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Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé

ÏÐÅÑÈÍÀÏÒÈ×ÅÑÊÎÅ ÄÅÉÑÒÂÈÅ NMDA ÑÂßÇÀÍÎ
Ñ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÛÌ ÊÀËÜÖÈÅÌ È ÌÎÄÓËÈÐÓ-
ÅÒÑß ÓÀÁÀÈÍÎÌ. © Ï. À. Àáóøèê,1 Ä. À. Ñèáàðîâ,
À. Å. Áîëüøàêîâ,1 È. È. Êðèâîé,2 Ñ. Ì. Àíòîíîâ.1 1 Èíñòè-
òóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå-
÷åíîâà ÐÀÍ è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíè-
âåðñèòåò.

Èçáûòîê N-ìåòèë-D-àñïàðòàòà (NMDA), èçáèðàòåëü-
íîãî àãîíèñòà èîíîòðîïíûõ ðåöåïòîðîâ ãëóòàìàòà
NMDA-òèïà, îêàçûâàåò íà íåéðîíû òîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå, îáóñëîâëåííîå íàêîïëåíèåì êàëüöèÿ â êëåòêàõ. Ðà-
íåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ñóáíàíîìîëÿðíûå êîíöåíòðàöèè
óàáàèíà, íå âëèÿþùèå íà àêòèâíîñòü Na,K-ÀÒÔàçû,
ïðåäîòâðàùàþò íåéðîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèé NMDA, ïðåïÿòñòâóÿ ðàçâèòèþ àïîïòîçà (Àí-
òîíîâ è äð., 2009). Ñ öåëüþ àíàëèçà ìåõàíèçìà àíòèàïîï-
òîòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ óàáàèíà íàìè èññëåäîâàíû äèíàìè-
êà âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+-ñèãíàëà è ÷àñòîòû ñïîíòàííûõ
âîçáóæäàþùèõ ñèíàïòè÷åñêèõ òîêîâ (ñÂÏÑÒ) ïðè âîç-
äåéñòâèè 30 ìêÌ NMDA, à òàêæå âëèÿíèå 1 íì óàáàèíà
íà ýòè ïðîöåññû. Îïûòû ïðîâîäèëè íà ïåðâè÷íîé êóëüòó-
ðå íåéðîíîâ êîðû ìîçãà êðûñ (7—14 DIV). Ðåãèñòðàöèþ
ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè íåéðîíîâ îñóùåñòâëÿëè ìåòî-
äîì patch-clamp â êîíôèãóðàöèè «öåëàÿ êëåòêà». Ïðè ïî-
òåíöèàëå ïîêîÿ — 70 ìÂ â êîíòðîëå ÷àñòîòà ñÂÏÑÒ ñî-
ñòàâëÿëà 0.18 ± 0.17 ñ–1. Àïïëèêàöèÿ 30 ìêÌ NMDA
(ñ äîáàâêîé 30 ìêÌ ãëèöèíà â êà÷åñòâå êîàãîíèñòà
NMDA-ðåöåïòîðîâ) ïðèâîäèëà ê äîñòîâåðíîìó (P < 0.05)
óâåëè÷åíèþ âõîäÿùåãî òîêà (íà 80—300 ïÀ) è ÷àñòîòû
ñÂÏÑÒ äî 4.9 ± 1.4 ñ–1. Äîáàâëåíèå 1 íÌ óàáàèíà íà ôîíå
äåéñòâèÿ NMDA íå ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèåì âõîäÿ-
ùåãî òîêà, íî ïðèâîäèëî ê ñóùåñòâåííîìó ïàäåíèþ ÷àñ-
òîòû ñÂÏÑÒ äî óðîâíÿ, íå îòëè÷àþùåãîñÿ îò êîíòðîëü-
íîãî. Âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ èçìåðÿëè
ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ Fluo-3 è Fura-2.
Ïðè äåéñòâèè 30 ìêÌ NMDA ðàçâèâàëñÿ óñòîé÷è-
âûé Ca2+-ñèãíàë, êîòîðûé áûñòðî äîñòèãàë ïëàòî,
íà óðîâíå êîòîðîãî ñîõðàíÿëñÿ â òå÷åíèå 40 ìèí ðåãèñò-
ðàöèè. Êîíöåíòðàöèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+ äîñòèãàëà
500—800 íÌ. Ñîâìåñòíàÿ àïïëèêàöèÿ 30 ìêÌ NMDA
è 1 íÌ óàáàèíà òàêæå ïðèâîäèëà ê ðàçâèòèþ íà÷àëü-
íîãî Ca2+-îòâåòà, êîòîðûé, îäíàêî, ñïàäàë äî êîíòðîëüíî-
ãî óðîâíÿ ê 30-é ìèí ðåãèñòðàöèè ïðè 30—50 íÌ óàáàè-

íà. Äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ ïðèìåíåíèåì îáîèõ ïîäõî-
äîâ, ìîãóò áûòü èíòåðïðåòèðîâàíû èñõîäÿ èç ïðåäïî-
ëîæåíèÿ î òîì, ÷òî Na,K-ÀÒÔàçà ïðè ñâÿçûâàíèè óàáàèíà
â íàíîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ âîâëåêàåòñÿ â ïðîöåññ
ðåãóëÿöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò äëè-
òåëüíîìó íàêîïëåíèþ Ca2+ ïðè äåéñòâèè NMDA è êàê
ñëåäñòâèå — óâåëè÷åíèþ ÷àñòîòû ñÂÏÑÒ. Ïðåäïîëîæè-
òåëüíî òàêèì ìîæåò áûòü ìåõàíèçì àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ óàáàèíà, çàùèùàþùèé íåéðîíû îò ãèïåðâîç-
áóæäåíèÿ, ñâÿçàííîãî ñ ÷ðåçìåðíîé ñèíàïòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòüþ íåðâíîé ñåòè â NMDA-ìîäåëè ýêñàéòîòîêñè÷-
íîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 10-04-00970 è 11-04-00397), à òàêæå ñðåäñòâ òåìàòè-
÷åñêîãî ïëàíà ÍÈÐ ÑÏáÃÓ ¹ 1.37.118.2011.
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À. Ä. Âåðèí.3 1 Èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, 2 Ðîññèéñêèé óíè-
âåðñèòåò äðóæáû íàðîäîâ, Ìîñêâà, è 3 Öåíòð ñîñóäèñòîé
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Ñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, âûñòèëàþùèé âíóòðåí-
íþþ ïîâåðõíîñòü ñîñóäîâ, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñåëåêòèâ-
íûé ïðîíèöàåìûé áàðüåð ìåæäó êðîâüþ è âíóòðåííèì
ïðîñòðàíñòâîì âñåõ îðãàíîâ. Ãëàâíîé ôóíêöèåé ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ ïðîíèöàåìîñòè ñî-
ñóäèñòîé ñòåíêè è êîíòðîëü çà îáìåíîì âåùåñòâ ìåæäó
öèðêóëèðóþùåé êðîâüþ è òêàíåâîé æèäêîñòüþ; ýíäîòå-
ëèé ðåãóëèðóåò òðàíñïîðò ìàêðîìîëåêóë è äâèæåíèå êëå-
òîê êðîâè ñêâîçü ñòåíêó ñîñóäà. Ïîääåðæàíèå áàðüåðíîé
ôóíêöèè îáåñïå÷èâàåòñÿ ðàâíîâåñèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ
ñîêðàùàþùèõ è ðàñòÿãèâàþùèõ ñèë, ãåíåðèðóåìûõ áåë-
êàìè öèòîñêåëåòà. Ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà ïðèâîäèò ê
èçìåíåíèþ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è êàê ñëåäñòâèå — ê
óñèëåíèþ èëè îñëàáëåíèþ áàðüåðíîé ôóíêöèè. Íàðóøå-
íèå áàðüåðíîé ôóíêöèè — äèñôóíêöèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî
ïëàñòà — õàðàêòåðèçóåòñÿ çíà÷èòåëüíîé ïåðåñòðîéêîé
öèòîñêåëåòà êëåòîê, àêòèâàöèåé àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðà-
ùåíèÿ è â êîíå÷íîì èòîãå îáðàçîâàíèåì ïðîìåæóòêîâ
ìåæäó ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè.
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Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, êàñêàä ìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ èçìåíåíèé, ñîïðîâîæäàþùèõ áàðüåðíóþ äèñ-
ôóíêöèþ, íà÷èíàåòñÿ ñ äåïîëèìåðèçàöèè ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, êàêîé âêëàä
âíîñÿò ìèêðîòðóáî÷êè â äèíàìè÷åñêóþ ðåîðãàíèçàöèþ
öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíîé êëåòêè, áûëà ïðåäëîæåíà
ôèçèîëîãè÷åñêè àäåêâàòíàÿ êëåòî÷íàÿ ìîäåëü, â êîòîðîé
êëåòêè ýíäîòåëèÿ ýêñïðåññèðóþò EB3-GFP — áåëîê, êî-
òîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïëþñ-êîíöàìè ìèêðîòðóáî÷åê. Èñ-
ïîëüçóÿ äàííóþ ìîäåëü, ìû ïîëó÷èëè âîçìîæíîñòü îïè-
ñàòü êëþ÷åâûå ïàðàìåòðû îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê â
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, â òîì ÷èñëå ñîîòíîøåíèå ìåæäó
ñóáïîïóëÿöèÿìè ñòàáèëüíûõ è äèíàìè÷íûõ ìèêðî-
òðóáî÷åê. Èñïîëüçóÿ ìîäåëü, èçìåðÿëè ñêîðîñòè ðîñòà
ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå öåíòðîñîìû è íà ïåðèôåðèè êàê
îäèíî÷íûõ ýíäîòåëèîöèòîâ, òàê è êëåòîê, ðàñòóùèõ â ìî-
íîñëîå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â íîðìå áîëüøèíñòâî ìèêðî-
òðóáî÷åê â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ äèíàìè÷íû, ñêîðîñòü ðîñòà
èõ ïëþñ-êîíöîâ íàèáîëåå âûñîêà âî âíóòðåííåé öèòî-
ïëàçìå, â ðàéîíå öåíòðîñîìû. Ñêîðîñòü ðîñòà ïëþñ-êîí-
öîâ ìèêðîòðóáî÷åê ñíèæàåòñÿ îò êëåòî÷íîãî öåíòðà ê ïå-
ðèôåðèè. Âîçìîæíî, â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ñóùåñòâóþò
ìåõàíèçì(û) ëîêàëüíîé ðåãóëÿöèè ðîñòà ïëþñ-êîíöà ìèê-
ðîòðóáî÷åê. Ñêîðîñòü ðîñòà ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåí-
íåé öèòîïëàçìå ýíäîòåëèîöèòîâ, ðàñòóùèõ â ìîíîñëîå,
íèæå, ÷åì â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî-
æèòü ðåãóëÿòîðíûé ýôôåêò ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.
Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ñêîðîñòåé ðîñòà öåíòðîñîìàëüíûõ
ìèêðîòðóáî÷åê â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ïîçâîëèë
âûÿâèòü ñóáïîïóëÿöèè ìèêðîòðóáî÷åê ñ âûñîêîé (âòðîå
ïðåâûøàþùåé íîðìàëüíóþ) ñêîðîñòüþ ðîñòà, âîçìîæíî,
ÿâëÿþùèõñÿ àíàëîãîì îïèñàííûõ ðàíåå «ïèîíåðñêèõ»
ìèêðîòðóáî÷åê. Ïðè ðàçâèòèè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè äè-
íàìèêà ìèêðîòðóáî÷åê èçìåíÿåòñÿ, ñêîðîñòü ðîñòà èõ
ïëþñ-êîíöîâ íà ïåðèôåðèè êëåòêè ñíèæàåòñÿ âäâîå. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò ôóíêöèîíàëüíîå âçàè-
ìîäåéñòâèå ìåæäó ìèêðîòðóáî÷êàìè è ìåæêëåòî÷íûìè
êîíòàêòàìè: äèíàìè÷íûå ìèêðîòðóáî÷êè, ïî-âèäèìîìó,
ñïîñîáíû ðåãóëèðîâàòü ñóùåñòâóþùèå êîíòàêòû è, òàêèì
îáðàçîì, âëèÿòü íà ýíäîòåëèàëüíóþ ïðîíèöàåìîñòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå NIH
(HL 067307, HL080675) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 09-04-00363).

ÁÀÊÒÅÐÈÀËÜÍÀß ÈÍÂÀÇÈß ÊÀÊ ÌÎÄÅËÜ ÄËß
ÈÇÓ×ÅÍÈß ÂËÈßÍÈß ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÎÂ N-ÀÖÅ-
ÒÈËÖÈÑÒÅÈÍÀ È a-ËÈÏÎÅÂÎÉ ÊÈÑËÎÒÛ ÍÀ
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ. © Å. Ñ. Áîæîêè-
íà, Å. À. Âàõðîìîâà, È. À. Ãàìàëåé, Ñ. Þ. Õàéòëèíà. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, bozhoki-
na@yahoo.com.

Îïóõîëåâàÿ òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê õàðàêòåðèçóåòñÿ
ìíîãî÷èñëåííûìè èçìåíåíèÿìè ôåíîòèïà. Èçìåíåíèå
ôåíîòèïà, â ñâîþ î÷åðåäü, äåëàåò êëåòêó áîëåå óÿçâèìîé
äëÿ íåêîòîðûõ ôàêòîðîâ, ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê êîòîðûì
áûëà ãîðàçäî ìåíüøå äî òðàíñôîðìàöèè. Îäíèì èç ôóíê-
öèîíàëüíûõ íàðóøåíèé âñëåäñòâèå òðàíñôîðìàöèè ÿâëÿ-
åòñÿ èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòêè ê áàêòåðèàëüíîé
èíâàçèè (Velge et al., 1997; Gamaley et al., 2006). Ïîêàçàíî,
â ÷àñòíîñòè, ÷òî èíâàçèÿ áàêòåðèé óñèëèâàåòñÿ ïðè òðàíñ-
ôåêöèè êëåòîê áîëüøèì Ò-àíòèãåíîì âèðóñà SV 40, îáðà-
çóþòñÿ ïîñòîÿííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ñ âîñïðèèì÷èâûì ê

èíâàçèè ôåíîòèïîì (Velge et al., 1997). Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê 3T3-SV40 ê èíâàçèè óìåíüøàåò-
ñÿ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê àíòèîêñèäàíòîì N-àöåòèëöè-
ñòåèíîì (NAC), ïðèâîäÿùåé ê ÷àñòè÷íîé ðåâåðñèè òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà (Gamaley et al., 2006). Ýòè èç-
ìåíåíèÿ êîððåëèðóþò ñ óìåíüøåíèåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòêè ê íàòóðàëüíûì êèëëåðàì (Ôèëàòîâà è äð., 2006,
2008). Òàêèì îáðàçîì, ÷óâñòâèòåëüíîñòü êóëüòèâèðóåìûõ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè ÿâëÿåò-
ñÿ ìàðêåðîì ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â êëåòêå ïðè äåé-
ñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü áàêòå-
ðèàëüíóþ èíâàçèþ êàê äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ äåéñò-
âèÿ àíòèîêñèäàíòîâ, òàê è äëÿ âûÿâëåíèÿ ôàêòîðîâ,
ñïîñîáñòâóþùèõ èíâàçèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäî-
âàëè ñïîñîáíîñòü àíòèîêñèäàíòîâ N-àöåòèëöèñòåèíà
(NAC) è a-ëèïîåâîé êèñëîòû èçìåíÿòü ôåíîòèïè÷åñêèå
ñâîéñòâà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ëèíèè HeLa è èõ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíâàçèè áàêòåðèé, ïðîäóöåíòîâ ìå-
òàëëîïðîòåàç. Óñòàíîâëåíî, ÷òî áàêòåðèè S. grimesii
30063 è ðåêîìáèíàíòíûå E. coli K-12, ïðîäóöåíòû ìåòàë-
ëîïðîòåàçû ãðèìåëèçèíà, èíâàçèðîâàëè íå áîëåå 10 %
êëåòîê ëèíèè HeLa, êàê èñõîäíûõ, òàê è òðàíñôèöèðîâàí-
íûõ ÃÒÔàçàìè GFP-RhoA è GFP-RhoC . Èíêóáàöèÿ êëå-
òîê HeLa ñ NAC (10—20 ìÌ) èëè a-ëèïîåâîé êèñëîòîé
(0.6 ìÌ) óâåëè÷èâàëà èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíâàçèè áàê-
òåðèé â 2 è 3.5 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè èíêóáàöèè êëå-
òîê ñ 2.5 ìÌ NAC èëè 1.2 ìÌ a-ëèïîåâîé êèñëîòîé áàê-
òåðèàëüíàÿ èíâàçèÿ â êëåòêè ëèíèè HeLa íå îòëè÷àëàñü
îò êîíòðîëÿ. Óâåëè÷åíèå èíâàçèâíîñòè êîððåëèðîâàëî ñ
ðàçðóøåíèåì ìîíîñëîÿ, çíà÷èòåëüíîé ðåîðãàíèçàöèåé
öèòîñêåëåòà è îòñóòñòâèåì ôèëàìåíòîâ, àêòèí áûë ñîñðå-
äîòî÷åí ïðåèìóùåñòâåííî â êîðòèêàëüíîì ñëîå. Êðîìå
òîãî, óñèëèâàëàñü ýêñïðåññèÿ ÃÒÔàç Rho â òðàíñôèöèðî-
âàííûõ êëåòêàõ. Ïîñëå óäàëåíèÿ àíòèîêñèäàíòîâ èç ñðå-
äû íàáëþäàëîñü âîññòàíîâëåíèå ñòðåññ-ôèáðèëë, è öèòî-
ñêåëåò êëåòîê íå îòëè÷àëñÿ îò öèòîñêåëåòà êîíòðîëüíûõ
êëåòîê. ×óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê áàêòåðèÿì áûëà ñîïî-
ñòàâèìà ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ íå îáðàáîòàííûõ àíòèîêñè-
äàíòàìè êëåòîê.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èç-
ìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê HeLa ê èíâàçèè áàêòå-
ðèÿìè, ñèíòåçèðóþùèìè ìåòàëëîïðîòåàçû, êîððåëèðóåò ñ
ðåîðãàíèçàöèåé öèòîñêåëåòà: ðàçáîðêà öèòîñêåëåòà ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì èíâàçèâíîñòè êëåòîê, à âîñ-
ñòàíîâëåíèå öèòîñêåëåòà — ñ åå óìåíüøåíèåì. Îäíàêî
íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ, ÷òîáû âûÿñíèòü,
ñâÿçàíî ëè èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê èíâàçèè ñ ïåðå-
ñòðîéêàìè öèòîñêåëåòà èëè ýòè ïðîöåññû ðåãóëèðóþòñÿ
íåçàâèñèìî äðóã îò äðóãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 11-04-0039 è 09-04-00467) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÐÀÑÒÈÒÅËÜÍÛÅ ÃÎÐÌÎÍÛ ÂÛÇÛÂÀÞÒ ÈÇÌÅÍÅ-
ÍÈß ÑÎÑÒÎßÍÈß ÝÏÐ È ÀÏÏÀÐÀÒÀ ÃÎËÜÄÆÈ Â
ÍÎÐÌÀËÜÍÛÕ È ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒ-
ÊÀÕ ÊÎÆÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ì. Âèëüäàíîâà, Ã. Îíèùåíêî,
Å. Ñìèðíîâà. Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû — âåùåñòâà, âûäåëÿåìûå
êëåòêàìè ðàñòåíèé è äåéñòâóþùèå â íèçêîé êîíöåíòðà-
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öèè êàê ðåãóëÿòîðû ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè ðàñòåíèé.
Îíè ñãðóïïèðîâàíû ïî ôèçèîëîãè÷åñêîìó ýôôåêòó, ïðî-
ÿâëÿåìîìó ó ðàñòåíèé, è ïî îáùåìó õèìè÷åñêîìó ñòðîå-
íèþ. Æàñìîíîâàÿ êèñëîòà (ÆÊ) ó÷àñòâóåò â îòâåòå íà ïî-
âðåæäåíèå è âíåäðåíèå ïàòîãåíà. Àáñöèçîâàÿ êèñëîòà
(ÀÁÊ) ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ïåðåõîäà â ñîñòî-
ÿíèå ïîêîÿ â îòâåò íà àáèîòè÷åñêèé ñòðåññ. Ãèááåðåëëè-
íîâàÿ êèñëîòà (ÃÊ) ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿòîðîì âåãåòàòèâíîãî
ðîñòà. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ðåàêöèè íîðìàëüíûõ
è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê êîæè ÷åëîâåêà íà äåéñò-
âèå òðåõ ðàçíîíàïðàâëåííûõ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ —
ÆÊ, ÀÁÊ è ÃÊ. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàð-
öèíîìû A431 è íîðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû HaCaT. Æèç-
íåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà
÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ðàçíûõ êîí-
öåíòðàöèé ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ.

