöåïòîðà T1R1—T1R3, êîòîðûå ïðè-
íàäëåæàò ê ïîäñåìåéñòâó Ñ â ñóïåðñåìåéñòâå GPCR
(G-protein-coupled receptor) ðåöåïòîðîâ, êóäà òàêæå âõî-
äÿò ìåòàáîòðîïíûå ðåöåïòîðû ãëóòàìàòà è ÃÀÌÊ, ðåöåï-
òîð âíåêëåòî÷íîãî Ñà2+ CASR (extracellular Ca2+-sensing
receptor) è ðÿä ðåöåïòîðîâ ñ íåèçâåñòíîé ôóíêöèåé (or-
phan receptors).

Íåäàâíî íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî CASR ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ âî âêóñîâîé òêàíè. Ïðîôèëü åãî ýêñïðåññèè àíà-
ëèçèðîâàëè íà óðîâíå îäèíî÷íûõ âêóñîâûõ êëåòîê ìåòî-
äîì ýêñïîíåíöèàëüíîé àìïëèôèêàöèè ÐÍÊ, òðàíñêðèïòû
CASR áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû â êëåòêàõ òèïà I è
òèïà III. Ïåðâîíà÷àëüíî CASR áûë èäåíòèôèöèðîâàí â
îêîëîùèòîâèäíîé æåëåçå, ãäå îí îòâåòñòâåí çà ðåãóëÿöèþ
ñåêðåöèè ïàðàòèðîèäíîãî ãîðìîíà â çàâèñèìîñòè îò êîí-
öåíòðàöèè Ñà2+ â ïëàçìå êðîâè. Ïîçäíåå CASR áûë èäåí-
òèôèöèðîâàí â íåéðîíàëüíûõ, ìûøå÷íûõ è ýïèòåëèàëü-
íûõ òêàíÿõ, ãäå åãî ôèçèîëîãè÷åñêàÿ ôóíêöèÿ îêîí÷à-
òåëüíî íå óñòàíîâëåíà. Òàêæå íåÿñíà ðîëü CASR â
ôèçèîëîãèè âêóñîâûõ êëåòîê.

CASR ÿâëÿåòñÿ ïîëèìîäàëüíûì GPCR, êîòîðûé ñòè-
ìóëèðóåòñÿ øèðîêèì íàáîðîì ðàçíîðîäíûõ àãîíèñòîâ,
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âêëþ÷àÿ ïîëèâàëåíòíûå êàòèîíû (Ñà2+ è Mg2+), ïîëèàìè-
íû, àìèíîãëèêîçèäíûå àíòèáèîòèêè, êàëüöèìèìåòèêè,
àðîìàòè÷åñêèå àìèíîêèñëîòû è äàæå ïåïòèäû. Â ñòîëü
ãåòåðîãåííîì íàáîðå àãîíèñòîâ âïîëíå ìîæåò íàéòèñü
ìåñòî è âêóñîâûì âåùåñòâàì — âî âñÿêîì ñëó÷àå, íåêîòî-
ðûå àìèíîêèñëîòû, Ñà2+ è Mg2+, êîòîðûå îáëàäàþò âêóñî-
âîé àêòèâíîñòüþ, óæå íàõîäÿòñÿ â ýòîì ðÿäó.

Ñ öåëüþ èññëåäîâàòü ôàðìàêîëîãè÷åñêèé ïðîôèëü
CASR ðåöåïòîð áûë êëîíèðîâàí èç âêóñîâîé òêàíè â âåê-
òîð pIRES2-EGFP è ãåòåðîëîãè÷åñêè ýêñïðåññèðîâàí â
êëåòêàõ ëèíèè HEK-293. Èñïîëüçóÿ Ca2+-çîíäû Fura-2 è
Fluo-4 è ìèêðîôîòîìåòðèþ, èññëåäîâàëè ôèçèîëîãè÷å-
ñêèå îòâåòû CASR-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê íà ðàçëè÷íûå
àãîíèñòû, âêëþ÷àÿ Ñà2+, àìèíîêèñëîòû, êàëüöèìèìåòèê
NPS R-568 è ðÿä ñëàäêèõ è ãîðüêèõ âåùåñòâ. Ïîêàçàíî,
÷òî ôåíèëàëàíèí, ãëóòàìàò, àðãèíèí, NPS R-568 è ãîðü-
êèé äåíàòîíèóì ñòèìóëèðóþò Ñà2+-ñèãíàëèçàöèþ â òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ, íî íå â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ HEK-293, â
òî âðåìÿ êàê ãîðüêèå öèêëîãåêñèìèä è îêòààöåòàò ñàõàðî-
çû, à òàêæå ñëàäêèå àñïàðòàì, íåîòàì è SC45647 áûëè íå-
ýôôåêòèâíû. Ïîëó÷åíà çàâèñèìîñòü êëåòî÷íûõ îòâåòîâ
îò êîíöåíòðàöèè âíåêëåòî÷íîãî Ñà2+. Ïîêàçàíî, ÷òî àìè-
íîêèñëîòû NPS R-568 è äåíàòîíèóì íå ñòèìóëèðóþò
Ñà2+-ñèãíàëèçàöèþ â îòñóòñòâèå íàðóæíîãî Ñà2+, íî óâå-
ëè÷èâàþò ÷óâñòâèòåëüíîñòü CASR-ïîëîæèòåëüíûõ êëå-
òîê HEK-293 ê âíåêëåòî÷íîìó Ñà2+, ñäâèãàÿ êðèâóþ äî-
çà—îòâåò â ñòîðîíó ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèé Ñà2+.

Èññëåäîâàíû îòâåòû CASR-ïîëîæèòåëüíûõ âêóñîâûõ
êëåòîê ê àãîíèñòàì CASR è ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè òèïà I
ñïåöèôè÷åñêè îòâå÷àþò íà äåíàòîíèóì, à êëåòêè
òèïà III — íà àìèíîêèñëîòû. Ïîäîáíîå ðàçëè÷èå â ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ìîæíî îáúÿñíèòü àãîíèñòîçàâèñèìûì ïåðå-
êëþ÷åíèåì CASR íà ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíûå êàñêàäû. Òà-
êèì îáðàçîì, âî âêóñîâûõ êëåòêàõ CASR ìîæåò âûïîë-
íÿòü ðîëü ðåöåïòîðà îïðåäåëåííûõ âêóñîâûõ âåùåñòâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 10-04-01230, 10-04-01105 è 11-04-00057), ãðàíòà ïðå-
çèäåíòà ÐÔ (MÊ-751.2010.4) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÐÎËÜ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÓÏÎÐßÄÎ×ÅÍÍÎÉ ËÎÊÀ-
ËÈÇÀÖÈÈ ÀÏÏÀÐÀÒÀ ÃÎËÜÄÆÈ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÊÎÐ-
Íß ÏØÅÍÈÖÛ TRITICUM ÀESTIVUM L. © Âàí Âýíü-
÷æó, Å. Ì. Ëàçàðåâà, Å. À. Ñìèðíîâà. Áèîëîãè÷åñêèé ôà-
êóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ëîêàëèçàöèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë ìåíÿåòñÿ â
êëåòî÷íîì öèêëå è íà êàæäîé ñòàäèè îðãàíåëëû çàíèìà-
þò â öèòîïëàçìå îïðåäåëåííîå ïîëîæåíèå. Â ðåçóëüòàòå
öèòîïëàçìà ðàçäåëÿåòñÿ íà ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå
äîìåíû èëè êîìïàðòìåíòû, â êîòîðûõ ïðîõîäÿò ðàçíîîá-
ðàçíûå ìåòàáîëè÷åñêèå è áèîõèìè÷åñêèå ïðîöåññû. Êîì-
ïàðòìåíòàëèçàöèÿ öèòîïëàçìû ÿâëÿåòñÿ ïðèçíàêîì, õà-
ðàêòåðíûì äëÿ ìíîãèõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê, ïðîõîäÿùèõ
ñòàäèè ïîëÿðèçîâàííîãî ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè. Îäíà-
êî ìåõàíèçìû, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò è ïîääåðæèâàþò
êîìïàðòìåíòàëèçàöèþ öèòîïëàçìû â êëåòêàõ ðàñòåíèé,
èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Öåëüþ ðàáîòû áûëî óñòàíîâèòü,
åñòü ëè ñâÿçü ìåæäó ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê è ëîêàëèçà-
öèåé àïïàðàòà Ãîëüäæè (ÀÃ) â èíòåðôàçíûõ è ìèòîòè÷å-
ñêèõ êëåòêàõ êîðíÿ ïøåíèöû Triticum aestivum L. Áûë
ïðîâåäåí àíàëèç âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê

è ÀÃ âî âðåìÿ èíòåðôàçû è ðàçíûõ ñòàäèé ìèòîçà, à çàòåì
èññëåäîâàíà ëîêàëèçàöèÿ ÀÃ ïîñëå ðàçáîðêè ìèêðîòðóáî-
÷åê è ïðè èíãèáèðîâàíèè ñáîðêè ìèêðîòðóáî÷åê êîëõè-
öèíîì. Ìèêðîòðóáî÷êè âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê
òóáóëèíó, ÀÃ — ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê áåëêó p58Ê. Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ äèêòèîñîìû ÀÃ
ïðèñóòñòâîâàëè âî âñåé öèòîïëàçìå, íî ñêàïëèâàëèñü ïðå-
èìóùåñòâåííî â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Â íà÷àëå ìèòîçà
äèêòèîñîìû ïåðåðàñïðåäåëèëèñü èç îêîëîÿäåðíîé îáëàñ-
òè íà ïåðèôåðèþ ïðîôàçíîãî âåðåòåíà. Â ïðîìåòàôà-
çå—àíàôàçå îíè ðàñïîëàãàëèñü íà ïåðèôåðèè ìèòîòè÷å-
ñêîãî âåðåòåíà è ÷àñòî àêêóìóëèðîâàëèñü íàä åãî ïîëþñà-
ìè. Â àíàôàçå—òåëîôàçå äèêòèîñîìû âûÿâëÿëèñü âîêðóã
õðîìîñîì è ÿäåð äî÷åðíèõ êëåòîê. Îíè òàêæå ïðèñóòñòâî-
âàëè â çîíå ôîðìèðîâàíèÿ ôðàãìîïëàñòà è âíîñèëè âêëàä
â ôîðìèðîâàíèå êëåòî÷íîé ïëàñòèíêè. Ïîñëå ðàçðóøåíèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê è ïðè èíãèáèðîâàíèè èõ ñáîðêè áûëè âû-
ÿâëåíû èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè è ðàñïðåäåëåíèè ÀÃ.
Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ñêîïëåíèå äèêòèîñîì â îêîëî-
ÿäåðíîé îáëàñòè, òèïè÷íîå äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, áûëî
âûðàæåíî çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íàáëþäà-
ëîñü áîëåå ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ÀÃ â öèòîïëàçìå.
Îòñóòñòâèå ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà âûçûâàëî ïåðåõîä
êëåòîê â Ê-ìèòîç. Íà ñòàäèè Ê-ìåòàôàçû äèêòèîñîìû ÀÃ
áûëè âûÿâëåíû âîêðóã è ìåæäó õðîìîñîìàìè, ÷òî çíà÷è-
òåëüíî îòëè÷àëîñü îò ëîêàëèçàöèè ÀÃ â õîäå íîðìàëüíî-
ãî ìèòîçà, êîãäà äèêòèîñîìû âûòåñíÿëèñü èç çîíû ðàñïî-
ëîæåíèÿ õðîìîñîì è ðàñïîëàãàëèñü íà ïåðèôåðèè âåðåòå-
íà. Êðîìå ýòîãî, êàê â èíòåðôàçíûõ, òàê è â ìèòîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ ïðèñóòñòâîâàëè êðóïíûå ñêîïëåíèÿ äèêòèîñîì
ÀÃ, ðàñïîëîæåííûå â êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìå. Ñêîïëå-
íèÿ äèêòèîñîì èìåëè âèä öåïî÷åê, êëàñòåðîâ è äàæå òÿ-
æåé. Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå ìèêðîòðóáî÷åê âûçûâàåò
èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè è ðàñïðåäåëåíèè ÀÃ, ÷òî óêàçû-
âàåò íà âîçìîæíîå ó÷àñòèå ìèêðîòðóáî÷åê â ïîääåðæà-
íèè óïîðÿäî÷åííîé îðãàíèçàöèè öèòîïëàçìû.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÏÐÎÄÓÊÖÈÈ ÊÎËËÀÃÅÍÀ ÔÈÁÐÎÁËÀ-
ÑÒÀÌÈ 3T3-SV40 ÏÐÈ ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍ-
ÒÎÂ. © Å. À. Âàõðîìîâà, Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà, È. Â. Âî-
ðîíêèíà, È. À. Ãàìàëåé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vakhromova.cath@gmail.com.

Ñîñòàâ è ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ âíåêëåòî÷íî-
ãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) ìîãóò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âëèÿòü
íà âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê äðóãîì ñ äðóãîì. Ðàíåå áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî àíòèîêñèäàíòû N-àöåòèëöèñòåèí (NAC) è
àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà (ALA) èçìåíÿþò ïîâåðõíîñòíûå
ñâîéñòâà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, ÷òî âûðàæàåòñÿ â
èçìåíåíèè èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè
è ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëå-
òîê. Â äàííîé ðàáîòå ìû âûÿñíÿëè âëèÿíèå NAC (5 è
10 ìÌ) è ALA (1.25 ìÌ) íà ïðîäóêöèþ ìûøèíûìè
òðàíñôîðìèðîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè 3T3-SV40 îäíîãî
èõ ãëàâíûõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ — êîëëàãåíà I òèïà. Ñ ïî-
ìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíöèè è êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè ïîêàçàëè, ÷òî èñïûòûâàåìûå ñîåäèíåíèÿ ïî-ðàç-
íîìó ìåíÿþò óðîâåíü êîëëàãåíà, ñåêðåòèðóåìîãî íà êëå-
òî÷íóþ ïîâåðõíîñòü. Ïðè äåéñòâèè NAC ïðîäóêöèÿ
êîëëàãåíà (èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åíûõ àíòè-
òåë ê êîëëàãåíó) ëèáî íå èçìåíÿåòñÿ, ëèáî íåçíà÷èòåëüíî
ïàäàåò îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ, à ïðè äåéñò-
âèè ALA çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ. Óäàëåíèå àíòèîêñè-
äàíòîâ NAC èëè ALA ñìåíîé ñðåäû ïðèâîäèò ê ïîñòåïåí-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 695



íîìó âîññòàíîâëåíèþ èñõîäíîãî óðîâíÿ ïðîäóêöèè êîë-
ëàãåíà. Ýòè ðàçëè÷èÿ îòðàæàþò, ïî-âèäèìîìó, ðàçíûå
ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ýòèõ âåùåñòâ íà êëåòêè. Äëÿ ðåãèñò-
ðàöèè èçìåíåíèé, âûçâàííûõ NAC, òðåáóåòñÿ äëèòåëüíîå
âðåìÿ åãî äåéñòâèÿ (áîëåå 4 ÷), ÷òî ìîæåò ãîâîðèòü îá èç-
ìåíåíèè ãåííîé ýêñïðåññèè è ñèíòåçà áåëêà de novo. Àí-
òèîêñèäàíò ALA âûçûâàåò áûñòðûå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ
ïðîäóêöèè êîëëàãåíà, ÷òî ìîæåò îòðàæàòü èçìåíåíèå ñåê-
ðåöèè åãî êëåòêàìè. Ñîïîñòàâëåíèå êîëè÷åñòâåííûõ èç-
ìåíåíèé êîëëàãåíà íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñ èçìåíåíèÿìè
èõ ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàí-
òîâ ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî èìåííî óâåëè÷åíèå ñèíòåçà
è (èëè) ñåêðåöèè êîëëàãåíà ïðè äåéñòâèè NAC èëè ALA
ñîïðîâîæäàåò ïîòåðþ êëåòêàìè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ëèòè-
÷åñêîìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê èëè ê
áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè. Òàêèì îáðàçîì, ðåîðãàíèçàöèÿ
êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ ìîæåò
áûòü âàæíûì ýòàïîì â èçìåíåíèè ñâîéñòâ òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00467), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå
øêîëû» (ÍØ-3273.2010.4) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÏÐÎÈÇÂÎÄÍÛÅ ÊÈÍÀÇÎËÈÍÀ — ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÛ
ÀÍÎÌÀËÜÍÎÃÎ ÄÅÏÎÇÀÂÈÑÈÌÎÃÎ ÂÕÎÄÀ ÊÀËÜ-
ÖÈß Â ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÌÎÄÅËÈ ÁÎËÅÇÍÈ ÕÀÍÒÈÍÃ-
ÒÎÍÀ. © Â. À. Âèãîíò, Î. À. Çèìèíà, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà,
È. Á. Áåçïðîçâàííûé, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Vvigand@gmail.com.

Êàëüöèé ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå óíèâåðñàëüíûõ
âòîðè÷íûõ ïîñðåäíèêîâ è ðåãóëèðóåò ìíîæåñòâî òàêèõ
âàæíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êàê àïîïòîç, ïðîëèôåðàöèÿ
è äèôôåðåíöèðîâêà. Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè èîíîâ
êàëüöèÿ â öèòîçîëå ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ñïîñîáîâ
ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ îò ðåöåïòîðîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû ê âíóòðèêëåòî÷íûì ñèñòåìàì. Òàêîå ïîâûøåíèå
êîíöåíòðàöèè ìîæåò äîñòèãàòüñÿ çà ñ÷åò âûáðîñà êàëüöèÿ
èç âíóòðèêëåòî÷íîãî äåïî è çà ñ÷åò âõîäà êàëüöèÿ ÷åðåç
êàíàëû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Îäíèì èç òèïîâ êàíà-
ëîâ, îñóùåñòâëÿþùèõ âõîä êàëüöèÿ èç âíåêëåòî÷íîé ñðå-
äû, ÿâëÿþòñÿ äåïîçàâèñèìûå êàíàëû. Äëÿ íèõ ýòè äâà
ïðîöåññà ñâÿçàíû: îïóñòîøåíèå äåïî âûçûâàåò âõîä êàëü-
öèÿ ÷åðåç äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû.

Õîðåÿ Õàíòèíãòîíà ÿâëÿåòñÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûì
çàáîëåâàíèåì, ïðè êîòîðîì ïîðàæàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåí-
íî íåéðîíû ñòðèàòóìà. Äàííîå çàáîëåâàíèå ñâÿçàíî ñ ìó-
òàöèåé â ãåíå áåëêà Õàíòèíãòîíà, ñëåäñòâèåì êîòîðîé ÿâ-
ëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå äëèíû ïîëèãëóòàìèíîâîãî òðàêòà â
N-êîíöåâîé îáëàñòè Õàíòèíãòîíà. Â íîðìå äëèíà ýòîãî
òðàêòà íå ïðåâûøàåò 35 ãëóòàìèíîâûõ îñòàòêîâ. Â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå, óêàçûâàþùèå íà âçàè-
ìîñâÿçü ìåæäó áîëåçíüþ Õàíòèíãòîíà è íàðóøåíèÿìè â
êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè.

Â êà÷åñòâå ìîäåëè áîëåçíè Õàíòèíãòîíà áûëà âû-
áðàíà ëèíèÿ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH, â êîòîðîé
áûë ýêñïðåññèðîâàí ãåí ìóòàíòíîãî Õàíòèíãòîíà ñî
138 îñòàòêàìè ãëóòàìèíà â òðàêòå (138Q). Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè òîé æå ëèíèè ñ Õàíòèíãòî-
íîì, ñîäåðæàùèì 15 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà â ñâîåì ïîëè-
ãëóòàìèíîâîì òðàêòå (15Q).

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ 138Q, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ìóòàíòíûé Õàíòèíãòîí, äåïîçàâèñèìûé âõîä êàëü-
öèÿ ñóùåñòâåííî (â 4—5 ðàç) âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ 15Q.

Áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå íà ýòîò âõîä ïðîèçâîäíûõ
êèíàçîëèíà — EVP-êîìïàóíäîâ. Äîáàâëåíèå àêòèâíîãî
EVP4593 â êîíöåíòðàöèè 300 íÌ ïðèâîäèëî ê óãíåòåíèþ
äåïîçàâèñèìîãî âõîäà êàëüöèÿ â îáîèõ òèïàõ êëåòîê, â òî
âðåìÿ êàê íåàêòèâíûé EVP14808 íå îêàçûâàë íà êàëüöèå-
âûé âõîä êàêîãî-ëèáî ýôôåêòà.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà
ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè ïîêàçàëè, ÷òî äåïîçàâèñèìûé âõîä
êàëüöèÿ â êëåòêàõ 138Q â îñíîâíîì îïîñðåäîâàí êàíàëà-
ìè, èìåþùèìè â ñâîåì ñîñòàâå ñóáúåäèíèöó TRPC1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãîñ-
êîíòðàêòîâ ¹ 14.740.11.0924 è Ï332 Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 10-04-00956),
ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû»
(ÍØ-3796.2010.4) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
ÌÊÁ — ãðàíò ôîíäà Äìèòðèÿ Çèìèíà «Äèíàñòèÿ».

ÈÍÄÓÊÖÈß ÀÏÎÏÒÎÇÀ ËÈÌÔÎÖÈÒÎÂ ÏÅÐÈÔÅÐÈ-
×ÅÑÊÎÉ ÊÐÎÂÈ ÏÐÈ ÐÀÇÂÈÒÈÈ ÐÀÊÀ ØÅÉÊÈ
ÌÀÒÊÈ. © Ò. Î. Âîëêîâà, Î. Â. Êóðìûøêèíà, Ï. È. Êîâ-
÷óð, Ó. Ñ. Áàãèíà, È. Å. Áàõëàåâ, Í. Í. Íåìîâà. Ïåòðîçà-
âîäñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Àïîïòîç ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêèì ìåõàíèçìîì
óñòðàíåíèÿ èçáûòî÷íûõ è (èëè) ôóíêöèîíàëüíî àíîìàëü-
íûõ êëåòîê, íåîáõîäèìûì êàê äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ
ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà â ýìáðèîíàëüíîì ïåðèîäå,
òàê è äëÿ ïîääåðæàíèÿ òêàíåâîãî ãîìåîñòàçà ó âçðîñëûõ
îñîáåé. Íàðóøåíèÿ ìåõàíèçìîâ èíäóêöèè àïîïòîçà ìîãóò
ÿâëÿòüñÿ âàæíûì ôàêòîðîì ïàòîãåíåçà ðàçëè÷íûõ çàáîëå-
âàíèé, â òîì ÷èñëå îíêîëîãè÷åñêèõ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
èçó÷åíû ïðîöåññû èíäóêöèè àïîïòîçà ëèìôîöèòîâ ïåðè-
ôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ó áîëüíûõ ñ äèñïëàçèÿìè è ðà-
êîì øåéêè ìàòêè (ÐØÌ). Óðîâåíü êëåòî÷íîãî àïîïòîçà
àíàëèçèðîâàëè ïî ýêñïðåññèè êàñïàç ìåòîäîì ÏÖÐ â ðå-
æèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè è àêòèâíîñòè äàííûõ ôåðìåíòîâ
â ðåàêöèè ñî ñïåöèôè÷åñêèì ñóáñòðàòîì, ìå÷åííûì
ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé, à òàêæå öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêè
ñ ïîìîùüþ äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ ïðîïèäèåì éîäèäà è
FITC-ìå÷åííîãî àííåêñèíà V (ANNEXIN V FITC, Beck-
man Coulter, Ôðàíöèÿ), îáëàäàþùåãî ñðîäñòâîì ê ìåìá-
ðàííî-ñâÿçàííîìó ôîñôàòèäèëñåðèíó. Êðîìå òîãî, ìåòî-
äîì èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè êîëè÷åñòâî
CD95+-ëèìôîöèòîâ â êðîâè. Îáñëåäîâàíî 90 ïàöèåíòîê â
âîçðàñòå îò 20 äî 69 ëåò (ñðåäíèé âîçðàñò — 45.3 ± 3.2 ã.).
Äèñïëàçèÿ âûÿâëåíà ó 20 æåíùèí. Ñ ïðåèíâàçèâíîé êàð-
öèíîìîé áûëî 25 æåíùèí, ñ I ñòàäèåé çëîêà÷åñòâåííîãî
ïðîöåññà — 15, ñî II ñòàäèåé — 15 è ñ III ñòàäèåé — 15
ïàöèåíòîê. Äèàãíîç äèñïëàçèè è ÐØÌ ïîñòàâëåí íà îñíî-
âàíèè êëèíè÷åñêèõ äàííûõ è ïîäòâåðæäåí êîëüïîñêîïè-
÷åñêè, öèòîëîãè÷åñêè è ãèñòîëîãè÷åñêè. Êîíòðîëüíóþ
ãðóïïó ñîñòàâèëè 30 çäîðîâûõ íåáåðåìåííûõ æåíùèí,
ñîïîñòàâèìûõ ïî âîçðàñòó, äàííûì àíàìíåçà è íå èìåþ-
ùèõ ïàòîëîãèè øåéêè ìàòêè. Ïîêàçàíî, ÷òî êîëè÷åñòâî
CD95+-êëåòîê â êðîâè, íà÷èíàÿ ñî ñòàäèè ïðåèíâàçèâíîé
êàðöèíîìû, âîçðàñòàåò, ìàêñèìàëüíîå óâåëè÷åíèå îòìå-
÷àåòñÿ íà I—II ñòàäèÿõ ÐØÌ. Â ýòî âðåìÿ â ëèìôîöèòàõ
òàêæå ðåãèñòðèðóåòñÿ ðåçêîå ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè è àê-
òèâíîñòè êàñïàç-8, 6- è 3-, ýêñïðåññèÿ è àêòèâíîñòü êàñïà-
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çû-9 ñíèæåíà. Êîëè÷åñòâî ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî ôîñôà-
òèäèëñåðèíà ïðè ïðîãðåññèè ÐØÌ (I� II� III ñòàäèè)
ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïðè ñëàáîé è óìåðåííîé äèñïëàçèè
â ËÏÊ ïîäîáíûõ èçìåíåíèé íå âûÿâëåíî, îïðåäåëÿåìûå
ïîêàçàòåëè íå îòëè÷àþòñÿ îò òàêîâûõ êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ïðè ïðîãðåññèè îïóõîëè â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè àêòèâèðóþòñÿ ïðîöåññû àïîïòîçà, êîòîðûå â ñâîþ
î÷åðåäü ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì óâåëè÷åíèÿ íà ìåìáðàíå
êëåòîê ìîëåêóë CD95 è ïîâûøåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé àê-
òèâíîñòè êàñïàç-8, -6 è -3.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû»
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ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÎÂ ÐÀÍÍÅÃÎ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂ-
ÍÎÃÎ ÎÒÂÅÒÀ Â ÎÏÓÕÎËÅÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ÁÎËÜÍÛÕ
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Ãåíû ðàííåãî ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà (c-myc, c-fos è
c-jun) àêòèâèðóþòñÿ ïðè ñòèìóëÿöèè ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê
ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè è ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ïðîöåñ-
ñîâ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè. Â ðÿäå
ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèå èõ ýêñïðåññèè ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç öåíòðàëüíûõ ñîáûòèé êàíöåðîãåíåçà. Íà ñåãîä-
íÿøíèé äåíü èçâåñòíî, ÷òî ãåíû ðàííåãî îòâåòà è ãåíîì
âèðóñà ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà âëèÿþò äðóã íà äðóãà â ïðî-
öåññå çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê öåðâèêàëü-
íîãî ýïèòåëèÿ. Êðîìå òîãî, íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå î äèà-
ãíîñòè÷åñêîé è ïðîãíîñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ðàííèõ ãåíîâ ïðè äèñïëàçèè è ðàêå øåéêè ìàòêè
(ÐØÌ). Òåì íå ìåíåå áîëüøèíñòâî âîïðîñîâ, êàñàþùèõ-
ñÿ óñòàíîâëåíèÿ ñâÿçè ìåæäó àêòèâíîñòüþ ãåíîâ ðàííåãî
îòâåòà è êëèíèêî-ïàòîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè
ÐØÌ, îñòàþòñÿ îòêðûòûìè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà
ýêñïðåññèÿ ãåíîâ c-myc, c-fos è c-jun (íà óðîâíå ìÐÍÊ è
áåëêà) â îïóõîëåâîé òêàíè áîëüíûõ ÐØÌ â çàâèñèìîñòè
îò ñòåïåíè òÿæåñòè ïðîöåññà. Ýêñïðåññèþ ãåíîâ àíàëèçè-
ðîâàëè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè, èäåí-
òèôèêàöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè Âåñòåðí-áëîòèíãîì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (Santa
Cruz Biotechnology, CA). Îáñëåäîâàíî 90 ïàöèåíòîê â âîç-
ðàñòå îò 20 äî 69 ëåò (ñðåäíèé âîçðàñò — 45.3 ± 3.2 ã.).
Äèñïëàçèÿ âûÿâëåíà ó 20 æåíùèí. Ñ ïðåèíâàçèâíîé êàð-
öèíîìîé áûëî 25 æåíùèí, ñ I ñòàäèåé çëîêà÷åñòâåííîãî
ïðîöåññà — 15, ñî II ñòàäèåé — 15, ñ III ñòàäèåé — 15 ïà-
öèåíòîê. Äèàãíîç äèñïëàçèè è ÐØÌ ïîñòàâëåí íà îñíî-
âàíèè êëèíè÷åñêèõ äàííûõ è ïîäòâåðæäåí êîëüïîñêîïè-
÷åñêè, öèòîëîãè÷åñêè è ãèñòîëîãè÷åñêè. Êîíòðîëüíóþ
ãðóïïó ñîñòàâèëè 30 çäîðîâûõ íåáåðåìåííûõ æåíùèí,
ñîïîñòàâèìûõ ïî âîçðàñòó, äàííûì àíàìíåçà è íå èìåþ-
ùèõ ïàòîëîãèè øåéêè ìàòêè. Ïîêàçàíî, ÷òî â çàâèñèìî-
ñòè îò àêòèâíîñòè ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà â îïóõîëåâîé òêà-
íè ïàöèåíòîê ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû. Ïåðâóþ
ãðóïïó ñîñòàâëÿþò æåíùèíû, ó êîòîðûõ íàáëþäàþòñÿ
äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè c-myc è c-fos è óìåíü-
øåíèå c-jun; âòîðóþ — òå, ó êîòîðûõ, íàïðîòèâ, èìååò
ìåñòî ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè c-jun è ñíèæåíèå c-myc è
c-fos (èçìåíåíèÿ ðåãèñòðèðóþòñÿ íà óðîâíå êàê ìÐÍÊ, òàê
è áåëêà). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîäîáíàÿ çàêîíîìåðíîñòü
âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ïðè äèñïëàçèÿõ è íà ñòàäèè ïðåèíâà-

çèâíîé êàðöèíîìû. Ïðè ïðîãðåññèè ÐØÌ (I� II� III)
îòìå÷àåòñÿ óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè âñåõ èçó÷àåìûõ ãåíîâ,
îäíàêî ïîäîáíîå óâåëè÷åíèå â ñëó÷àå c-myc è c-fos áîëåå
âûðàæåíî, ÷åì â ñëó÷àå c-jun. Â ðàáîòå îáñóæäàþòñÿ âîç-
ìîæíûå ïðè÷èíû èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ ðàííåãî
îòâåòà ïðè ðàçâèòèè ÐØÌ, ó÷àñòèå èõ ïðîäóêòîâ â ïåðå-
äà÷å âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèãíàëà, à òàêæå ïðîãíîñòè÷åñêàÿ
çíà÷èìîñòü äëÿ äàííîé îíêîïàòîëîãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû»
(ÍØ-3731.2010.4).

Ó×ÀÑÒÈÅ ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÛÕ ÀÊÒÈÂÍÛÕ
ÔÎÐÌ ÊÈÑËÎÐÎÄÀ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÁÀÐÜÅÐÍÎÉ
ÔÓÍÊÖÈÈ ÝÍÄÎÒÅËÈß. © È. È. Ãàëêèí, Å. Í. Ïîïîâà,
Î. Þ. Ïëåòþøêèíà. ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
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Ýíäîòåëèé ñîñóäîâ îáðàçóåò ïîëóïðîíèöàåìûé áàðü-
åð, ðåãóëèðóþùèé òîê æèäêîñòåé è ðàñòâîðåííûõ âå-
ùåñòâ (â òîì ÷èñëå áåëêîâ ïëàçìû) ìåæäó êðîâÿíûì ðóñ-
ëîì è îêðóæàþùèìè òêàíÿìè. Íàðóøåíèå áàðüåðíîé
ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ àòåðîñêëåðîçà, à
òàêæå àññîöèèðîâàííûõ ñ äèàáåòîì ñîñóäèñòûõ äèñôóíê-
öèé. Ýíäîòåëèàëüíàÿ ïðîíèöàåìîñòü ãëàâíûì îáðàçîì
îïðåäåëÿåòñÿ ñîñòîÿíèåì ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, êîòî-
ðûå ìîãóò ñîáèðàòüñÿ è ðàçáèðàòüñÿ â îòâåò íà ðàçëè÷íûå
ñòèìóëû, òàêèå êàê ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëåé àëüôà
(TNFa). TNFa, êàê è ìíîãèå äðóãèå öèòîêèíû, èíäóöèðó-
åò ãåíåðàöèþ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ìèòî-
õîíäðèè — îñíîâíîé èñòî÷íèê ÀÔÊ â êëåòêå. Ìû ïðåä-
ïîëîæèëè, ÷òî ìèòîõîíäðèàëüíûå ÀÔÊ ìîãóò ó÷àñòâî-
âàòü â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà è
ðàçáîðêè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ îò TNFa. Äëÿ ïðîâåð-
êè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå èí-
ñòðóìåíòà ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûå àíòèîêñèäàí-
òû ãðóïïû SkQ, ðàçðàáîòàííûå â ëàáîðàòîðèè Â. Ï. Ñêó-
ëà÷åâà.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî TNFa âûçûâàåò ñóùåñòâåííûå ïå-
ðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ ëèíèé ECV304 è EAhy926: ôîðìà êëåòîê ñòàíî-
âèòñÿ âåðåòåíîâèäíîé, ïîÿâëÿþòñÿ ñòðåññ-ôèáðèëëû. Îä-
íîâðåìåííî ñ ýòèì íàáëþäàëîñü óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà
òîòàëüíûõ êàäãåðèíîâ è b-êàòåíèíà â ìåñòàõ ñîåäèíåíèÿ
êëåòîê. Àíòèîêñèäàíòû ãðóïïû SkQ ñóùåñòâåííî îñëàá-
ëÿëè ýòè ýôôåêòû TNFa. Ïîñëå ðàçáîðêè ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ êàäãåðèíû ïîäâåðãàþòñÿ ïðîòåîëèçó è èõ ñî-
äåðæàíèå â êëåòêå ïàäàåò. TNFa âûçûâàë ñóùåñòâåííîå
ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ñïåöèôè÷íîãî äëÿ ýíäîòåëèÿ êàä-
ãåðèíà — VE-êàäãåðèíà — â êëåòêàõ ëèíèè EAhy926.
SkQ èíãèáèðîâàëè äåéñòâèå öèòîêèíà. Äåéñòâèå àíòèîê-
ñèäàíòîâ çàâèñåëî îò äîçû, îïòèìàëüíîé îêàçàëàñü êîí-
öåíòðàöèÿ 20 íÌ. Áîëåå âûñîêèå, êàê è áîëåå íèçêèå, êîí-
öåíòðàöèè SkQ áûëè ìåíåå ýôôåêòèâíûìè.

TNFa ñòèìóëèðóåò ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà è ðàç-
áîðêó ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ óðîâ-
íÿ Ca2+ â öèòîïëàçìå, àêòèâàöèè êèíàçû ëåãêîé öåïè
ìèîçèíà (MLCK), à òàêæå ìàëîé ÃÒÔàçû RhoA. Òàêèå
ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû, êàê NFkB è p38, òàêæå ìîãóò ñïî-
ñîáñòâîâàòü ýòèì ïðîöåññàì. Â ðÿäå êëåòî÷íûõ ñèñòåì
ïîêàçàíî, ÷òî ñèãíàëüíûå ïóòè RhoA, NFkB è p38 ìîãóò
àêòèâèðîâàòüñÿ ïîä äåéñòâèåì ÀÔÊ. Ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî SkQ ìîãóò èíãèáèðîâàòü ýôôåêòû TNFa, âîçäåéñòâóÿ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 697



íà ýòè ñèãíàëüíûå ïóòè, è ïëàíèðóåì ïðîâåðèòü íàøå
ïðåäïîëîæåíèå â äàëüíåéøåì.

ÐÎËÜ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ
ÊÀÍÍÈÁÀËÈÇÌÀ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ÝÏÈÄÅÐ-
ÌÎÈÄÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ À431.
© À. Ñ. Ãàðàíèíà, Ì. À. Ñàâèöêàÿ, Ã. Å. Îíèùåíêî. Êà-
ôåäðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè áèîëîãè÷åñêîãî
ôàêóëüòåòà ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Åùå â íà÷àëå XX â. âíèìàíèå ó÷åíûõ ïðèâëåê óíèêàëü-
íûé ôåíîìåí «êëåòêà-â-êëåòêå». Îí ïîëó÷èë íàçâàíèå
êëåòî÷íîãî êàííèáàëèçìà (ÊÊ). ÊÊ â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
èñïîëüçóåòñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé è ïðîãíîçà
ðàçâèòèÿ îïóõîëåé, îäíàêî òî÷íûå ìåõàíèçìû ýòîãî ÿâëå-
íèÿ äî ñèõ ïîð íå èçó÷åíû. Íà äàííûé ìîìåíò ñóùåñòâó-
åò ãèïîòåçà, ñîãëàñíî êîòîðîé â îñíîâå ÊÊ ëåæèò àêòèâ-
íîå ïðîíèêíîâåíèå îäíîé êëåòêè âíóòðü äðóãîé çà ñ÷åò
àêòî-ìèîçèíîâîãî ñîêðàùåíèÿ. Îäíàêî ýòè äàííûå ïîëó-
÷åíû ëèøü íà êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ñóñïåíçèè. Â ñâÿçè
ñ ýòèì öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü ðîëü öèòîñêåëåòà
â ïðîöåññå ÊÊ â ñóáñòðàòçàâèñèìîé êóëüòóðå êëåòîê ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàíû ìåòîäû ñâåòîâîé, ôëóîðåñöåíòíîé è âèäåîìèê-
ðîñêîïèè, òðàíñìèññèîííîé è ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè (ÒÝÌ è ÑÝÌ). Ïðè èññëåäîâàíèè àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà êëåòîê âûÿâëåíî, ÷òî íà ðàííèõ ñòàäèÿõ
ÊÊ â ìåñòàõ êîíòàêòà ïîãëîùåííîé è ïîãëîùàþùåé êëå-
òîê ïðèñóòñòâóþò îáëàñòè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì àêòè-
íà. Íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ÑÝÌ,
ïðåäëîæåí ñëåäóþùèé ãèïîòåòè÷åñêèé ìåõàíèçì âíåä-
ðåíèÿ îäíîé êëåòêè â äðóãóþ: êëåòêà-æåðòâà ïîñëå ïðè-
êðåïëåíèÿ ê êëåòêå-ìèøåíè âíåäðåíèÿ íà÷èíàåò ïðî-
äàâëèâàòü ìåìáðàíó ïîãëîùàþùåé êëåòêè è îêàçûâàåòñÿ
ïîãðóæåííîé â ãëóáîêóþ âïàäèíó (êðàòåð) â òåëå ïîãëî-
ùàþùåé êëåòêè. Ïîñëå ýòîãî êëåòêà-ìèøåíü âíåäðåíèÿ
ôîðìèðóåò ïñåâäîïîäèþ, êîòîðàÿ çàêðûâàåò äàííûé êðà-
òåð ñâåðõó. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè àêòèíîâûõ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ â ïðîöåññàõ âíåäðåíèÿ îäíîé êëåòêè â äðóãóþ ìû
èñïîëüçîâàëè àãåíòû, êîòîðûå íàðóøàþò îðãàíèçàöèþ
öèòîñêåëåòà. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè Y27632 (èí-
ãèáèòîðà ROCK) ÷èñëî ñëó÷àåâ ÊÊ óìåíüøàåòñÿ âäâîå, à
ïðè íàðóøåíèè ñáîðêè àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ âîç-
äåéñòâèåì öèòîõàëàçèíîì Á — âòðîå. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
íàðóøåíèå ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà çíà÷è-
òåëüíî ïîäàâëÿåò ïðîöåññû ÊÊ. Äàëåå èçâåñòíî, ÷òî çà
ôîðìó è ïîäâèæíîñòü êëåòîê ïîìèìî àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà ìîæåò îòâå÷àòü ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê. Ìèêðî-
òðóáî÷êè òàêæå îáåñïå÷èâàþò ïåðåìåùåíèå ìåìáðàííûõ
îðãàíåëë êëåòêè. Ïðè èññëåäîâàíèè ðàñïðåäåëåíèÿ ìèê-
ðîòðóáî÷åê îáíàðóæåíî, ÷òî â êëåòêàõ-ìèøåíÿõ âíåäðå-
íèÿ íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ÊÊ ìèêðîòðóáî÷êè ðàñïîëàãà-
þòñÿ â âèäå ïëîòíûõ òÿæåé âîêðóã ïîãëîùåííîé êëåòêè.
Â õîäå ÊÊ âûÿâëÿåòñÿ ïåðåðàñïðåäåëåíèå àïïàðàòà Ãîëüä-
æè, ëèçîñîì è ìèòîõîíäðèé ïîãëîùàþùåé êëåòêè, ÷òî,
ïî-âèäèìîìó, ñîçäàåò íåîáõîäèìûå óñëîâèÿ äëÿ ïåðåâà-
ðèâàíèÿ ïîãëîùåííîé êëåòêè. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ìèê-
ðîòðóáî÷åê â ïðîöåññàõ âíåäðåíèÿ îäíîé êëåòêè â äðóãóþ
è ïðîöåññàõ äåãðàäàöèè âíåäðèâøåéñÿ êëåòêè êóëüòóðó
À431 îáðàáàòûâàëè íîêîäàçîëîì, ðàçðóøàþùèì ìèêðî-
òðóáî÷êè. Îáíàðóæåíî, ÷òî âîçäåéñòâèå íîêîäàçîëîì âû-
çûâàåò óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ìåìáðàííûõ îðãàíåëë è èõ
õàîòè÷íîå ðàñïðåäåëåíèå â ïîãëîùàþùåé êëåòêå. Îäíàêî
ïðîöåññ ïåðåâàðèâàíèÿ ïîãëîùåííîé êëåòêè íå ïðåðûâà-

åòñÿ. Ïðè äëèòåëüíîì âîçäåéñòâèè íà÷àëüíûå ñòàäèè ÊÊ
íå îáíàðóæèâàþòñÿ, è â êîíå÷íîì èòîãå ÷èñëî ñëó÷àåâ
ÊÊ ñíèæàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè äî íóëÿ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæ-
íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ïðîöåññàõ âíåäðåíèÿ îäíîé êëåò-
êè â äðóãóþ ó÷àñòâóþò êàê àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, òàê è
ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê. Ïðè ýòîì ìèêðîòðóáî÷êîâûé öè-
òîñêåëåò òàêæå îáåñïå÷èâàåò ïåðåðàñïðåäåëåíèå ìåìá-
ðàííûõ îðãàíåëë ïðè ÊÊ, íî, ïî-âèäèìîìó, íå èãðàåò ðå-
øàþùåé ðîëè íà çàêëþ÷èòåëüíûõ ýòàïàõ äåãðàäàöèè ïî-
ãëîùåííîé êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01518-à).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÂÎÉÑÒÂ
Fas-ËÈÃÀÍÄÀ Â ËÈÏÈÄÍÛÕ ÌÈÊÐÎÄÎÌÅÍÀÕ
ÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÌÅÌÁÐÀÍÛ. © Ê. À. Ãëóõîâà,
Ê. À. Òðèçíà, Î. Â. Ïðóñàêîâà, È. Ï. Áåëåöêèé. Èíñòèòóò
òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
âàæíåéøèõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè æèçíåäåÿòåëüíîñòè
îðãàíèçìà, îïîñðåäóÿ òàêèå çíà÷èòåëüíûå ñîáûòèÿ, êàê
ñåëåêöèÿ ëèìôîöèòîâ èëè ïîääåðæàíèå èììóíîïðèâèëå-
ãèðîâàííîñòè îðãàíîâ. Ïðè âñåì ìíîãîîáðàçèè âîçìîæ-
íûõ ñöåíàðèåâ äàííîãî ïðîöåññà îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò èíèöèàöèÿ àïîïòîçà ïðè ó÷àñòèè Fas-ëèãàíäà.
Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå ïîñëå àêòèâà-
öèè åãî ðåöåïòîðà Fas, äåòàëüíî èçó÷åíû è îïèñàíû, èñ-
ñëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ, ïðåäøåñòâóþùèõ äàííîìó ÿâëå-
íèþ, îñòàåòñÿ àêòóàëüíûì. Îäèí èç ïóòåé ðåàëèçàöèè öè-
òîòîêñè÷åñêèõ ñâîéñòâ Fas-ëèãàíäà ñîïðÿæåí ñ
òðàíñïîðòîì åãî â îáîãàùåííûå õîëåñòåðîëîì è ñôèíãî-
ëèïèäàìè ìèêðîäîìåíû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Äî
íàñòîÿùåãî âðåìåíè îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î çíà÷è-
ìîñòè ëèïèäíûõ äîìåíîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû äëÿ
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ëèãàíäà. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ñòàëî
èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ, îòâå÷àþùèõ çà ðåãóëÿöèþ öèòî-
òîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè Fas-ëèãàíäà.

