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Ñóùåñòâóåò ðÿä çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ,
êîòîðûå ïðèíÿòî íàçûâàòü «êîíôîðìàöèîííûìè». Îíè
ñâÿçàíû ñ íàðóøåíèåì ïðîñòðàíñòâåííîé íàòèâíîé ñòðóê-
òóðû íåêîòîðûõ áåëêîâ, èõ àãðåãàöèåé è îáðàçîâàíèåì
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Ñåé÷àñ èçâåñòíî áîëåå 20 ïîäîá-
íûõ çàáîëåâàíèé. Ê èõ ÷èñëó îòíîñÿòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå
ãóá÷àòûå ýíöåôàëîïàòèè, áîëåçíè Àëüöãåéìåðà, Õàíòèíã-
òîíà, Ïàðêèíñîíà, äèàáåò II òèïà è äð. Íåêîòîðûå èç ýòèõ
çàáîëåâàíèé ÿâëÿþòñÿ èíôåêöèîííûìè, ïðè÷åì ïåðåíîñ-
÷èêàìè èíôåêöèè ñëóæàò àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, êîòî-
ðûå â ýòîì ñëó÷àå íàçûâàþòñÿ ïðèîíàìè (proteinaceous —
áåëêîâûé, infective — èíôåêöèîííûé, on — â çíà÷åíèè
÷àñòèöà).

Îòêðûòèå ïðèîíîâ ó îäíîêëåòî÷íîãî ìèêðîîðãàíèçìà
äðîææåé ñîçäàëî íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ èçó÷åíèÿ «êîí-
ôîðìàöèîííûõ» çàáîëåâàíèé áëàãîäàðÿ øèðîêîìó èñ-
ïîëüçîâàíèþ ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé ãåíå-
òèêè in vivo.

Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòîâ ñî øòàììàìè äðîææåé
S. cerevisiae, íàêàïëèâàþùèõ äðîææåâîé ïðèîí [PSI+],
íàìè áûëè ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì,
÷òî êðàñíûé ïèãìåíò äðîææåé-ñàõàðîìèöåòîâ ìîæåò
áûòü ïåðñïåêòèâíûì êàíäèäàòîì íà ðîëü ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêîãî àíòèàìèëîèäíîãî ñðåäñòâà.

Â õîäå ïðîâåäåííîé ðàáîòû áûëà ðàçðàáîòàíà ìåòî-
äèêà îöåíêè óðîâíÿ àìèëîèäîâ â äðîææåâûõ êëåòêàõ,
âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ âûäåëåíèå ôðàêöèè, îáîãàùåííîé
àìèëîèäîì, è èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðè äîáàâëåíèè
ê íåé êðàñèòåëÿ òèîôëàâèíà Ò, ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþ-
ùåãîñÿ ñ àìèëîèäíûìè áåëêàìè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì äàí-
íîé ìåòîäèêè íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàêîïëåíèå êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè â ãåíàõ ADE1 è ADE2 â
äðîææåâûõ êëåòêàõ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà áåë-
êîâ â îñàäî÷íîé ôðàêöèè, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ òèîôëàâè-
íîì Ò. Ïîëó÷åííûå äàííûå áûëè ïîäòâåðæäåíû ðåçóëüòàòà-
ìè ýëåêòðîôîðåçîâ â àãàðîçíîì è ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëÿõ.

Ñðàâíåíèå îñàäî÷íûõ ôðàêöèé, âûäåëåííûõ èç êðàñ-
íûõ è áåëûõ èçîãåííûõ øòàììîâ â 2D-ýëåêòðîôîðåçå ñ
ïîñëåäóþùèì ìàññ-ñïåêòðîñêîïè÷åñêèì àíàëèçîì, ïî-
çâîëèëî èäåíòèôèöèðîâàòü 23 ïèãìåíòçàâèñèìûõ áåëêà,
ñðåäè êîòîðûõ ïðåîáëàäàþò øàïåðîíû è áåëêè, ó÷àñòâó-

þùèå â ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êðàñ-
íûé ïèãìåíò, ñâÿçûâàÿñü ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè,
ïðåïÿòñòâóåò îáðàçîâàíèþ ïðèîíîâûõ àãðåãàòîâ, à íàðó-
øåíèå ñâÿçè ôèáðèëë ñ øàïåðîíàìè ïðèâîäèò ê ïîäàâëå-
íèþ ðàçìíîæåíèÿ ïðèîíîâ.

Â õîäå ïðîâåäåííîé ðàáîòû èçó÷àëîñü âëèÿíèå êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà íà îáðàçîâàíèå ôèáðèëë in vitro. Â ÷àñòíî-
ñòè, â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ðàñòâîðàìè ìîäåëüíûõ áåëêîâ èí-
ñóëèíà è ëèçîöèìà óäàëîñü óñòàíîâèòü, ÷òî äîáàâëåíèå
êðàñíîãî ïèãìåíòà â ðàñòâîð ñíèæàåò èíòåíñèâíîñòü ôëó-
îðåñöåíöèè òèîôëàâèíà Ò, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î çàìåä-
ëåíèè îáðàçîâàíèÿ è óìåíüøåíèè ðàçìåðîâ áåëêîâûõ
ôèáðèëë. Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîçâîëèëà óñòàíî-
âèòü, ÷òî äîáàâëåíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà âëèÿåò íà îáðà-
çîâàíèå ôèáðèëë èíñóëèíà è ëèçîöèìà, óìåíüøàåò èõ
ðàçìåð.

Ëèòåðàòóðíûé ïîèñê ïîêàçàë, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò
äðîææåé S. cerevisiae êàê àãåíò, âëèÿþùèé íà îáðàçîâà-
íèå àìèëîèäîâ, ðàíåå â íàó÷íûõ ïóáëèêàöèÿõ ïðåäñòàâ-
ëåí íå áûë.
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Îäíîé èç íàèáîëåå èíòåðåñíûõ è ïîêà åùå ìàëîèçó-
÷åííûõ ïðîáëåì íà ñòûêå êëåòî÷íîé áèîëîãèè è áèîëî-
ãèè ðàçâèòèÿ ÿâëÿåòñÿ ïðîáëåìà êëåòî÷íîé è òêàíåâîé
ïëàñòè÷íîñòè, îãðàíè÷åííîñòè ïîòåíöèé êëåòîê è îáðàòè-
ìîñòè èõ äèôôåðåíöèðîâêè ó ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ. Òà-
êèå ïðîöåññû, êàê ðåãåíåðàöèÿ è áåñïîëîå ðàçìíîæåíèå,
ÿâëÿþòñÿ óíèêàëüíûìè ìîäåëÿìè äëÿ èçó÷åíèÿ äàííûõ
âîïðîñîâ. Îáúåêòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ, îëèãîõåòû ñå-
ìåéñòâà Naididae — Pristina longiseta è Nais communis —
äåìîíñòðèðóþò âûñîêóþ ñïîñîáíîñòü ê ðåãåíåðàöèè è
ðàçìíîæàþòñÿ â êóëüòóðå èñêëþ÷èòåëüíî ïîïåðå÷íûì
äåëåíèåì ïî òèïó ïàðàòîìèè, ïðè êîòîðîì ôîðìèðîâàíèå
ïåðåäíèõ è çàäíèõ ñòðóêòóð äî÷åðíèõ îñîáåé ïðåäøåñò-
âóåò èõ ðàçäåëåíèþ.

Èíãèáèòîðíûé àíàëèç, èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâ-
ëåíèå ôîñôîãèñòîíà Í3, à òàêæå ýêñïåðèìåíòû ñ âêëþ÷å-
íèåì BrdU ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî êëåòî÷íûì èñòî÷-
íèêîì îáðàçîâàíèÿ íîâûõ ãîëîâíûõ è õâîñòîâûõ ñòðóê-
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òóð ãëàâíûì îáðàçîì ÿâëÿþòñÿ ýêòîäåðìàëüíûå êëåòêè
ïîêðîâîâ â ïðåäåëàõ ñåãìåíòà, íåñóùåãî çîíó äåëåíèÿ. Â
ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ íà ãèñòîëîãè÷åñêîì óðîâíå
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îíè ïðèíèìàþò âèä ìàëîäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ. Õàðàêòåð âêëþ÷åíèÿ BrdU ìåíÿåòñÿ ïî
ìåðå ïðîõîæäåíèÿ ñòàäèé ïàðàòîìèè. Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ
áîëüøàÿ ÷àñòü ìåòêè âûÿâëÿåòñÿ â ïîêðîâíîì ýïèòåëèè,
ïîçæå ñèãíàë ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ è íà èíòåíñèâíî ôîðìè-
ðóþùèåñÿ âíóòðåííèå áëàñòåìíûå êëåòî÷íûå ìàññû, âå-
ðîÿòíî, âîçíèêàþùèå çà ñ÷åò âûñåëåíèÿ ìàëîäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ êëåòîê ïîêðîâîâ. Ïî ìåðå çàêëàäêè ãîëîâíûõ
ñòðóêòóð è çîíû ðîñòà BrdU âûÿâëÿåòñÿ è â êèøå÷íîì
ýïèòåëèè çîíû äåëåíèÿ è ïîñëåäóþùåãî ñåãìåíòà, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òðàíñôîðìàöèè êèøêè ïåðåä ðàçäåëå-
íèåì âíîâü ñôîðìèðîâàííûõ çîîèäîâ. Òàêèì îáðàçîì,
òêàíåâûå ïåðåñòðîéêè çàòðàãèâàþò íå òîëüêî ïîêðîâíûé,
íî è êèøå÷íûé ýïèòåëèé.

Â êà÷åñòâå ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ è ìà-
ëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê íàìè áûëè èñïîëüçîâàíû
ãîìîëîãè ãåíîâ piwi, vasa è pl10. Ïîêàçàíà ñïåöèôè÷íàÿ
àêòèâíîñòü âñåõ òðåõ ãåíîâ â ïðåäïèãèäèàëüíîé çîíå ðîñ-
òà è ïåðåòÿæêå. Â çîíå ïàðàòîìèè ýêñïðåññèÿ ãåíîâ piwi,
vasa è pl10 âîçíèêàåò de novo â ïîêðîâíîì ýïèòåëèè, à äè-
íàìèêà ïàòòåðíîâ èõ ýêñïðåññèè êîððåëèðóåò ñ ïðîöåñ-
ñàìè äåäèôôåðåíöèðîâêè è âûñåëåíèÿ êëåòîê ïîêðîâíîãî
ýïèòåëèÿ, îáðàçîâàíèÿ â çîíå ïàðàòîìèè ìàññû íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê è ôîðìèðîâàíèÿ ñòðóêòóð äî-
÷åðíèõ çîîèäîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ãîâîðÿò â ïîëüçó
ïðåäïîëîæåíèÿ î ïðîèñõîæäåíèè êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà
íåäîñòàþùèõ ÷àñòåé äî÷åðíèõ çîîèäîâ çà ñ÷åò äåäèôôå-
ðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé â ïðåäåëàõ çîíû ïàðàòî-
ìèè, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé òêàíåâîé
ïëàñòè÷íîñòè èññëåäîâàííûõ îáúåêòîâ. Â äàííîì ñëó÷àå
îáðàòèìîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìîã-
ëà áû îáåñïå÷èâàòü âîçìîæíîñòü ïîääåðæàíèÿ ïîïóëÿöèè
ýòèõ æèâîòíûõ â òå÷åíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïîêîëå-
íèé â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ïîëîâîãî ðàçìíîæåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00866-à).
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Èøåìè÷åñêàÿ áîëåçíü ñåðäöà, â ÷àñòíîñòè åå íàèáî-
ëåå òÿæåëàÿ êëèíè÷åñêàÿ ôîðìà — èíôàðêò ìèîêàðäà, ÿâ-
ëÿåòñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé ñìåðòíîñòè âî ìíîãèõ ñòðàíàõ
ìèðà. Îäíàêî ëþáîå çàáîëåâàíèå ÿâëÿåòñÿ ñèñòåìíûì, è
ïðè èíôàðêòå ìèîêàðäà ïîðàæàåòñÿ íå òîëüêî ñåðäöå, íî
òàêæå ëåãêèå, ïî÷êè, ïå÷åíü è äðóãèå îðãàíû. Èçâåñòíî,
÷òî ïîâðåæäåíèÿ ïå÷åíè ïðè ñåðäå÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ âà-
ðüèðóþò îò êðàòêîâðåìåííûõ ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíå-
íèé äî êàðäèàëüíîãî öèððîçà. Â äàííîé ðàáîòå ìû èññëå-
äîâàëè äèíàìèêó ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé ïî-
ïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ êðûñ íà ðàçíûõ ñðîêàõ ïîñëå
ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èíôàðêòà ìèîêàðäà, ïîëó÷åííîãî
ìåòîäîì ïåðìàíåíòíîãî ëèãèðîâàíèÿ ëåâîé êîðîíàðíîé
àðòåðèè. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëèñü ëîæíîîïå-
ðèðîâàííûå êðûñû, ó êîòîðûõ âûïîëíÿëè òîðàêîòîìèþ
áåç êîðîíàðîîêêëþçèè, à òàêæå îäíîâîçðàñòíûå èíòàêò-
íûå æèâîòíûå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà ïå÷åíè
ìû èçìåðÿëè ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ÷åðåç 2
è 6 íåä ïîñëå îïåðàöèè. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå
ãëèêîãåíà â êëåòêàõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èìïóëüñíîãî
ìèêðîôëóîðèìåòðà ÐÈÔ-1 íà ïðåïàðàòàõ-ìàçêàõ, îêðà-
øåííûõ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî âàðèàíòà PAS-ðåàê-
öèè. Ïîëó÷èëè, ÷òî ÷åðåç 2 íåä ïîñëå èíôàðêòà êîëè÷åñò-
âî ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïðîîïåðèðîâàííûõ æèâîòíûõ
íà 60 % ïðåâûøàëî òàêîâîå â êîíòðîëå. ×åðåç 6 íåä ïîñëå
ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âîçäåéñòâèÿ êîëè÷åñòâî ãëèêîãåíà â
ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ è ïîäîïûòíîé ãðóïï íå ðàçëè-
÷àëîñü. Ãèïåðòðîôèÿ è ïîëèïëîèäèçàöèÿ ãåïàòîöèòîâ èã-
ðàþò âàæíóþ ðîëü â ïîñòíàòàëüíîì è ðåïàðàòèâíîì ðîñòå
ïå÷åíè. Â äàííîé ðàáîòå ãèïåðòðîôèþ ãåïàòîöèòîâ îöå-
íèâàëè ïî ñóõîé ìàññå êëåòîê, êîòîðóþ èçìåðÿëè íà ïðå-
ïàðàòàõ-ìàçêàõ èçîëèðîâàííûõ ãåïàòîöèòîâ ñ ïîìîùüþ
èíòåðôåðåíöèîííîãî ìèêðîñêîïà ÌÁÈÍ-4. Ïîëó÷åíî,
÷òî ñóõàÿ ìàññà ãåïàòîöèòîâ êðûñ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûì
èíôàðêòîì ìèîêàðäà ÷åðåç 2 íåä ïîñëå îïåðàöèè íå îòëè-
÷àåòñÿ îò êîíòðîëÿ, òîãäà êàê ÷åðåç 6 íåä ïîñëå èíôàðêòà
ñóõàÿ ìàññà ãåïàòîöèòîâ ïðîîïåðèðîâàííûõ êðûñ íà 50 %
âûøå, ÷åì â êîíòðîëå. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïëîèäíîñòè ãåïà-
òîöèòîâ ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ïî Ô¸ëüãåíó. Ñîäåðæà-
íèå ÄÍÊ â ÿäðàõ ãåïàòîöèòîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîé öèòîôîòîìåòðèè, èñïîëüçóÿ äëÿ ýòîãî
àíàëèçàòîð èçîáðàæåíèé «Âèäåîòåñò». Îäíàêî èçìåíåíèé
óðîâíÿ ïëîèäíîñòè ãåïàòîöèòîâ â õîäå ðåãåíåðàòîðíîãî
îòâåòà ïå÷åíè îáíàðóæåíî íå áûëî. Òàêèì îáðàçîì, ôóíê-
öèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ ïå÷åíè íàáëþäàþòñÿ íà ðàííèõ
ñðîêàõ ïîñëå èíôàðêòà ìèîêàðäà, à ðåïàðàòèâíûå ïðîöåñ-
ñû (ãèïåðòðîôèÿ) âûÿâëÿþòñÿ íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ.

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÅ ÔÀÊÒÎÐÛ p-CREB, c-Fos è
HIF-1 Â ÌÎÇÃÅ ÊÐÛÑ Ó×ÀÑÒÂÓÞÒ Â ÔÎÐÌÈÐÎÂÀ-
ÍÈÈ ÒÐÅÂÎÆÍÎ-ÄÅÏÐÅÑÑÈÂÍÛÕ ÑÎÑÒÎßÍÈÉ,
À ÒÀÊÆÅ Â ÈÕ ÏÐÅÄÎÒÂÐÀÙÅÍÈÈ Ñ ÏÎÌÎØÜÞ
ÃÈÏÎÊÑÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏÐÅÊÎÍÄÈÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß.
© Ê. À. Áàðàíîâà. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì. àêàä.
È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ksentippa@mail.ru.

Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû (ÒÔ) èãðàþò âàæíóþ
ðîëü â îðãàíèçàöèè ñòðåññîðíîãî îòâåòà îðãàíèçìà, ðåãó-
ëèðóÿ àêòèâíîñòü øèðîêîãî ñïåêòðà ãåíîâ. Öåëü äàííîãî
èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â àíàëèçå âîâëå÷åíèÿ ÒÔ èç òðåõ
ñåìåéñòâ â ôîðìèðîâàíèå àäàïòèâíûõ è ïàòîëîãè÷åñêèõ
ðåàêöèé îðãàíèçìà íà íåèçáåãàåìûé ïñèõîýìîöèîíàëü-
íûé è òðàâìàòè÷åñêèé ñòðåññû. Èçó÷àëè äèíàìèêó àêòè-
âàöèè ÒÔ CREB, c-Fos è HIF-1 â îáðàçîâàíèÿõ ìîçãà
êðûñ: 1) â îòâåò íà íåèçáåãàåìûé ïñèõîýìîöèîíàëüíûé
ñòðåññ â ìîäåëè «âûó÷åííîé áåñïîìîùíîñòè» (ÂÁ); 2) â
îòâåò íà òðàâìàòè÷åñêèé ñòðåññ â ìîäåëè ïîñòòðàâ-
ìàòè÷åñêîãî ñòðåññîâîãî ðàññòðîéñòâà (ÏÒÑÐ) — ïàðà-
äèãìå «ñòðåññ-ðåñòðåññ»; 3) ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ãèïîêñè÷å-
ñêîãî ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ (ÃÏ), ñïîñîáñòâóþùåãî
àäàïòàöèè ê äàííûì âèäàì ñòðåññà è ïðåäîòâðàùàþùåãî
ðàçâèòèå ïîñòñòðåññîâûõ ïàòîëîãèé. Ôîðìèðîâàíèå ïî-
ñòñòðåññîâûõ òðåâîæíî-äåïðåññèâíûõ ïàòîëîãèé ó êðûñ
ñîïðîâîæäàëîñü íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ôîñôîðèëè-
ðîâàííîé ôîðìû CREB â ãèïîòàëàìóñå è ãèïïîêàìïå. Ó
ÃÏ-æèâîòíûõ â ýòèõ æå óñëîâèÿõ îáíàðóæèâàëîñü ïîâû-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ ð-CREB, îñîáåííî â îòñðî÷åííûé ïå-
ðèîä. Òàêèì îáðàçîì, î÷åâèäíî, ÷òî íåäîñòàòî÷íàÿ àêòè-
âàöèÿ ýòîãî ÒÔ îòðàæàåò äåçàäàïòèâíóþ ðåàêöèþ íà òÿ-
æåëûé ñòðåññ, â òî âðåìÿ êàê ïðîëîíãèðîâàííîå
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ôîñôîðèëèðîâàíèå CREB, î÷åâèäíî, íåîáõîäèìî äëÿ çà-
ïóñêà àäàïòàöèîííûõ ïðîöåññîâ. Â îòëè÷èå îò CREB ôàê-
òîðû c-Fos è HIF-1 èíäóöèðîâàëèñü â ãèïîòàëàìóñå, ãèï-
ïîêàìïå è íåîêîðòåêñå êàê ïðè ðàçâèòèè ÂÁ è ÏÒÑÐ, òàê
è ïðè àäàïòàöèè ê ïàòîãåííûì ñòðåññàì, îäíàêî äèíàìè-
êà ýêñïðåññèè ÒÔ â ýòèõ äâóõ ñëó÷àÿõ ñóùåñòâåííî ðàç-
ëè÷àëàñü. Ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ íà ñòðåññ âûÿâ-
ëÿëîñü çíà÷èòåëüíîå è ïðîëîíãèðîâàííîå ïîâûøåíèå ñî-
äåðæàíèÿ ôàêòîðîâ âî âñåõ èññëåäîâàííûõ îáëàñòÿõ
ìîçãà êðûñ, îäíàêî ó ÃÏ-æèâîòíûõ, àäàïòèðóþùèõñÿ ê
ñòðåññó, îâåðýêñïðåññèÿ HIF-1a è c-Fos â îòäàëåííûé ïå-
ðèîä íèâåëèðîâàëàñü. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî íåäîñòàòî÷íàÿ àêòèâàöèÿ ôàêòîðà CREB è îòñðî÷åí-
íàÿ ñâåðõýêñïðåññèÿ HIF-1a è c-Fos â íåéðîíàõ ìîçãà ìî-
ãóò íîñèòü ïàòîãåíåòè÷åñêèé õàðàêòåð, à íàïðàâëåííàÿ
êîððåêöèÿ ýòèõ íàðóøåíèé ïóòåì ÃÏ ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåð-
ñïåêòèâíîé ñòðàòåãèåé ïîâûøåíèÿ àäàïòàöèîííîãî ïî-
òåíöèàëà îðãàíèçìà â óñëîâèÿõ òÿæåëûõ ñòðåññîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò ¹ 10-04-00371).

ÂËÈßÍÈÅ ÁÅËÊÎÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ
ÍÀ ÑÎÊÐÀÒÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÏÏÀÐÀÒ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈ-
ÒÎÂ. © Í. Á. Áèëüäþã, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, relapse@yandex.ru.

Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ íîâî-
ðîæäåííûõ è âçðîñëûõ êðûñ ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå
ïðåîáðàçîâàíèå òèïè÷íûõ ìèîôèáðèëë â ñòðóêòóðû, íà-
ïîìèíàþùèå ïî ìîðôîëîãèè ñòðåññ-ôèáðèëëû íåìûøå÷-
íûõ êëåòîê, ñ ïîñëåäóþùèì âîññòàíîâëåíèåì èõ èñõîä-
íîãî ñòðîåíèÿ. Îáíàðóæåííûå ïåðåñòðîéêè ìîãóò áûòü
ñâÿçàíû ñ ïîòåðåé êëåòêàìè åñòåñòâåííîãî ìèêðîîêðó-
æåíèÿ ïðè ïåðåâîäå èõ â êóëüòóðó, òîãäà êàê âîññòàíîâ-
ëåíèå ìèîôèáðèëëÿðíûõ ñòðóêòóð ïîñëå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ïî-
ñòåïåííîé íàðàáîòêîé ñîîòâåòñòâóþùåãî äëÿ íèõ âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà èëè äðóãèõ ôàêòîðîâ. ×òîáû óñ-
òàíîâèòü, çàâèñèò ëè ñîñòîÿíèå ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
êàðäèîìèîöèòîâ îò âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êàðäèîìèî-
öèòû íàíîñèëè è êóëüòèâèðîâàëè íà âíåêëåòî÷íîì ìàò-
ðèêñå, íàðàáîòàííîì ñåðäå÷íûìè ôèáðîáëàñòàìè. Ïðè
ýòîì ïåðåñòðîéêà ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèî-
öèòîâ íà÷èíàëàñü íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ, à îáðàòíàÿ
ñáîðêà ïðîèñõîäèëà ðàíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè êëåòêàìè. ×òîáû âûÿñíèòü, êàêèå áåëêè âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ìîãóò áûòü îòâåòñòâåííûìè çà òàêîå
âëèÿíèå, êàðäèîìèîöèòû êóëüòèâèðîâàëè íà îòäåëüíûõ
èììîáèëèçîâàííûõ áåëêàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òà-
êèõ êàê ëàìèíèí 2/4 è ôèáðîíåêòèí. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà-
áëþäàëîñü àíàëîãè÷íîå ñîêðàùåíèå âðåìåíè, â òå÷åíèå
êîòîðîãî ïðîèñõîäèëà ðåîðãàíèçàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî
àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ. ×òîáû ñîïîñòàâèòü ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñ äåéñòâèåì íà ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò ðàñ-
òâîðèìûõ ôàêòîðîâ, êàðäèîìèîöèòû êóëüòèâèðîâàëè â
êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå îò ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ.
Ïðè ýòîì íå íàáëþäàëîñü êàêèõ-ëèáî èçìåíåíèé ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êàðäèîìèîöèòàìè. Òàêèì îáðà-
çîì, ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, âíåêëåòî÷íûé
ìàòðèêñ ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ âëèÿåò íà äèíàìèêó ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ â êóëüòóðå, ñïî-
ñîáñòâóÿ áîëåå äëèòåëüíîìó ïîääåðæàíèþ åãî òèïè÷íîé

îðãàíèçàöèè, òîãäà êàê ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû, ïðîäóöè-
ðóåìûå ôèáðîáëàñòàìè, íå îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîãî
âëèÿíèÿ íà ýòîò ïðîöåññ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèî-
ìèîöèòîâ íà áåëêàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íå íàáëþäà-
ëîñü ïîëíîãî ñîõðàíåíèÿ èñõîäíîé ñòðóêòóðû èõ ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà. Ïî-âèäèìîìó, åãî ñîñòîÿíèå òàêæå
îïðåäåëÿåòñÿ äðóãèìè ôàêòîðàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ.

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÊÎÍÚÞÃÀÒÛ ÎËÈÃÎÀÐÃÈÍÈÍÀ
Ñ ËÈÃÀÍÄÎÌ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ CXCR4 ÊÀÊ ÑÐÅÄÑÒÂÀ
ÀÄÐÅÑÍÎÉ ÄÎÑÒÀÂÊÈ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊÎÍÑÒ-
ÐÓÊÖÈÉ Â ÊËÅÒÊÈ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ. © Ì. Ñ. Áî-
ãà÷åâà, À. À. Åãîðîâà, À. Â. Êèñåëåâ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãî-
ñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, bogachevamary@gmail.com.

Äëÿ ãåííîé òåðàïèè íàèáîëåå àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ
ïðîáëåìà àäðåñíîé äîñòàâêè ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé
(ÃÊ) â êëåòêè è òêàíè îðãàíèçìà. Ïåðñïåêòèâíûìè ñðåä-
ñòâàìè äîñòàâêè ÿâëÿþòñÿ ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäíûå íî-
ñèòåëè, ñïîñîáíûå îáåñïå÷èâàòü òêàíåñïåöèôè÷íûé ïå-
ðåíîñ ÃÊ ïîñðåäñòâîì ìåõàíèçìà ðåöåïòîðîïîñðåäîâàí-
íîãî ýíäîöèòîçà. CXCR4 — õåìîêèíîâûé ðåöåïòîð
ôàêòîðà ìèãðàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê SDF-1, ïðåäñòàâëåí-
íûé íà ïîâåðõíîñòè íåêîòîðûõ òèïîâ ñòâîëîâûõ è îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê. Äàííàÿ ëèãàíä-ðåöåïòîðíàÿ ïàðà ó÷àñòâóåò
â ïðîöåññàõ ãåìàòîïîýçà, êàðäèîãåíåçà, ìèãðàöèè ñòâîëî-
âûõ êëåòîê è êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû, à òàêæå èãðàåò
âàæíóþ ðîëü ïðè ðàçâèòèè ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé è
ÂÈ×-èíôåêöèè. Öåëü äàííîãî èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå
ïåïòèäíûõ íîñèòåëåé, ìîäèôèöèðîâàííûõ ëèãàíäîì õå-
ìîêèíîâîãî ðåöåïòîðà CXCR4, êàê ñðåäñòâ íàïðàâëåííîé
äîñòàâêè ãåííûõ êîíñòðóêöèé â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ.
Â ðàáîòå èññëåäîâàíû öèñòåèí-áîãàòûé àðãèíèíñîäåð-
æàùèé íîñèòåëü CLPR6 (ÑHRRRRRRHC), åãî àíàëîã,
ìîäèôèöèðîâàííûé ëèãàíäîì ê ðåöåïòîðó CXCR4, —
L1 (KPVSLSYRSPSRFFESH-Ahx-Ahx-ÑHRRRRRRHC) è
äâå êîìáèíàöèè ïåïòèäîâ L1 è CLPR6. Â íîñèòåëå L2
50 mol % ìîëåêóë ñîäåðæàò ñèãíàë ê ðåöåïòîðó, à â íîñè-
òåëå L3 — òîëüêî 10 mol %.

Ñïîñîáíîñòü ïåïòèäîâ ôîðìèðîâàòü êîìïëåêñû ñ
ÄÍÊ áûëà ïîêàçàíà ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ðåòàðäàöèè, òåñòîâ
íà âûòåñíåíèå áðîìèñòîãî ýòèäèÿ è êðàñèòåëÿ SybrGreen.
×óâñòâèòåëüíîñòü êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/íîñèòåëü ê ïîâåðõíî-
ñòíûì ãëèêîçàìèíãëèêàíàì èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ äåêñò-
ðàíñóëüôàòíîãî òåñòà. Äëÿ èçó÷åíèÿ çàùèòû ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ â ñîñòàâå êîìïëåêñîâ îò íóêëåàçíîé äåãðàäàöèè èñ-
ïîëüçîâàëè òåñò íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÄÍÊ ê ÄÍÊà-
çå I. Òðàíñôåêöèîííóþ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ èçó÷àëè
íà òðåõ ëèíèÿõ êëåòîê ñ ðàçíûì ñîäåðæàíèåì ðåöåïòîðà
CXCR4 íà ïîâåðõíîñòè: HeLa è À172 (CXCR4+) è CHO
(CXCR4–). Â êà÷åñòâå ðåïîðòåðíîãî èñïîëüçîâàëè ãåí
lacZ. Ñïåöèôè÷íîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ îöåíèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ òðàíñôåêöèè â ïðèñóòñòâèè õëîðïðîìàçèíà — èíãè-
áèòîðà ðåöåïòîð-îïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà. Òîêñè÷-
íîñòü êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/íîñèòåëü îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
êðàñèòåëÿ Alamar Blue.

Ïîêàçàíî, ÷òî âêëþ÷åíèå ìîëåêóë ëèãàíäà óâåëè÷è-
âàåò ÄÍÊ-êîìïàêòèçóþùóþ ñïîñîáíîñòü íîñèòåëåé L1,
L2 è L3, óâåëè÷èâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü íóêëåîïåïòèä-
íûõ êîìïëåêñîâ ê ãëèêîçàìèíãëèêàíàì è óâåëè÷èâàåò
ÄÍÊ-çàùèòíûå ñâîéñòâà äàííûõ íîñèòåëåé. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïî òðàíñôåêöèè ïîêàçàíî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ íîñè-
òåëÿ ëèãàíäîì ðåöåïòîðà CXCR4 óâåëè÷èâàåò òðàíñôåê-
öèîííóþ àêòèâíîñòü êîìïëåêñà ÄÍÊ/íîñèòåëü íà

336 III êîíôåðåíöèÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ



CXCR4(+)-êëåòêàõ HeLa è A172. Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ
ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè êëåòîê CXCR4(+) êîìïëåê-
ñàìè ÄÍÊ ñ ëèãàíäñîäåðæàùèìè ïåïòèäàìè â 10 ðàç ïðå-
âûøàëà ýôôåêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/ïîëèýòèëåíè-
ìèí. Â ïðèñóòñòâèè õëîðïðîìàçèíà òðàíñôåêöèîííàÿ àê-
òèâíîñòü êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/L1 íà êëåòêàõ A172
äîñòîâåðíî óìåíüøàëàñü. Íà CXCR4(–)-êëåòêàõ ÑÍÎ ýô-
ôåêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ ÄÍÊ ñ íåìîäèôèöèðîâàííûì è
ìîäèôèöèðîâàííûìè ñîåäèíåíèÿìè äîñòîâåðíî íå ðàçëè-
÷àëàñü. Áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî êîìïëåêñû íîñèòå-
ëåé L1, L2, L3 è ÄÍÊ ñïîñîáíû èçáèðàòåëüíî òðàíñôèöè-
ðîâàòü êëåòêè, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ ïðåäñòàâëåí ðå-
öåïòîð CXCR4.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ïåïòèäîâ, ìîäèôèöè-
ðîâàííûõ ëèãàíäîì ðåöåïòîðà CXCR4, ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåê-
òèâíûì äëÿ ðàçðàáîòêè ýôôåêòèâíûõ è ñïåöèôè÷íûõ
ñðåäñòâ äîñòàâêè ÄÍÊ â êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 10-04-01236-à).

WNT-ÑÈÃÍÀËÈÍÃ Â ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÎÌ ÌÎÐÔÎÃÅ-
ÍÅÇÅ ÏÐÈ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ OSCARELLA LOBULARIS
(PORIFERA). © È. Å. Áîðèñåíêî, À. Â. Åðåñêîâñêèé. Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, ilja.borisen-
ko@gmail.com.

Ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt êîíòðîëèðóåò òàêèå ïðîöåññû,
êàê ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà è ìèãðàöèÿ êëåòîê â
õîäå ðàçëè÷íûõ ìîðôîãåíåçîâ ó Metazoa, çàíèìàþùèõ
ïîëîæåíèå ìåæäó ãóáêàìè è õîðäîâûìè â ôèëîãåíåòè÷å-
ñêîì äðåâå. Â ÷àñòíîñòè, ó ãóáîê (Porifera), çàíèìàþùèõ
êëþ÷åâîå ïîëîæåíèå â îñíîâàíèè äðåâà, áûëî ïîêàçàíî
ó÷àñòèå ëèãàíäà Wnt â ôîðìèðîâàíèè îñòèé (ïðèíîñÿùèõ
ïîð âîäîíîñíîé ñèñòåìû). Â ðàáîòå áûëà èñïîëüçîâàíà
Oscarella lobularis, ïðåäñòàâèòåëü íàèáîëåå ïðîäâèíóòîãî
êëàññà ãóáîê — Homoscleromorpha, îáëàäàþùàÿ òèïè÷-
íûì äëÿ Metazoa ýïèòåëèåì ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé. Ðà-
áîòó êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt íàðóøàëè ñ ïîìîùüþ àêòè-
âàòîðîâ (áðîìèíäèðóáèíîêñèìà, èíãèáèòîðà êèíàçû 3b
ãëèêîãåíñèíòàçû) è èíãèáèòîðîâ (IWR-1, ñòàáèëèçèðóþ-
ùèé àêñèí â êîìïëåêñå äåãðàäàöèè áåòà-êàòåíèíà;
PNU-74654, ñâÿçûâàþùèé áåòà-êàòåíèí è íå äîïóñêàþ-
ùèé ðåêðóòèðîâàíèÿ èì òðàíñ-àêòèâàòîðà TCF/Lef). Èñ-
ïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ, ðàáîòàþùèõ íà ðàç-
íûõ ó÷àñòêàõ êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt, âûçâàíî ýâîëþöè-
îííîé íåñòàáèëüíîñòüþ ýëåìåíòîâ ïóòè âíóòðè òàêñîíà
Porifera. Òàê, ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ãåíîìå Sycon cili-
atum îòñóòñòâóåò ãåí àêñèíà, îáÿçàòåëüíûé äëÿ êàíîíè÷å-
ñêîãî ïóòè. Ñêàíèðóþùåå ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå
èññëåäîâàíèå ðåãåíåðèðóþùåé O. lobularis ïîêàçàëî, ÷òî
ýêòîïè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ Wnt âûçûâàåò óñèëåííîå ôîðìè-
ðîâàíèå îñòèé íà ðåãåíåðèðóþùåé ïîâåðõíîñòè, òîãäà
êàê èíãèáèðîâàíèå äàííîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè ñòèìóëèðó-
åò îáðàçîâàíèå ïàëüöåâèäíûõ âûðîñòîâ ýêçîïèíàêîäåðìû
ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè. Âûðîñòû èìåþò òîëùèíó 5—
10 êëåòîê, íàïðàâëåíû ïåðïåíäèêóëÿðíî ðàíåâîé ïîâåðõ-
íîñòè è ÷àñòî àíàñòîìîçèðóþò ìåæäó ñîáîé òÿæàìè òîë-
ùèíîé 2—3 êëåòêè. Êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà àïèêàëüíîé
ïîâåðõíîñòè âûðîñòà, èìåþò ìíîæåñòâåííûå êîðîòêèå
âûðîñòû öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, íàïîìèíàþùèå
ìèêðîâîðñèíêè è ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ïîâûøåííîé äâè-
ãàòåëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè. Ó÷èòûâàÿ ïðîãðåññèâíóþ

«ìåòàçîéíóþ» îðãàíèçàöèþ ýïèòåëèÿ Oscarella, ìû ìîæåì
âûäâèíóòü ïðåäïîëîæåíèå î íàõîæäåíèè ýïèòåëèàëüíîé
òêàíè ïîä ïîñòîÿííûì äåéñòâèåì êàê ìèíèìóì äâóõ àíòà-
ãîíèñòè÷åñêè íàïðàâëåííûõ ñèãíàëîâ — Wnt, âûçûâàþùå-
ãî èíâàãèíàöèþ ïëàñòà, è äðóãîãî (íåèçâåñòíîãî), âûçûâà-
þùåãî ýâàãèíàöèþ. Ïðè ýòîì îñëàáëåíèå îäíîãî ñèãíàëà
îáåñïå÷èâàåò óñèëåííîå ïðîÿâëåíèå äðóãîãî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 09-04-00337-à è
10-04-91053-ÍÖÍÈ-à).

ÑÍÈÆÅÍÈÅ ÈÍÒÅÍÑÈÂÍÎÑÒÈ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ
ÊËÅÒÎÊ È ÍÀÐÓØÅÍÈÅ ÐÀÄÈÀËÜÍÎÉ ÌÈÃÐÀÖÈÈ
ÍÅÉÐÎÁËÀÑÒÎÂ Â ÔÎÐÌÈÐÓÞÙÓÞÑß ÊÎÐÒÈÊÀËÜ-
ÍÓÞ ÏËÀÑÒÈÍÊÓ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑ, ÏÅÐÅÍÅÑØÈÕ
ÏÐÅÍÀÒÀËÜÍÓÞ ÃÈÏÎÊÑÈÞ ÍÀ Å14. © Ä. Ñ. Âàñèëü-
åâ, Í. Ë. Òóìàíîâà, È. À. Æóðàâèí. Èíñòèòóò ýâîëþöèîí-
íîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dvasilyev@bk.ru.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ ïðè÷èíû íàðó-
øåíèÿ êëåòî÷íîãî ñîñòàâà íåîêîðòåêñà â ðàííåì ïîñòíà-
òàëüíîì îíòîãåíåçå êðûñ, ïåðåíåñøèõ ãèïîêñèþ íà Å14.
Äëÿ ýòîãî ïðîâîäèëè ïðèæèçíåííîå ìå÷åíèå ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà ýìáðèîíà ïóòåì îäíî-
êðàòíîãî ââåäåíèÿ 5R-ýòèíèë-2R-äåçîêñèóðèäèíà (EdU)
ñàìêàì êðûñ ëèíèè Âèñòàð íà 14-é äåíü áåðåìåííîñòè.
Â òîò æå äåíü ÷àñòü ýòèõ ñàìîê ïîäâåðãàëè íîðìîáàðè÷å-
ñêîé ãèïîêñèè (3 ÷ ïðè 7 % Î2). Âèçóàëèçàöèþ EdU-ïîçè-
òèâíûõ êëåòîê â ðàçëè÷íûõ ñëîÿõ òåìåííîé êîðû êîíòðî-
ëüíûõ è ïåðåíåñøèõ ïðåíàòàëüíóþ ãèïîêñèþ êðûñÿò ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ Click-iT(r) EdU Alexa Fluor® 488
Imaging Kit (Invitrogen, ÑØÀ) íà 5-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ.
Èññëåäîâàëè òàêæå êëåòî÷íûé ñîñòàâ è ñòðóêòóðó òêàíè.
Ó êðûñ, ïåðåíåñøèõ ãèïîêñèþ íà Å14, íàáëþäàëîñü ñíè-
æåíèå êîëè÷åñòâà EdU-ïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ â ñðàâíåíèè
ñ êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü îá èçìåíåíèè èíòåíñèâíîñòè ïðîëèôåðàöèè â ýìáðè-
îãåíåçå. EdU-ïîçèòèâíûå ïèðàìèäíûå íåéðîíû ó êîíò-
ðîëüíûõ æèâîòíûõ áûëè ëîêàëèçîâàíû ïðåèìóùåñòâåííî
â V—VI ñëîÿõ êîðû. Ó êðûñ, ïåðåíåñøèõ ïðåíàòàëüíóþ
ãèïîêñèþ, îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà EdU-ïîçè-
òèâíûõ êëåòîê çà ïðåäåëàìè V—VI ñëîåâ, ÷òî óêàçûâàåò
íà íàðóøåíèå ìèãðàöèè íåéðîáëàñòîâ. Ìîðôîìåòðè÷å-
ñêèé àíàëèç íåðâíîé òêàíè ïîêàçàë, ÷òî íà 10—20-å ñóò
ïîñòíàòàëüíîãî îíòîãåíåçà êðûñ, ïåðåíåñøèõ ãèïîêñèþ,
ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ïèðàìèäíûõ íåéðîíîâ
II—III è V ñëîåâ íîâîé êîðû, ïðè ýòîì ÷èñëî íåïèðàìèä-
íûõ íåéðîíîâ îñòàåòñÿ íåèçìåííûì. Òàêèì îáðàçîì, ïðè-
÷èíîé èçìåíåíèé êëåòî÷íîãî ñîñòàâà òêàíè íîâîé êîðû â
ïîñòíàòàëüíîì îíòîãåíåçå æèâîòíûõ, ïåðåíåñøèõ ïðåíà-
òàëüíóþ ãèïîêñèþ, ìîæåò ÿâëÿòüñÿ íàðóøåíèå ïðîöåññîâ
ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè íåéðîáëàñòîâ â êîðòèêàëüíîé
ïëàñòèíêå â ïåðèîä ýìáðèîãåíåçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01156) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäà-
ìåíòàëüíûå íàóêè — ìåäèöèíå».

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ
ÌÀÒÐÈÊÑÀ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÈ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 337



ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÐÀÇÍÛÕ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÎÂ. © Å. À. Âàõ-
ðîìîâà, È. Â. Âîðîíêèíà, Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà, È. À. Ãàìà-
ëåé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vakhro-
mova.cath@gmail.com.

Ñîñòàâ è ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ êëåòî÷íîãî
ìèêðîîêðóæåíèÿ âî ìíîãîì îïðåäåëÿþò ôóíêöèîíàëüíûå
ñâîéñòâà êëåòîê è âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó íèìè. Ðåîðãàíè-
çàöèÿ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ìîæåò íàðó-
øàòü ïðîöåññû ðàñïîçíàâàíèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê
èììóíîêîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè èëè èçìåíÿòü ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè. Ñ ïîìîùüþ
èììóíîôëóîðåñöåíöèè è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ìû
óñòàíîâèëè, ÷òî îáðàáîòêà ìûøèíûõ òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ ëèíèè 3T3-SV40 ðàçíûìè àíòèîêñè-
äàíòàìè ïî-ðàçíîìó ìåíÿåò óðîâåíü êîëëàãåíà I òèïà,
ñåêðåòèðóåìîãî íà êëåòî÷íóþ ïîâåðõíîñòü. Èññëåäîâàëè
äëèòåëüíîå (24 ÷) è êðàòêîâðåìåííîå (4 ÷) äåéñòâèå
N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è 10 ìÌ, à
òàêæå àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû (ALA) â êîíöåíòðàöèè
1.25 ìÌ. Âûÿñíèëè, ÷òî óæå ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ
NAC â ñðåäó ïðîäóêöèÿ êîëëàãåíà (î êîòîðîé ñóäèëè ïî
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åíûõ àíòèòåë ê êîëëà-
ãåíó) óñèëèâàåòñÿ íà 30 % (îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ), íî
÷åðåç 24 ÷ óðîâåíü êîëëàãåíà â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïà-
äàåò è îêàçûâàåòñÿ íèæå êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ ïðèìåð-
íî íà 20 %. ALA çà 4 ÷ ïîñëå íà÷àëà îáðàáîòêè êëåòîê
ëèáî âîîáùå íå èçìåíÿëà, ëèáî íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàëà
êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê. Ñïóñòÿ
1 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ àíòèîêñèäàíòà â ñðåäó ïðîäóêöèÿ
êîëëàãåíà çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëàñü. Óäàëåíèå àíòèîêñè-
äàíòîâ NAC èëè ALA ñìåíîé ñðåäû ïðèâîäèëî ê ïîñòå-
ïåííîìó âîññòàíîâëåíèþ èñõîäíîãî óðîâíÿ ïðîäóêöèè
êîëëàãåíà, ïðè ýòîì â ñëó÷àå ñ äåéñòâèåì NAC 24 ÷ îêàçû-
âàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïîëíîãî âîçðàùåíèÿ ê êîíòðîëüíî-
ìó ñîñòîÿíèþ. Êðîìå òîãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî è NAC, è
ALA èçìåíÿþò àêòèâíîñòü ðÿäà ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðî-
òåàç (ÌÌÏ) — ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9. Ïîýòîìó èçìå-
íåíèå êîëè÷åñòâà êîëëàãåíà íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè
ïðè äåéñòâèè NAC èëè ALA ìîæåò áûòü ñâÿçàíî, â ÷àñò-
íîñòè, ñ èçìåíåíèåì àêòèâíîñòè ýòèõ ÌÌÏ. Ñëåäîâàòåëü-
íî, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî àíòèîêñèäàíòû NAC è ALA
ñïîñîáíû âìåøèâàòüñÿ â ñòðóêòóðó âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà êëåòîê 3T3-SV40 è òàêèì îáðàçîì èçìåíÿòü ïîâåðõ-
íîñòíûå ñâîéñòâà ýòèõ 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».