Àíàëèç äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî ÆÊ â êîíöåíòðàöèè
2 ìÌ âûçûâàëà ãèáåëü îêîëî 30 % ïîïóëÿöèè êëåòîê
A431 è HaCaT, ÀÁÊ è ÃÊ â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ âûçûâàëè
íåçíà÷èòåëüíóþ ãèáåëü â êóëüòóðå A431 è íå îêàçûâàëè
âëèÿíèÿ íà êëåòêè HaCaT. Ñëåäîâàòåëüíî, ðàñòèòåëüíûå
ãîðìîíû â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ ñíèæàëè âûæèâàåìîñòü
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, è òîëüêî ÆÊ ñíèæàëà âû-
æèâàåìîñòü íîðìàëüíûõ êëåòîê. Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäå-
ëèòü ìåõàíèçì ãèáåëè êëåòîê, íåîáõîäèìî óñòàíîâèòü,
êàêèå íàðóøåíèÿ âûçûâàþò ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû â
êëåòêàõ è êàêèå îðãàíåëëû ÿâëÿþòñÿ ìèøåíÿìè èõ äåéñò-
âèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî ïðîâåäåíî èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîå èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ ðàçíûõ êëåòî÷íûõ îðãàíåëë.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ ÆÊ, ÀÁÊ è ÃÊ
íå îêàçûâàëè çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ìèêðîòðóáî÷êè, àêòè-
íîâûå ôèëàìåíòû è ìèòîõîíäðèè îáåèõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé. Îäíàêî âñå òðè àãåíòà âûçûâàëè çíà÷èòåëüíûå èçìå-
íåíèÿ â îðãàíèçàöèè è ñîñòîÿíèè âàêóîëÿðíîé ñèñòåìû
(ÝÏÐ, àïïàðàòà Ãîëüäæè, ëèçîñîì) êàê íîðìàëüíûõ, òàê è
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë ê
ðåçèäåíòíûì áåëêàì ÝÏÐ HDEL âûÿâèëî ðàñøèðåíèå
ñåòè ÝÏÐ ïðè äåéñòâèè ÆÊ è ÀÁÊ â êëåòêàõ A431 è ïðè
äåéñòâèè âñåõ òðåõ ãîðìîíîâ â êëåòêàõ HaCaT. Èñïîëüçî-
âàíèå àíòèòåë ê áåëêó p58K ìåìáðàí àïïàðàòà Ãîëüäæè
(ÀÃ) âûÿâèëî èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè è ðàçìåðîâ ÀÃ.
Â êëåòêàõ A431 ïðè äåéñòâèè ÆÊ ïëîùàäü ÀÃ óâåëè÷èâà-
ëàñü â 1.6 ðàçà, ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ — â 3 ðàçà, ïðè äåéñò-
âèè ÃÊ — â 2.5 ðàçà. Â êëåòêàõ HaCaT ïëîùàäü ÀÃ ïðè
äåéñòâèè ÆÊ óâåëè÷èâàåòñÿ â 1.6 ðàçà, ïðè äåéñòâèè
ÀÁÊ — â 8 ðàç, à ïðè äåéñòâèè ÃÊ ïëîùàäü ÀÃ çíà÷èòåëü-
íî íå èçìåíÿëàñü. Âûÿâëåíèå âåçèêóë êèñëîãî êîìïàðò-
ìåíòà ñ ïîìîùüþ àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî ïîêàçàëî,
÷òî çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ýòîãî êîìïîíåíòà âàêóîëÿð-
íîé ñèñòåìû íàáëþäàëè òîëüêî ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ íà
êëåòêè HaCaT, â êîòîðûõ â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê áûëè îáíàðóæåíû ãèãàíòñêèå âåçèêóëû.

Ñîïîñòàâëåíèå ðåàêöèè íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê êîæè ÷åëîâåêà íà äåéñòâèå ðàçíîíàïðàâ-
ëåííûõ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ ïîêàçàëî, ÷òî â êîíöåíò-
ðàöèè 2 ìÌ äàííûå ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû ÿâëÿþòñÿ öè-
òîòîêñè÷íûìè äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, è òîëüêî
ÆÊ ÿâëÿåòñÿ öèòîòîêñè÷íîé êàê äëÿ íîðìàëüíûõ, òàê è
äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Íåçàâèñèìî îò äåéñò-
âèÿ, êîòîðîå îêàçûâàþò ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû íà âûæè-
âàåìîñòü êëåòîê, âñå îíè âûçûâàþò èçìåíåíèÿ â ñîñòîÿ-
íèè âàêóîëÿðíîé ñèñòåìû. Èçìåíåíèÿ âàêóîëÿðíîé ñèñòå-
ìû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî: 1) ìåõàíèçì

ãèáåëè êëåòîê ñâÿçàí ñî ñòðåññîì ÝÏÐ; 2) â êëåòêàõ ïðî-
èñõîäèò àêòèâàöèÿ ñèíòåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ; 3) íàðóøà-
åòñÿ ñåêðåöèÿ áåëêîâ èç ÀÃ.

ÂËÈßÍÈÅ ÍÅÃÈÄÐÎËÈÇÓÅÌÎÃÎ ÀÍÀËÎÃÀ ÃÒÔ ÍÀ
ÑÒÈÌÓËÈÐÎÂÀÍÍÎÅ ÃÒÔ ÎÑÂÎÁÎÆÄÅÍÈÅ Ca2+ ÈÇ
ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÄÅÏÎ ÎÎÖÈÒÎÂ ÑÂÈÍÅÉ.
© Â. Þ. Äåíèñåíêî, Ò. È. Êóçüìèíà. Âñåðîññèéñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, prof.kouzmina@mail.ru.

Ïîêàçàíî (Henne, Soling, 1986), ÷òî îñâîáîæäåíèå
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè äåéñòâèè ÃÒÔ ñâÿçàíî
ñ ãèäðîëèçîì ôîñôàòíîãî îñòàòêà íà ÃÒÔ, è ñäåëàíî
ïðåäïîëîæåíèå (Mullaney et al., 1987) î òîì, ÷òî ÃÒÔ îá-
ðàçóåò ñâÿçü ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî
êàëüöèÿ (÷óâñòâèòåëüíûìè ê IP3 è ðèàíîäèíó) è îïîñðåäó-
åò ïåðåõîä Ca2+ ìåæäó ýòèìè äåïî. Öåëü íàñòîÿùåãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ — èäåíòèôèêàöèÿ ïóòåé ðåàëèçàöèè äåéñòâèÿ
ÃÒÔ ïðè îñâîáîæäåíèè Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
îîöèòîâ ñâèíåé. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ÿè÷íèêè
ñâèíåé íà ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà áåç âèäèìîé ïà-
òîëîãèè. Äëÿ îïûòîâ îòáèðàëè îîöèòû îêðóãëîé ôîðìû ñ
òîíêîãðàíóëèðîâàííîé îîïëàçìîé è ðàâíîìåðíîé ïî øè-
ðèíå çîíîé ïåëëþöèäà. Èíêóáàöèþ âûäåëåííûõ îîöèòîâ
ïðîâîäèëè â ìîäèôèöèðîâàííîé ñðåäå Äþëüáåêî â îòñóò-
ñòâèå âíåêëåòî÷íîãî Ca2+. Êîíöåíòðàöèþ Ca2+ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ çîíäà
õëîðòåòðàöèêëèí (ÕÒÖ). Èñïîëüçóåìàÿ êîíöåíòðàöèÿ
ÕÒÖ ñîñòàâëÿëà 40 ìêÌ. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ÕÒÖ èçìåðÿëè íà ôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêå, ñîñòîÿ-
ùåé èç ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà è ôîòîìåòðè÷åñêîé
íàñàäêè. Êîìïëåêñ ÕÒÖ—Ca2+—ìåìáðàíà âîçáóæäàëè
ñâåòîì 380—400 íì, ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñòðèðîâàëè â
îáëàñòè 530 íì. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èçìåðÿëè
â óñë. åä.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî äîáàâëåíèå ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè
10 ìêÌ ñòèìóëèðóåò â îîöèòàõ îñâîáîæäåíèå èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî. Èñïîëüçîâàíèå ÃÒÔgS (íåãèäðîëèçóåìî-
ãî àíàëîãà ÃÒÔ) ïîçâîëÿåò âûÿâèòü íåîáõîäèìîñòü ãèä-
ðîëèçà ïðè îñâîáîæäåíèè Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî,
ñòèìóëèðîâàííîãî äîáàâëåíèåì ÃÒÔ. Ïðè ãèäðîëèçå
ÃÒÔ ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ÃÄÔ, êîòîðûé ïðè ó÷àñòèè
îïðåäåëåííûõ ôåðìåíòîâ âîññòàíàâëèâàåòñÿ îáðàòíî äî
ÃÒÔ. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ âîññòàíîâëåíèÿ ÃÒÔ íà âñåõ
ýòàïàõ ýêñïåðèìåíòîâ äîáàâëÿëè ÀÄÔ â êîíöåíòðàöèè
1 ìÌ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè îäíîãî ÃÒÔgS â êîíöåíòðàöèè
100 ìêÌ â îîöèòàõ íå îòìå÷àëè îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îòñóòñòâîâàë âûõîä Ca2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÃÒÔ è
ÃÒÔgS, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü íåîáõîäèìîñòü ãèä-
ðîëèçà ïðè îñâîáîæäåíèè Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
ïîä äåéñòâèåì ÃÒÔ. Âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè ÑÒÃ â
êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë ïðèâîäèëî ê îñâîáîæäåíèþ Ca2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ. Ïðè ñîâìåñòíîì äåé-
ñòâèè ÑÒÃ è ÃÒÔ â êëåòêàõ îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíûé
âûõîä Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Â ñîîòâåòñòâèè ñ
ãèïîòåçîé ýòîò äîïîëíèòåëüíûé âûõîä Ca2+ èç âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî ñâÿçàí ñî ñïîñîáíîñòüþ ÃÒÔ îáðàçîâûâàòü
ñâÿçü ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî Ca2+ è
îáåñïå÷èâàòü ïåðåõîä Ca2+ ìåæäó íèìè (Mullaney et al.,
1987). Åñëè íà îñâîáîæäåíèå Ca2+, ñòèìóëèðîâàííîå èñ-
ïîëüçîâàíèåì îäíîãî ÃÒÔ, äîáàâëåíèå ÃÒÔgS îêàçûâàëî
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èíãèáèðóþùåå âîçäåéñòâèå, òî àêòèâèðîâàííîå ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è ÃÒÔ äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæ-
äåíèå Ca2+ íå èíãèáèðîâàëîñü ïðè âíåñåíèè â ñðåäó èíêó-
áàöèè ÃÒÔgS . Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî ãèäðîëèç òåðìèíàëü-
íîãî îñòàòêà ÃÒÔ äåòåðìèíèðóåò ìîáèëèçàöèþ êàëüöèÿ
èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, à äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ñâÿçè ìåæäó
íèìè âîçìîæíî âîâëå÷åíèå ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-4-00389).

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÛÅ È ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÅ ÐÀÇËÈ×Èß
ÖÈÒÎÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÈÇÎÔÎÐÌ ÀÊÒÈÍÀ Â ÍÅ-
ÌÛØÅ×ÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Â. Á. Äóãèíà. Èíñòèòóò ôè-
çèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñ-
êîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà.

Àêòèíû, îñîáåííî ïëàçìàòè÷åñêèå èëè íåìûøå÷íûå
èçîôîðìû, èãðàþò âåäóùóþ ðîëü â êëþ÷åâûõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê àäãåçèÿ, ìèãðàöèÿ, ïîëÿðèçàöèÿ è
äåëåíèå êëåòîê. Èñïîëüçóÿ ñïåöèôè÷åñêèå ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîô. Ê. Øàïîíüå (Óíèâåðñè-
òåò ã. Æåíåâû), ìû èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå áåòà- è
ãàììà-öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ àêòèíîâ â ôèáðîáëàñòàõ è
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. Ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè ìû ïîêàçàëè, ÷òî áåòà-àêòèí ïðåèìóùå-
ñòâåííî ëîêàëèçîâàí â ôèëîïîäèÿõ, ñòðåññ-ôèáðèëëàõ,
êîëüöåâûõ ïó÷êàõ è àäãåçèîííûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òàõ, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ðîëü ýòîé èçîôîðìû â êëåòî÷íîé
àäãåçèè è ñîêðàùåíèè. Íàïðîòèâ, ãàììà-àêòèí îðãàíèçî-
âàí ïî-ðàçíîìó â çàâèñèìîñòè îò êëåòî÷íîé àêòèâíîñòè: â
âèäå êîðòèêàëüíûõ è ëàìåëëèïîäèàëüíûõ ñåòåé â äâèæó-
ùèõñÿ êëåòêàõ, ÷òî ïðåäïîëàãàåò åãî âàæíóþ ðîëü â êëå-
òî÷íîé ïîäâèæíîñòè; â ñòàöèîíàðíûõ êëåòêàõ ãàììà-àê-
òèí òàêæå ìîæåò áûòü ëîêàëèçîâàí â ñòðåññ-ôèáðèëëàõ.
Ýêñïåðèìåíòû ïî èíãèáèðîâàíèþ ìàëûõ ÃÒÔàç ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëè, ÷òî áåòà- è ãàììà-àêòèíîâûå ñòðóêòóðû
íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðîëåì RhoA è Rac1 ñîîòâåòñòâåííî.

Èññëåäîâàíèå ôóíêöèé èçîôîðì ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîãî óìåíüøåíèÿ ýêñïðåññèè áåòà- è
ãàììà-àêòèíîâ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèîííûì ìåòîäîì. Êëåò-
êè, òðàíñôèöèðîâàííûå ìàëûìè èíòåðôåðèðóþùèìè
ÐÍÊ, èçáèðàòåëüíî ïîäàâëÿþùèìè ýêñïðåññèþ áåòà- èëè
ãàììà-àêòèíà, èìåëè âûðàæåííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàç-
ëè÷èÿ: ïðè óìåíüøåíèè ýêñïðåññèè áåòà-àêòèíà êëåòêè
õîðîøî ðàñïëàñòûâàëèñü è òåðÿëè áåòà-àêòèíîâûå ïó÷êè;
íàïðîòèâ, ïðè óìåíüøåíèè ýêñïðåññèè ãàììà-àêòèíà
êëåòêè ïðèîáðåòàëè ñîêðàòèìûé ôåíîòèï ñ òîëñòûìè
ïó÷êàìè àêòèíà áåç ëàìåëëèïîäèàëüíûõ ñòðóêòóð. Áîëåå
òîãî, óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè êàæäîé èç èçîôîðì àêòèíà
ïî-ðàçíîìó âëèÿëî íà äâèæåíèå, ïîäòâåðæäàÿ èõ ñïåöè-
ôè÷åñêèå ðîëè â êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè. Òàêæå ïîëó÷å-
íû äàííûå î ðàçëè÷íîé ðîëè ýòèõ èçîôîðì â êëåòî÷íîì
äåëåíèè. Íàøè ðåçóëüòàòû âûÿâèëè ïðèíöèïèàëüíî íî-
âûå àñïåêòû îðãàíèçàöèè èçîôîðì àêòèíà, ïðåäïîëàãàþ-
ùèå èõ ôóíêöèîíàëüíûå ðàçëè÷èÿ.