Äëÿ ýòîãî áûëà ïîëó÷åíà êóëüòóðà êëåòîê HeLa ñ èí-
äóöèáåëüíîé ýêñïðåññèåé Fas-ëèãàíäà. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ÷åðåç íåñêîëüêî ÷àñîâ ïîñëå èíäóêöèè íîâîñèíòåçè-
ðîâàííûé Fas-ëèãàíä îáíàðóæèâàåòñÿ â óñòîé÷èâûõ ê äå-
òåðãåíòó ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíàõ â êîìïëåêñå ñ îäíèì
èç îñíîâíûõ ðåçèäåíòíûõ áåëêîâ — êàâåîëèíîì-1. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè äåëåöèîííîãî ìóòàãåíåçà áûëî âûÿâëåíî,
÷òî â îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà ìîãóò áûòü çàäåéñòâîâàíû
êàê Ñ-, òàê è N- êîíöåâîé äîìåíû êàâåîëèíà, à â ìîëåêóëå
Fas-ëèãàíäà ïðèíèìàþò ó÷àñòèå àìèíîêèñëîòû â ó÷àñòêå
1-43 à. î. Î âîçìîæíîì âëèÿíèè êàâåîëèíà íà àêòèâíîñòü
Fas-ëèãàíäà ñâèäåòåëüñòâóåò òîò ôàêò, ÷òî äåëåöèÿ
1-43 à. î. âî âíóòðèêëåòî÷íîì äîìåíå ëèãàíäà ïðèâîäèò
íå òîëüêî ê íàðóøåíèþ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ, íî è ê
ñíèæåíèþ öèòîòîêñè÷íîñòè. Ïðè ýòîì, ïî-âèäèìîìó,
âçàèìîäåéñòâèå íîñèò ìíîãîòî÷å÷íûé õàðàêòåð, ÷òî íà-
òàëêèâàåò íà ìûñëü îá ó÷àñòèè êàâåîëèíà â îëèãîìåðèçà-
öèîííûõ ïðîöåññàõ â ìîëåêóëå Fas-ëèãàíäà. Òàê èëè èíà-
÷å, âçàèìîäåéñòâèå êàâåîëèíà è ëèãàíäà ìîæåò èãðàòü
âàæíóþ ðîëü â ïðîÿâëåíèè ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ïî-
ñëåäíåãî. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ â ýòîì íàïðàâëåíèè
ïîçâîëÿò ïîëó÷èòü áîëåå äåòàëüíóþ êàðòèíó îðãàíèçàöèè
Fas-ëèãàíäà â ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíàõ è îòêðûòü íîâûå
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âîçìîæíîñòè ðåãóëÿöèè àïîïòîçà íà ýòàïàõ òðàíñïîðòà è
àêòèâàöèè.

ÐÅÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ È
ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÀÄÃÅÇÈÎÍÍÛÕ ÊÎÍÒÀÊÒÎÂ
ÏÐÈ ÍÅÎÏËÀÑÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈÈ ÝÏÈ-
ÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Í. À. Ãëóøàíêîâà. Ðîññèé-
ñêèé îíêîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð èì. Í. Í. Áëîõèíà
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ðàçðóøåíèå ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è ïðèîáðåòåíèå
ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ïîäâèæíîñòè — çàêîíîìåðíûå
ýòàïû ïðîãðåññèè îïóõîëåé ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ — êàðöèíîì. Óãíåòåíèå ýêñïðåññèè Å-êàäõåðèíà, îá-
ðàçóþùåãî ìåæêëåòî÷íûå àäãåçèîííûå êîíòàêòû (ÀÊ),
÷àñòî ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ïóñêîâîé ìåõàíèçì èíâàçèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê. Âìåñòå ñ òåì õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî
ìíîãèå îïóõîëè ñîõðàíÿþò ýêñïðåññèþ Å-êàäõåðèíà, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíîñòè ñóùåñòâîâàíèÿ ìåõàíèç-
ìîâ, çàïóñêàþùèõ èíâàçèþ, íå ñâÿçàííûõ ñ óãíåòåíèåì
ýêñïðåññèè è àêêóìóëÿöèè íà ìåìáðàíå Å-êàäõåðèíà. Ïðè
èññëåäîâàíèè â êà÷åñòâå ìîäåëè ìû èñïîëüçîâàëè ëèíèþ
íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ýïèòåëèîöèòîâ IAR-2, à òàêæå
ëèíèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ äèìåòèëíèòðîçàìèíîì ýïè-
òåëèîöèòîâ IAR-6-1, îáðàçóþùèõ îïóõîëè ïðè ïðèâèâêå
ñèíãåííûì êðûñàì.

Êëåòêè ëèíèè IAR-6-1 ñîõðàíÿëè ýêñïðåññèþ Å-êàä-
õåðèíà è â êîíôëþýíòíîé êóëüòóðå ôîðìèðîâàëè ìî-
íîñëîé, ñõîäíûé ñ ìîíîñëîåì íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ
ýïèòåëèîöèòîâ IAR-2. Âìåñòå ñ òåì ôëóîðåñöåíòíî-ìèê-
ðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå âûÿâèëî ñóùåñòâåííûå èç-
ìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ÀÊ êëå-
òîê IAR-6-1 ïî ñðàâíåíèþ ñ íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè
ýïèòåëèîöèòàìè IAR-2. Â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýïèòå-
ëèîöèòàõ IAR-6-1 èñ÷åçàëè êðàåâîé àêòèíîâûé ïó÷îê è
ïåðèôåðè÷åñêèå ïó÷êè, à ñîäåðæàùèå Å-êàäõåðèí àäãå-
çèîííûå ïîÿñà (òàíãåíöèàëüíûå ÀÊ), õàðàêòåðíûå äëÿ
íîðìàëüíûõ ýïèòåëèîöèòîâ, çàìåùàëèñü êëàñòåðàìè,
îðèåíòèðîâàííûìè ïåðïåíäèêóëÿðíî ìåæêëåòî÷íîé ãðà-
íèöå (ðàäèàëüíûìè ÀÊ). Âèäåîìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëå-
äîâàíèå íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ýïèòåëèîöèòîâ, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ ìå÷åííûé
GFP Å-êàäõåðèí, ïîêàçàëî, ÷òî â îòëè÷èå îò òàíãåíöèàëü-
íûõ ÀÊ ðàäèàëüíûå ÀÊ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê âû-
ñîêîäèíàìè÷íû è íåñòàáèëüíû. Â çîíå êîíòàêòà êëåòîê
IAR-6-1 ÀÊ ôîðìèðîâàëèñü â âèäå òî÷åê, êîòîðûå ñâÿçû-
âàëèñü ñ ïðÿìûìè àêòèíîâûìè ïó÷êàìè è ïîñòåïåííî
óâåëè÷èâàëèñü â ðàçìåðå. Îáðàçîâàíèå ðàäèàëüíûõ ÀÊ
êðèòè÷åñêè çàâèñåëî îò êîíòðàêòèëüíîñòè àêòèí-ìèîçè-
íà. Àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè çèêñèí è àëüôà-àêòèíèí àê-
êóìóëèðîâàëèñü â çîíå ìåæêëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
êëåòîê IAR-6-1 óæå íà ñòàäèè òî÷å÷íûõ ÀÊ. Àíàëèç êè-
ìîãðàìì ïîêàçàë, ÷òî â êóëüòóðå IAR-6-1 îòñóòñòâîâàë
êîíòàêòíûé ïàðàëè÷ ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè, õà-
ðàêòåðíûé äëÿ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ýïèòåëèîöèòîâ.
Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðàçëè÷èÿ â àêòèíîâîì öèòîñêåëåòå
ìåæäó íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè è òðàíñôîðìèðîâàííû-
ìè ýïèòåëèîöèòàìè, â ÷àñòíîñòè íàëè÷èå ëèáî îòñóòñòâèå
êðàåâîãî ïó÷êà, îïðåäåëÿþò ïîâåäåíèå êëåòêè ïðè êîí-
òàêòå ñ äðóãèìè êëåòêàìè.

Òðàíñôîðìèðîâàííûå ýïèòåëèîöèòû IAR-6-1 ëåãêî
ðàçðûâàëè ìåæêëåòî÷íûå ñâÿçè è ìèãðèðîâàëè ïî ïîä-
ëîæêå íà çíà÷èòåëüíûå ðàññòîÿíèÿ êàê â ñîñòàâå ãðóïïû
êëåòîê (êîëëåêòèâíàÿ ìèãðàöèÿ), òàê è èíäèâèäóàëüíî,

îáðàçóÿ ïðè âñòðå÷å ñ äðóãèìè êëåòêàìè íîâûå êîíòàêòû.
Íåñìîòðÿ íà áîëåå âûñîêóþ ñêîðîñòü äâèæåíèÿ îäèíî÷-
íûõ êëåòîê IAR-6-1 â ñðàâíåíèè ñî ñêîðîñòüþ êëåòîê â
ñîñòàâå ãðóïï, íàïðàâëåííîñòü äâèæåíèÿ êëåòîê â ãðóïïå
áûëà ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì íàïðàâëåííîñòü îäèíî÷íûõ
êëåòîê. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñ÷åçíîâåíèå êðàåâîãî
àêòèíîâîãî ïó÷êà è ðåîðãàíèçàöèÿ ñîäåðæàùèõ Å-êàä-
õåðèí ÀÊ â õîäå íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ýïèòå-
ëèîöèòîâ ìîãóò ïðèâîäèòü ê ðàçðóøåíèþ ñòàáèëüíîé
ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è ïðèîáðåòåíèþ êëåòêàìè ëîêîìî-
òîðíîãî ôåíîòèïà. Ïëàñòè÷íîñòü ñîäåðæàùèõ Å-êàäõå-
ðèí-ÀÊ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîçâîëÿåò òðàíñôîðìèðîâàí-
íûì êëåòêàì ðåàëèçîâàòü ñâîþ ñïîñîáíîñòü ê èíäèâèäóà-
ëüíîé ìèãðàöèè, ñ äðóãîé — âàæíà äëÿ èõ ýôôåêòèâíîé
êîëëåêòèâíîé ìèãðàöèè.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎ-ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÒÐÀÍ-
ÑÏÎÐÒÀ ÂÎÄÛ ÊËÅÒÊÀÌÈ MDCK. © À. Í. Ãîðøêîâ,
Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ìîíîñëîé êëåòîê MDCK ÿâëÿåòñÿ ìîäåëüíûì îáúåê-
òîì äëÿ àíàëèçà ïðîöåññîâ íàïðàâëåííîãî òðàíñïîðòà
ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ, â ÷àñòíîñòè èîíîâ è âîäû. Èçâåñòíî,
÷òî â äàííûõ êëåòêàõ îäíèì èç âàæíåéøèõ ïóòåé âíóòðè-
êëåòî÷íîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêèíàçà À
(ÏÊÀ) — ñèãíàëüíûé ïóòü. Â íàøåé ðàáîòå ìû èññëåäî-
âàëè èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè êëåòîê MDCK
ïðè ñòèìóëÿöèè â íèõ ÏÊÀ-ñèãíàëüíîãî ïóòè, ñîïðÿæåí-
íûå ñ èíäóêöèåé òðàíñýïèòåëèàëüíîãî ïîòîêà âîäû. Â ðà-
áîòå áûëà èñïîëüçîâàíà ïðÿìàÿ (âîçäåéñòâèå 10–4 Ì àêòè-
âàòîðîì ÏÊÀ ôîðñêîëèíà) è îïîñðåäîâàííàÿ V2-ðåöåï-
òîðîì (âîçäåéñòâèå 10–6 Ì àðãèíèí-âàçîïðåññèíà —
ÀÂÏ) àêòèâàöèÿ â íèõ ÏÊÀ-ñèãíàëüíîãî ïóòè.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî â óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ êàæäîãî èç âû-
øåíàçâàííûõ àãåíòîâ ïðîèñõîäèò óñèëåíèå îñìîòè÷åñêî-
ãî ïåðåíîñà âîäû ñ àïèêàëüíîé íà áàçîëàòåðàëüíóþ ñòî-
ðîíó ìîíîñëîÿ. Ìîðôîëîãè÷åñêèì âûðàæåíèåì ýòîãî
ïðîöåññà ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå êðóïíûõ áëèñòåðîâ (çà-
ïîëíåííûå æèäêîñòüþ êóïîëîîáðàçíûå ó÷àñòêè ìîíî-
ñëîÿ, ëîêàëüíî îòõîäÿùèå îò òâåðäîãî ñóáñòðàòà). Âîç-
äåéñòâèå ôîðñêîëèíà ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíî áîëåå àê-
òèâíîìó áëèñòåðîîáðàçîâàíèþ, ÷åì âîçäåéñòâèå ÀÂÏ.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê MDCK
îáíàðóæèë â íèõ ñõîäíûé êîìïëåêñ óëüòðàñòðóêòóðíûõ
èçìåíåíèé ïðè îáîèõ èñïîëüçîâàííûõ ïîäõîäàõ. Îòìå-
÷åíû ðàñøèðåíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåé è íàáóõàíèå öèñ-
òåðí àïïàðàòà Ãîëüäæè. Â àïèêàëüíîé çîíå êëåòîê íàáëþ-
äàåòñÿ ðåîðãàíèçàöèÿ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè (óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà ìèêðîâîðñèíîê, à òàêæå ïîÿâëåíèå
èíâàãèíàöèé è âûïÿ÷èâàíèé àïèêàëüíîé ìåìáðàíû ðàç-
ëè÷íîé ôîðìû). Â ñóáìåìáðàííîé àïèêàëüíîé öèòîïëàç-
ìå îòìå÷åíî ïîÿâëåíèå ìíîãî÷èñëåííûõ âåçèêóë, ÷òî ãî-
âîðèò îá óñèëåíèè ïðîöåññîâ ýêçî- è ýíäîöèòîçà.

Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ îáíàðóæèëà ñíèæåíèå
ïëîòíîñòè ñëîÿ àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ ïîä àïèêàëü-
íîé ìåìáðàíîé. Èñïîëüçîâàíèå êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè ñ ïîëó÷åíèåì ñåðèéíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ïî âåðòè-
êàëüíîé îñè ïîäòâåðäèëî ýòè äàííûå. Ñ ïîìîùüþ ìå÷å-
íèÿ F-àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî â êëåòêàõ MDCK ñóùåñòâóþò 3 îñíîâíûõ ïóëà àêòè-
íîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ: 1) àïèêàëüíûé ñóáìåìáðàííûé
àêòèí; 2) àêòèí, àññîöèèðîâàííûé ñ ìåæêëåòî÷íûìè êîí-
òàêòàìè; 3) áàçàëüíûé àêòèí (ñòðåññ-ôèáðèëëû è ôîêàëü-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 699



íûå êîíòàêòû). Ïðè âîçäåéñòâèè êàê ÀÂÏ, òàê è ôîðñêîëè-
íà îòìå÷åíà çíà÷èòåëüíàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ èìåííî àïè-
êàëüíîãî ñóáìåìáðàííîãî àêòèíà, â òî âðåìÿ êàê 2 äðóãèõ
ïóëà àêòèíà íå ïðåòåðïåâàþò çàìåòíûõ èçìåíåíèé.

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèç êëåòîê MDCK ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîííîé è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè îáíàðóæèë
êà÷åñòâåííî ñõîäíûé êîìïëåêñ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíå-
íèé â íèõ ïðè ïðÿìîé è îïîñðåäîâàííîé V2-ðåöåïòîðîì
àêòèâàöèè ÏÊÀ. Â êîëè÷åñòâåííîì îòíîøåíèè âîçäåéñò-
âèå ôîðñêîëèíà ïðèâîäèëî ê áîëåå ãëóáîêèì ñòðóêòóð-
íûì ïðåîáðàçîâàíèÿì â êëåòêàõ, ÷åì âîçäåéñòâèå ÀÂÏ.
Ïî íàøåìó ìíåíèþ, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ÀÂÏ íàðÿäó ñ
ÏÊÀ-ñèãíàëüíûì ïóòåì îäíîâðåìåííî çàïóñêàåò äðóãèå
öåïè âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè ñ ïðîòèâîïîëîæíûì
äåéñòâèåì (â ÷àñòíîñòè, ñèíòåç ïðîñòàãëàíäèíîâ), ÷òî
ïðèâîäèò ê áîëåå òî÷íîé è ñáàëàíñèðîâàííîé «íàñòðîé-
êå» âåëè÷èíû òðàíñýïèòåëèàëüíîãî âîäíîãî ïîòîêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 10-04-00419à è 10-04-00018à).

ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÏÅÐÅÍÎÑ×ÈÊÎÂ ÃËÞÊÎÇÛ È
ÝËÅÌÅÍÒÎÂ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â ÝÍÒÅÐÎÖÈÒÀÕ ÒÎÍ-
ÊÎÉ ÊÈØÊÈ ÊÐÛÑÛ ÏÐÈ ÂÑÀÑÛÂÀÍÈÈ ÃÅÊÑÎÇ.
© Í. Ì. Ãðåôíåð,1 Ë. Â. Ãðîìîâà,2 À. À. Ãðóçäêîâ,2 ß. Þ. Êî-
ìèññàð÷èê.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò ôè-
çèîëîãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ â èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿùåí-
íûõ âñàñûâàíèþ ñàõàðîâ èç ïðîñâåòà êèøå÷íèêà â ýíòå-
ðîöèòû, áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ òðàíñïîðòåðàì
ãëþêîçû SGLT1 è GLUT2. Â òî æå âðåìÿ ðîëü öèòîñêåëå-
òà ýíòåðîöèòîâ, â ÷àñòíîñòè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà è ìèê-
ðîòðóáî÷åê, â ýòèõ ïðîöåññàõ èññëåäîâàíà íåäîñòàòî÷íî.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû àíàëèçèðîâàëè âçàèìîîòíîøåíèå
óêàçàííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ ãëþêîçû è ýëåìåíòîâ öèòîñêåëå-
òà (ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà è a-òóáóëèíà) â ýíòåðîöèòàõ
òîíêîãî êèøå÷íèêà êðûñ ïðè âñàñûâàíèè ãëþêîçû â âû-
ñîêèõ è íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ â óñëîâèÿõ õðîíè÷åñêîãî
îïûòà.

Ôðàãìåíòû èçîëèðîâàííîé ïåòëè êèøå÷íèêà ïåðôó-
çèðîâàëè ðàñòâîðàìè 12.5 è 50 ìÌ ìàëüòîçû. Äëÿ àíàëèçà
ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ ãëþêîçû (SGLT1 è GLUT2)
è a-òóáóëèíà â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SL
èñïîëüçîâàëè ìåòîä íåïðÿìîãî ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ óêàçàííûõ áåëêîâ. Ôèáðèëëÿðíûé àêòèí îêðàøèâàëè
ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Ýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ ýíòå-
ðîöèòîâ ïðîâîäèëè ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè óëüòðàòîí-
êèõ ñðåçîâ íà ìèêðîñêîïå JEOL 100U.

Â êîíòðîëå, ïðè íàãðóçêå èçîëèðîâàííîé ïåòëè ðàñ-
òâîðîì Ðèíãåðà, ìåòêà ê SGLT1 ðàñïîëîæåíà ïðåèìóùå-
ñòâåííî â ýíòåðîöèòàõ âåðõíåé ïîëîâèíû âîðñèíêè. Ïðè
íàãðóçêå êèøêè ðàñòâîðîì ìàëüòîçû â êîíöåíòðàöèè
12.5 ìÌ ìåòêà îáíàðóæèâàåòñÿ â ýíòåðîöèòàõ ïî âñåé
äëèíå âîðñèíêè. Ó÷àñòêè êîëîêàëèçàöèè SGLT1 è àêòèíà
ìèêðîâîðñèíîê îáíàðóæèâàþòñÿ ëèøü â âåðõíåé ÷àñòè
âîðñèíêè. Ïðè ïåðôóçèè èçîëèðîâàííîé ïåòëè ðàñòâîðîì
50 ìÌ ìàëüòîçû ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó ðàñïîëîæåíà ïðå-
èìóùåñòâåííî â íèæíåé ïîëîâèíå êèøå÷íîé âîðñèíêè.
Òàì æå âñòðå÷àþòñÿ ó÷àñòêè êîëîêàëèçàöèè ïåðåíîñ÷èêà
è àêòèíà ìèêðîâîðñèíîê.

Ðàñïðåäåëåíèå ìåòêè ê GLUT2 â êîíòðîëå è ïðè íà-
ãðóçêå 12.5 ìÌ ìàëüòîçû îäèíàêîâî: ìåòêà îáíàðóæè-

âàåòñÿ â ýíòåðîöèòàõ âåðõíåé ïîëîâèíû êèøå÷íîé âîð-
ñèíêè è íà âåðøèíå âîðñèíêè êîëîêàëèçîâàíà ñ ìåòêîé ê
àêòèíó ìèêðîâîðñèíîê. Ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ìàëü-
òîçû (50 ìÌ) ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó ðàñïîëîæåíà âäîëü
âñåé âîðñèíêè è ó÷àñòêè êîëîêàëèçàöèè ìåòîê ê ïåðåíîñ-
÷èêó è àêòèíó ìîæíî îáíàðóæèòü êàê â âåðõíåé ÷àñòè
âîðñèíêè, òàê è âíèçó, áëèæå ê êðèïòàëüíîé îáëàñòè.

Êîëîêàëèçàöèè ìåòîê ê a-òóáóëèíó è ê ïåðåíîñ÷èêàì
ãëþêîçû íå îáíàðóæåíî. Â êîíòðîëå âûÿâëåíà êîëîêàëè-
çàöèÿ àêòèíà è a-òóáóëèíà âáëèçè àïèêàëüíîé ìåìáðàíû,
à ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè ìàëüòîçû — âáëèçè ëàòåðàëü-
íîé ìåìáðàíû ýíòåðîöèòîâ. Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïî-
çâîëèëà âèçóàëèçèðîâàòü ôèáðèëëÿðíûé àêòèí è a-òóáóëèí.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà âçàèìîäåéñòâóþò ñ ïåðåíîñ÷èêàìè
ãëþêîçû è ó÷àñòâóþò â òðàíñïîðòå ñàõàðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-0018-à).

ÐÎËÜ ÐÅÃÓËßÒÎÐÍÎÃÎ ÊÀÑÊÀÄÀ ÌÀÐÊ/ERK Â ÝÏÈ-
ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÌÅÕÀÍÈÇÌÀÕ ÄÎËÃÎÂÐÅÌÅÍ-
ÍÎÉ ÏÀÌßÒÈ. © Ë. Í. Ãðèíêåâè÷. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè
èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ äîëãîâðåìåííîé ïà-
ìÿòè íåîáõîäèìà àêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, êîòîðàÿ ðå-
ãóëèðóåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè ðåãóëÿòîðíûìè ñèãíàëà-
ìè, îïîñðåäóþùèìè äåéñòâèÿ óñëîâíûõ è áåçóñëîâíûõ
ñòèìóëîâ, âîâëåêàåìûõ â îáó÷åíèå. Âàæíóþ ðîëü â ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ èãðàåò âíóòðèêëåòî÷íûé ðåãóëÿ-
òîðíûé êàñêàä ÌÀÐÊ/ERK. Ïðè ýòîì êàñêàä ÌÀÐÊ/ERK
ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü ýêñïðåññèþ íà äâóõ óðîâíÿõ: ÷å-
ðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå ÒÔ è ÷åðåç ðåìîäåëèðîâàíèå õðî-
ìàòèíà ïóòåì èíäóêöèè àöåòèëèðîâàíèÿ è ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ãèñòîíîâ è ðÿäà íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ.

Óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìå-
õàíèçìîâ ïàìÿòè ÿâëÿþòñÿ æèâîòíûå, îáëàäàþùèå îòíî-
ñèòåëüíî ïðîñòûì óñòðîéñòâîì ÖÍÑ, â ÷àñòíîñòè ìîëëþ-
ñêè. Â êà÷åñòâå ìîäåëè îáó÷åíèÿ íàìè èñïîëüçóåòñÿ âû-
ðàáîòêà óñëîâíîãî ðåôëåêñà ïèùåâîé àâåðçèè ó ìîëëþñêà
Helix.

Îäíèì èç ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ âû÷ëåíèòü êëþ÷å-
âûå çâåíüÿ ìåõàíèçìîâ ïëàñòè÷íîñòè, ÿâëÿåòñÿ îíòîãåíå-
òè÷åñêèé. Èçâåñòíî, ÷òî ñïîñîáíîñòü êàê ïîçâîíî÷íûõ,
òàê è áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ê ðàçëè÷íûì âèäàì îáó-
÷åíèÿ ñîçðåâàåò íåðàâíîìåðíî â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ. Ðàíåå
íàìè ïîêàçàíî, ÷òî êàñêàä ÌÀÐÊ/ERK è íèæåëåæàùèå
ÒÔ àêòèâèðóåòñÿ ïðè îáó÷åíèè Helix, à äèñôóíêöèÿ
ÌÀÐÊ/ERK ðåäóöèðóåò ñïîñîáíîñòü ê îáó÷åíèþ. Ó þâå-
íèëüíûõ æèâîòíûõ, íå ñïîñîáíûõ ê ôîðìèðîâàíèþ äîë-
ãîâðåìåííûõ ôîðì îáîðîíèòåëüíûõ ðåôëåêñîâ, óðîâåíü
àêòèâàöèè ÌÀÐÊ/ERK è íèæåëåæàùèõ ÒÔ ñóùåñòâåííî
íèæå, ÷åì ó âçðîñëûõ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ïîòåíöèàëüíîé ìè-
øåíüþ ÌÀÐÊ/ERK êðîìå ÒÔ ÿâëÿþòñÿ ãèñòîíû, ìû ïðî-
âåëè èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ ñòàòóñà àöåòèëèðîâàíèÿ
è ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ ïðè îáó÷åíèè, à òàêæå âû-
ÿñíèëè âîçìîæíóþ ñâÿçü ýòèõ ïðîöåññîâ ñ àêòèâàöèåé
ÌÀÐÊ/ERK.

Ïîêàçàíî, ÷òî îáó÷åíèå èíäóöèðóåò ÌÀÐÊ/ERK-çà-
âèñèìîå àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í3 â ñòðóêòóðàõ ÖÍÑ,
ñâÿçàííûõ ñ îáîðîíèòåëüíûì ïîâåäåíèåì, â òîì ÷èñëå â
íåéðîíàõ ïðîöåðåáðóìà (îëôàêòîðíûé öåíòð ìîëëþñêîâ)

700 I Âñåðîññèéñêàÿ êîíôåðåíöèÿ «Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ, òðàíñïîðò, öèòîñêåëåò»



è â êîìàíäíûõ íåéðîíàõ îáîðîíèòåëüíîãî ïîâåäåíèÿ ïðà-
âîãî ïàðèåòàëüíîãî ãàíãëèÿ RPa2/3. Ïðè ýòîì â ñèììåò-
ðè÷íûõ íåéðîíàõ ëåâîãî ãàíãëèÿ (LPa2/3) — èçìåíåíèé
íå îáíàðóæåíî.

Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìàÿ íàìè ôóíêöèîíàëüíàÿ
àñèììåòðèÿ ìîæåò îòðàæàòü ëàòåðèçàöèþ ïàìÿòè ó áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ. Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå äàííîå ÿâëåíèå
ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷íûì ñïåêòðîì ðåöåïòîðîâ,
ñîïðÿæåííûì ñ êàñêàäîì ÌÀÐÊ/ERK.

Ó þâåíèëüíûõ æèâîòíûõ, ïîäâåðãíóòûõ ïðîöåäó-
ðå îáó÷åíèÿ, äîñòîâåðíîãî èçìåíåíèÿ àöåòèëèðîâàíèÿ
ãèñòîíà Í3 íå íàáëþäàåòñÿ. Äèñôóíêöèÿ êàñêàäà
ÌÀÐÊ/ERK ó þâåíèëüíûõ æèâîòíûõ â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå ìîæåò áûòü ñêîìïåíñèðîâàíà ÷åðåç èíäóêöèþ ïðî-
öåññîâ àöåòèëèðîâàíèÿ ââåäåíèåì èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç
áóòèðàòà Na. Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèòîðû HDAC ìîãóò
îêàçàòüñÿ ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðà-
òèâíûõ çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ ïðîöåññîì ðàçâèòèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01968).

ÐÅÖÅÏÒÎÐÛ ÑÈÑÒÅÌÛ ÃÅÍÅÐÀÖÈÈ È ÏÅÐÅÄÀ×È
ÁÎËÅÂÛÕ ÈÌÏÓËÜÑÎÂ — ÌÈØÅÍÈ ÄÅÉÑÒÂÈß
ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ ÏÐÈÐÎÄÍÛÕ ßÄÎÂ. © Å. Â. Ãðèøèí.
Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè èì. àêàäåìèêîâ
Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èííèêîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ïðèðîäíûå ÿäû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñëîæíûå ñìåñè
ðàçíîîáðàçíûõ ïî ñâîåé õèìè÷åñêîé ïðèðîäå ñîåäèíå-
íèé, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ ðàçëè÷íûìè êëåòî÷íû-
ìè ìèøåíÿìè è íàïðàâëåííî ìîäóëèðóþò ìíîæåñòâî ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò
ñîåäèíåíèÿ, îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ ñïåöèôè÷íî âîç-
äåéñòâîâàòü íà ìåìáðàííûå ðåöåïòîðû è èîííûå êàíàëû.
Íåêîòîðûå ïîäîáíûå âåùåñòâà ñòàëè êëàññè÷åñêèìè èí-
ñòðóìåíòàìè èññëåäîâàíèÿ â íåéðîáèîëîãèè. Îíè èñ-
ïîëüçóþòñÿ äëÿ íàïðàâëåííîé ðåãóëÿöèè ôóíêöèè íåðâ-
íîé êëåòêè è èäåíòèôèêàöèè ïðîôèëÿ êëåòî÷íîãî íàáîðà
ðåöåïòîðîâ è èîííûõ êàíàëîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàéäå-
íû êîìïîíåíòû ÿäîâ, ñåëåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóþùèå
ïðàêòè÷åñêè ñî âñåìè èçâåñòíûìè òèïàìè èîíîòðîïíûõ
ñèñòåì êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Ýòè êîìïîíåíòû ïîäðàç-
äåëÿþòñÿ íà áëîêàòîðû è ìîäóëÿòîðû ðåöåïòîðíîé àê-
òèâíîñòè. Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïî
èçó÷åíèþ ïåïòèäíûõ êîìïîíåíòîâ ïðèðîäíûõ ÿäîâ, ìî-
äóëèðóþùèõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ðåöåïòîðîâ
ñèñòåìû ãåíåðàöèè è ïåðåäà÷è áîëåâûõ èìïóëüñîâ. Îá-
ñóæäàþòñÿ äàííûå ïî èññëåäîâàíèþ ïåïòèäîâ, âçàèìî-
äåéñòâóþùèõ ñ ïîòåíöèàëçàâèñèìûìè Na+- è Ca2+-êàíà-
ëàìè, âàíèëëîèäíûì ðåöåïòîðîì TRPV1, ïóðèíåðãè-
÷åñêèìè P2X-ðåöåïòîðàìè è ïðîòîí-÷óâñòâèòåëüíûìè
ðåöåïòîðàìè ASIC.

ÏÅÏÒÈÄÍÛÅ ÔÐÀÃÌÅÍÒÛ ØÀÏÅÐÎÍÀ Hsp70 ÊÀÊ
ÑÐÅÄÑÒÂÀ ÄÎÑÒÀÂÊÈ ÁÈÎÌÎËÅÊÓË Â ÆÈÂÛÅ
ÊËÅÒÊÈ. © È. Â. Ãóæîâà, Å. Ñ. Ìàðòûíîâà, Å. Â. Ôåäî-
ðîâà, À. Ì. Ëåáåäåâ, Á. À. Ìàðãóëèñ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ñïîñîáíîñòü áèîëîãè÷åñêèõ ìîëåêóë ïåðåñåêàòü êëå-
òî÷íûå ìåìáðàíû è ïðîíèêàòü âíóòðü æèâîé êëåòêè

ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ ðàçðàáîòêè òàðãåòíûõ
ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî øàïåðîí
Hsp70 ìîæåò ïðîíèêàòü â æèâûå êëåòêè ðàçíîãî ãèñòîãå-
íåçà, è ýòîò ôàêò ïîáóäèë íàñ âûÿâèòü ñàéò íà ìîëåêóëå
øàïåðîíà, îòâåòñòâåííûé çà åãî òðàíñïîðòíóþ ñïîñîá-
íîñòü. Ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà òðåõìåðíîé
ñòðóêòóðû áåëêà áûë ïðîâåäåí ïîèñê àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íàõîäÿùèõñÿ íà ïîâåðõíîñòè ìîëå-
êóëû è îáîãàùåííûõ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè îñòàò-
êàìè ëèçèíà è àðãèíèíà. Áûëè âûÿâëåíû äâå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè èç ñóáñòðàòñâÿçûâàþùåãî äîìåíà øàïåðîíà:
KRNSTIPTK (415—423 à. î.) è KSTGKANKITITNDK-
GRLSK (493—512 à. î.), êîòîðûå áûëè íàçâàíû KRN- è
KST-ïåïòèäîì ñîîòâåòñòâåííî. Áèîòèíèëèðîâàííûå ôîð-
ìû ýòèõ ïåïòèäîâ áûëè ñèíòåçèðîâàíû â Èíñòèòóòå âûñî-
êîìîëåêóëÿðíûõ ñîåäèíåíèé ÐÀÍ è èññëåäîâàíû â ðÿäå
êëåòî÷íûõ òåñòîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî îáà ïåïòèäà, õîòÿ è ñ
ðàçíîé ýôôåêòèâíîñòüþ, ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â êëåòêè,
ïðè÷åì ñêîðîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ çàâèñèò îò ãèñòîãåíåçà
êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ; äèíàìèêà âõîæäåíèÿ KST-ïåïòèäà
âïîëíå ñîïîñòàâèìà ñ êèíåòèêîé èíòåðíàëèçàöèè èçâåñò-
íûõ òðàíñïîðòíûõ ïåïòèäîâ.

Áûëà èññëåäîâàíà ñïîñîáíîñòü âûÿâëåííûõ ïåïòèäîâ
äîñòàâëÿòü ìàêðîìîëåêóëÿðíûé ãðóç â æèâûå êëåòêè.
Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ êîìïëåêñîì áèîòèíèëèðîâàííûõ
ïåïòèäîâ ñ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûì àâèäèíîì. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî àâèäèí, äîñòàâëåííûé òàêèì îáðàçîì â êëåòêè,
ðàñïðåäåëÿëñÿ ïî öèòîïëàçìå è ÷àñòè÷íî ïî ýíäîïëàçìà-
òè÷åñêîìó ðåòèêóëóìó. Ëîêàëèçàöèÿ àâèäèíà áûëà ñõîä-
íîé ñ ðàñïðåäåëåíèåì êðóïíûõ ìîëåêóë, ïåðåíîñèìûõ â
êëåòêè ñ ïîìîùüþ èçâåñòíûõ òðàíñïîðòíûõ ïåïòèäîâ.

Âñå ïðèâåäåííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî óäà-
ëîñü ñîçäàòü íîâûé ïåïòèäíûé òðàíñïîðòåð äëÿ ïåðåíîñà
â æèâûå êëåòêè êðóïíûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ.

ÁÅËÊÎÂÎ-ÝÍÅÐÃÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÍÅÄÎÑÒÀÒÎ×ÍÎÑÒÜ
ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÛÅ ÍÀÐÓØÅÍÈß ÌÅÆÍÅÉ-
ÐÎÍÍÛÕ ÑÂßÇÅÉ Â ÑÅÍÑÎÌÎÒÎÐÍÎÉ ÇÎÍÅ ÊÎÐÛ
ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÌÛØÅÉ. © È. Ç. Åðåìèíà,
Î. Á. Ñàâðîâà, È. Á. Àëèåâà. Êàôåäðà ãèñòîëîãèè, öèòîëî-
ãèè è ýìáðèîëîãèè ìåäèöèíñêîãî ôàêóëüòåòà Ðîññèé-
ñêîãî óíèâåðñèòåòà äðóæáû íàðîäîâ, Ìîñêâà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷èëè øèðîêîå ðàñïðîñòðàíå-
íèå ðàçëè÷íûå ñèñòåìû ñíèæåíèÿ âåñà, îñíîâàííûå íà
ðåçêîì îãðàíè÷åíèè ïèòàíèÿ ëèáî çíà÷èòåëüíîì ñíèæå-
íèè êàëîðèéíîñòè ïîòðåáëÿåìîé ïèùè. Ìíîãî÷èñëåííûå
íàðóøåíèÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè îðãàíèçìà, âûÿâëÿåìûå
ïðè èñïîëüçîâàíèè òàêèõ äèåò, çàñòàâëÿþò îöåíèâàòü ñòå-
ïåíü ðèñêà ïîâðåæäåíèÿ âñåõ òêàíåé è îðãàíîâ, à â îñî-
áåííîñòè íåðâíîé ñèñòåìû, àêòèâíî ðåàãèðóþùåé íà
âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ. Â ÷àñòíîñòè, ñòðóêòóðà ñèíàïòè÷å-
ñêèõ êîíòàêòîâ öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû îáëàäàåò
çíà÷èòåëüíîé ïëàñòè÷íîñòüþ è íàïðÿìóþ çàâèñèò îò âëè-
ÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðåäû. Íàìè ïðîâåäå-
íà êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà âëèÿíèÿ áåëêîâî-ýíåðãåòè÷å-
ñêîé íåäîñòàòî÷íîñòè íà óëüòðàñòðóêòóðó ñèíàïòè÷åñêèõ
êîíòàêòîâ ìîëîäûõ ìûøåé. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçî-
âàíû ìûøè ëèíèè ÑÂÀ (ñ 10-õ ñóò æèçíè), êîòîðûå â òå-
÷åíèå 30 ñóò ïîëó÷àëè äèåòó ñ íîðìàëüíûì ñîäåðæàíè-
åì áåëêà (10 % êàçåèíà) ëèáî äèåòó, îãðàíè÷åííóþ ïî
áåëêîâîìó ñîñòàâó (5 % êàçåèíà). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âûäå-
ëÿëè ñåíñîìîòîðíóþ çîíó êîðû áîëüøèõ ïîëóøàðèé, ïðå-
ïàðàòû ôèêñèðîâàëè è ãîòîâèëè äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðî-
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ñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Àíàëèçè-
ðîâàëè ñèíàïñû, ðàñïîëîæåííûå íà øèïèêîâûõ âûðîñòàõ
äåíäðèòîâ, ò. å. ñèíàïñû îäíîãî è òîãî æå ìîðôîôóíêöèî-
íàëüíîãî òèïà.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå
ñîñòîÿíèå êàæäîãî ñèíàïñà îöåíèâàëè â áàëëàõ ïî ñëåäó-
ùèì ïðèçíàêàì: 1) ïëîùàäü ñå÷åíèÿ òåðìèíàëè; 2) äîëÿ
ïëîùàäè ñå÷åíèÿ òåðìèíàëè, çàïîëíåííàÿ ñèíàïòè÷åñêè-
ìè ïóçûðüêàìè; 3) ñòåïåíü êîíöåíòðàöèè ñèíàïòè÷åñêèõ
ïóçûðüêîâ âáëèçè àêòèâíîé çîíû; 4) êîíôèãóðàöèÿ àêòèâ-
íîé çîíû — ïðÿìàÿ, ñ ïîëîæèòåëüíîé èëè îòðèöàòåëüíîé
êðèâèçíîé; 5) äëèíà àêòèâíîé çîíû; 6) ÷èñëî öèñòåðí â
øèïèêîâîì àïïàðàòå; 7) ñòåïåíü èçìåíåíèÿ øèïèêîâîãî
àïïàðàòà; 8) øèðèíà ñèíàïòè÷åñêîé ùåëè; 9) òîëùèíà
ïîñòñèíàïòè÷åñêîãî óïëîòíåíèÿ.