ÄÅÏÎÇÀÂÈÑÈÌÛÉ ÂÕÎÄ ÊÀËÜÖÈß Â ÊËÅÒÊÈ
ÍÅÉÐÎÁËÀÑÒÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ SK-N-SH, ßÂËßÞ-
ÙÈÅÑß ÌÎÄÅËÜÞ ÁÎËÅÇÍÈ ÕÀÍÒÈÍÃÒÎÍÀ.
© Â. À. Âèãîíò, Î. À. Çèìèíà, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà, Å. Â. Êàç-
íà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vvi-
gand@gmail.com.

Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ â öèòîçîëå
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ñïîñîáîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ
îò ðåöåïòîðîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ê âíóòðèêëåòî÷-
íûì ñèñòåìàì. Òàêîå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ìîæåò
äîñòèãàòüñÿ êàê çà ñ÷åò âûáðîñà êàëüöèÿ èç âíóòðèêëå-

òî÷íîãî äåïî, òàê è çà ñ÷åò âõîäà êàëüöèÿ ÷åðåç êàíàëû
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Îäíèì èç òèïîâ êàíàëîâ, îñó-
ùåñòâëÿþùèõ âõîä êàëüöèÿ èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû, ÿâëÿ-
þòñÿ äåïî-çàâèñèìûå êàíàëû. Äëÿ íèõ ýòè äâà ïðîöåññà
ñâÿçàíû: îïóñòîøåíèå äåïî âûçûâàåò âõîä êàëüöèÿ ÷åðåç
äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû.

Áîëåçíü Õàíòèíãòîíà ÿâëÿåòñÿ àóòîñîìíî-äîìèíàíò-
íûì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâàíèåì, ïðè êîòîðîì
ïîðàæàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íåéðîíû ñòðèàòóìà. Äàí-
íîå çàáîëåâàíèå ñâÿçàíî ñ ìóòàöèåé â ãåíå áåëêà õàíòèíã-
òèíà, ñëåäñòâèåì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå äëèíû ïî-
ëèãëóòàìèíîâîãî òðàêòà â N-êîíöåâîé îáëàñòè õàíòèíã-
òèíà. Â íîðìå äëèíà ýòîãî òðàêòà íå ïðåâûøàåò
35 ãëóòàìèíîâûõ îñòàòêîâ, â òî âðåìÿ êàê ó áîëüíûõ äëè-
íà òðàêòà ìîæåò äîñòèãàòü 36—100 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà è
áîëåå. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå, óêàçûâàþ-
ùèå íà âçàèìîñâÿçü ìåæäó áîëåçíüþ Õàíòèíãòîíà è íàðó-
øåíèÿìè â êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè.

Â êà÷åñòâå ìîäåëè áîëåçíè Õàíòèíãòîíà áûëà âûáðà-
íà ëèíèÿ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH, â êî-
òîðûõ áûë ýêñïðåññèðîâàí ãåí ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà
ñî 138 îñòàòêàìè ãëóòàìèíà â òðàêòå (138Q). Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëèñü êëåòêè òîé æå ëèíèè ñ õàíòèíã-
òèíîì, ñîäåðæàùèì 15 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà â ñâîåì ïîëè-
ãëóòàìèíîâîì òðàêòå (15Q) è èíòàêòíûå êëåòêè
SK-N-SH.

Ìåòîäîì ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (patch-
clamp) èññëåäîâàëñÿ ýôôåêò àïïëèêàöèè òàïñèãàðãèíà íà
ðàçâèòèå êàëüöèåâîãî âõîäà â êëåòêàõ SK-N-SH. Ïî-
ñêîëüêó ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àïïëèêàöèÿ òàïñèãàðãèíà âåäåò ê
ïàññèâíîìó îïóñòîøåíèþ äåïî è íå âëèÿåò íà äðóãèå êëå-
òî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè, çàðåãèñòðèðîâàííûé òîê ìîæíî
ïðèïèñàòü ðàáîòå äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ 138Q, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ìóòàíòíûé õàíòèíãòèí, äåïîçàâèñèìûé âõîä êàëü-
öèÿ ñóùåñòâåííî (â 4—5 ðàç) âûøå, ÷åì â èíòàêòíûõ
êëåòêàõ SK-N-SH è 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 è â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, è â
êëåòêàõ 15Q è 138Q, â òî âðåìÿ êàê íåàêòèâíûé
EVP14808 íå îêàçûâàë íà êàëüöèåâûé 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. Òàê-
æå ïîêàçàíî, ÷òî ñîåäèíåíèå EVP4593 ñïîñîáíî ïîäàâ-
ëÿòü ðàáîòó êàíàëîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ TRPC1 êàê îäíó
èç ñóáúåäèíèö, íî íå ãîìîìåðíûõ êàíàëîâ, ñîñòîÿùèõ
èñêëþ÷èòåëüíî èç TRPC1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãîñ-
êîíòðàêòîâ 14.740.11.0924 è Ï332, Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 10-04-00956,
10-04-01002 è 11-04-12047), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âå-
äóùèå íàó÷íûå øêîëû (ÍØ-3796.2010.4) è ïðîãðàììû
ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëî-
ãèÿ» — ãðàíò ôîíäà Äìèòðèÿ Çèìèíà «Äèíàñòèÿ».

ÎÒ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎÉ ÝÂÎËÞÖÈÈ Ê ÝÂÎËÞÖÈÈ ÔÓÍÊ-
ÖÈÉ ÁÅËÊÎÂ. © Å. Þ. Ãàëèìîâà, Â. Ï. Èâàíîâà. Ñåâå-
ðî-Çàïàäíûé èíñòèòóò ïå÷àòè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñó-
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äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà òåõíîëîãèè è äèçàéíà è Èí-
ñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì.
È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, valet@iephb.ru.

Ýâîëþöèþ áåëêîâûõ ìîëåêóë óñëîâíî ìîæíî ðàçäå-
ëèòü íà ñòðóêòóðíóþ è ôóíêöèîíàëüíóþ. Íà ïåðâîì ýòà-
ïå ýâîëþöèîíèðîâàíèÿ áåëêîâ ïðîèñõîäèë îòáîð àìèíî-
êèñëîò, îïðåäåëèâøèõ ôîðìèðîâàíèå âòîðè÷íîé ñòðóêòó-
ðû áåëêîâîé ìîëåêóëû êàê áàçèñíîé äëÿ ñòðóêòóðèçàöèè
ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ïî-âèäèìîìó, íàèáîëåå äðåâíåé
ôîðìîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ÿâëÿþòñÿ b-ñêëàä÷àòûå
ñëîè, ïîñêîëüêó îíè ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ êàê âíóòðè îä-
íîé ïîëèïåïòèäíîé öåïè çà ñ÷åò b-ïîâîðîòîâ, òàê è ìåæ-
äó íåñêîëüêèìè ïîëèïåïòèäíûìè öåïÿìè. Ïðè ýòîì íà
ñòàáèëèçàöèþ b-ñòðóêòóð îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ áîêîâîãî
ðàäèêàëà àìèíîêèñëîò ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàþò âëèÿ-
íèÿ. ×òî êàñàåòñÿ äðóãîãî òèïà âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåë-
êà — a-ñïèðàëè, òî â ýòîì ñëó÷àå íàáëþäàåòñÿ èíàÿ êàð-
òèíà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíû ãðóïïû àìèíîêèñëîò,
ñïîñîáñòâóþùèõ èëè ïðåïÿòñòâóþùèõ (çàìåäëÿþùèõ)
ôîðìèðîâàíèþ a-ñïèðàëè. Èìåííî îòáîð àìèíîêèñëîò ñ
ïîäîáíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè îáåñïå÷èë ôîðìèðîâàíèå
êàê ðåãóëÿðíûõ, òàê è íåðåãóëÿðíûõ ó÷àñòêîâ ïðè ñàìî-
ïðîèçâîëüíîì ñâîðà÷èâàíèè ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ñî÷å-
òàíèå ñïîñîáíîñòè ïîëèïåïòèäíîé öåïè ê ñïèðàëèçàöèè è
ôîðìèðîâàíèþ b-ñêëàä÷àòûõ ñòðóêòóð ïîçâîëèëî áåëêî-
âûì ìîëåêóëàì ñâîðà÷èâàòüñÿ â ìåíüøåì ïðîñòðàíñòâå
ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëèìåðíûìè ìîëåêóëàìè ñ íåðåãóëÿð-
íîé ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðîé, èìåþùåé ôîðìó íåðå-
ãóëÿðíîãî êëóáêà. Ïîìèìî äîñòèæåíèÿ òåðìîäèíàìè÷å-
ñêè óñòîé÷èâîé êîíôèãóðàöèè êîìïàêòíàÿ óêëàäêà ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïè â ïðîñòðàíñòâå îáåñïå÷èâàåò ñáëèæåíèå
ïåïòèäíûõ ãðóïï íà ðàññòîÿíèÿ, äîñòàòî÷íûå äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ñëàáûõ è íåñïåöèôè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé (âî-
äîðîäíûõ ñâÿçåé), êîòîðûå â ñèëó èõ ìíîãîêðàòíîãî ïî-
âòîðåíèÿ ïðî÷íî óäåðæèâàþò, à çíà÷èò, ñîõðàíÿþò ïðè-
îáðåòåííóþ êîíôîðìàöèþ ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Íå
ìåíåå âàæíà ðîëü àìèíîêèñëîò, òî÷íåå èõ áîêîâûõ ðàäè-
êàëîâ, â ðàñïðåäåëåíèè ãèäðîôèëüíûõ è ãèäðîôîáíûõ
ó÷àñòêîâ â ïîëèïåïòèäíûõ öåïÿõ ïðè èõ ñâîðà÷èâàíèè â
ïðîñòðàíñòâå. Ïîäîáíîå ðàñïðåäåëåíèå óñèëèâàëî èëè
îñëàáëÿëî ãèäðîôèëüíîñòü áåëêîâûõ ìîëåêóë â öåëîì.
Êàê èçâåñòíî, ãèäðîôèëüíîñòü ñîåäèíåíèé — êà÷åñòâî,
îïðåäåëèâøåå âåñü ïóòü áèîõèìè÷åñêîé ýâîëþöèè íà íà-
øåé ïëàíåòå. Ýòîò ýòàï ýâîëþöèè áåëêîâûõ ñîåäèíåíèé
çàâåðøàåòñÿ ôîðìèðîâàíèåì â ïîëèïåïòèäíîé öåïè
ñòðóêòóðíûõ äîìåíîâ, êîòîðûå â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àâòîíîìíî ñâîðà÷èâàåìûå â ïðî-
ñòðàíñòâå åäèíèöû, ôèêñèðóåìûå íå òîëüêî ñëàáûìè
âçàèìîäåéñòâèÿìè, íî è êîâàëåíòíûìè (äèñóëüôèäíûìè)
ñâÿçÿìè. Ïîäîáíûå äîìåíû ÿâëÿëèñü ñâîåîáðàçíûìè
ñòðîèòåëüíûìè áëîêàìè, êîòîðûå â õîäå ýâîëþöèîííîãî
ïðîöåññà èëè ìíîãîêðàòíî èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ïîñòðîå-
íèÿ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, èëè êîìáèíèðîâàëèñü ñ äðóãèìè
äîìåíàìè. Ñâîðà÷èâàíèå ïîëèïåïòèäíîé öåïè â òðåõìåð-
íóþ ñòðóêòóðó ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíî èç çâåíüåâ â èí-
ôîðìàöèîííîì ïîòîêå îò ãåíà ê áèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè.
Âòîðîé ýòàï, çàêëþ÷àþùèéñÿ â çàêðåïëåíèè ôóíêöèé
áåëêîâ, ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñëîæíûì è ìàëîèçó÷åííûì â
ñèëó íåâîçìîæíîñòè ýêñïåðèìåíòàëüíûì ïóòåì ñîçäàòü
ñîîòâåòñòâóþùèé ìîäåëüíûé ðÿä. Â îñíîâíîì ìû ìîæåì
ñòðîèòü ãèïîòåòè÷åñêèé ðÿä ïåðåõîäíûõ ôîðì â ðÿäó áåë-
êîâûõ ñîåäèíåíèé íà îñíîâå ñóùåñòâóþùèõ â íàñòîÿùåå
âðåìÿ áåëêîâûõ ìîëåêóë è èõ îáúåäèíåíèé (êîìïëåêñîâ).
Âàæíûì ýòàïîì äëÿ ñòàíîâëåíèÿ è ðàçâèòèÿ ôóíêöèî-

íàëüíûõ ìîäóëåé (îïðåäåëÿåìûõ êàê äèñêðåòíûå åäèíè-
öû, ÷üè ôóíêöèè îòäåëèìû îò ôóíêöèé äðóãèõ ìîäóëåé)
ÿâèëîñü ïîÿâëåíèå áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ. Èíòåðåñíî îò-
ìåòèòü, ÷òî áîëüøèíñòâî âíåêëåòî÷íûõ áåëêîâ ìîíîìåð-
íî, â òî âðåìÿ êàê áîëüøèíñòâî âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ
îëèãîìåðíî. Âîçìîæíî, ïåðåõîä îò ìîíîìåðíîé ê îëèãî-
ìåðíîé ôîðìå áåëêîâ îáåñïå÷èë ïðîãðåññèâíîå ðàçâèòèå
êëåòî÷íûõ ñèñòåì è êëåòêè â öåëîì. Ê îñíîâíûì ïðåèìó-
ùåñòâàì îëèãîìåðíûõ áåëêîâ îòíîñÿòñÿ ñëåäóþùèå.
Âî-ïåðâûõ, îòíîøåíèå ïîâåðõíîñòè ìîëåêóëû ê åå îáúå-
ìó ó îëèãîìåðîâ ìåíüøå, ÷åì ó ìîíîìåðîâ, ïîýòîìó îëè-
ãîìåðû ñâÿçûâàþò ìåíüøå ìîëåêóë âîäû è âíîñÿò ìåíü-
øèé âêëàä â èçìåíåíèå âÿçêîñòè öèòîïëàçìû, ÷òî î÷åíü
âàæíî äëÿ ïðîòåêàíèÿ áèîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé. Âî-âòî-
ðûõ, íàëè÷èå íåñêîëüêèõ ñóáúåäèíèö â ìîëåêóëå áåëêà
îáåñïå÷èâàåò êîîïåðàòèâíîñòü èõ âçàèìîäåéñòâèÿ. Ýòî
ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ýôôåêòèâíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ è
óñêîðåíèþ ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëà. Íàêîíåö, îëèãîìåðíûå
ñîåäèíåíèÿ ëó÷øå ïðèñïîñîáëåíû ê ìîëåêóëÿðíîé ýâî-
ëþöèè è áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê èçìåíåíèÿì âíåøíåé
ñðåäû. Äàëüíåéøàÿ ýâîëþöèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ìîäóëåé
øëà â íàïðàâëåíèè èõ óêðóïíåíèÿ è ñïåöèàëèçàöèè. Ê òà-
êèì âûñîêîóïîðÿäî÷åííûì áåëêîâûì îáúåäèíåíèÿì
ìîæíî îòíåñòè ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíûå è ìåòàáîëè÷åñêèå
ïóòè, îñóùåñòâëÿþùèå èíòåãðàòèâíóþ ôóíêöèþ â æèâîé
ñèñòåìå. Òàêèì îáðàçîì, ëþáóþ áèîëîãè÷åñêóþ ôóíêöèþ
ìîæíî îïðåäåëèòü íå êàê ôóíêöèþ îòäåëüíîãî áåëêà, à
êàê ñâîéñòâî ôóíêöèîíàëüíûõ ìîäóëåé, ñîñòîÿùèõ èç
ìíîæåñòâà ìàêðîìîëåêóë, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ äàííûì
áåëêîì, ò. å. ôóíêöèîíàëüíûé ìîäóëü ìîæíî ðàññìàòðè-
âàòü êàê ñïåöèôè÷åñêóþ ñèñòåìó, ïîäâåðæåííóþ ýâîëþ-
öèîííîìó îòáîðó.

ÌÎÄÓËÈÐÎÂÀÍÈÅ ÎÒÂÅÒÀ ÎÍÊÎÃÅÍÒÐÀÍÑÔÎÐ-
ÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÍÀ ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÄÍÊ-ÏÎ-
ÂÐÅÆÄÀÞÙÈÕ ÀÃÅÍÒÎÂ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀÌÈ ÄÅ-
ÀÖÅÒÈËÀÇ ÃÈÑÒÎÍÎÂ. © Î. Î. Ãíåäèíà, Å. À. Ôèëèï-
ïîâà, Ì. Â. Àáðàìîâà, Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
mav_2004@mail.ru.

Èíãèáèòîðû äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ (HDACi) ïîäàâëÿ-
þò ðîñò îïóõîëåâûõ êëåòîê, âûçûâàÿ îñòàíîâêó äåëåíèÿ,
ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå èëè àïîïòîç. Îäíàêî ïîêà íå
ñîâñåì ÿñíî, êàêèå ñèãíàëüíûå ïóòè ïîìèìî àöåòèëèðî-
âàíèÿ ãèñòîíîâ è íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ âîâëå÷åíû â
HDAC èíãèáèòîðçàâèñèìóþ èíäóêöèþ áëîêà êëåòî÷íîãî
öèêëà è ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê.
Ïîýòîìó àêòóàëüíîé ôóíäàìåíòàëüíîé ïðîáëåìîé ÿâ-
ëÿåòñÿ èçó÷åíèå ñèãíàëüíûõ ïóòåé (ïîìèìî íåïîñðåäñò-
âåííîãî àöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ), êîòîðûå îïîñðåäóþò
àíòèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò èíãèáèòîðîâ HDAC íà
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè. Ïîñëåäíèå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî HDACi ìîãóò âëèÿòü íà îòâåò êëåò-
êè íà ãåíîòîêñè÷åñêèå âîçäåéñòâèÿ, òåì ñàìûì ïîâûøàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòêè ê äåéñòâèþ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþ-
ùèõ àãåíòîâ. Âåñüìà ïåðñïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ êîì-
áèíèðîâàííîå ñî÷åòàíèå èíãèáèòîðîâ HDAC è ðàçëè÷-
íûõ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíî-
ãî ïîäàâëåíèÿ ðàçâèòèÿ îïóõîëåé ÷åëîâåêà èëè èíäóêöèè
â íèõ àïîïòîçà.

Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðà-
áîòêà îíêîãåíòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ E1A+Ras
èíãèáèòîðîì HDACi áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaB) ïðèâîäèò ê
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ôîðìèðîâàíèþ ôîêóñîâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà
Í2ÀÕ (gH2AX), êîòîðûå, ôîðìèðóÿñü ê 24 ÷, ïåðñèñòèðó-
þò íå ìåíåå 72 ÷. Ìû èññëåäîâàëè õàðàêòåð ìîäóëèðî-
âàíèÿ áóòèðàòîì íàòðèÿ àêòèâíîñòè êèíàç, ñïîñîáíûõ
ôîñôîðèëèðîâàòü ãèñòîí Í2ÀÕ. Ìû ïðîâîäèëè in vitro
ôîñôîðèëèðîâàíèå áàêòåðèàëüíî ýêñïðåññèðîâàííîãî
ñóáñòðàòà GST-H2AX êèíàçàìè, ñîîñàæäåííûìè ñ ðåêîì-
áèíàíòíûì áåëêîì GST-H2AX. Ïîñëå ýòîãî óðîâåíü ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîñòè ñóáñòðàòà äåòåêòèðîâàëè èììóíîáëî-
òèíãîì ñ àíòèòåëàìè ê ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå ãèñòî-
íà H2AX. Íàìè áûëè ïîëó÷åíû íîâûå äàííûå î òîì, ÷òî
àêòèâíîñòü êèíàç, àññîöèèðîâàííûõ ñ ãèñòîíîì Í2ÀÕ,
ñíèæàåòñÿ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè äåéñòâèÿ NaB.

Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíäóöèðîâàííîå èíãèáèòî-
ðàìè HDAC íàêîïëåíèå gH2AX ïîâûøàåò ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê ê äåéñòâèþ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà,
èíãèáèòîðà òîïîèçîìåðàçû àäðèàìèöèíà. Ìåòîäîì èììó-
íîáëîòèíãà ìû ïîêàçàëè, ÷òî NaB ïðîäëåâàåò âðåìÿ ñó-
ùåñòâîâàíèÿ ôîêóñîâ gH2AX, èíäóöèðîâàííûõ àäðèàìè-
öèíîì. Îäíàêî ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå èìååò î÷åðåä-
íîñòü äåéñòâèÿ àãåíòîâ. Òàê, ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê áóòèðàòîì íàòðèÿ â òå÷åíèå
24 ÷ ïðèâîäèò ê èõ íàêîïëåíèþ â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèê-
ëà è îáåäíåíèþ ïóëà êëåòîê â ôàçå S. Êàê ñëåäñòâèå,
â ïðåäîáðàáîòàííûõ NaB êëåòêàõ ýôôåêòèâíûé ïðîòè-
âîðàêîâûé àãåíò àäðèàìèöèí, àêòèâíîñòü êîòîðîãî ðåàëè-
çóåòñÿ íà S-ôàçíûõ êëåòêàõ, íå ñïîñîáåí óñèëèâàòü ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà H2AX è âûçûâàòü äâóõíèòåâûå
ðàçðûâû ÄÍÊ, îïðåäåëÿåìûå ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîãî ðàçäåëåíèÿ ÄÍÊ îäèíî÷íûõ êëåòîê â íåéòðàëüíûõ
óñëîâèÿõ (íåéòðàëüíûé ìåòîä êîìåò). Àíàëèçèðóÿ àêòèâ-
íîñòü êàñïàç ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêîãî êîëî-
ðèìåòðè÷åñêîãî ñóáñòðàòà, ìû ïîêàçàëè òàêæå, ÷òî ïðå-
äîáðàáîòêà NaB ïîäàâëÿåò ñïîñîáíîñòü àäðèàìèöèíà àê-
òèâèðîâàòü ïðîàïîïòîòè÷åñêóþ ïðîãðàììó êëåòî÷íîé
ãèáåëè.

ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÀÍÒÈÌÈÊÎÒÈÊÀ ÀÌÔÎÒÅÐÈÖÈ-
ÍÀ B ËÈÏÈÄÍÛÕ ÁÈÑËÎßÕ, ÑÎÄÅÐÆÀÙÈÕ ÄÈ-
ÏÎËÜÍÛÅ ÌÎÄÈÔÈÊÀÒÎÐÛ. © Ñ. Ñ. Åôèìîâà,
Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, ssefimova@mail.ru.

Ïîëèåíîâûé àíòèìèêîòèê àìôîòåðèöèí Â (ÀìÂ) ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ ïðîòèâîãðèáêî-
âûõ àãåíòîâ. ÀìÂ ñâÿçûâàåòñÿ ñî ñòåðèíàìè, íàõîäÿùè-
ìèñÿ â ìåìáðàíàõ êëåòîê-ìèøåíåé, è ôîðìèðóåò èîííûå
êàíàëû (Andreoli, 1974; Borisova et al., 1986). Â ðåçóëüòàòå
íàðóøàåòñÿ âîäíî-ýëåêòðîëèòíûé áàëàíñ êëåòêè, è îíà
ãèáíåò. Èçâåñòíî, ÷òî íà ìåìáðàííóþ àêòèâíîñòü ðàçëè÷-
íûõ êàíàëîîáðàçóþùèõ ñîåäèíåíèé âëèÿåò äèïîëüíûé
ïîòåíöèàë ìåìáðàíû (jd) (Rokitskaya et al., 1997; Luchian,
Mereuta, 2006; Ostroumova et al., 2010) — ñêà÷îê ïîòåíöè-
àëà íà ãðàíèöå ðàçäåëà ôàç áèñëîé—ðàñòâîð, âîçíèêàþ-
ùèé â ðåçóëüòàòå âçàèìíîé îðèåíòàöèè äèïîëåé ìåìá-
ðàííûõ ëèïèäîâ è âîäû (Franklin, Cafiso, 1993). Âåëè÷èíó
jd ìîæíî âàðüèðîâàòü ñ ïîìîùüþ äèïîëüíûõ ìîäèôèêà-
òîðîâ: ðàñòèòåëüíûõ ôåíîëîâ, ôëàâîíîèäîâ (óìåíüøàþ-
ùèõ jd) è ñòèðèëîâûõ êðàñèòåëåé ñåðèè RH (óâåëè÷èâàþ-
ùèõ jd). Ïîñêîëüêó ïîðàæàþùåå äåéñòâèå ÀìÂ íà êëåòêè
ñâÿçàíî ñ îáðàçîâàíèåì â èõ ìåìáðàíàõ êàíàëîâ, íåîáõî-
äèìî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ (ôëî-
ðåòèíà, ôëîðèäçèíà, ãåíèñòåèíà, êâåðöåòèíà, áèîõàíèíà è
RH 421) êàê íà ïðîâîäèìîñòü îäèíî÷íûõ êàíàëîâ, òàê è

íà ñòàöèîíàðíîå ÷èñëî îòêðûòûõ â ìåìáðàíå ÀìÂ-êàíà-
ëîâ (Nop).

Áèñëîéíûå ëèïèäíûå ìåìáðàíû ôîðìèðîâàëè ïî
ìåòîäó Ìîíòàëà è Ìþëëåðà (Montal, Muller, 1972) èç
ñìåñè äèôèòàíîèëôîñôîõîëèíà (ÔÕ) è õîëåñòåðèíà
(ÔÕ : Õîë = 67 : 33 Ì%) èëè ÔÕ : ýðãîñòåðèíà
(ÔÕ : Ýðã = 67 : 33 Ì%) â 2 M KCl (ðÍ 7.0).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èçìåðåíèé ãîâîðÿò îá èçìåíåíèè
ïðîâîäèìîñòè îäèíî÷íûõ ÀìÂ-êàíàëîâ â ÔÕ : Õîë- è
ÔÕ : Ýðã-áèñëîÿõ â ïðèñóòñòâèè óêàçàííûõ âûøå äèïîëü-
íûõ ìîäèôèêàòîðîâ (Ostroumova et al., 2011). Ýòè èçìåíå-
íèÿ â îñíîâíîì îïðåäåëÿþòñÿ äèïîëüíûì ïîòåíöèàëîì
ìåìáðàíû. Èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ äèïîëü-ìîäèôèöèðóþ-
ùèõ àãåíòîâ íà Nop ïîêàçàëî, ÷òî äîáàâêà 20 ìêÌ ôëîðå-
òèíà âûçûâàåò ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå Nop â 5—76 ðàç â
ÔÕ : Õîë-áèñëîÿõ (Djd = –75 ± 10 ìÂ) è íåçíà÷èòåëüíûé
ðîñò â 1.7 ± 0.4 ðàçà â ÔÕ : Ýðã-ìåìáðàíàõ (Djd = –150 ±
� 5 ìÂ), à ïðèñóòñòâèå 20 ìêÌ êâåðöåòèíà óâåëè÷èâàåò
Nop â 2.1 ± 0.5 ðàçà â ÔÕ : Õîë-ìåìáðàíàõ (Djd = –100 ±
� 10 ìÂ) è óìåíüøàåò Nop â 2 ± 0.6 ðàçà â ÔÕ : Ýðã-áèñëî-
ÿõ (Djd = –120 ± 10 ìÂ). Ïðè ýòîì ýôôåêòà äðóãèõ ôëàâî-
íîèäîâ (ôëîðèäçèíà, ãåíèñòåèíà èëè áèîõàíèíà ïðè êîí-
öåíòðàöèè 20 ìêÌ), â ìåíüøåé ñòåïåíè èçìåíÿþùèõ jd,
÷åì ôëîðåòèí è êâåðöåòèí, íà Nop â Õîë- è Ýðã-ñîäåðæà-
ùèõ ìåìáðàíàõ íå íàáëþäàëîñü. Ââåäåíèå 5 ìêÌ RH 421
â ðàñòâîðû, îìûâàþùèå ÔÕ : Õîë-áèñëîè (Djd > 35 ìÂ),
óìåíüøàåò Nop â 1.5 ± 0.1 ðàçà, à äîáàâêà ýòîãî ìîäèôèêà-
òîðà â ðàñòâîðû, îìûâàþùèå ÔÕ : Ýðã-ìåìáðàíû (Djd

40 ìÂ), óâåëè÷èâàåò Nop â 2—16 ðàç. Ïîëó÷åííûå äàííûå
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýôôåêòû äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ
íà Nop ïðåèìóùåñòâåííî îáóñëîâëåíû èõ ñïåöèôè÷åñêèì
âçàèìîäåéñòâèåì ñ ÀìÂ/ñòåðèíîâûìè êîìïëåêñàìè è â
ìåíüøåé ñòåïåíè — âëèÿíèåì äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà
ìåìáðàíû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò ¹ 09-04-00883), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ãðàíòîâ
ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ-3796.2010.4 è ÌÊ-1813.2012.4).

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÏÎÑÒÒÐÀÍÑËßÖÈÎÍÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈ-
ÊÀÖÈÉ È ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÏÐÎÒÅÀ-
ÑÎÌ ÏÐÈ ÈÍÄÓÊÖÈÈ ÀÏÎÏÒÎÇÀ. © Þ. ß. Çàéêîâà,
Â. À. Êóëè÷êîâà, À. Ñ. Öèìîõà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
vat-julia@yandex.ru.

Ïðîòåàñîìà — êëþ÷åâîé ýëåìåíò â óáèêâèòèí-ïðîòå-
àñîìíîé ñèñòåìå äåãðàäàöèè áåëêà â êëåòêå. Îñóùåñòâëÿÿ
ïðîòåîëèç è ïðîöåññèíã áîëüøèíñòâà ðåãóëÿòîðíûõ áåë-
êîâ, à òàêæå íåïðàâèëüíî ñîáðàííûõ è ïîâðåæäåííûõ
áåëêîâ, ïðîòåàñîìû ó÷àñòâóþò â áîëüøèíñòâå êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ, íàïðèìåð â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, ðåïàðà-
öèè ÄÍÊ, ïðîäâèæåíèè êëåòêè ïî öèêëó, èììóííîì îòâå-
òå è àïîïòîçå. Ïðîòåàñîìû áûëè îáíàðóæåíû êàê â öèòî-
ïëàçìå, òàê è â ÿäðå êëåòîê, êðîìå òîãî, â ïîñëåäíåå
âðåìÿ ïîÿâèëèñü äàííûå î ïðèñóòñòâèè èõ âî âíåêëåòî÷-
íîì ïðîñòðàíñòâå. Èçâåñòíî, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñî-
ìû ïî ñòðîåíèþ ñõîæè ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè, îäíàêî èõ
ôóíêöèè åùå íåäîñòàòî÷íî èññëåäîâàíû. Â äàííîé ðàáî-
òå èññëåäóþòñÿ èçìåíåíèÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôè-
êàöèé ïðîòåàñîì, î÷èùåííûõ èç ñðåäû, êîíäèöèîíèðî-
âàííîé êëåòêàìè ïðîýðèòðîëåéêåìèè ëèíèè K562, ïðè
èíäóêöèè àïîïòîçà, à òàêæå èçìåíåíèÿ ïåïòèäàçíûõ àê-
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òèâíîñòåé èññëåäóåìîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà. Äëÿ èçó÷å-
íèÿ âëèÿíèÿ èíäóêöèè àïîïòîçà íà àêòèâíîñòè è ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè âíåêëåòî÷íûõ 26S-ïðî-
òåàñîì êëåòêè K562 èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè
äîêñîðóáèöèíà â òå÷åíèå 24 ÷. Ïîñëå èíêóáàöèè áåëêî-
âûå êîìïëåêñû î÷èùàëè îñàæäåíèåì ñóëüôàòîì àììîíèÿ
ñ ïîñëåäóþùèì ðàçäåëåíèåì â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõà-
ðîçû è î÷èñòêîé ïðè ïîìîùè èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðà-
ôèè. Ñòåïåíü ÷èñòîòû ïîëó÷åííûõ áåëêîâ îöåíèâàëè ìå-
òîäîì îäíîìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà, ñîïðÿæåííîãî ñ èì-
ìóíîàíàëèçîì. Äëÿ îöåíêè èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè
âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà áûëè
ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ñ ôëóîðîãåííûìè ïåïòèäíûìè
ñóáñòðàòàìè äëÿ èçìåðåíèÿ õèìîòðèïñèí-, òðèïñèí- è
êàñïàçà-ïîäîáíûõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì. Êàê îêàçàëîñü,
äåéñòâèå äîêñîðóáèöèíà íà êëåòêè âûçûâàåò ñíèæåíèå
òðèïñèí- è êàñïàçà-ïîäîáíûõ àêòèâíîñòåé âíåêëåòî÷íûõ
ïðîòåàñîì ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè èç êîíòðîëüíîé ñðå-
äû. Â òî æå âðåìÿ äåéñòâèå äîêñîðóáèöèíà ïðàêòè÷åñêè
íå âëèÿåò íà õèìèòðèïñèí-ïîäîáíóþ àêòèâíîñòü. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû îòëè÷àþòñÿ òàê-
æå îò âíóòðèêëåòî÷íûõ ïî õèìîòðèïñèí-, òðèïñèí— è
êàñïàçà-ïîäîáíûì àêòèâíîñòÿì. Âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñî-
ìû àêòèâíåå ïî õèìîòðèïñèí- è êàñïàçà-ïîäîáíûì òèïàì
ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè, à âíóòðèêëåòî÷íûå — ïî
òðèïñèí-ïîäîáíîìó òèïó. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî èçìåíå-
íèå àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì çàâèñèò îò ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íûõ ìîäèôèêàöèé ñóáúåäèíèö, àññîöèèðîâàííûõ ñ ýòîé
àêòèâíîñòüþ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìî-
äèôèêàöèé ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì ïðîâîäèëè äâóìåðíîå
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ â äåíàòóðèðóþ-
ùèõ óñëîâèÿõ ñ ïîñëåäóþùèì Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçîì ñ
ïðèìåíåíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïðîòèâ îòäåëüíûõ
ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïàòòåðí ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé âíåêëåòî÷íûõ ïðî-
òåàñîì áîëåå ðàçíîîáðàçåí, ÷åì òàêîâîé ó âíóòðèêëåòî÷-
íûõ êîìïëåêñîâ èç êëåòîê ëèíèè K562. Êðîìå òîãî, âíå-
êëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû, î÷èùåííûå èç êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû êîíòðîëüíûõ è èíäóöèðîâàííûõ ê àïîïòîçó êëåòîê,
òàêæå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîåìó ñîñòàâó. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà
èçìåíÿþòñÿ êàê ñïåöèôèêà ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé âíå-
êëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì, òàê è ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäè-
ôèêàöèè ñóáúåäèíèö èññëåäóåìîãî êîìïëåêñà, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè ïðîòåàñîì â àïîïòîòè÷åñêîì ïðî-
öåññå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 10-04-01234), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ», â ðàìêàõ ðåàëè-
çàöèè ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû
èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà 2009—2013 ãã. (ÃÊ
¹ 16.740.11.0366).

Ó×ÀÑÒÈÅ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎ-
ÐÀ ÐÎÑÒÀ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÀÖÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÌÈÊ-
ÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÕÎÄÅ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÀ. © Ì. Â. Çëîáè-
íà, Þ. Þ. Ñòåáëÿíêî, Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, aquimaria@gmail.com.

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) — äèíàìè÷íûå ïîëèìåðû, ñî-
ñòîÿùèå èç äèìåðîâ àëüôà- è áåòà-òóáóëèíà, ó÷àñòâóþò â
ôîðìèðîâàíèè âåðåòåíà äåëåíèÿ â ìèòîçå, â ïîääåðæà-

íèè òðàíñïîðòà âåçèêóë è ïîçèöèîíèðîâàíèè îðãàíåëë â
èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ. Äàâíî èçâåñòíî, ÷òî ÌÒ ìîãóò ïîä-
âåðãàòüñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûì ìîäèôèêàöèÿì, â ÷àñò-
íîñòè àöåòèëèðîâàíèþ. Óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ
îïðåäåëÿåòñÿ áàëàíñîì àêòèâíîñòåé êîíñòèòóòèâíî ðàáî-
òàþùåé àöåòèëòðàíñôåðàçû è ÌÒ-ñïåöèôè÷íîé äåàöåòè-
ëàçû HDAC6, ïðè÷åì ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ ïðîèñõî-
äèò äåàöåòèëèðîâàíèå òóáóëèíà. Òàêèì îáðàçîì, âûñîêî-
äèíàìè÷íûå ÌÒ ÿâëÿþòñÿ íèçêîàöåòèëèðîâàííûìè,
òîãäà êàê ñòàáèëüíûå, äîëãîæèâóùèå ÌÒ àöåòèëèðîâàíû
ñèëüíåå, ïîýòîìó àöåòèëèðîâàíèå ÷àñòî ðàññìàòðèâàþò
êàê ìàðêåð ïóëà ñòàáèëüíûõ ÌÒ. Äî ñèõ ïîð íåèçâåñòíî,
êàêèå âíóòðèêëåòî÷íûå ïðîöåññû ìîãóò âëèÿòü íà óðî-
âåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ.

Èññëåäóÿ ìåõàíèçìû ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ â
èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ â õîäå ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ýïè-
äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ), ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
ñòèìóëÿöèÿ ýòîãî ïðîöåññà âûçûâàåò âîëíîîáðàçíîå óâå-
ëè÷åíèå óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ, äîñòèãàþùåãî ìàê-
ñèìóìà ÷åðåç 60—90 ìèí. Ïðè ýòîì ðàííèå, ÅÅÀ1-ïîçè-
òèâíûå ýíäîñîìû, àêòèâíî ïåðåìåùàþùèåñÿ ïî ÌÒ â
îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü (ÎßÎ), àññîöèèðîâàíû ñ äèíàìè÷-
íûìè ÌÒ, òîãäà êàê çðåëûå ïîçäíèå óêðóïíåííûå ýíäîñî-
ìû â ÎßÎ ëîêàëèçîâàíû íà ñèëüíî èñêðèâëåííûõ âûñî-
êîàöåòèëèðîâàííûõ ÌÒ. Ìû òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî ñòèìó-
ëÿöèÿ ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ òàêèìè íàòèâíûìè
ëèãàíäàìè, êàê ÝÔÐ, íàïðàâëÿþùèé ðåöåïòîð íà äåãðàäà-
öèþ â ëèçîñîìû, è TGF-a, íàïðàâëÿþùèé åãî íà ïóòü ðå-
öèêëèðîâàíèÿ, âûçûâàåò âîëíîîáðàçíîå óâåëè÷åíèå àöå-
òèëèðîâàíèÿ ÌÒ ñ ìàêñèìóìîì ÷åðåç 60—90 ìèí, ïðè
ýòîì ýôôåêò ÝÔÐ âûðàæåí ñèëüíåå.

Ïîñêîëüêó ðåöåïòîð ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ äîëüøå îñòà-
åòñÿ àêòèâèðîâàííûì, ÷åì â ñëó÷àå TGF-a, ìû ïðåäïîëî-
æèëè, ÷òî òèðîçèíêèíàçíàÿ (ÒÊ) àêòèâíîñòü ðåöåïòîðà
ìîæåò áûòü âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ.
Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ êëåòêè îáðàáàòûâàëè
èíãèáèòîðîì ÒÊ AG1478, ïîäàâëÿþùèì àêòèâíîñòü ðå-
öåïòîðà, íî íå ïðåïÿòñòâóþùèì åãî ýíäîöèòîçó. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ïðè èíàêòèâàöèè ðåöåïòîðà óðîâåíü àöåòèëè-
ðîâàíèÿ ÌÒ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà îñòàåòñÿ äî-
ñòàòî÷íî íèçêèì, îäíàêî íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ îí âíîâü
ïîâûøàåòñÿ, ïðè÷åì ìàêñèìóì àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ â îò-
ñóòñòâèå àêòèâàöèè ðåöåïòîðà ñìåùàåòñÿ íà áîëåå ïîçä-
íèå ñðîêè (90—120 ìèí) ïîñëå çàïóñêà ýíäîöèòîçà.

Êðîìå òîãî, â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà ïðîòîííîé
ïîìïû áàôèëîìèöèíà A1, ïîäàâëÿþùåãî çàêèñëåíèå ýí-
äîñîì è òåì ñàìûì ïðåïÿòñòâóþùåãî äèññîöèàöèè ëèãàí-
äîâ è ðåöåïòîðîâ, ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà c ïî-
ìîùüþ TGF-a âûçûâàëà óâåëè÷åíèå ñòåïåíè àöåòèëèðî-
âàíèÿ ÌÒ äî óðîâíÿ, ñðàâíèìîãî ñ äåéñòâèåì ÝÔÐ. Òàêîé
ýôôåêò íàáëþäàëñÿ íà ðàííèõ ýòàïàõ ýíäîöèòîçà, îäíàêî
ïîçæå, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ðåöåïòîð îñòàâàëñÿ àêòèâèðî-
âàííûì, óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ ïàäàë.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ñèãíàëû,
ãåíåðèðóåìûå ðåöåïòîðîì ÝÔÐ, íåïîñðåäñòâåííî âîâëå-
÷åíû â ðåãóëÿöèþ àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ íà ðàííèõ ñðîêàõ
ýíäîöèòîçà, òîãäà êàê íà ïîçäíèõ ýòàïàõ äåéñòâóåò ìåõà-
íèçì ðåãóëÿöèè, íå çàâèñÿùèé îò ÒÊ-àêòèâíîñòè ðåöåïòî-
ðà ÝÔÐ. Ìåõàíèçìû ðåöåïòîð-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè ìî-
ãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ó÷àñòèåì äåàöåòèëàçû HDAC6, îäíàêî
äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ íåîáõîäèìû äî-
ïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
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åêò 09-04-01215), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ
«Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-3273.2010.4).

ßÄÅÐÍÛÅ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÎÎÖÈÒÎÂ ËÀÁÎÐÀÒÎÐÍÎÃÎ
ÍÀÑÅÊÎÌÎÃÎ TRIBOLIUM CASTANEUM. © À. Ì. Êè-
ñåëåâ, Ô. Ì. Áàòàëîâà, Ä. Ñ. Áîãîëþáîâ. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, artem.kiselyov@gmail.com.