Äîïîëíèòåëüíûå äàííûå î ðàçëè÷íîé ðîëè èçîôîðì
àêòèíà â ìèãðàöèè êëåòîê áûëè ïîëó÷åíû èç ñðàâíèòåëü-
íîãî èçó÷åíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ áåòà- è ãàììà-àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ.
Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè òåðÿþò áåòà-ñîäåðæàùèå àêòèíîâûå ïó÷êè, íî â

íèõ âûÿâëÿþòñÿ õîðîøî ðàçâèòûå ãàììà-àêòèíîâûå ñåòè.
Îñíîâíîå ñâîéñòâî êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè ñîñòîèò â
ðåîðãàíèçàöèè àêòèí-ìèîçèíîâîãî öèòîñêåëåòà, âåäóùåé
ê èçìåíåííîé êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè è èíâàçèè. Ìíîãî-
÷èñëåííûìè èññëåäîâàíèÿìè áûëî ïîêàçàíî èñ÷åçíîâå-
íèå ñòðåññ-ôèáðèëë â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, íî,
ïîìèìî íàøèõ äàííûõ, î÷åíü ìàëî áûëî èçâåñòíî î ñïå-
öèôè÷åñêîì èçìåíåíèè àêòèíîâûõ èçîôîðì ïðè îíêîãåí-
íîé òðàíñôîðìàöèè. Ìû ñðàâíèëè îðãàíèçàöèþ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ àêòèíîâ ó ôèáðîáëàñòîâ èç íîðìàëüíûõ
ýìáðèîíàëüíûõ ëåãî÷íûõ ëèíèé WI38 è MRC-5 ÷åëîâåêà
ñ èõ SV40-òðàíñôîðìèðîâàííûìè îïóõîëåðîäíûìè ïðî-
èçâîäíûìè WI38-VA13 è MRC-5V2. Òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êëåòêè îòëè÷àëèñü îò íîðìàëüíûõ ðåäóêöèåé áå-
òà-àêòèíîâûõ ïó÷êîâ è ðàçâèòèåì êîðòèêàëüíûõ è ëàìåë-
ëèïîäèàëüíûõ ãàììà-àêòèíîâûõ ïðîòðóçèé. Ìû
ïðîâåðèëè, âåäåò ëè ïîäîáíàÿ ìîðôîëîãè÷åñêàÿ ðåîðãà-
íèçàöèÿ öèòîñêåëåòà ê êîëè÷åñòâåííîé âàðèàöèè â ýêñï-
ðåññèè ýòèõ èçîôîðì. Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ýêñïðåñ-
ñèè ïðîâåëè ñ ïîìîùüþ àíàëèçà ñîîòíîøåíèÿ èçîôîðì ñ
ïîìîùüþ äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà. Ðåçóëüòàòû ïîêàçà-
ëè âîçìîæíóþ ñâÿçü êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè ñ ðåîðãà-
íèçàöèåé öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ èçîôîðì àêòèíà è ìîäóëÿ-
öèÿìè â èõ ýêñïðåññèè.

ÀÍÀËÈÇ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ È ÊÎÍÅ×-
ÍÛÕ ÑÒÀÄÈÉ ÀÏÎÏÒÎÇÀ Ó ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÝÌÁ-
ÐÈÎÍÎÂ ÂÜÞÍÎÂ ÏÐÈ ÌÎÇÀÈ×ÍÎÌ ÏÀÒÒÅÐÍÅ
ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÀ GFP. © Ë. Â. Êîçèêîâà,1 È. Â. Ìà-
êàðîâà,2 Í. Â. Õàéäàðîâà,2 Ë. À. Ñëåïöîâà,3 Ë. Å. Àíäðå-
åâà.2 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîò-
íûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, 2 Èíñòèòóò
ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, è 3 Ìåæäóíàðîä-
íûé áèîòåõíîëîãè÷åñêèé öåíòð Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, larko-
zik@list.ru; leandr1@yandex.ru.

Ðåïîðòåðíûé ãåí GFP øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ýêñïå-
ðèìåíòàõ ïî òðàíñãåíåçó è ÿâëÿåòñÿ óäîáíûì ïðèæèçíåí-
íûì ìàðêåðîì ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ òðàíñãåííûõ êîíñò-
ðóêöèé (Tsang, 2010). Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëà
îöåíêà ãîìåîñòàçà òðàíñãåííûõ îðãàíèçìîâ â ïðîöåññå
ýìáðèîãåíåçà ïðè ìîçàè÷íîì ïàòòåðíå ýêñïðåññèè ãå-
íà GFP â ýìáðèîíàõ âüþíîâ Misgurnus fossilis L. Òðàíñ-
ãåííûõ ýìáðèîíîâ âüþíîâ ïîëó÷àëè ìåòîäîì ìèêðî-
èíúåêöèè ïëàçìèäû pCEEGFP â îáëàñòü áëàñòîäèñêà
îïëîäîòâîðåííûõ èêðèíîê. Êîíòðîëåì ñëóæèëè èíòàêò-
íûå çàðîäûøè è ýìáðèîíû ðûá, êîòîðûì ââîäèëè äèñ-
òèëëèðîâàííóþ âîäó. Ýêñïðåññèþ GFP âûÿâëÿëè â ýìá-
ðèîíàõ âüþíà â òå÷åíèå 1—4 ñóò ïî ôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà ZEISS Stereo Lumar V.12 è ôèëü-
òðà äëÿ ÔÈÒÖ. Ïîñëå äåõîðèîíèçàöèè 4-ñóòî÷íûõ ýìáðè-
îíîâ ñ òðàíçèòîðíîé ýêñïðåññèåé ãåíà GFP áûëè ïîëó÷å-
íû öèòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû äëÿ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî
àíàëèçà ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è êîíå÷íûõ ñòàäèé
àïîïòîçà. Îáðàáîòêó ìàòåðèàëà ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñò-
âèè ñ îïèñàííîé ìåòîäèêîé (Walker, 2000) â àâòîðñêîé
ìîäèôèêàöèè. Ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çàðîäûøåé â áîëü-
øîé äîëå ñëó÷àåâ íàáëþäàëèñü àíîìàëèè ðàçâèòèÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé.

Íà öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ 4-ñóòî÷íûõ çàðîäû-
øåé ïðîâîäèëè àíàëèç ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà ïî êîëè-
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÷åñòâó äåëÿùèõñÿ è ïèêíîòè÷åñêèõ êëåòîê ñîîòâåòñòâåí-
íî. Â êîíòðîëå êîëè÷åñòâî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê (Ì)
ñîñòàâèëî 3.42 ± 0.12 %, à êîëè÷åñòâî ïèêíîòè÷åñêèõ
(Ï) — 1.74 ± 0.16 %. Ïîñëå ââåäåíèÿ äèñòèëëèðîâàííîé
âîäû äîñòîâåðíîé ðàçíèöû ìåæäó èíúåöèðîâàííûìè è
èíòàêòíûìè çàðîäûøàìè ïî ìèòîçàì (Ì = 3.36 ± 0.05 %)
è ïèêíîçàì (Ï = 1.55 ± 0.04 %) íå îáíàðóæåíî, ÷òî óêàçû-
âàåò íà òî, ÷òî ñàì ïðîöåññ ìèêðîèíúåêöèè íå îêàçûâàåò
íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê è àïîïòîç. Êîëè÷åñòâî ïèêíîòè÷åñêèõ êëåòîê ó
àíîìàëüíûõ òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ ñ ãåíîì GFP (Ï =
= 2.89 ± 0.27 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè òðàíñãåí-
íûìè çàðîäûøàìè ñ ýòèì æå ãåíîì (Ï = 2.01 ± 0.22 %)
óâåëè÷èâàëîñü (P < 0.01), ÷òî óêàçûâàåò íà àêòèâàöèþ
ïðîöåññîâ çàïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ñìåðòè ïðè
íàðóøåíèÿõ ýìáðèîãåíåçà. Ïðè ñðàâíåíèè ïîêàçàòåëåé
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è àïîïòîçà ó íîðìàëüíûõ
ýìáðèîíîâ, êîòîðûì èíúåöèðîâàëè äèñòèëëèðîâàííóþ
âîäó (Ì= 3.36 ± 0.05 %; Ï = 1.55 ± 0.04 %), è íîðìàëüíûõ
ýìáðèîíîâ ñ GFP (Ì = 2.62 ± 0.16 %; Ï = 2.01 ± 0.22 %)
áûëà âûÿâëåíà äîñòîâåðíàÿ ðàçíèöà ïî îáîèì ïîêàçàòå-
ëÿì. Ïîêàçàíû óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ìèòîòè÷åñêèõ
(P < 0.05) êëåòîê è óâåëè÷åíèå ÷èñëà ïèêíîòè÷åñêèõ êëå-
òîê (P < 0.001).

Òàêèì îáðàçîì, öèòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ó÷åòà ìèòîòè-
÷åñêèõ è ïèêíîòè÷åñêèõ êëåòîê ó ýìáðèîíîâ ñ ýêñïðåñ-
ñèåé òðàíñãåíîâ ïîçâîëÿåò ïîíÿòü êîîðäèíàöèþ âàæíåé-
øèõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ â õîäå ýìáðèîãåíåçà.

ÀÊÒÈÍÎÂÛÉ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ Â ÐÀÑÒÓÙÈÕ È ÇÀ-
ÂÅÐØÈÂØÈÕ ÔÀÇÓ ÐÎÑÒÀ ÎÎÖÈÒÀÕ ÊÎÐÎÂ.
© Ò. È. Êóçüìèíà, Î. Ñ. Ñêîòòè. Âñåðîññèéñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, prof.kouzmina@mail.ru.

Ïðèîáðåòåíèå æåíñêîé ãàìåòîé êîìïåòåíòíîñòè ê
îïëîäîòâîðåíèþ è ðàçâèòèþ ýìáðèîíîâ — âàæíûé ýòàï
òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ ýìáðèîíîâ æèâîòíûõ in vitro. Ïî-
ïóëÿöèÿ äîíîðñêèõ îîöèòîâ, èñïîëüçóåìûõ â êëåòî÷íûõ
ðåïðîäóêòèâíûõ òåõíîëîãèÿõ, ðàçëè÷àåòñÿ ïîòåíöèÿìè ê
ýêñòðàêîðïîðàëüíîìó ñîçðåâàíèþ è ñïîñîáíîñòüþ ê ðàç-
âèòèþ èç íèõ áèîëîãè÷åñêè ïîëíîöåííûõ ýìáðèîíîâ
(Alm et al., 2005). Ðàçðàáîòêà ýôôåêòèâíûõ ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ òåñòîâ ðàííåãî ïðîãíîçèðîâàíèÿ êà÷åñòâà îîöèòîâ
ïîçâîëèò óâåëè÷èòü ýôôåêòèâíîñòü ðåïðîäóêòèâíûõ òåõ-
íîëîãèé. Ñåëåêöèþ êëåòîê è èõ êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâî-
äèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäàìè, ðàçðàáîòàííûìè â ëàáî-
ðàòîðèè áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÃÍÓ ÂÍÈÈÃÐÆ (Êóçüìèíà
è äð., 2009). Ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå çîíäà äëÿ ïðèæèç-
íåííîãî òåñòèðîâàíèÿ îîöèòîâ áðèëëèàíòîâîãî êðèñòàë-
ëè÷åñêîãî êðàñèòåëÿ (BCB — brillant cresyl blue) — èíäè-
êàòîðà àêòèâíîñòè ãëþêîçà-6-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû
(G6PDH) — îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
îòîáðàííûõ îîöèòîâ äëÿ äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ,
èõ îïëîäîòâîðåíèÿ è ïîëó÷åíèÿ ýìáðèîíîâ. BCB äåòåð-
ìèíèðóåò èíòðàöåëëþëÿðíóþ àêòèâíîñòü G6PDH, êîòî-
ðàÿ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â êëåòî÷íîì ðîñòå, ÿâëÿÿñü êëþ-
÷åâûì ôåðìåíòîì ïåíòîçîôîñôàòíîãî öèêëà. Àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà âîçðàñòàåò â ðàñòóùåì îîöèòå (BCB(–)-îîöèòû,
ê ìîìåíòó çàâåðøåíèÿ ðîñòà åãî àêòèâíîñòü ñíèæàåòñÿ
(BCB(+)-îîöèòû). Ðàíåå íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè îïëî-
äîòâîðåíèè BCB(+)-îîöèòîâ äîëÿ ðàçâèâøèõñÿ èç íèõ
ïîçäíèõ ìîðóë è áëàñòîöèñò äîñòèãàåò 38 %, ÷òî îêàçà-

ëîñü âûøå (P < 0.001), ÷åì â ãðóïïå BCB(–)-îîöèòîâ, ãäå
ýòîò ïîêàçàòåëü ñîñòàâèë 20 % (Heleil et al., 2010; Kuzmina
et al., 2010). Àíàëèç èñõîäíîé ïîïóëÿöèè îîöèòîâ êîðîâ
èç ôîëëèêóëîâ ðàçíîãî äèàìåòðà ïîêàçàë, ÷òî íàèáîëüøåå
÷èñëî BCB(–)-îîöèòîâ íàõîäèòñÿ â ôîëëèêóëàõ äèàìåò-
ðîì 3—5 è áîëåå 5 ìì (79 è 70 % ñîîòâåòñòâåííî). Â ôîë-
ëèêóëàõ äèàìåòðîì ìåíåå 3 ìì äîëÿ BCB (+)-îîöèòîâ ñî-
ñòàâèëà 58 %.

Ñòðóêòóðà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà âëèÿåò íà âàæíåé-
øèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, â òîì ÷èñëå íà îáåñïå÷å-
íèå òðàíñïîðòà ÐÍÊ, áåëêîâ è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îðãà-
íåëë. Íåçàâåðøåííîñòü ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî ñêåëå-
òà, à òàêæå íåîáõîäèìîñòü âîâëå÷åíèÿ ýëåìåíòîâ
öèòîñêåëåòà â çàâåðøåíèå ïðîöåññîâ, äåòåðìèíèðóþùèõ
îêîí÷àíèå ðîñòà æåíñêîé ãàìåòû, ìîãóò áûòü ïðè÷èíàìè
íèçêîé êîìïåòåíòíîñòè BCB(–)-îîöèòîâ ê äàëüíåéøåìó
ñîçðåâàíèþ in vitro. Â ñâÿçè ñ ýòèì âûçûâàþò íåñîìíåí-
íûé èíòåðåñ ñðàâíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ àðõèòåêòîíèêè
öèòîñêåëåòà ðàñòóùèõ è çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îîöè-
òîâ. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò âèçóàëèçèðîâàëè îêðàñêîé
ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (R415, Invitrogen, ÑØÀ). Ïðåïàðà-
òû àíàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ñêàíèðóþùåì ìèê-
ðîñêîïå. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè
ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû 543 íì. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè ôèêñèðîâàëè â óñë. åä. Ýêñïåðèìåíòû ïî âèçóàëè-
çàöèè àêòèíîâîãî ñêåëåòà è èçìåðåíèþ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè íà áàçå Öåíòðà êîëëåêòèâíîãî
ïîëüçîâàíèÿ Õðîìàñ (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò). Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ
âûÿâëåíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè ñâå÷å-
íèÿ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà â BCB (+)- è BCB(–)-îîöèòàõ
êîðîâ (22.6 ïðîòèâ 53.3 óñë. åä., P < 0.001, n = 48). Ïðåä-
ñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ìîæíî èíòåðïðåòèðîâàòü ñ ó÷å-
òîì ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ î íåçàâåðøåííîñòè ðîñòà
BCB(–)-îîöèòîâ, â êîòîðûõ ïðîèñõîäÿò èíòåíñèâíûå ñèí-
òåòè÷åñêèå ïðîöåññû, çàòðàãèâàþùèå ðåîðãàíèçàöèþ è
ôîðìèðîâàíèå êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ, ýëåìåíòîâ öè-
òîñêåëåòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00389).

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÑÅÐÈÍ/ÒÐÅÎÍÈÍÎÂÎÉ ÏÐÎÒÅ-
ÈÍÔÎÑÔÀÒÀÇÛ 5 Ñ ÁÅËÊÎÂÛÌ ÏÐÎÄÓÊÒÎÌ ÎÏÓ-
ÕÎËÅÂÎ-ÑÓÏÐÅÑÑÎÐÍÎÃÎ ÃÅÍÀ TSC2. © Î. Ì. Ìà-
ëàí÷óê, Ñ. Ñ. Ïàëü÷åâñêèé, Â. Â. Ôèëîíåíêî. Èíñòèòóò ìî-
ëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòèêè ÍÀÍÓ, Êèåâ, Óêðàèíà,
malanchook@ukr.net.

Èçó÷åíèå íàñëåäñòâåííûõ ñèíäðîìîâ, êîòîðûå ïðè-
âîäÿò ê îáðàçîâàíèþ îïóõîëåé, ïîìîãàåò óãëóáèòü ñîâðå-
ìåííîå ïîíèìàíèå ýòàïîâ ðàçâèòèÿ ðàêà, îáëåã÷àÿ èäåí-
òèôèêàöèþ ðÿäà îïóõîëåâî-ñóïðåññîðíûõ áåëêîâ, êîòî-
ðûå âûïîëíÿþò âàæíûå ôóíêöèè â ïðîöåññàõ ðåãóëÿöèè
ðîñòà è ðàçâèòèÿ êëåòîê â íîðìå, ãîìåîñòàçå òêàíåé è â
îòâåòå íà ãåíåòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ. Îäíèì èç òàêèõ
ñèíäðîìîâ ÿâëÿåòñÿ òóáåðîçíûé ñêëåðîç (TSC) — àóòî-
ñîìíî-äîìèíàíòíîå çàáîëåâàíèå, äëÿ êîòîðîãî õàðàêòåð-
íû íåòèïè÷åñêèå îïóõîëåïîäîáíûå îáðàçîâàíèÿ, ãàìàð-
òîìû, êîòîðûå âîçíèêàþò â øèðîêîì ñïåêòðå òêàíåé è îð-
ãàíîâ. Ïðèáëèçèòåëüíî äâå òðåòè ñëó÷àåâ TSC ÿâëÿþòñÿ
ñïîðàäè÷åñêèìè è âîçíèêàþò âñëåäñòâèå ìóòàöèé â îä-
íîì èç äâóõ îïóõîëåâî-ñóïðåññîðíûõ ãåíîâ — TSC1 èëè
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TSC2. Áåëêîâûå ïðîäóêòû îïóõîëåâî-ñóïðåññîðíûõ ãåíîâ
òóáåðîçíî-ñêëåðîçíîãî êîìïëåêñà — ãàìàðòèí (TSC1) è
òóáåðèí (TSC2) — îáðàçóþò ãåòåðîäèìåðíûé òóáåðîç-
íî-ñêëåðîçíûé êîìïëåêñ, â êîòîðîì TSC1 ñòàáèëèçèðóåò
TSC2 îò óáèêâèòèíèëèðîâàíèÿ è ðàçðóøåíèÿ â ïðîòåàñî-
ìàõ.