Ïðîâåäåííûé êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé ïîêàçàë, ÷òî ê êîíöó
ýêñïåðèìåíòà ó îãðàíè÷åííûõ â ïèòàíèè 40-ñóòî÷íûõ
æèâîòíûõ äîñòîâåðíî óìåíüøàþòñÿ ñðåäíÿÿ ïëîùàäü ñå-
÷åíèÿ òåðìèíàëåé, êîëè÷åñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ,
øèðèíà ñèíàïòè÷åñêèõ ùåëåé è òîëùèíà ïîñòñèíàïòè÷å-
ñêîãî óïëîòíåíèÿ ìåìáðàí. Ïðè èññëåäîâàíèè ïðîöåíò-
íîãî ñîîòíîøåíèÿ ïðÿìûõ àêòèâíûõ çîí è çîí ñ ïîëîæè-
òåëüíîé è îòðèöàòåëüíîé êðèâèçíîé ó îãðàíè÷åííûõ â
ïèòàíèè æèâîòíûõ áûëî îáíàðóæåíî óâåëè÷åíèå ÷èñëà
ïðÿìûõ àêòèâíûõ çîí, à òàêæå óìåíüøåíèå ñðåäíåé äëè-
íû àêòèâíûõ çîí. Ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîãî èçìåíåíèÿ
ñòåïåíè êîíöåíòðàöèè ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â àêòèâ-
íûõ çîíàõ ó îãðàíè÷åííûõ â ïèòàíèè æèâîòíûõ íå îáíà-
ðóæåíî. Âìåñòå ñ òåì ó îãðàíè÷åííûõ â ïèòàíèè æèâîò-
íûõ îòìå÷åíû çíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå ñòðóêòóðû øèïè-
êîâîãî àïïàðàòà è óìåíüøåíèå ÷èñëà åãî öèñòåðí.
Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò
î âûðàæåííîì âëèÿíèè áåëêîâî-ýíåðãåòè÷åñêîé íåäîñòà-
òî÷íîñòè íà ñîñòîÿíèå îñíîâíûõ ñòðóêòóðíûõ ýëåìåíòîâ
ñèíàïòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà øèïèêîâûõ
âûðîñòàõ äåíäðèòîâ. Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî íåäîñòà-
òî÷íîå ïèòàíèå âûçûâàåò ñíèæåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè ñèíàïòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ, ðàñïîëîæåííûõ â
ñåíñîìîòîðíîé çîíå ãîëîâíîãî ìîçãà, à çíà÷èò, íåãàòèâíî
âëèÿåò íà ñîñòîÿíèå è ôóíêöèè íåðâíîé ñèñòåìû è îðãà-
íèçìà â öåëîì.

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ
ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ ÏÐÎÒÅÈÍÊÈÍÀÇÎÉ LOSK.
© Î. Í. Æàïïàðîâà, Ñ. À. Áðÿíöåâà, Å. Ñ. Íàäåæäèíà.
ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêî-
ãî ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ,
Ìîñêâà, olga.zhapparova@gmail.com.

Ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â èíòåðôàçíûõ
êëåòêàõ îáðàçóåòñÿ â ðåçóëüòàòå íóêëåàöèè è ïîñëåäóþ-
ùåãî çàÿêîðèâàíèÿ ìèíóñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê áåëêà-
ìè ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòåðèàëà. Ìîëåêóëÿðíûå ìåõà-
íèçìû çàÿêîðèâàíèÿ îñòàþòñÿ íåÿñíûìè, õîòÿ ñóùåñòâó-
åò ìíîæåñòâî óêàçàíèé íà ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå äèíåèí-äèíàêòèíîâîãî
êîìïëåêñà è ïðîòåèíêèíàçû LOSK. Îñíîâíîé ôóíêöèåé
äèíàêòèíà ñ÷èòàåòñÿ îáåñïå÷åíèå ñâÿçè ìîòîðíîãî áåëêà
äèíåèíà ñ ïåðåâîçèìûì ãðóçîì. Ïðèñóòñòâèå äèíàêòèíà
íà öåíòðîñîìå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ðàäèàëü-
íîé îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê, à èíãèáèðîâàíèå LOSK
ïðèâîäèò ê èñòîùåíèþ öåíòðîñîìíîãî ïóëà äèíàêòèíà è
õàîòèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê.

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî LOSK ôîñôîðèëèðóåò ñóáúåäè-
íèöó äèíàêòèíîâîãî êîìïëåêñà áåëîê p150Glued, è èäåí-
òèôèöèðîâàëè ñàéò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, êîòîðûé ðàñïîëà-
ãàåòñÿ â ìèêðîòðóáî÷êîñâÿçûâàþùåé îáëàñòè p150Glued.
Ìóòàíòû äèíàêòèíà, èìèòèðóþùèå ôîñôîðèëèðîâàííîå
(Glu) è íåôîñôîðèëèðóåìîå (Ala) ñîñòîÿíèÿ, ðàçëè÷àþòñÿ
ïî ñðîäñòâó ê ìèêðîòðóáî÷êàì è öåíòðîñîìå. Èíòåðåñíî,
÷òî Glu-ìóòàíò, èìåþùèé ìåíüøåå ñðîäñòâî ê ìèêðîòðó-
áî÷êàì, ëîêàëèçóåòñÿ íà öåíòðîñîìå, â òî âðåìÿ êàê
Ala-ìóòàíò, èìåþùèé áîëüøåå ñðîäñòâî ê ìèêðîòðóáî÷-
êàì, ñâÿçûâàåòñÿ ñ öåíòðîñîìîé ãîðàçäî ñëàáåå. Ïðè ýêñ-
ïðåññèè Glu-ìóòàíòà â êëåòêàõ ñ çàèíãèáèðîâàííîé LOSK
íàáëþäàåòñÿ âîññòàíîâëåíèå ðàäèàëüíîé îðãàíèçàöèè
ìèêðîòðóáî÷åê.

Çàÿêîðèâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê òàêæå çàâèñèò îò ïðè-
ñóòñòâèÿ íà öåíòðîñîìå áåëêà Par6a, êîòîðûé òðàíñïîð-
òèðóåòñÿ íà öåíòðîñîìó äèíåèíîì, ñâÿçûâàÿñü ñ íèì ïî-
ñðåäñòâîì äèíàêòèíîâîãî êîìïëåêñà. Ìû îáíàðóæèëè,
÷òî èíãèáèðîâàíèå LOSK ïðèâîäèò ê èñòîùåíèþ öåíòðî-
ñîìíîãî ïóëà Par6a, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà âîçìîæíûé
ìîëåêóëÿðíûé ìåõàíèçì ó÷àñòèÿ LOSK â ðàäèàëüíîé îð-
ãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê.

LOSK òàêæå ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ ïîëÿðèçàöèè êëå-
òîê, è ïðè èíãèáèðîâàíèè åå àêòèâíîñòè íàáëþäàåòñÿ íà-
ðóøåíèå ïåðåîðèåíòàöèè àïïàðàòà Ãîëüäæè ïî íàïðàâëå-
íèþ ê âåäóùåìó êðàþ. Ýêñïðåññèÿ â òàêèõ êëåòêàõ
Glu-ìóòàíòà p150Glued âîññòàíàâëèâàåò íîðìàëüíîå ðàñ-
ïîëîæåíèå àïïàðàòà Ãîëüäæè â êëåòêàõ, ïîëÿðèçîâàííûõ
íà êðàþ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû â ìîíîñëîå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ ¹ ÌÊ-8703.2010.4.

ÐÅÖÅÏÒÎÐÛ ÃËÓÒÀÌÀÒÀ È ÀÊÒÈÍ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ
Â ÖÍÑ ÍÀÑÅÊÎÌÛÕ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÄÅÔÈÖÈÒÀ ÊÈ-
ÍÓÐÅÍÈÍÎÂ. © Ò. Ã. Çà÷åïèëî, À. È. Âàéäî, Í. Ã. Ëîïà-
òèíà. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, polosataya2@mail.ru.

Öèòîñêåëåòíûå ïåðåñòðîéêè â íåéðîíàõ èãðàþò âàæ-
íóþ ðîëü â îíòîãåíåçå íåðâíîé ñèñòåìû, â ïðîöåññàõ ñè-
íàïòè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè, â ôîðìèðîâàíèè ïàìÿòè (Ed-
vards, Gill, 1999; Birkenfeld et al., 2001; Priel et al., 2007).
Ñóùåñòâóþò äàííûå î ñâÿçè ñîñòîÿíèÿ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ.
Ïîêàçàíî, ÷òî äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà öèòîñêåëåòà ïðè-
âîäèò ê óìåíüøåíèþ òîêà ÷åðåç êàíàëû ãëóòàìàòíûõ
NMDA-ðåöåïòîðîâ (Rosenmund, Westbrook, 1993). Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàöèÿ èîíîòðîïíûõ ãëóòà-
ìàòíûõ ðåöåïòîðîâ ïðèâîäèò ê ñòàáèëèçàöèè àêòèíîâîé
ñåòè â äåíäðèòíûõ øèïèêàõ (Fisher et al., 2000). Îäíèì èç
îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ïîëèìåðèçàöèè/äåïîëèìåðèçàöèè
àêòèíîâîãî öèòîêåëåòà â íåéðîíàõ ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíò
LIMK1. Ìåíã è ñîàâòîðû (Meng et al., 2004) ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàëè, ÷òî ó íîêàóòíûõ ïî ãåíó LIMK1 ìûøåé ñíèæå-
íà ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà â ãèïïîêàìïå è íàðóøåíî ôîð-
ìèðîâàíèå ïàìÿòè.

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà íàñåêîìûõ — ìåäîíîñ-
íîé ï÷åëå è äðîçîôèëå — â íîðìå è ïðè äåôèöèòå êèíó-
ðåíèíîâ. Êèíóðåíèíû — ýíäîãåííûå ìîäóëÿòîðû ðåöåï-
òîðîâ ãëóòàìàòà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå
÷óâñòâèòåëüíîñòè NMDA-, êàèíàòíûõ è ìåòàáîòðîïíûõ
ðåöåïòîðîâ ãëóòàìàòà ó ï÷åë, èñïûòûâàþùèõ äåôèöèò
êèíóðåíèíîâ (Ëîïàòèíà è äð., 2004). Äåôèöèò êèíóðåíè-
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íîâ íå èçìåíÿë êîëè÷åñòâà NMDA-ðåöåïòîðîâ (Çà÷åïèëî
è äð., 2007). Ïîçäíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî äåôèöèò êèíó-
ðåíèíîâ ñíèæàåò ýêñïðåññèþ LIMK1 â öåíòðàëüíîì
êîìïëåêñå ìîçãà ï÷åëû è äðîçîôèëû. Ïðè ýòîì ñîäåðæà-
íèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà ïàðàäîêñàëüíî âîçðàñòàåò ïî
âñåìó ìîçãó. Â ðàáîòå Þ è ñîàâòîðîâ (Yu et al., 2004) ïî-
ëó÷åíû ñõîäíûå ðåçóëüòàòû íà ìûøàõ. Òàêèì îáðàçîì,
èìåþùèåñÿ äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ñèòó-
àöèè äåôèöèòà êèíóðåíèíîâ èçìåíÿåòñÿ òîê ÷åðåç èîííûå
êàíàëû ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê ñòàáèëè-
çàöèè àêòèíîâîé ñåòè ïî LIMK1-íåçàâèñèìûì ïóòÿì.
Âîçìîæíî, ê íàêîïëåíèþ ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà ïðè÷àñò-
íû PSD-95, CAMKII è RhoA, ÷òî òðåáóåò äàëüíåéøèõ èñ-
ñëåäîâàíèé.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ïîíèìà-
íèþ ìîëåêóëÿðíî-êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ òàêèõ íåéðîïà-
òîëîãèé, êàê ýïèëåïñèÿ è íà÷àëüíàÿ ôàçà øèçîôðåíèè,
äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðåí äåôèöèò êèíóðåíèíîâ.

ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÀß ÑÓÄÜÁÀ ÐÅÖÅÏÒÎÒÐÀ ÝÔÐ Â
ÕÎÄÅ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÀ ÊÎÐÐÅËÈÐÓÅÒ Ñ ÄÈÍÀÌÈÊÎÉ
ÀÖÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÊËÅÒÊÀÕ
HeLa. © Ì. Â. Çëîáèíà, Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýíäîöèòîç ðåöåïòîðà
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ) ñîïðîâîæäàåòñÿ èç-
ìåíåíèåì óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) â
êëåòêàõ (Çëîáèíà è äð., 2010. Öèòîëîãèÿ, 52 : 466—476).
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå õàðàêòåðíî äëÿ ñòàáèëü-
íûõ äîëãîæèâóùèõ ÌÒ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî òàêèå ÌÒ
íåîáõîäèìû äëÿ ñëèÿíèÿ ïîçäíèõ ýíäîñîì äðóã ñ äðóãîì
ëèáî ñ ëèçîñîìàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì çàäà÷åé ðàáîòû ÿâè-
ëîñü âûÿñíåíèå òîãî, ñâÿçàíà ëè äèíàìèêà àöåòèëèðîâà-
íèÿ ÌÒ ñ îïðåäåëåííûìè ñòàäèÿìè ýíäîöèòîçà. Äëÿ ýòîãî
áûë èñïîëüçîâàí ïîäõîä, ïðè êîòîðîì ýíäîöèòîç ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ ñòèìóëèðîâàëè äâóìÿ íàòèâíûìè ëèãàíäàìè ñ
ðàçëè÷íîé âíóòðèêëåòî÷íîé ñóäüáîé — ÝÔÐ è ÒÔÐa.

Îêàçàëîñü, ÷òî äèíàìèêà àöåòèëèðîâàíèÿ íåîäèíàêî-
âà ïðè ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ è ÒÔÐa. Òàê, â õîäå
ýíäîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííîãî ÝÔÐ, ðåöåïòîð ÝÔÐ äå-
ãðàäèðóåò íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ â ëèçîñîìàõ, ïðè ýòîì óðî-
âåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ è äî-
ñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷åðåç 60—90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè.
Â òî æå âðåìÿ äðóãîé ëèãàíä, ÒÔÐa, âûçûâàåò ïðåèìóùå-
ñòâåííîå ðåöèêëèðîâàíèå ðåöåïòîðà íà ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó íà ðàííèõ ñòàäèÿõ, è òàêîé ïðîöåññ ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ íåçíà÷èòåëüíûì ïîâûøåíèåì óðîâíÿ àöåòèëèðî-
âàíèÿ ÌÒ.

Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ñèãíàë íà ïîâûøåíèå óðîâíÿ
àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ èäåò ñ ýíäîñîì îïðåäåëåííîé ñòåïå-
íè çðåëîñòè. Äëÿ òîãî ÷òîáû ýòî ïðîâåðèòü, ìû ïîïûòà-
ëèñü ïåðåêëþ÷èòü ïóòü ýíäîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííîãî
ÒÔÐa, ñ ðåöèêëèðîâàíèÿ íà ñîðòèðîâêó â ïîçäíèå ýíäî-
ñîìû. Êàê èçâåñòíî, ðàçëè÷èÿ âî âíóòðèêëåòî÷íîé ñóäüáå
ÝÔÐ è ÒÔÐa ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî ÒÔÐa-ðåöåïòîðíûå êîìï-
ëåêñû äèññîöèèðóþò ïðè âíóòðèýíäîñîìíîì ðÍ, ðàâíîì
6.0, òîãäà êàê äëÿ äèññîöèàöèè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìï-
ëåêñîâ òðåáóþòñÿ áîëåå íèçêèå çíà÷åíèÿ ðÍ. Èçâåñòíî òàê-
æå, ÷òî çàêèñëåíèå ýíäîñîì ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ðàáîòû âà-
êóîëÿðíîé ïðîòîííîé ïîìïû V0/V1, ñïåöèôè÷åñêèì èíãè-
áèòîðîì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ Áàôèëîìèöèí À1 (Áàô À1).

Îáíàðóæåíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè Áàô À1 ÝÔÐ-ðåöåï-
òîðíûå êîìïëåêñû äîñòàâëÿþòñÿ â ëèçîñîìû, íî íå ïîä-

âåðãàþòñÿ äåãðàäàöèè. Â ñëó÷àå æå ÒÔÐa-ðåöåïòîðíûõ
êîìïëåêñîâ äåéñòâèå Áàô À1 äîëæíî ïðåïÿòñòâîâàòü èõ
äèññîöèàöèè, îáåñïå÷èâàÿ òàêîå æå ïîâåäåíèå êîìïëåê-
ñîâ, êàê è ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ. Äåéñòâèòåëüíî, îêàçàëîñü,
÷òî åñëè â êîíòðîëå ðåöåïòîð ñ ÒÔÐa âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî
â ðàííèõ ýíäîñîìàõ, òî â ïðèñóòñòâèè Áàô À1 ÒÔÐa-ðå-
öåïòîðíûå êîìïëåêñû ïðîõîäÿò òàêîé æå ïóòü, êàê è
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå, è íàêàïëèâàþòñÿ â êðóïíûõ âåçèêóëàõ
â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Ïðè ýòîì óðîâåíü àöåòèëèðîâà-
íèÿ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÒÔÐa ïîâûøàåòñÿ
äî òåõ æå çíà÷åíèé, ÷òî è ïðè ÝÔÐ-ñòèìóëèðîâàííîì ýí-
äîöèòîçå, îäíàêî ìàêñèìóì àöåòèëèðîâàíèÿ äîñòèãàåòñÿ
ðàíüøå.

Âûÿñíèëîñü, îäíàêî, ÷òî è ñàì ïî ñåáå Áàô À1 âûçû-
âàåò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñòåïåíè àöåòèëèðîâàíèÿ
òóáóëèíà, íî îíà ïîâûøàåòñÿ ñðàçó ïîñëå äîáàâëåíèÿ èí-
ãèáèòîðà è íå èçìåíÿåòñÿ ñî âðåìåíåì. Ýòî ÿâëåíèå òðå-
áóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé, íî ìîæíî óòâåðæäàòü,
÷òî äåéñòâèå ëèãàíäîâ ÿâëÿåòñÿ ïðèîðèòåòíûì ïî ñðàâíå-
íèþ ñ Áàô À1. Èçâåñòíî, ÷òî êîëè÷åñòâî àöåòèëèðîâàííî-
ãî òóáóëèíà â êëåòêå íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàíî ñ ðàáîòîé
ãèñòîíîâîé äåàöåòèëàçû HDAC6 (Hubbert et al., 2002. Na-
ture, 417 : 455—458). Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àê-
òèâèðîâàííûé ðåöåïòîð ÝÔÐ ñïîñîáåí ôîñôîðèëèðîâàòü
HDAC6, òåì ñàìûì èíàêòèâèðóÿ åå (Deribe et al., 2009.
Science Signaling, 2 (102) : ra84), ÷òî ïðèâîäèò ê àöåòèëè-
ðîâàíèþ ÌÒ. Ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî â ñëó÷àå ñî-
âìåñòíîãî äåéñòâèÿ ÝÔÐ èëè ÒÔÐa ñ Áàô À1 ðåöåïòîð
ÝÔÐ äîëüøå ôîñôîðèëèðîâàí, ÷åì â îòñóòñòâèå èíãèáè-
òîðà. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò ïðèâîäèòü ê áîëåå äëè-
òåëüíîé èíàêòèâàöèè HDAC6. Íàøè äàííûå ïî äèíàìèêå
àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ â õîäå ýíäîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííî-
ãî ðàçíûìè ëèãàíäàìè, ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ñèã-
íàë íà èíàêòèâàöèþ HDAC6 ãåíåðèðóåòñÿ íà ïîçäíèõ
ñòàäèÿõ. Òàêèì îáðàçîì, ðåãóëÿöèÿ äèíàìèêè àöåòèëèðî-
âàíèÿ ÌÒ â õîäå ýíäîöèòîçà îñóùåñòâëÿåòñÿ, ïî-âèäèìî-
ìó, íåïîñðåäñòâåííî ÷åðåç ðåöåïòîð ÝÔÐ, ëîêàëèçîâàí-
íûé â ýíäîñîìàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01215), Ïðîãðàììû ÌÊÁ è ãðàíòà ïðåçè-
äåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
(ÍØ-3273.2010.4).

ÀÄÀÏÒÎÐÍÛÉ ÏÐÈÍÖÈÏ ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÐÅÎÐÃÀÍÈ-
ÇÀÖÈÈ ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ. © Â. Ï. Èâà-
íîâà,1 Ç. Â. Êîâàëåâà.2 1 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèî-
ëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïîëèìåðèçàöèÿ/äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà èíäóöèðó-
åòñÿ âíåøíèìè èëè âíóòðåííèìè ñèãíàëàìè, êîòîðûå àê-
òèâèðóþò ìàëûå ÃÒÔàçû (RhoA-H, Rac1-3 è Cdc42). Êàæ-
äîé ÃÒÔàçå ïðèñóùà ñâîÿ ðîëü â îòíîøåíèè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà. Òàê, Rac ðåãóëèðóåò îáðàçîâàíèå ëàìåëëè-
ïîäèé ÷åðåç àêòèâàöèþ ôîñôîëèïèäíîãî îáìåíà è îáðà-
çîâàíèå PIP2, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðóåò àê-
òèí-àññîöèèðîâàííûå áåëêè (ÀÀÁ) — ïðîôèëèí, êîôè-
ëèí è ãåëüçîëèí. Cdc42 àêòèâèðóåò WAVE è çàòåì
Arp2/3-êîìïëåêñ, òåì ñàìûì óñêîðÿÿ ïðîöåññû ïîëèìå-
ðèçàöèè àêòèíà è îáðàçîâàíèå ëàìåëëèïîäèé è ôèëîïî-
äèé. Rho ðåãóëèðóåò îáðàçîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë è àê-
òèí-ìèîçèíîâûõ ïó÷êîâ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 703



Â ïðîöåññ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà âîâëå÷åíû òðè ñå-
ìåéñòâà ÀÀÁ: N-WASP/Arp2/3, ôîðìèíû è Ena/VASP-
áåëêè, èìåþùèå ñõîäíîå ñòðîåíèå. Èõ Ñ-êîíöåâûå äîìå-
íû ó÷àñòâóþò â ñâÿçûâàíèè è íóêëåàöèè àêòèíà; öåíò-
ðàëüíûé, áîãàòûé ïðîëèíîì äîìåí âçàèìîäåéñòâóåò ñ
ïðîôèëèíîì, à N-êîíöåâûå äîìåíû — ñ ðàçëè÷íûìè ëè-
ãàíäàìè. Arp2/3-êîìïëåêñ ñîçäàåò íà óæå èìåþùèõñÿ àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòàõ Y-îáðàçíûå ñîåäèíåíèÿ, ôîðìèðóÿ
òî÷êè âåòâëåíèÿ àêòèíîâîé ñåòè, êîòîðàÿ ñòàáèëèçèðóåò-
ñÿ êîðòàêòèíîì. Arp2/3-êîìïëåêñ àêòèâèðóåòñÿ ïîñëå
âçàèìîäåéñòâèÿ Arp2-ñóáúåäèíèöû ñ Ñ-êîíöåâûì ó÷àñò-
êîì N-WASP-áåëêà è óæå èìåþùèìèñÿ â êëåòêå àêòèíî-
âûìè ôèëàìåíòàìè. Â ðåçóëüòàòå êîíôîðìàöèîííûõ èç-
ìåíåíèé êîìïëåêñà Arp2-ñóáúåäèíèöà ïðèîáðåòàåò ñïî-
ñîáíîñòü ñâÿçûâàòü íîâûå ìîëåêóëû G-àêòèíà, îáðàçóÿ
áîêîâûå ôèëàìåíòîçíûå îòâåòâëåíèÿ. Äëÿ àêòèâàöèè
Arp2/3-êîìïëåêñà òàêæå íåîáõîäèìû ïðèñîåäèíåíèå
ÀÒÔ ê Arp3-ñóáúåäèíèöå êîìïëåêñà è ôîñôîðèëèðîâà-
íèå Arp2-ñóáúåäèíèöû. Ïðåäñòàâèòåëè WASP-ñåìåéñòâà
âêëþ÷àþò â ñåáÿ WASP-áåëêè (WASP è N-WASP) è
SCAR/WAVE-áåëêè (SCAR/WAVE1-3). WASP-áåëêè
îáåñïå÷èâàþò ïðîâåäåíèå ñèãíàëîâ îò ìàëûõ ÃÒÔàç (Rac
è Cdc42), ñèãíàëüíûõ àäàïòîðîâ (Grb2 è Nck) è ìåìáðàí-
íûõ ôîñôîëèïèäîâ (PIP2) ÷åðåç Arp2/3-êîìïëåêñ íà
òðàíñôîðìèðóþùóþñÿ àêòèíîâóþ ñåòü. Arp2/3-êîìïëåêñ
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÑÀ-îáëàñòüþ, à ìîíîìåðíûé àêòèí — ñ
V-îáëàñòüþ Ñ-êîíöåâîãî äîìåíà N-WASP-áåëêà.
SCAR/WAVE-áåëêè ôîðìèðóþò êîìïëåêñ, ñîñòîÿùèé èç
ïÿòè ñóáúåäèíèö — SCAR/WAVE1-3, Nap1/2, Cyfip1/2
(èëè PIR121), Abi1-3 è HSPC300. Àêòèâàöèÿ SCAR/WA-
VE-êîìïëåêñà îñóùåñòâëÿåòñÿ Rac1 ïîñëå åãî ñâÿçûâà-
íèÿ ñ PIR121-ñóáúåäèíèöåé, ïîñëå ÷åãî êîìïëåêñ òðàíñ-
ïîðòèðóåòñÿ èç öèòîïëàçìû â ëàìåëëèïîäèþ. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî SCAR/WAVE-áåëêè êîíöåíòðèðóþòñÿ â áîëüøîì
êîëè÷åñòâå â âåäóùåì êðàå ìèãðèðóþùèõ êëåòîê.
Ena/VASP-áåëêè ó÷àñòâóþò â êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, òðå-
áóþùèõ äèíàìè÷íîé ïåðåñòðîéêè àêòèíà (àêñîíàëüíûé
ðîñò, ìèãðàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ, àêòèâàöèÿ òðîìáîöèòîâ è
Ò-êëåòîê), ïîýòîìó, êàê ïðàâèëî, îíè ëîêàëèçóþòñÿ â ëà-
ìåëëèïîäèÿõ, ôèëîïîäèÿõ è ôîêàëüíûõ àäãåçèîííûõ
êîìïëåêñàõ. Ýòè áåëêè ñïîñîáñòâóþò íóêëåàöèè è ïîëè-
ìåðèçàöèè àêòèíà. Îáùèå ôóíêöèè Ena/VASP-áåëêîâ
îïðåäåëÿþò ñõîäñòâî èõ ñòðîåíèÿ. N-êîíöåâîé äîìåí
EVH1 âçàèìîäåéñòâóåò ñ êîðîòêèìè ïðîëèíñîäåðæàùèìè
ìîäóëÿìè àäãåçèîííûõ áåëêîâ (çèêñèíà è âèíêóëèíà).
Öåíòðàëüíûé ïðîëèí-áîãàòûé äîìåí ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðî-
ôèëèíîì è áåëêàìè, ñîäåðæàùèìè SH3- è WW-ìîäóëè.
Â Ñ-êîíöåâîé îáëàñòè Ena/VASP-áåëêîâ EVH2-äîìåí ñî-
äåðæèò ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ ñ G- è F-àêòèíîì, à òàêæå ó÷àñ-
òîê, ñïîñîáñòâóþùèé îëèãîìåðèçàöèè è ñïèðàëèçàöèè
F-àêòèíà. Ïîëàãàþò, ÷òî Ena/VASP-áåëêè ïîääåðæèâàþò
ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà â âåäóùåì êðàå êëåòêè, ïðåïÿòñò-
âóÿ êýïèðîâàíèþ ðàñòóùèõ êîíöîâ F-àêòèíà ãåëüçîëèíîì.
Òàêèì îáðàçîì, ôëóêòóàöèè â ðàñïðåäåëåíèè àäàïòîðíûõ
áåëêîâûõ ìîëåêóë ìîãóò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ ñêîðîñòè
ôîðìèðîâàíèÿ è ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîé ñåòè, à çíà÷èò, ê
íàïðàâëåííîé è ðåãóëèðóåìîé ïðîòðóçèîííîé ñèëå.

Ó×ÀÑÒÈÅ ÁÅËÊÎÂÎÃÎ ÊÎÌÏËÅÊÑÀ ARP2/3 Â ÐÀ-
ÁÎÒÅ ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÍÀÒÐÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ
(ENaC). © Ä. Â. Èëàòîâñêàÿ,1, 2 Ò. Ñ. Ïàâëîâ,2 Â. Â. Ëåâ-
÷åíêî,2 Þ. À. Íåãóëÿåâ,2 À. Â. Ñòàðóùåíêî.2 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ è 2 Ìåäèöèí-
ñêèé Êîëëåäæ Âèñêîíñèíà, ÑØÀ.

Â ôèçèîëîãèè ïî÷êè è êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ïðîäîë-
æàåò îñòàâàòüñÿ àêòóàëüíûì âîïðîñ î ðåãóëÿöèè ðåàáñîðá-
öèè íàòðèÿ. Êîíöåíòðàöèÿ Na+ â ïëàçìå îïðåäåëÿåò îáúåì
êðîâè è, ñëåäîâàòåëüíî, åå äàâëåíèå. Íàðóøåíèå ðåãóëÿ-
öèè òðàíñïîðòà Na+ ÷åðåç ýïèòåëèàëüíûå íàòðèåâûå êàíà-
ëû (ENaC) ïðèâîäèò ê ðàçëè÷íûì ïàòîëîãè÷åñêèì ñîñòî-
ÿíèÿì; â öåëîì ïîâûøåííàÿ àêòèâíîñòü ENaC âûçûâàåò
ãèïåðòîíèþ, à ïîíèæåííàÿ — ãèïîòîíèþ. Òàêèì îáðà-
çîì, èññëåäîâàíèå ñèãíàëüíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè
ENaC èìååò ïðÿìîå îòíîøåíèå ê ïàòîôèçèîëîãèè ñåðäå÷-
íî-ñîñóäèñòûõ è ïî÷å÷íûõ çàáîëåâàíèé.

Ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ èîí-
íîãî òðàíñïîðòà â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ îð-
ãàíîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ñîñòîÿíèå àêòèíîâûõ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ â êëåòêå âëèÿåò êàê íà âåðîÿòíîñòü îòêðûòîãî ñî-
ñòîÿíèÿ ENaC, òàê è íà ýôôåêòèâíîñòü òðàíñïîðòà
êàíàëüíîãî áåëêà ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ïðåäñòàâ-
ëåííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà àñïåêòàì àêòèíçàâèñèìîé ðåãó-
ëÿöèè ENaC.

Îäíèì èç àêòèâíî èññëåäóåìûõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
öèòîñêåëåòñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ êîðòàêòèí, ó÷à-
ñòâóþùèé â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê
îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, ýíäîöèòîç,
ñáîðêà ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ìèãðàöèÿ êëåòîê. Â íà-
øåì èññëåäîâàíèè ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî àêòèíñâÿçû-
âàþùèé áåëîê êîðòàêòèí ýêñïðåññèðóåòñÿ â òêàíÿõ è êëå-
òî÷íûõ ëèíèÿõ, â êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè ENaC. Â ÷àñòíîñòè, îí ëîêàëèçóåòñÿ â êëåòêàõ
ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷åê ïî÷êè êðûñû. Ïðîâåäåííûå
ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå ýêñïåðèìåíòû âïåðâûå ïîêàçà-
ëè, ÷òî ñîâìåñòíàÿ ýêñïðåññèÿ êîðòàêòèíà è ENaC ïðèâî-
äèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ èíòåãðàëüíîãî ENaC-îïî-
ñðåäîâàííîãî òîêà â òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ÑÍÎ.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè êîðòàêòèíà â ðåãóëÿöèè òðàíñïîð-
òà Na+ íàìè áûëà ñîçäàíà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ mpkCCDc14 ñî
ñíèæåííîé ýêñïðåññèåé êîðòàêòèíà. Â äàííîé êëåòî÷íîé
ëèíèè íàáëþäàþòñÿ óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè ENaC è ïî-
âûøåíèå ðåàáñîðáöèè íàòðèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-
íûìè êëåòêàìè. Íà îñíîâå àíàëèçà àêòèâíîñòè îäèíî÷-
íûõ êàíàëîâ, à òàêæå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ìå-
÷åíèþ áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ñäåëàí âûâîä î
òîì, ÷òî ìåõàíèçì äåéñòâèÿ êîðòàêòèíà íà ENaC çàêëþ-
÷àåòñÿ âî âëèÿíèè íà âåðîÿòíîñòü íàõîæäåíèÿ êàíàëà â
îòêðûòîì ñîñòîÿíèè. Ðåçóëüòàòû êîèììóíîïðåöèïèòàöè-
îííûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ ñ íàòèâíûìè è êóëü-
òèâèðóåìûìè êëåòêàìè, ïîçâîëèëè ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî ñóáúåäèíèöû ENaC è êîðòàêòèí ôîðìèðóþò åäèíûé
áåëêîâûé êîìïëåêñ.

Ýêñïåðèìåíòû ñ ðàçëè÷íûìè ìóòàíòíûìè ôîðìàìè
êîðòàêòèíà â òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ÑÍÎ ïîêàçàëè,
÷òî òîëüêî ìóòàíò W22A, íå ñïîñîáíûé ñâÿçûâàòüñÿ ñ
êîìïëåêñîì Arp2/3, íå ñíèæàåò àêòèâíîñòü ENaC.

Òàêèì îáðàçîì, êîìïëåêñ Arp2/3 íåïîñðåäñòâåííî âî-
âëå÷åí â ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ENaC êîðòàêòèíîì. Áîëåå
òîãî, èíãèáèòîð êîìïëåêñà Arp2/3 ÑÊ-0944666 ïðåäîò-
âðàùàåò äåéñòâèå êîðòàêòèíà íà ENaC. Â ðåçóëüòàòå äå-
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è èíãèáèðîâàíèÿ
êîìïëåêñà Arp2/3 íå ïðîèñõîäèò ïîòåðè àññîöèàöèè ìåæ-
äó ENaC è êîðòàêòèíîì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû âïåðâûå
ïîêàçàëè, ÷òî ENaC ðåãóëèðóåòñÿ êîðòàêòèíîì è ÷òî â ýòî
ôóíêöèîíàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå âîâëå÷åí êîìïëåêñ
Arp2/3.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
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åêò 10-04-00995à) è ïðîãðàììû Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ pCofilin, Pcreb È ÀÌÈËÎÈÄÍÛÕ
ÂÊËÞ×ÅÍÈÉ Â ÎÁËÀÑÒÈ ÍÅÉÐÎÌÛØÅ×ÍÛÕ
ÊÎÍÒÀÊÒÎÂ Ó ÌÓÒÀÍÒÍÎÉ ËÈÍÈÈ agnts3 Drosophila
melanogaster. © À. Í. Êàìèíñêàÿ,1, 2 À. Â. Ìåäâåäåâà,1

Å. Â. Ñàââàòååâà-Ïîïîâà.1 1 Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì.
È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëî-
ãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ
îòíîñÿò ê áîëåçíÿì öèòîñêåëåòà — êîôèëèíîïàòèÿì. Ýòî
óòâåðæäåíèå îñíîâàíî íà òîì, ÷òî ãèïåðàêòèâàöèÿ êîôè-
ëèíà ñîïðîâîæäàåòñÿ îáðàçîâàíèåì êîôèëèí-àêòèíîâûõ
êîìïëåêñîâ, êîòîðûå ñîñðåäîòà÷èâàþòñÿ âîêðóã àìèëîèä-
íûõ âêëþ÷åíèé. Ýòè êîìïëåêñû íàêàïëèâàþòñÿ â íåéðî-
íàõ, òåì ñàìûì íàðóøàþò âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò, ÷òî
íàáëþäàåòñÿ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ äåìåíöèè. Îñíîâíûì ðå-
ãóëÿòîðîì àêòèâàöèè/èíàêòèâàöèè êîôèëèíà ÿâëÿåòñÿ
LIMK1. Äàííûé ôåðìåíò ó÷àñòâóåò â ðåìîäåëèðîâàíèè
àêòèíà â íåéðîíàõ, ôîñôîðèëèðóÿ êîôèëèí, áëîêèðóåò
äåïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà, ÷òî âûçûâàåò ïåðåñòðîéêó øè-
ïèêîâ äåíäðèòîâ è ìîäèôèêàöèþ àêñîíîâ, îáåñïå÷èâàÿ
ýòèì ñèíàïòè÷åñêóþ ïëàñòè÷íîñòü. Êðîìå òîãî, LIMK1
òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî, ãäå ôîñôîðèëèðóåò òðàíñêðèï-
öèîííûé ôàêòîð CREB, òåì ñàìûì âûçûâàÿ àêòèâàöèþ
CREB-çàâèñèìûõ ïðîìîòîðîâ ãåíîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñ-
òèå â ôîðìèðîâàíèè äîëãîñðî÷íîé ïàìÿòè. Íèçêèé áà-
çàëüíûé óðîâåíü pCREB â ÿäðàõ íåñòèìóëèðîâàííûõ
íåéðîíîâ óâåëè÷èâàåòñÿ çà ñ÷åò ïîñòóïëåíèÿ CREB èç àê-
ñîíîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ pCREB-çàâèñèìîé
òðàíñêðèïöèè. Ïîýòîìó àíàëèç ìóòàíòíîé ëèíèè agnts3,
çàòðàãèâàþùåé ðåãóëÿòîðíóþ è ñòðóêòóðíóþ ÷àñòè ãåíà
limk1, ïîçâîëèò îïðåäåëèòü âêëàä ìóòàöèè â õàðàêòåð ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ pCofilin è pCREB, à òàêæå â ôîðìèðîâàíèå
àìèëîèäíûõ âêëþ÷åíèé â îáëàñòè íåðâíî-ìûøå÷íûõ
êîíòàêòîâ II äîðñàëüíîãî íåðâà ìåçîòîðàêàëüíîãî ñåãìåí-
òà èìàãî Drosophila. Ìåòîäîì èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé
äåòåêöèè àíòèòåë ê pCofilin è ê pCREB ñ ïîñëåäóþùåé
âèçóàëèçàöèåé ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà
áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà ðàñïðåäåëåíèÿ pCofilin è pCREB â
îáëàñòè íåðâíî-ìûøå÷íûõ êîíòàêòîâ ìåçîòîðàêàëüíîãî
ñåãìåíòà èìàãî Drosophila. Ó ìóòàíòíîé ëèíèè agnts3, êàê
è â ëèíèÿõ äèêîãî òèïà (CS, Oregon è Berlin), pCofilin áûë
ëîêàëèçîâàí ãëàâíûì îáðàçîì â ïîñòñèíàïòè÷åñêîé îáëà-
ñòè è âäîëü îòðîñòêîâ àêñîíîâ, ïðåäïîëîæèòåëüíî â ãëè-
àëüíûõ êëåòêàõ, à òàêæå â ÿäðàõ ìûøå÷íûõ êëåòîê.
Â òî æå âðåìÿ pCREB âî âñåõ àíàëèçèðóåìûõ ëèíèÿõ áûë
âûÿâëåí ïðåèìóùåñòâåííî â îáëàñòè òîíêèõ îòðîñòêîâ
àêñîíîâ, à òàêæå â îáëàñòè ïîïåðå÷íûõ ïåðåìû÷åê ìåæäó
àêñîíàìè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ
Thioflavin S áûë ïðîâåäåí àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ àìèëî-
èäíûõ âêëþ÷åíèé â îáëàñòè íåéðîìûøå÷íûõ êîíòàêòîâ
ìåçîòîðàêàëüíîãî ñåãìåíòà èìàãî Drosophila. Â ðåçóëüòà-
òå áûëî âûÿâëåíî íàëè÷èå àìèëîèäíûõ âêëþ÷åíèé â çîíå
òîíêèõ îòðîñòêîâ àêñîíîâ, îáðàçóþùèõ ïîïåðå÷íûå ïåðå-
ìû÷êè ó ñàìöîâ ëèíèè agnts3. Ó ñàìöîâ ëèíèé CS, Oregon
è Berlin àìèëîèäíûå âêëþ÷åíèÿ òàêæå âñòðå÷àëèñü, íî ñ
ìåíüøåé ÷àñòîòîé ïî ñðàâíåíèþ ñ agnts3 è ñ ëîêàëèçàöèåé
ãëàâíûì îáðàçîì â îáëàñòè ñàìèõ àêñîíîâ. Ïîñëå äåéñò-
âèÿ òåïëîâîãî øîêà êîëè÷åñòâî âêëþ÷åíèé ñîêðàùàëîñü
ó ñàìöîâ ëèíèè agnts3 äî óðîâíÿ äèêîãî òèïà.