Áóëàâîóñûé ìó÷íîé õðóùàê Tribolium castaneum (Co-
leoptera—Polyphaga: Tenebrionidae) — âðåäèòåëü ïðîäî-
âîëüñòâåííûõ çàïàñîâ è íîâûé ëàáîðàòîðíûé âèä íàñåêî-
ìûõ. Ýòî ïåðâûé ñðåäè Coleoptera âèä, ãåíîì êîòîðîãî
ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðîâàí êàê ó íàèáîëåå õàðàêòåðíîãî
ïðåäñòàâèòåëÿ Artropoda, íå îòëè÷àþùåãîñÿ (â îòëè÷èå
îò, íàïðèìåð, Drosophila) âûñîêèì óðîâíåì ýâîëþöè-
îííîé ñïåöèàëèçàöèè. Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðàêòè-
÷åñêè îòñóòñòâóþò ðàáîòû, â êîòîðûõ èññëåäîâàëñÿ áû
ïðîýìáðèîíàëüíûé ïåðèîä ðàçâèòèÿ ýòîãî íîâîãî ìî-
äåëüíîãî îáúåêòà, â ÷àñòíîñòè ìîðôîäèíàìèêà ÿäåðíûõ
ñòðóêòóð â îîãåíåçå. Ìû ïðåäñòàâëÿåì ïåðâûå äàííûå î
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ÿäåð îîöèòîâ
T. castaneum. Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîé (êîí-
ôîêàëüíîé) ìèêðîñêîïèè íàìè âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâà-
íû óíèâåðñàëüíûå ýêñòðàõðîìîñîìíûå äîìåíû íóêëåîï-
ëàçìû îîöèòîâ T. castaneum — êëàñòåðû èíòåðõðîìàòèíî-
âûõ ãðàíóë è òåëüöà Êàõàëà — ïî ïðèñóòñòâèþ â íèõ
ìàðêåðíûõ áåëêîâ SC35 èëè êîèëèíà. Â îòëè÷èå îò îîöè-
òîâ ðÿäà äðóãèõ íàñåêîìûõ ìû ïðàêòè÷åñêè íå îáíà-
ðóæèëè ïåðåêðûòèÿ ñèãíàëîâ ê ýòèì äâóì àíòèãåíàì â
îîöèòàõ T. castaneum. Â õîäå èçó÷åíèÿ äèíàìèêè îîãåíåçà
T. castaneum íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî íà ñòàäèè äèïëîòåíû
õðîìîñîìû îîöèòà äîâîëüíî ðàíî îáúåäèíÿþòñÿ â êîì-
ïàêòíóþ êàðèîñôåðó, îäíàêî çíà÷èòåëüíîé êîíäåíñàöèè
õðîìàòèíà ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò. Ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
èíúåêöèé â îîöèòû áðîìî-ÓÒÔ ïîêàçàíî, ÷òî ïîëíîãî
âûêëþ÷åíèÿ ãåíîìà îîöèòà èç òðàíñêðèïöèîííûõ ïðî-
öåññîâ íå ïðîèñõîäèò äàæå â ïîçäíèõ âèòåëëîãåííûõ
îîöèòàõ, õîòÿ èíòåíñèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ ïðåäøåñòâåííè-
êà íåâûñîêà. Òàêèì îáðàçîì, óñòàíîâëåíà âîçìîæíîñòü
ñîõðàíåíèÿ íåêîòîðîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿä-
ðàìè ïîçäíèõ äèïëîòåííûõ îîöèòîâ, çàâåðøàþùèõ ðîñò,
ó íàñåêîìûõ ñ ìåðîèñòè÷åñêèìè ÿè÷íèêàìè â óñëîâèÿõ
ôîðìèðîâàíèÿ êàðèîñôåðû. Ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ êàðè-
îñôåðû â îîöèòàõ T. castaneum ñîïðîâîæäàåòñÿ ôîðìèðî-
âàíèåì îáøèðíîé ýêñòðàõðîìîñîìíîé êàïñóëû. Íà îñíî-
âàíèè ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé êàðèîñôåðû,
ñòðóêòóðíûõ ýëåìåíòîâ åå êàïñóëû, ýêñòðàõðîìîñîìíûõ
ÿäåðíûõ òåëåö (äîìåíîâ), ñòåïåíè ðàçâèòèÿ ôîëëèêó-
ëîâ, ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ôîëëèêóëÿðíîãî
ýïèòåëèÿ è ñòàäèè âèòåëëîãåíåçà íàìè âûäåëåíî 8 ñòàäèé,
õàðàêòåðèçóþùèõ ïåðèîä ðîñòà îîöèòîâ T. castaneum.
Ìû íåîæèäàííî îáíàðóæèëè, ÷òî ìàòåðèàë êàïñóëû
êàðèîñôåðû ïîìèìî ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ ÿäåðíîãî ìàò-
ðèêñà (F-àêòèí, ëàìèí B, ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçà II), ñîäåð-
æèò «Sm-ýïèòîï» ìàëûõ ÿäåðíûõ (ìÿ) ÐÍÏ è òðèìåòèëãó-
àíîçèíîâûé êýï, õàðàêòåðèçóþùèé 5R-êîíåö ìîëåêóë
«çðåëûõ» ìÿÐÍÊ ñïëàéñèíãà. Ýòè äàííûå äîëæíû ïîñëó-
æèòü îñíîâîé äëÿ äàëüíåéøåãî ðàñøèðåíèÿ ïðåäñòàâëå-
íèé î ôóíêöèÿõ êàïñóëû êàðèîñôåðû, êîòîðàÿ ìîæåò,
ïî-âèäèìîìó, íå òîëüêî èãðàòü ñòðóêòóðíóþ ðîëü, íî è
âûñòóïàòü êàê âîçìîæíûé èíòåãðèðóþùèé ýëåìåíò äëÿ
ÿäåðíûõ ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ â òîì ÷èñëå ñ ìåòàáîëèç-
ìîì ÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüëíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 11-04-01258) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÑÂÈÄÅÒÅËÜÑÒÂÀ ÌÓËÜÒÈÏÎÒÅÍÒÍÎÃÎ ÑÎÑÒÎß-
ÍÈß ÊËÅÒÎÊ ÇÎÍÛ ÐÎÑÒÀ ÏÎËÈÕÅÒÛ NEREIS VI-
RENS. © Â. Â. Êîçèí, Ð. Ï. Êîñòþ÷åíêî. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé
ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, vitalik-spbcity@mail.ru.

Çîíà ðîñòà ïîëèõåò, äàþùàÿ íà÷àëî âñåì ïîñòëàð-
âàëüíûì ñåãìåíòàì òåëà, ÿâëÿåòñÿ èíòåðåñíåéøåé ìîäå-
ëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ âîïðîñîâ êëåòî÷íîé ïëàñòè÷íîñòè,
äèôôåðåíöèðîâêè è ñàìîîáíîâëåíèÿ. ×àùå âñåãî ïðîèñ-
õîæäåíèå çîíû ðîñòà ñâÿçûâàþò ñ ëèíèåé íå äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ðàíåå â ýìáðèîãåíåçå ýêòî- è ìåçî-òåëîáëàñ-
òîâ (Anderson, 1966, 1973; Shimizu, Nakamoto, 2001). Îä-
íàêî, ïî àëüòåðíàòèâíîé ãèïîòåçå Ï. Ï. Èâàíîâà, çîíà
ðîñòà ïîëèõåò ôîðìèðóåòñÿ ïðè ìåòàìîðôîçå ïóòåì äå-
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïîêðîâíîãî ýïèòåëèÿ, êîòîðûå
äàþò êàê ýêòîäåðìàëüíûå, òàê è ìåçîäåðìàëüíûå ïðîèç-
âîäíûå (Iwanoff, 1928). Ìåòàìîðôîç ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
êëþ÷åâûõ ñîáûòèé â îíòîãåíåçå æèâîòíûõ ñ íåïðÿìûì
ðàçâèòèåì. Èìåííî ïðè ïåðåõîäå îò ëè÷èíêè ê þâåíèëü-
íîé ôîðìå çàêëàäûâàþòñÿ îñíîâíûå äåôèíèòèâíûå ÷åðòû
ñòðîåíèÿ îðãàíèçìà, ñîçäàâàÿ ïðåäïîñûëêè äëÿ äàëüíåé-
øåãî ðîñòà è ðàçâèòèÿ. Êðîìå òîãî, ìåòàìîðôîç ñëåäóåò
ïîíèìàòü è êàê ñìåíó ãåíåòè÷åñêîé ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ,
ñîïðîâîæäàþùåéñÿ àêòèâàöèåé íîâûõ ãåíîâ è âîâëå÷å-
íèåì íîâûõ ìîðôîãåíåçîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåñòðîéêå
âñåãî òåëà. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðè ìåòàìîðôîçå êàð-
äèíàëüíûì îáðàçîì èçìåíÿþòñÿ íå òîëüêî àíàòîìèÿ, ôè-
çèîëîãèÿ è îáðàç æèçíè, íî è òêàíåâàÿ îðãàíèçàöèÿ æè-
âîòíîãî. ×àñòî ïðè ìåòàìîðôîçå âåäóùóþ ðîëü èãðàþò
îñîáûå, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûì
(÷àñòî ñòâîëîâûì) ñîñòîÿíèåì êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, èç
êîòîðûõ è áóäåò ïîñòðîåíî ïîñòëàðâàëüíîå òåëî. Ó ïîëè-
õåò âñå ïîñòëàðâàëüíûå ñåãìåíòû îáðàçóþòñÿ èç ïðåäïè-
ãèäèàëüíîé çîíû ðîñòà, êëåòî÷íûé èñòî÷íèê è îðãàíèçà-
öèÿ êîòîðîé äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ çàãàäêîé. Äëÿ èçó÷åíèÿ
ýòîé èíòåðåñíåéøåé ïðîáëåìû íàìè áûë âûáðàí ñîâðå-
ìåííûé ïîäõîä àíàëèçà ïàòòåðíîâ ýêñïðåññèè êîíñåðâà-
òèâíûõ ãåíîâ, êîòîðûé ïîçâîëÿåò óñòàíîâèòü îñîáåííî-
ñòè ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ çà÷àòêîâ âî âðåìåíè è ïðîñòðàí-
ñòâå íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå. Ðàññìàòðèâàÿ çîíó ðîñòà
êàê óíèêàëüíûé ðåãèîí, ïðîëèôåðèðóþùèé íîâûå òêàíè
è îðãàíû ñåãìåíòîâ òåëà, ìíîãîîáåùàþùèì íàì ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàòü ãåíåòè÷åñêèå ìàðêåðû, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèåñÿ â ìóëüòèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ è ìàëîäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâ-
ëÿëîñü èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíîãî ñòàòóñà, îñîáåííîñòåé
îðãàíèçàöèè è âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ çîíû ðîñòà ïîëèõåò. Â õîäå ðàáîòû ñ ïîìîùüþ ãèáðè-
äèçàöèè in situ íàìè áûëà îïèñàíà äèíàìèêà ýêñïðåññèè
êîíñåðâàòèâíûõ ìàðêåðîâ ñòâîëîâîãî ñîñòîÿíèÿ êëå-
òîê — ãîìîëîãîâ ãåíîâ Vasa, PL10 è Piwi — ïðè ìåòàìîð-
ôîçå è â ðàííåì ïîñòëàðâàëüíîì ðàçâèòèè ïîëèõåòû Nere-
is virens. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ãåíû Nvi-vasa, Nvi-pl10,
Nvi-piwiA è Nvi-piwiB äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðóþòñÿ
â êëåòêàõ ðàçíûõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, âîâëå÷åííûõ â
àêòèâíûå ìîðôîãåíåòè÷åñêèå ïðîöåññû ðàçâèòèÿ N. vi-
rens. Ýêñïðåññèÿ èçó÷àåìûõ ãåíîâ â îáëàñòè çîíû ðîñòà
îôîðìëÿåòñÿ íà ñòàäèè ìåòàòðîõîôîðû èçíà÷àëüíî â ïî-
âåðõíîñòíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, à ó íåêòîõåò òðàíñ-
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êðèïòû ãîìîëîãîâ Vasa, PL10 è Piwi áûëè îáíàðóæåíû
êàê â ïîêðîâàõ ïèãèäèÿ, òàê è âî âíîâü ôîðìèðóþùåéñÿ
ïîñòëàðâàëüíîé ìåçîäåðìå. Ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå äàí-
íûå î õàðàêòåðèñòèêàõ êëåòî÷íûõ öèêëîâ è ýêñïðåññèè
òêàíåñïåöèôè÷íûõ ãåíîâ â ñîâîêóïíîñòè ñ ïðåäñòàâëåí-
íûìè ðåçóëüòàòàìè ãîâîðÿò â ïîëüçó ôîðìèðîâàíèÿ çîíû
ðîñòà N. virens êàê îñîáîé ìóëüòèïîòåíòíîé êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè èìåííî â ïåðèîä ìåòàìîðôîçà. Ýòè ðåçóëüòà-
òû íå ïîäòâåðæäàþò ïðååìñòâåííîñòè çîíû ðîñòà è ëèíèè
ýìáðèîíàëüíûõ òåëîáëàñòîâ. Â òî æå âðåìÿ âåðîÿòíûì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ìåçîäåðìàëüíîé ÷àñòè
çîíû ðîñòà èç âîçìîæíî âûñåëÿþùèõñÿ íà ñòàäèÿõ ìåòàò-
ðîõîôîðû è íåêòîõåòû ïîêðîâíûõ êëåòîê ïèãèäèÿ, ìîëå-
êóëÿðíûé ïðîôèëü êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó ìóëü-
òèïîòåíòíûõ êëåòîê.

ÂËÈßÍÈÅ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ, ÏÎËÓ-
×ÅÍÍÎÃÎ ÐÀÇÍÛÌÈ ÌÅÒÎÄÀÌÈ, ÍÀ ÏÎÄÄÅÐÆÀ-
ÍÈÅ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © À. Ì. Êîëüöîâà, Ë. Â. Ñìàãè-
íà, È. Â. Âîðîíêèíà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, koltsova.am@mail.ru.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (ÝÑÊ÷),
ïîëó÷åííûå èç âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèñòû
(5—6-é äåíü ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ), ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé óíèêàëüíûå êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, îáëàäàþùèå òàêè-
ìè ñâîéñòâàìè, êàê íåîãðàíè÷åííàÿ ïðîëèôåðàöèÿ in vitro
è ïëþðèïîòåíòíîñòü — ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòü-
ñÿ âî âñå òèïû ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê è â ëèíèþ ïîëîâûõ
êëåòîê.

Òðàäèöèîííî ëèíèè ÝÑÊ÷ ïîëó÷àþò è ïîääåðæèâàþò
â êóëüòóðå â ïðèñóòñòâèè ñëîÿ ôèäåðíûõ êëåòîê (îò àíãë.
feed — êîðìèòü), êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ èñòî÷íèêîì ðàñòâî-
ðèìûõ ôàêòîðîâ è áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
(ÂÊÌ). Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ÷ â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå ñ
èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà áåëêîâ ÂÊÌ ïîçâî-
ëèëî áû íå òîëüêî èçáåæàòü ïðîáëåìû êîíòàìèíàöèè, íî
è ñòàíäàðòèçèðîâàòü âñþ ñèñòåìó.

Íàðÿäó ñ ðàáîòàìè, â êîòîðûõ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
ïðèìåíÿþò îòäåëüíûå áåëêè ÂÊÌ, åñòü ðàáîòû, ïîñâÿ-
ùåííûå êóëüòèâèðîâàíèþ ÝÑÊ÷ íà áåëêàõ ÂÊÌ, íàðàáî-
òàííûõ ôèäåðíûìè êëåòêàìè è îñòàâøèìèñÿ íà êóëüòóðà-
ëüíîé ïîâåðõíîñòè ïîñëå ñíÿòèÿ ôèäåðà. Î÷åâèäíî, ÷òî
îò êîíêðåòíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèäåðíûõ êëå-
òîê è îò ñïîñîáà èõ ñíÿòèÿ çàâèñèò êà÷åñòâî ïîëó÷àåìîãî
ñóáñòðàòà.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî âûÿâèòü, åñòü ëè ðàçíèöà
ìåæäó ÂÊÌ, ïîëó÷àåìûìè ðàçíûìè ñïîñîáàìè, è åñëè
äà, òî îêàçûâàþò ëè ýòè ðàçëè÷èÿ âëèÿíèå íà ðîñòîâûå õà-
ðàêòåðèñòèêè ÝÑÊ÷.

Â ðàáîòå àíàëèçèðîâàëè ÂÊÌ îò ëèíèè MSC-SC5 (ìå-
çåíõèìíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç
ëèíèè ÝÑÊ÷-SC-5), ïîëó÷åííûé òðåìÿ ñïîñîáàìè: 1) ñíÿ-
òèå ìîíîñëîÿ ôèäåðíûõ êëåòîê ñ êóëüòóðàëüíîé ïîâåðõ-
íîñòè áåç èñïîëüçîâàíèÿ êàêîé-ëèáî îáðàáîòêè (Âàð. 1);
2) ñíÿòèå ìîíîñëîÿ ôèäåðíûõ êëåòîê ñ êóëüòóðàëüíîé ïî-
âåðõíîñòè ïîñëå åãî ïðåäâàðèòåëüíîé çàìîðîçêè ïðè
–70 °Ñ (Âàð. 2); 3) ñíÿòèå ìîíîíîñëîÿ ìèòîòè÷åñêè èíàê-
òèâèðîâàííûõ ôèäåðíûõ êëåòîê ñ êóëüòóðàëüíîé ïîâåðõ-
íîñòè áåç èñïîëüçîâàíèÿ êàêîé-ëèáî îáðàáîòêè (Âàð. 3).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïðè ïîìîùè àíòèòåë
ïðîòèâ ôèáðîíåêòèíà, êîëëàãåíà I òèïà è èíòåðñòèöèàëü-
íûõ êîëëàãåíîâ I—III òèïîâ ñ ïîñëåäóþùåé îöåíêîé

óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû ImagG
ïîêàçàë äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå ýòèõ áåëêîâ â
ñóáñòðàòàõ, ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè (Ð < 0.01).
Óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè ôèáðîíåêòèíà â Âàð. 1 ñîñòàâèë
26 082 ± 1660 ó. å., äëÿ Âàð 2. — 8968 ± 501 ó. å. è äëÿ
Âàð. 3 — 5345 ± 210 ó. å. Óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè êîëëà-
ãåíà I òèïà ñîñòàâèë 133 348 ± 2879 ó. å., 170 933 ±
� 5273 ó. å. è 110 888 ± 2947 ó. å. ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ èí-
òåðñòèöèàëüíûõ êîëëàãåíîâ óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè ñî-
ñòàâèë 24 560 ± 1295 ó. å. äëÿ Âàð. 1, 3705 ± 363 ó. å. äëÿ
Âàð. 2 è 16 422 ± 1794 ó. å. äëÿ Âàð. 3. Äëÿ ôèáðîíåêòèíà
è èíòåðñòèöèàëüíûõ êîëëàãåíîâ íàèáîëüøèé óðîâåíü
ôëóîðåñöåíöèè íàáëþäàëñÿ â Âàð.1, äëÿ êîëëàãåíà I òè-
ïà — â Âàð. 2.

Ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà òàêæå áûëè âûÿâëåíû ðàçëè-
÷èÿ â ñîñòàâå ïîëó÷àåìîãî ðàçíûìè ìåòîäàìè ÂÊÌ.

Âëèÿíèå ÂÊÌ íà ðîñò ëèíèè ÝÑÊ÷ -SC-5 îïðåäåëÿ-
ëè ïóòåì âû÷èñëåíèÿ âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè. Ðàñ÷åòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè äàí-
íîé ëèíèè â Âàð. 1 ÂÊÌ âðåìÿ óäâîåíèÿ ñîñòàâèëî 22.8 ±
± 0.6 ÷, íà Âàð. 2 — 23.6 ± 0.2 ÷ è â Âàð.3 — 23.0 ± 0.5 ÷.

Âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ëèíèè
ÝÑÊ÷-SC-5 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ñóáñòðàòàõ, ïîëó÷åí-
íûõ ðàçíûìè ìåòîäàìè, íå èìååò äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé.
Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ðàç-
ëè÷èÿ â êà÷åñòâå è ñîñòàâå ÂÊÌ, ïîëó÷àåìîãî ïðåäëàãàå-
ìûìè ìåòîäàìè, íå âëèÿþò íà ðîñò ñàìèõ ÝÑÊ÷. Òàêèì
îáðàçîì, ïðè äàëüíåéøåì ïîèñêå áåëêîâ ÂÊÌ, èãðàþùèõ
êëþ÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ÝÑÊ÷ â êóëüòóðå, ñòîèò
îáðàòèòü âíèìàíèå íå íà ðàçëè÷èÿ ñðåäè ïðåäñòàâëåííûõ
ñóáñòðàòîâ, à íà èõ îáùèå ÷åðòû.

ÒÀÍÄÅÌÍÛÅ ÄÍÊ-ÏÎÂÒÎÐÛ Â ÃÅÍÎÌÀÕ ÏÐÈÌÀ-
ÒÎÂ. © A. C. Êîìèññàðîâ, Î. È. Ïîäãîðíàÿ. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ad3002@gmail.com.

Òàíäåìíûå ïîâòîðû ôîðìèðóþò çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü
ãåíîìà ïðèìàòîâ. Â îñíîâíîì îíè êîíöåíòðèðóþòñÿ â
öåíòðîìåðíûõ è ïåðèöåíòðîìåðíûõ ðåãèîíàõ. Èñòîðè÷å-
ñêè òàíäåìíûå ïîâòîðû îòíîñèëè ê òàê íàçûâàåìîé ìó-
ñîðíîé ÄÍÊ, íî ñåé÷àñ ñòàëî ïîíÿòíî, ÷òî èõ òàíäåìíàÿ
îðãàíèçàöèÿ îáåñïå÷èâàåò óíèêàëüíûå ñòðóêòóðíûå è
ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè. Ñîñòàâ òàíäåìíûõ ïî-
âòîðîâ õîðîøî èçó÷åí â ãåíîìå ÷åëîâåêà, êîòîðûé ñîäåð-
æèò òàíäåìíûå ïîâòîðû ñ ðàçíîé äëèíîé ìîíîìåðîâ è
ðàçíûìè òèïàìè îðãàíèçàöèè ìîíîìåðîâ â ïîëÿ òàíäåì-
íûõ ïîâòîðîâ — îò êîðîòêèõ ìèêðîñàòåëëèòîâ ñ ìîíîìå-
ðîì â íåñêîëüêî íóêëåîòèäíûõ ïàð äî ìåãàñàòåëëèòîâ ñ
äëèíîé ìîíîìåðà, ïðåâîñõîäÿùåé íåñêîëüêî òûñÿ÷ íóê-
ëåîòèäíûõ ïàð. Ó ÷åëîâåêà öåíòðîìåðíûé ðåãèîí âñåõ
õðîìîñîì ñîäåðæèò àëüôà-ñàòåëëèòíóþ ÄÍÊ — ñàìîå
êðóïíîå ñåìåéñòâî òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ â ÷åëîâå÷åñêîì
ãåíîìå. Ïîëÿ àëüôà-ñàòåëëèòà îêðóæåíû ïîëÿìè «êëàññè-
÷åñêèõ» ñàòåëëèòîâ, òàêèõ êàê HS1—4 (Human Satellite
1—4). Ó äðóãèõ ïðèìàòîâ áîëåå èëè ìåíåå èçó÷åíà òîëüêî
àëüôà-ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ. Öåëüþ ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû
ÿâëÿþòñÿ àíàëèç áîëüøèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ â ãåíîìàõ
ïðèìàòîâ è ñðàâíåíèå ñ áîëüøèìè òàíäåìíûìè ïîâòîðà-
ìè èç ãåíîìà ÷åëîâåêà.