Îïóõîëåâî-ñóïðåññîðíûé êîìïëåêñ TSC1—TSC2 ÿâ-
ëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ïîñðåäíèêîì â ñóììèðîâàíèè èíôîðìà-
öèè î ðîñòîâîé ñòèìóëÿöèè è ïîäàâëÿåò ÷ðåçìåðíûé êëå-
òî÷íûé ðîñò ÷åðåç ñåðèð-òðåîíèíîâóþ ïðîòåèíêèíàçó
(ÏÊ) mTOR. Ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè òóáåðîçíî-ñêëåðîçíî-
ãî êîìïëåêñà îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
íåñêîëüêèìè ÏÊ ïî êðàéíåé ìåðå ïî ïÿòè ñàéòàì â TSC1
è îäèííàäöàòè ñàéòàì â TSC2, ïðè÷åì åñëè ìîäèôèêàöèÿ
îäíèìè ÏÊ (AMPK, GSK3b è REDD) âûçûâàåò àêòèâà-
öèþ, òî äðóãèå ÏÊ (PKB, CDK1, IKKb, ERK è RSK1), íà-
ïðîòèâ, ïîäàâëÿþò ôóíêöèþ êîìïëåêñà TSC1—TSC2.
Îäíàêî ìàëî ÷òî èçâåñòíî î ðåãóëÿöèè êîìïëåêñà ñî ñòî-
ðîíû ïðîòåèíôîñôàòàç (ÏÔ).

Ðàíåå ìåòîäîì äâóãèáðèäíîé ñèñòåìû äðîææåé íàìè
áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî 10 TSC2-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ,
ñðåäè êîòîðûõ áûëà èäåíòèôèöèðîâàíà è ñåðèí/òðåî-
íèíîâàÿ ïðîòåèíôîñôàòàçà 5 (PP5). Öåëüþ äàííîãî èññëå-
äîâàíèÿ áûëî îõàðàêòåðèçîâàòü ñïåöèôè÷íîñòü âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ìåæäó TSC2 è PP5. Äëÿ ýòîãî âíà÷àëå ñïåöè-
ôè÷íîñòü îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà TSC2—5P5 áûëà
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà ìîäåëè êëåòîê ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ìåòîäà êîèììóíîïðå-
öèïèòàöèè. Â ðåçóëüòàòå âïåðâûå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýô-
ôåêòèâíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ TSC2 ñ PP5 çàâèñèò îò ôè-
çèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, à èìåííî: êîìïëåêñî-
îáðàçîâàíèå TSC2 è PP5 óñèëèâàåòñÿ â àêòèâíî
ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ. Êðîìå òîãî, íàì âïåðâûå
óäàëîñü ïîêàçàòü ñïîñîáíîñòü PP5 äåôîñôîðèëèðîâàòü
in vitro TSC2 ïî ïîòåíöèàëüíûì ñàéòàì ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ AMPK. Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýê-
ñïåðèìåíòîâ íàìè ïðåäëîæåíà ìîäåëü ðåãóëÿöèè àêòèâ-
íîñòè TSC2 ïóòåì PP5-îïîñðåäîâàííîãî äåôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ.

ÐÅÃÓËßÒÎÐÍÎÅ ÂËÈßÍÈÅ ÃËÓÒÎÊÑÈÌÀ ÍÀ
ÒÐÀÍÑÏÎÐÒ Na+ Â ÊÎÆÅ ËßÃÓØÊÈ. © À. Â. Ìåëüíèö-
êàÿ, Ç. È. Êðóòåöêàÿ, Î. Å. Ëåáåäåâ, Â. Ã. Àíòîíîâ. Êà-
ôåäðà áèîôèçèêè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà.

Êîæà àìôèáèé è äðóãèå èçîëèðîâàííûå ýïèòåëèàëü-
íûå ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ êëàññè÷åñêèìè ìîäåëüíûìè îáú-
åêòàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà èîíîâ
÷åðåç áèîëîãè÷åñêèå ìåìáðàíû. Òðàíñïîðò Na+ â ýïèòåëè-
ÿõ — ñëîæíàÿ, ìíîãîêîìïîíåíòíàÿ ñèñòåìà, ðàçëè÷íûå
áåëêîâûå êîìïîíåíòû êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ ìèøåíüþ äëÿ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè ìîäóëèðóåòñÿ îêèñëÿþùè-
ìè àãåíòàìè, òàêèìè êàê öèñòàìèí, öèñòèí, îêèñëåííûé
ãëóòàòèîí (GSSG) è åãî ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã ïðåïàðàò
ãëóòîêñèì® (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ìîñêâà). Âïåðâûå óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ïðèëîæåíèå ýòèõ àãåíòîâ ê àïèêàëüíîé ïîâåðõíî-
ñòè êîæè ëÿãóøêè ñíèæàåò òðàíñïîðò Na+. Â òî æå âðåìÿ
ïðè äîáàâëåíèè îêèñëèòåëåé ñî ñòîðîíû áàçîëàòåðàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êîæè ïîäàâëåíèå òðàíñïîðòà Na+ ñîõðàíÿåò-
ñÿ ëèøü ïðè äåéñòâèè öèñòèíà è öèñòàìèíà, òîãäà êàê
GSSG è ãëóòîêñèì èìèòèðóþò ýôôåêò èíñóëèíà è ñòèìó-
ëèðóþò òðàíñïîðò Na+. Âëèÿíèå èíñóëèíà íà òðàíñïîðò

Na+ èíèöèèðóåòñÿ ñâÿçûâàíèåì ãîðìîíà ñ ðåöåïòîðîì,
ëîêàëèçîâàííûì â áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿíèå
èíñóëèíà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè çàâèñèò îò
òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç è îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè
ó÷àñòèè ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàç (ÔÈ-êèíàç) è ïðîòå-
èíêèíàçû Ñ. Âàæíóþ ðîëü â ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ èíñóëè-
íà èãðàþò òàêæå ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà, îïîñðåäóþùèå
ìîðôîëîãè÷åñêèå, ìåòàáîëè÷åñêèå è ÿäåðíûå ýôôåêòû
ãîðìîíà. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî àêòèíîâûå ôèëàìåíòû
èìåþò âûñîêóþ ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíîñòü è ëåãêî ïîäâåð-
ãàþòñÿ S-ãëóòàòèîíèëèðîâàíèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâ-
ëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì èññëåäîâàòü ðîëü ÔÈ-êèíàç, òè-
ðîçèíêèíàç, à òàêæå ýëåìåíòîâ àêòèíîâîãî è òóáèëèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè ãëóòîêñèìîì òðàíñïîðòà Na+

â êîæå ëÿãóøêè Rana temporaria. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñ-
ïîëüçîâàëè äâà ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðà
ÔÈ-êèíàç âîðòìàííèí è ñîåäèíåíèå LY 294002, èíãèáè-
òîð òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéí, äåïîëèìåðèçàòîð ìèêðîôè-
ëàìåíòîâ öèòîõàëàçèí D, ñòàáèëèçàòîð ìèêðîôèëàìåíòîâ
êàëèêóëèí A è äåïîëèìåðèçàòîð ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäà-
çîë. Äëÿ ðåãèñòðàöèè âîëüò-àìïåðíûõ õàðàêòåðèñòèê
êîæè ëÿãóøêè èñïîëüçîâàëè àâòîìàòèçèðîâàííóþ óñòà-
íîâêó ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà. Òðàíñïîðò Na+ îöåíèâàëè
êàê àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûé òîê êîðîòêîãî çàìûêàíèÿ.
Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì t-êðè-
òåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êîæè ëÿ-
ãóøêè ñ âîðòìàííèíîì (50 íÌ è 1 ìêÌ), LY 294002 (100
è 200 íÌ) èëè ãåíèñòåéíîì (100 ìêÌ) ñóùåñòâåííî ñíè-
æàåò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà íà
òðàíñïîðò Na+ . Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà àïèêàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êîæè öèòîõàëàçèíîì D (20 ìêã/ìë) èëè êà-
ëèêóëèíîì A (25 íÌ) òàêæå ñóùåñòâåííî ñíèæàåò, à
ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ñ íîêîäàçîëîì (25 ìêÌ)
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàåò ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âàæíîé ðîëè
ÔÈ-êèíàç è òèðîçèíêèíàç â ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè ãëó-
òîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè, à òàêæå î òîì,
÷òî ëþáûå èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå àêòèíîâîãî è òóáóëèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ ñòèìóëèðóþùåãî
âëèÿíèÿ ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Íà îñíîâàíèè ðå-
çóëüòàòîâ íàñòîÿùåé ðàáîòû è ðàííèõ ðàáîò ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ãëóòîêñèì ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áî-
ãàòûìè öèñòåèíîì äîìåíàìè ðåöåïòîðà èíñóëèíà â áàçî-
ëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, âûçûâàòü
åãî òðàíñàêòèâàöèþ è çàïóñêàòü ñèãíàëüíûé êàñêàä,
âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ òèðîçèíêèíàçû, ÔÈ-êèíàçû è ýëå-
ìåíòû öèòîñêåëåòà.

ÑÈÃÍÀËÜÍÛÅ ÝÔÔÅÊÒÛ ÁÀÊÒÅÐÈÀËÜÍÎÃÎ ËÈ-
ÏÎÏÎËÈÑÀÕÀÐÈÄÀ Â ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒ-
ÊÀÕ. © Ð. Ã. Ïàðíîâà, Ñ. Ä. Íèêîëàåâà, Â. Ò. Áàõòååâà,
Å. Ì. Ôîê, Ò. Ì. Ôåäîòîâ, À. Â. Áîðîäêèíà, Å. À. Ëàâðîâà.
© Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè
èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, rimma_parno-
va@mail.ru.

Áàêòåðèàëüíûå ëèïîïîëèñàõàðèäû (ËÏÑ), êîìïîíåí-
òû êëåòî÷íîé ñòåíêè ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, îïî-
ñðåäóþò îñíîâíûå òîêñè÷åñêèå ýôôåêòû äàííûõ ïàòîãå-
íîâ íà êëåòêè ýóêàðèîò. Èçâåñòíî, ÷òî â îñíîâå óçíàâàíèÿ
ËÏÑ è èíèöèàöèè íåñïåöèôè÷åñêîãî èììóííîãî îòâåòà â
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êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ëåæèò ÷ðåçâû÷àéíî ñëîæíàÿ
ñèãíàëüíàÿ ñåòü, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ñâÿçûâàíèå ËÏÑ ñî
ñïåöèôè÷åñêèìè ðåöåïòîðàìè TLR4 è âîâëå÷åíèå áîëü-
øîãî êîëè÷åñòâà àäàïòîðíûõ áåëêîâ (MAL, MyD88,
TRAM è TRIF), ìåíÿþùèõ àêòèâíîñòü ïðîòåèíêèíàç, ÷òî
â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ òðàíñêðèïöèè
ïðîâîñïàëèòåëüíûõ ãåíîâ.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèñòåìû ðàñ-
ïîçíàâàíèÿ ËÏÑ ñóùåñòâóþò íå òîëüêî â èììóíîêîìïå-
òåíòíûõ, íî è â ðàçëè÷íûõ äðóãèõ òèïàõ êëåòîê. Èñïîëü-
çóÿ â êà÷åñòâå ìîäåëè èçîëèðîâàííûå ýïèòåëèàëü-
íûå êëåòêè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè R. temporaria, ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî â äàííîì òèïå êëåòîê ýêñïðåññèðóþòñÿ
ðåöåïòîðû TLR4. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ÎÒ-ÏÖÐ,
èììóíîáëîòèíãà è ïðÿìîãî èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè
NO-ñèíòàçû íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ËÏÑ ñòè-
ìóëèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ è áåëêà èíäóöèáåëüíîé
NO-ñèíòàçû (iNOS), ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîäóê-
öèè NO, îäíîãî èç âàæíåéøèõ ìåäèàòîðîâ âîñïàëèòåëü-
íûõ ðåàêöèé è íåñïåöèôè÷åñêîãî èììóííîãî îòâåòà êëå-
òîê. Àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè iNOS ñîïðîâîæäàëàñü óñèëå-
íèåì ïîñòóïëåíèÿ àðãèíèíà â êëåòêó, ñóáñòðàòà äëÿ
ñèíòåçà NO, è òîðìîçèëàñü â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB.

Íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî äåéñòâèå ËÏÑ ìîæåò ñî-
ïðîâîæäàòüñÿ èçìåíåíèåì ïðîäóêöèè ïðîñòàãëàíäèíà Å2

(ÏÃÅ2), äðóãîãî âàæíåéøåãî ìåäèàòîðà âîñïàëåíèÿ, îäíà-
êî ýôôåêòû ËÏÑ ìîãóò íîñèòü ðàçíîíàïðàâëåííûé õàðàê-
òåð, ïðè÷èíû êîòîðîãî îñòàþòñÿ ìàëîïîíÿòíûìè. Óñèëå-
íèå ñèíòåçà ÏÃÅ2 ïîä äåéñòâèåì ËÏÑ, ïî âñåé âåðîÿòíî-
ñòè, îáåñïå÷èâàåòñÿ àêòèâàöèåé ôîñôîëèïàçû A2 è
öèêëîîêñèãåíàçû. Ýòîò ýôôåêò ËÏÑ òîðìîçèëñÿ èíãè-
áèòîðàìè ERK1/2 è p38 MAP-êèíàç (UO126 è SB 203580
ñîîòâåòñòâåííî), à òàêæå âîðòìàííèíîì, èíãèáèòîðîì
PI-3-êèíàçû. Èìåþùèåñÿ ó íàñ äàííûå ïî âëèÿíèþ ÏÃÅ2

íà ïðîäóêöèþ NO ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ËÏÑ-ñòèìóëèðîâàííûé ðîñò ñèíòåçà ÏÃÅ2 öÀÌÔ-çàâèñè-
ìûì ìåõàíèçìîì îáåñïå÷èâàåò äàëüíåéøåå óñèëåíèå ýêñ-
ïðåññèè iNOS.

Íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå ïðîäóêöèè ÏÃÅ2 ïîä äåéñò-
âèåì ËÏÑ ñâÿçàíî ñ ýôôåêòîì áàêòåðèàëüíîãî ñòèìóëà íà
óñèëåíèå äåïîíèðîâàíèÿ èñòî÷íèêà ñèíòåçà ÏÃÅ2 — àðà-
õèäîíîâîé êèñëîòû (ÀÊ) â ëèïèäíûå ãðàíóëû, ÷òî,
ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ äîñòóïíî-
ñòè ñóáñòðàòà äëÿ öèêëîîêñèãåíàçû. Ìåòîäàìè ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè íàìè ïîêà-
çàíî, ÷òî ãðàíóëû ïðèñóòñòâóþò ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ
êëåòêàõ, à ýêçîãåííàÿ ÀÊ óâåëè÷èâàåò ãðàíóëÿðíîñòü êëå-
òîê è ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà
íèëüñêîãî êðàñíîãî ñ òðèàöèëãëèöåðèäàìè (ÒÀÃ), ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î âêëþ÷åíèè ÀÊ â ÒÀÃ ëèïèäíûõ ãðà-
íóë. Èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ [3Í]-ÀÊ è ïîñëåäóþùèé àíà-
ëèç ëèïèäíûõ ôðàêöèé ïîêàçàëè, ÷òî 65 % ýêçîãåííîé
ÀÊ âêëþ÷àåòñÿ âî ôðàêöèþ ÒÀÃ. ËÏÑ âûçûâàë çíà÷è-
òåëüíîå óâåëè÷åíèå âêëþ÷åíèÿ ýêçîãåííîé ÀÊ â ÒÀÃ ëè-
ïèäíûõ ãðàíóë, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì ïðîäóê-
öèè ÏÃÅ2. Ýòè ôàêòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÒÀÃ ëè-
ïèäíûõ ãðàíóë ÿâëÿþòñÿ ìåñòîì äåïîíèðîâàíèÿ ÀÊ,
ïðåäîõðàíÿÿ êëåòêó îò åå èçáûòêà â öèòîçîëå, ÷òî îáåñïå-
÷èâàåòñÿ, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, âûñîêîé àêòèâíîñòüþ ñïå-
öèôè÷íûõ àöèëòðàíñôåðàç. Ýòîò ïóë ëèïèäîâ ÷óâñòâèòå-
ëåí ê äåéñòâèþ ËÏÑ è ìîæåò ñëóæèòü âàæíûì àíòèâîñ-
ïàëèòåëüíûì ìåõàíèçìîì, ïðåïÿòñòâóþùèì óâåëè÷åíèþ
ñèíòåçà ïðîñòàãëàíäèíîâ ïðè äåéñòâèè áàêòåðèàëüíûõ
ïàòîãåíîâ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè â
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè ìåõà-
íèçìîâ ðàñïîçíàâàíèÿ áàêòåðèàëüíîãî ËÏÑ è ñëîæíîé
ðàçâåòâëåííîé ñèñòåìû âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè,
îáåñïå÷èâàþùåé ðåàêöèè êëåòêè â îòâåò íà äåéñòâèå ïà-
òîãåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôåäå-
ðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ
è íàóêè ÐÔ (ïðîåêò 14.740.11.0918).

ÐÎËÜ ÔÎÑÔÎÐÈËÈÐÎÂÀÍÈß Â ÝÔÔÅÊÒÀÕ ÑÅÐÎ-
ÂÎÄÎÐÎÄÀ ÍÀ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÊÀËÜÖÈÉÀÊÒÈÂÈÐÓ-
ÅÌÛÕ ÊÀËÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ GH3
ÊËÅÒÎÊ ÊÐÛÑÛ. © Ã. Ô. Ñèòäèêîâà,1 Ò. Ì. Âåéãåð
(T. M. Weiger),2 À. Õåðìàíí (A. Hermann).2 1 Êàçàíñêèé
(Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, Êàçàíü, è
2 Óíèâåðñèòåò ã. Çàëüöáóðãà, Àâñòðèÿ.