Òàêèì îáðàçîì, pCREB â îáëàñòè íåðâíî-ìûøå÷íûõ
îêîí÷àíèé áûë äåòåêòèðîâàí â öèòîïëàçìå íåéðîíîâ, â
îáëàñòè ïîïåðå÷íûõ ïåðåìû÷åê ìåæäó àêñîíàìè, à pCofi-
lin — â îáëàñòè ïîñòñèíàïñà. Ó ìóòàíòíîé ëèíèè agnts3

íàëè÷èå àìèëîèäíûõ âêëþ÷åíèé äåòåêòèðóåòñÿ â îáëàñòè
ïîïåðå÷íûõ ïåðåìû÷åê ìåæäó àêñîíàìè, ÷òî, ïî-âèäèìî-
ìó, çàòðóäíÿåò ñèíõðîíèçàöèþ ðàáîòû ìûøå÷íûõ âîëî-
êîí, íåîáõîäèìóþ äëÿ íîðìàëüíîé çâóêîïðîäóêöèè ïðè
óõàæèâàíèè, è ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì îáó÷åíèÿ è
ôîðìèðîâàíèÿ ïàìÿòè ñàìöîâ ëèíèè agnts3.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01208), ïðîåêòà ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïå-
äàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà 2009—
2013 ãã., ïðîãðàììû ÐÀÍ «Áèîëîãè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå»
è Ãîñêîíòðàêòà ñ Ìèíîáðíàóêè ¹ Ï316.

ÌÀÐ-ÊÈÍÀÇÀ Ð38 Ó×ÀÑÒÂÓÅÒ Â ÑÒÈÌÓËßÖÈÈ
ÀÏÎÏÒÎÇÀ ÊËÅÒÎÊ ÊÀÐÖÈÍÎÌ ÏÐÈ ÄÅÉÑÒÂÈÈ
ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ. © Ï. Þ. Êî-
çþëèíà, Ï. Ñ. Ãðóäèíêèí, Í. Í. Íèêîëüñêèé. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà (EGF) â íîðìå ÿâëÿåòñÿ
ñòèìóëÿòîðîì ïðîëèôåðàöèè è âûæèâàíèÿ êëåòîê. Îäíà-
êî â íåêîòîðûõ êëåò÷íûõ ëèíèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ èç êàð-
öèíîì ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà
EGF (íàïðèìåð, À431 è MDA-MB-468), EGF ñïîñîáåí
âûçûâàòü àïîïòîç. Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà îïðåäåëÿþùàÿ
ðîëü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà STAT1 â ýòîì ïðîöåññå.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ðîëü ÌÀÐ-êèíà-
çû ð38 â EGF-èíäóöèðóåìîì àïîïòîçå êëåòîê êàðöèíîì.
Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
À431 ïðè äåéñòâèè EGF íàáëþäàþòñÿ äâå âîëíû àêòèâà-
öèè ÌÀÐ-êèíàçû ð38 — íà êîðîòêèõ ñðîêàõ (10 ìèí) è
îêîëî 24 ÷. Ìåòîäîì ÌÒÒ, êîòîðûé ïîêàçûâàåò ñóììàð-
íóþ ìèòîõîíäðèàëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê, ìû óñòàíîâè-
ëè, ÷òî áëîêèðîâàíèå àêòèâíîñòè ÌÀÐ-êèíàçû ð38 â êëåò-
êàõ À431 ìàëûì èíãèáèòîðîì SB203580, à òàêæå ñòðóê-
òóðíî äàëåêèì îò íåãî èíãèáèòîðîì BIRB0796 ïðèâîäèëî
ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ãèáåëè êëåòîê è ñòàáèëèçà-
öèè ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè. Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè
ïîëó÷åíû è äëÿ êëåòîê MDA-MB-468. Èíãèáèðîâàíèå
ÌÀÐ-êèíàçû ð38 ïðèâîäèëî òàêæå ê ÷àñòè÷íîìó âîññòà-
íîâëåíèþ ìîðôîëîãèè êëåòîê, ïîäâåðæåííûõ äåéñòâèþ
EGF. Àíàëèç ìîðôîëîãèè ÿäåð ïðè îêðàñêå ÄÍÊ êëåòîê
ðåàãåíòîì DAPI ïîêàçàë, ÷òî äîëÿ êëåòîê ñ õàðàêòåðíûìè
ïðèçíàêàìè àïîïòîçà (ñèëüíàÿ êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è
ôðàãìåíòàöèÿ ÿäðà) çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëàñü ïðè èíãè-
áèðîâàíèè ÌÀÐ-êèíàçû ð38 â êëåòêàõ À431 ïðè äåéñòâèè
EGF. Ïðè ïîìîùè èììóíîáëîòèíãà ìû ïîêàçàëè, ÷òî èí-
ãèáèðîâàíèå ÌÀÐ-êèíàçû ð38 ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ñî-
äåðæàíèÿ àêòèâíîé (ðàñùåïëåííîé) êàñïàçû 3 â ïîäâåðã-
øèõñÿ âîçäåéñòâèþ EGF êëåòêàõ. Òàêèì îáðàçîì,
ÌÀÐ-êèíàçà ð38 ó÷àñòâóåò â ñòèìóëÿöèè àïîïòîçà êëåòîê
êàðöèíîì ïðè äåéñòâèè EGF.

Â ðàìêàõ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìà èíäóêöèè àïîïòî-
çà ìû ïðîâåðèëè ïðåäïîëîæåíèå î ñâÿçè ÌÀÐ-êèíàçû ð38
è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà STAT1 â ïðîâåäåíèè ïðî-
àïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà ïðè äåéñòâèè EGF. Ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî â êëåòêàõ À431 ïðè âîçäåéñòâèè EGF èíãèáèðîâà-
íèå ÌÀÐ-êèíàçû ð38 íå âëèÿåò íà ôîñôîðèëèðîâàíèå
STAT1 ïî ñåðèíó, îäíàêî ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT1 ïî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 705



òèðîçèíó (Tyr701) óæå íà 10 ìèí âîçäåéñòâèÿ çàìåòíî
ñíèæàåòñÿ. Õîòÿ ñåðèí-òðåîíèíîâàÿ êèíàçà ð38 íå ìîæåò
ñàìà ôîñôîðèëèðîâàòü STAT1 ïî òèðîçèíó, ýòîò ðåçóëü-
òàò ñâèäåòåëüñòâóåò î åå ðîëè â àêòèâàöèè STAT1 ïðè
äåéñòâèè EGF.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëå-
òî÷íàÿ áèîëîãèÿ», ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè
âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-3273.2010.4) è âêëþ÷àåò â
ñåáÿ ðàáîòû â ðàìêàõ Ãîñêîíòðàêòà ¹ 02.740.11.0094.

ÏÐÎÒÅÎÌÍÎÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÐÅÀÊÖÈÈ ÍÅÐÂ-
ÍÎÉ ÒÊÀÍÈ ÐÅ×ÍÎÃÎ ÐÀÊÀ ÍÀ ÔÎÒÎÄÈÍÀÌÈ×Å-
ÑÊÎÅ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅ. © Ì. Ñ. Êîëîñîâ, Ì. Þ. Áèáîâ,
Ñ. Â. Äåìüÿíåíêî, Â. Ä. Êîâàëåâà, À. Á. Óçäåíñêèé. Þæ-
íûé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, Ðîñòîâ-íà-Äîíó.

Ôîòîäèíàìè÷åñêàÿ òåðàïèÿ, ìîùíûé èíäóêòîð îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà, ïðèìåíÿåòñÿ â îíêîëîãèè äëÿ ðàçðó-
øåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè äëÿ ëå÷åíèÿ îïó-
õîëåé ìîçãà. Äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ôîòîäèíàìè÷å-
ñêîãî ïîâðåæäåíèÿ íåðâíîé òêàíè ìû èññëåäîâàëè
èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè 224 áåëêîâ â áðþøíîé íåðâíîé öå-
ïî÷êå ðå÷íîãî ðàêà (ÁÍÖ), âçÿòîé â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî
íåéðîãëèàëüíîãî ïðåïàðàòà, ñ ïîìîùüþ ïðîòåîìíûõ ìèê-
ðî÷èïîâ Panorama Ab Cell Signalling Microarray (Sigma).

Ôîòîäèíàìè÷åñêîå âîçäåéñòâèå àëþìîôòàëîöèàíèíà
Ôîòîñåíñ (1 ìêÌ, 670 íì, 50 Äæ/ñì2) âûçûâàëî íåêðîç
37 % ãëèàëüíûõ êëåòîê ìåæãàíãëèîíàðíûõ êîííåêòèâ.
Ïðè ýòîì ñóùåñòâåííî ïîâûøàëñÿ óðîâåíü áåëêà Bcl-xL è
ñíèæàëñÿ óðîâåíü êàñïàçû 9, ÷òî îòðàæàëî àêòèâàöèþ
ïðîòèâîàïîïòîçíûõ ìåõàíèçìîâ â ãëèàëüíûõ êëåòêàõ,
ïðåîáëàäàþùèõ â ÁÍÖ. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâîâàëî è òî,
÷òî ïðåîáëàäàþùèì òèïîì ãèáåëè ãëèàëüíûõ êëåòîê áûë
íå àïîïòîç, à íåêðîç. Îá èçìåíåíèÿõ ìåæêëåòî÷íûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé ñâèäåòåëüñòâîâàëî ñíèæåíèå óðîâíÿ äèñ-
òðîôèíà, êîòîðûé îáðàçóåò ïëàòôîðìó äëÿ ñâÿçûâàíèÿ
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ èíòåãðèíàìè, ðåöåïòîðàìè àä-
ãåçèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé êëåòîê ñ âíåêëåòî÷íûì ìàò-
ðèêñîì. Íà àêòèâàöèþ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ñâÿçàííûõ ñ
ôîêàëüíîé àäãåçèåé, óêàçûâàëè ôîñôîðèëèðîâàíèå è ñî-
îòâåòñòâåííî àêòèâàöèÿ ïðîòåèíêèíàçû FAK. Îäíîâðå-
ìåííî íàáëþäàëèñü ïîâûøåíèå óðîâíÿ ïðîòåèíêèíàçû
Cg, êîíòðîëèðóþùåé ðàçíîîáðàçíûå êëåòî÷íûå ïðîöåñ-
ñû, è ôîñôîðèëèðîâàíèå (àêòèâàöèÿ) áåëêà Raf, êîìïî-
íåíòà ñèãíàëüíîãî ïóòè Ras/Raf/MEK/ERK, ðåãóëèðóþ-
ùåãî ïðîëèôåðàöèþ ãëèàëüíûõ êëåòîê. Ñíèæåíèå ýêñ-
ïðåññèè áåëêà p57, èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç,
êîòîðûå èíèöèèðóþò ïåðåõîä G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà, è
îäíîâðåìåííîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ áåëêà Cdc27, óïðàâëÿ-
þùåãî ïåðåõîäîì G2/M, ìîãëè ñïîñîáñòâîâàòü ïðîëèôå-
ðàöèè ãëèàëüíûõ êëåòîê. Ñíèæåíèå óðîâíÿ àöåòèëèðî-
âàííûõ ôîðì ãèñòîíà H3 ñâèäåòåëüñòâîâàëî î äåêîìïàê-
òèçàöèè õðîìàòèíà è ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèè ÿäåðíûõ
ñèíòåçîâ. Ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì
òðåîíèíîâ ìîãëî óêàçûâàòü íà ó÷àñòèå òðåîíèíîâûõ ôîñ-
ôàòàç â ðåàêöèè íåðâíîé òêàíè íà ôîòîäèíàìè÷åñêîå âîç-
äåéñòâèå.

Òàêèì îáðàçîì, ôîòîäèíàìè÷åñêîå âîçäåéñòâèå àêòè-
âèðîâàëî ïðîòèâîàïîïòîçíûå ìåõàíèçìû, âëèÿëî íà àäãå-
çèîííûå ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ è ñâÿçàííûå ñ
íèìè ñèãíàëüíûå ïðîöåññû, à òàêæå íà ïðîëèôåðàöèþ
ãëèàëüíûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-01322 è 11-04-01476), ãðàíòà Ìèíîáðíàóêè ÐÔ
(16.740.11.0368) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè
ìîëîäûõ ðîññèéñêèõ ó÷åíûõ (ÌÊ-6042.2010.4).

ÀÍÀËÈÇ ÌÎÍÎÍÓÊËÅÀÐÎÂ IN VITRO ÄËß ÎÖÅÍÊÈ
×ÀÑÒÎÒÛ ÍÀÐÓØÅÍÈÉ ÌÎÐÔÎËÎÃÈÈ ÊËÅÒÎ×-
ÍÎÃÎ ßÄÐÀ. © Ã. Ï. Êîñÿêîâà,1 Ñ. Í. Ïðîøèí,2

Ï. Ä. Øàáàíîâ,2 À. Ô. ßêîâëåâ.1 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ
ñ.-õ. æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, è 2 Âîåí-
íî-ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ èì. Ñ. Ì. Êèðîâà, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, galkos1@ mail.ru.

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ íà äàííîì ýòàïå áûëî èçó÷åíèå
ñïîíòàííîãî èçìåíåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ãîìåîñòàçà êëåòîê
ñ ïðèìåíåíèåì öèòîêèíåòè÷åñêîãî áëîêà. Ïðè ýòîì âíè-
ìàíèå óäåëÿëîñü èçìåíåíèþ ïðèçíàêà «ñïîíòàííàÿ ÷àñòî-
òà âñòðå÷àåìîñòè ëèìôîöèòîâ ñ ìèêðîÿäðàìè» (×ËÌ) â
êîíòðîëüíîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ in vitro è êóëüòóðå
ëèìôîöèòîâ in vivo ñ öèòîêèíåòè÷åñêèì áëîêîì. Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ îòâåòà íà âîïðîñ: êàêîé èç ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ áî-
ëåå ÷óâñòâèòåëüíûì äëÿ âûÿâëåíèÿ ñïîíòàííîé íåñòà-
áèëüíîñòè ãåíîìà, ìû è èñïîëüçîâàëè ìåòîä öèòîêèíåòè-
÷åñêîãî áëîêà, òàê êàê öèòîõàëàçèí Â ðàçðóøàåò
ìèêðîòðóáî÷êè êëåòîê. ×àñòîòó âñòðå÷àåìîñòè ìèêðî-
ÿäåð â êðîâè áûêîâ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû in vivo è in vit-
ro îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîõàëàçèíà Â. Èç ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ âèäíî, ÷òî â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå
ëèìôîöèòîâ îò áûêîâ îòñóòñòâîâàëè äâóÿäåðíûå èëè
ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè, ÷àñòîòà ìîíîíóêëåàðîâ (ëèìôîöè-
òîâ ñ îäíèì ÿäðîì îêðóãëîé ôîðìû) âàðüèðîâàëà îò 0 äî
7.6 ‰. Â îïûòíîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ òîëüêî ó îäíîãî
áûêà âûÿâëåíû ìèêðîÿäðà â ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ.
Òîãäà êàê â áèíóêëåèðîâàííûõ (äâóÿäåðíûõ) ëèìôîöèòàõ
èç 48-÷àñîâîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ ìèêðîÿäðà îáíàðó-
æåíû ó òðåõ áûêîâ ñ âàðüèðîâàíèåì ÷àñòîòû îò 0 äî 5 ‰.
Â ñðåäíåì â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ ñïîíòàí-
íàÿ ÷àñòîòà êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè áûëà âûøå, ÷åì â
îïûòíîé êóëüòóðå îäíîÿäåðíûõ ëèìôîöèòîâ, íà 2.18 ‰ è
äâóÿäåðíûõ — íà 0.3 ‰ ñîîòâåòñòâåííî. ×àñòîòó âñòðå÷à-
åìîñòè ìèêðîÿäåð â êðîâè òåëîê ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû
in vivo è in vitro òàêæå îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì öè-
òîõàëàçèíà Â. Â êîíòðîëüíîé è îïûòíûõ êóëüòóðàõ ëèì-
ôîöèòîâ òåëîê ìèêðîÿäðà âûÿâëåíû è â ìîíîíóêëåàðíûõ,
è â áèíóêëåèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû
(Ð < 0.05) ìåæäó êîíòðîëüíîé ïîïóëÿöèåé ìîíîíóêëåàð-
íûõ è îïûòíîé áèíóêëåèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ. Â êîíò-
ðîëüíîé êóëüòóðå ñïîíòàííàÿ ÷àñòîòà ëèìôîöèòîâ ñ ìèê-
ðîÿäðàìè (×ËÌ) âàðüèðîâàëà îò 7 äî 19 ‰, à â îïûòíîé
êóëüòóðå — îò 5 äî 25 ‰. ×àñòîòà áèíóêëåèðîâàííûõ
ëèìôîöèòîâ ñ ìèêðîÿäðàìè èçìåíÿëàñü îò 4 äî 44 ‰. Íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ó òåëîê çíà÷åíèå ïîêàçàòåëÿ
×ËÌ â îïûòå ïðåâûøàåò òàêîâîå â êîíòðîëå íà 4.4 ‰.
Ïîñëåäíåå óêàçûâàåò íà âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòî-
äà âûÿâëåíèÿ ìèêðîÿäåð ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîêèíåòè÷å-
ñêîãî áëîêà. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî èññëåäîâàííàÿ âû-
áîðêà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû
èìååò çíà÷èòåëüíóþ âàðèàáåëüíîñòü ïðèçíàêà «ñïîíòàí-
íàÿ ÷àñòîòà ëèìôîöèòîâ ñ ìèêðîÿäðàìè». Äîñòîâåðíûå
ðàçëè÷èÿ ïî ÷àñòîòå êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè áûëè âûÿâëå-
íû ó òåëîê ìåæäó êîíòðîëüíîé ïîïóëÿöèåé ìîíîíóêëåàð-
íûõ è îïûòíîé áèíóêëåèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ ñ öèòîêè-
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íåòè÷åñêèì áëîêîì ñ èñïîëüçîâàíèåì U-êðèòåðèÿ Óèë-
êîêñîíà—Ìàííà—Óèòíè (Ð < 0.05). Äåéñòâèòåëüíî,
ëèòåðàòóðíûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ìåòîä öèòîêèíå-
òè÷åñêîãî áëîêà ïîçâîëÿåò èñêëþ÷èòü íåäîñòàòêè ìîíî-
íóêëåàðíîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ìèêðîÿäåð è, ñëåäîâà-
òåëüíî áîëåå ÷óâñòâèòåëåí. Ïðè ñðàâíåíèè ÷àñòîò êëåòîê
ñ ìèêðîÿäðàìè íàáëþäàþòñÿ äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæ-
äó ïîëàìè ïðè âûñîêîì óðîâíå çíà÷èìîñòè (Ð < 0.01).
Ñðåäíÿÿ ÷àñòîòà ìèêðîÿäåð â ëèìôîöèòàõ òåëîê âûøå,
÷åì ó áûêîâ, ÷òî ìîæåò îòðàæàòü ãåíäåðíûå ðàçëè÷èÿ ïî
íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ò. å. áî-
ëåå âûñîêàÿ ÷àñòîòà ìèêðîÿäåð ó ñàìîê ìîãëà áûòü îáó-
ñëîâëåíà ãîðìîíàëüíûì ôàêòîðîì. Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä
öèòîêèíåòè÷åñêîãî áëîêà in vitro áîëåå ÷óâñòâèòåëåí äëÿ
âûÿâëåíèÿ «ñêðûòîé» íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà â ñðàâíå-
íèè ñ ìèêðîÿäåðíûì àíàëèçîì in vivo.

ÐÎËÜ ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â ÐÀÁÎÒÅ ÑÎ-
ÊÐÀÒÈÒÅËÜÍÎÉ ÂÀÊÓÎËÈ Ó ÈÍÔÓÇÎÐÈÈ PARAME-
CIUM CAUDATUM. © Â. Â. Êîøåâåðîâà, Ê. À. Áåíêåí,
Å. Â. Ñàáàíååâà. Êàôåäðà öèòîëîãèè è ãèñòîëîãèè
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, sa-
ban@mail333.com.

Ñîêðàòèòåëüíàÿ âàêóîëü ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ñïåöèàëè-
çèðîâàííûõ îðãàíåëë êëåòêè ïðîòèñòîâ, êîòîðàÿ îñóùåñò-
âëÿåò îñìîðåãóëÿòîðíóþ ôóíêöèþ. Ó èíôóçîðèè Para-
mecium caudatum ñîêðàòèòåëüíàÿ âàêóîëü îáðàçîâàíà
ðåçåðâóàðîì, ôàêòè÷åñêè ïðåäñòàâëÿþùèì ñîáîé ýêçîöè-
òîçíûé ïóçûðåê, è îêðóæàþùèìè åå ïðèâîäÿùèìè ðàäè-
àëüíûìè êàíàëàìè. Â ñîñòàâå ïðèâîäÿùèõ êàíàëîâ ðàçëè-
÷àþò àìïóëó, ñîáñòâåííî êàíàë, îòõîäÿùèé îò íåãî ãëàä-
êèé ñïîíãèîì è äåêîðèðîâàííûé ñïîíãèîì, êàíàëüöû
êîòîðîãî ñëåïî çàêàí÷èâàþòñÿ â öèòîïëàçìå. Ðåçåðâóàð
ñîêðàòèòåëüíîé âàêóîëè ñîåäèíåí ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíîé ñ ïîìîùüþ ýêñêðåòîðíîé ïîðû. Êîìïëåêñ ñîêðà-
òèòåëüíîé âàêóîëè ïîääåðæèâàåòñÿ ëåíòàìè ìèêðîòðóáî-
÷åê. Ïóëüñàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîé âàêóîëè îáåñïå÷èâàåòñÿ
çà ñ÷åò ìåäëåííîãî íàïîëíåíèÿ ðåçåðâóàðà æèäêîñòüþ
(äèàñòîëà) è ïåðèîäè÷åñêîãî îïîðîæíåíèÿ (ñèñòîëà).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ìîðôîëîãèÿ ñîêðàòèòåëüíîé âàêó-
îëè èçó÷åíà äîñòàòî÷íî õîðîøî, ìåõàíèçì åå ðàáîòû
îñòàåòñÿ çàãàäêîé. Ìíîãî÷èñëåííûå ïîïûòêè îáíàðóæèòü
ôèëàìåíòû àêòèíà, ñâÿçàííûå ñ ìåìáðàíàìè ñîêðàòèòåëü-
íîé âàêóîëè, ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà äî ñèõ ïîð
áûëè áåçóñïåøíû. Àêòèí áûë âûÿâëåí òîëüêî â îáëàñòè
ïîðû.

Â ðåçóëüòàòå ïîäáîðà îñîáûõ ñïîñîáîâ ôèêñàöèè íàì
óäàëîñü ïðîäåìîíñòðèðîâàòü íàëè÷èå àêòèíà íà ìåìáðà-
íàõ ýëåìåíòîâ ñîêðàòèòåëüíîé âàêóîëè ó P. caudatum ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà èììóíîöèòîõèìèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòèòåë ê àêòèíó 1-1 èíôóçîðèè P. aurelia è îáðàáîòêè
êëåòîê ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûì ôàëëîèäèíîì. Èíòåðåñ-
íî, ÷òî àíòèòåëà ê àêòèíó ñâÿçûâàëèñü êàê ñ ìåìáðàíîé
ïðèâîäÿùèõ êàíàëîâ, òàê è ñ ìåìáðàíîé ðåçåðâóàðà, òîãäà
êàê TRITC-ôàëëîèäèí áûë àññîöèèðîâàí ñ ïîðîé ñîêðà-
òèòåëüíîé âàêóîëè, ìåìáðàíàìè ïðèâîäÿùèõ êàíàëîâ è
ñïîíãèîìîâ, íî íå ñ ðåçåðâóàðîì. Îáðàáîòêà æèâûõ êëå-
òîê ëåêòèíîì WGA ïðèâîäèëà ê èíãèáèðîâàíèþ ðàáîòû
ñîêðàòèòåëüíîé âàêóîëè íà ñòàäèè äèàñòîëû, êîòîðîå ñî-
ïðîâîæäàëîñü ïîëíûì èñ÷åçíîâåíèåì ïðèâîäÿùèõ êàíà-
ëîâ. Ýòîò ôåíîìåí áûë èñïîëüçîâàí íàìè äëÿ ïðîâåðêè
ðàíåå âûñêàçàííîé â ëèòåðàòóðå ãèïîòåçû îòíîñèòåëüíî
èíäóêöèè ñáîðêè öèòîñêåëåòà ìåìáðàíîé ñîêðàòèòåëüíîé

âàêóîëè, èñïûòûâàþùåé íàòÿæåíèå. Ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî íàòÿæåíèå ìåìáðàíû
ïðè íàïîëíåíèè ðåçåðâóàðà æèäêîñòüþ íå ñïîñîáñòâóåò
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, êîòîðûå óêðåïëÿ-
ëè áû ìåìáðàíó, êàê ïðåäïîëàãàëîñü ðàíåå, à, íàîáîðîò,
ïîëíîñòüþ èñêëþ÷àåò èõ íàëè÷èå. Ôèáðèëëÿðíûé àêòèí,
ïî-âèäèìîìó, ïðèíèìàåò ó÷àñòèå òîëüêî â ðàáîòå ïðèâî-
äÿùèõ êàíàëîâ ñîêðàòèòåëüíîé âàêóîëè.

ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅ ÏÅÏÒÈÄÎÂ ÈÍÑÓËÈÍÎÂÎÃÎ ÑÅ-
ÌÅÉÑÒÂÀ È ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ
ÍÀ ÀÄÅÍÈËÀÒÖÈÊËÀÇÍÓÞ ÑÈÃÍÀËÜÍÓÞ ÑÈÑÒÅ-
ÌÓ ÑÊÅËÅÒÍÛÕ ÌÛØÖ È ÌÎÇÃÀ ÊÎÍÒÐÎËÜÍÛÕ
È ÄÈÀÁÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊÐÛÑ. © Ë. À. Êóçíåöîâà,
Ñ. À. Ïëåñíåâà, Ò. Ñ. Øàðîâà, Ì. Í. Ïåðöåâà. Èíñòèòóò
ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíî-
âà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èññëåäîâàíî äåéñòâèå ïåïòèäîâ èíñóëèíîâîé ïðèðî-
äû è ÝÔÐ íà àäåíèëàòöèêëàçíóþ ñèãíàëüíóþ ñèñòåìó
(ÀÖÑÑ) â ìûøå÷íîé è íåðâíîé òêàíÿõ êðûñ.

Àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðè âëèÿíèè ïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ èíñóëèíîâîé ïðèðîäû
(èíñóëèí è ðåëàêñèí) è ôàêòîðîâ ðîñòà (ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ),
äåéñòâóþùèõ îòäåëüíî â ìåìáðàíàõ ñêåëåòíûõ ìûøö è
ìîçãà. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè èíñóëèíà è ðåëàêñèíà
îáíàðóæèâàåòñÿ àääèòèâíîñòü ýôôåêòîâ ýòèõ ãîðìîíîâ
íà ÀÖÑÑ â ìåìáðàíàõ ñêåëåòíûõ ìûøö êðûñ, ÷òî ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá îòñóòñòâèè êîíêóðåíöèè ìåæäó
ýòèìè äâóìÿ àäåíèëàòöèêëàçíûìè ñèãíàëüíûìè êàñêàäà-
ìè. Â òî æå âðåìÿ ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ôàêòîðîâ ðîñòà â
êîíöåíòðàöèè 10–9 Ì ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ýôôåêòîâ ýòèõ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè îäíî-
ãî èç ïåïòèäîâ îòñóòñòâóþò è ïîòåíöèðîâàíèå, è àääèòèâ-
íîñòü èõ ýôôåêòîâ. Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ ïðè îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè óâåëè÷èâàåò
ñòèìóëÿöèþ ÀÖÑÑ, à ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ïåï-
òèäîâ ýôôåêò îñëàáåâàåò, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà êîíêó-
ðåíöèþ ìåæäó ÀÖÑÑ äåéñòâèÿ ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ â ñêåëåò-
íûõ ìûøöàõ êðûñ.

Â ìåìáðàíàõ ìîçãà êîíòðîëüíûõ êðûñ ñîâìåñòíîå
âëèÿíèå èíñóëèíà è ðåëàêñèíà ïðèâîäèò ê îòñóòñòâèþ
ÀÖ-ñòèìóëèðóþùèõ âëèÿíèé ãîðìîíîâ, ÷òî ìîæåò óêà-
çûâàòü íà âîçìîæíûå êîíêóðåíòíûå îòíîøåíèÿ ìåæäó
ÀÖÑÑ äåéñòâèÿ èíñóëèíà è ðåëàêñèíà â îòëè÷èå îò ñêå-
ëåòíûõ ìûøö. Ñîâìåñòíîå âëèÿíèå ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ íà
ÀÖÑÑ ïðèâîäèò íå òîëüêî ê îòñóòñòâèþ ñòèìóëÿöèè, íî è
ê ïîäàâëåíèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â ìåìáðàíàõ ìîçãà
êîíòðîëüíûõ êðûñ, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà òðàíñðåãóëÿ-
öèþ (èíãèáèðîâàíèå) ÀÖÑÑ, îöåíèâàåìîé ïî èçìåíåíèþ
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ â ïðèñóòñòâèè äâóõ ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ — ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ.

Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíåíèå îäíîâðåìåííîãî äåéñòâèÿ
ïåïòèäîâ íà ÀÖÑÑ â ñêåëåòíûõ ìûøöàõ è ìîçãå íîðìàëü-
íûõ êðûñ âûÿâëÿåò òêàíåñïåöèôè÷íîñòü èõ äåéñòâèé ïðè
ñòèìóëÿöèè ÀÖÑÑ.

Äèàáåòîïîäîáíîå ñîñòîÿíèå (ìîäåëü íåîíàòàëüíîãî
5-ñóòî÷íîãî ñòðåïòîçîòîöèíîâîãî äèàáåòà 2-ãî òèïà) â
ñêåëåòíûõ ìûøöàõ è ìîçãå êðûñ ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷è-
òåëüíîé ïîòåðåé ÀÖ-ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ ãîðìî-
íîâ, äåéñòâóþùèõ îòäåëüíî. Ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè
èíñóëèíà è ðåëàêñèíà èëè ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ òàêæå îáíàðóæè-
âàåòñÿ îñëàáëåíèå ñòèìóëÿöèè ÀÖÑÑ â ìåìáðàíàõ ñêå-
ëåòíûõ ìûøö. Â ìîçãå êðûñ ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè èí-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 707



ñóëèíà è ðåëàêñèíà èëè ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ ÀÖ-ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå åùå áîëåå ðåçêî ïàäàåò. Íåãàòèâíîå
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ÀÖÑÑ èíñóëèíà è ðåëàêñèíà,
ÈÔÐ-1 è ÝÔÐ, âûÿâëåííîå â ìîçãîâîé òêàíè êîíòðîëüíûõ
æèâîòíûõ, åùå áîëåå âûðàæåíî ïðè äèàáåòå íà ôîíå ñíè-
æåíèÿ âëèÿíèÿ ãîðìîíîâ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì äèàáåòå â òêàíÿõ êðûñ íàðó-
øàþòñÿ ïðîâîäÿùèå ñèãíàë ôóíêöèè ÀÖÑÑ äåéñòâèÿ
ïåïòèäîâ èíñóëèíîâîé ïðèðîäû è ÝÔÐ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01052) è ïðîãðàììû «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàó-
êè — ìåäèöèíå» (2011 ã.).

ÂËÈßÍÈÅ ÏÐÅÏÀÐÀÒÀ ÌÎËÈÊÑÀÍ ÍÀ ÏÐÎÖÅÑÑÛ
Ñà2+-ÑÈÃÍÀËÈÇÀÖÈÈ Â ÌÀÊÐÎÔÀÃÀÕ. © Ë. Ñ. Êóðè-
ëîâà, Ç. È. Êðóòåöêàÿ, Î. Å. Ëåáåäåâ, Í. È. Êðóòåöêàÿ,
Â. Ã. Àíòîíîâ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíè-
âåðñèòåò.

Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû ãëóòîêñèì è ìîëèêñàí ÿâ-
ëÿþòñÿ ïðåäñòàâèòåëÿìè íîâîãî êëàññà ëåêàðñòâåííûõ
âåùåñòâ òèîïîýòèêîâ, îáëàäàþùèõ èììóíîìîäóëèðóþ-
ùèì, ãåïàòîïðîòåêòèâíûì è ãåìîïîýòè÷åñêèì äåéñòâèåì
íà êëåòêè. Ãëóòîêñèì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äèíàòðèåâóþ
ñîëü îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà, GSSG, ñ ïëàòèíîé â íàíî-
êîíöåíòðàöèè. Ìîëèêñàí — êîìïëåêñ ãëóòîêñèìà è íóê-
ëåîçèäà èíîçèíà. Ðàíåå íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî GSSG
è ãëóòîêñèì, à òàêæå íóêëåîçèäû èíîçèí è ãóàíîçèí âû-
çûâàþò äâóõôàçíîå óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåí-
òðàöèè Ñà2+ ([Ca2+]i), ñâÿçàííîå ñ ìîáèëèçàöèåé Ñà2+ èç
òàïñèãàðãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ñà2+-äåïî è ïîñëåäóþùèì
äåïîçàâèñèìûì âõîäîì Ñà2+ èç íàðóæíîé ñðåäû â ïåðèòî-
íåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Îäíàêî àääèòèâíîñòè â
äåéñòâèè àãåíòîâ ïðè ñîâìåñòíîì ïðèìåíåíèè âûÿâëåíî
íå áûëî. Êðîìå òîãî, íàìè áûëî âïåðâûå óñòàíîâëåíî,
÷òî êëþ÷åâûìè êîìïîíåíòàìè ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, çà-
ïóñêàåìîãî GSSG è ãëóòîêñèìîì è ïðèâîäÿùåãî ê óâå-
ëè÷åíèþ [Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ, ÿâëÿþòñÿ òèðîçèíêèíàçû,
òèðîçèíôîñôàòàçû, ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàçû, ôîñôî-
ëèïàçà Ñ, ïðîòåèíêèíàçà Ñ è ýëåìåíòû àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì
èññëåäîâàòü òàêæå âëèÿíèå ìîëèêñàíà, ïðåäñòàâëÿþùåãî
ñîáîé êîìïëåêñ ãëóòîêñèìà è èíîçèíà, íà [Ca2+]i è èçó-
÷èòü ìåõàíèçìû åãî âëèÿíèÿ íà ïðîöåññû Ñà2+-ñèãíàëèçà-
öèè â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ñà2+-çîíäà Fu-
ra-2AM ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáàöèÿ ìàêðîôàãîâ
(25—30 ìèí) ñî 100 ìêã/ìë ìîëèêñàíà â áåñêàëüöèåâîé
ñðåäå âûçûâàåò óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, ñâÿçàííîå ñ ìîáèëèçà-
öèåé Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëåäóþùåå ââåäå-
íèå â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2+ èíäóöèðóåò âõîä Ñà2+,
îáóñëîâëåííûé, ïî-âèäèìîìó, îïóñòîøåíèåì Ñà2+-äåïî.
Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê
ñî 100 ìêã/ìë ìîëèêñàíà â òå÷åíèå 30 ìèí äî ââåäåíèÿ
ïóðèíåðãè÷åñêîãî àãîíèñòà ÀÒÔ âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîå
(íà 50 %) óìåíüøåíèå ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç äåïî,
èíäóöèðîâàííîé ÀÒÔ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò òîò ôàêò, ÷òî
óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, âûçûâàåìîå ìîëèêñàíîì, îáóñëîâëåíî
ìîáèëèçàöèåé Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ Ñà2+-äåïî. Ýô-
ôåêò ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i íà 10—20 % ïðåâîñõîäèò òàêî-
âîé äëÿ ãëóòîêñèìà èëè èíîçèíà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î

òîì, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòèõ âåùåñòâ â ñîñòàâå îäíî-
ãî ïðåïàðàòà íàáëþäàåòñÿ àääèòèâíîñòü èõ âëèÿíèÿ íà
[Ca2+]i.

Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ìàê-
ðîôàãîâ ñî 100 ìêÌ èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéíà
â òå÷åíèå 5 ìèí äî ââåäåíèÿ 100 ìêã/ìë ìîëèêñàíà âûçû-
âàåò ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëåíèå îáåèõ ôàç Ñà2+-îòâå-
òà, èíäóöèðîâàííîãî ìîëèêñàíîì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
ó÷àñòèè òèðîçèíêèíàç âî âëèÿíèè ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i â
ìàêðîôàãàõ. Êðîìå òîãî, ââåäåíèå 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà íà
ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ñà2+, èíäóöèðîâàííîãî ìîëèê-
ñàíîì, âûçûâàåò áûñòðîå ïîäàâëåíèå âõîäà Ñà2+ è âîçâðà-
ùåíèå [Ca2+]i ê áàçàëüíîìó óðîâíþ. Óñòàíîâëåíî òàêæå,
÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñî 100 íÌ êàëèêó-
ëèíà À, âûçûâàþùåãî îáðàçîâàíèå ïëîòíîé ñåòè àêòèíî-
âûõ ôèëàìåíòîâ ïîä ïëàçìàëåììîé, â òå÷åíèå 2 ìèí äî
ââåäåíèÿ 100 ìêã/ìë ìîëèêñàíà âûçûâàåò ïîëíîå ïîäàâ-
ëåíèå îáåèõ ôàç Ñà2+-îòâåòà, èíäóöèðîâàííîãî ìîëèêñà-
íîì â ìàêðîôàãàõ.

Ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðà-
íåå äëÿ ãëóòîêñèìà, è ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìî-
ëèêñàí âûçûâàåò òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðîâ ñ ñîáñòâåí-
íîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ è çàïóñêàåò ñèãíàëü-
íûé êàñêàä, âêëþ÷àþùèé ó÷àñòèå ýëåìåíòîâ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà è ïðèâîäÿùèé ê óâåëè÷åíèþ [Ca2+]i â ìàêðî-
ôàãàõ.

ÐÅÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ È ÏÅÐÅÐÀÑÏÐÅ-
ÄÅËÅÍÈÅ ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÕ ÎÐÃÀÍÅËË ÏÐÈ ÌÎÄÅËÈ-
ÐÎÂÀÍÈÈ ÌÀÊÐÎÔÀÃÀËÜÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂ-
ÊÈ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ ÒÍÐ-1. © À. Â. Êó-
ðûíèíà, Ì. Â. Åðîõèíà, Å. À. Àëåêñàíäðîâà, Ã. Å. Îíè-
ùåíêî. Êàôåäðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè áèîëî-
ãè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîäåëü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
ëèíèè ÒÍÐ-1 øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â èçó÷åíèè ðàçíîîá-
ðàçíûõ ïðîöåññîâ ñ ó÷àñòèåì ìàêðîôàãîâ. Ïðè èíäóêöèè
ìàêðîôàãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ôîðáîëîâûì ýôèðîì
â êóëüòóðå ÒÍÐ-1 íàáëþäàþòñÿ èçìåíåíèÿ êàê áèîõè-
ìè÷åñêèõ, òàê è ôóíêöèîíàëüíûõ ïàðàìåòðîâ êëåòîê.
Äàííûå èçìåíåíèÿ â ñîñòîÿíèè êëåòîê ñîïðîâîæäàþòñÿ
ðåîðãàíèçàöèåé öèòîñêåëåòà è ìåìáðàííûõ îðãàíåëë â
öèòîïëàçìå. Îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î äèíàìèêå èçìå-
íåíèé â ðàñïðåäåëåíèè ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà è ìåìá-
ðàííûõ îðãàíåëë íà ðàçíûõ ýòàïàõ ìàêðîôàãàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè. Öåëü íàøåé ðàáîòû — âûäåëåíèå ýòàïîâ
ìàêðîôàãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, èññëåäîâàíèå ðåîðãà-
íèçàöèè ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà è ðàñïðåäåëåíèÿ ìåìá-
ðàííûõ îðãàíåëë ïðè äåéñòâèè ôîðáîëîâîãî ýôèðà íà
êëåòêè ëèíèè ÒÍÐ-1. Ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè
ôîðáîëîâûì ýôèðîì â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì êëåòêè ïðè-
êðåïëÿþòñÿ ê ïîäëîæêå, äàëåå íàáëþäàåòñÿ îñòàíîâêà
ïðîëèôåðàöèè, à íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå ïðîèñõîäèò
ãèáåëü êëåòîê ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà. Ïðè èññëåäîâàíèè
ìîðôîëîãèè êëåòîê îáíàðóæåíû ðàçíûå âàðèàíòû êëåòîê:
à) ìîíîöèòîïîäîáíûå (îøàðåííûå êëåòêè), á) âåðåòå-
íîâèäíûå (ðàñïëàñòàííûå êëåòêè, ïðåèìóùåñòâåííî ñ
äâóìÿ äëèííûìè îòðîñòêàìè) è â) ìàêðîôàãîïîäîáíûå
(ðàñïëàñòàííûå êëåòêè ñ ìíîãî÷èñëåííûìè îòðîñòêàìè).
Íà ðàííèõ ýòàïàõ äèôôåðåíöèðîâêè (1—3-è ñóò) ïðå-
îáëàäàþò ìîíîöèòîïîäîáíûå êëåòêè. Â äàëüíåéøåì
(5—7-å ñóò) íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìàêðîôàãîïî-
äîáíûõ è âåðåòåíîâèäíûõ êëåòîê. Â òàêèõ ðàñïëàñòàííûõ
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êëåòêàõ ïîÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ïó÷êè àêòèíîâûõ
ìèêðîôèëàìåíòîâ. Îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäèò ðåîðãàíè-
çàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê: â ìàêðîôàãîïîäîáíûõ êëåòêàõ
ôîðìèðóåòñÿ ðàçâèòàÿ ðàäèàëüíàÿ ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê, à
â âåðåòåíîâèäíûõ êëåòêàõ ìèêðîòðóáî÷êè âûñòðàèâàþòñÿ
â äëèííûå ïó÷êè, èäóùèå íà ïåðèôåðèþ êëåòîê â îòðîñò-
êè. Íàðÿäó ñ ýëåìåíòàìè öèòîñêåëåòà ïðîèñõîäÿò èçìåíå-
íèÿ â ëîêàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé è àïïàðàòà Ãîëüäæè. Íà
1—3-è ñóò ïîÿâëÿþòñÿ ðàçíîîáðàçíûå ïî ôîðìå ìèòîõîíä-
ðèè. Â ìîíîöèòîïîäîáíûõ êëåòêàõ çåðíèñòûå ìèòîõîíä-
ðèè ðàñïðåäåëÿþòñÿ ðàâíîìåðíî ïî âñåé öèòîïëàçìå èëè
àêêóìóëèðóþòñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Â ðàñïëàñòàí-
íûõ êëåòêàõ ìèòîõîíäðèè ðàçíîé ôîðìû — îò ìåëêèõ
çåðíèñòûõ äî äëèííûõ íèò÷àòûõ — ðàñïðåäåëåíû ïî öè-
òîïëàçìå. Â êëåòêàõ ñ äëèííûìè îòðîñòêàìè ïðîèñõîäèò
âûñòðàèâàíèå ìèòîõîíäðèé âäîëü ïó÷êîâ ìèêðîòðóáî÷åê.
Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ìèòîõîíäðèè ïåðåìåùàþòñÿ èç
îòðîñòêîâ â òåëî êëåòêè ê ÿäðó è îáðàçóþò ñêîïëåíèå âî-
êðóã êëåòî÷íîãî öåíòðà. Öèñòåðíû àïïàðàòà Ãîëüäæè ñî-
áðàíû êîìïàêòíî â ôîðìå ëó÷åâîé çâåçäû â ìîíîöèòîïî-
äîáíûõ êëåòêàõ. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå óæå íà 3-è ñóò â
ðàñïëàñòàííûõ êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ÷èñëà
öèñòåðí àïïàðàòà Ãîëüäæè, êîòîðûå ëîêàëèçóþòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííî âîêðóã ÿäðà. Òàêæå ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ â
ðàñïðåäåëåíèè âåçèêóë êèñëîãî êîìïàðòìåíòà â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê. Íà 1—3-è ñóò â ìîíîöèòîïîäîáíûõ êëåò-
êàõ ëèçîñîìû ëîêàëèçóþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî âîêðóã
êëåòî÷íîãî öåíòðà, íà 5—7-å ñóò â ðàñïëàñòàííûõ ìàêðî-
ôàãîïîäîáíûõ è âåðåòåíîâèäíûõ êëåòêàõ îíè ðàñïðåäå-
ëåíû ïî âñåé öèòîïëàçìå. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äåéñòâèè
ôîðáîëîâîãî ýôèðà â êóëüòóðå ÒÍÐ-1 îáðàçóåòñÿ òðè ìîð-
ôîëîãè÷åñêèõ òèïà êëåòîê — ìîíîöèòîïîäîáíûå, ìàêðî-
ôàãîïîäîáíûå è âåðåòåíîâèäíûå. Ñïåöèôè÷åñêîå äëÿ
ýòèõ êëåòîê ðàñïîëîæåíèå ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà è ðàñ-
ïðåäåëåíèå ìåìáðàííûõ îðãàíåëë ìîæåò ñëóæèòü ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûì êðèòåðèåì äëÿ õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê,
âñòóïàþùèõ â ìàêðîôàãàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01518-à).

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÍÀÊÎÏËÅÍÈß ÁÅËÊÎÂ Â ßÄÐÛØÊÅ
ÇÀ Ñ×ÅÒ ÍÅÑÏÅÖÈÔÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÈÃÍÀËÎÂ ßÄÐÛØ-
ÊÎÂÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ. © ß. Ð. Ìóñèíîâà, Î. Ì. Ëèñè-
öûíà, Å. Þ. Êàíàíûõèíà, Â. Þ. Ïîëÿêîâ, Å. Â. Øåâàëü.
ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêî-
ãî ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Èíòåðôàçíîå ÿäðî ñîäåðæèò ìíîæåñòâî îáîñîáëåí-
íûõ ñòðóêòóðíûõ äîìåíîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèì íàáîðîì áåëêîâ. Áîëüøàÿ ÷àñòü
èçâåñòíûõ áåëêîâ íå ñâÿçàíà ñ äîìåíàìè ñòàáèëüíî, à ïî-
ñòîÿííî îáìåíèâàåòñÿ ñ ïóëîì áåëêà â íóêëåîïëàçìå.
Â ñîñòàâå ñòðóêòóð êîíöåíòðàöèÿ áåëêà ìîæåò ìíîãî-
êðàòíî ïðåâûøàòü êîíöåíòðàöèþ áåëêà â íóêëåîïëàçìå,
íî íèêàêèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäòâåðæäåíèé ñóùåñò-
âîâàíèÿ ñèñòåì íàïðàâëåííîãî òðàíñïîðòà ÿäåðíûõ áåë-
êîâ íå ïðåäñòàâëåíî. Îñíîâíîé ìåõàíèçì íàêîïëåíèÿ,
ïî-âèäèìîìó, ñîïðÿæåí ñ ïîâûøåííîé êîíñòàíòîé ñâÿçû-
âàíèÿ ïîäâèæíûõ áåëêîâ âíóòðè ñïåöèôè÷åñêèõ äîìå-
íîâ. Â äàííîé ðàáîòå ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå îäíîãî
èç ìåõàíèçìîâ íàêîïëåíèÿ áåëêîâ â ÿäðûøêå — äèíàìè-
÷åñêîãî óäåðæàíèÿ áåëêîâ çà ñ÷åò ñèãíàëîâ ÿäðûøêîâîé

ëîêàëèçàöèè (NoLS). Áîëüøèíñòâî òàêèõ ñèãíàëîâ ïå-
ðåêðûâàåòñÿ ñ ïðåäñêàçûâàåìûìè ñèãíàëàìè ÿäåðíîé ëî-
êàëèçàöèè, è ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå êîñâåííî
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äàííàÿ ôóíêöèÿ ÿâëÿåòñÿ ïåð-
âè÷íîé. Áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî äàí-
íûé êëàññ ñèãíàëîâ äîâîëüíî ãåòåðîãåíåí ïî ñòðóêòóðå.
Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè õàðàêòåðèñòèêè îáîãàùåííûõ àð-
ãèíèíîì ñèãíàëîâ, êîòîðûå õàðàêòåðíû äëÿ áåëêîâ æè-
âîòíûõ. Äëÿ ðàáîòû ìû èñïîëüçîâàëè ïàíåëü èñêóññòâåí-
íûõ NoLS, ñëèòûõ ñ EGFP. Ïîêàçàíî, ÷òî ñèãíàëû òàêîãî
ðîäà ìîãóò ïðèâîäèòü ê íåñïåöèôè÷åñêîìó íàêîïëåíèþ
íåÿäðûøêîâûõ áåëêîâ âíóòðè ÿäðûøåê, ÷òî, êàê ïîêàçàë
àíàëèç ìåòîäîì FRAP, ñâÿçàíî ñ áîëüøèì âðåìåíåì óäåð-
æàíèÿ áåëêà âíóòðè ñòðóêòóðû. Ýôôåêòèâíîñòü íàêîïëå-
íèÿ êîððåëèðóåò ñ çàðÿäîì ñèãíàëà, ò. å. ñïîñîá ðåàëèçà-
öèè ôóíêöèè, ïî-âèäèìîìó, ýëåêòðîñòàòè÷åñêèé. Áûëè
ïðîàíàëèçèðîâàíû âîçìîæíûå êîìïîíåíòû, ñ êîòîðûìè
âçàèìîäåéñòâóþò ñèãíàëû ÿäðûøêîâîé ëîêàëèçàöèè.
Â ëèòåðàòóðå âûñêàçûâàëîñü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
òàêèå ñèãíàëû âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìàæîðíûì áåëêîì ÿä-
ðûøêà Â23. Àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà áèìîëåêó-
ëÿðíîé ôëóîðåñöåíòíîé êîìïëåìåíòàöèè è ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïåðåìåùåííûõ â íóêëåîïëàçìó ôðàãìåíòîâ B23 íå
ïîäòâåðæäàåò äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ. Èìåþùèåñÿ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî,
÷òî ôóíêöèÿ NoLS ðåàëèçóåòñÿ ïóòåì ñâÿçûâàíèÿ ñ ÐÍÊ.
Òàêèì îáðàçîì, NoLS îáåñïå÷èâàþò íåñïåöèôè÷åñêîå íà-
êîïëåíèå ïîäâèæíûõ áåëêîâ â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ íà-
ïðàâëåííîãî òðàíñïîðòà â ÿäðûøêî çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè-
÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01430) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ (ïðîåêò
ÌÊ-1332.2010.4).

ÑËÈßÍÈÅ ÖÈÒÎÏËÀÑÒÎÂ È ÊÀÐÈÎÏËÀÑÒÎÂ
ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÍÅÉÐÎÍÎÂ. © Î. Ñ. Ñîòíèêîâ,
À. À. Ëàêòèîíîâà, Í. Ì. Ïàðàìîíîâà. Èíñòèòóò ôèçèîëî-
ãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Îáúåäèíåíèå öèòîïëàñòîâ è êàðèîïëàñòîâ êëåòîê ðàç-
ëè÷íûõ òêàíåâûõ òèïîâ îñóùåñòâëåíî ìíîãîêðàòíî è
óáåäèòåëüíî. Ýòà ìåòîäèêà øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ âû-
ÿñíåíèÿ ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îòíîøåíèé â öèòî-
ëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, ñôîðìèðîâàëîñü ïðåäñòàâëå-
íèå î ðåêîíñòðóèðîâàííûõ êëåòêàõ. Íå âûçûâàåò ñîìíå-
íèÿ, ÷òî ìåõàíèçìîì ìîðôîãåíåçà â ýòèõ ñëó÷àÿõ
ÿâëÿåòñÿ ñèíöèòèàëüíîå ñëèÿíèå ôðàãìåíòîâ êëåòîê. Íî â
ýòèõ èññëåäîâàíèÿõ åñòü îäíî èñêëþ÷åíèå. Îòñóòñòâóþò
ïîäîáíûå îïûòû ñ íåéðîíàìè. Îáùåïðèçíàííàÿ íåéðîí-
íàÿ òåîðèÿ â êàòåãîðè÷åñêîé ôîðìå îòðèöàåò âîçìîæ-
íîñòü ñèíöèòèàëüíîé ñâÿçè ìåæäó íåéðîíàìè, à ñëåäîâà-
òåëüíî, è âîçìîæíîñòü èõ ñëèÿíèÿ. Â êà÷åñòâå ìåõàíèçìà
îáðàçîâàíèÿ äâóÿäåðíûõ è ìíîãîÿäåðíûõ íåéðîíîâ ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ òîëüêî àìèòîòè÷åñêîå äåëåíèå.

Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ óëüòðàñòðóêòóðíûõ èññëåäîâà-
íèÿõ âî ìíîãèõ îòäåëàõ íåðâíîé ñèñòåìû îáíàðóæåíû
öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ñèíöèòèàëüíûå ïîðû è êðóïíûå ïåð-
ôîðàöèè, ñôîðìèðîâàííûå íà îñíîâå ùåëåâûõ êîíòàêòîâ.
Ïîýòîìó íàìè áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î âîçìîæ-
íîñòè ñèíöèòèàëüíîãî ñëèÿíèÿ íåéðîíîâ ìåæäó ñîáîé è ñ
öèòîïëàñòàìè è êàðèîïëàñòàìè, òàê æå êàê è ó êëåòîê
äðóãèõ òèïîâ â ýêñïåðèìåíòå.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 709



Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ íåéðîíû ìîëëþñêà Lymnaea
stagnalis èçîëèðîâàëè èç ãàíãëèÿ ñ ïîìîùüþ ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé îáðàáîòêè è ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñëèâàëè èõ
â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Äëÿ ýíóêëåàöèè êëåòêè ïîìåùàëè
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ñ öèòîõàëàçèíîì Â, ïîñëå ÷åãî
ïðîâîäèëè ìíîãîêðàòíîå ïèïåòèðîâàíèå äëÿ îêîí÷àòåëü-
íîãî îòäåëåíèÿ êàðèîïëàñòîâ îò öèòîïëàñòîâ. Çàòåì ê
ýòèì ôðàãìåíòàì äîáàâëÿëè ñâåæåïðèãîòîâëåííûå íåð-
âíûå êëåòêè ñ öåëüþ äîáèòüñÿ ñëèÿíèÿ öèòîïëàñòîâ ñ æè-
âûìè íåéðîíàìè. Äëÿ ýòîãî îñóùåñòâëÿëè öåíòðèôóãèðî-
âàíèå ïîëó÷åííûõ ôðàãìåíòîâ íåéðîíîâ ñ öåëûìè íåéðî-
íàìè è ñîõðàíÿëè àãðåãàòû â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â
òå÷åíèå 2 ñóò. Äàëåå ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîé òðàíñìèññè-
îííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè èññëåäîâàëè óëüòðà-
ñòðóêòóðó ãðàíèö êîíòàêòèðóþùèõ íåéðîíîâ.

Â ðåçóëüòàòå ýòèõ ïðîöåäóð íàìè áûëî ïîëó÷åíî ñëè-
ÿíèå òåë íåéðîíîâ ñ îáðàçîâàíèåì äâóÿäåðíûõ è ìíîãî-
ÿäåðíûõ êëåòîê, à â äàëüíåéøåì — íåñêîëüêî âàðèàíòîâ
ñëèÿíèÿ öèòîïëàñòîâ è êàðèîïëàñòîâ ìåæäó ñîáîé è ñ öå-
ëûìè íåéðîíàìè. Èçîëèðîâàííûé öèòîïëàñò ñîäåð-
æèò íåñêîëüêî íàáóõøèå öèñòåðíû ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî
ðåòèêóëóìà. Ïî ïåðèôåðèè öèòîïëàñòà ðàñïîëàãàþòñÿ ëè-
çîñîìû, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ ñóùåñòâåííî óâåëè÷åíî. Ìàò-
ðèêñ ó ÷àñòè öèòîïëàñòîâ èìååò ïîâûøåííóþ ýëåêòðîí-
íóþ ïëîòíîñòü. Êàðèîïëàñòû èìåþò óçêèé ñëîé íåéðî-
ïëàçìû ñ ëèçîñîìàìè. Â ÿäðå ðàñïîëîæåíû àãðåãàòû
ãåòåðîõðîìàòèíà. Íà ãðàíèöàõ ñëèâàþùèõñÿ öèòîïëàñòîâ
è êàðèîïëàñòîâ âñåãäà ïðîñëåæèâàþòñÿ âàêóîëåïîäîáíûå
ñòðóêòóðû, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðåçêèå ëîêàëüíûå
ðàñøèðåíèÿ ìåæìåìáðàííûõ ùåëåé, ïîäîáíûå òåì, ÷òî
îáðàçóþòñÿ ïðè ñëèÿíèè òåë íåéðîíîâ. Ìåæäó âàêóîëåïî-
äîáíûìè ñòðóêòóðàìè ðàñïîëàãàþòñÿ ìíîæåñòâåííûå óç-
êèå è øèðîêèå öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ìîñòèêè. Âñòðå÷àþòñÿ
àãðåãàòû ñëèâøèõñÿ âîåäèíî äâóõ êàðèîïëàñòîâ èëè êîìï-
ëåêñû êàðèîïëàñòîâ, öèòîïëàñòîâ è òåë öåëûõ íåéðîíîâ.

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî íåéðîíû ïîäîáíî êëåòêàì âñåõ äðóãèõ òèïîâ ñïîñîá-
íû ê ñèíöèòèàëüíîìó ñëèÿíèþ ñ îáðàçîâàíèåì äâóÿäåð-
íûõ êëåòîê, ê ýíóêëåàöèè ñ ôîðìèðîâàíèåì öèòî- è êàðèî-
ïëàñòîâ, êîòîðûå ìîãóò ñëèâàòüñÿ äðóã ñ äðóãîì èëè ñ
äðóãèìè íåéðîíàìè. Òàê êàê àìïóòèðîâàííûå îòðîñòêè
òàêæå ÿâëÿþòñÿ öèòîïëàñòàìè, òåîðåòè÷åñêè ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü âîçìîæíîñòü èõ ñëèÿíèÿ ñ òåëàìè äðóãèõ íåé-
ðîíîâ ïîñëå àìïóòàöèè è ïðåäîòâðàùåíèÿ âàëëåðîâñêîé
äåãåíåðàöèè.

ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÏÓÒÈ,
ÂÎÂËÅ×ÅÍÍÎÃÎ Â ÐÅÀËÈÇÀÖÈÞ ÈÍÄÓÖÈÐÓÞ-
ÙÅÃÎ ÂËÈßÍÈß ÏÐÎËÀÊÒÈÍÀ ÍÀ ÌÅÉÎÇ ÎÎÖÈ-
ÒÎÂ ÊÎÐÎÂ. © È. Þ. Ëåáåäåâà, Ã. Í. Ñèíãèíà, Ò. Å. Òà-
ðàäàéíèê, À. À. Îâ÷èííèêîâ. Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò æèâîòíîâîäñòâà ÐÀÑÕÍ,
Ïîäîëüñê—Äóáðîâèöû.

Ãèïîôèçàðíûé ãîðìîí ïðîëàêòèí (ÏÐË) ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç ýíäîêðèííûõ ðåãóëÿòîðîâ ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ
ìëåêîïèòàþùèõ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðèñóòñòâèåì ëàêòî-
ãåííûõ ðåöåïòîðîâ èëè èõ ìÐÍÊ â ïîëîâûõ êëåòêàõ àíò-
ðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ ó ðàçëè÷íûõ âèäîâ æèâîòíûõ (Pica-
zo et al., 2004; Kiapekou et al., 2005; Lebedeva et al., 2009).
Âìåñòå ñ òåì ìåõàíèçìû ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëà ÏÐË â îîöè-
òàõ èçó÷åíû ëèøü â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè. Ïðè èñïîëü-
çîâàíèè ìîäåëè in vitro êóëüòèâèðîâàíèÿ èçîëèðîâàííûõ
îîöèòîâ êîðîâ ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî ñòèìóëèðóþùåå

âëèÿíèå ÏÐË íà ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà â ïðèñóòñòâèè
öÀÌÔ-ïîâûøàþùèõ ðåàãåíòîâ, êîòîðîå, î÷åâèäíî, îïî-
ñðåäóåòñÿ ôîñôîäèýñòåðàçîé 3 (Ëåáåäåâà è äð., 2009).
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü èäåíòèôèêàöèÿ êîì-
ïîíåíòîâ ñèãíàëüíîãî ïóòè, èíäóöèðîâàííîãî ïðîëàêòè-
íîì â îîöèòàõ è ñîïðÿæåííîãî ñ àêòèâàöèåé ôîñôîäè-
ýñòåðàçû 3 è ïîñëåäóþùèì ñíÿòèåì áëîêàäû ìåéîçà.
Îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû êîðîâ âûäåëÿëè èç ôîë-
ëèêóëîâ äèàìåòðîì 2—8 ìì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äåíóäèðî-
âàííûõ îîöèòîâ (ÄÎ) ïðîâîäèëè äèññîöèàöèþ êëåòîê êó-
ìóëþñà ïóòåì îáðàáîòêè ñîîòâåòñòâóþùèõ êîìïëåêñîâ
êîëëàãåíàçîé II (2 ìã/ìë) â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ.
Â ïðîìûâíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè 0.5 ìÌ íåñåëåêòèâíîãî
èíãèáèòîðà ôîñôîäèýñòåðàç èçîáóòèëìåòèëêñàíòèíà äëÿ
òîðìîæåíèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè
öÀÌÔ â êëåòêàõ. Ìîðôîëîãè÷åñêè íîðìàëüíûå ÄÎ êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 7 ÷ â ñðåäå ÒÑ-199, ñîäåðæàùåé
10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (êîíòðîëü). Ñðåäà
îïûòíûõ ãðóïï áûëà ìîäèôèöèðîâàíà âíåñåíèåì 20 ìêÌ
èíãèáèòîðà ôîñôîäèýñòåðàçû 3 öèëîñòàìèäà (ÖËÑ; Bio-
mol, ÑØÀ) è (èëè) 50 íã/ìë áû÷üåãî ÏÐË (20 ÌÅ/ìã; Ýí-
äîêðèíîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà). Â
ïåðâîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ èíêóáàöèþ ÄÎ ïðîâîäèëè â
îòñóòñòâèå èëè â ïðèñóòñòâèè 10 ìêã/ìë íåñåëåêòèâíîãî
èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéíà (ÃÍÒ; ICN, ÑØÀ).
Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
êîíòðîëüíîé è îïûòíûõ ãðóïï âíîñèëè îäèí èç äâóõ àíà-
ëîãîâ öÀÌÔ: àêòèâàòîð ïðîòåèíêèíàçû À 8-Br-cAMP
(Sigma, ÑØÀ) èëè àêòèâàòîð EPAC (îáìåííûõ áåëêîâ,
àêòèâèðóåìûõ öÀÌÔ) 8-pCPT-2R-O-Me-cAMP (Sigma,
ÑØÀ). Îîöèòû ôèêñèðîâàëè ïî ìåòîäó Òàðêîâñêîãî è èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ñîñòîÿíèÿ
ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà. Ýêñïåðèìåíòû ïî êóëüòèâèðîâàíèþ
îîöèòîâ áûëè âûïîëíåíû â 4 íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ.
Äàííûå îáðàáàòûâàëè ìåòîäîì äâóõôàêòîðíîãî äèñïåð-
ñèîííîãî àíàëèçà. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÖËÑ, ñåëåê-
òèâíûé èíãèáèòîð ôîñôîäèýñòåðàçû 3, ïîâûøàåò â 2 ðàçà
îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî îîöèòîâ, îñòàþùèõñÿ íà ñòàäèè
äèïëîòåíû ÷åðåç 7 ÷ èíêóáàöèè ÄÎ (P < 0.001). Âíåñå-
íèå ÏÐË â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ÖËÑ, íàïðîòèâ, ïðèâîäè-
ëî ê óìåíüøåíèþ â 1.4 ðàçà äîëè îîöèòîâ, íå âîçîáíîâèâ-
øèõ ìåéîç (P < 0.01). Ýòîò ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ÏÐË
íå çàâèñåë îò ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå ãåíèñòåéíà, íåñå-
ëåêòèâíîãî èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç. 8-Br-cAMP è
8-pCPT-2R-O-Me-cAMP, àêòèâèðóþùèå ýôôåêòîðû
öÀÌÔ äâóõ ðàçíûõ òèïîâ, â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ òîð-
ìîçèëè ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà â îîöèòàõ êîðîâ (P < 0.05),
îäíàêî èõ èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå áûëî ìåíåå çíà÷èòåëü-
íûì, ÷åì âëèÿíèå ÖËÑ (P < 0.05). Îáà àíàëîãà öÀÌÔ
áëîêèðîâàëè ñòèìóëèðóþùåå ìåéîç äåéñòâèå ÏÐË â ïðè-
ñóòñòâèè ÖËÑ, ïîâûøàÿ äîëþ îîöèòîâ íà ñòàäèè äèï-
ëîòåíû äî òàêîâîé â ñðåäå ñ îäíèì èíãèáèòîðîì ôîñ-
ôîäèýñòåðàçû 3 (P < 0.01). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òèðîçèíêèíàçû íå ó÷àñòâóþò â
îïîñðåäîâàíèè ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ÏÐË íà àêòèâ-
íîñòü ôîñôîäèýñòåðàçû 3 â îîöèòàõ êîðîâ. Äàííûå òàêæå
ïîäòâåðæäàþò êîíöåïöèþ î òîì, ÷òî èíäóöèðóþùåå âëè-
ÿíèå ÏÐË íà ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà ðåàëèçóåòñÿ íà óðîâíå
ðåãóëÿöèè âçàèìîäåéñòâèÿ öÀÌÔ—ôîñôîäèýñòåðàçà 3 è
íå ñâÿçàíî ñ ïðÿìûì èíãèáèðîâàíèåì äåéñòâèÿ ýôôåêòî-
ðîâ öÀÌÔ.

ËÎÊÀËÜÍÎÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÀ ÄÎ-
ÔÀÌÈÍÎÂÎÃÎ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ 1-ÃÎ ÒÈÏÀ Ó ÊÐÛÑ ËÈ-
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ÍÈÈ WAG/Rij ÄËß ÈÇÓ×ÅÍÈß ÑÂßÇÈ ÄÎÔÀÌÈÍÅÐ-
ÃÈ×ÅÑÊÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ È ÀÁÑÀÍÑÍÎÉ ÝÏÈËÅÏÑÈÈ.
© À. À. Ëåâàíäîâñêàÿ, À. È. Áåëîóñîâ, Ñ. Â. Ñàëîæèí. Èí-
ñòèòóò âûñøåé íåðâíîé äåÿòåëüíîñòè è íåéðîôèçèîëîãèè
ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Äîôàìèí — íåéðîìåäèàòîð, êîòîðûé ïðèíèìàåò ó÷à-
ñòèå â ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ ìîçãà, íàïðèìåð çàäåéñòâî-
âàí â êîãíèòèâíûõ ïðîöåññàõ è ïðîöåññàõ ïîäêðåïëåíèÿ,
ìîòèâàöèè, âíèìàíèÿ è ýìîöèé, ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ýí-
äîêðèííîé ðåãóëÿöèè è ñíå, îòâå÷àåò çà ïðèåì ïèùè,
âëèÿåò íà êðàòêîâðåìåííóþ è äîëãîâðåìåííóþ ïàìÿòü.
Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî íèãðîñòðèàðíûé è
ìåçîëèìáè÷åñêèé äîôàìèíîâûå ïóòè ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿ-
öèè ïèê-âîëíîâûõ ðàçðÿäîâ, ñëóæàùèõ îòëè÷èòåëüíûì
ïðèçíàêîì ìàëûõ ýïèëåïòè÷åñêèõ ïðèïàäêîâ (Deransart et
al., 2000; de Bruin et al., 2001). Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé
ïîâåäåíèÿ ó êðûñ ñ ìàëûìè ýïèëåïòè÷åñêèìè ïðèïàäêà-
ìè, ïðîâåäåííûå â íàøåì èíñòèòóòå, óêàçûâàþò íà íàðó-
øåíèÿ ðàáîòû äîôàìèíåðãè÷åñêîé ñèñòåìû ó ýòèõ æèâîò-
íûõ (Áàçÿí è äð., 2001). Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâ-
ëåíèå àãîíèñòîâ äîôàìèíîâîãî ðåöåïòîðà 1-ãî òèïà
(DRD1a) ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ïèê-âîëíîâûõ ðàçðÿäîâ.
Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ëîêàëüíîå èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà
ðåöåïòîðîâ DRD1a áóäåò èìåòü ñõîæåå äåéñòâèå, êàê è
äîáàâëåíèå àãîíèñòîâ.

Îñíîâíàÿ öåëü ýòîé ðàáîòû — ïîëó÷åíèå æèâîòíûõ ñ
ëîêàëüíî óâåëè÷åííîé ýêñïðåññèåé ãåíà äîôàìèíîâîãî
ðåöåïòîðà 1-ãî òèïà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òàêîãî æèâîòíîãî
íóæíî ââåñòè ñóñïåíçèþ ëåíòèâèðóñîâ, ïîëó÷åííóþ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîíñòðóêöèè äëÿ îâåðýêñïðåññèè ãåíà
DRD1a, â îáëàñòü ïðèëåæàùåãî ÿäðà êðûñàì ëèíèè
WAG/Rij (ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäåëü àáñàíñíîé ýïèëåïñèè). Èç
êëåòîê ìîçãà êðûñû âûäåëèëè òîòàëüíóþ ÐÍÊ, ìåòîäîì
îáðàòíîé òðàñêðèïöèè ïîëó÷èëè êÄÍÊ ñ îëèãî(dT) ïðàé-
ìåðîì. Ñ ïîëó÷åííîé êÄÍÊ àìïëèôèöèðîâàëè êîäèðóþ-
ùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà äîôàìèíîâîãî ðåöåïòîðà
1-ãî òèïà, êîòîðóþ çàòåì êëîíèðîâàëè â âåêòîð ïîä íåé-
ðîíàëüíûì ïðîìîòîðîì. Ïîëó÷åííóþ êîíñòðóêöèþ ìû
ïëàíèðóåì òðàíñôèöèðîâàòü â êëåòêè ëèíèè ÐÑ12 äëÿ
ïðîâåðêè îâåðýêñïðåññèè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè è èììóíîáëîò-àíàëèçîì. Ìû ïëàíèðóåì íàðàáîòàòü
ñóñïåíçèþ ëåíòèâèðóñîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíñòðóêöèè
äëÿ îâåðýêñïðåññèè ãåíà DRD1a â êëåòêàõ ëèíèè HEK
293T è èíúåöèðîâàòü åå 6-ìåñÿ÷íûì êðûñàì ëèíèè
WAG/Rij. Ðàáîòà ïîëó÷åííîé êîíñòðóêöèè in vivo áóäåò
àíàëèçèðîâàíà ìåòîäîì èììóíîãèñòîõèìèè è èììóíî-
áëîò-àíàëèçîì. Òàêæå â ëàáîðàòîðèè ïîëó÷åíû ïëàçìè-
äû, íåñóùèå êîñòðóêöèè äëÿ ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà
äîôàìèíîâîãî ðåöåïòîðà 1-ãî òèïà.

Äîôàìèíîâûé ðåöåïòîð 1-ãî òèïà ñîïðÿæåí ñ G-áåë-
êàìè, ñòèìóëèðóåò àäåíèëàòöèêëàçó. Ýòè ðåöåïòîðû çà-
ïóñêàþò øèðîêèé ñïåêòð âíóòðèêëåòî÷íûõ êàñêàäîâ ÷å-
ðåç àêòèâàöèþ ñÀÌÐ-çàâèñèìûõ êèíàç. Ìåòîä ëîêàëüíî-
ãî óâåëè÷åíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ DRD1a íàïðàâëåí íà
áîëåå äåòàëüíîå ïîíèìàíèå ðîëè äîôàìèíåðãè÷åñêîé ñè-
ñòåìû â ýòîëîãèè àáñàíñíîé ýïèëåïñèè. Êðûñ ñ ëîêàëüíî
óâåëè÷åííîé ýêñïðåññèåé ãåíà äîôàìèíîâîãî ðåöåïòîðà
1-ãî òèïà ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ äàëüíåéøèõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî ýëåêòðîôèçèîëîãèè è ïîâåäåíèþ.

ÐÅÃÓËßÖÈß ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ Ñ
ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÌ ÌÀËÎÉ ÃÒÔàçîé Rac1. © Å. À. Ìàòâå-
åâà, À. À. Ìèíèí. Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèòîõîíäðèé çàâèñèò îò èõ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ. Ïðàâèëüíîå ðàñïðåäåëåíèå
ìèòîõîíäðèé îïðåäåëÿåòñÿ âçàèìîäåéñòâèåì ñ òàêèìè
öèòîñêåëåòíûìè ñòðóêòóðàìè, êàê ìèêðîòðóáî÷êè, àêòè-
íîâûå ìèêðîôèëàìåíòû è ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû.
Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
âèìåíòèíîâûå ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû êîíòðîëèðóþò
íå òîëüêî ðàñïðåäåëåíèå è ïîäâèæíîñòü ìèòîõîíäðèé, íî
òàêæå è èõ òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê îêñèäàòèâíîìó ñòðåññó. Çà ýòè ýôôåêòû âèìåíòè-
íîâûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ íà ìèòîõîíäðèè îòâå-
÷àåò N-êîíöåâîé ó÷àñòîê ìîëåêóëû âèìåíòèíà (ñ 45-ãî ïî
70-é àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê). Ýòîò ïðåäïîëàãàåìûé
ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ ìèòîõîíäðèé ñ âèìåíòèíîì ñîäåðæèò
íåñêîëüêî îñòàòêîâ ñåðèíà, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ äëÿ èçâåñòíûõ ïðîòåèíêèíàç. Ñëåäî-
âàòåëüíî, N-êîíöåâîé ó÷àñòîê ìîëåêóëû âèìåíòèíà ìî-
æåò ÿâëÿòüñÿ ïîòåíöèàëüíûì ó÷àñòêîì ðåãóëèðîâàíèÿ
ñâÿçûâàíèÿ ìèòîõîíäðèé ñ ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòà-
ìè. Îäíèì èç ýòèõ ñàéòîâ ÿâëÿåòñÿ Ser56, êîòîðûé ôîñôî-
ðèëèðóåòñÿ ð21-àêòèâèðóåìîé êèíàçîé-1 (ÐÀÊ-1). ÐÀÊ-1
â ñâîþ î÷åðåäü ñëóæèò ýôôåêòîðîì ìàëîé ÃÒÔàçû Rac1.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðàíåå ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ìà-
ëàÿ ÃÒÔàçà RhoA âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ ïîäâèæíîñòè
ìèòîõîíäðèé è åå àêòèâàöèÿ ïðèâîäèò ê çàÿêîðèâàíèþ
ýòèõ îðãàíåëë è ïðåäîòâðàùàåò èõ ïåðåìåùåíèå. Ìû ïðî-
âåëè ýêñïåðèìåíòû äëÿ îïðåäåëåíèÿ âîçìîæíîé ðîëè
áåëêà Rac1 â ðåãóëÿöèè ïîäâèæíîñòè ìèòîõîíäðèé è èõ
ñâÿçè ñ ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè. Ñ èñïîëüçîâàíè-
åì êîíñòèòóòèâíî-àêòèâíîãî ìóòàíòà áåëêà Rac1 ìû ïîä-
òâåðäèëè, ÷òî ýòîò áåëîê äåéñòâèòåëüíî ïîâûøàåò ïî-
äâèæíîñòü ìèòîõîíäðèé è âëèÿåò íà èõ òðàíñìåìáðàí-
íûé ïîòåíöèàë. Çàòåì ìû óáåäèëèñü, ÷òî ïðîòåèíêèíàçà
ÐÀÊ-1 äåéñòâèòåëüíî ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòîðîì Rac1 è îòâå-
÷àåò çà âëèÿíèå Rac1 íà ìèòîõîíäðèè. Íàøè äàííûå ïî-
êàçûâàþò, ÷òî àêòèâàöèÿ Rac1 íå âûçûâàåò èçìåíåíèÿ â
ñâîéñòâàõ ìèòîõîíäðèé â ïðèñóòñòâèè äîìèíàíòíî-íåãà-
òèâíîãî ìóòàíòà ÐÀÊ-1 èëè ïðè íàëè÷èè òî÷å÷íîé çàìå-
íû S56A â ìîëåêóëå âèìåíòèíà. Òàêèì îáðàçîì, ìû çà-
êëþ÷àåì, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå ìèòîõîíäðèé ñ âèìåíòèíî-
âûìè ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè íàõîäèòñÿ ïîä
êîíòðîëåì ìàëîé ÃÒÔàçû Rac1 (è åå ýôôåêòîðà ÐÀÊ-1),
êîòîðàÿ ìîäèôèöèðóåò ïðåäïîëàãàåìûé ñàéò ñâÿçûâà-
íèÿ ìèòîõîíäðèé ñ N-êîíöåâûì ó÷àñòêîì ìîëåêóëû âè-
ìåíòèíà.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 10-04-00414-à).

ÐÎËÜ ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÂÛÕ ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×ÍÛÕ ÔÈËÀ-
ÌÅÍÒÎÂ Â ÌÈÃÐÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ. © À. À. Ìèíèí,1

Å. À. Ìàòâååâà,1 È. Ñ. ×åðíîèâàíåíêî.2 1 Èíñòèòóò áåëêà
ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà
ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Âîïðîñ î ôóíêöèÿõ âèìåíòèíîâûõ ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ (âÏÔ), îäíîãî èç òðåõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêå-
ëåòà, îñòàåòñÿ çàãàäêîé âîò óæå ñêîðî òðè äåñÿòèëåòèÿ.
Ñ îäíîé ñòîðîíû, íàëè÷èå âÏÔ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé
îñîáåííîñòüþ íåêîòîðûõ êëåòîê è òêàíåé â íîðìå è íà-
äåæíûì ìàðêåðîì çëîêà÷åñòâåííîãî ïåðåðîæäåíèÿ ðÿäà
îïóõîëåé â ïàòîëîãèè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íîêàóò ãåíà âè-
ìåíòèíà ó ìûøåé íå ïðèâîäèò ê êàêèì-ëèáî çíà÷èòåëü-
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íûì èçìåíåíèÿì, ò. å. îçíà÷àåò, ÷òî ðàçâèòèå è îñíîâíûå
ôèçèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè ìëåêîïèòàþùèõ íå çàâèñÿò îò
ýòîãî öèòîñêåëåòíîãî áåëêà. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ó
æèâîòíûõ, ëèøåííûõ âèìåíòèíà, áûëè îáíàðóæåíû ðàç-
ëè÷íûå èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå, êàê ïðàâèëî, ñ íàðóøåíè-
åì ìèãðàöèè êëåòîê â ìåñòà ïîâðåæäåíèé òêàíåé èëè âîñ-
ïàëåíèé. Ýòè äàííûå âìåñòå ñ äðóãèìè, ïîëó÷åííûìè íà
êóëüòóðàõ êëåòîê, ëèøåííûõ âèìåíòèíà, óêàçûâàþò íà
âîçìîæíóþ ðîëü âÏÔ â ìèãðàöèè êëåòîê, íî ìåõàíèçì òà-
êîãî ó÷àñòèÿ îñòàåòñÿ íåÿñíûì.