Äëÿ àíàëèçà áîëüøèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ íà óðîâíå
ãåíîìà ìû âûáðàëè 10 ãåíîìîâ ñëåäóþùèõ âèäîâ: çàïàä-
íàÿ ãîðèëëà (Gorilla gorilla), ìàêàêà-ðåçóñ (Macaca mulat-
ta), îáûêíîâåííûé øèìïàíçå (Pan troglodytes), ñóìàòðàí-
ñêèé îðàíãóòàí (Pongo abelii), òîëñòîõâîñòûé ãàëàãî (Oto-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 343



lemur garnettii), ôèëèïïèíñêèé äîëãîïÿò (Tarsius syrichta),
îáûêíîâåííàÿ èãðóíêà (Callithrix jacchus), ñåðûé ìûøè-
íûé ëåìóð (Microcebus murinus), áåëîùåêèé ãèááîí (No-
mascus leucogenys) è ÷åëîâåê (Homo sapiens).

Áîëüøèå òàíäåìíûå ïîâòîðû, íàéäåííûå â êàæäîì
ãåíîìå ïðèìàòîâ, ìû ðàçäåëèëè íà ñóïåðñåìåéñòâà è ñå-
ìåéñòâà ñîãëàñíî ðàíåå ïðåäëîæåííîé êëàññèôèêàöèè.
Ñðåäè ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ãåíîìîâ ïðèìàòîâ ìû íàøëè
íåñêîëüêî âàðèàíòîâ îðãàíèçàöèè áîëüøèõ òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ êàê ïî êîëè÷åñòâó, òàê è ïî ñî-
ñòàâó ñåìåéñòâ. Íàèáîëåå ñëîæíî íà ãåíîìíîì óðîâíå
óñòðîåíû áîëüøèå òàíäåìíûå ïîâòîðû â ãåíîìàõ ÷åëîâå-
êà, øèìïàíçå è îðàíãóòàíà, îñîáåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ
ìîêðîíîñûìè îáåçüÿíàìè. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â ãåíîìå
ãîðèëëû, íåñìîòðÿ íà åå áëèçîñòü ê ÷åëîâåêó, ñàìûì
áîëüøèì ïî êîëè÷åñòâó íàéäåííûõ ïîëåé òàíäåìíûì ïî-
âòîðîì ÿâëÿåòñÿ íå àëüôà-ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, à áîëüøîé
òàíäåìíûé ïîâòîð, îñíîâàííûé íà ìîíîìåðå 32 í. ï. Ïðè
ýòîì â ãåíîìå ãîðèëëû êëàññè÷åñêèé àëüôà-ñàòåëëèò
òîæå ïðèñóòñòâóåò, íî íàõîäèòñÿ íà ïÿòîì ìåñòå ïî êîëè-
÷åñòâó íàéäåííûõ ìîíîìåðîâ. Â ãåíîìàõ ãàëàãî, äîëãîïÿ-
òà è ëåìóðà ìû òàêæå îáíàðóæèëè çàìåíó àëüôà-ñàòåëëè-
òà íà äðóãîé áîëüøîé òàíäåìíûé ïîâòîð, â òî âðåìÿ êàê â
ãåíîìàõ ÷åëîâåêà, ìàêàêè, øèìïàíçå, îðàíãóòàíà, èãðóí-
êè è ãèááîíà íàèáîëåå ïðåäñòàâëåííûì áîëüøèì òàíäåì-
íûì ïîâòîðîì ÿâëÿåòñÿ àëüôà-ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ.

Íà ïðèìåðå ïðèìàòîâ ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè àíàëèçå
òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ õîðîøî ïðî÷èòàííûõ ãåíîìîâ âû-
ñøèõ ýóêàðèîò ìîæíî âûÿâèòü îáùèå çàêîíîìåðíîñòè,
íåñìîòðÿ íà âèäîñïåöèôè÷íîñòü áîëüøèõ òàíäåìíûõ ïî-
âòîðîâ. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ñõîäíûå êëàññû ñî ñõîä-
íûìè õàðàêòåðèñòèêàìè íåîáõîäèìû äëÿ íîðìàëüíîãî
ýóêàðèîòè÷åñêîãî ãåíîìà.

ÃÈÑÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÆÅËÒÎ×ÍÎ-
ÃÎ ÑÈÍÖÈÒÈÀËÜÍÎÃÎ ÑËÎß DANIO RERIO (TELE-
OSTEI). © Å. À. Êîíäàêîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé óíèâåðñèòåò, 23eak@mail.ru.

Æåëòî÷íûé ñèíöèòèàëüíûé ñëîé (ÆÑÑ), èëè ïåðèá-
ëàñò çàðîäûøåé è ëè÷èíîê êîñòèñòûõ ðûá, — ýòî ïðîâè-
çîðíàÿ ñòðóêòóðà, ôîðìèðóþùàÿñÿ ó Danio rerio íà ñòà-
äèè ñðåäíåé áëàñòóëû èç êðàåâûõ áëàñòîìåðîâ è âûïîë-
íÿþùàÿ ìîðôîãåíåòè÷åñêóþ è òðîôè÷åñêóþ ôóíêöèè
(óòèëèçàöèÿ æåëòêà), à òàêæå ÿâëÿþùàÿñÿ ìåñòîì ñèíòåçà
âåùåñòâ, âîâëå÷åííûõ â ðåàêöèè âðîæäåííîãî èììóíèòå-
òà. Õîòÿ D. rerio øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ êàê ìîäåëüíûé
îáúåêò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ, äàííûå î ìîðôîëîãèè ÆÑÑ
ôðàãìåíòàðíû, à î ìåõàíèçìå ãèáåëè — îòñóòñòâóþò.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïðîñëåæèâàíèå äèíàìèêè
íåêîòîðûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ÆÑÑ ñî ñòà-
äèè êóïîëîîáðàçíîé áëàñòóëû äî íà÷àëà ïåðèîäà ôàðèí-
ãóëû, à òàêæå â êîíöå åãî ñóùåñòâîâàíèÿ â ëè÷èíî÷íîì
ïåðèîäå. Â ðàáîòå ïðèìåíÿëèñü ãèñòîëîãè÷åñêèå ìåòîäè-
êè — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì Êàðà÷÷è ñ ýðèòðîçèíîì è
æåëåçíûì ãåìàòîêñèëèíîì ïî Ãåéäåíãàéíó. Óæå íà ñòà-
äèè êóïîëîîáðàçíîé áëàñòóëû ÿäðà ÆÑÑ èìåþò ðàçíûé
ðàçìåð, ïðè÷åì âñòðå÷àþòñÿ î÷åíü êðóïíûå. Äî ñòàäèè
50 % ýïèáîëèè âêëþ÷èòåëüíî áîëüøèíñòâî ÿäåð îêðóã-
ëûå èëè ýëëèïòè÷åñêèå. ßäðà íåïðàâèëüíîé ôîðìû ðåä-
êè, íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ èõ êîëè÷åñòâî âîçðàñòàåò.
Íà ñòàäèè 75 % ýïèáîëèè ïðåäñòàâëåíî óæå áîëüøåå êî-
ëè÷åñòâî ëîïàñòíûõ, â òîì ÷èñëå «ôåñòîí÷àòûõ», ÿäåð.
Ïðè çàêðûòèè æåëòî÷íîé ïðîáêè ìåæäó ñìûêàþùèìèñÿ

êðàÿìè áëàñòîäåðìû è â öåëîì êàóäàëüíî ñëîé öèòîïëàç-
ìû ÆÑÑ âåëèê è ñîäåðæèò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïîëèìîð-
ôíûõ ÿäåð. Ïðè èññëåäîâàíèè íàçâàííûìè ìåòîäàìè
ÿäðûøêè ó çàðîäûøåé D. rerio íà÷èíàþò âûÿâëÿòüñÿ â ÿä-
ðàõ êëåòîê äåôèíèòèâíûõ ñòðóêòóð è ÿäðàõ ÆÑÑ íå ðàíåå
ñòàäèè õâîñòîâîé ïî÷êè. Ñî ñòàäèè õâîñòîâîé ïî÷êè õà-
ðàêòåðèñòèêè ñëîÿ öèòîïëàçìû ÆÑÑ ñëåäóþùèå: ñ äîð-
ñàëüíîé ñòîðîíû ÆÑÑ óòîëùàåòñÿ â êàóäàëüíîì íàïðàâ-
ëåíèè, îñîáåííî ïîä õâîñòîâîé ïî÷êîé, ãäå íàáëþäàåòñÿ
áîëüøîå êîëè÷åñòâî êðóïíûõ ÿäåð, ðàíåå ñîñòàâëÿâøèõ
«áëàñòîïîðàëüíîå êîëüöî», à â îñòàëüíûõ ìåñòàõ — òî-
íîê. ßäðà â íèõ ïðåèìóùåñòâåííî îäèíî÷íûå è êðóïíûå.
Êðîìå òîãî, íà ñòàäèÿõ 3—5 ñîìèòîâ ÆÑÑ óòîëùåí
ïîä ñîìèòàìè. Ïîä ãîëîâîé òîëùèíà ÆÑÑ ìèíèìàëüíà. Â
äàëüíåéøåì ïðîèñõîäèò ïîñëåäîâàòåëüíîå èñòîí÷åíèå
äîðñàëüíîé ÷àñòè ÆÑÑ. Õàðàêòåðèñòèêè ÆÑÑ, ñîõðàíÿþ-
ùèåñÿ äî íà÷àëà ëè÷èíî÷íîãî ïåðèîäà âêëþ÷èòåëüíî
(îïèñàíû â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå), îêîí÷àòåëüíî
óñòàíàâëèâàþòñÿ ïðè îáðàçîâàíèè âûòÿíóòîé ÷àñòè
æåëòî÷íîãî ìåøêà íà ñòàäèè 14 ñîìèòîâ. Íàèáîëüøóþ
òîëùèíó ÆÑÑ èìååò âåíòðàëüíî â çàäíåé îáëàñòè øàðî-
âèäíîé è âûòÿíóòîé ÷àñòè æåëòî÷íîãî ìåøêà, íàèìåíü-
øóþ — ñïåðåäè è äîðñàëüíî (îñîáåííî äîðñî-ìåäèàëü-
íî). Â îñòàòêå ÆÑÑ ëè÷èíêè, óæå ëèøåííîì æåëòêà è ôà-
ãîöèòèðóåìîì êðóïíûìè êëåòêàìè ñ åäèíñòâåííîé
îáúåìèñòîé ôàãîëèçîñîìîé, ó îäíèõ îñîáåé ÿäðà ÆÑÑ
ïèêíîòè÷åñêèå, ó äðóãèõ — íåïèêíîòè÷åñêèå. Â ïîñëåä-
íåì ñëó÷àå, âåðîÿòíî, ôàãîöèòîç îñóùåñòâëÿåòñÿ íà áîëåå
ðàííåé ñòàäèè ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãèáåëè. Òà-
êèì îáðàçîì, íàìè ïîëó÷åíû ñâåäåíèÿ î äèíàìèêå íåêî-
òîðûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ÆÑÑ D. rerio íà
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ, äîïîëíÿþùèå äàí-
íûå äðóãèõ àâòîðîâ î ôóíêöèÿõ ÆÑÑ è ìèãðàöèè åãî
ÿäåð. Ïðèðîäà è ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü îïèñàííûõ
èçìåíåíèé ÆÑÑ ñî ñòàäèè õâîñòîâîé ïî÷êè è ìåõàíèçì
êëåòî÷íîé ñìåðòè, çà ñ÷åò êîòîðîãî äåãðàäèðóåò ÆÑÑ,
òðåáóþò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÎÁÐÀÒÈÌÎÉ ÌÅÒÀÁÎËÈ×ÅÑÊÎÉ ÄÅ-
ÏÐÅÑÑÈÈ Â ÃÅÏÀÒÎÖÈÒÀÕ ÌÈÍÎÃÈ ÐÅ×ÍÎÉ
(LAMPERTA FLUVIATILIS) Â ÏÅÐÈÎÄ ÏÐÅÄÍÅÐÅÑÒÎ-
ÂÎÉ ÌÈÃÐÀÖÈÈ. © Ñ. À. Êîíîâàëîâà, Ì. Â. Ñàâèíà. Èí-
ñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì.
È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, svetakonovalo-
va@gmail.com.

Ìåòàáîëè÷åñêàÿ äåïðåññèÿ — ðåçêîå ñíèæåíèå ýíåð-
ãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà — ñîïðîâîæäàåò ìíîæåñòâî çà-
áîëåâàíèé ÷åëîâåêà (íàïðèìåð, âðîæäåííûå ìèòîõîíäðè-
àëüíûå çàáîëåâàíèÿ, íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ,
ñåïñèñ). Êëèíè÷åñêèå ñëó÷àè ìåòàáîëè÷åñêîé äåïðåññèè
íåîáðàòèìû è ÷àñòî èìåþò ëåòàëüíûé èñõîä. Â òî æå âðå-
ìÿ îáðàòèìàÿ ìåòàáîëè÷åñêàÿ äåïðåññèÿ ÿâëÿåòñÿ íåîòú-
åìëåìîé ÷àñòüþ æèçíåííîãî öèêëà ìíîãèõ æèâîòíûõ.
Ìèíîãà ðå÷íàÿ â ïåðèîä ïðåäíåðåñòîâîé ìèãðàöèè íå ïè-
òàåòñÿ, â ðåçóëüòàòå â åå ïå÷åíè ðàçâèâàåòñÿ ìåòàáîëè÷å-
ñêàÿ äåïðåññèÿ, íî îíà îáðàòèìà. Âåñíîé, íåïîñðåäñòâåí-
íî ïåðåä íåðåñòîì, â ãåïàòîöèòàõ àêòèâèðóþòñÿ ëèïîëèç
ëèïèäíûõ êàïåëü è ñèíòåç âèòåëëîãåíèíà — áåëêà, íåîá-
õîäèìîãî äëÿ ñîçðåâàíèÿ èêðèíîê, è ýíåðãåòè÷åñêèå õà-
ðàêòåðèñòèêè ãåïàòîöèòîâ âîçâðàùàþòñÿ ê íîðìàëü-
íûì çíà÷åíèÿì, íî íà êîðîòêîå âðåìÿ: ïîñëå íåðåñòà ìè-
íîãè ïîãèáàþò. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷èòü
ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ðàçâèòèÿ è ðåãóëÿöèè îáðà-
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òèìîé ìåòàáîëè÷åñêîé äåïðåññèè, íà ïðèìåðå ãåïàòîöè-
òîâ ìèíîãè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè àäåíèíîâûõ
íóêëåîòèäîâ â êóñî÷êàõ ïå÷åíè è â ãåïàòîöèòàõ ìèíîãè
èñïîëüçîâàëè ìåòîä âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè è ëþöèôåðèí-ëþöèôåðàçíûé ìåòîä. Ìè-
òîõîíäðèàëüíûé ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë â èçîëèðîâàí-
íûõ ãåïàòîöèòàõ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïîòåíöèàëçàâèñè-
ìûõ ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé TMRM, DiOC6, JC-1 è
MTG íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå è íà êîíôîêàëüíîì ìèêðî-
ñêîïå. Âíóòðèêëåòî÷íûé ðÍ ãåïàòîöèòîâ èçìåðÿëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ðH-÷óâñòâèòåëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êðà-
ñèòåëÿ SNARF-1 AM. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé
êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé
çîíä FURA-2 AM. Îáíàðóæåíî, ÷òî â çèìíèé ïåðèîä ìå-
òàáîëè÷åñêîé äåïðåññèè êîíöåíòðàöèÿ ÀÒÔ, ýíåðãåòè÷å-
ñêèé çàðÿä Àòêèíñîíà, à òàêæå ìèòîõîíäðèàëüíûé ìåìá-
ðàííûé ïîòåíöèàë â ãåïàòîöèòàõ ìèíîãè ñíèæàþòñÿ. Ïðè
ýòîì âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êàëüöèÿ óìåðåííî
âîçðàñòàåò (íà 50—80 %), à âíóòðèêëåòî÷íûå êàëüöèåâûå
äåïî îïóñòîøåíû. Ýòà ñèòóàöèÿ ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ ðåãó-
ëÿöèè àêòèâíîñòè êàíàëîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïó-
òåì îáðàòèìîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ. Êðîìå òîãî, â
ïåðèîä ìåòàáîëè÷åñêîé äåïðåññèè â ãåïàòîöèòàõ ìèíîãè
íàáëþäàåòñÿ ñòîéêîå ñíèæåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ, ÷òî
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, çàùèùàþùèõ
êëåòêè îò ãèáåëè â ïåðèîä ìåòàáîëè÷åñêîé äåïðåññèè. Çà-
ùèòà êëåòêè ñîñòîèò â òîì, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íûé àöèäîç
çàìåäëÿåò àóòîëèòè÷åñêèå ïðîöåññû äåãðàäàöèè (íàïðè-
ìåð, ïðîòåîëèç èëè ãèäðîëèç ôîñôîëèïèäîâ), èíèöèèðóå-
ìûå ïðè èñòîùåíèè ÀÒÔ. Âåñíîé êîíöåíòðàöèè àäåíèíî-
âûõ íóêëåîòèäîâ è ìèòîõîíäðèàëüíûé ìåìáðàííûé ïî-
òåíöèàë âîçâðàùàþòñÿ ê îñåííèì çíà÷åíèÿì, ÷òî
ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì öèòîçîëüíîé êîíöåíòðàöèè
êàëüöèÿ è óâåëè÷åíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ.

ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß È ÒÐÀÍÑ-
ÊÐÈÏÖÈÎÍÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÑÀÒÅËËÈÒÍÎÉ ÄÍÊ
Â ÊËÅÒÊÀÕ ËÈÍÈÈ MDCC-MSB1 ÄÎÌÀØÍÅÉ ÊÓ-
ÐÈÖÛ. © À. Â. Êðàñèêîâà, À. Â. Ìàñëîâà, Å. Â. Âàñèëåâ-
ñêàÿ, À. Ì. Çëîòèíà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, alla.krasikova@gmail.com.

Ôîðìèðîâàíèå êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â
õîäå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ñâÿçàíî ñ àêòèâíîñòüþ ñà-
òåëëèòíûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ, êîòîðûå îáðàçóþò ïðîòÿæåí-
íûå îäíîðîäíûå ìàññèâû â òåëîìåðíûõ, öåíòðîìåðíûõ è
èíòåðñòèöèàëüíûõ ðàéîíàõ õðîìîñîì. Ïëàñòè÷íîñòü â
óðîâíå êîìïàêòèçàöèè ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ ïðèâîäèò ê ðàç-
íîîáðàçèþ â òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà, êîòîðàÿ
îêàçûâàåò âëèÿíèå íà òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü ãå-
íîâ. Êîíêðåòíûå ìåõàíèçìû ó÷àñòèÿ öåíòðîìåðíûõ è òå-
ëîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì â ïîääåðæàíèè óïîðÿäî÷åí-
íîé ðàäèàëüíîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà, ôîðìèðîâàíèè õðî-
ìîöåíòðîâ è ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ âî ìíîãîì
îñòàþòñÿ íå ðàñêðûòûìè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî
ïðîàíàëèçèðîâàòü ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ è
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ
â êëåòêàõ ëèìôîáëàñòîìû ëèíèè MDCC-MSB1 äîìàøíåé
êóðèöû. Ê ïðåèìóùåñòâàì ýòîé ìîäåëè îòíîñèòñÿ êàðèî-
òèï êóðèöû, êîòîðûé ñîñòîèò èç ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàç-
ìåðó è ïëîòíîñòè ãåíîâ ãðóïï õðîìîñîì. Â ãåíîìå êóðè-
öû â íàñòîÿùèé ìîìåíò îõàðàêòåðèçîâàíû òåëîìåðíûé,
ñóáòåëîìåðíûå (PO41 è Z-ìàêðîñàòåëëèò), öåíòðîìåð-
íûå, W-ñïåöèôè÷íûå è èíòåðñòèöèàëüíûå òàíäåìíûå ïî-

âòîðû ÄÍÊ. Ñàòåëëèòíûå ïîâòîðû Cen1, Cen2, Cen3,
Cen4, Cen7, Cen8 è Cen11, à òàêæå íå ñîäåðæàùèå òàíäåì-
íûõ ïîâòîðîâ CENP-A-ñâÿçûâàþùèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ
CenZ, Cen4 è Cen27 ëîêàëèçóþòñÿ â öåíòðîìåðíûõ ðàéî-
íàõ ñîîòâåòñòâóþùèõ õðîìîñîì è íà ñòàäèè ëàìïîâûõ
ùåòîê çàíèìàþò äâà êðóïíûõ õðîìîìåðà, îêðóæàþùèõ
öåíòðîìåðíóþ ãðàíóëó. Àíàëèç ëîêàëèçàöèè ïåðå÷èñëåí-
íûõ ïîâòîðîâ â êëåòêàõ MDCC-MSB1 ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà 3D-FISH. Ðåçóëüòàòû àíàëèçèðîâàëè ìåòî-
äîì êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè ñ
ïîñëåäóþùèì ïîñòðîåíèåì èçîïîâåðõíîñòåé ïî êîíòóðó
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì
Imaris è ImageJ.

Â ðåçóëüòàòå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â èíòåðôàçíûõ ÿä-
ðàõ êëåòîê MDCC-MSB1 öåíòðîìåðû áîëüøèíñòâà ìàê-
ðîõðîìîñîì ëîêàëèçóþòñÿ íà ïåðèôåðèè ÿäðà. Ïîâòîð
CNM, õàðàêòåðíûé äëÿ öåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ ìèêðîõðî-
ìîñîì, áûë íàéäåí â DAPI-ïîçèòèâíûõ õðîìîöåíòðàõ,
ðàñïîëàãàþùèõñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â öåíòðàëüíîé ÷àñòè
ÿäðà. Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî õðîìîöåíòðû î÷åíü ðåäêî
ñîäåðæàò îäíîâðåìåííî öåíòðîìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ÄÍÊ ìàêðî- è ìèêðîõðîìîñîì, òåððèòîðèè êîòîðûõ
íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ ðàäèàëüíûõ çîíàõ ÿäðà. Òàêèì îáðà-
çîì, îáåäíåííûå ãåíàìè ìàêðîõðîìîñîìû çàÿêîðåíû â
ïåðèôåðèéíîì ñëîå ãåòåðîõðîìàòèíà âáëèçè ÿäåðíîé
îáîëî÷êè, à îáîãàùåííûå ãåíàìè ìèêðîõðîìîñîìû ëîêà-
ëèçóþòñÿ â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ÿäðà, áóäó÷è çàÿêîðåííû-
ìè â õðîìîöåíòðû. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÄÍÊ/ÐÍÊ in si-
tu-ãèáðèäèçàöèè ìû òàêæå âïåðâûå îáíàðóæèëè òðàíñ-
êðèïöèþ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ â ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòêàõ êóðèöû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñóáòåëîìåðíûé òàí-
äåìíûé ïîâòîð ÐÎ41 òðàíñêðèáèðóåòñÿ â êëåòêàõ ëèì-
ôîáëàñòîìû MDCC-MSB1 ñ Ñ-áîãàòîé íèòè. Â èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ òðàíñêðèïòû ïîâòîðà ÐÎ41 ôîðìèðóþò
îäèí-äâà êðóïíûõ äîìåíà â íóêëåîïëàçìå, à íà ñòàäèè
àíàôàçû/ðàííåé òåëîôàçû êëàñòåðèçóþòñÿ îêîëî òåðìè-
íàëüíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñèíòåçèðóåìûå â èíòåðôàçå
òðàíñêðèïòû òàíäåìíîãî ïîâòîðà ÐÎ41 ìîãóò ó÷àñòâî-
âàòü â ôîðìèðîâàíèè ãåòåðîõðîìàòèíà ïîñëå àíàôàçû ìè-
òîçà.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÀ ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÃÅÍÀ
OCT4. © Â. À. Êðàñíîáîðîâà, È. Á. Íàçàðîâ, À. Í. Òîìè-
ëèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vkrasno-
borova@mail.ru.