Ñåðîâîäîðîä (H2S) îòíîñèòñÿ ê êëàññó ãàçîîáðàçíûõ
ïîñðåäíèêîâ íàðÿäó ñ îêñèäîì àçîòà è ìîíîîêñèäîì óãëå-
ðîäà, âûïîëíÿÿ öåëûé ðÿä ôèçèîëîãè÷åñêèé ôóíêöèé.
H2S ïðîäóöèðóåòñÿ ýíäîãåííî âî ìíîãèõ òèïàõ êëåòîê èç
L-öèñòåèíà ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòîâ öèñòàòèîíèí b-ñèíòà-
çû è öèñòàòèîíèí-g-ëèàçû. H2S ìîäóëèðóåò íåéðîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü, âûçûâàåò ðàññëàáëåíèå ãëàäêîé ìûøöû,
ðåãóëèðóåò ñåêðåöèþ àäðåíîêîðòèêîòðîïíîãî ãîðìîíà èç
ãèïîòàëàìóñà è îñâîáîæäåíèå ìåäèàòîðà èç äâèãàòåëüíî-
ãî íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ. Ìèøåíÿìè äåéñòâèÿ H2S ÿâëÿ-
þòñÿ èîííûå êàíàëû, òðàíñïîðòåðû è ôåðìåíòû. Êàëü-
öèéàêòèâèðóåìûå êàëèåâûå êàíàëû áîëüøîé ïðîâîäè-
ìîñòè (BK) ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè öåëîãî ðÿäà
êëåòî÷íûõ ôóíêöèé, òàêèõ êàê ñåêðåöèÿ ãîðìîíîâ è ìå-
äèàòîðîâ, ðåãóëÿöèÿ ñîñóäèñòîãî òîíóñà è ìíîãèå äðóãèå.
Ðàáîòà BK-êàíàëîâ ìîæåò ìîäóëèðîâàòüñÿ öåëûì ðÿ-
äîì âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ, âêëþ÷àÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå è äåôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö êàíàëà, â
òîì ÷èñëå ïðîòåèíêèíàçîé C. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî
îöåíèòü ýôôåêòû H2S íà BK-êàíàëû â êóëüòóðå êëåòîê
GH3 è çàâèñèìîñòü ýôôåêòà ñåðîâîäîðîäà îò ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ êàíàëà ïðîòåèíêèíàçîé Ñ. Ýêñïåðèìåíòû ïðî-
âîäèëè íà êóëüòóðå ãèïîôèçàðíûõ êëåòîê êðûñû GH3,
ïîëó÷åííûõ èç êîëëåêöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ è êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ÔÐÃ. Ðåãèñòðèðîâàëè èîííûå òîêè â ðåæèìàõ îò-
âåäåíèÿ whole-cell è àêòèâíîñòü îäèíî÷íûõ èîííûõ êà-
íàëîâ â êîíôèãóðàöèè outside-out. Ãèäðîñóëüôèä íà-
òðèÿ (NaHS) èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå äîíîðà H2S.
Èñïîëüçóåìûå ðåàêòèâû ïîëó÷åíû èç ôèðìû Sigma (Vi-
enna, Àâñòðèÿ).

Àïïëèêàöèÿ äîíîðà H2S NaHS â êîíöåíòðàöèè
300 ìêÌ âî âíåêëåòî÷íûé ðàñòâîð ïðèâîäèëà ê çíà÷è-
òåëüíîìó è îáðàòèìîìó óñèëåíèþ âûõîäÿùèõ K-òîêîâ
â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè whole-cell. Âíåêëåòî÷íàÿ àïïëèêà-
öèÿ òåòðàýòèëàììîíèÿ (ÒÝÀ) (1 ìÌ), êîòîðûé áëîêèðóåò
BK-êàíàëû â ñóáìèëëèìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ, ñíèæàëà
âûõîäÿùèå òîêè è ïðåäîòâðàùàëà äåéñòâèå NaHS. Ïîäîá-
íîå äåéñòâèå îêàçûâàë òàêæå èáåðèîòîêñèí — ñïåöèôè-
÷åñêèé áëîêàòîð BK-êàíàëîâ. Â êîíôèãóðàöèè outside-out
ðåãèñòðèðîâàëè àêòèâíîñòü îäèíî÷íûõ BK-êàíàëîâ. Àï-
ïëèêàöèÿ NaHS ïðèâîäèëà ê äîçîçàâèñèìîìó óâåëè÷åíèþ
âåðîÿòíîñòè îòêðûòèÿ (Po) êàíàëîâ. Po BK-êàíàëîâ ïðè
ïîòåíöèàëå 60 ìÂ (êîíöåíòðàöèÿ ñâîáîäíîãî Ca2+ â ïè-
ïåòêå 0.5 ìêÌ) â êîíòðîëå ñîñòàâèëà 0.043 ± 0.007
(n = 11). Àïïëèêàöèÿ NaHS (300 ìêÌ) âûçûâàëà óâå-
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ëè÷åíèå âåðîÿòíîñòè îòêðûòèÿ îäèíî÷íîãî êàíàëà äî
0.084 ± 0.011 (213 ± 14 %) (n = 11, P < 0.001) è óâåëè÷åíèå
ñðåäíåãî âðåìåíè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ îò 1.83 ± 0.12 ìñ
(n = 11) äî 2.53 ± 0.37 ìñ (n = 11, P < 0.001) óæå â òå÷åíèå
ïåðâîé ìèíóòû àïïëèêàöèè. Àìïëèòóäà òîêîâ îäèíî÷íûõ
êàíàëîâ íå èçìåíèëàñü. Ýôôåêò NaHS ïðîÿâëÿëñÿ â òîé
æå ñòåïåíè ïðè íàëè÷èè ÀÒÔ âî âíóòðèêëåòî÷íîì ðàñ-
òâîðå, îäíàêî ïðèìåíåíèå ñóáúåäèíèöû ïðîòåèíêèíàçû Ñ
â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàëî ðàç-
âèòèå ýôôåêòà NaHS, è âåðîÿòíîñòü îòêðûòèÿ êàíàëîâ ñî-
ñòàâèëà 107 ± 23 % (n = 5, P < 0.05). Ïðè ýòîì â óñëîâè-
ÿõ èíãèáèðîâàíèÿ ïðîòåèíêèíàç ñòàóðîñïîðèíîì (1 ìêÌ)
ýôôåêò NaHS ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿëñÿ è ñîñòàâèë 182 ±
� 19 % (n = 4, P < 0.05).

Òàêèì îáðàçîì, NaHS, äîíîð H2S, îáðàòèìî ñòèìóëè-
ðóåò Ca2+-àêòèâèðóåìûå K+-òîêè â êóëüòóðå ãèïîôèçàð-
íûõ êëåòîê êðûñû GH3 è ïîâûøàåò âåðîÿòíîñòü îòêðûòî-
ãî ñîñòîÿíèÿ BK-êàíàëîâ. Ïðè ýòîì ýôôåêò ãàçà çàâèñèò
îò ñîñòîÿíèÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êàíàëà. Â óñëîâèÿõ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ êàíàëà ïðîòåèíêèíàçîé C ýôôåêò ãàçà íå
ïðîÿâëÿåòñÿ.

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

ÐÎËÜ ßÄÅÐÍÎÃÎ ÑÊÅËÅÒÀ Â ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÎÉ
ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÏÐÎÖÅÑÑÀ ÐÅÏËÈÊÀÖÈÈ ÄÍÊ.
© Î. Ñ. Ñòðåëêîâà,1, 2 Ñ. Þ. Êóð÷àòîâà,1 Ñ. Ñ. Àáðàì÷óê,3

È. Á. Àëèåâà,1, 4 È. È. Êèðååâ.1, 2 1 Èíñòèòóò ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà,
2 Ôèçè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 3 Ðîññèéñêèé óíè-
âåðñèòåò äðóæáû íàðîäîâ, Ìîñêâà.

ßäåðíûé ñêåëåò, îñíîâíûì ñòðóêòóðíûì êîìïî-
íåíòîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ÿäåðíàÿ ëàìèíà, îáåñïå÷èâàåò
ìåõàíè÷åñêóþ ïðî÷íîñòü êëåòî÷íîãî ÿäðà, à òàêæå ó÷àñò-
âóåò â ïîçèöèîíèðîâàíèè õðîìîñîì âíóòðè ÿäðà ïðè ïî-
ìîùè, â ÷àñòíîñòè, çàÿêîðèâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ õðîìî-
ñîìíûõ ëîêóñîâ íà ÿäåðíîé ïåðèôåðèè. Ïîñêîëüêó âçàè-
ìîäåéñòâèå õðîìîñîì ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé (ëàìèíîé)
ÿâëÿåòñÿ íåñëó÷àéíûì è êîððåëèðóåò ñ òðàíñêðèïöèîí-
íîé àêòèâíîñòüþ ãåíîâ è òàéìèíãîì ðåïëèêàöèè, âîçìîæ-
íàÿ àêòèâíàÿ ðîëü ëàìèíû â ðåãóëÿöèè ýòèõ ïðîöåññîâ
ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåñüìà âåðîÿòíîé. Â ÷àñòíîñòè, ïðî÷íàÿ
ñâÿçü õðîìàòèíà ñ ëàìèíîé ìîæåò ñîçäàâàòü òîïîëîãè÷å-
ñêèå ïðîáëåìû ïðè ðåïëèêàöèè ïåðèôåðè÷åñêîãî ãåòå-
ðîõðîìàòèíà, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü òðåáóåò âðåìåííîé äèñ-
ñîöèàöèè ðåïëèöèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà îò ÿäåðíîé ëà-
ìèíû äëÿ ýôôåêòèâíîé ðåïëèêàöèè. Äåéñòâèòåëüíî,
èññëåäîâàíèå äèíàìèêè âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè
èñêóññòâåííîãî ãåòåðîõðîìàòè÷åñêîãî õðîìîñîìíîãî ëî-
êóñà ðàçìåðîì îêîëî 90 ìëí ïàð íóêëåîòèäîâ, àññîöèè-
ðîâàííîãî ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé, â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà
ïîêàçàëî, ÷òî ðåïëèêàöèÿ äàííîãî ëîêóñà ñîïðîâîæäà-
ëàñü ïåðåìåùåíèåì åãî âíóòðü ÿäðà (Li et al., 1998). Ïî-
ñêîëüêó â ýòîé ðàáîòå ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è äèíàìè-
êà ïåðèôåðè÷åñêîãî ÿäåðíîãî ñêåëåòà â îáëàñòè ïðèêðåï-
ëåíèÿ òðàíñãåííîãî ëîêóñà íå áûëè èññëåäîâàíû, â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷èëè êîððåëÿöèþ ìåæäó èçìå-
íåíèÿìè â òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ëàìèíû è ïåðåìåùå-
íèÿìè õðîìîñîìíîãî ëîêóñà â S-ôàçíûõ êëåòêàõ, èñïîëü-

çóÿ òó æå ìîäåëüíóþ ñèñòåìó. Êîìïàêòíûé ãîìîãåííî
îêðàøåííûé õðîìîñîìíûé ëîêóñ, ñîäåðæàùèé òàíäåì-
íûå ïîâòîðû Lac-ðåïðåññîðà, âûÿâëÿëñÿ íà ïåðèôåðèè
ÿäðà, íà÷èíàÿ ñ ñåðåäèíû G1-ôàçû äî ñðåäíåé S-ôàçû.
Ïðè ýòîì òðàíñãåííûé ëîêóñ íàõîäèëñÿ â òåñíîì êîíòàê-
òå ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé, ÷òî íàáëþäàëîñü êàê íà ñâåòîîïòè-
÷åñêîì, òàê è íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå. Â ñåðåäèíå
ñèíòåòè÷åñêîãî ïåðèîäà ëîêóñ äåêîíäåíñèðîâàëñÿ è ïåðå-
ìåùàëñÿ âíóòðü ÿäðà, ãäå ïðîèñõîäèëà åãî ðåïëèêàöèÿ.
Â ôàçå G2 ðåïëèöèðîâàííûé ëîêóñ ñíîâà êîíòàêòèðîâàë ñ
ÿäåðíîé ïåðèôåðèåé. Ïðè ýòîì èçìåíåíèÿ ïîëîæåíèÿ
äàííîãî õðîìîñîìíîãî ëîêóñà è åãî äåêîìïàêòèçàöèÿ ñî-
ïðîâîæäàëèñü èçìåíåíèÿìè â ìîðôîëîãèè ëàìèíû, âèçó-
àëèçèðóåìîé ïðè ïîìîùè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ëèáî
ïðè ïîìîùè ýêñïðåññèè â äàííûõ êëåòêàõ GFP- èëè
mRFP-ëàìèíîâ. Äåêîìïàêòèçàöèÿ èñêóññòâåííîãî õðîìî-
ñîìíîãî ðåãèîíà ñîïðîâîæäàëàñü ôîðìèðîâàíèåì ãëóáî-
êèõ èíâàãèíàöèé ëàìèíû, ïðè ýòîì ïåðåìåùàþùèéñÿ
âíóòðü ÿäðà õðîìîñîìíûé ëîêóñ íå òåðÿë ñ íåé ñâÿçè íà
âñåõ ñòàäèÿ ýòîãî ïðîöåññà. Äàííûå íàáëþäåíèÿ ñâèäå-
òåëüñòâóþò î âûñîêîé ïëàñòè÷íîñòè ëàìèíû â îáëàñòè
ïðèêðåïëåíèÿ ðåïëèöèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà, ïðè÷åì ýòà
ïëàñòè÷íîñòü ïðîÿâëÿåòñÿ åùå äî íà÷àëà ñîáñòâåííî ñèí-
òåçà ÄÍÊ.

Ñõîäíûé õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ëàìèíîâ â êëåòêàõ
CHO, CHO_A03 è ÑÏÝÂ ïîäòâåðäèë, ÷òî ïðèñóòñòâèå â
ÿäðå èñêóññòâåííîãî õðîìîñîìíîãî ëîêóñà íå ïðèâîäèëî
ê çíà÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì â îðãàíèçàöèè ëàìèíû.
Â êëåòêàõ ÑÏÝÂ, CHO è CHO_A03 ëàìèíû áûëè ëîêàëè-
çîâàíû â ïåðèôåðè÷åñêîé ëàìèíå è â èíâàãèíàöèÿõ, îòõî-
äÿùèõ îò ïåðèôåðè÷åñêîé ëàìèíû âíóòðü ÿäðà. Ëàìèíû
A òàêæå áûëè äèôôóçíî ðàñïðåäåëåíû â íóêëåîïëàçìå, çà
èñêëþ÷åíèåì îáëàñòè ÿäðûøåê, ïðè÷åì íàõîäèëèñü â ïî-
ëèìåðíîì ñîñòîÿíèè, òàê êàê ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê òðè-
òîíîì äî ôèêñàöèè íå ïðèâîäèëà ê âûìûâàíèþ ëàìèíîâ.
Â ñîñòàâå ÿäåðíîé îáîëî÷êè ëàìèíû ðàñïîëàãàëèñü íå-
ãîìîãåííî: ÿðêîñòü ñâå÷åíèÿ GFP-ëàìèíîâ èëè àíòèòåë
âàðüèðîâàëà äëÿ ðàçíûõ ó÷àñòêîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè, ïðè-
÷åì çîíû ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèè ëàìèíîâ êîððåëè-
ðîâàëè ñ ðàñïîëîæåíèåì ìàññ êîíäåíñèðîâàííîãî ïåðè-
ôåðè÷åñêîãî õðîìàòèíà. Äåòàëüíûé óëüòðàñòðóêòóðíûé
àíàëèç ñàéòîâ ðåïëèêàöèè, âûÿâëÿåìûõ ïðè ïîìîùè ýêñ-
ïðåññèè â êëåòêàõ GFP-PCNA, ñ åãî ïîñëåäóþùåé äåòåê-
öèåé ìåòîäîì èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè âûÿâèë
ëîêàëüíîå íàðóøåíèå êîíòàêòîâ ìåæäó ðåïëèöèðóþ-
ùèìñÿ õðîìàòèíîì è ÿäåðíîé ëàìèíîé. Â êëåòêàõ, äåìîí-
ñòðèðóþùèõ ïåðèôåðè÷åñêîå ðàñïîëîæåíèå PCNA-ïîçè-
òèâíûõ ñàéòîâ ðåïëèêàöèè (÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñðåäíåé
S-ôàçå), ðåïëèöèðóþùèåñÿ õðîìîñîìíûå ëîêóñû ðàñïî-
ëàãàëèñü íà íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè îò ÿäåðíîé ëàìèíû.
Îòñóòñòâèå ïîäîáíîãî ÿðêî âûðàæåííîãî îòêðåïëåíèÿ èñ-
êóññòâåííîãî õðîìîñîìíîãî ëîêóñà, ïî-âèäèìîìó, îáúÿñ-
íÿåòñÿ åãî ñëîæíîé ðåïëèêàòèâíîé îðãàíèçàöèåé: â åãî
ñîñòàâå ïðèñóòñòâóåò íåñêîëüêî àñèíõðîííî ðåïëèöèðóþ-
ùèõñÿ êëàñòåðîâ ðåïëèêîíîâ, îòäåëÿþùèõñÿ îò ÿäåðíîé
ëàìèíû ïîïåðåìåííî, òîãäà êàê ïîëíîé äèññîöèàöèè âñå-
ãî ëîêóñà íå ïðîèñõîäèò.

ÐÎËÜ G-ÁÅËÊÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅ-
ÍÎÂ ÈÇÎÔÎÐÌ ÔÎÑÔÎËÈÏÀÇÛ Da È ÔÎÑÔÎ-
ËÈÏÀÇÛ Db Â ËÈÑÒÜßÕ ÒÎÌÀÒÎÂ ÏÐÈ ÏÎÐÀÍÅ-
ÍÈÈ. © Ñ. Â. Ñóõîâååâà, Å. Ì. Êàáà÷åâñêàÿ, Ã. Â. Ëÿõíî-
âè÷, È. Ä. Âîëîòîâñêèé. Èíñòèòóò áèîôèçèêè è êëåòî÷íîé
èíæåíåðèè ÍÀÍ Áåëàðóñè, Ìèíñê, Áåëàðóñü.
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Ðàçëè÷èÿ â óñòîé÷èâîñòè ê ñòðåññîâûì ôàêòîðàì è
ôèòîïàòîãåíàì, íàáëþäàåìûå ó ðàçíûõ âèäîâ è ñîðòîâ
ðàñòåíèé, â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îáóñëîâëåíû îñîáåííî-
ñòÿìè ìåõàíèçìîâ ðåöåïöèè è òðàíñäóêöèè ñòðåññîâûõ
ñèãíàëîâ. Îñîáàÿ ðîëü â çàùèòíûõ ðåàêöèÿõ îòâîäèòñÿ
ôîñôîëèïàçå D (PLD): èçîôîðìû ôîñôîëèïàçû D ðàñ-
ùåïëÿþò ìåìáðàííûå ôîñôîëèïèäû ñ îáðàçîâàíèåì âû-
ñîêîàêòèâíûõ ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë — ôîñôàòèäíîé êèñ-
ëîòû è N-àöèëýòàíîëàìèíà (Campos-Vargas, Saltveit,
2002. Plant Physiol. 114 : 73). Îäíàêî îñòàåòñÿ íå äî êîíöà
âûÿñíåííîé ðîëü îòäåëüíûõ ñèãíàëüíûõ èíòåðìåäèàòîâ,
ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåäà÷å ñèãíàëà î ìåõàíè÷åñêîì ïî-
âðåæäåíèè â ðàñòåíèè.