Â íàñòîÿùåì äîêëàäå ìû ïðåäëàãàåì íîâûå äàííûå,
óêàçûâàþùèå íà âçàèìîäåéñòâèå âÏÔ ñ ìèòîõîíäðèÿìè è
ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî òàêîå âçàèìîäåéñòâèå ðå-
ãóëèðóåò âàæíåéøèå ôóíêöèè ìèòîõîíäðèé. Íà îñíîâå
ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìû ïðåäëàãàåì ãèïîòåçó î âîçìîæ-
íîì ó÷àñòèè âÏÔ è ìèòîõîíäðèé â îïðåäåëåíèè ïîëÿðè-
çîâàííîãî ôåíîòèïà ìèãðèðóþùèõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÀÍ,
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 06-04-48452-à è 10-04-00414-à) è ïðîãðàììû
ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÑÏÎÑÎÁÛ ÐÅÃÓËÈÐÎÂÀÍÈß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÑÈÃ-
ÍÀËÜÍÛÕ ÊÀÑÊÀÄÎÂ NF-kB È SAPK/JNK ÏÐÈ ÎÑÒ-
ÐÎÌ ÂÎÑÏÀËÅÍÈÈ Ó ÌÛØÅÉ. © Ò. Â. Íîâîñåëîâà,
Î. Â. Ãëóøêîâà, Ì. Î. Õðåíîâ, Ñ. Ì. Ëóíèí, Ñ. Á. Ïàðôå-
íþê, Å. Ã. Íîâîñåëîâà. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ,
Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Íåñìîòðÿ íà äîñòèæåíèÿ ñîâðåìåííîé ìåäèöèíû â
áîðüáå ñ ãíîéíî-âîñïàëèòåëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè, ñåïñèñ
îñòàåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå ñëîæíûõ è íåäîñòàòî÷íî èçó-
÷åííûõ îáùåìåäèöèíñêèõ ïðîáëåì. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëà
ïîñòàâëåíà çàäà÷à îöåíèòü óðîâíè àêòèâàöèè êàñêàäîâ
ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè NF-kB è SAPK/JNK â óñëîâèÿõ
îñòðîãî âîñïàëåíèÿ, âûçâàííîãî ýíäîòîêñèíîì èç ñòåíîê
Escherichia coli, è ïðåäîòâðàòèòü ðàçâèòèå ïðîöåññîâ àê-
òèâàöèè ýòèõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ââåäåíèåì ãåëäàíàìè-
öèíà èëè ïðèìåíåíèåì ïðåäâàðèòåëüíîé äèåòû ñ àíòèîê-
ñèäàíòàìè äëÿ ñíèæåíèÿ óðîâíÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ýíäîãåííàÿ ñèñòå-
ìà çàùèòû êëåòêè, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ôåðìåíòû-àíòèîê-
ñèäàíòû è íèçêîìîëåêóëÿðíûå ñîåäèíåíèÿ, îêàçûâàåòñÿ
íå â ñîñòîÿíèè â ïîëíîé ìåðå âûïîëíÿòü ñâîþ ôóíêöèþ
ïî íåéòðàëèçàöèè èçáûòêà ÀÔÊ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ýêçî-
ãåííûå àíòèîêñèäàíòû îêàçûâàþòñÿ âåñüìà ýôôåêòèâíû-
ìè. Ïåðâàÿ ÷àñòü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èññëåäîâàíèè ýôôåê-
òîâ êîìïëåêñà àíòèîêñèäàíòîâ (a-òîêîôåðîë, b-êàðîòèí è
êîôåðìåíò Q9), äîáàâëåííûõ â äèåòó, íà ñèãíàëüíûå êàñ-
êàäû NF-kB è SAPK/JNK â óñëîâèÿõ îñòðîãî âîñïàëåíèÿ.
Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü âîçìîæíûå ìåõàíèçìû çàùèò-
íîãî ýôôåêòà àíòèîêñèäàíòîâ, îöåíèâàëè àêòèâíîñòü
äâóõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ïóòåì èçìåðåíèÿ ôîñôîðèëè-
ðîàííûõ ôîðì ýòèõ áåëêîâ. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî äèå-
òà ïðåäîòâðàùàåò àêòèâàöèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ NF-kB è
êèíàçû IKK (êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò ôîñôîðèëèðîâàíèå
èíãèáèòîðíûõ ìîëåêóë, âêëþ÷àÿ IkB) â êëåòêàõ ìûøåé,
êîòîðûì ââîäèëè ËÏÑ. Àíàëîãè÷íûå ýôôåêòû ìû íà-
áëþäàëè è â îòíîøåíèè ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû
SAPK/JNK. Òàêèì îáðàçîì, íàãðóçêà àíòèîêñèäàíòàìè
ïðåäîòâðàùàåò ÷ðåçìåðíóþ àêòèâàöèþ èññëåäóåìûõ ñèã-
íàëüíûõ êàñêàäîâ NF-kB è SAPK/JNK ïðè îñòðîì âîñïà-
ëåíèè. Âî âòîðîé ÷àñòè ðàáîòû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ãåë-

äàíàìèöèíà, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ÁÒØ90-ñâÿçûâàþùèì
ïðåïàðàòîì, íà àêòèâíîñòü êàñêàäîâ ñèãíàëüíîé òðàíñ-
äóêöèè NF-kB è SAPK/JNK. Ó÷èòûâàÿ ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü ýòîãî àíòèáèîòèêà, íåîáõîäèìî âûÿñíå-
íèå ìåõàíèçìîâ åãî âîçäåéñòâèÿ íà êëþ÷åâûå ðåãóëÿòîðû
çàùèòíîé ñèñòåìû êëåòêè. Äëÿ ýòîãî áûëî ïðîâåäåíî èñ-
ñëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ãåëäàíàìèöèíà íà ïðîäóêöèþ ñèã-
íàëüíûõ áåëêîâ â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ìûøåé. Óñòà-
íîâèëè, ÷òî in vitro ãåëäàíàìèöèí èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü
ýòèõ äâóõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Ââåäåíèå ãåëäàíàìèöèíà
in vivo îêàçûâàëî òàêîé æå èíãèáèðóþùèé ýôôåêò íà àê-
òèâíîñòü êàñêàäà NF-kB, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî óãíåòå-
íèå àêòèâíîñòè êèíàçû IKK êàê â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ,
òàê îñîáåííî çàìåòíî ïðè âîñïàëåíèè. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
ãåëäàíàìèöèí ïðåäîòâðàùàë àêòèâàöèþ êàñêàäà ñèãíàëü-
íîé òðàíñäóêöèè NF-kB, âûçâàííóþ ââåäåíèåì ýíäîòîê-
ñèíà. Êðîìå òîãî, ïðèìåíåíèå àíòèáèîòèêà ïðåäîòâðàùà-
ëî àêòèâàöèþ êàñêàäà SAPK/JNK, ñíèæàÿ óðîâåíü ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ýòîé ïðîòåèíêèíàçû. Òàêèì îáðàçîì, ìû
ïîêàçàëè, ÷òî êàê äèåòà ñ ïðèðîäíûìè àíòèîêñèäàíòàìè,
òàê è ââåäåíèå àíòèáèîòèêà ñíèæàþò òîêñè÷åñêèé ýôôåêò
áàêòåðèàëüíîãî àãåíòà, ïðè ýòîì ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûé
ýôôåêò è àíòèîêñèäàíòîâ, è ãåëäàíàìèöèíà ðåàëèçóåòñÿ
÷åðåç ñíèæåíèå àêòèâàöèè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ NF-kB è
SAPK/JNK.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 10-04-00351-a è 11-04-00023-à), ïðîãðàììû ïðåçèäèó-
ìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè—ìåäèöèíå» (2011 ã.)
è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ
øêîë (ÍØ-3202.2010.4).

ÐÎËÜ ÑÈÃÍÀËÜÍÎÃÎ mTOR-ÊÈÍÀÇÍÎÃÎ ÊÀÑÊÀÄÀ
Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ È
ÑÒÀÐÅÍÈß ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Ò. Â. Ïîñïåëî-
âà, Æ. Â. Øèòèêîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, tvpgroup@mail.ru.

mTOR (mammalian target of rapamycin) — âûñîêî-
êîíñåðâàòèâíàÿ Ser/Thr-êèíàçà — ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
îñíîâíûõ êîîðäèíàòîðîâ ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè,
âûæèâàíèÿ, ìåòàáîëèçìà è êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. mTOR
ñóùåñòâóåò â âèäå êîìïëåêñîâ mTORC1 è mTORC2. Â íà-
ñòîÿùåì ñîîáùåíèè áóäóò ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ðîëè
êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ mTORÑ1 è mTORC2 â ðåãóëÿöèè
ïðîöåññà ñòàðåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê, âûçâàííîãî èíãè-
áèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDACi) áóòèðàòîì íà-
òðèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà,
âûçâàííûé äåéñòâèåì NaB, ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé
êîìïëåêñà mTORÑ1, êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ïî íàêîïëå-
íèþ áåëêîâ-ìèøåíåé p-S6K1, áåëêà ð-S6, âîâëå÷åííîãî â
áèîãåíåç ðèáîñîì, è èíãèáèòîðà èíèöèàöèè ýëîíãàöèè
4Å-ÂÐ1, ôîñôîðèëèðîâàíèå êîòîðîãî îòìåíÿåò åãî èíãè-
áèòîðíûå ôóíêöèè. Â óñëîâèÿõ áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà
ýòî ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ áåëêà è ãèïåðòðîôè÷åñêîìó
ðîñòó êëåòîê — õàðàêòåðíîìó ìàðêåðó ñòàðåíèÿ. Ñïåöè-
ôè÷åñêèé èíãèáèòîð êèíàçíîãî êàñêàäà mTORÑ1 — ðàïà-
ìèöèí — ïîäàâëÿåò ãèïåðòðîôè÷åñêèé ðîñò êëåòîê, îòìå-
íÿåò áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è HDACi-èíäóöèðîâàííîå
ñòàðåíèå. Îäíîâðåìåííî ïðîöåññ ñòàðåíèÿ ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ àêòèâàöèåé êîìïëåêñà mTORC2, êîòîðûé êîíòðîëèðó-
åò àïîïòîç, ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà è àóòîôàãèþ. Ýòî ïî-
êàçàíî ïî íàêîïëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàííîãî áåëêà-ìèøå-
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íè — PKB/Akt-Ser473, ïî àêòèâàöèè Rho-êèíàçíîãî
êàñêàäà è íàêîïëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàííîãî êîôèëèíà,
ïðèâîäÿùåãî ê ïåðåñòðîéêàì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
Èñïîëüçóÿ êëåòêè ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ð21/Waf1, áûëî îá-
íàðóæåíî, ÷òî â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ
êèíàç HDACi-èíäóöèðîâàííûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà
ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì è íå çàâåðøàåòñÿ àêòèâàöèåé ïðî-
ãðàììû ñòàðåíèÿ. Âûñîêàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ mTOR
â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êëåòîê êîððåëèðóåò ñ ïåðñèñòåíöèåé
HDACi-èíäóöèðîâàííûõ ôîêóñîâ ãàììà-Í2ÀÕ, ïðè-
ñóòñòâèå êîòîðûõ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà ïðè ñòàðåíèè êëå-
òîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîëíîå ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
mTORC1 ðàïàìèöèíîì ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ôîðìèðî-
âàíèÿ ïåðñèñòèðóþùèõ ôîêóñîâ ãàììà-Í2ÀÕ, õàðàêòåð-
íûõ äëÿ ñòàðåþùèõ êëåòîê. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿ-
þò ãîâîðèòü î êîîðäèíèðóþùåé ðîëè êîìïëåêñîâ êèíàçû
mTOR â ðåãóëÿöèè ñîáûòèé êëåòî÷íîãî öèêëà è ïðîöåññà
ñòàðåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê.

ÂËÈßÍÈÅ Met-ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÍÀ Å-ÊÀÄÅÐÈÍÇÀÂÈÑÈ-
ÌÓÞ ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÓÞ ÀÄÃÅÇÈÞ. © Â. Â. Áàãàåâà,
Ã. Ô. Ðåøåòíèêîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ
ïîêàçàëè, ÷òî âûñîêîçëîêà÷åñòâåííûå ôîðìû ðàêà õàðàê-
òåðèçóþòñÿ îñëàáëåíèåì ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è óñè-
ëåíèåì ïîäâèæíîñòè êëåòîê. Âàæíóþ ðîëü â ýòîì ïðî-
öåññå èãðàåò Met-ðåöåïòîð, êîòîðûé çàïóñêàåò óíèêàëü-
íóþ áèîëîãè÷åñêóþ ïðîãðàììó, âåäóùóþ ê èíâàçèâíîìó
ðîñòó.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ó÷àñòèÿ Met-ðåöåïòîðà
â ðåãóëÿöèè Å-êàäåðèíçàâèñèìûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ è âîçìîæíîñòè îáðàòíîãî âëèÿíèÿ Å-êàäåðèíà íà áèî-
ëîãè÷åñêèå ôóíêöèè ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç â ðàáîòå
áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëèíèè êàðöèíîì ÷åëîâåêà
ñ ðàçëè÷íûì ñòàòóñîì ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè.

Èñïîëüçóÿ êàê áèîõèìè÷åñêèå, òàê è ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ïîäõîäû, ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ êàð-
öèíîì ÷åëîâåêà âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ Met-ðåöåï-
òîðà çàâèñèò îò ôóíêöèè Å-êàäåðèíà. Áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî Met ëîêàëèçóåòñÿ íà ìåìáðàíå â êëåòêàõ ÍÒ-29, îáëà-
äàþùèõ Å-êàäåðèíçàâèñèìîé àäãåçèåé. Íàîáîðîò, â êëåò-
êàõ, íåñïîñîáíûõ ôîðìèðîâàòü êîíòàêòû âñëåäñòâèå äèñ-
ôóíêöèè Å-êàäåðèíà èëè âñëåäñòâèå óòðàòû ïîñëåäíåãî,
Met ïðåèìóùåñòâåííî íàêàïëèâàåòñÿ â öèòîçîëå.

Äàëüíåéøèé àíàëèç ïîâåäåíèÿ Met-ðåöåïòîðà â êëåò-
êàõ ÍÒ-29 ïîêàçàë, ÷òî íàêîïëåíèþ Met íà ìåìáðàíå ñïî-
ñîáñòâóåò ïðîöåññ ñòàáèëèçàöèè ìåæêëåòî÷íîé Å-êà-
äåðèíçàâèñèìîé àäãåçèè â êëåòêàõ ÍÒ-29. Ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî Met êîëîêàëè-
çóåòñÿ ñ Å-êàäåðèíîì â îáëàñòè çðåëûõ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ íà ëàòåðàëüíîé ñòîðîíå êëåòîê. Èñïîëüçîâàíèå
íåïðîíèêàþùåãî ñøèâàþùåãî àãåíòà DTSSP ïîçâîëèëî
óñòàíîâèòü, ÷òî â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ÍÒ-29 ìåæäó ýêñ-
òðàêëåòî÷íûìè äîìåíàìè Met è Å-êàäåðèíà âîçìîæíî
ïðÿìîå âçàèìîäåéñòâèå.

Ãåïàöèòàðíûé ôàêòîð ðîñòà (HGF) ÿâëÿåòñÿ ëèãàíäîì
Met. Ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ÍÒ-29 HGF èíäóöèðóåò ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèå ðåöåïòîðà è àäãåçèâíûõ áåëêîâ (êàäåðèíà è
êàòåíèíà) ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû âíóòðü êëåòîê. Â êîíå÷-
íîì èòîãå ýòî ïðèâîäèò ê «êëàññè÷åñêîìó» êëåòî÷íîìó
îòâåòó — ðàñïàäó êîëîíèé. Íàáëþäàåòñÿ «öåíòðîáåæíàÿ»

ìèãðàöèÿ êëåòîê èç ñåðåäèíû êîëîíèé íàðóæó. Â êëåòêàõ,
ñòèìóëèðîâàííûõ HGF, îáíàðóæèâàåòñÿ êîïðåöèïèòàöèÿ
Met-ðåöåïòîðà, Å-êàäåðèíà è áåòà-êàòåíèíà. Êðîìå òîãî,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòàòóñ ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè ìîäóëè-
ðóåò äëèòåëüíîñòü àêòèâàöèè Erk-êèíàçû ïðè èíêóáàöèè
êëåòîê ñ HGF. Â âûñîêîàäãåçèâíûõ êëåòêàõ íàáëþäàëîñü
çíà÷èòåëüíîå óêîðî÷åíèå âðåìåíè àêòèâàöèè Erk ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ Å-êàäåðèí-íåãàòèâíûìè êëåòêàìè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ìåæäó Met-ðåöåïòîðîì è Å-êàäåðèíîì ñóùåñòâóåò äâó-
íàïðàâëåííîå âçàèìîäåéñòâèå: íå òîëüêî ðåöåïòîð âëèÿåò
íà ôóíêöèþ Å-êàäåðèíà, íî è Å-êàäåðèí îïðåäåëÿåò ïîâå-
äåíèå ðåöåïòîðà.

ÍÀÐÓØÅÍÈÅ ÐÀÁÎÒÛ ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÛÕ ÊÀËÜ-
ÖÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ Â ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÎÉ ÌÛØÈÍÎÉ
ÌÎÄÅËÈ È ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÌÎÄÅËÈ ÍÀÑËÅÄÑÒÂÅÍ-
ÍÎÉ ÁÎËÅÇÍÈ ÀËÜÖÃÅÉÌÅÐÀ. © Ì. À. Ðÿçàíöåâà,
È. À Ïîçäíÿêîâ, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Íàðóøåíèå êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè â íåéðîíàõ ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ êàê îäíà èç ïðè÷èí ðàçâèòèÿ áîëåçíè Àëüö-
ãåéìåðà. Â 40 % ñëó÷àåâ íàñëåäñòâåííîé áîëåçíè Àëüö-
ãåéìåðà (ÍÁÀ) íàáëþäàëèñü ìóòàöèè â áåëêàõ ïðåñåíè-
ëèíå-1 (PS1) è ïðåñåíèëèíå-2 (PS2). Áåëêè ïðåñåíèëèíû
âõîäÿò â ñîñòàâ ãàììà-ñåêðåòàçû, à òàêæå ðàáîòàþò êàê
êàíàëû óòå÷êè Ca2+ èç ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà
(ÝÐ). Ìóòàöèÿ PS1-M146V âûçûâàåò ïîòåðþ ôóíêöèè êà-
íàëà óòå÷êè è ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ Ca2+ â ÝÐ. Äëÿ ìó-
òàöèè PS1-DE9 ïîêàçàíû ïîâûøåííàÿ ïðîâîäèìîñòü êà-
íàëà óòå÷êè è ïîíèæåíèå êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Ca2+

â ÝÐ.
Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî äåïîóïðàâëÿ-

åìûå êàëüöèåâûå êàíàëû, àêòèâèðóþùèåñÿ â îòâåò íà ïî-
íèæåíèå êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Ca2+ â ÝÐ, ìîãóò ïðè-
íèìàòü ó÷àñòèå â ðàçâèòèè ïàòîëîãèè ÍÁÀ, âûçâàííîé
ìóòàöèÿìè â áåëêàõ ïðåñåíèëèíàõ. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (patch-clamp technique) â
êîíôèãóðàöèè whole-cell áûëî ïîêàçàíî ïîäàâëåíèå äå-
ïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ, àêòèâèðîâàííîãî ïàññèâ-
íûì îïóñòîøåíèåì äåïî ñ ïîìîùüþ áëîêàòîðà Ca2+ ÀÒ-
Ôàç SERCA òàïñèãàðãèíà, â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íåéðî-
íîâ ãèïïîêàìïà ìûøèíîé ìîäåëè ÍÁÀ (KI-PS1-M146V,
Thy1-APPKM670/671NL è Thy1-tauP301L) ïî ñðàâíåíèþ
ñ íåéðîíàìè WT ìûøåé. Ïîäàâëÿþùåå âëèÿíèå ìóòàíò-
íîãî ïðåñåíèëèíà PS1-M146V íà äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä
êàëüöèÿ áûëî ïîäòâåðæäåíî â ýêñïåðèìåíòàõ ñ òðàíñôè-
öèðîâàííûìè êëåòêàìè íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH è ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðîé íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà êðûñ. Â ýòèõ æå
êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ ìóòàíòîì PS1-DE9, íàáëþ-
äàëñÿ ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò íà äåïîóïðàâëÿåìûé
âõîä êàëüöèÿ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ êëåòêè òðàíñôèöèðî-
âàëèñü PS1-wt. Ýôôåêòû ìóòàöèé íà äåïîóïðàâëÿåìûé
âõîä íå çàâèñåëè îò ñïîñîáà àêòèâàöèè äåïîóïðàâëÿåìîãî
âõîäà è ïîâòîðÿëèñü ïðè åãî àêòèâàöèè ñ ïîìîùüþ òàïñè-
ãàðãèíà, âíóòðèêëåòî÷íîãî õåëàòèðîâàíèÿ êàëüöèÿ ñ
BAPTA èëè óâåëè÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
IP3 ïðè äåéñòâèè êàðáàõîëà. Îñíîâíîé ýôôåêò ìóòàíòíûõ
ïðåñåíèëèíîâ íå áûë îáóñëîâëåí èçìåíåíèåì óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè îñíîâíûõ áåëêîâ, äåòåðìèíèðóþùèõ äåïîóïðàâ-
ëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ, òàêèõ êàê TRPC1, Orai1, STIM1 è
STIM2. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè÷èíà íàðóøåíèÿ ðàáîòû äå-
ïîóïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â ìûøèíîé ìîäåëè è
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êëåòî÷íîé ìîäåëè ÍÁÀ çàêëþ÷àåòñÿ â íàðóøåíèÿõ ðàáî-
òû êàíàëîâ óòå÷êè Ca2+, âûçâàííûõ ìóòàöèÿìè â ãåíå áåë-
êà ïðåñåíèëèí-1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãîñ-
êîíòðàêòà ¹ Ï332, Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 10-04-00956) è ãðàíòà ïðåçè-
äåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
(ÍØ-3796.2010.4).

ÔÀÊÒÎÐÛ, ÍÅÎÁÕÎÄÈÌÛÅ ÄËß ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß
ÑÒÐÅÑÑÎÂÛÕ ÃÐÀÍÓË. © À. À. Ñàáëèíà,1 Å. Ì. ×óäè-
íîâà,2 À. À. Øïèëüìàí, Å. Ñ. Íàäåæäèíà,2 Ï. À. Èâàíîâ.1

1 ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 2 Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Ñòðåññîâûå ãðàíóëû (ÑÃ) — ñêîïëåíèÿ ìÐÍÏ â öèòî-
ïëàçìå æèâîòíûõ êëåòîê, íàáëþäàþùèåñÿ ïîñëå âîçäåé-
ñòâèÿ íà êëåòêè ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ è èñ÷å-
çàþùèå ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ ñòðåññîðíîãî âîçäåéñòâèÿ.
Â ñîñòàâ ÑÃ âõîäèò ìÐÍÊ, ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, íå-
êîòîðûå ôàêòîðû èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè è 40S ðèáîñîì-
íàÿ ñóáúåäèíèöà. Â ÑÃ íå âêëþ÷àþòñÿ 60S ðèáîñîìíàÿ
ñóáúåäèíèöà, ôàêòîðû èíèöèàöèè eIF5 è eIF2. Ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ, ÷òî îáðàçîâàíèå ÑÃ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì èíãèáè-
ðîâàíèÿ òðàíñëÿöèè íà ñòàäèè èíèöèàöèè çà ñ÷åò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ a-ñóáúåäèíèöû ôàêòîðà èíèöèàöèè eIF2.
Â ðåçóëüòàòå òàêîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â êëåòêå ðåçêî
ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî òðîéñòâåííîãî êîìïëåêñà, è íà
5-êîíöå ìÐÍÊ ñîáèðàåòñÿ íåêàíîíè÷åñêèé èíèöèàòîðíûé
êîìïëåêñ, íå ñîäåðæàùèé òðîéñòâåííîãî êîìïëåêñà. Âå-
ðîÿòíî, èìåííî òàêèå èíèöèàòîðíûå êîìïëåêñû è îáúå-
äèíÿþòñÿ â öèòîïëàçìå â ÑÃ. Ìû òàêæå ðàíåå ïîêàçàëè,
÷òî îáðàçîâàíèå ñòðåññîâûõ ãðàíóë ïîä âîçäåéñòâèåì àð-
ñåíàòà â êëåòêàõ èíãèáèðóåòñÿ ïðè ðàçðóøåíèè ìèêðî-
òðóáî÷åê íîêîäàçîëîì. Âïîñëåäñòâèè äðóãèå àâòîðû ïî-
êàçàëè, ÷òî â îòñóòñòâèå ìèêðîòðóáî÷åê îáðàçîâàíèå ÑÃ
ïðîèñõîäèò ïðè äåéñòâèè àðñåíèòà, íî îáðàçóþòñÿ ãðàíó-
ëû ìåíüøåãî ðàçìåðà.

Ïîñêîëüêó àðñåíàò ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñëàáûì ñòðåññèðó-
þùèì àãåíòîì, ÷åì àðñåíèò, âîçíèêàåò ðÿä âîïðîñîâ.
1. Îïðåäåëÿåòñÿ ëè çàâèñèìîñòü îáðàçîâàíèÿ ÑÃ îò ìèê-
ðîòðóáî÷åê ñèëîé ñòðåññîðíîãî âîçäåéñòâèÿ? 2. Êðîìå
òîãî, çàâèñèò ëè ñàì îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ îò ìèêðîòðó-
áî÷åê? 3. Ïîñêîëüêó îáðàçîâàíèå ñòðåññîâûõ ãðàíóë ñâÿ-
çàíî ñ èíãèáèðîâàíèåì áèîñèíòåçà áåëêà çà ñ÷åò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ eIF2a, âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì, êàê ìèêðî-
òðóáî÷êè âëèÿþò íà èíòåíñèâíîñòü áèîñèíòåçà áåëêà è
óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ eIF2a. Ìû èçó÷èëè çàâèñè-
ìîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ÑÃ îò êîíöåíòðàöèè àðñåíèòà è ñêî-
ðîñòü èõ ôîðìèðîâàíèÿ ïðè íåáîëüøîé êîíöåíòðàöèè àð-
ñåíèòà. Îêàçàëîñü, ÷òî ÑÃ îáðàçóþòñÿ â êëåòêàõ ïî ïðèí-
öèïó «âñå èëè íè÷åãî», ò. å. ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ÑÃ â
èìåþùèõ ÑÃ êëåòêàõ ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííî. Êîëè÷åñò-
âî æå êëåòîê, èìåþùèõ ÑÃ, ýêñïîíåíöèàëüíî óâåëè÷èâà-
åòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè àðñåíèòà îò 30 äî
250 ìêM, ïðè÷åì ïðè ìèíèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè àðñå-
íèòà íîêîäàçîë èíãèáèðóåò îáðàçîâàíèå ÑÃ, à ïðè ìàêñè-
ìàëüíîé êîíöåíòðàöèè àðñåíèòà âñå êëåòêè îáðàçóþò ÑÃ
è â îòñóòñòâèå ìèêðîòðóáî÷åê. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî óðî-
âåíü îáùåãî áåëêîâîãî ñèíòåçà ðåçêî ïàäàåò ñðàçó ïîñëå
íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ äàæå ìèíèìàëüíûìè êîíöåíòðàöèÿìè
àðñåíèòà è ñî âðåìåíåì ìåíÿåòñÿ ñëàáî. Êîððåëÿöèè ìåæ-
äó óðîâíåì áåëêîâîãî ñèíòåçà è îáðàçîâàíèåì ÑÃ íå

áûëî. Ñ óðîâíåì ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû eIF2a êîëè-
÷åñòâî êëåòîê ñ ÑÃ êîððåëèðîâàëî òàêæå ñëàáî. Îáðàáîò-
êà êëåòîê íîêîäàçîëîì ñàìà ïî ñåáå âûçûâàëà
ôîñôîðèëèðîâàíèå eIF2a íå èíäóöèðóÿ îáðàçîâàíèå ÑÃ.
Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû eIF2a ïîñëå îáðà-
áîòêè àðñåíèòîì áûë âñåãäà âûøå â êëåòêàõ ñ ðàçðóøåí-
íûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè
êëåòêàìè. Ðàçðóøåíèå ìèêðîòðóáî÷åê íå èçìåíÿëî óðîâ-
íÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, èíäóöèðîâàííîãî àðñåíè-
òîì.

Â êëåòêàõ ñ ðàçðóøåííûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè ÑÃ
áûëè âñåãäà ìåíüøåãî ðàçìåðà, ÷åì â êîíòðîëüíûõ êëåò-
êàõ. Òàêèì îáðàçîì, âåðîÿòíåå âñåãî, ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê
â ôîðìèðîâàíèè ÑÃ ñîñòîèò â ïåðåìåùåíèè è îáúåäèíå-
íèè êîìïîíåíòîâ ñòðåññîâûõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå, îáëåã-
÷àþùèõ «âñòðå÷ó» ýòèõ êîìïîíåíòîâ. Íàìè ðàçðàáîòàíà
ìàòåìàòè÷åñêàÿ ìîäåëü, îïèñûâàþùàÿ âêëàä ìèêðî-
òðóáî÷åê â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ÑÃ. Åñòü âîïðîñû, êî-
òîðûå åùå ïðåäñòîèò ðåøèòü: ïî÷åìó ïðîèñõîäèò îáúåäè-
íåíèå íåêàíîíè÷åñêèõ èíèöèàòîðíûõ êîìïëåêñîâ â äî-
ñòàòî÷íî êðóïíûå ãðàíóëû è ïî÷åìó ñóùåñòâóåò
çíà÷èòåëüíàÿ ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê ïðè îáðàçîâàíèè ÑÃ?

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01107-à).

ÏËÀÑÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß Â ÃÈÏÏÎÊÀÌÏÅ
ÊÐÛÑ, ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÅ ÑÓÄÎÐÎÆÍÎÉ ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÜÞ: ÐÎËÜ b-ÑàÌÊII è GluR1-ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÛ
ÀÌÐÀ-ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ. © Ò. À. Ñàâèíà,1, 2 Ò. Ã. Ùèïàêèíà.1
1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçè-
êè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë., è 2 Ïóùèíñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, neurochem@mail.ru.

Ñà2+-êàëüìîäóëèíçàâèñèìàÿ ïðîòåèíêèíàçà II (CaM-
ÊII) è ÀÌÐÀ-ïîäòèï ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ ÿâëÿþòñÿ
âàæíåéøèìè ñîñòàâëÿþùèìè ôóíêöèîíàëüíîãî êîìïëåê-
ñà, ìîäóëèðóþùåãî ýôôåêòèâíîñòü ñèíàïòè÷åñêîé ïåðå-
äà÷è â ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ. ÑàÌÊII ôîñôîðè-
ëèðóåò GluR1-ñóáúåäèíèöû ÀÌÐÀ-ïîäòèïà ðåöåïòîðà ïî
Ser831, òàêèì îáðàçîì ðåãóëèðóÿ ïîñòñèíàïòè÷åñêèå òîêè
÷åðåç èîííûé êàíàë ðåöåïòîðà. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
ñóùåñòâóåò êîððåëÿöèÿ ìåæäó èçìåíåíèåì ñóáúåäèíè÷-
íîãî ñîñòàâà CaMKII è ôîñôîñîñòîÿíèÿ GluR1-ñóáúåäè-
íèöû ÀÌÐÀ-ïîäòèïà ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ â çàâèñè-
ìîñòè îò âèäà ñóäîðîæíîãî âîçäåéñòâèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà 3-ìåñÿ÷íûõ ñàìöàõ êðûñ ëèíèè
Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé (ÊÌ), îáëàäàþùèõ íàñëåä-
ñòâåííîé ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê àóäèîãåííûì ñóäîðî-
ãàì. Êðûñ ïîäâåðãàëè îäíîé (1ÀÑ) èëè ïÿòè (5ÀÑ) ñóäî-
ðîãàì. Ñóäîðîæíûå ïðèïàäêè ó êðûñ ëèíèè ÊÌ âûçûâà-
ëè çâóêîì (80 äÁ, 12—15 êÃö). Â äàëüíåéøåì â
ãèïïîêàìïå æèâîòíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïï ìåòî-
äîì èììóíîáëîòèíãà îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå íåéðîñïå-
öèôè÷åñêèõ a- è b-ñóáúåäèíèö ÑàÌÊII, îáùåå ñîäåðæà-
íèå GluR1-ñóáúåäèíèöû ÀÌÐÀ-ðåöåïòîðà è óðîâåíü åå
Ser831-ôîñôîôîðìû. Áèîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðî-
âîäèëè ÷åðåç 1, 3 è 14 cóò ïîñëå ñóäîðîã.

Îäíîêðàòíàÿ ñóäîðîãà. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç
1 ñóò ïîñëå 1ÀÑ óðîâåíü a- è b-ñóáúåäèíèö ÑàÌÊII â
ãèïïîêàìïå êðûñ íå èçìåíÿëñÿ; îáùèé óðîâåíü (íî íå ñî-
äåðæàíèå ôîñôîôîðìû) GluR1 óâåëè÷èâàëñÿ íà 30 % ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (130.93 ± 2.14 è 100 ± 6.71 % ñî-
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îòâåòñòâåííî, Ð < 0.01), ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá
óâåëè÷åíèè GluR1-ãîìîìåðíûõ ôîðì ðåöåïòîðà, îáëàäà-
þùèõ Ñà2+-ïðîâîäèìîñòüþ. ×åðåç 3 ñóò â ãèïïîêàìïå
êðûñ ëèíèè ÊÌ âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå b-ÑàÌÊII ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ èíòàêòíîé ãðóïïîé æèâîòíûõ (156.52 ± 13.50 è
100 ± 10.03 % ñîîòâåòñòâåííî, Ð < 0.01), óðîâåíü GluR1 â
ãèïïîêàìïå êðûñ òàêæå áûë ïîâûøåí (150.75 ± 4.04 è
100 ± 7.33 % ñîîòâåòñòâåííî, Ð < 0.01). ×åðåç 14 ñóò ñî-
äåðæàíèå ñóáúåäèíèö ÑàÌÊII â ãèïïîêàìïå êðûñ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ ãðóïï íå ðàçëè÷àëîñü, íî è îáùèé óðîâåíü
GluR1 (100 ± 5.91 % â êîíòðîëå è 72.73 ± 4.91 % â îïûò-
íîé ãðóïïå, Ð < 0.01), è ñîäåðæàíèå åå ôîñôîôîðìû
(100 ± 12.27 è 65.93 ± 5.92 % ñîîòâåòñòâåííî, Ð < 0.05) â
ãèïïîêàìïå êðûñ îïûòíîé ãðóïïû áûëè äîñòîâåðíî
íèæå, ÷åì â èíòàêòíîé ãðóïïå.

5-êðàòíûå ñóäîðîãè. Õàðàêòåð èçìåíåíèé ïîñëå 5ÀÑ
îòëè÷àëñÿ îò èçìåíåíèé, èíäóöèðóåìûõ 1ÀÑ. Òàê, ñîäåð-
æàíèå b-ÑàÌÊII áûëî ñíèæåíî íà 60—80 % â ãèïïîêàì-
ïå êðûñ ëèíèè ÊÌ ÷åðåç 1 ñóò (17.98 ± 2.82 % ïî ñðàâíå-
íèþ ñî 100 ± 8.70 %, Ð < 0.01) è ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå ñóäîðîã
(33.70 ± 5.02 è 100 ± 16.82 % ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.01) è
íå îòëè÷àëîñü îò èíòàêòíîãî êîíòðîëÿ ÷åðåç 14 ñóò. Îá-
ùåå ñîäåðæàíèå GluR1, íàïðîòèâ, ïîâûøàëîñü ÷åðåç
1 ñóò ïîñëå 5ÀÑ (132.28 ± 9.68 % ïî ñðàâíåíèþ ñî
100 ± 10.92 % â êîíòðîëå, Ð < 0.05), ñîäåðæàíèå åå ôîñ-
ôîôîðìû òàêæå óâåëè÷èâàëîñü (157.89 ± 12.93 è
100 ± 9.51 % ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.01). Ïðèìå÷àòåëüíî,
÷òî ê 14 ñóò ïîñëå 5ÀÑ îáà ýòè ïàðàìåòðà áûëè äîñòîâåð-
íî íèæå êîíòðîëÿ: îáùåå ñîäåðæàíèå GluR1 ñîñòàâëÿëî
80.16±5.26 % ïî ñðàâíåíèþ ñî 100±5.02 % â êîíòðîëå
(P < 0.01), ñîäåðæàíèå ôîñôîôîðìû ñîñòàâëÿëî ñîîòâåò-
ñòâåííî 72.28 ± 4.36 è 100 ± 11.0 % (P < 0.05). Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî îáíà-
ðóæåííûå íàìè èçìåíåíèÿ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ÑàÌ-
ÊII è óðîâíÿ GluR1â ãèïïîêàìïå êðûñ ëèíèè ÊÌ â îòâåò
íà ñóäîðîæíûå âîçäåéñòâèÿ ÿâëÿþòñÿ âàæíîé ñîñòàâëÿþ-
ùåé îñîáîãî ãîìåîñòàòè÷åñêîãî ìåõàíèçìà, îáåñïå÷èâàþ-
ùåãî ôóíêöèîíàëüíîå «ïåðåíàñòðàèâàíèå» íåéðîíîâ ãèï-
ïîêàìïà â çàâèñèìîñòè îò õàðàêòåðà ïðåäøåñòâóþùåé
íåéðîíàëüíîé àêòèâíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01254).

ÂËÈßÍÈÅ ÊÂÀÍÒÎÂÛÕ ÒÎ×ÅÊ ÍÀ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇ ÐÅ-
ÖÅÏÒÎÐÀ ÝÔÐ. © À. Â. Ñàëîâà, Å. À. Ëåîíòüåâà,
Ò. Ï. Ìîæåíîê, Å. Ñ. Êîðíèëîâà, Ñ. À. Êðîëåíêî, Ò. Í. Áå-
ëÿåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, avsa-
lova@gmail.com.

Îñíîâíûå ïðåäñòàâëåíèÿ î äèíàìèêå ýíäîöèòîçà ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ áûëè ñôîðìèðîâàíû íà îñíîâå èììóíîôëó-
îðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèé íà ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ.
Íåèçâåñòíî, íàñêîëüêî äàííûå, ïîëó÷àåìûå ïðè ôèêñà-
öèè êëåòîê, îòðàæàþò íàòèâíûå ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå
â æèâûõ êëåòêàõ. Ïîÿâèâøèéñÿ ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî íî-
âûé êëàññ ôëóîðîôîðîâ — êâàíòîâûå òî÷êè (ÊÒ) — îáëà-
äàåò ìíîãèìè ñâîéñòâàìè, ïîçâîëÿþùèìè èñïîëüçîâàòü
èõ äëÿ ïðèæèçíåííîé âèçóàëèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ. Îäíàêî ñóùåñòâóåò âîçìîæíîñòü âëèÿíèÿ ñà-
ìèõ ÊÒ íà ïîâåäåíèå ìå÷åííûõ èìè ëèãàíäîâ. Òàêèì îá-
ðàçîì, íåîáõîäèìî äåòàëüíîå èññëåäîâàíèå òîãî, íà-
ñêîëüêî ÊÒ «íåéòðàëüíû» ïî îòíîøåíèþ ê ïðîöåññàì, â

êîòîðûõ ó÷àñòâóþò ìå÷åííûå èìè ìîëåêóëû. Ìû ïðîñëå-
äèëè äèíàìèêó ýíäîöèòîçà êîìïëåêñîâ ÝÔÐ—ÊÒ íà æè-
âûõ êëåòêàõ HeLa è ñðàâíèëè ñ äàííûìè ïî äèíàìèêå
ýíäîöèòîçà íåìîäèôèöèðîâàííîãî ÝÔÐ, ïîëó÷åííûìè íà
ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ. Îáíàðóæèëè, ÷òî îñíîâíûå ñòà-
äèè ýíäîöèòîçà êîìïëåêñîâ ÝÔÐ—ÊÒ, òàêèå êàê èíòåðíà-
ëèçàöèÿ, ñëèÿíèå ýíäîñîì, ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì ê îêî-
ëîÿäåðíîé îáëàñòè è êëàñòåðèçàöèÿ èõ òàì, íå îòëè÷àëèñü
îò ïðîöåññîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ íåìîäèôèöèðîâàííûì
ÝÔÐ. Áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû îòäåëüíûå ñòàäèè ýíäîöè-
òîçà êàê ÝÔÐ-, òàê è ÊÒ—ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ.
Îêðàøèâàíèå ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê àíòèòåëàìè íà
ÅÅÀ1 ìàðêåðîì ðàííèõ ýíäîñîì íà ðàçíûõ ñðîêàõ ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà êàê ÝÔÐ, òàê è ÝÔÐ—ÊÒ ïîêàçà-
ëî, ÷òî ýíäîñîìû â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà÷èíàþò êîëîêàëèçî-
âàòüñÿ ñ ÅÅÀ1 ÷åðåç 10-20 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöè-
òîçà, ïðè÷åì ñòåïåíü êîëîêàëèçàöèè äîñòèãàåò ìàêñèìó-
ìà ÷åðåç 30 ìèí è ïàäàåò ê 90 ìèí, ÷òî ãîâîðèò î
ñîçðåâàíèè ýíäîñîì. Ýòè äàííûå òàêæå ïîäòâåðæäàþòñÿ
ýêñïåðèìåíòàìè, â êîòîðûõ êëåòêè îáðàáàòûâàëè âîð-
òìàííèíîì, ïðåïÿòñòâóþùèì ôîðìèðîâàíèþ ìóëüòèâå-
çèêóëÿðíûõ ïîçäíèõ ýíäîñîì. Êàê â ñëó÷àå ñòèìóëÿöèè
ýíäîöèòîçà íåìîäèôèöèðîâàííûì ÝÔÐ, òàê è â ñëó÷àå
ñòèìóëÿöèè ÝÔÐ—ÊÒ îáíàðóæèâàëèñü êðóïíûå âåçèêó-
ëû, â êîòîðûõ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû âûÿâëÿëèñü
òîëüêî íà âíåøíåé ìåìáðàíå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ëîêàëè-
çàöèÿ ýíäîñîì, ñîäåðæàùèõ íåìîäèôèöèðîâàííûé ÝÔÐ è
ÝÔÐ—ÊÒ, èçìåíÿëàñü â õîäå ýíäîöèòîçà îäèíàêîâûì îá-
ðàçîì. Ïðè ýòîì è òå, è äðóãèå ýíäîñîìû ëîêàëèçîâàëèñü
â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ìèêðîòðóáî÷åê. Íà ïîçä-
íåì ýòàïå ýíäîöèòîçà ïðîèñõîäèò âçàèìîäåéñòâèå ïîçä-
íèõ ýíäîñîì ñ ëèçîñîìàìè, ïðèâîäÿùåå ê äåãðàäàöèè ðå-
öåïòîðà. Äåéñòâèòåëüíî, â ñëó÷àå íåìîäèôèöèðîâàííîãî
ÝÔÐ íà ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ ÷åðåç 120—150 ìèí ïî-
ñëå ñòèìóëÿöèè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû ïðàêòè÷å-
ñêè íå âûÿâëÿþòñÿ. Íàïðîòèâ, ïðè èñïîëüçîâàíèè
ÝÔÐ—ÊÒ ÊÒ—ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû îñòàþòñÿ â
êëåòêàõ íà ýòîì ñðîêå, íî íå êîëîêàëèçóþòñÿ ñ Lamp1,
ìàðêåðîì ëèçîñîì. ÊÒ â îêîëîÿäåðíûõ ñòðóêòóðàõ âûÿâ-
ëÿþòñÿ äàæå ÷åðåç 24 ÷. Ýòî ìîæåò îçíà÷àòü, ÷òî ÊÒ ïðå-
ïÿòñòâóþò ïîïàäàíèþ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â
ëèçîñîìû. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî ÷åðåç 24 ÷ ÊÒ êîëîêàëè-
çóþòñÿ ñ Lamp1, ïðè ýòîì ðåöåïòîð â ýòèõ ñòðóêòóðàõ îò-
ñóòñòâóåò. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïîçäíèå ýíäî-
ñîìû, ñîäåðæàùèå ÝÔÐ—ÊÒ, âñå æå ñëèâàþòñÿ ñ ëèçîñî-
ìàìè. Âîïðîñ î äëèòåëüíîñòè ïðåáûâàíèÿ ÝÔÐ—ÊÒ â
êîìïëåêñå ñ ðåöåïòîðîì â ïîçäíèõ ýíäîñîìàõ ÿâëÿåòñÿ
î÷åíü ñóùåñòâåííûì ñ òî÷êè çðåíèÿ èõ ó÷àñòèÿ â ñèãíàëü-
íûõ ïðîöåññàõ, òàê êàê äëÿ îêîí÷àòåëüíîãî ôèçèîëîãè÷å-
ñêîãî îòâåòà êëåòêè íà âíåøíèé ñòèìóë ñóùåñòâåííî íå
òîëüêî íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå îïðåäåëåííûõ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ñèãíàëîâ, íî è èõ äëèòåëüíîñòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ ¹ 22 ïî íàíîòåõíîëîãèÿì è Ìåæäèñöèïëèíàðíîãî
ïðîåêòà ÑÏáÍÖ.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÊÀ-
ÍÀËÎÂ TRPV5 È TRPV6 Â ÍÎÐÌÀËÜÍÛÕ È ÒÐÀÍÑ-
ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ËÈÌÔÎÖÈÒÀÕ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© Ñ. Á. Ñåìåíîâà, È. Î. Âàñèëüåâà, Â. Í. Òîìèëèí,
Þ. À. Íåãóëÿåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 715



Ðîñò âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç ðàííèõ îòâåòîâ â öåïè ñîáûòèé, ñîïðîâîæäàþ-
ùèõ àêòèâàöèþ ëèìôîöèòîâ àíòèãåíîì. Ýòè ñîáûòèÿ
âêëþ÷àþò â ñåáÿ èçìåíåíèå ïîäâèæíîñòè è ôîðìû Ò-êëå-
òîê, òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ è óñèëåíèå ýêñïðåññèè íà Ò-ëèì-
ôîöèòàõ ðåöåïòîðà IL-2R (CD25), ïðîäóêöèþ IL-2 è ïðî-
ëèôåðàöèþ. Â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò íàêîïèëîñü äîñòà-
òî÷íîå êîëè÷åñòâî èíôîðìàöèè î ðåãóëÿòîðíîé ðîëè
Ñà2+-êàíàëîâ â ñîçðåâàíèè è ïðîëèôåðàöèè ëèìôîöèòîâ.
Îíè áûëè ïîäòâåðæäåíû ðàáîòàìè, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî
ïðè îòñóòñòâèè Ñà2+ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ëèìôîöèòû íå
ìîãóò áûòü àêòèâèðîâàíû ê ïðîëèôåðàöèè ìèòîãåííûìè
àãåíòàìè, à òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî áëîêàòîðû êàëüöèåâûõ êà-
íàëîâ è èíãèáèòîðû êàëüìîäóëèíà ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðà-
òèâíûé îòâåò ëèìôîöèòîâ, èíäóöèðîâàííûé ìèòîãåíàìè.