Â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî äåñÿòèëåòèé ïðîÿâëÿåòñÿ âñå
áîëüøèé èíòåðåñ ê ýìáðèîíàëüíûì ñòâîëîâûì (ÝÑ) êëåò-
êàì. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ÝÑ-êëåòêè èìåþò áîëüøóþ
ïåðñïåêòèâó ïðèìåíåíèÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.

Âàæíåéøèì ôàêòîðîì ïîääåðæàíèÿ ïëþðèïîòåíòíî-
ñòè ÝÑ-êëåòîê ÿâëÿåòñÿ POU äîìåíñîäåðæàùèé òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð Oct4. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà Oct4
îïðåäåëÿåò ñóäüáó ÝÑ-êëåòîê. Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé
ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè ýòîãî ãåíà â êëåòêàõ ìûøè áûë
îïðåäåëåí äèñòàëüíûé ýíõàíñåð, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ äâà
ñàéòà — 2À è 2Â. Ýòè ñàéòû ÿâëÿþòñÿ íåîáõîäèìûìè è
äîñòàòî÷íûìè äëÿ àêòèâàöèè ãåíà. Ñàéò 2Â ñîäåðæèò ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîáíóþ ñâÿçûâàòü íåñêîëüêî áåëêî-
âûõ ôàêòîðîâ, âêëþ÷àÿ Oct4 è Sox2, ïðèñóòñòâóþùèå â
ýêñòðàêòàõ ÝÑ-êëåòîê. Â îòëè÷èå îò ñàéòà 2Â ñàéò 2À ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ôàêòîðîì, ïðèñóòñòâóþùèì êàê â ÝÑ-, òàê è â
NIH 3T3-êëåòêàõ.
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ùàäè ïîä êðèâîé îòâåòà â ñðåäíåì íà 54 % íà ó÷àñòêå â
100 ìñ (2641 ± 589 ïÀ·ìñ â êîíòðîëå, 1072 ± 146 ïÀ�ìñ
ïîñëå ïðèìåíåíèÿ D-AP5, ïàðíûé t-òåñò = 3.0, p = 0.06,
n = 4), ÷òî õàðàêòåðèçóåò çàìåòíîå èçìåíåíèå êèíåòèêè
åãî íèñõîäÿùåé ôàçû. Âêëàä Ca2+-ïðîíèöàåìûõ AMPA-
ðåöåïòîðîâ ðåãèñòðèðîâàëñÿ â óñëîâèÿõ áëîêàäû
NMDA-çàâèñèìûõ òîêîâ 50 ìêÌ D-AP5. Áûëî îáíàðóæå-
íî, ÷òî ÈÝÌ-1460 ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà àìïëèòóäó
îäèíî÷íûõ ÂÏÑÏ ïèðàìèäàëüíûõ êëåòîê (6.4 ± 1.4 ìÂ â
êîíòðîëå, 6.2 ± 1.5 ìÂ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÈÝÌ-1460, ïàð-
íûé t-òåñò = 0.82, ð = n. s, n = 5). Â òî æå âðåìÿ ïðè äåéñò-
âèè íà áûñòðî ðàçðÿæàþùèåñÿ èíòåðíåéðîíû ÈÝÌ-1460
ñíèæàë àìïëèòóäó ÂÏÑÏ ïðèìåðíî íà 40 % (11.8 ± 3.4
ìÂ â êîíòðîëå, 7.1 ± 2.0 ìÂ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÈÝÌ-1460,
ïàðíûé t-òåñò = 2.7, ð 0.05, n = 8).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
NMDA-ðåöåïòîðû øèðîêî ïðåäñòàâëåíû â ïèðàìèäíûõ
êëåòêàõ êîðû è ìîãóò îáåñïå÷èâàòü âõîä èîíîâ Ca2+ â íèõ.
Ca2+-ïðîíèöàåìûå AMPA-ðåöåïòîðû â ïèðàìèäíûõ êëåò-
êàõ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò, íî îáåñïå÷èâàþò ïðèìåðíî
40 % îò îáùåãî AMPA-îòâåòà â áûñòðî ðàçðÿæàþùèõñÿ
èíòåðíåéðîíàõ è, ñëåäîâàòåëüíî, çíà÷èòåëüíóþ Ca2+ ïðî-
âîäèìîñòü èõ ìåìáðàí.

ÐÎËÜ ÁÅËÊÀ STAT5 Â ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ
ÈÍÒÅÐËÅÉÊÈÍÀ-2 ÏÐÈ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ ËÈÌÔÎÖÈ-
ÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Å. Â. Ìèòþøîâà, È. È. Ìàðàõîâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elena-mityu-
shova@yandex.ru.

Ýêñïðåññèÿ ïîëíîöåííîãî ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2
(ÈË-2) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ñîáûòèé â çàïóñêå
ïðîëèôåðàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. Â îòëè÷èå îò ïî-
êîÿùèõñÿ Ò-ëèìôîöèòîâ, ó êîòîðûõ ðåöåïòîð ÈË-2 ñî-
ñòîèò èç b-öåïè è gñ-öåïè, àêòèâèðîâàííûå àíòèãåíîì
Ò-êëåòêè ýêñïðåññèðóþò òðåòüþ ñóáúåäèíèöó-a — è ôîð-
ìèðóþò ãåòåðîäèìåðíûé ðåöåïòîðíûé êîìïëåêñ abgñ.
Ïðè íàëè÷èè ÈË-2 òîëüêî âûñîêîàôôèííûé abgñ-ðåöåï-
òîð ÈË-2 îáåñïå÷èâàåò ïîëíîöåííûå ïðîëèôåðàòèâíûé è
èììóííûé îòâåòû êëåòêè. Öåëü ðàáîòû — îõàðàêòåðèçî-
âàòü ñèãíàëüíûå ïóòè, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè a-öåïè ðåöåïòîðà ÈË-2 (ÈË-2Ða) â Ò-ëèìôîöèòàõ ÷å-
ëîâåêà.

Ïîêàçàíî, ÷òî â ñòèìóëèðîâàííûõ ìèòîãåíàìè ëèì-
ôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ÷åëîâåêà ýêñïðåñ-
ñèÿ ÈË-2Ða, êîòîðóþ îöåíèâàëè ïî ïîÿâëåíèþ ìàðêåðà
CD25 íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, èìååò äëèòåëüíûé õàðàêòåð
è ïðèóðî÷åíà ê ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèè Ò-êëåòî÷íîãî îò-
âåòà. Ïðè ñòèìóëÿöèè ËÏÊ ôèòîãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ)
â ìèòîãåííûõ êîíöåíòðàöèÿõ (10 ìêã/ìë) ìàðêåð CD25
ïîÿâëÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íå ðàíåå ÷åì ÷åðåç
4—5 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðó ìèòîãåíà, à â èíòåð-
âàëå 5—24 ÷ ÷èñëåííîñòü êëåòîê, ýêñïîíèðóþùèõ CD25,
çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëèðóþ-
ùèõ ýêñïðåññèþ CD25 ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàòèâíîãî îò-
âåòà ËÏÊ, èñïîëüçîâàëè ôàðìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû ÐÐ2 è
WHI-P131, ïîäàâëÿþùèå àêòèâíîñòü òèðîçèíêèíàç Src è
JAK ñîîòâåòñòâåííî. JAK3, êëþ÷åâàÿ òèðîçèíêèíàçà íà
ñòàäèè öèòîêèíçàâèñèìîé àêòèâàöèè Ò-êëåòîê, àññîöèè-
ðîâàíà ñ jñ-öåïüþ ðåöåïòîðà ÈË-2 è èãðàåò ïåðâîñòå-
ïåííóþ ðîëü â ïðîâåäåíèè ñèãíàëà. Îáíàðóæåíî, ÷òî
â ñòèìóëèðîâàííûõ ËÏÊ WHI-P131 (50—75 ìêÌ) òîð-
ìîçèò ïîâåðõíîñòíóþ ýêñïðåññèþ CD25 â èíòåðâàëå

24—48 ÷ è çàìåäëÿåò ðîñò ëèìôîöèòîâ, òîãäà êàê ÐÐ2 îò-
ìåíÿåò ýêñïðåññèþ CD25 ïðåèìóùåñòâåííî íà ðàííåé
ñòàäèè àêòèâàöèè ËÏÊ. Èññëåäîâàíèå èçìåíåíèé àêòèâ-
íîñòè ñèãíàëüíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà STAT (îöåíèâàåìîé
ïî óðîâíþ èõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó ìåòîäîì
èììóíîäåòåêöèè áåëêîâ íà áëîòå) ïîêàçàëî, ÷òî
WHI-P131 (íî íå ÐÐ2) ñíèæàåò óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ STAT5. Âûÿâëåíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó àêòèâíîñòüþ
STAT5 è óðîâíåì ýêñïðåññèè ÈË-2Ða.

Ïîëó÷åííûå äàííûå äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü,
÷òî çàïóñê ýêñïðåññèè CD25 â ñòèìóëèðîâàííûõ ìèòî-
ãåíîì ËÏÊ ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ äâóõêîìïîíåíòíûì: íà
ðàííåé, àíòèãåíçàâèñèìîé ñòàäèè àêòèâàöèè ñèãíàë
íà ýêñïðåññèþ ÈË-2Ða ìîæåò ïîñòóïàòü ÷åðåç Src-êèíàç-
íûé ñèãíàëüíûé ïóòü, à äëèòåëüíîå íàðàñòàíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ÈË-2Ða ðåãóëèðóåòñÿ ñ ðåöåïòîðà ÈË-2 ÷å-
ðåç Jak3/STAT-ïóòü. Â ñâåòå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñõå-
ìà ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ÈË-2Ða â íîðìàëüíûõ Ò-ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà ñêëàäûâàåòñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì: ýêñ-
ïðåññèÿ ÈË-2Ða çàïóñêàåòñÿ àíòèãåíîì (ìèòîãåíîì) ñ
Ò-ðåöåïòîðà, à ÈË-2, ïðîäóöèðóåìûé àíòèãåíàêòèâèðî-
âàííîé êëåòêîé, óñèëèâàåò è ïðîäëåâàåò ýêñïðåññèþ
ÈË-2Ða ÷åðåç JAÊ-çàâèñèìûé ïóòü âíóòðèêëåòî÷íîé ñèã-
íàëèçàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00492-à), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íà-
ó÷íûå øêîëû» (ÍØ-3273.2010.4) è ïðîãðàììû ïðåçèäè-
óìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÂËÈßÍÈÅ ÏÎÑÒÒÐÀÍÑËßÖÈÎÍÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈÊÀ-
ÖÈÉ ÍÀ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ÏÐÈ ÏÎÂÐÅÆ-
ÄÅÍÈßÕ ÄÍÊ. © Ò. Í. Ìîèñååâà, Í. À. Áàðëåâ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, t.n.moiseeva@gma-
il.com.

Óáèêâèòèíçàâèñèìûé ïðîòåîëèç — âàæíåéøèé ìåõà-
íèçì, îáåñïå÷èâàþùèé ðàñùåïëåíèå áîëüøèíñòâà êëå-
òî÷íûõ áåëêîâ è èãðàþùèé, òàêèì îáðàçîì, êëþ÷åâóþ
ðîëü â ñèãíàëèíãå, òðàíñêðèïöèè, ïðîäâèæåíèè ïî êëå-
òî÷íîìó öèêëó, äèôôåðåíöèðîâêå è äðóãèõ âàæíûõ ïðî-
öåññàõ. Òîíêàÿ ðåãóëÿöèÿ óáèêâèòèíçàâèñèìîãî ïðîòåî-
ëèçà îáåñïå÷èâàåòñÿ íå òîëüêî çà ñ÷åò ñëîæíîãî ìåõàíèç-
ìà ïðèñîåäèíåíèÿ óáèêâèòèíà ê áåëêàì-ñóáñòðàòàì, íî è
çà ñ÷åò êîíòðîëÿ ñïîñîáíîñòè ïðîòåàñîì ê ðàñùåïëåíèþ
áåëêîâ. Îäíèì èç âàæíåéøèõ ñïîñîáîâ òàêîãî êîíòðîëÿ
ÿâëÿþòñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè.

Â äàííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè íàì óäàëîñü âûÿâèòü òàêèå ìîäèôèêàöèè ñóáúå-
äèíèö 20S-ïðîòåàñîì èç êëåòîê K562, êàê ôîñôîðèëèðî-
âàíèå, àöåòèëèðîâàíèå è óáèêâèòèíèëèðîâàíèå. Áîëåå
òîãî, ñïåêòð äàííûõ ìîäèôèêàöèé èçìåíÿëñÿ ïðè âîçäåé-
ñòâèè íà êëåòêè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà äîêñîðóáè-
öèíà, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì âñåõ òðåõ ïåïòè-
äàçíûõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì.

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ îäèí è òîò æå ñàéò ìîã ïîäâåð-
ãàòüñÿ êàê óáèêâèòèíèëèðîâàíèþ, òàê è àöåòèëèðîâàíèþ,
÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå çàùè-
ùàåò ñàéò îò ìîäèôèêàöèè óáèêâèòèíîì.

Óáèêâèòèíèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì è åãî
âëèÿíèå íà ñïîñîáíîñòü ïðîòåàñîì ê ðàñùåïëåíèþ áåë-
êîâ ðàíåå ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷àëèñü. Â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ óáèêâèòèíèëèðîâàíèå ïðîòåàñîì in vitro ïðè-

348 III êîíôåðåíöèÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ



Â ðàáîòå òàêæå èñïîëüçîâàëè ðåêîìáèíàíòíûé ôðàã-
ìåíò ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà, ñîäåðæàùèé 58 ãëóòà-
ìèíîâûõ îñòàòêîâ ñ òàãîì — ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçîé.
Ýòîò ïåïòèä ýêñïðåññèðîâàëè â áàêòåðèÿõ E. coli, à çàòåì
âûäåëÿëè íà ãëóòàòèîí-ñåôàðîçå. Î÷èùåííûé ïðåïà-
ðàò èíêóáèðîâàëè ñ ÃÀÔÄÃ è ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè,
ïðåäïîëîæèòåëüíî ñïîñîáíûìè ñâÿçûâàòüñÿ ñ ôåðìåí-
òîì, çàòåì îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøèõñÿ àãðå-
ãàòîâ. Ðåàêöèþ àãðåãàòîîáðàçîâàíèÿ çàïóñêàëè äîáàâëå-
íèåì â ñèñòåìó ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ôåðìåíòà òðîìáèíà,
ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåïëÿþùåãî ñâÿçü ìåæäó ïîëèãëóòàìè-
íîâûì òðàêòîì è òàãîì.

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â íàøèõ òåñò-ñèñòåìàõ êàê â
êëåòî÷íîì ýêñòðàêòå, òàê è â ñëó÷àå ñ ÷èñòûìè áåëêà-
ìè ôàðìàêîïðåïàðàòû Äîáóòàìèí è Äåïðåíèë äîçîçàâè-
ñèìûì îáðàçîì ïðåïÿòñòâóþò àãðåãàòîîáðàçîâàíèþ.

Òàêèì îáðàçîì, áûëè ðàçðàáîòàíû òåñò-ñèñòåìû äëÿ
ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè ïîëèãëóòàìèíîâûõ àãðåãàòîâ, ôîð-
ìèðóþùèõñÿ ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ. Áûëî óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ÃÀÔÄÃ èãðàåò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ôîðìèðîâà-
íèè àãðåãàòîâ ïðè ÁÕ. Íà ïðèìåðå Äîáóòàìèíà è Äåïðå-
íèëà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íèçêîìîëåêóëÿðíûå ñîåäèíåíèÿ,
ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ÃÀÔÄÃ, ìîãóò îêà-
çàòüñÿ ïîòåíöèàëüíûìè ñðåäñòâàìè ïðè òåðàïèè ñîöèàëü-
íî çíà÷èìûõ çàáîëåâàíèé.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÀÍÒÈÒÅË Ê ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÀÌ PSMA3,
PSMA5 È PSMB5 ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ×ÅËÎÂÅÊÀ È ÈÕ ÝÊÑ-
ÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÎÅ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ. © Â. À. Ëèâèíc-
êàÿ, Â. À. Èâàíîâ, Î. À. Ôåäîðîâà, Í. À. Áàðëåâ, À. À. Íè-
êèôîðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Li-
vinskaya17@mail.ru.

Ïðîòåàñîìà — ýòî ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé
êîìïëåêñ, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì êîìïîíåíòîì
óáèêâèòèíçàâèñèìîé ñèñòåìû äåãðàäàöèè áåëêîâ â êëåò-
êàõ âñåõ àðõåáàêòåðèé è ýóêàðèîò. Ýòîò áåëêîâûé êîìï-
ëåêñ âîâëå÷åí â ÀÒÔ-çàâèñèìûé ïðîòåîëèç êëþ÷åâûõ ðå-
ãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, êîíòðîëèðóþùèõ îñíîâíûå êëåòî÷-
íûå ïðîöåññû, òàêèå êàê ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó, äèôôåðåíöèðîâêà, èììóííûé îòâåò, òðàíñêðèïöèÿ
è ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, àïîïòîç. Èçó÷åíèå ðîëè ïðîòåàñîì â
ðåãóëÿöèè îñíîâíûõ æèçíåííîíåîáõîäèìûõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âàæíåéøèõ çàäà÷ ñîâðåìåí-
íîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîëîãèè è ìåäèöèíû. 26S-ïðî-
òåàñîìà ñîñòîèò èç 20S-êîðîâîãî êîìïëåêñà, îáëàäàþùå-
ãî ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, è 19S-ðåãóëÿòîðíîãî
êîìïëåêñà, îòâå÷àþùåãî çà óçíàâàíèå è ñâÿçûâàíèå ïîëè-
óáèêâèòèíèëèðîâàííîãî ñóáñòðàòà, à òàêæå çà åãî ðàçâî-
ðà÷èâàíèå è òðàíñëîêàöèþ â êàíàë 20S-êîðîâîãî êîìï-
ëåêñà äëÿ ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèè. Êîðîâûé ïðîòåàñîì-
íûé êîìïëåêñ 20S ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîëûé öèëèíäð,
îáðàçîâàííûé ÷åòûðüìÿ êîëüöàìè, ñîñòîÿùèìè èç ñåìè
ðàçëè÷íûõ ñóáúåäèíèö a-òèïà (PSMA1-7) (äâà âíåøíèõ
êîëüöà), à òàêæå èç ñåìè ðàçëè÷íûõ ñóáúåäèíèö b-òèïà
(PSMB1-7) (äâà âíóòðåííèõ êîëüöà). Êëþ÷åâûìè ìåõà-
íèçìàìè òîíêîé ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì ïðè
ðàçëè÷íûõ èçìåíåíèÿõ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ
êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè è áå-
ëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ åå ñóáúåäèíèö

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ïîëó÷åíèå ñïåöèôè÷å-
ñêèõ àíòèòåë ê ñóáúåäèíèöàì PSMA3, PSMA5 è PSMB5
ïðîòåàñîì ÷åëîâåêà. Â õîäå ðàáîòû áûëè ñêîíñòðóè-
ðîâàíû ïðîêàðèîòè÷åñêèå ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû

pGEX-PSMA3, pGEX-PSMA5 è pGEX-PSMB5, êîäèðóþ-
ùèå GST-ñëèòûå áåëêè GST-PSMA3, GST-PSMA5 è
GST-PSMB5 ñîîòâåòñòâåííî. Çàòåì áåëêè GST-PSMA3,
GST-PSMA5 è GST-PSMB5 áûëè ýêñïðåññèðîâàíû â
E. coli è âûäåëåíû ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà
ãëóòàòèîí-ñåôàðîçå. Ïîñëå èììóíèçàöèè êðîëèêîâ î÷è-
ùåííûìè áåëêàìè ìû ïîëó÷èëè àíòèòåëà ê ïðîòåàñîì-
íûì ñóáúåäèíèöàì PSMA3, PSMA5 è PSMB5 è ïðîâåëè
îöåíêó èõ ñïåöèôè÷íîñòè. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòèòåëà ê áåëêàì PSMA3, PSMA5 è
PSMA5 óçíàþò äåíàòóðèðîâàííûå ôîðìû ñâîèõ àíòèãå-
íîâ GST-PSMA3, GST-PSMA5 è GST-PSMB5 ñîîòâåòñò-
âåííî è ýíäîãåííûõ áåëêîâ PSMA3, PSMA5 è PSMB5 èç
ýêñòðàêòîâ ðàçëè÷íûõ ëèíèé êëåòîê ÷åëîâåêà. Òàêæå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòèòåëà ê áåëêàì PSMA3 è PSMÀ5
èììóíîïðåöèïèòèðóþò êàê ýíäîãåííûå, òàê è ñâåðõýêñï-
ðåññèðîâàííûå FLAG-cëèòûå áåëêè èç ýêñòðàêòîâ êëåòîê
÷åëîâåêà, íà îñíîâàíèè ÷åãî ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî îíè óçíàþò íàòèâíûå ôîðìû áåëêîâ PSMA3 è PSMA5
ñîîòâåòñòâåííî. Àíòèòåëà ê ñóáúåäèíèöàì PSMA3,
PSMA5 è PSMB5 ïðîòåàñîì, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå
äàííîé ðàáîòû, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ èçó÷åíèÿ
áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì,
èõ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé è äðóãèõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ çàäà÷.