Â ðàñòèòåëüíîé êëåòêå ðåãóëÿöèÿ ðàçëè÷íûõ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ ïðè äåéñòâèè âíåøíèõ è âíóòðåí-
íèõ ñòèìóëîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ óíèâåðñàëüíûõ
ïîñðåäíèêîâ, â ÷èñëî êîòîðûõ âõîäÿò ãåòåðîòðèìåð-
íûå G-áåëêè (Ga- è Gbg-ñóáúåäèíèöû), îáëàäàþùèå ìî-
äóëÿòîðíîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè àäåíèëàòöèêëàçû,
ôîñôîëèïàçû Ñ è èîííûõ êàíàëîâ (Craig, Malbon, 2005.
Nature Rev. Mol. Cell Biol. 6 : 689). Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî
èññëåäîâàíèÿ ñòàëî èçó÷åíèå âîçìîæíîé ðîëè ãåòåðîòðè-
ìåðíûõ G-áåëêîâ â êîíòðîëå ýêñïðåññèè PLDb è PLDa
ïðè ïîðàíåíèè ëèñòüåâ òîìàòà.

Ïîëó÷åííûå â ðàáîòå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ãå-
òåðîòðèìåðíûå G-áåëêè, ñóäÿ ïî äàííûì ýêñïåðèìåíòîâ,
ïðîâåäåííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÃÒÔgS-íåãèäðîëèçóåìîãî
àíàëîãà ÃÒÔ, ñïîñîáíîãî ñòèìóëèðîâàòü ÃÒÔàçíóþ àê-
òèâíîñòü G-áåëêîâ, ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â êîíòðîëå ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ èçîôîðì PLDb è PLDa. Â ïåðâûå 4 ÷ ïîñëå
ïîðàíåíèÿ ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíûé ðîñò ýêñïðåññèè
ãåíà PLDb. Îòâåò ðàñòåíèÿ íà ïîðàíåíèå â ïîñëåäóþùèå
÷àñû óìåíüøàåòñÿ, è ê 24-ìó ÷ ïîñëå íàíåñåíèÿ ìåõàíè-
÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ýêñïðåññèÿ PLDb ïî÷òè íå îòëè-
÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîé âåëè÷èíû. Ïðîòèâîïîëîæåííàÿ çà-
êîíîìåðíîñòü íàáëþäàåòñÿ ïðè èçìåðåíèè óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè ãåíà PLDa: ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
íàáëþäàåòñÿ ìåæäó 4 è 24 ÷ ïîñëå ïîðàíåíèÿ. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè ðàçíîíàï-
ðàâëåííîé ðåãóëÿöèè äâóõ èçîôîðì ôîñôîëèïàçû D ÷åðåç
ñèñòåìó G-áåëêîâ: íà îòíîñèòåëüíî ðàííèõ ýòàïàõ îòâåòà
íà ïîðàíåíèå ñòèìóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà PLDb àêòèâà-
òîðîì G-áåëêîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè
ãåíà PLDa. Îáíàðóæåííûé ýôôåêò ìîæåò óêàçûâàòü íà
ôóíêöèîíèðîâàíèå íà ðàçíûõ ýòàïàõ ðåàêöèè íà ñòðåññ
òîé èëè èíîé èçîôîðìû ôîñôîëèïàçû D: PLDb àêòèâè-
ðóåòñÿ íà áîëåå ðàííåì ýòàïå îòâåòà ðàñòåíèÿ íà ïîðà-
íåíèå. Ýòè íàáëþäåíèÿ ñîâïàäàþò ñ èìåþùèìèñÿ â ëè-
òåðàòóðå ñâåäåíèÿìè î ôóíêöèÿõ PLDb â ðàñòèòåëü-
íîé êëåòêå, êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ãèäðîëèçå ìèíîðíîãî
ìåìáðàííîãî ôîñôîëèïèäà N-àöèëôîñôàòèäèëýòà-
íîë-àìèíà ñ îáðàçîâàíèåì ñèãíàëüíîé ìîëåêóëû N-àöè-
ëýòàíîëàìèíà, êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò âûçûâàòü
îñâîáîæäåíèå NO (Stefano et al., 1996. J. Biol. Chem.
271 : 19 238).

ÑÈÃÍÀËÜÍÛÅ ÏÐÎÖÅÑÑÛ, ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÀÄÃÅ-
ÇÈÈ, ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ È ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ, ÈÍÈ-
ÖÈÈÐÓÅÌÛÅ ÑÓÁËÅÒÀËÜÍÛÌ ÔÎÒÎÄÈÍÀÌÈ-
×ÅÑÊÈÌ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅÌ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÃËÈÎÁËÀ-
ÑÒÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. Á. Óçäåíñêèé,1, 2 À. Þçåíèíå,2

É. Ìîàí.2 1 Þæíûé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, Ðîñ-
òîâ-íà-Äîíó, è 2 Èíñòèòóò èññëåäîâàíèé ðàêà, Îñëî, Íîð-
âåãèÿ.

Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå âíèìàíèå, óäåëÿåìîå èçó÷åíèþ
ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ñìåðòè, íà÷àëüíûå ñòàäèè ðåàêöèé
êëåòîê íà âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî.
Ìû èçó÷àëè ýòè ïðîáëåìû íà ïðèìåðå «ðàíåíèÿ» êëåòîê
ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà ñóáëåòàëüíûì ôîòîäèíàìè÷å-
ñêèì (ÔÄ) âîçäåéñòâèåì 5-àìèíîëåâóëèíîâîé êèñëîòû
(ALA), ÿâëÿþùåéñÿ ïðåäøåñòâåííèêîì ýíäîãåííîãî ôî-
òîñåíñèáèëèçàòîðà ïðîòîïîðôèðèíà IX. Äëÿ âñåñòîðîí-
íåé õàðàêòåðèñòèêè èçìåíåíèé ñèãíàëüíûõ è ñòðóêòóð-
íûõ áåëêîâ íàìè èñïîëüçîâàíû ïðîòåîìíûå ìèêðî÷èïû
Panorama Antibody Cell Signaling Microarray (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ). Îíè ïîçâîëÿþò èçó÷èòü èçìåíåíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè 224 êëåòî÷íûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ñèãíàëüíîé
òðàíñäóêöèè, ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà, àïîïòîçà, àä-
ãåçèè è öèòîñêåëåòà â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ãëèîáëà-
ñòîìû ÷åëîâåêà D54Mg. Êëåòêè ãëèîáëàñòîìû èíêóáèðî-
âàëè 2 ÷ ñ 1 ìÌ ALA â òåìíîòå, à çàòåì îáëó÷àëè 1 ìèí
ñèíèì ñâåòîì (370—450 íì; 0.6 ìÂò/ñì2). Âûæèâàåìîñòü
êëåòîê, îïðåäåëåííàÿ ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà, ñîñòàâëÿëà
95 %. Ïîñëå ÔÄ-âîçäåéñòâèÿ êëåòêè èíêóáèðîâàëè 0.5, 1,
2 èëè 5.5 ÷ â òåìíîòå. Çàòåì èõ ëèçèðîâàëè, îïûòíûé è
êîíòðîëüíûé îáðàçöû êîíúþãèðîâàëè ñ ôëóîðîõðîìàìè
Cy 3 è Cy5 è â ñìåñè ýòèõ ðàñòâîðîâ èíêóáèðîâàëè îäèí
èç ìèêðî÷èïîâ. Äðóãîé ìèêðî÷èï èíêóáèðîâàëè ñ ïðîòè-
âîïîëîæíî îêðàøåííûìè îáðàçöàìè (Cy5 è Cy3 ñîîòâåò-
ñòâåííî), ÷òî îáåñïå÷èâàëî ïîëíûé ñàìîêîíòðîëü ýêñïå-
ðèìåíòà. Ìèêðî÷èïû ñêàíèðîâàëè íà äëèíàõ âîëí 532
è 635 íì, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàêñèìóìàì ôëóîðåñöåí-
öèè Cy3 è Cy5 ñîîòâåòñòâåííî. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èç ñèã-
íàëüíûõ áåëêîâ ñòàáèëüíî ïîâûøàëàñü ýêñïðåññèÿ ïðî-
òåèíêèíàçû Cg. Ïîâûøàëñÿ òàêæå óðîâåíü ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ áåëêà Raf, êîìïîíåíòà ñèãíàëüíîãî ïóòè
Ras/Raf/MEK/ERK. Âîçìîæíî, àêòèâàöèÿ Raf áûëà ñâÿçà-
íà ñ ÔÄ-èíäóöèðîâàííûì èçìåíåíèåì êëåòî÷íîé àäãå-
çèè, êîòîðîå ïðèâîäèëî ê âûðàæåííîé àêòèâàöèè (ôîñôî-
ðèëèðîâàíèþ) ïðîòåèíêèíàç FAK è Pyk2. Ñíèæåíèå
óðîâíÿ äèñòðîôèíà è êàëïîíèíà ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ ÔÄ è ïîçäíåå âèíêóëèíà îòðàæàëî ïåðåñòðîéêè
àäãåçèîííûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è ïðèìåìáðàííûõ
ïëàòôîðì, ñâÿçûâàþùèõ èíòåãðèíû ñ àêòèíîâûì öèòî-
ñêåëåòîì. Òàêæå èçìåíÿëàñü ýêñïðåññèÿ áåëêîâ, ó÷àñòâó-
þùèõ â ðåîðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê: ñíèæàëàñü ýêñï-
ðåññèÿ 3�-ôîñôîäèýñòåðàçû 2�,3�-öèêëè÷åñêèõ íóêëåîòè-
äîâ (CNP), óñèëèâàëèñü ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà òàó è
ýêñïðåññèÿ áåëêà MAP1B. Óðîâåíü MAP2 ïðè ýòîì ïîíè-
æàëñÿ. Êðîìå òîãî, ñíèæàëñÿ óðîâåíü îáùèõ öèòîêåðàòè-
íîâ è îñîáåííî öèòîêåðàòèíîâ 4 è 7. Âîçäåéñòâèå ÔÄ èí-
ãèáèðîâàëî ïðîëèôåðàöèþ. Â ïåðâûå 30 ìèí ïîñëå íåãî
óðîâíè öèêëèíà D1, êîíòðîëèðóþùåãî ïåðåõîä G0/G1,
áåëêà cMyc è ñâåðî÷íûõ áåëêîâ Chk1/2, êîíòðîëèðóþùèõ
ïåðåõîä G2/M, ñíèæàëèñü. ×åðåç 1 ÷ ïîâûøàëèñü óðîâíè
ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè E2F1, ñòèìóëèðóþùåãî ïåðåõîä
G1/S, è áåëêà CDC-27, óïðàâëÿþùåãî ïåðåõîäîì G2/M.
Óðîâåíü áåëêà Bcl-XL ïîâûøàëñÿ, à óðîâåíü êàñïàçû 9
ñíèæàëñÿ, ÷òî çàùèùàëî êëåòêè îò àïîïòîçà. Íî ïðè ýòîì
ïîâûøàëàñü ýêñïðåññèÿ ïðîàïîïòîçíûõ ðåöåïòîðîâ íåéðîò-
ðîôèíîâ p75. Îäíîâðåìåííî îòìå÷åíî ñíèæåíèå óðîâíÿ
áåëêà S100B è íàêîïëåíèå b-ñèíóêëåèíà. Òàêèì îáðàçîì,
ñóáëåòàëüíîå âîçäåéñòâèå ÔÄ âûçûâàëî â êëåòêàõ ãëèîáëà-
ñòîìû èçìåíåíèÿ óðîâíÿ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ñèãíàëü-
íûõ ïóòÿõ, ñâÿçàííûõ ñ èçìåíåíèÿìè àäãåçèè, ïåðåñòðîéêà-
ìè öèòîñêåëåòà, ðåãóëÿöèåé êëåòî÷íîãî öèêëà è àïîïòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
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òû 08-04-01322 è 11-04-01476) è Ìèíîáðíàóêè ÐÔ
(16.740.11.0368).

ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÀß ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÊÈÍÀÇ ÐÈ-
ÁÎÑÎÌÍÎÃÎ ÁÅËÊÀ S6K1 È S6K2 ÊÎÐÐÅËÈÐÓÅÒ
Ñ ÓÐÎÂÍÅÌ ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ
ÒÈÐÅÎÖÈÒÎÂ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÄÂÓ- È ÒÐÅÕÌÅÐÍÎÉ
ÊÓËÜÒÓÐ ÊËÅÒÎÊ ÙÈÒÎÂÈÄÍÎÉ ÆÅËÅÇÛ.
© À. È. Õîðóæåíêî, Î. Â. ×åðåäíèê, Â. Â. Ôèëîíåíêî. Èí-
ñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòèêè ÍÀÍÓ, Êèåâ,
Óêðàèíà.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ñóáêëåòî÷-
íîé ëîêàëèçàöèè S6K1 è S6K2 â òèðåîöèòàõ ïðè ðàçíûõ
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ è îïðåäåëåíèå âîçìîæíîé ñâÿ-
çè ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè è èçìåíåíèÿ ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ñ ðåëîêàëèçàöèåé óêàçàí-
íûõ ôîðì S6K. Äëÿ ýòîãî ïîëó÷èëè äâó- è òðåõìåðíûå
êóëüòóðû áåç ñîõðàíåíèÿ (ìîíîñëîéíûå è ñôåðîèäíûå
êóëüòóðû) è ñ ñîõðàíåíèåì ôîëëèêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè
(àãðåãàòû ôîëëèêóëîâ) òèðåîöèòèâ. Îïðåäåëåíèå ñîäåð-
æàíèÿ òèðåîãëîáóëèíà ïîêàçàëî ðåçêîå ñíèæåíèå ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè òèðåîöèòèâ ìîíîñëîéíûõ è ñôå-
ðîèäíûõ êóëüòóð ïî ñðàâíåíèþ ñ àãðåãàòàìè ôîëëèêóëîâ.
Ïðîäåìîíñòðèðîâàíà äèíàìèêà óìåíüøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
òèðåîãëîáóëèíà â òèðåîöèòàõ êðûñû â õîäå ðàñïëàñòûâà-
íèÿ ôîëëèêóëîâ â ìîíîñëîå. Íà òàêîé ìîäåëè ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî âûçâàííîãî äåäèôôåðåíöèðîâàíèÿ òèðåîöèòîâ
èññëåäîâàëè âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ S6K1/2, âàæ-
íîãî çâåíà ñèãíàëüíîãî ïóòè PI3K, êîòîðûé îïîñðåäóåò
ðåãóëÿòîðíîå âëèÿíèå ÒÒÃ íà êëåòêè ùèòîâèäíîé æåëå-
çû. Áûëà îáíàðóæåíà âíóòðèêëåòî÷íàÿ ðåëîêàëèçàöèÿ
S6K1/2, à èìåííî ïîÿâëåíèå ýòèõ êèíàç íàðÿäó ñ öèòî-
ïëàçìîé è â ÿäðàõ êóëüòèâèðóåìûõ òèðåîöèòîâ íà 6-å è
10-å ñóò â îòëè÷èå îò íîðìàëüíîé òêàíè ùèòîâèäíîé æå-
ëåçû, ãäå S6K1/2 ëîêàëèçîâàíû ïðåèìóùåñòâåííî â öèòî-
ïëàçìå. Áîëåå òîãî, ïîëîæèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ ñíà÷àëà âîç-
íèêàëà â ÿäðàõ êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ ïî ïåðèôåðèè ðàñ-
ïëàñòûâàþùåãîñÿ ôîëëèêóëà, è ëèøü ñî âðåìåíåì — â
ó÷àñòêàõ öåíòðàëüíîé çîíû. Êóëüòèâèðîâàíèå ôîëëèêó-
ëîâ ùèòîâèäíîé æåëåçû â äâóìåðíûõ óñëîâèÿõ ñîïðî-
âîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ïðîöåññîâ ìèãðàöèè, ïðîëèôåðà-
öèè è ïîòåðåé èñõîäíîé ãèñòîëîãè÷åñêîé ñòðóêòóðû. Ïî-
òîìó äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ áûëè íàïðàâëåíû íà
îïðåäåëåíèå òîãî, êàêîé èç ýòèõ ïðîöåññîâ îáóñëîâëèâàåò
âíóòðèêëåòî÷íóþ ðåëîêàëèçàöèþ S6K1 è S6K2. Íàìè íå
îáíàðóæåíî êîððåëÿöèè ìåæäó ïîÿâëåíèåì S6K1/2-ïîëî-
æèòåëüíûõ ÿäåð òèðåîöèòîâ è ëîêàëèçàöèåé ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ êëåòîê. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îòìå÷åíî ïîâûøåíèå
ñîäåðæàíèÿ S6K1/2 â Ki-67-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòêàõ.
Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå S6K1 è S6K2 îïðåäåëÿ-
ëè â êëåòêàõ, ìèãðèðîâàâøèõ ÷åðåç ïîðèñòûå ìåìáðàíû
òðàíñâåëëîâ. Íå îáíàðóæåíî ñâÿçè ìåæäó ïðîöåññîì ìèã-
ðàöèè òèðåîöèòîâ è èçìåíåíèåì ñóáêëåòî÷íîé ëîêàëèçà-
öèè S6K1/2. Îäíàêî ïîêàçàíî íàëè÷èå êîððåëÿöèè ìåæäó
ñîäåðæàíèåì òèðåîãëîáóëèíà â òèðåîöèòàõ àãðåãàòîâ
ôîëëèêóëîâ â óñëîâèÿõ òðåõìåðíîé êóëüòóðû è öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîé ëîêàëèçàöèåé S6K1 (P < 0.01, n = 1459) è
S6K2 (P < 0.01, n = 771). Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî íàëè-
÷èå êîððåëÿöèè ìåæäó ñóáêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèåé
S6K1/2 è óðîâíåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè òèðåîöè-
òîâ, êóëüòèâèðóåìûõ â óñëîâèÿõ äâó- è òðåõìåðíîé êóëü-
òóðû.