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî Ñà2+ ïîñòóïàåò â êëåòêè êðîâè
÷åðåç CRAC-êàíàëû (calcium release activating channels),
àêòèâèðóþùèåñÿ ïðè îñâîáîæäåíèè âíóòðèêëåòî÷íûõ
Ñà2+-äåïî. Îäíàêî îòêðûòèå ñóïåðñåìåéñòâà êàíàëîâ TRP
ñóùåñòâåííî óâåëè÷èëî ÷èñëî ïîòåíöèàëüíûõ êàíäèäàòîâ,
ó÷àñòâóþùèõ â ïîñòóïëåíèè êàëüöèÿ â ýëåêòðè÷åñêè íå-
âîçáóäèìûå êëåòêè, â òîì ÷èñëå â êëåòêè êðîâè. Èçâåñòíî,
÷òî ÷ëåíû ýòîãî ñóïåðñåìåéñòâà âîâëå÷åíû â îáîíÿòåëüíóþ,
òåìïåðàòóðíóþ, áîëåâóþ, ìåõàíè÷åñêóþ è ïðî÷èå âèäû ðå-
öåïöèè, à òàêæå ó÷àñòâóþò â îòâåòàõ êëåòîê íà èçìåíåíèå
ðÍ, îñìîëÿðíîñòè è ìåòàáîëè÷åñêèé ñòðåññ. Ïîêàçàíî, ÷òî
ìóòàöèè â íåêîòîðûõ áåëêàõ TRP ñîïðÿæåíû ñ îíêîëîãè÷å-
ñêèìè è íåéðîäåãåíåðàòèâíûìè çàáîëåâàíèÿìè.

Äâà ÷ëåíà ýòîãî ñóïåðñåìåéñòâà — êàíàëû TRPV5 è
TRPV6 (transient receptor potential vanilloid) — ÿâëÿþòñÿ
âûñîêîñåëåêòèâíûìè Ca2+-êàíàëàìè, êîòîðûå ó÷àñòâóþò
â Ca2+-ðåàáñîðáöèè â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ òîíêîãî êè-
øå÷íèêà, ïî÷åê è ïëàöåíòû. Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
Ca2+-êàíàëû TRPV5 è TRPV6 ýíäîãåííî êîýêñïðåññèðó-
þòñÿ â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé (K562) è ëèìôîèäíîé (Jurkat)
ëåéêåìèè ÷åëîâåêà. Â äàííîì èññëåäîâàíèè ìû ïðîâåëè
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ýòèõ êàíàëîâ â êëåòêàõ
ëåéêåìèè è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà, êîòîðûé
ïîêàçàë, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ TRPV5 è TRPV6 çíà÷èòåëüíî
âûøå â êëåòêàõ K562 è Jurkat, ÷åì â íîðìàëüíûõ ëèìôî-
öèòàõ. Äàëåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ TRPV6 ñóùå-
ñòâåííî óâåëè÷èâàëàñü ïðè ñòèìóëÿöèè ëèìôîöèòîâ ê
ïðîëèôåðàöèè ìèòîãåííûì ëåêòèíîì — ôèòîãåìàããëþ-
òèíèíîì (ÔÃÀ). Êðîìå òîãî, áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðè-
ìåíòû, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî â ïðèñóòñòâèè áëîêàòîðà
êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5 è TRPV6 ñíèæàåòñÿ ïðîëè-
ôåðàöèÿ â êëåòêàõ Jurkat è àêòèâèðîâàííûõ ê ïðîëèôåðà-
öèè ëèìôîöèòàõ. Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ óêà-
çûâàåò íà âçàèìîñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé TRPV6 è ïðî-
ëèôåðàòèâíûì ñòàòóñîì ëèìôîöèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01030-à) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è
êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÀÌÈËÎÐÈÄ-ÍÅ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÛÅ ÍÀÒÐÈÅÂÛÅ
ÊÀÍÀËÛ ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ ENaC Â ÊËÅÒÊÀÕ K562
È U937. © À. Â. Ñóäàðèêîâà, È. Î. Âàñèëüåâà, Å. À. Ìîðà-
÷åâñêàÿ, Þ. À. Íåãóëÿåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, nastya@mail.cytspb.rssi.ru.

Áûñòðûå èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî òðàíñïîðòà êàòèî-
íîâ (Na+, Ca2+ è Mg2+) ñâÿçàíû â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ ôóíê-

öèîíèðîâàíèåì èîííûõ êàíàëîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñôîðìèðîâàëèñü ïðåäñòàâëåíèÿ î ñåìåéñòâàõ ïîòåíöèàë-
íåçàâèñèìûõ èîííûõ êàíàëîâ. Ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå
íàòðèåâûå êàíàëû áûëè îáíàðóæåíû â ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ, â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ, êëåòêàõ êàðöè-
íîìû À431, ëèìôîìû U937 è ëåéêåìèè K562. Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ ïðèðîäà ýòèõ êàíàëîâ îñòàåòñÿ íåÿñíîé. Êàê âîç-
ìîæíûå ìîëåêóëÿðíûå êîððåëÿòû ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ
áåëêè ñåìåéñòâà DEG/ENaC (äåãåíåðèíû/ýïèòåëèàëüíûå
íàòðèåâûå êàíàëû). Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû —
ìîëåêóëÿðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ïîòåí-
öèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ìèåëîèä-
íîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 è ëèìôîìû U937. Ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ K562 è U937 ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ a-, b- è g-ñóáúåäèíèöû íàòðèåâîãî êàíàëà
ENaC. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïàò÷-êëàìï ðåãèñòðèðîâàëè
èîííûå òîêè ÷åðåç íàòðèåâûå êàíàëû íà «öåëîé êëåòêå»
(whole-cell) è â èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòàõ ìåìáðàí (insi-
de-out, outside-out). Ïðîâîäèìîñòü îäèíî÷íûõ êàíàëîâ ñî-
ñòàâëÿëà îêîëî 12 ïÑì. Â âàðèàíòå ðåãèñòðàöèè òîêîâ
whole-cell ïðîâåðèëè äåéñòâèå äèóðåòèêà àìèëîðèäà, ñïå-
öèôè÷åñêîãî áëîêàòîðà ENaC, íà èññëåäóåìûå êàíàëû.
Â êëåòêàõ êàê K562, òàê è â U937 äîáàâëåíèå àìèëîðèäà
(10—100 ìêÌ) â êàìåðó íå ïðèâîäèëî ê ñóùåñòâåííîìó
èçìåíåíèþ èíòåãðàëüíîãî òîêà. Íà óðîâíå îäèíî÷íûõ êà-
íàëîâ òàêæå íå áûëî âûÿâëåíî èçìåíåíèé àìïëèòóäû è
âðåìåí îòêðûòîãî è (èëè) çàêðûòîãî ñîñòîÿíèé ïðè äåéñò-
âèè àìèëîðèäà (ðåãèñòðàöèÿ outside-out è whole-cell). Òà-
êèì îáðàçîì, ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå íàòðèåâûå êàíàëû â
êëåòêàõ K562 è U937 íå áëîêèðóþòñÿ àìèëîðèäîì. Íàðÿ-
äó ñ ôàðìàêîëîãè÷åñêèì ïîäõîäîì äëÿ ôóíêöèîíàëüíîé
èäåíòèôèêàöèè êàíàëîâ èçó÷åíà ïðîíèöàåìîñòü êàíàëîâ
äëÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàòðèå-
âûå êàíàëû íå ïðîâîäÿò èîíû Mg2+ è Ca2+, ïðè÷åì êàê ïðè
ôèçèîëîãè÷åñêèõ (1—2 ìÌ), òàê è ïðè áîëåå âûñîêèõ
(10—20 ìÌ) êîíöåíòðàöèÿõ â ðàñòâîðå ñ íàðóæíîé ñòîðî-
íû ìåìáðàíû.

Êàê ïîêàçàíî ðàíåå è ïîäòâåðæäåíî â íàøèõ èññëåäî-
âàíèÿõ, àêòèâàöèÿ è èíàêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â
êëåòêàõ K562 êîíòðîëèðóþòñÿ ïðîöåññàìè ñáîðêè—ðàç-
áîðêè ïðèìåìáðàííîãî öèòîñêåëåòà. Â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ íà èçîëèðîâàííûõ ôðàãìåíòàõ ìåìáðàí êëåòîê
U937 (êîíôèãóðàöèÿ inside-out) îáíàðóæåíà àêòèâàöèÿ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ (ïðîâîäèìîñòü 11—12 ïÑì) ïðè äåé-
ñòâèè öèòîõàëàçèíà Ä (10 ìêã/ìë). Äîáàâëåíèå ê öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà,
êîòîðûé ïîëèìåðèçóåòñÿ ïðè ïîâûøåíèè èîííîé ñèëû
ðàñòâîðà, ïðèâîäèëî ê èíàêòèâàöèè êàíàëîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà íàòðèé-
ïðîâîäÿùèõ êàíàëîâ â êëåòêàõ U937 áëèçêè ê õàðàêòåðè-
ñòèêàì êàíàëîâ, îáíàðóæåííûõ ðàíåå â êëåòêàõ K562. Íà
îñíîâàíèè ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ è
äàííûõ àíàëèçà ÎÒ-ÏÖÐ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê K562 è U937 ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû, îòíîñÿ-
ùèåñÿ ê ñåìåéñòâó ENaC.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00995à) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÀÊÒÈÂÀÖÈß ÊÀÑÏÀÇÛ-3 ÏÐÈ ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÎÉ ÄÈÔ-
ÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÅ ÊËÅÒÎÊ. © Ê. À. Òðèçíà, À. À. ßêîâëåâ,
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Ê. À. Ãëóõîâà, Î. Â. Ïðóñàêîâà, È. Ï. Áåëåöêèé. Èíñòèòóò
òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Êàñïàçà-3, ïðèíàäëåæàùàÿ áîëüøîìó ñåìåéñòâó öèñ-
òåèíîâûõ ïðîòåàç, ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ýôôåêòîðîì ðåàëè-
çàöèè ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ãèáåëè, è, êàê ïðàâèëî, àêòè-
âàöèþ êàñïàçû-3 èíòåðïðåòèðóþò êàê àïîïòîòè÷åñêèé
ïðèçíàê. Îäíàêî êàñïàçà-3 ìîæåò âûïîëíÿòü ðÿä âàæíûõ
íåàïîïòîòè÷åñêèõ ôóíêöèé: ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿ-
öèè êëåòî÷íîãî öèêëà, ïðîöåññèíãå öèòîêèíîâ, äèôôå-
ðåíöèðîâêå ìèîöèòîâ è êåðàòèíîöèòîâ, è åñòü îñíîâàíèÿ
ïîëàãàòü, ÷òî èìåííî êàñïàçå-3 ïðèíàäëåæèò âàæíàÿ ðîëü
â äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê íåéðîíàëüíîé ïðèðîäû.

Â íàøåé ðàáîòå ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ðîëè êàñïà-
çû-3 â äèôôåðåíöèðîâêå íåéðîáëàñòîìíûõ êëåòîê ïîä
äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ àãåíòîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êóëü-
òóðå êëåòîê íåéðîáëàñòîìû Â 103 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóê-
öèè ôîðñêîëèíîì (àêòèâàòîðîì àäåíèëàòöèêëàçû) àêòèâ-
íîñòü êàñïàçû-3 óâåëè÷èâàåòñÿ â 2 ðàçà ïî îòíîøåíèþ ê
êîíòðîëüíûì êëåòêàì. Êðîìå òîãî, áëîêèðîâàíèå ýêñ-
ïðåññèè ãåíà ïðîêàñïàçû-3 èëè èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðà
êàñïàç ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè äîáàâ-
ëåíèè 8-Bromo-cAMP è Dibutyryl-cAMP. Â ïðîòèâîïî-
ëîæíîñòü ýòîìó äèôôåðåíöèðîâêà, âûçâàííàÿ ôîðáîëî-
âûì ýôèðîì (PMA), íå ñîïðîâîæäàëàñü èçìåíåíèåì
àêòèâíîñòè êàñïàçû-3. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ýêñïåðèìåíòû
ïî èçìåðåíèþ àêòèâíîñòè êàñïàç-8-, 9- è êàëïàèíà, ðàñ-
ñìàòðèâàåìûõ â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ àêòèâàòîðîâ
êàñïàçû-3, ïðîäåìîíñòðèðîâàëè îòñóòñòâèå êàêèõ-ëèáî
èçìåíåíèé àêòèâíîñòè ýòèõ ôåðìåíòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî êàñïàçà-3 íå-
îáõîäèìà äëÿ ðåàëèçàöèè ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè.
Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ íåîáõîäèìû äëÿ ïîíèìàíèÿ
ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè êàñ-
ïàçû-3 è èäåíòèôèêàöèè îñíîâíûõ ó÷àñòíèêîâ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ êàñêàäîâ, îïîñðåäóþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó.

ÑÎÇÄÀÍÈÅ ËÅÍÒÈÂÈÐÓÑÍÛÕ ÂÅÊÒÎÐÎÂ ÄËß ÝÊÑ-
ÏÐÅÑÑÈÈ ÍÅÉÐÎÒÐÎÔÈ×ÅÑÊÈÕ ÔÀÊÒÎÐÎÂ Â ÕÎ-
ËÈÍÅÐÃÈ×ÅÑÊÈÕ ÍÅÉÐÎÍÀÕ ÑÅÏÒÓÌÀ ÏÐÈ ÁÎ-
ËÅÇÍÈ ÀËÜÖÃÅÉÌÅÐÀ. © Ã. Ð. Òóõáàòîâà. Ëàáîðàòî-
ðèÿ ìîëåêóëÿðíîé íåéðîáèîëîãèè Èíñòèòóòà âûñøåé
íåðâíîé äåÿòåëüíîñòè è íåéðîôèçèîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ëåíòèâèðóñíàÿ òðàíñäóêöèÿ ÿâëÿåòñÿ íà äàííûé ìî-
ìåíò îäíèì èç ñàìûõ ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ïåðåíîñà ãå-
íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â êëåòêè in vivo, ÷òî äåëàåò äàí-
íûé ìåòîä íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì ïðè ðàáîòå ñ
êëåòêàìè íåðâíîé ñèñòåìû in vivo. Äàííàÿ òåõíîëîãèÿ
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ðàçëè÷íûõ öåëåé, â òîì
÷èñëå ïðè ðàçðàáîòêå ïîäõîäîâ ê êîððåêöèè ôóíê-
öèîíàëüíûõ íàðóøåíèé ìîçãà ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòî-
ÿíèÿõ.

Èçâåñòíî, ÷òî íåéðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â æèçíåñïîñîáíîñòè íåéðîíîâ ïðè íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûõ ðàññòðîéñòâàõ, òàêèõ êàê áîëåçíü Àëüöãåé-
ìåðà è áîëåçíü Ïàðêèíñîíà.

Â ìîåé ðàáîòå ÿ íàøëà îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ïðè-
ãîòîâëåíèÿ ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö ïîñëåäóþùåãî ââåäå-
íèÿ â ÖÍÑ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ. ß ïîäîáðàëà
îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ òðàíñôåêöèè êëåòîê-óïàêîâùè-
êîâ ïîëèýòèëåíèìèíîì. Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñ-

ôåêöèè â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè íàáëþäàëàñü ïðè ïëîòíî-
ñòè êëåòîê 60 % îò ìàêñèìàëüíîãî è ñîîòíîøåíèè
ÄÍÊ : ïîëèýòèëåíèìèí 1 : 1.5. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòè óñëîâèÿ
òðàíñôåêöèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ñóñïåíçèè ÷àñòèö ëåíòèâèðóñîâ äëÿ ýôôåêòèâíîé òðàíñ-
äóêöèè íåðâíûõ êëåòîê â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ.

Áûëè ñîçäàíû ëåíòèâèðóñíûå âåêòîðû, ñîäåðæàùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ (ÔÐÍ), íåéðî-
òðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà, âûäåëåííîãî èç ìîçãà (BDNF),
íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà, âûäåëåííîãî èç ãëèàëüíûõ
êëåòîê (GDNF) ïîä íåéðîí-ñïåöèôè÷íûì ïðîìîòåðîì —
àëüôà-êàëüìîäóëèíçàâèñèìîé êèíàçû II (CAMÊII). Ïëà-
íèðóåòñÿ èñïîëüçîâàòü ýòè ëåíòèâèðóñíûå âåêòîðû â àìè-
ëîèäîçíîé ìîäåëè áîëåçíè Àëüöãåéìåðà ñ öåëüþ ïîâû-
øåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè õîëèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ,
à òàêæå èññëåäîâàòü ñèãíàëüíûå ïóòè, ïîñðåäñòâîì êîòî-
ðûõ ÔÐÍ ïîâûøàåò âûæèâàåìîñòü õîëèíåðãè÷åñêèõ íåé-
ðîíîâ ñåïòóìà â ýòîé æå ìîäåëè íåéðîäåãåíåðàöèè.

ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÏÅÐÎÊÑÈÄÀ ÂÎÄÎÐÎÄÀ Â ÌÈÃÐÈ-
ÐÓÞÙÅÉ ÊËÅÒÊÅ. © Ï. À. Òþðèí-Êóçüìèí,1 Ê. Ì. Àãà-
ðîíÿí,1 Â. Â. Áåëîóñîâ,2 À. Â. Âîðîòíèêîâ. 1 Ôàêóëüòåò
ôóíäàìåíòàüíîé ìåäèöèíû ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è
2 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ èì. àêàäåìèêîâ
Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èííèêîâà, Ìîñêâà.

Íàïðàâëåííàÿ ìèãðàöèÿ êëåòîê ëåæèò â îñíîâå ýìá-
ðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, àíãèîãåíåçà, ðàíîçàæèâëåíèÿ è ðå-
ïàðàöèè òêàíåé. Ìèãðàöèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì çâåíîì â ìåòàñòàçèðîâàíèè ðàêîâûõ îïóõîëåé.
Ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3,4,5-òðèñôîñôàò (PIP3) ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû ñ÷èòàåòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì íà-
ïðàâëåííîé ìèãðàöèè êëåòîê. Ïðè õåìîòàêñèñå è ïðè
ñïîíòàííîé ìèãðàöèè (äâèæåíèè êëåòîê áåç âíåøíèõ íà-
ïðàâëÿþùèõ ñòèìóëîâ) PIP3 íàêàïëèâàåòñÿ íà ïåðåäíåì
êðàå êëåòêè, îïðåäåëÿÿ ìåñòî ôîðìèðîâàíèÿ ëàìåëëèïî-
äèè. Â ñëó÷àå õåìîòàêñèñà âûáîð íàïðàâëåíèÿ äâèæåíèÿ
êëåòêè, à çíà÷èò, è ëîêàëèçàöèÿ PIP3 îïðåäåëÿþòñÿ ãðàäè-
åíòîì õåìîàòòðàêòàíòà. ×åì çàäàåòñÿ íàïðàâëåíèå ïîëÿ-
ðèçàöèè êëåòîê ïðè ñïîíòàííîé ìèãðàöèè, â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íåÿñíî.

Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïåðîêñèä âîäîðîäà
(Í2Î2) ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ìèãðàöèè êëåòîê,
îäíàêî ìåõàíèçì åãî äåéñòâèÿ äî ñèõ ïîð íåïîíÿòåí.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ëîêàëèçàöèþ Í2Î2 â
öèòîïëàçìå ìèãðèðóþùèõ ôèáðîáëàñòîâ. Äëÿ ïðèæèç-
íåííîãî íàáëþäåíèÿ çà Í2Î2 ìû èñïîëüçîâàëè ãåíåòè÷å-
ñêè êîäèðóåìûé ôëóîðåñöåíòíûé áèîñåíñîð HyPer. Îí
îáëàäàåò âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ñïåöèôè÷íîñòüþ
ê Í2Î2 è ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ íèì èçìåíÿåò ñïåêòð âîç-
áóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Ýêñïðåññèðóÿ áèîñåíñîð â
ñïîíòàííî ìèãðèðóþùèõ ôèáðîáëàñòàõ NIH/3Ò3, ìû îá-
íàðóæèëè, ÷òî â íåïîäâèæíûõ êëåòêàõ ãðàäèåíò Í2Î2 îò-
ñóòñòâóåò. Ïðè ýòîì Í2Î2 íåðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåí â
öèòîïëàçìå ìèãðèðóþùèõ êëåòîê, è åãî êîíöåíòðàöèÿ ïî-
âûøåíà â òåõ îáëàñòÿõ êëåòîê, êîòîðûå îáðàùåíû â ñòî-
ðîíó äâèæåíèÿ. Ïðè ïîìîùè íîâîãî áèîñåíñîðà, ðåãèñò-
ðèðóþùåãî ñðàçó äâå ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû — Í2Î2 è
PIP3, — ìû ñìîãëè ñîïîñòàâèòü èõ ãðàäèåíòû â öèòîïëàç-
ìå îòäåëüíûõ ìèãðèðóþùèõ êëåòîê. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
íàêîïëåíèå Í2Î2 ñîâïàäàåò âî âðåìåíè è â ïðîñòðàíñòâå ñ
âíóòðèêëåòî÷íûì ãðàäèåíòîì PIP3, õîòÿ íå âñåãäà ñòðîãî
åìó ñîîòâåòñòâóåò. Ó÷àñòêè ïîâûøåííîãî óðîâíÿ Í2Î2 â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ìàðêèðóþò çîíû ïîâûøåííîé ïñåâ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 717



äîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè, è èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé
ëîêàëèçàöèè ïåðîêñèäíîãî ñèãíàëà ÷àñòî ñâÿçàíî ñ ñîîò-
âåòñòâóþùèìè èçìåíåíèÿìè ó÷àñòêîâ âîçíèêíîâåíèÿ íî-
âûõ ïðîòðóçèé. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü íîâûé Í2Î2-çàâèñèìûé ìåõàíèçì ýíäîãåííîé ïî-
ëÿðèçàöèè êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01519-à).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÑÒÐÅÑÑÎÂÛÕ È ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÁÅË-
ÊÎÂ ÌÀÊÐÎÔÀÃÀËÜÍÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ ËÈÍÈÈ
RAW 264.7 Â ÏÐÈÑÓÒÑÒÂÈÈ ÐßÄÀ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ
ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÊÀÑÊÀÄÎÂ ÏÐÈ ÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÎÌ
ÑÒÐÅÑÑÅ. © Ì. Î. Õðåíîâ, Ñ. Á. Ïàðôåíþê, Î. Â. Ãëóøêî-
âà, Ò. Â. Íîâîñåëîâà, Ñ. Ì. Ëóíèí, Å. Ã. Íîâîñåëîâà. Èí-
ñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Èçâåñòíî, ÷òî âîñïàëåíèÿ ñåïòè÷åñêîé ïðèðîäû ñî-
ïðîâîæäàþòñÿ àêòèâàöèåé ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Ïî ýòîé
ïðè÷èíå ðàñòåò êîëè÷åñòâî ðàáîò, íàïðàâëåííûõ íà ïîèñ-
êè ïðèðîäíûõ è ñèíòåòè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ðàçëè÷íûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé êàê âîçìîæíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåí-
òîâ, ñïîñîáíûõ ñíèæàòü óðîâåíü èíòîêñèêàöèè îðãàíèçìà
ïðè âîñïàëåíèÿõ, âûçâàííûõ áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ýôôåêòèâíîñòè
ðÿäà èíãèáèòîðîâ àêòèâíîñòè TLR4 è ñèãíàëüíûõ êàñêà-
äîâ NF-kB, à òàêæå SAPK/JNK íà êëåòêàõ ëèíèè RAW
264.7 â óñëîâèÿõ òîêñè÷åñêîãî ñòðåññà, âûçâàííîãî áàêòå-
ðèàëüíûì ëèïîïîëèñàõàðèäîì (ËÏÑ), âûäåëåííûì èç
ñòåíîê ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé Escherichia coli. Èñ-
ïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû, êîòîðûå äåéñò-
âîâàëè íà ðàçíûõ ýòàïàõ ýòèõ êàñêàäîâ âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè: íà óðîâíå ðåöåïòîðà TLR4 (èíãèáèòîð
CLI-095), íà ýòàïå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èíãèáèòîðíîé ìî-
ëåêóëû IkB, êëþ÷åâîé ñòóïåíè àêòèâàöèè êàñêàäà NF-kB
(èíãèáèòîð IKK Inhibitor XII), à òàêæå íà ýòàïå àêòèâàöèè
ïóòè JNK (èíãèáèòîð SP600125). Â êà÷åñòâå îñíîâíûõ
ìàðêåðîâ ñòðåññîâîé ðåàêöèè êëåòîê íà äåéñòâèå ËÏÑ
îöåíèâàëè ýêñïðåññèþ èíäóöèáåëüíûõ ôîðì áåëêîâ òåï-
ëîâîãî øîêà ÁÒØ72 è ÁÒØ90-a, à òàêæå èçìåðÿëè óðî-
âåíü àêòèâàöèè èññëåäóåìûõ êàñêàäîâ, îöåíèâàÿ ýêñïðåñ-
ñèþ ôîñôîðèëèðîâàíûõ ôîðì ñèãíàëüíûõ áåëêîâ.

Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â ìàêðîôàãàëüíûõ
êëåòêàõ RAW 264.7 ËÏÑ ñòèìóëèðóåò ïðîäóêöèþ ïðî-
âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ, ïðåäâà-
ðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè, ýêñïðåññèÿ áåë-
êîâ òåïëîâîãî øîêà ÁÒØ72 è ÁÒØ90-a â îòâåò íà âîç-
äåéñòâèå ËÏÑ çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà, âïëîòü äî êîíòðîëü-
íîãî óðîâíÿ. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî âñå òðè èññëåäîâàííûõ
èíãèáèòîðà çàùèùàþò êëåòêè RAW 264.7 îò òîêñè÷åñêî-
ãî ñòðåññà.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû îïðåäåëÿëè óðîâåíü ïðî-
äóêöèè ñèãíàëüíûõ áåëêîâ. Â êëåòêàõ RAW 264.7 ïîêàçà-
íà ñòèìóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ðåöåïòîðíîãî áåëêà TLR4, à
òàêæå áåëêîâ ðhNF-kB è ðhSAPK/JNK â ïðèñóòñòâèè ýí-
äîòîêñèíà, ïðè ýòîì ïðåâåíòèâíîå èñïîëüçîâàíèå èíãè-
áèòîðîâ ñíèæàëî ïðàêòè÷åñêè äî êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé
ýêñïðåññèþ TLR4 è ôîñôîðèëèðîâàíèå ñèãíàëüíûõ áåë-
êîâ. Êðîìå ýòîãî, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî èñïîëüçîâàííûå
èíãèáèòîðû â ðàçíîé ñòåïåíè ïîäàâëÿëè ïðîäóêöèþ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîé ôîðìû áåëêà NF-kB, à òàêæå äâóõ èçî-

ôîðì áåëêà JNK êàê â óñëîâèÿõ òîêñè÷åñêîãî ñòðåññà,
èíäóöèðîâàííîãî äîáàâëåíèåì ËÏÑ, òàê è áåç ïîñëåäóþ-
ùåãî âîçäåéñòâèÿ òîêñèíà. Áîëåå ýôôåêòèâíûì îêàçàëñÿ
èíãèáèòîð íà÷àëüíîãî ýòàïà êàñêàäîâ âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè íà óðîâíå ðåöåïòîðà TLR4.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííàÿ íàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëåòîê RAW 264.7 ðàáîòà ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü, ÷òî âñå
èñïîëüçîâàííûå èíãèáèòîðû â óñëîâèÿõ òîêñè÷åñêîãî
ñòðåññà, âûçâàííîãî áàêòåðèàëüíûì ËÏÑ, çàìåòíî ñíèæà-
ëè ïðîâîñïàëèòåëüíûé îòâåò êëåòêè, óìåíüøàÿ ïðîäóê-
öèþ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà è àêòèâàöèþ ñèãíàëüíûõ êàñ-
êàäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 10-04-00351-a è 11-04-00023-à), ïðîãðàììû ïðåçèäèó-
ìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè — ìåäèöèíå»
(2011 ã.), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäóùèõ
íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-3202.2010.4).

ÍÈÊÎÒÈÍÎÂÛÅ ÀÖÅÒÈËÕÎËÈÍÎÂÛÅ ÐÅÖÅÏÒÎ-
ÐÛ: ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ È ÐÀÇÍÎÎÁÐÀÇÈÅ
ÔÓÍÊÖÈÉ. © Â. È. Öåòëèí. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé
õèìèè èì. àêàäåìèêîâ Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èí-
íèêîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Íèêîòèíîâûé àöåòèëõîëèíîâûé ðåöåïòîð (ÀÕÐ) èç
ñêàòà Torpedo áûë ïåðâûì ðåöåïòîðîì, äëÿ êîòîðîãî ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè áîëåå 30 ëåò íàçàä
áûëà óñòàíîâëåíà îáùàÿ ôîðìà ìîëåêóëû. Ïîñëå óñòà-
íîâëåíèÿ â 2001 ã. êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû àöåòèëõî-
ëèí-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (ÀÕÁ) — ìîäåëè ëèãàíäñâÿçû-
âàþùèõ äîìåíîâ ÀÕÐ — áûëî ïîëó÷åíî ðàçðåøåíèå 4 Å

äëÿ êðèîýëåêòðîííîé ñòðóêòóðû ÀÕÐ Torpedo. Ñõîäíîå
ñòðîåíèå äîëæíû èìåòü âñå ÀÕÐ — ìûøå÷íûå, íåéðî-
íàëüíûå è «íåíåéðîíàëüíûå» (ïîñòðîåííûå èç òåõ æå
ñóáúåäèíèö, ÷òî è íåéðîíàëüíûå ÀÕÐ, íî íàõîäÿùèåñÿ íà
êëåòêàõ èììóííîé ñèñòåìû è äðóãèõ òêàíåé) (Tsetlin et
al., 2001). Ñòðóêòóðíîå ðàçíîîáðàçèå ÀÕÐ îáåñïå÷èâàåòñÿ
êîìáèíàöèÿìè ñîñòàâëÿþùèõ ñóáúåäèíèö è ïðîÿâëÿåòñÿ
â äèàïàçîíå àêòèâíîñòåé — îò ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ äî
êîãíèòèâíûõ ôóíêöèé. Ñ íàðóøåíèÿìè ðàáîòû ÀÕÐ ñî-
ïðÿæåíû ìûøå÷íûå äèñòðîôèè, ïñèõè÷åñêèå è íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ. a-Íåéðîòîêñèíû çìåé, èõ ðà-
äèîàêòèâíûå è ôëóîðåñöåíòíûå ïðîèçâîäíûå èñïîëüçó-
þòñÿ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ëèãàíäñâÿçûâàþùåãî äîìåíà
ÀÕÐ è äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíåé ïîäòèïîâ ÀÕÐ â íîðìå è
ïðè ïàòîëîãèÿõ: òàê, íàìè ðàçðàáîòàí ôëóîðåñöåíòíûé
ìåòîä äåòåêöèè íåéðîíàëüíûõ a7 ÀÕÐ (Shelukkina et al.,
2009). Ñõîäíîå ñ a-íåéðîòîêñèíàìè ñòðîåíèå èìååò è
«ýíäîãåííûé ïðîòîòîêñèí» Lynx1, ïðèêðåïëåííûé GPI-
ÿêîðåì ê ìåìáðàíå â ìîçãå âáëèçè ÀÕÐ è ðåãóëèðóþùèé
åãî àêòèâíîñòü. Â íàøåì èíñòèòóòå ïîëó÷åí âîäîðàñòâî-
ðèìûé äîìåí Lynx1 è ñ ïîìîùüþ ðàäèîëèãàíäíîãî àíà-
ëèçà è ýëåêòðîôèçèîëîãèè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî â çàâè-
ñèìîñòè îò åãî êîíöåíòðàöèè åñòü êàê èíãèáèðîâàíèå, òàê
è ïîòåíöèðîâàíèå ðàçëè÷íûõ ÀÕÐ (Lyukmanova et al.,
2011). Äðóãîé èíñòðóìåíò èññëåäîâàíèÿ ÀÕÐ — a-êîíî-
òîêñèíû èç ÿäîâèòûõ ìîëëþñêîâ Conus. Ñîâìåñòíî ñ ãîë-
ëàíäñêèìè êðèñòàëëîãðàôàìè óñòàíîâëåíà ïåðâàÿ êðèñ-
òàëëè÷åñêàÿ ñòðóêòóðû. ÀÕÁ â êîìïëåêñå ñ -êîíîòîêñè-
íîì (Celie et al., 2005) ïîçâîëèë îòêðûòü íîâûå ïóòè ê
ñîçäàíèþ ýôôåêòèâíûõ àíòàãîíèñòîâ, èçáèðàòåëüíûõ ê
îïðåäåëåííûì ïîäòèïàì ÀÕÐ. Â ñîòðóäíè÷åñòâå ñ áåëü-
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ãèéñêèìè êðèñòàëëîãðàôàìè óñòàíîâëåíû êðèñòàëëè÷å-
ñêèå ñòðóêòóðû êîìïëåêñîâ ÀÕÁ ñ íèçêîìîëåêóëÿðíûìè
àëêàëîèäíûìè àíòàãîíèñòàìè — d-òóáîêóðàðèíîì è
ñòðèõíèíîì (Brams et al., 2011): âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî â
ïÿòè ó÷àñòêàõ ñâÿçûâàíèÿ ïåíòàìåðíîãî ÀÕÁ ëèãàíäû
ìîãóò ïðèíèìàòü ðàçëè÷íûå îðèåíòàöèè, ÷òî íåîáõîäèìî
ó÷èòûâàòü ïðè êîìïüþòåðíîì ìîäåëèðîâàíèè ðåöåïòîð-
íûõ êîìïëåêñîâ è èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ ìóòàãåíåçà.
Õîòÿ êàíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ÀÕÐ çàâèñÿò â ïåðâóþ
î÷åðåäü îò òðàíñìåìáðàííîãî ôðàãìåíòà Ì2, çàìåòíîå
âëèÿíèå îêàçûâàþò òàêæå è íåêîòîðûå îñòàòêè ëèãàíä-
ñâÿçûâàþùåãî è âíóòðèêëåòî÷íîãî äîìåíîâ. Â ñîâìåñò-
íîé ðàáîòå ñ íåìåöêèìè íåéðîáèîëîãàìè óñòàíîâëåíî,
÷òî áîëåå ñèëüíûå òîêè â îòâåò íà àïïëèêàöèþ àãîíèñòà ê
a3b4a5 ÀÕÐ ìîçãà ïî ñðàâíåíèþ ñ a3b2a5 ÀÕÐ îáóñëîâ-
ëåíû âñåãî îäíèì îñòàòêîì öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíà
S435 b4-ñóáúåäèíèöû, âàæíûì äëÿ óìåíüøåíèÿ íèêîòè-
íîâîé çàâèñèìîñòè (Silke et al., 2011).
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ÍÎÂÛÉ ÌÅÕÀÍÈÇÌ ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÏÎÒÅÍÖÈÀËÀ
ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ ÌÀËÎÉ ÃÒÔàçîé Rac1. © È. Ñ. ×åð-
íîèâàíåíêî, À. À. Ìèíèí. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ
ÐÀÍ è Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ñïîñîáíîñòü ãåíåðèðîâàòü è ïîääåðæèâàòü ïîòåíöè-
àë íà âíóòðåííåé ìåìáðàíå ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìûì ñâîé-
ñòâîì ìèòîõîíäðèé, êîòîðîå ëåæèò â îñíîâå ïðàêòè÷åñêè
âñåõ âûïîëíÿåìûõ èìè ôóíêöèé, òàêèõ êàê ñèíòåç ÀÒÔ è
ñíàáæåíèå êëåòêè ýíåðãèåé, îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà, ðåãóëÿöèÿ êîíöåíòðàöèè Ñà2+ â öèòîïëàçìå è
çàïðîãðàììèðîâàííàÿ êëåòî÷íàÿ ñìåðòü — àïîïòîç. Óðî-
âåíü ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé êîíòðîëèðóåòñÿ ðàçëè÷íû-
ìè âíåøíèìè è âíóòðåííèìè ôàêòîðàìè, ìåõàíèçìû äåé-
ñòâèÿ êîòîðûõ èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî.

Ðàíåå íàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî óðîâåíü ïîòåíöèà-
ëà ìèòîõîíäðèé çàâèñèò îò íàëè÷èÿ âèìåíòèíîâûõ ïðî-
ìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêå. Âîññòàíîâëåíèå ñåòè
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ â áåçâèìåíòèíîâûõ ìûøè-
íûõ êëåòêàõ ïðè ïîìîùè ýêñïðåññèè ÷åëîâå÷åñêîãî âè-
ìåíòèíà ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ïîòåíöèàëà
ìèòîõîíäðèé. Ïî íàøèì äàííûì, çà óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
ïîòåíöèàëà îòâå÷àåò N-êîíöåâîé ó÷àñòîê ìîëåêóëû âè-
ìåíòèíà. Â ýòîì ó÷àñòêå ðàñïîëàãàåòñÿ íåñêîëüêî îñòàò-

êîâ Ser, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
èçâåñòíûõ ïðîòåèíêèíàç. Îäèí èç ýòèõ îñòàòêîâ —
Ser56 — ôîñôîðèëèðóåòñÿ ð-21 àêòèâèðóåìîé êèíàçîé
(ÐÀK), êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ýôôåêòîðîâ ìàëîé
ÃÒÔàçû Rac1. Òàêîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ïðèâîäèò ê íàðó-
øåíèþ ñâÿçè ìèòîõîíäðèé ñ âèìåíòèíîâûìè ïðîìåæó-
òî÷íûìè ôèëàìåíòàìè. Ïîýòîìó ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
àêòèâàöèÿ áåëêà Rac1 è ïîñëåäóþùåå ôîñôîðèëèðîâàíèå
âèìåíòèíà ïî Ser56 ìîãóò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ óðîâíÿ
ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé.

Ïðè ïîìîùè ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
êðàñèòåëÿ MitoTracker Red ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ýêñïðåñ-
ñèÿ êîíñòèòóòèâíî-àêòèâíîãî ìóòàíòà áåëêà Rac1 ïðèâî-
äèò ê ñíèæåíèþ ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé. Çàòåì ïðè ïî-
ìîùè ýêñïðåññèè èíãèáèòîðíîãî äîìåíà êèíàçû PAK
(PID) ìû óáåäèëèñü, ÷òî ñíèæåíèå ïîòåíöèàëà ïðè àêòè-
âàöèè áåëêà Rac1 îáóñëîâëåíî àêòèâàöèåé êèíàçû PAK.
Ïðè ïîìîùè ýêñïðåññèè ìóòàíòîâ âèìåíòèíà, èìèòèðóþ-
ùèõ ôîñôîðèëèðîâàííîå è äåôîñôîðèëèðîâàííîå ñîñòîÿ-
íèÿ îñòàòêà Ser56, ìû óáåäèëèñü, ÷òî ñíèæåíèå ïîòåíöèà-
ëà ìèòîõîíäðèé ïðè àêòèâàöèè áåëêà Rac1 ïðîèñõîäèò
òîëüêî â êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ âèìåíòèí, ñïîñîáíûé ê
ôîñôîðèëèðîâàíèþ ïî Ser56. Èñïîëüçóÿ ãåíåòè÷åñêè êî-
äèðóåìûé áèîñåíñîð ê ïåðîêñèäó âîäîðîäà, ìû òàêæå
ïðîàíàëèçèðîâàëè óðîâåíü îáðàçîâàíèÿ àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà â ìèòîõîíäðèÿõ â çàâèñèìîñòè îò èõ ñâÿçûâà-
íèÿ ñ âèìåíòèíîâûìè ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè è
ïðè àêòèâàöèè áåëêà Rac1.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íà-
ëè÷èè íîâîãî ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè ïîòåíöèàëà ìèòîõîí-
äðèé ñ ó÷àñòèåì âèìåíòèíîâûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëà-
ìåíòîâ, áåëêà Rac1 è åãî ýôôåêòîðà ïðîòåèíêèíàçû ÐÀK.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÀÍ
è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 10-04-00414-à).