ÐÎËÜ ÎÃÐÀÍÈ×ÅÍÍÎÃÎ ÏÐÎÒÅÎËÈÇÀ ÀÊÒÈÍÀ Â
ÌÅÕÀÍÈÇÌÅ ÈÍÂÀÇÈÈ ÁÀÊÒÅÐÈÉ, ÑÈÍÒÅÇÈÐÓÞ-
ÙÈÕ ÏÐÎÒÅÀËÈÇÈÍ. © Î. À. Öàïëèíà,1 Ò. Í. Åôðåìî-
âà,1 È. Â. Äåìèäþê,2 Ñ. Þ. Õàéòëèíà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé
ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, olga566@mail.ru.

Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî óñëîâíî-ïàòîãåííûå áàê-
òåðèè ðîäà Serratia, ñèíòåçèðóþùèå àêòèí-ñïåöèôè÷å-
ñêèå ìåòàëëîïðîòåàçû ECP32/ãðèìåëèçèí è ïðîòåàëèçèí,
ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè. Òðàíñ-
ôîðìàöèÿ íåèíâàçèâíûõ E. coli ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, íåñó-
ùåé ãåí ãðèìåëèçèíà èëè ïðîòåàëèçèíà, ïðèâîäèò ê ïî-
ÿâëåíèþ â áàêòåðèÿõ èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá àêòèâíîé ðîëè ôåðìåíòà â èíâàçèè
(Bozhokina et al., 2011). Ïðè èíâàçèè ðåêîìáèíàíòíûõ
áàêòåðèé è áàêòåðèé äèêîãî øòàììà S. proteamaculans ïî-
ëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ïðîòåàëèçèíó âûÿâëÿþò ïðîòåà-
çó êàê âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå, òàê è âíóòðè ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê. Âíå êëåòêè áàêòåðèàëüíûå ïðîòåàçû ìîãóò
ñòàíîâèòüñÿ âèðóëåíòíûìè ôàêòîðàìè, àêòèâèðóÿ èëè èí-
ãèáèðóÿ ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåàçû (ÌÌÏ). Ïî äàí-
íûì çèìîãðàôèè, ïðîòåàëèçèí ðàñùåïëÿåò ïðåäøåñòâåí-
íèê ÌÌÏ-2 ñ îáðàçîâàíèåì áåëêà ñ ìîë. ìàññîé 66 êÄà,
õàðàêòåðíîé äëÿ àêòèâíîé ôîðìû ÌÌÏ-2, ÷òî óêàçûâàåò
íà âîçìîæíîñòü àêòèâàöèè ÌÌÏ-2 ïðîòåàëèçèíîì. Îäíà-
êî äîáàâëåíèå ïðîòåàëèçèíà â êëåòî÷íóþ ñðåäó íå ïðèâî-
äèò ê ïðîíèêíîâåíèþ íåèíâàçèâíûõ áàêòåðèé E. coli
âíóòðü ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ïðîòåà-
ëèçèí, ïî-âèäèìîìó, ó÷àñòâóåò â èíâàçèè áàêòåðèé, îêà-
çàâøèñü âíóòðè ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè.

Â ïðîöåññ èíâàçèè âñåãäà âîâëå÷åíû ïåðåñòðîéêè
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, à àêòèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íå-
ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ñóáñòðàòîâ ECP32/ãðèìåëèçèíà (Mat-
veyev et al., 1996). Òàê æå êàê ECP32/ãðèìåëèçèí, ïðîòåà-
ëèçèí ðàñùåïëÿåò â ãëîáóëÿðíîì (G) àêòèíå ñâÿçü
Gly42—Val43, à ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ïðîòåàçû
äî âåñîâîãî ñîîòíîøåíèÿ ôåðìåíò : G-àêòèí 1 : 50 ïîÿâ-
ëÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå ñàéòû ïðîòåîëèçà Gly63—Ile64 è
Thr66—Ile67 â íóêëåîòèäíîé ùåëè ìîëåêóëû àêòèíà.
G-àêòèí, ðàñùåïëåííûé â ñàéòå Gly42—Val43, òåðÿåò
ñïîñîáíîñòü ê ïîëèìåðèçàöèè, êîòîðàÿ ÷àñòè÷íî âîññòà-
íàâëèâàåòñÿ ïîñëå çàìåíû ïðî÷íî ñâÿçàííûõ èîíîâ Ca íà
èîíû Mg. Òàêîé F-àêòèí îáëàäàåò âûñîêîé ÀÒÔàçíîé àê-
òèâíîñòüþ, ÷òî îòðàæàåò çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå äèíàìè-
êè ïîëèìåðà ïî ñðàâíåíèþ ñ íåðàñùåïëåííûì àêòèíîì, è
ñòàáèëèçèðóåòñÿ àíàëîãîì íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà ôòî-
ðèäîì àëþìèíèÿ. Îäíàêî êîðòèêàëüíûé öèòîñêåëåò ñî-
ñòîèò â îñíîâíîì èç ìåíåå äîñòóïíîãî äëÿ ïðîòåîëèçà
ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà, ñâîéñòâà êîòîðîãî ïîñëå ïðîòåî-
ëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ ðàíåå íå ïðîâåðÿëèñü. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî çà âðåìÿ, ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóþùåå âðåìåíè
ïðîíèêíîâåíèÿ áàêòåðèé â êëåòêè, ïðîòåàëèçèí ðàñ-
ùåïëÿåò îò 20 äî 40 % F-àêòèíà, ÷òî óìåíüøàåò ñòåïåíü
ïîëèìåðèçàöèè F-àêòèíà. ÀÒÔàçíàÿ àêòèâíîñòü F-àêòèíà
ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ óâåëè÷èâàåòñÿ, è åå âåëè÷èíà õîðîøî
ñîãëàñóåòñÿ ñ ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ F-àêòèíà, çàïî-
ëèìåðèçîâàííîãî èç ðàñùåïëåííûõ ñóáúåäèíèö. Òàêèì
îáðàçîì, ðàñùåïëåíèå G- è F-àêòèíà ïðîòåàëèçèíîì îáðà-
òèìî óñèëèâàåò äèíàìèêó ïîëèìåðîâ, ÷òî ìîæåò îáåñïå-
÷èâàòü ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ýóêàðèîòè-
÷åñêîé êëåòêå, íåîáõîäèìûå äëÿ èíòåðíàëèçàöèè áàêòå-
ðèé. Ïîýòîìó ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî àêòèí ÿâëÿåòñÿ
ìèøåíüþ ïðîòåàëèçèíà â ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå è ïðî-
òåàëèç àêòèíà âîâëå÷åí â ìåõàíèçì èíâàçèè.
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Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
11-04-00393) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëå-
òî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÈÍÃÈÁÈÐÎÂÀÍÈÅ ÊÈÍÀÇÛ mTOR ÒÎÐÌÎÇÈÒ ÍÅ-
ÊÎÒÎÐÛÅ ÑÒÀÄÈÈ ÏÐÎÃÐÅÑÑÈÈ ÐÀÊÀ ÌÎËÎ×ÍÎÉ
ÆÅËÅÇÛ ÍÀ ÌÎÄÅËÈ IN VITRO. © Î. Â. ×åðåäíèê,
Â. Ð. Êóõàð÷óê, Â. Â. Ôèëîíåíêî, À. È. Õîðóæåíêî. Èíñòè-
òóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòèêè ÍÀÍÓ, Êèåâ,
Óêðàèíà.

Êèíàçà mTOR ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ çâåíüåâ
ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò ìíîæåñòâà ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è ãîð-
ìîíîâ âíóòðü êëåòêè. mTOR ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè áåë-
êîâîãî ñèíòåçà, êëåòî÷íîãî ðîñòà, ïðîëèôåðàöèè è äðóãèõ
ïðîöåññàõ. Ñóùåñòâóþò äâà ôóíêöèîíàëüíûõ êîìïëåêñà
TORC1 è TORC2, êîòîðûå ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿ-
öèè ìíîãî÷èñëåííûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ðàíåå
áûëà ïîêàçàíà ñâåðõàêòèâàöèÿ mTOR â êëåòêàõ ìíîãèõ
çëîêà÷åñòâåííûõ íåîïëàçèé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èíãèáè-
òîðû mTOR ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ïðîòèâîîïóõîëåâûå
ïðåïàðàòû. Îäíàêî îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêèå èìåííî ýòà-
ïû êàíöåðîãåíåçà êðèòè÷åñêè çàâèñÿò îò àêòèâàöèè (äåç-
àêòèâàöèè) mTOR. Ïðîÿñíåíèå ýòîãî âîïðîñà ïîçâîëèò
îïðåäåëèòü äîïîëíèòåëüíûå ìèøåíè ïðîòèâîðàêîâîé òå-
ðàïèè, ðåãóëèðóåìûå mTOR. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü îáåñïå-
÷èò äàëüíåéøåå ðàçâèòèå êîìáèíèðîâàííîé ïðîòèâîîïó-
õîëåâîé òåðàïèè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóáêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè mTOR
èñïîëüçîâàëè êëåòêè ëèíèè MCF-7, ïðîèñõîäÿùåé èç
ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû. Âëèÿíèå ðàïàìèöèíà (ñïåöèôè÷å-
ñêîãî èíãèáèòîðà mTOR) â êîíöåíòðàöèÿõ 1 è 10 íÌ íà
ïðîëèôåðàöèþ è ìèãðàöèþ êëåòîê MCF-7 èçó÷àëè ïðè
ïîìîùè ÌÒÒ-òåñòà è ìåòîäà «ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè» ñî-
îòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, îïðåäåëÿëè ñòåïåíü àäãåçèè è
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, ïðîäóêöèþ ìàòðèêñäåãðàäèðóþ-
ùèõ ôåðìåíòîâ. Ïðè ïîìîùè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè èññëåäîâàëè ñòðóêòóðó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì TRITC-ìå÷åííîãî ôàëëîèäèíà.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âûÿâèë ïðåèìóùåñò-
âåííî öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ëîêàëèçàöèþ mTOR â êëåòêàõ
MCF-7. Îäíàêî íàáëþäàëèñü ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûå
ÿäðûøêè êëåòîê. Êîëîêàëèçàöèÿ mTOR ñ áåëêîì S6, êî-
òîðûé â òîì ÷èñëå ñîäåðæèòñÿ è â ÿäðûøêàõ, ïîäòâåðäè-
ëà íàøå ïðåäïîëîæåíèå. Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå âûÿâëå-
íà ÿäðûøêîâàÿ ëîêàëèçàöèÿ êèíàçû mTOR.

Ïðîöåññ êàíöåðîãåíåçà ãèïîòåòè÷åñêè áûë ðàçáèò íà
íåñêîëüêî èíòåãðàëüíûõ ýòàïîâ, êîòîðûå áûëè ïðîìîäå-
ëèðîâàíû in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì óêàçàííûõ êëåòîê.
Ïîâåäåíèå êëåòîê â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè
mTOR ðàïàìèöèíîì (1 è 10 íÌ) èññëåäîâàëè â ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ìîäåëüíûõ óñëîâèÿõ. Áûëî çàôèêñèðîâàíî ñíè-
æåíèå óðîâíÿ êëåòî÷íîé àäãåçèè ê ðîñòîâîé ïîâåðõíîñòè
äî 40 % â ðàçíûõ âðåìåíí *ûõ òî÷êàõ. Êðîìå òîãî, áûëî
âûÿâëåíî íåçíà÷èòåëüíîå, íî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîå
ñíèæåíèå óðîâíÿ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà êóëüòóðàëü-
íîé ïîâåðõíîñòè.

Óãíåòåíèå mTOR ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó (äî
80 %) ñíèæåíèþ ëîêîìîòîðíûõ ñâîéñòâ êëåòîê ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè èõ ìèãðàöèè íà ìîäåëè «ðàíåâîé ïîâåðõíî-
ñòè». Êðîìå òîãî, áûë îáíàðóæåí ýôôåêò ðàïàìèöèíà íà
ñòðóêòóðó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Òàê, áûëà ïîêàçàíà
ñóùåñòâåííàÿ ðàçíèöà â îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî ñêåëåòà

ïåðèíóêëåàðíîé çîíû êëåòîê, íàõîäèâøèõñÿ ïîä âîçäåé-
ñòâèåì ðàïàìèöèíà. Â ýòèõ æå óñëîâèÿõ ñíèæåíèå àêòèâ-
íîñòè ìàòðèêñäåãðàäèðóþùåãî ýíçèìà ÌÌÐ-9 áûëî
ïîêàçàíî ïóòåì çèìîãðàôèè.

Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå ïîêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ mTOR
â ÿäðûøêàõ êëåòîê êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû. Íàèáî-
ëåå âûðàæåííîå âëèÿíèå èíãèáèðîâàíèÿ mTOR íàáëþäà-
ëîñü íà ìèãðàöèîííûå ñâîéñòâà êëåòîê è íà ðåìîäåëèðî-
âàíèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Íàøà ïîñëåäóþùàÿ ðàáî-
òà áóäåò íàïðàâëåíà íà èçó÷åíèå ðîëè mTORa è íîâîãî
ñïëàéñèíãîâîãî âàðèàíòà mTORb â îïóõîëåâîé ïðîãðåñ-
ñèè êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû â óñëîâèÿõ äâó- è òðåõìåð-
íîé êóëüòóð.

ÂËÈßÍÈÅ ÝÊÇÎÃÅÍÍÎÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ßÄÅÐÍÎÃÎ
ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ HNF4a ÍÀ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÎÒÎ-
ÊÎÂÎÉ ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ÏÎÄÆÅËÓÄÎ×ÍÎÉ
ÆÅËÅÇÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ì. Ñ. ×åñíîêîâ, Ä. À. Øàâî÷êè-
íà, È. Ô. Êóñòîâà, À. Ã. Êóçíåöîâà, Í. Ë. Ëàçàðåâè÷. Èí-
ñòèòóò êàíöåðîãåíåçà Ðîññèéñêîãî îíêîëîãè÷åñêîãî íàó÷-
íîãî öåíòðà èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð HNF4a — ÿäåðíûé ðå-
öåïòîð, ýêñïðåññèðóþùèéñÿ â êëåòêàõ ïå÷åíè, ïîäæåëó-
äî÷íîé æåëåçû, êèøå÷íèêà è ðÿäà äðóãèõ îðãàíîâ. Îí
êîíòðîëèðóåò ýêñïðåññèþ ìíîæåñòâà ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ
â ðåãóëÿöèþ ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè,
ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè, ïîääåðæàíèÿ ýïèòåëèàëüíîé
ìîðôîëîãèè è ìåòàáîëèçìà. Â ñâîþ î÷åðåäü òðàíñêðèï-
öèÿ HNF4a ðåãóëèðóåòñÿ âíåêëåòî÷íûìè ñèãíàëàìè —
ôàêòîðàìè ðîñòà è êîìïîíåíòàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ. Òà-
êèì îáðàçîì, HNF4a ÿâëÿåòñÿ ñâÿçóþùèì çâåíîì ìåæäó
ñèãíàëàìè, ïîñòóïàþùèìè â êëåòêó èçâíå, è ñèãíàëüíû-
ìè êàñêàäàìè, âûçûâàþùèìè îòâåòíîå èçìåíåíèå õàðàê-
òåðèñòèê êëåòêè. Íàðóøåíèÿ ýêñïðåññèè HNF4a àññîöèè-
ðîâàíû ñ ïðîãðåññèåé ãåïàòîêàðöèíîì, à åå âîññòàíîâëå-
íèå ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷íîé ðåâåðñèè îïóõîëåâîãî
ôåíîòèïà. HNF4a òàêæå ÿâëÿåòñÿ îïóõîëåâûì ñóïðåññî-
ðîì â êëåòêàõ ïî÷åê è âàæåí äëÿ êîíòðîëÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêè è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê êèøå÷íèêà.

Îïèñàíî 9 èçîôîðì ôàêòîðà HNF4a, òðàíñêðèáèðóþ-
ùèõñÿ ñ äâóõ íåçàâèñèìûõ ïðîìîòîðîâ P1 (HNF4a1-6) è
P2 (HNF4a7-9) è ðàçëè÷àþùèõñÿ òðàíñàêòèâàöèîííûìè
ñâîéñòâàìè. Äëÿ íîðìàëüíîé òêàíè ïîäæåëóäî÷íîé æåëå-
çû ÷åëîâåêà õàðàêòåðíà ýêñïðåññèÿ ãðóïïû HNF4aP2.
Âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ïðîòîêî-
âîé àäåíîêàðöèíîìû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû õàðàêòåðè-
çóþòñÿ àêòèâàöèåé íåõàðàêòåðíîé ãðóïïû èçîôîðì
HNF4aP1, â òî âðåìÿ êàê â íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ
îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ïîäàâëÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ âñåõ èçî-
ôîðì HNF4a. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè íàðóøåíèé íîðìàëü-
íîé ýêñïðåññèè HNF4a â ïðîãðåññèè ýòîãî òèïà îïóõîëåé
èç íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ ëèíèé Panc1 è MiaPaCa2
áûëè ïîëó÷åíû êóëüòóðû, ýêçîãåííî ýêñïðåññèðóþùèå
èçîôîðìû HNF4a1 è HNF4a7.

Ýêçîãåííàÿ ýêñïðåññèÿ èçîôîðì ôàêòîðà HNF4a ïðè-
âåëà ê âîññòàíîâëåíèþ ýêñïðåññèè êëþ÷åâûõ òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêèõ ðåãóëÿòîðíûõ ôàêòîðîâ ïîäæåëóäî÷íîé æåëå-
çû PDX1 è PTF1a è ïîâûøåíèþ îáùåãî óðîâíÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê. Êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå èçîôîðìû
HNF4a, õàðàêòåðèçîâàëèñü îñëàáëåíèåì êîëîíèåîáðàçó-
þùåãî ïîòåíöèàëà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè êîíòðîëü-
íûõ ëèíèé. Â ëèíèè MiaPaCa 2 ýêçîãåííàÿ ýêñïðåññèÿ
HNF4a ñîïðîâîæäàëàñü ñíèæåíèåì ñêîðîñòè ïðîëèôåðà-
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öèè êëåòîê è èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà ÄÍÊ. Â êóëüòóðàõ,
ýêñïðåññèðóþùèõ èçîôîðìû HNF4a, íàáëþäàëîñü ïîâû-
øåíèå ñïîñîáíîñòè ê íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíûìè ëèíèÿìè.

Ïîëíîãåíîìíîå èññëåäîâàíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ãå-
íîâ ïîêàçàëî, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ýêñïðåññèè HNF4a â
êëåòêàõ ëèíèè MiaPaCa2 ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèÿìè
óðîâíåé ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ âî ìíîãèõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ. Íàèáîëåå çíà÷è-
òåëüíû èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðî-
öåññû ôîêàëüíîé àäãåçèè (ITGA3, CAV1, CAV2 è LAMB1)
è ïðîëèôåðàöèè (ILK è CDK4).

Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýêçîãåí-
íàÿ ýêñïðåññèÿ ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà HNF4a â äåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ ëèíèÿõ ïðîòîêîâîé àäåíîêàðöèíîìû
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà èíäóöèðóåò àêòèâàöèþ
ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, îïðåäåëÿþùèõ ïîâûøåíèå óðîâíÿ
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê è ÷àñòè÷íóþ ðåâåðñèþ èõ çëî-
êà÷åñòâåííîãî ôåíîòèïà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
10-04-01504) è ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå
êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» (¹ 02.740.11.0085).

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÎ-ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÎÃÎ
ÏÅÐÅÕÎÄÀ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ÐÀÊÀ ØÅÉÊÈ
ÌÀÒÊÈ. © Ã. Ñ. Øàãèåâà, Ë. Â. Äîìíèíà, Â. Á. Äóãèíà.
Èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëî-
çåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè áîëüøîå çíà÷åíèå
èìåþò ïðîöåññû èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà è óâåëè÷åíèÿ ïî-
äâèæíîñòè êëåòîê, êîòîðûå ëåæàò â îñíîâå ñïîñîáíîñòè
îïóõîëåâûõ êëåòîê ê èíâàçèè è ìåòàñòàçèðîâàíèþ. Ïðè
èíâàçèè è ìåòàñòàçèðîâàíèè ïðîèñõîäèò ýïèòåëèàëü-
íî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä (ÝÌÏ), êîòîðûé ïðèâîäèò ê
ìîðôîëîãè÷åñêîìó è áèîõèìè÷åñêîìó ïðåîáðàçîâàíèþ
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê â ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå.

Â íàøåé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí èììóíîìîðôîëîãè÷å-
ñêèé è áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç ìåæêëåòî÷íûõ àäãåçèîí-
íûõ ñòðóêòóð êëåòîê ðàêà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà ëèíèé
SiHa, Caski è C33A, ðåîðãàíèçàöèè ýòèõ ñòðóêòóð ïðè
ÝÌÏ, à òàêæå ïðåäîòâðàùåíèÿ ÝÌÏ ïîä äåéñòâèåì ìèòî-
õîíäðèàëüíî íàïðàâëåííîãî àíòèîêñèäàíòà SkQ1 è åãî
àíàëîãîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê êóëüòóð
SiHa, Caski è C33A ñ ìèòîõîíäðèàëüíî íàïðàâëåííûìè
àíòèîêñèäàíòàìè ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ ýïèòåëè-
àëüíîé îðãàíèçàöèè ïó÷êîâ áåòà-àêòèíîâûõ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ è àäãåçèîííûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.

Èíêóáàöèÿ êëåòîê SiHa è Caski ñ ìèòîõîíäðèàëüíî
íàïðàâëåííûìè àíòèîêñèäàíòàìè ïðèâîäèëà ê óìåíüøå-
íèþ ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè è îáùåãî êîëè÷åñòâà áåëêà
Snail, à òàêæå ñíèæåíèþ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
MAP-êèíàçû Erk1/2. Èçâåñòíî, ÷òî òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð Snail íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ E-êàäãå-
ðèíà, âàæíîãî ó÷àñòíèêà ïðîöåññà ÝÌÏ. Èíêóáàöèÿ êëå-
òîê êóëüòóðû SiHa ñ ìèòîõîíäðèàëüíî íàïðàâëåííûìè
àíòèîêñèäàíòàìè SkQ1 è åãî àíàëîãàìè ïðèâîäèëà ê óâå-
ëè÷åíèþ îáùåãî ñîäåðæàíèÿ E-êàäåðèíà è àëüôà-êàòåíè-
íà, ïðîèñõîäèëî ðåêðóòèðîâàíèå E-êàäãåðèíà â îáëàñòü
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Áîëåå òîãî, SkQR1 è åãî àíàëî-
ãè ïðåäîòâðàùàëè ïðîöåññ ÝÌÏ, èíäóöèðîâàííûé äîáàâ-

ëåíèåì ýïèäåðìàëüíîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà EGF, â êóëü-
òóðàõ êëåòîê SiHa è Caski.

Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè, MAP-êèíàçíîãî
êàñêàäà, îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ, à òàêæå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè E-êàä-
ãåðèíà è àëüôà-êàòåíèíà ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ñïîñîá-
íîñòü ìèòîõîíäðèàëüíî íàïðàâëåííûõ àíòèîêñèäàíòîâ
èíäóöèðîâàòü ïðîöåññû ýïèòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè íåîïëàñòè÷åñêè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê è ïðåä-
îòâðàùàòü ïðîöåññ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíîãî ïåðåõîäà
â êóëüòóðàõ êëåòîê ðàêà øåéêè ìàòêè.

Ó×ÀÑÒÈÅ ÍÅÌÛØÅ×ÍÎÃÎ ÌÈÎÇÈÍÀ II Â ÎÁÐÀÇÎ-
ÂÀÍÈÈ ËÀÌÅËËÈÏÎÄÈÈ È ÈÍÈÖÈÀÖÈÈ ÔÎÊÀËÜ-
ÍÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ. © Ì. Øóòîâà,1, 2 À. Àëåêñàíäðî-
âà,1 Þ. Âàñèëüåâ,1 Ò. Ñâèòêèíà.2 1 Èíñòèòóò êàíöåðîãåíå-
çà Ðîññèéñêîãî îíêîëîãè÷åñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà
èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, è 2 Óíèâåðñèòåò Ïåí-
ñèëüâàíèè, Ôèëàäåëüôèÿ, ÑØÀ.

Â ïðîöåññå êëåòî÷íîé ìèãðàöèè ìèîçèí II-çàâèñèìîå
ñîêðàùåíèå îáåñïå÷èâàåò ðåòðàêöèþ çàäíåé ÷àñòè êëåòêè
è ñîçðåâàíèå ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, â òî âðåìÿ êàê ïðî-
òðóçèÿ âåäóùåãî êðàÿ è èíèöèàöèÿ êîíòàêòîâ ñ ñóá-
ñòðàòîì ñ÷èòàþòñÿ íåçàâèñèìûìè îò íåìûøå÷íîãî ìèî-
çèíà II. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýòà êîíöåïöèÿ ïîäâåðãëàñü
ïîâòîðíîé ïðîâåðêå ñ ïîìîùüþ îáðàáîòêè ëèíèè ôèá-
ðîáëàñòîâ REF52 âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè áëåááèñòà-
òèíà, èíãèáèòîðà ìèîçèíà II, äëÿ ìàêñèìàëüíîãî ïîäàâëå-
íèÿ åãî ìîòîðíîé àêòèâíîñòè. Áûë ïðîâåäåí äåòàëüíûé
àíàëèç îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê
ïðîòðóçèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè ïëàòèíîâûõ ðåïëèê. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
äåéñòâèå 75 ìêÌ áëåááèñòàòèíà ðàçðóøàåò çðåëûå
ñòðåññ-ôèáðèëëû è ôîêàëüíûå êîíòàêòû, íî íå èíãèáèðó-
åò îáðàçîâàíèå ëàìåëëèïîäèé è ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ,
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå èçâåñòíûìè äàííûìè. Îäíàêî
äåéñòâèå 100 ìêÌ áëåááèñòàòèíà, êðîìå òîãî, âûçûâàëî
ïîäàâëåíèå îáðàçîâàíèÿ ëàìåëëèïîäèé è èõ òðàíñôîð-
ìàöèþ â ðàôôëû, ðåòðàêöèþ êëåòî÷íîãî êðàÿ è çà÷àñ-
òóþ îòêðåïëåíèå êëåòîê îò ñóáñòðàòà, à òàêæå ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ìèîçèíà íà êðàé êëåò-
êè. Ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà â îáåèõ êîíöåíòðàöèÿõ
ìíîãîêðàòíî óìåíüøàëàñü ôðàêöèÿ ñâÿçàííîãî ñ öèòîñêå-
ëåòîì ìèîçèíà II è êîëè÷åñòâî áèïîëÿðíûõ ìèîçèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ. Ïîñëå îòìûâêè èíãèáèòîðà âîññòàíîâëåíèå
íà÷èíàëîñü ñ áûñòðîãî (â òå÷åíèå 1 ìèí) óõîäà ôîñôîðè-
ëèðîâàííîãî ìèîçèíà îò êëåòî÷íîãî êðàÿ è èíòåíñèâíîãî
îáðàçîâàíèÿ ëàìåëëèïîäèé è ìíîãî÷èñëåííûõ ôîêàëü-
íûõ êîìïëåêñîâ â èõ îñíîâàíèè. Ñòðåññ-ôèáðèëëû ïîÿâ-
ëÿëèñü ê 5-é ìèí îòìûâêè; êàê ïðàâèëî, òîíêèå àêòèí-ìè-
îçèíîâûå àðêè ôîðìèðîâàëèñü ìåæäó ôîêàëüíûìè êîìï-
ëåêñàìè è ÷àñòî âîçíèêàëè èç ôèëîïîäèé. Íà äàëüíåéøèõ
ýòàïàõ âîññòàíîâëåíèÿ (5—15 ìèí) ïðîèñõîäèëî ïàðàë-
ëåëüíîå ñîçðåâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë è êîíòàêòíûõ ñòðóê-
òóð. Ðàçðîçíåííûå áèïîëÿðíûå ôèëàìåíòû ìèîçèíà
âñå åùå ðåäêî îáíàðóæèâàëèñü ÷åðåç 1 ìèí îòìûâêè, íî
èõ êîëè÷åñòâî âîçðàñòàëî ïàðàëëåëüíî ñ îáðàçîâàíèåì
ñòðåññ-ôèáðèëë; ïîñòåïåííî ôèëàìåíòû ìèîçèíà íà÷è-
íàëè ôîðìèðîâàòü öåïî÷êè è ïëîòíûå ñòîïêè. Ñîãëàñíî
íàøèì äàííûì, ìîòîðíàÿ àêòèâíîñòü ìèîçèíà II íåîáõî-
äèìà äëÿ óñïåøíîãî îáðàçîâàíèÿ ôîêàëüíûõ êîìïëåê-
ñîâ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò íà÷àëüíîå ïðèêðåïëåíèå, íå-
îáõîäèìîå äëÿ ýôôåêòèâíîé ïðîòðóçèè ëàìåëëèïîäèè.

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



Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ìèîçèí II àêòèâèðóåòñÿ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèåì íà âåäóùåì êðàå è èíèöèèðóåò îáðàçîâàíèå ôî-
êàëüíûõ êîìïëåêñîâ èç íàñöåíòíûõ àäãåçèé, âåðîÿòíî,
åùå äî ïîëíîãî îáðàçîâàíèÿ áèïîëÿðíûõ ôèëàìåíòîâ.
Ôîêàëüíûå êîìïëåêñû â äàëüíåéøåì ïîääåðæèâàþò ñî-
çðåâàíèå àêòèíîâûõ ïó÷êîâ, ïðåîáðàçóÿñü â ôîêàëüíûå
êîíòàêòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00452), à òàêæå ôîíäà èññëåäîâàíèé Óíèâåð-
ñèòåòà Ïåíñèëüâàíèè.

ÂÛßÂËÅÍÈÅ ÝÔÔÅÊÒÎÂ È ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÄÅÉÑÒ-
ÂÈß ÃÈÄÐÎÑÓËÜÔÈÄÀ ÍÀÒÐÈß Â ÌÈÎÊÀÐÄÅ Ëß-
ÃÓØÊÈ. © À. Â. ßêîâëåâ, Ä. Ð. Àõìåòøèíà, Í. Í. Õàåð-
äèíîâ, Ã. Ô. Ñèòäèêîâà. Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé) ôåäå-
ðàëüíûé óíèâåðñèòåò.

Ñåðîâîäîðîä (H2S) îòíîñèòñÿ ê íîâîìó êëàññó ïî-
ñðåäíèêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ñåðäå÷íî-ñîñóäè-
ñòîé ñèñòåìû. Â ñåðäöå H2S îáðàçóåòñÿ èç L-öèñòåèíà
ôåðìåíòàìè öèñòàòèîíèí-g-ëèàçîé (CSE) è 3-ìåðêàïòî-
ïèðóâàòñóëüôòðàíñôåðàçîé (3-MST). Âëèÿíèå H2S íà ñî-
ñóäèñòûé òîíóñ ïîêàçàíî ó âñåõ êëàññîâ ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ, âêëþ÷àÿ ðûá, àìôèáèé, ìëåêîïèòàþùèõ, è âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ êàê âàçîêîíñòðèêöèþ, òàê è âàçîäèëÿòàöèþ.
Â êàðäèîìèîöèòàõ êðûñû H2S ïðîÿâëÿë îòðèöàòåëüíûé
èíîòðîïíûé ýôôåêò. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå
âëèÿíèÿ è åãî ìåõàíèçìîâ äîíîðà H2S ãèäðîñóëüôèäà íà-
òðèÿ (NaHS) íà ñîêðàòèìîñòü ìèîêàðäà ëÿãóøêè Rana ri-
dibunda.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà èçîëèðîâàííûõ ïîëî-
ñêàõ ìèîêàðäà æåëóäî÷êà ëÿãóøêè. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ
NaHS íà ñîêðàòèìîñòü èñïîëüçîâàëè òåíçîäàò÷èêè ñ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòüþ 0—50 ã íà áàçå ñèñòåìû PowerLab (ADIn-
struments) ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòûì ïîäõîäàì. Îòíîñè-
òåëüíûå èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëü-
öèÿ Ca2+ â èçîëèðîâàííûõ ïîëîñêàõ ìèîêàðäà îïðåäåëÿëè
ïðè ïîìîùè ìåìáðàííî-ïðîíèêàþùåãî Ca-÷óâñòâèòåëü-
íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ Fluo-4-AM â êîíöåíòðà-
öèè 1 ìêÌ (Molecular Probes, ÑØÀ).

Äîíîð H2S (NaHS) äîçîçàâèñèìûì îáðàçîì ïðèâîäèë
ê óãíåòåíèþ ñèëû ñîêðàùåíèÿ ìèîêàðäà æåëóäî÷êà. Òàê,
NaHS â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ âûçûâàë ïàäåíèå àìïëè-

òóäû íà 25 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ. Ñóáñòðàò ñèíòåçà
H2S L-öèñòåèí (1 ìÌ) òàêæå âûçûâàë äâóêðàòíîå ñíèæå-
íèå àìïëèòóäû ñîêðàùåíèÿ ïîëîñêè ìèîêàðäà ÷åðåç
20 ìèí ïîñëå åãî àïïëèêàöèè. Èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè
CSE áëîêàòîðàìè b-öèàíîàëàíèíîì è ïðîïàðãèëãëèöè-
íîì (500 ìêÌ) âûçûâàëî ïîâûøåíèå àìïëèòóäû ñîêðà-
ùåíèÿ ìèîêàðäà íà 12 è 17 % ñîîòâåòñòâåííî.

Èçâåñòíî, ÷òî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ öÀÌÔ ïðè àêòèâà-
öèè b-àäðåíîðåöåïòîðîâ â ìèîêàðäå ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ ñèëû ñîêðàùåíèÿ ìèîêàðäà çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ Ca-êàíàëîâ. Ïîýòîìó èññëåäî-
âàëè ðîëü ñèñòåìû àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) â ýôôåêòàõ
NaHS. Áëîêàòîð ÀÖ MDL-12,330A (3 ìêÌ) ïðèâîäèë ê
ïîíèæåíèþ ñèëû ñîêðàùåíèÿ ìèîêàðäà íà 16 %, à äîíîð
H2S íà åãî ôîíå ñíèæàë àìïëèòóäó ñîêðàùåíèÿ åùå íà
16 %, ÷òî ìåíüøå ýôôåêòà ãàçà â êîíòðîëå. Íåñïåöèôè÷å-
ñêèé áëîêàòîð ôîñôîäèýñòåðàç 3-isobutyl-1-methylxanthi-
ne (IBMX, 200 ìêÌ) ïðèâîäèë ê óâåëè÷åíèþ ñèëû ñîêðà-
ùåíèÿ. Íà ôîíå IBMX NaHS ñíèæàë ñèëó ñîêðàùåíèÿ ïî-
ëîñêè ìèîêàðäà íà 18 %, è ýòîò ýôôåêò áûë äîñòîâåðíî
ìåíüøå, ÷åì ýôôåêò NaHS â êîíòðîëå. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå ñèñòåìû öÀÌÔ â ýôôåêòàõ
NaHS.

Óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ
Ca2+ èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîöåññàõ âîçáóæäåíèÿ è
ñîêðàùåíèÿ â êàðäèîìèîöèòàõ. Âî âðåìÿ ñòèìóëÿöèè
ñ ÷àñòîòîé 0.5 Ãö â ìèîêàðäå ïðåäñåðäèÿ ëÿãóøêè, ïðåä-
âàðèòåëüíî èíêóáèðîâàííîãî â ðàñòâîðå ñ Fluo-4-AM, íà-
áëþäàëè áûñòðûå êðàòêîâðåìåííûå ïîâûøåíèÿ èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, îòðàæàþùèå èçìåíåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè èîíîâ Ca2+ â öèòîçîëå (Ca-ñèãíàëû).
Àïïëèêàöèÿ äîíîðà H2S (NaHS, 100 ìêÌ) îáðàòèìî âû-
çûâàëà ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ íà 86 % îòíî-
ñèòåëüíî êîíòðîëÿ.

Ïðåäïîëîæèëè, ÷òî â ìèîêàðäå ëÿãóøêè ýêçîãåííûé
è ýíäîãåííûé H2S âûçûâàåò îòðèöàòåëüíûé èîíîòðîïíûé
ýôôåêò, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò ñíèæåíèå óðîâíÿ èîíîâ
Ca2+ â êàðäèîìèîöèòàõ. Ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè èîíîâ
Ca2+ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì Ca-òîêà ÷åðåç
ïîòåíöèàëçàâèñèìûå Ca-êàíàëû âñëåäñòâèå ïîíèæåíèÿ
óðîâíÿ öÀÌÔ è àêòèâíîñòè ïðîòåèíêèíàçû A ïðè äåéñò-
âèè ãàçà.

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

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé
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