ÌÅÕÀÍÎÇÀÂÈÑÈÌÀß ÀÊÒÈÂÀÖÈß ÊÀÒÈÎÍÍÛÕ
ÊÀÍÀËÎÂ Â ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÀÕ BALB/3Ò3 è 3Ò3B-
SV40. © Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí, Ò. Í. Åôðåìîâà,
Å. À. Ìîðà÷åâñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, elenmo@mail.cytspb.rssi.ru

Ðàáîòà îðèåíòèðîâàíà íà âûÿñíåíèå ðîëè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè èîííûõ êàíàëîâ, à òàêæå îñîáåí-
íîñòåé èõ ôóíêöèé â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(patch-clamp) ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ìå-
õàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòàõ ìûøè èììîðòàëèçîâàííûõ ëèíèé BALB/3Ò3 è
3Ò3B-SV40, ïîëó÷åííûõ èç Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ
âàðèàíòîâ ìåòîäà ïàò÷-êëàìï ðåãèñòðèðîâàëè èîííûå
òîêè ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû â ó÷àñòêå ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû íåïîâðåæäåííîé êëåòêè (êîíôèãóðàöèÿ cell-at-
tached) èëè â èçîëèðîâàííîì ìåìáðàííîì ôðàãìåíòå (in-
side-out). Íà îñíîâàíèè àíàëèçà çàïèñåé òîêîâ ïðè ðàç-
ëè÷íûõ óðîâíÿõ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïîëó÷àëè õà-
ðàêòåðèñòèêè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ, èäåíòèôèöèðîâàëè èõ
ïî ïðîâîäèìîñòè è ñåëåêòèâíîñòè, êîëè÷åñòâåííî îöåíè-
âàëè óðîâåíü àêòèâíîñòè. Â ýêñïåðèìåíòàõ íà ôèáðîáëà-
ñòàõ îáíàðóæåíà áûñòðàÿ àêòèâàöèÿ èîííûõ òîêîâ âõîäÿ-
ùåãî íàïðàâëåíèÿ â îòâåò íà ìåõàíè÷åñêèé ñòèìóë — ëî-
êàëüíîå ðàñòÿæåíèå (stretch) ìåìáðàíû. Ñòèìóëÿöèþ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 719



îñóùåñòâëÿëè ïóòåì ïîäà÷è «îòðèöàòåëüíîãî» (DP < 0)
ãèäðîñòàòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ ÷åðåç ðåãèñòðèðóþùóþ
(«ïàò÷åâóþ») ïèïåòêó. Íå áûëî îòìå÷åíî çàìåòíûõ ðàç-
ëè÷èé â óðîâíå ñòèìóëà (50—70 ìì ðò. ñò.), íåîáõîäèìî-
ãî äëÿ àêòèâàöèè êàíàëîâ â êëåòêàõ ëèíèè BALB/3Ò3 è â
òåõ æå êëåòêàõ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ âèðóñîì SV40, õà-
ðàêòåðèçóþùèõñÿ, êàê èçâåñòíî, ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ðàç-
âèòèÿ àêòèíîâîé ñåòè. Â îïûòàõ ñ çàìåíîé àíèîíîâ (insi-
de-out) áûëà ïîäòâåðæäåíà êàòèîííàÿ ïðèðîäà ñòðåò÷èí-
äóöèðîâàííûõ òîêîâ. Ñóäÿ ïî ïîëó÷åííûì äàííûì, â
ìåìáðàíå êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòîâ ôóíêöèîíèðó-
þò ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå ñòðåò÷àêòèâèðóåìûå êàíàëû,
òèïè÷íûå äëÿ êëåòîê ýóêàðèîò. Óíèòàðíàÿ ïðîâîäèìîñòü
ñîñòàâëÿëà 19—25 ïÑì, ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè íå ïðåâû-
øàëà 30 % (n = 60). Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî ðåãè-
ñòðàöèÿ àêòèâíîñòè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ â ìåìáðàíå ôèá-
ðîáëàñòîâ ñîïðÿæåíà ñî çíà÷èòåëüíûìè ìåòîäè÷åñêèìè
ñëîæíîñòÿìè (ïî ñðàâíåíèþ ñ ýêñïåðèìåíòàìè íà êëåòêàõ
K562). Ïðîâåäåííûé àíàëèç íå âûÿâèë ñóùåñòâåííûõ ðàç-
ëè÷èé áèîôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê è ïàðàìåòðîâ àêòè-
âàöèè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ â íîð-
ìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ. Îòëè÷èòåëüíîé
îñîáåííîñòüþ ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ â ôèáðî-
áëàñòàõ ÿâëÿëàñü çàäåðæêà (2—3 ñ) èíàêòèâàöèè ïîñëå
ñíÿòèÿ ñòèìóëà, ÷òî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî âçàèìîäåé-
ñòâèåì ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì.

Â ýêñïåðèìåíòàõ íà êóëüòèâèðóåìûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ BALB/3Ò3 è 3Ò3B-SV40 áûëà òàêæå îáíà-
ðóæåíà ìåõàíîçàâèñèìàÿ àêòèâàöèÿ êàëèåâûõ êàíàëîâ,
îáóñëîâëåííàÿ, ïî-âèäèìîìó, ñòðåò÷èíäóöèðîâàííûì
âõîäîì êàòèîíîâ â öèòîïëàçìó èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû.
Àêòèâíîñòü êàëèåâûõ êàíàëîâ, âåðîÿòíî, ìîäóëèðóåòñÿ
óðîâíåì ñâîáîäíîãî èîíèçèðîâàííîãî êàëüöèÿ â öèòîçî-
ëå. Ðåãèñòðàöèÿ òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû, èõ êèíå-
òè÷åñêîå ïîâåäåíèå è âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ïî-
çâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî ïîñòóïëåíèå èîíîâ êàëüöèÿ ÷åðåç
ìåõàíîóïðàâëÿåìûå (mechanogated) êàíàëû àêòèâèðóåò
«êîëîêàëèçîâàííûå» êàëèåâûå êàíàëû. Îáíàðóæåííûé
ôåíîìåí èíòåðåñåí ñ òî÷êè çðåíèÿ ïðîáëåì ïåðåäà÷è ñèã-
íàëà è âûÿñíåíèÿ ïóòåé ìåõàíîçàâèñèìîé ðåãóëÿöèè êà-
íàëîâ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ PD98059 È U0126 ÍÀ ÈÇ-
ÌÅÍÅÍÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÕÎÄÅ ÝÍ-
ÄÎÖÈÒÎÇÀ ËÈÃÀÍÄ-ÐÅÖÅÏÒÎÐÍÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ
Â ÊËÅÒÊÀÕ HeLa. © Ì. À. Øêëÿåâà,1, 2 Þ. Þ. Ñòåáëÿí-
êî,1, 2 Å. Ñ. Êîðíèëîâà,1 Ì. Â. Çëîáèíà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Ñâÿçûâàíèå ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ) ñ
åãî ðåöåïòîðîì íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ïðèâîäèò ê
àêòèâàöèè òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà, ñëåäñòâèåì êîòîðîé
ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ðÿäà ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Îäíî-
âðåìåííî ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû ïîñòóïàþò
âíóòðü êëåòêè ñ ïîìîùüþ ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýí-
äîöèòîçà. Ðåöåïòîðñîäåðæàùèå ýíäîñîìû çàÿêîðèâàþòñÿ
íà ïëþñ-êîíöàõ ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) è ïåðåìåùàþòñÿ ïî
íèì â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü (ÎßÎ), ïðåòåðïåâàÿ ðÿä ïî-

ñëåäîâàòåëüíûõ èçìåíåíèé â õîäå ïðîöåññà ñîçðåâàíèÿ.
Íà êîíå÷íîì ýòàïå ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû ïîäâåð-
ãàþòñÿ äåãðàäàöèè â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ çðåëûõ ïîçäíèõ
ýíäîñîì ñ ëèçîñîìàìè. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ÌÒ â õîäå ýíäîöèòîçà ïîäâåðãàþòñÿ ðåìîäåëèðîâàíèþ
(Kharchenko et al., 2007. Cell Biol. Int. 31 (4) : 349—359):
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà ýíäîñîìû ïåðåìåùàþòñÿ
ïî ïðÿìûì ðàäèàëüíûì ÌÒ â ÎßÎ, çàòåì ÌÒ ÷àñòè÷íî
äåïîëèìåðèçóþòñÿ, âîññòàíàâëèâàÿñü ê ïîçäíèì ýòàïàì.

Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ðåìîäåëèðîâàíèÿ òóáóëèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà â õîäå ýíäîöèòîçà ìîãóò áûòü ñèãíàëû,
îïîñðåäóåìûå ðåöåïòîðîì ÝÔÐ, â ÷àñòíîñòè ÌÀÐ-êèíàç-
íûé êàñêàä, ïðèâîäÿùèé ê àêòèâàöèè ERK1/2. Èíòåðåñ
èìåííî ê ýòîé êèíàçå ñâÿçàí ñ äàííûìè î òîì, ÷òî îíà ìî-
æåò ðåãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü îäíîãî èç òàê íàçûâàåìûõ
ÌÒ-ïîâðåæäàþùèõ áåëêîâ — ñòàòìèíà. Çàäà÷åé íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû áûë àíàëèç âëèÿíèÿ øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ
èíãèáèòîðîâ ERK1/2, U0126 è PD98059 íà ðåîðãàíè-
çàöèþ ÌÒ â õîäå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìï-
ëåêñîâ.

Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíÿëè íà êóëüòèâèðóåìûõ êëåò-
êàõ ýïèòåëèÿ ëèíèè HeLa-Kyoto. Ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè ïîêàçàëè, ÷òî â êîíòðîëüíûõ, íå îáðàáîòàí-
íûõ èíãèáèòîðàìè êëåòêàõ, ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ÌÒ ïîë-
íîñòüþ âîññòàíàâëèâàëàñü óæå ê 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ ïî ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçû-
âàíèåì ëèãàíäà. ×åðåç 30—60 ìèí íàáëþäàëèñü
óìåíüøåíèå ÷èñëà ÌÒ è îòñóòñòâèå èõ â ÎßÎ, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ÷àñòè÷íîé äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Íà áîëåå
ïîçäíèõ ñðîêàõ òóáóëèíîâûé öèòîñêåëåò âíîâü îáðàçîâû-
âàë äîñòàòî÷íî ãóñòóþ ñåòü èñêðèâëåííûõ ÌÒ. Àöåòèëè-
ðîâàíèå ÌÒ, õàðàêòåðíîå äëÿ ñòàáèëüíûõ äîëãîæèâóùèõ
ÌÒ, áûëî íåçíà÷èòåëüíûì âïëîòü äî 30—60 ìèí ýíäîöè-
òîçà, çàòåì âîçðàñòàëî, à ê 150 ìèí, êàê ïðàâèëî, ñíèæà-
ëîñü äî óðîâíÿ, íàáëþäàåìîåãî â íå îáðàáîòàííûõ ÝÔÐ
êëåòêàõ.

Â ïðèñóòñòâèè U0126 (10 ìêÌ) íàáëþäàëàñü äåïîëè-
ìåðèçàöèÿ ÌÒ âñêîðå ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Ñòå-
ïåíü è äëèòåëüíîñòü äåïîëèìåðèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ âàðü-
èðîâàëè îò ýêñïåðèìåíòà ê ýêñïåðèìåíòó, íî âñåãäà áûëè
áîëåå âûðàæåíû è äëèëèñü äîëüøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì è ýíäîñîìû íå äåìîíñòðè-
ðîâàëè êëàñòåðèçàöèè â ÎßÎ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè. Èõ ðàç-
ìåðû òàêæå óâåëè÷èâàëèñü íåçíà÷èòåëüíî, ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè ñëèÿíèé ýíäîñîì, â íîðìå
ñîïóòñòâóþùèõ ïðîöåññó ñîçðåâàíèÿ. Óðîâåíü àöåòèëè-
ðîâàíèÿ ÌÒ áûë íåçíà÷èòåëåí íà ðàííèõ ñòàäèÿõ, óâåëè-
÷èâàÿñü ê 60—90 ìèí.

Äðóãîé øèðîêî ïðèìåíÿåìûé èíãèáèòîð ÌÀÐ-êèíà-
çû — PD98059 (50 ìêÌ) — äåìîíñòðèðîâàë íåñêîëüêî
íåîæèäàííûé ýôôåêò: âî âñåõ ñëó÷àÿõ îí óìåíüøàë íà-
áëþäàåìóþ â êîíòðîëå ñòåïåíü äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ â
ÎßÎ. Èíòåðåñíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ñòàáèëüíûõ, àöåòèëèðî-
âàííûõ ÌÒ èçìåíÿëîñü ïðè ýòîì òàê æå, êàê è â êîíòðîëü-
íûõ êëåòêàõ, ò. å. áûëî íåâåëèêî íà ñòàäèè, êîãäà ýôôåêò
PD îêàçûâàëñÿ íàèáîëåå âûðàæåí. Èçìåíåíèå ëîêàëèçà-
öèè ýíäîñîì â ýòîì ñëó÷àå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ íåçíà-
÷èòåëüíî.

Â íàñòîÿùèé ìîìåíò íåÿñíî, â ÷åì ïðè÷èíà òàêîãî
ïàðàäîêñàëüíîãî äåéñòâèÿ äâóõ èíãèáèòîðîâ, èñïîëüçóå-
ìûõ äëÿ àíàëèçà ó÷àñòèÿ ERK1/2 â ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ.
Âîçìîæíî, îíî ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìàìè äåé-
ñòâèÿ U0126 è PD98059: äåéñòâèòåëüíî, õîòÿ ðåçóëüòàòîì
èõ äåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîäàâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, à
ñëåäîâàòåëüíî, è àêòèâàöèè ÌÀÐ-êèíàçû âûøåñòîÿùåé

720 I Âñåðîññèéñêàÿ êîíôåðåíöèÿ «Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ, òðàíñïîðò, öèòîñêåëåò»



ÌÅÊ1/2-êèíàçîé, íåïîñðåäñòâåííûì ñóáñòðàòîì îáîèõ
èíãèáèòîðîâ ÿâëÿåòñÿ èìåííî ÌEK1/2. Ïðè ýòîì U0126
ïîäàâëÿåò êèíàçíóþ àêòèâíîñòü MEK1/2, òåì íå ìåíåå íå
ïðåïÿòñòâóÿ åå ôîñôîðèëèðîâàíèþ, òîãäà êàê PD98059
èíãèáèðóåò è ñîáñòâåííóþ àêòèâíîñòü, è ôîñôîðèëèðîâà-
íèå MEK1/2 äðóãèìè êèíàçàìè (Zelivianski et al., 2003. Int.
J. Cancer, 107: 478—485). Î÷åâèäíî, ÷òî åñëè äåéñòâèå
U0126 óêëàäûâàåòñÿ â ãèïîòåçó î ERK-çàâèñèìîé àêòèâà-
öèè/äåàêòèâàöèè MÒ-ïîâðåæäàþùåãî áåëêà ñòàòìèíà, òî
ýôôåêò PD98059 â ýòó ñõåìó íå âïèñûâàåòñÿ. Âîçìîæíî,
÷òî â ýòîì ñëó÷àå íàáëþäàåìûé ýôôåêò ñâÿçàí ñ âîâëå÷å-
íèåì äðóãèõ, îòëè÷íûõ îò MEK1/2-çàâèñèìûõ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ äåàêòèâèðóþòñÿ ñòàòìèí
èëè äðóãèå áåëêè, äåñòàáèëèçèðóþùèå ÌÒ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 09-04-01215), ïðîãðàììû ÌÊÁ è ãðàíòà ïðåçè-
äåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
(ÍØ-3273.2010.4).

ÐÎËÜ ÌÎÍÎÂÀËÅÍÒÍÛÕ ÈÎÍÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ
ÂÎÄÍÎÃÎ ÁÀËÀÍÑÀ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÈ ÀÏÎÏÒÎÇÅ.
© Â. Å. Þðèíñêàÿ, À. À. Ðóáàøêèí, À. Â. Øèðîêîâà, À. À. Âå -
ðåíèíîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
v.yurinskaya@mail.ru

Õàðàêòåðíàÿ îñîáåííîñòü àïîïòîçà ñîñòîèò â òîì, ÷òî
«ïðîãðàììèðóåìîå» ðàçðóøåíèå êëåòîê — àïîïòîç —
â îòëè÷èå îò «íåïðîãðàììèðóåìîé» èõ ãèáåëè íå ñîïðî-
âîæäàåòñÿ íåñïåöèôè÷åñêèì óâåëè÷åíèåì ïðîíèöàåìî-
ñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, íàáóõàíèåì êëåòêè è íåêîíò-
ðîëèðóåìûì íàðóøåíèåì öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåì-
áðàíû. Íàìè âïåðâûå ïðîâåäåí ïîëíûé àíàëèç
îñìîòè÷åñêîãî áàëàíñà êëåòêè ïðè àïîïòîçå è ïîêàçàíî,
ïî÷åìó ïðè àïîïòîçå êëåòêè íå íàáóõàþò. Èññëåäîâàëè
èçâåñòíóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü àïîïòîçà — êóëü-
òèâèðóåìûå êëåòêè ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôîìû ÷åëîâåêà
U937, àïîïòîç êîòîðûõ âûçûâàåòñÿ ñòàóðîñïîðèíîì.
Îïðåäåëÿëè èçìåíåíèå ïðè àïîïòîçå ñîäåðæàíèÿ â êëåò-
êàõ âîäû, òðåõ ãëàâíûõ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ — K+, Na+

è Cl– — è ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ îñòàëüíûõ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ îñìîëèòîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îáùåå óìåíüøåíèå
ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ, ïðèâîäÿùåå ê àïîïòîçíîé äåãèä-
ðàòàöèè êëåòîê, â òèïè÷íîì ñëó÷àå, êîãäà àïîïòîç âûçû-
âàåòñÿ 4-÷àñîâîé èíêóáàöèåé êëåòîê â ñðåäå ñ êîíöåíòðà-
öèåé ñòàóðîñïîðèíà 1 ìêÌ, îáóñëîâëåíî íà 2/3 óìåíüøå-
íèåì ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ è íà
1/3 óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ äðóãèõ îñìîëèòîâ. Ïîìèìî
îïðåäåëåíèÿ áàëàíñà îñìîëèòîâ áûëè èçìåðåíû ïîòîêè
K+(Rb+) è 36Cl?, ÷òî ïîçâîëèëî ïðîàíàëèçèðîâàòü áàëàíñ
âõîäíûõ è âûõîäíûõ ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– ïî ãëàâíûì
òðàêòàì ïåðåíîñà ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ ÷åðåç ïëàçìàòè-
÷åñêóþ ìåìáðàíó: Na+/K+-íàñîñ, ýëåêòðîäèôôóçèîííûå
êàíàëû è ñèñòåìû êîòðàíñïîðòà Na-Cl è NaK2Cl. Ñäåëàí
âûâîä î òîì, ÷òî ïðè àïîïòîçå, ñîïðîâîæäàþùåìñÿ îòíî-
ñèòåëüíî íåáîëüøîé äåãèäðàòàöèåé, êîãäà àêòèâíîñòü
Na+/K+-íàñîñà çàìåòíûì îáðàçîì íå óìåíüøàåòñÿ, èç-
ìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ îáóñ-
ëîâëåíî óâåëè÷åíèåì èíòåãðàëüíîé ïðîíèöàåìîñòè êà-
ëèåâûõ êàíàëîâ, òîãäà êàê áîëåå çíà÷èòåëüíàÿ àïîïòîç-
íàÿ äåãèäðàòàöèÿ ñâÿçàíà ñî ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè
Na+/K+-íàñîñà è óìåíüøåíèåì èíòåãðàëüíîé ïðîíèöàåìî-
ñòè íàòðèåâûõ êàíàëîâ áåç ñóùåñòâåííîãî èçìåíåíèÿ èí-

òåãðàëüíîé ïðîíèöàåìîñòè êàëèåâûõ êàíàëîâ. Ðåçóëüòàòû
÷àñòè÷íî îïóáëèêîâàíû â ñòàòüÿõ: Þðèíñêàÿ è äð. Öèòî-
ëîãèÿ, 2010, 52 (7) : 562—567; Yurinskaya et al. J. Physiol.,
2011, 589 (9) : 2197—2211 (DOI: 10.1113/jphysiol.2011.
207571).

ÐÅËÈÊÒÎÝÊÎËÎÃÈß ÊÀÊ ÎÑÍÎÂÀ ÏÎÑÒÎßÍÍÎÉ
ÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÑÈÃÍÀËÎÂ ÏÅÐ-
ÂÈ×ÍÛÕ È ÂÒÎÐÈ×ÍÛÕ ÁÈÎÃÅÍÍÛÕ ÈÇËÓ×ÅÍÈÉ.
© Ñ. Ñ. Þðîâ,1 È. Ì. Äìèòðèåâñêèé.2 1 Èíñòèòóò áèîôè-
çèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë., è 2 Íàöèîíà-
ëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé ÿäåðíûé óíèâåðñèòåò —
ÌÈÔÈ, Ìîñêâà.

Ðàíåå íà îñíîâå ðàçðàáîòàííîãî íàìè ìàãíèòíî-ðåçî-
íàíñíîãî ìåõàíèçìà (ÌÐÌ) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåëèêòî-
âîå èçëó÷åíèå (ÐÈ) Âñåëåííîé (èëè âñåîáùèé ôîí, ñîñòî-
ÿùèé èç ÷åòûðåõ èçâåñòíûõ êîìïîíåíò-ïåðåíîñ÷èêîâ
ôóíäàìåíòàëüíûõ ôèçè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé) ñïîñîáíî
èíäóöèðîâàòü ïîñòîÿííî âî âñåõ àòîìàõ (êîíå÷íî, â òîì
÷èñëå è àòîìîâ áèîëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð êëåòîê) íà÷àëü-
íûå àêòû ñëàáîãî öèðêóëÿðíî-ïîëÿðèçîâàííîãî ôîòîííî-
ãî ïåðâè÷íîãî èçëó÷åíèÿ (ÏÈ). Ýòîò ïîñòîÿííûé ïðîöåññ,
íàçâàííûé È. Ì. Äìèòðèåâñêèì (1992—2002) ðåëèêòî-
ýêîëîãèåé, ðåøèë ñòîëåòíèé ïàðàäîêñ ñóùåñòâîâàíèÿ ñòà-
öèîíàðíûõ êâàíòîâûõ îðáèò ýëåêòðîíà â àòîìàõ. Ýíåð-
ãèÿ, òåðÿåìàÿ ýëåêòðîíîì (êàê çàðÿæåííîé ÷àñòèöû, äâè-
æóùåéñÿ ñ óñêîðåíèåì), êîìïåíñèðóåòñÿ ýíåðãèåé
ðåçîíàíñíî ïîãëîùàåìûõ ðåëèêòîâûõ ôîòîíîâ, ïîñëå
ýòîãî ýëåêòðîí âîçâðàùàåòñÿ â ïðåæíåå ñîñòîÿíèå è òàê
äî áåñêîíåíîñòè. Âîò ïî÷åìó ýëåêòðîíû íèêîãäà íå ïàäà-
þò íà ÿäðî àòîìà, âîò ïî÷åìó ñóùåñòâóåò ïîñòîÿííûõ
118 òèïîâ àòîìîâ Ïåðèîäè÷åñêîé ñèñòåìû Ä. È. Ìåíäåëå-
åâà, ó÷èòûâàÿ ïðè ýòîì íåñòàáèëüíûå ðàäèîàêòèâíûå èçî-
òîïû. Ýòî àáñîëþòíî êàñàåòñÿ è æèâîé ïðèðîäû — áèî-
ëîãèè. È òîëüêî â æèâîé êëåòêå ïåðâè÷íîå èçëó÷åíèå (íà
îñíîâå ýâîëþöèîííî ñîçäàííûõ ïðèðîäîé íàèâàæíåéøèõ
êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð) íàêàïëèâàåòñÿ êîëè÷åñòâåííî è ïå-
ðåõîäèò â ïðèíöèïèàëüíî íîâîå êà÷åñòâåííîå îáðàçîâà-
íèå — âòîðè÷íîå áèîãåííîå èçëó÷åíèå (ÂÁÈ). Âîò ãäå
âïåðâûå ïðîÿâëÿåòñÿ íàèâàæíåéøàÿ ñâÿçü íåæèâîé è æè-
âîé ïðèðîäû — îñíîâû ðàäèîýêîëîãèè, ò. å. íàñòîÿùåé
áèîôèçèêè. Èìåííî â êëåòêå íàõîäÿòñÿ íåîáû÷íî âàæíûå
âíóòðåííèå ñòðóêòóðû — íóêëåîïðîòåèäû (ÄÍÊ+áå-
ëîê+ÐÍÊ). Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò ÷òî òîëüêî â
íóêëåîïðîòåèäàõ îáðàçóþòñÿ ÂÁÈ è ïî íóêëåîïðîòåèäàì
ìèãðèðóþò â êëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ, ñîäåðæàùèõ èõ.
Ó÷èòûâàÿ ñëîæíûå âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ ÄÍÊ è ÐÍÊ â
ïðîöåññå ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ ÏÈ è ÂÁÈ, êîãäà â êîíå÷-
íîì ñ÷åòå âñå âûõîäèò íà íóêëåîïðîòåèäû, è íå ñëó÷àéíî
ãåíåòèê Í. Ê. Êîëüöîâ â 1925 ã. óäåëÿë áåëêàì (ñêîðåå,
íóêëåîïðîòåèäàì) áîëüøîå âíèìàíèå. Ïðè ýòîì âðåìÿ
ìèãðàöèè ÂÁÈ ìàêñèìàëüíî ñîñòàâëÿåò, ïî íàøèì äàí-
íûì, 6 ÷. Ìèãðàöèÿ ÂÁÈ îñóùåñòâëÿåòñÿ â êëåòêå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì æåñòêîãî ñêåëåòà ñâÿçè ýëåêòðîíîâ ñòàöèî-
íàðíûõ àòîìíûõ îðáèò C, N, O, S è P, êîòîðûå è ñîñòàâëÿ-
þò ìàòðèöó öèòîñêåëåòà íóêëåîïðîòåèäà. Âûñâå÷èâàíèå
è ìèãðàöèÿ ÂÁÈ ïðîèñõîäÿò ÷åðåç ïîñðåäñòâî äåëîêàëè-
çîâàííûõ p-ýëåêòðîíîâ â ïîäâèæíîé ñèñòåìå ñ ñîïðÿæåí-
íûìè ñâÿçÿìè, êîòîðûå âñòðàèâàþòñÿ ïî âñåìó ñêåëåòó
æåñòêèõ s-ëîêàëèçîâàííûõ ñâÿçåé. Ïðè ýòîì íàìè ïîêà-
çàíî, ÷òî äåñÿòèêðàòíîå ñíèæåíèå ÂÁÈ (ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì) óìåíüøàåò äåëåíèå ïîïóëÿöèè ñòàðûõ êëåòîê
íà 60 %. Ðåëèêòîýêîëîãèÿ, êàê â ñëó÷àå îáîñíîâàíèÿ ñòà-
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öèîíàðíûõ îðáèò ýëåêòðîíîâ àòîìîâ, îáúÿñíÿåò ïîäîáíî
è ïîñòîÿíñòâî ìåìáðàííîãî êëåòî÷íîãî ïîòåíöèàëà. Â
äåéñòâèòåëüíîñòè, êàê ïîêàçàëè ðàñ÷åòû Ã. Ëèíãà (2008)
äëÿ íîðìàëüíîãî îáìåíà èîíàìè êàëüöèÿ è íàòðèÿ ìåæ-
äó êëåòêîé è ñðåäîé íàñîñó òðåáóåòñÿ â íåñêîëüêî òûñÿ÷
ðàç áîëüøå ýíåðãèè, ÷åì êëåòêà ñïîñîáíà ïðîèçâåñòè.
È ýòî äîñòèãàåòñÿ ïîâûøåíèåì ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçî-
âàíèÿ çàòðà÷åííîé ýíåðãèè ðåçîíàíñà, ðàâíîé êàê ðàç âå-
ëè÷èíå 104.
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Ñàõàðíûé äèàáåò — õðîíè÷åñêîå çàáîëåâàíèå ýíäî-
êðèííîé ñèñòåìû ÷åëîâåêà, õàðàêòåðèçóþùååñÿ äëèòåëü-
íûì ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû â êðîâè è ñî-
ïóòñòâóþùèìè èçìåíåíèÿìè ïðîöåññà îáìåíà âåùåñòâ.
Îäíèì èç ñåðüåçíûõ îñëîæíåíèé ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå
ÿâëÿþòñÿ ïåðèôåðè÷åñêèå íåâðîïàòèè, êîòîðûå õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ ìûøå÷íîé ñëàáîñòüþ óìåíüøåíèåì ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè, ïàðàëè÷àìè è àòðîôèåé. Äàííûå ñèìïòîìû
ìîãóò áûòü âûçâàíû êàê íàðóøåíèåì íà óðîâíå ñïèííîãî
ìîçãà, òàê è èçìåíåíèÿìè â íåðâíî-ìûøå÷íîì ñèíàïñå è
â ìûøå÷íîé òêàíè (Moreo et al., 1995; Mizisin et al., 2007;
Gaspar et al., 2010). Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëå-
äîâàíèå ïðîöåññà ðåöèêëèçàöèè ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë
(ÑÂ) â íåðâíîì îêîí÷àíèè ìûøè ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì
ñàõàðíîì äèàáåòå.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà íåðâíî-ìûøå÷íûõ ïðå-
ïàðàòàõ äèàôðàãìàëüíîé ìûøöû ìûøè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ FM 1—43 (4 ìêÌ), êîòîðûé
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è âî âðåìÿ
ýíäîöèòîçà îêàçûâàåòñÿ âíóòðè âíîâü îáðàçóþùèõñÿ ÑÂ,
ïðè ýòîì ïîÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîå ñâå÷åíèå íåðâíîãî
îêîí÷àíèÿ («çàãðóçêà»). Äâèãàòåëüíûé íåðâ ñòèìóëèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 1 ìèí ñ ÷àñòîòîé 50 Ãö è èñïîëüçîâàëè òðè
ïðîòîêîëà çàãðóçêè, êîãäà FM 1-43 ïðèñóòñòâîâàë â ðàñò-
âîðå: 1) 1 ìèí âî âðåìÿ ñòèìóëÿöèè, 2) 7 ìèí ïîñëå åå
îêîí÷àíèÿ, 3) 1 ìèí âî âðåìÿ ñòèìóëÿöèè è 7 ìèí ïîñëå.
Â íîðìå â ïåðâîì ñëó÷àå ñâå÷åíèå òåðìèíàëåé ñîñòàâèëî
85 ± 3 î. å. (n = 143), âî âòîðîì — 56 ± 1 î. å. (n = 119), â
òðåòüåì — 87 ± 3 î. å. (n = 121).

Äëÿ ñîçäàíèÿ ìîäåëè ñàõàðíîãî äèàáåòà ìûøàì ïîñëå
1-ñóòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè àëëîê-
ñàí (100—150 ìã/êã, n = 15). Ìûøàì êîíòðîëüíîé ãðóïïû
ââîäèëè ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð (n = 10). Íà÷àëüíûé
óðîâåíü ãëþêîçû ó ìûøåé ñîñòàâëÿë 4 ± 2 ìÌ/ë. ×åðåç
10—20 ñóò ó æèâîòíûõ ñ ìîäåëüþ ñàõàðíîãî äèàáåòà íà-
áëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ãëþêîçû â
êðîâè. Íà 45-å ñóò æèâîòíûõ ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì
ãëþêîçû (>9 ìÌ/ë) âûâîäèëè èç îïûòà. Çàáîð îñóùåñòâ-
ëÿëè èç õâîñòîâîé âåíû, èçìåíåíèÿ ïðîèçâîäèëè ãëþêî-
ìåòðîì «Accu-Chek Active».

Ó æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû èíòåíñèâíîñòü ñâå-
÷åíèÿ òåðìèíàëåé íå îòëè÷àëàñü îò íîðìû. Ó æèâîòíûõ ñ
ýêñïåðèìåíòàëüíûì ñàõàðíûì äèàáåòîì ñâå÷åíèå òåðìè-
íàëåé ïðè çàãðóçêå êðàñèòåëÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïåðâûì
ïðîòîêîëîì ñîñòàâèëî 105 ± 4 î. å. (n = 80, P < 0.05), ñî
âòîðûì — íå îòëè÷àëîñü îò íîðìû, ñ òðåòüèì —
95 ± 3 î. å. (n = 75, P < 0.05).

Äëÿ àíàëèçà ïðîöåññà ýêçîöèòîçà ÑÂ ïðåäâàðèòåëüíî
çàãðóæåííûå íåðâíûå òåðìèíàëè (â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòî-
êîëîì 3) ðàçäðàæàëè ñ ÷àñòîòîé 50 Ãö â òå÷åíèå 20 ìèí è
íàáëþäàëè ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ («âûãðóç-
êà» êðàñèòåëÿ). Â íîðìå â ïåðâûå 1—3 ìèí ïðîèñõîäèò
áûñòðîå îáåñöâå÷èâàíèå òåðìèíàëåé, è ê 20-é ìèí ñâå÷å-
íèå òåðìèíàëåé ñîñòàâëÿåò 24 ± 4 % îò íà÷àëüíîãî. Ó
êîíòðîëüíîé ãðóïïû æèâîòíûõ äèíàìèêà ýêçîöèòîçà íå
îòëè÷àëàñü îò íîðìû. Â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ñà-
õàðíîãî äèàáåòà îáåñöâå÷èâàíèå íåðâíûõ òåðìèíàëåé
ïðîèñõîäèëî áûñòðåå, è ê 20-é ìèí ñâå÷åíèå òåðìèíàëåé
ñîñòàâëÿëî 16 ± 3 %.

Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â óñëîâèÿõ
ìîäåëèðîâàíèÿ ñàõàðíîãî äèàáåòà â äâèãàòåëüíîì íåð-
âíîì îêîí÷àíèè ìûøè ïðîèñõîäèò óñèëåíèå ïðîöåññîâ
êàê ýêçî-, òàê è ýíäîöèòîçà ÑÂ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00748) è ãðàíòà Ê. Öåéññ.

ÍÀÂÈÃÀÖÈÎÍÍÛÅ ÐÅÖÅÏÒÎÐÛ, ÈÕ ÐÎËÜ Â ÐÅÃÓ-
ËßÖÈÈ ÏÐÎÍÈÖÀÅÌÎÑÒÈ ÝÍÄÎÒÅËÈß, ÐÎÑÒÅ ÑÎ-
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Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè ìèãðèðóþò ïî ãðàäèåíòó õåìî-
àòòðàêòàíòà ïî çàäàííûì òðàåêòîðèÿì, êîòîðûå îïðåäåëÿ-
þò íàâèãàöèîííûå ðåöåïòîðû. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
óðîêèíàçíàÿ ñèñòåìà, ñîñòîÿùàÿ èç óðîêèíàçû (uÐÀ) è ðå-
öåïòîðà uPAR, âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ íàïðàâëåííîé àäãå-
çèè è ìèãðàöèè êëåòîê çà ñ÷åò ëîêàëüíîãî ïðîòåîëèçà âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà ïåðåäíåì êðàå ìèãðèðóþùåé
êëåòêè.

Óðîêèíàçà íåçàâèñèìî îò ñâîåé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ìîæåò âûçûâàòü àêòèâàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ îðãàíèçàöèè
öèòîñêåëåòà, àäãåçèè è ìèãðàöèè êëåòîê. Ñèãíàëüíûå ýô-
ôåêòû óðîêèíàçû îïîñðåäóåò ðåöåïòîð uPAR, ÿâëÿþùèéñÿ
ÃÔÈ-çàÿêîðåííûì áåëêîì. uPAR îáëàäàåò âûñîêîé ïî-
äâèæíîñòüþ â ìåìáðàíå; ïðè ìèãðàöèè ïðîèñõîäèò êëàñ-
òåðèçàöèÿ uPAR íà ëèäèðóþùåì êðàå êëåòêè, ÷òî îáåñïå-
÷èâàåò âåêòîðíîå ïåðåìåùåíèå êëåòêè ïî ãðàäèåíòó õåìî-
àòòðàêòàíòà.

Â äîêëàäå áóäåò îñâåùåíà ðîëü áåëêîâ-ïàðòíåðîâ,
îïîñðåäóþùèõ ïåðåäà÷ó ñèãíàëà ïðè ñâÿçûâàíèè uÐÀ ñ
uPAR. Èíòåãðèíû ÿâëÿþòñÿ ïðåäñòàâèòåëÿìè òàêèõ áåë-
êîâ; ïðè âçàèìîäåéñòâèè ðåöåïòîðà óðîêèíàçû uPAR ñ
èíòåãðèíàìè àêòèâèðóåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçà-
öèÿ, õàðàêòåðíàÿ äëÿ èíòåãðèíîâ. Óðîêèíàçà òàêæå âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ ðåöåïòîðîì ëèïîïðîòåèäîâ íèçêîé ïëîòíîñòè
LRP/á2-MR è ðåöåïòîðîì ëèïîïðîòåèäîâ î÷åíü íèçêîé
ïëîòíîñòè VLDLR, ïðè ýòîì àêòèâèðóåòñÿ âíóòðèêëåòî÷-
íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ ñ ó÷àñòèåì òèðîçèíîâûõ êèíàç, îòâåòñò-
âåííûõ çà õåìîòàêñèñ. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî óðîêèíàçà ñïîñîáíà àêòèâèðîâàòü òðàíñêðèï-
öèþ ãåíîâ ÷åðåç áåëêè STAT-1 è SÒÀÒ-2 , îòâåòñòâåííûå
çà ðîñò, âûæèâàåìîñòü è äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê. Êðîìå
òîãî, óðîêèíàçà, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ íóêëåîëèíîì, ñïîñîá-
íà òðàíñëîöèðîâàòüñÿ â ÿäðî è àêòèâèðîâàòü òðàíñêðèï-
öèþ ãåíà á-àêòèíà, ÷òî âûçûâàåò òðàíñäèôôåðåíöèðîâêó
ôèáðîáëàñòîâ â ìèîôèáðîáëàñòû.
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Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå î äðóãîì
ïðåäñòàâèòåëå ÃÔÈ-çàÿêîðåííûõ áåëêîâ — Ò-êàäãåðèíå,
êîòîðûé ó÷àñòâóåò â àêòèâàöèè âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëè-
çàöèè, ìèãðàöèè è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ò-êàäãåðèí —
íàâèãàöèîííûé ðåöåïòîð, íåãàòèâíî ðåãóëèðóþùèé ïðîðàñ-
òàíèå àêñîíîâ â ýìáðèîãåíåçå. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
Ò-êàäãåðèí èíãèáèðóåò àíãèîãåíåç çà ñ÷åò ïîäàâëåíèÿ
ìèãðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, â îñíîâå êîòîðîãî ëå-
æèò ãîìîôèëüíîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ìîëåêóëàìè
Ò-êàäãåðèíà, ýêñïðåññèðîâàííûõ íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåò-
êàõ è êëåòêàõ ñòðîìû.

Äàëåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â ñòàáèëüíûõ ñîñó-
äàõ Ò-êàäãåðèí ðåãóëèðóåò ïðîíèöàåìîñòü ýíäîòåëèÿ: ãè-

ïåðýêñïðåññèÿ Ò-êàäãåðèíà â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ñîï-
ðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì åãî ïðîíèöàåìîñòè. Óâåëè-
÷åíèå ýêñïðåññèè Ò-êàäãåðèíà âûçûâàåò àêòèâàöèþ
RhoA/Rac1/Cdc42 ÃÒÔàç, èõ ïîñðåäíèêîâ ROCK, ÐÀÊ è
LIMK è ïåðåñòðîéêó àêòèíîâîãî è òóáóëèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà. Ãèïåðýêñïðåññèÿ Ò-êàäãåðèíà ðàçðóøàåò VE-êàäãå-
ðèíîâûå êîíòàêòû ñ ôîðìèðîâàíèåì ìåæêëåòî÷íûõ ùå-
ëåé â çîíå àäãåçèè, óâåëè÷èâàåò òèðîçèíîâîå ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå VE-êàäãåðèíà ïî ó÷àñòêó ñâÿçûâàíèÿ ñ
áåòà-êàòåíèíîì, ðàçðóøàåò ñâÿçü êàòåíèíîâ ñ öèòîñêåëå-
òîì è äåñòàáèëèçèðóåò àäãåçèâíûå êîíòàêòû. Â ðåçóëüòà-
òå ïðîèñõîäèò ýíäîöèòîç VE-êàäãåðèíà ñ ïîñëåäóþùåé
äåãðàäàöèåé â ëèçîñîìàõ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 723