ÑÎÎÒÍÎØÅÍÈÅ ÃËÓÒÀÌÀÒÍÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ
AMPA È NMDA Â ÐÀÇÍÛÕ ÒÈÏÀÕ ÍÅÉÐÎÍÎÂ ÏÐÅ-
ÔÐÎÍÒÀËÜÍÎÉ ÊÎÐÛ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑ. © Ñ. Ë. Ìàëêèí,
Ê. Õ. Êèì, Ä. Á. Òèõîíîâ, À. Â. Çàéöåâ. Èíñòèòóò ýâîëþöè-
îííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, adresatt@gmail.com.

Ïðè ðÿäå ïàòîëîãèé ìîçãîâîé äåÿòåëüíîñòè ïðîèñõî-
äÿò èçìåíåíèÿ â ñîîòíîøåíèè ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ,
îáëàäàþùèõ ðàçëè÷íîé ïðîâîäèìîñòüþ äëÿ èîíîâ Ca2+.
Ýòî ìîæåò óâåëè÷èâàòü âõîä èîíîâ Ca2+ ïðè ãëóòàìàòåð-
ãè÷åñêîé ïåðåäà÷å, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü âûçûâàåò íàðóøå-
íèÿ â ôóíêöèîíèðîâàíèè íåéðîíîâ è äàæå ìîæåò ïðèâî-
äèòü ê èõ ãèáåëè. Ïîýòîìó âàæíî çíàòü, êàê èçìåíÿåòñÿ
âêëàä îòäåëüíûõ òèïîâ ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ â ðåàëè-
çàöèþ ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ îòâåòîâ ó ðàçíûõ êëàññîâ íåé-
ðîíîâ ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ. Ïåðâûì ýòàïîì â
ðåøåíèè ýòîé çàäà÷è ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå ñîîòíîøåíèÿ
ýòèõ âêëàäîâ â íîðìå.

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëèñü íà ïèðàìèäíûõ êëåòêàõ è
èíòåðíåéðîíàõ èç ïåðåæèâàþùèõ ñðåçîâ ïðåôðîíòàëüíîé
êîðû ìîçãà 2-íåäåëüíûõ êðûñ ìåòîäîì ëîêàëüíîé ôèê-
ñàöèè òîêîâ èëè ïîòåíöèàëîâ. Äëÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêîé
èçîëÿöèè îòäåëüíûõ êîìïîíåíò ñóììàðíîãî îòâåòà èñïî-
ëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèé êîíêóðåíòíûé àíòàãîíèñò
NMDA-ðåöåïòîðîâ D-AP5 (50 ìêÌ) è ñïåöèôè÷åñêèé
êàíàëîáëîêàòîð Ca2+-ïðîíèöàåìûõ AMPA-ðåöåïòîðîâ
ÈÝÌ-1460 (100 ìêÌ). ÃÀÌÊåðãè÷åñêàÿ ïåðåäà÷à âñåãäà
áëîêèðîâàëàñü äîáàâëåíèåì âî âíåêëåòî÷íûé ðàñòâîð
10 ìêÌ áèêóêóëëèíà. Ýêñïåðèìåíòû ñ èññëåäîâàíèåì
NMDA-çàâèñèìûõ òîêîâ ïðîâîäèëèñü â ðàñòâîðå, íå ñî-
äåðæàùåì èîíîâ Mg2+.

Âêëàä NMDA-ðåöåïòîðîâ áûë èçó÷åí íà ïèðàìèäíûõ
êëåòêàõ. Äîáàâëåíèå âî âíåêëåòî÷íûé ðàñòâîð 50 ìêÌ
D-AP5 ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëî íà ñóììàðíóþ àìïëèòóäó
âîçáóæäàþùåãî ïîñòñèíàïòè÷åñêîãî òîêà (105 ïÀ â êîíò-
ðîëå, 116 ïÀ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ D-AP5, ïàðíûé t-òåñò =
= 2.25, p = n. s, n = 4), çàòî ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ ïëî-
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ùàäè ïîä êðèâîé îòâåòà â ñðåäíåì íà 54 % íà ó÷àñòêå â
100 ìñ (2641 ± 589 ïÀ·ìñ â êîíòðîëå, 1072 ± 146 ïÀ�ìñ
ïîñëå ïðèìåíåíèÿ D-AP5, ïàðíûé t-òåñò = 3.0, p = 0.06,
n = 4), ÷òî õàðàêòåðèçóåò çàìåòíîå èçìåíåíèå êèíåòèêè
åãî íèñõîäÿùåé ôàçû. Âêëàä Ca2+-ïðîíèöàåìûõ AMPA-
ðåöåïòîðîâ ðåãèñòðèðîâàëñÿ â óñëîâèÿõ áëîêàäû
NMDA-çàâèñèìûõ òîêîâ 50 ìêÌ D-AP5. Áûëî îáíàðóæå-
íî, ÷òî ÈÝÌ-1460 ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà àìïëèòóäó
îäèíî÷íûõ ÂÏÑÏ ïèðàìèäàëüíûõ êëåòîê (6.4 ± 1.4 ìÂ â
êîíòðîëå, 6.2 ± 1.5 ìÂ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÈÝÌ-1460, ïàð-
íûé t-òåñò = 0.82, ð = n. s, n = 5). Â òî æå âðåìÿ ïðè äåéñò-
âèè íà áûñòðî ðàçðÿæàþùèåñÿ èíòåðíåéðîíû ÈÝÌ-1460
ñíèæàë àìïëèòóäó ÂÏÑÏ ïðèìåðíî íà 40 % (11.8 ± 3.4
ìÂ â êîíòðîëå, 7.1 ± 2.0 ìÂ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ÈÝÌ-1460,
ïàðíûé t-òåñò = 2.7, ð 0.05, n = 8).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
NMDA-ðåöåïòîðû øèðîêî ïðåäñòàâëåíû â ïèðàìèäíûõ
êëåòêàõ êîðû è ìîãóò îáåñïå÷èâàòü âõîä èîíîâ Ca2+ â íèõ.
Ca2+-ïðîíèöàåìûå AMPA-ðåöåïòîðû â ïèðàìèäíûõ êëåò-
êàõ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò, íî îáåñïå÷èâàþò ïðèìåðíî
40 % îò îáùåãî AMPA-îòâåòà â áûñòðî ðàçðÿæàþùèõñÿ
èíòåðíåéðîíàõ è, ñëåäîâàòåëüíî, çíà÷èòåëüíóþ Ca2+ ïðî-
âîäèìîñòü èõ ìåìáðàí.

ÐÎËÜ ÁÅËÊÀ STAT5 Â ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ
ÈÍÒÅÐËÅÉÊÈÍÀ-2 ÏÐÈ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ ËÈÌÔÎÖÈ-
ÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Å. Â. Ìèòþøîâà, È. È. Ìàðàõîâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elena-mityu-
shova@yandex.ru.

Ýêñïðåññèÿ ïîëíîöåííîãî ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2
(ÈË-2) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ñîáûòèé â çàïóñêå
ïðîëèôåðàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. Â îòëè÷èå îò ïî-
êîÿùèõñÿ Ò-ëèìôîöèòîâ, ó êîòîðûõ ðåöåïòîð ÈË-2 ñî-
ñòîèò èç b-öåïè è gñ-öåïè, àêòèâèðîâàííûå àíòèãåíîì
Ò-êëåòêè ýêñïðåññèðóþò òðåòüþ ñóáúåäèíèöó-a — è ôîð-
ìèðóþò ãåòåðîäèìåðíûé ðåöåïòîðíûé êîìïëåêñ abgñ.
Ïðè íàëè÷èè ÈË-2 òîëüêî âûñîêîàôôèííûé abgñ-ðåöåï-
òîð ÈË-2 îáåñïå÷èâàåò ïîëíîöåííûå ïðîëèôåðàòèâíûé è
èììóííûé îòâåòû êëåòêè. Öåëü ðàáîòû — îõàðàêòåðèçî-
âàòü ñèãíàëüíûå ïóòè, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè a-öåïè ðåöåïòîðà ÈË-2 (ÈË-2Ða) â Ò-ëèìôîöèòàõ ÷å-
ëîâåêà.

Ïîêàçàíî, ÷òî â ñòèìóëèðîâàííûõ ìèòîãåíàìè ëèì-
ôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ÷åëîâåêà ýêñïðåñ-
ñèÿ ÈË-2Ða, êîòîðóþ îöåíèâàëè ïî ïîÿâëåíèþ ìàðêåðà
CD25 íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, èìååò äëèòåëüíûé õàðàêòåð
è ïðèóðî÷åíà ê ÈË-2-çàâèñèìîé ñòàäèè Ò-êëåòî÷íîãî îò-
âåòà. Ïðè ñòèìóëÿöèè ËÏÊ ôèòîãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ)
â ìèòîãåííûõ êîíöåíòðàöèÿõ (10 ìêã/ìë) ìàðêåð CD25
ïîÿâëÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íå ðàíåå ÷åì ÷åðåç
4—5 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðó ìèòîãåíà, à â èíòåð-
âàëå 5—24 ÷ ÷èñëåííîñòü êëåòîê, ýêñïîíèðóþùèõ CD25,
çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëèðóþ-
ùèõ ýêñïðåññèþ CD25 ïðè çàïóñêå ïðîëèôåðàòèâíîãî îò-
âåòà ËÏÊ, èñïîëüçîâàëè ôàðìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû ÐÐ2 è
WHI-P131, ïîäàâëÿþùèå àêòèâíîñòü òèðîçèíêèíàç Src è
JAK ñîîòâåòñòâåííî. JAK3, êëþ÷åâàÿ òèðîçèíêèíàçà íà
ñòàäèè öèòîêèíçàâèñèìîé àêòèâàöèè Ò-êëåòîê, àññîöèè-
ðîâàíà ñ jñ-öåïüþ ðåöåïòîðà ÈË-2 è èãðàåò ïåðâîñòåïåí-
íóþ ðîëü â ïðîâåäåíèè ñèãíàëà. Îáíàðóæåíî, ÷òî â ñòè-
ìóëèðîâàííûõ ËÏÊ WHI-P131 (50—75 ìêÌ) òîðìî-
çèò ïîâåðõíîñòíóþ ýêñïðåññèþ CD25 â èíòåðâàëå 24—48

÷ è çàìåäëÿåò ðîñò ëèìôîöèòîâ, òîãäà êàê ÐÐ2 îòìåíÿåò
ýêñïðåññèþ CD25 ïðåèìóùåñòâåííî íà ðàííåé ñòàäèè àê-
òèâàöèè ËÏÊ. Èññëåäîâàíèå èçìåíåíèé àêòèâíîñòè ñèã-
íàëüíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà STAT (îöåíèâàåìîé ïî óðîâ-
íþ èõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó ìåòîäîì èììóíî-
äåòåêöèè áåëêîâ íà áëîòå) ïîêàçàëî, ÷òî WHI-P131 (íî íå
ÐÐ2) ñíèæàåò óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5. Âûÿâ-
ëåíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó àêòèâíîñòüþ STAT5 è óðîâíåì
ýêñïðåññèè ÈË-2Ða.

Ïîëó÷åííûå äàííûå äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü,
÷òî çàïóñê ýêñïðåññèè CD25 â ñòèìóëèðîâàííûõ ìèòî-
ãåíîì ËÏÊ ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ äâóõêîìïîíåíòíûì: íà
ðàííåé, àíòèãåíçàâèñèìîé ñòàäèè àêòèâàöèè ñèãíàë
íà ýêñïðåññèþ ÈË-2Ða ìîæåò ïîñòóïàòü ÷åðåç Src-êèíàç-
íûé ñèãíàëüíûé ïóòü, à äëèòåëüíîå íàðàñòàíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ÈË-2Ða ðåãóëèðóåòñÿ ñ ðåöåïòîðà ÈË-2 ÷å-
ðåç Jak3/STAT-ïóòü. Â ñâåòå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñõå-
ìà ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ÈË-2Ða â íîðìàëüíûõ Ò-ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà ñêëàäûâàåòñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì: ýêñ-
ïðåññèÿ ÈË-2Ða çàïóñêàåòñÿ àíòèãåíîì (ìèòîãåíîì) ñ
Ò-ðåöåïòîðà, à ÈË-2, ïðîäóöèðóåìûé àíòèãåíàêòèâèðî-
âàííîé êëåòêîé, óñèëèâàåò è ïðîäëåâàåò ýêñïðåññèþ
ÈË-2Ða ÷åðåç JAÊ-çàâèñèìûé ïóòü âíóòðèêëåòî÷íîé ñèã-
íàëèçàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00492-à), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íà-
ó÷íûå øêîëû» (ÍØ-3273.2010.4) è ïðîãðàììû ïðåçèäè-
óìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÂËÈßÍÈÅ ÏÎÑÒÒÐÀÍÑËßÖÈÎÍÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈÊÀ-
ÖÈÉ ÍÀ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ÏÐÈ ÏÎÂÐÅÆ-
ÄÅÍÈßÕ ÄÍÊ. © Ò. Í. Ìîèñååâà, Í. À. Áàðëåâ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, t.n.moiseeva@gma-
il.com.

Óáèêâèòèíçàâèñèìûé ïðîòåîëèç — âàæíåéøèé ìåõà-
íèçì, îáåñïå÷èâàþùèé ðàñùåïëåíèå áîëüøèíñòâà êëå-
òî÷íûõ áåëêîâ è èãðàþùèé, òàêèì îáðàçîì, êëþ÷åâóþ
ðîëü â ñèãíàëèíãå, òðàíñêðèïöèè, ïðîäâèæåíèè ïî êëå-
òî÷íîìó öèêëó, äèôôåðåíöèðîâêå è äðóãèõ âàæíûõ ïðî-
öåññàõ. Òîíêàÿ ðåãóëÿöèÿ óáèêâèòèíçàâèñèìîãî ïðîòåî-
ëèçà îáåñïå÷èâàåòñÿ íå òîëüêî çà ñ÷åò ñëîæíîãî ìåõàíèç-
ìà ïðèñîåäèíåíèÿ óáèêâèòèíà ê áåëêàì-ñóáñòðàòàì, íî è
çà ñ÷åò êîíòðîëÿ ñïîñîáíîñòè ïðîòåàñîì ê ðàñùåïëåíèþ
áåëêîâ. Îäíèì èç âàæíåéøèõ ñïîñîáîâ òàêîãî êîíòðîëÿ
ÿâëÿþòñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè.

Â äàííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè íàì óäàëîñü âûÿâèòü òàêèå ìîäèôèêàöèè ñóáúå-
äèíèö 20S-ïðîòåàñîì èç êëåòîê K562, êàê ôîñôîðèëèðî-
âàíèå, àöåòèëèðîâàíèå è óáèêâèòèíèëèðîâàíèå. Áîëåå
òîãî, ñïåêòð äàííûõ ìîäèôèêàöèé èçìåíÿëñÿ ïðè âîçäåé-
ñòâèè íà êëåòêè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà äîêñîðóáè-
öèíà, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì âñåõ òðåõ ïåïòè-
äàçíûõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì.

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ îäèí è òîò æå ñàéò ìîã ïîäâåð-
ãàòüñÿ êàê óáèêâèòèíèëèðîâàíèþ, òàê è àöåòèëèðîâàíèþ,
÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå çàùè-
ùàåò ñàéò îò ìîäèôèêàöèè óáèêâèòèíîì.

Óáèêâèòèíèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì è åãî
âëèÿíèå íà ñïîñîáíîñòü ïðîòåàñîì ê ðàñùåïëåíèþ áåë-
êîâ ðàíåå ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷àëèñü. Â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ óáèêâèòèíèëèðîâàíèå ïðîòåàñîì in vitro ïðè-
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âîäèëî ê ïîäàâëåíèþ èõ ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ãèïîòåçû îá ó÷àñòèè äàííîé ìî-
äèôèêàöèè â ðåãóëÿöèè ñïîñîáíîñòè ïðîòåàñîì ê ðàñùåï-
ëåíèþ áåëêîâ.

Èññëåäîâàíèå íàëè÷èÿ óòÿæåëåííûõ èçîôîðì ñóáúå-
äèíèöû àëüôà5 âî ôðàêöèÿõ ðàçëè÷íîé ïëîòíîñòè ñ ïîìî-
ùüþ Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ê àëüôà5 ïîçâîëèëî
âûÿâèòü ðàçëè÷èÿ ìåæäó ìîäèôèöèðîâàííûìè âàðèàíòà-
ìè äàííîãî áåëêà â ïðîòåàñîìíîé ôðàêöèè è âî ôðàêöèÿõ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ âíåïðîòåàñîìíûì ñóáúåäèíèöàì. Àíà-
ëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè ñâåðõýêñïðåñ-
ñèè ñóáúåäèíèöû àëüôà5, ñëèòîé ñ ýïèòîïîì FLAG, â
êëåòêàõ H1299 ïðè ïîìîùè Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëà-
ìè ê ýïèòîïó FLAG. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü âàæ-
íîñòü óáèêâèòèíèëèðîâàíèÿ íå òîëüêî â ðåãóëÿöèè ïðîòå-
îëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì, íî è ïðè ñáîðêå
ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ÷àñòèö.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷-
íàÿ áèîëîãèÿ», Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 10-04-01234) è ïðîãðàììû Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ãîñêîíò-
ðàêò 16.740.11.0366).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÒÐÀÍÀÇÀËÜÍÎÃÎ ÂÂÅÄÅÍÈß ÈÍÑÓ-
ËÈÍÀ ÍÀ ÀÄÅÍÈËÀÒÖÈÊËÀÇÍÓÞ ÑÈÃÍÀËÜÍÓÞ
ÑÈÑÒÅÌÓ Â ÒÊÀÍßÕ ÊÐÛÑ Ñ ÍÅÎÍÀÒÀËÜÍÎÉ ÌÎ-
ÄÅËÜÞ ÑÀÕÀÐÍÎÃÎ ÄÈÀÁÅÒÀ. © È. Â. Ìîéñåþê,
Î. Â. ×èñòÿêîâà, Ê. Â. Äåðêà÷, Â. Ì. Áîíäàðåâà, À. Î. Øïà -
êîâ. Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì.
È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, irina.moysey-
uk@mail.ru.

Èçìåíåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè àäåíèëàò-
öèêëàçíîé (ÀÖ) ãîðìîíàëüíîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû è åå
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ ãîðìîíîâ â íåðâíîé, ñåð-
äå÷íî-ñîñóäèñòîé è ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìàõ ëåæèò â
îñíîâå ðàçâèòèÿ îñëîæíåíèé ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå (ÑÄ).
Íàìè áûëè èçó÷åíû ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ÀÖ ñèã-
íàëüíîé ñèñòåìû â ìîçãå, ìèîêàðäå, ÿè÷íèêàõ è ìàòêå ó
êðûñ ñ íåîíàòàëüíîé ìîäåëüþ ÑÄ è âëèÿíèå èíòðàíàçàëü-
íîãî ââåäåíèÿ èíñóëèíà íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòîé ñèñòå-
ìû ê äåéñòâèþ áèîëîãè÷åñêèõ àìèíîâ è ïîëèïåïòèäíûõ
ãîðìîíîâ. Ðåãóëÿòîðíûå ýôôåêòû ñîìàòîñòàòèíà è
5-HT1BR-àãîíèñòà 5-íîíèëîêñèòðèïòàìèíà, äåéñòâóþùèõ
÷åðåç ðåöåïòîðû, ñîïðÿæåííûå ñ Gi-áåëêîì, áûëè çíà÷è-
òåëüíî ñíèæåíû ïðè ÑÄ è ÷àñòè÷íî âîññòàíàâëèâàëèñü
ïðè ââåäåíèè èíòðàíàçàëüíîãî èíñóëèíà. Ýôôåêòû ãîð-
ìîíîâ, àêòèâàòîðîâ ÀÖ ñèãíàëüíîé ñèñòåìû, èçìåíÿ-
ëèñü òêàíå- è ðåöåïòîðîñïåöèôè÷íûì îáðàçîì è âîññòà-
íàâëèâàëèñü ïîñëå èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíèÿ èíñóëèíà
ïðàêòè÷åñêè äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ. Ó êîíòðîëüíûõ
êðûñ ïðè èíòðàíàçàëüíîì äåéñòâèè èíñóëèíà ñòèìó-
ëèðóþùèå ýôôåêòû èçîïðîòåðåíîëà è ðåëàêñèíà â ìèî-
êàðäå, à òàêæå ýôôåêò ÷åëîâå÷åñêîãî õîðèîíè÷åñêîãî ãî-
íàäîòðîïèíà â ÿè÷íèêàõ áûëè ñíèæåíû, â òî âðåìÿ
êàê ýôôåêòû ãîðìîíîâ, èíãèáèòîðîâ ÀÖ, âîçðàñòàëè.
Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ïðè èíòðàíàçàëüíîì ââåäåíèè
èíñóëèíà äåéñòâèå ãîðìîíîâ íà ÀÖ ñèãíàëüíûå ïóòè,
ñâÿçàííûå ñ Gi-áåëêîì, óñèëèâàåòñÿ â ìîçãå, ìèîêàðäå,
ÿè÷íèêàõ è ìàòêå ó êðûñ, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñøèðèòü âîç-
ìîæíîñòü òåðàïåâòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ èíòðàíàçàëüíîãî
èíñóëèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðîã-
ðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè —
ìåäèöèíå» (2009—2011 ãã.) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 09-04-00746).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ
ÏÅÏÒÈÄÎÂ, ÑÎÎÒÂÅÒÑÒÂÓÞÙÈÕ ÒÐÅÒÜÅÉ ÖÈÒÎ-
ÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÏÅÒËÅ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÒÈÐÅÎÒÐÎ-
ÏÈÍÀ. © È. Â. Ìîéñåþê, Å. À. Øïàêîâà, Î. Â. ×èñòÿêî-
âà, Ê. Â. Äåðêà÷, À. Î. Øïàêîâ. Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé
ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, irina.moyseyuk@mail.ru.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïåïòèäíàÿ ñòðàòåãèÿ øèðîêî ïðè-
ìåíÿåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ïåðå-
äà÷è ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëîâ â êëåòêó è äëÿ ñîçäàíèÿ âû-
ñîêîñåëåêòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëüíûõ
ñèñòåì. Íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì åå íàïðàâëåíèåì ÿâëÿ-
þòñÿ ñèíòåç è èçó÷åíèå ïåïòèäîâ, ïðîèçâîäíûõ öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèõ ïåòåëü (ÖÏ) ðåöåïòîðîâ ñåðïàíòèííîãî òèïà,
êîòîðûå ñåëåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóþò ñ G-áåëêàìè, çàïó-
ñêàþò ñèãíàëüíûå êàñêàäû â îòñóòñòâèå ãîðìîíà è âëèÿ-
þò íà ïåðåäà÷ó ñèãíàëà ÷åðåç ãîìîëîãè÷íûé èì ðåöåïòîð.
Öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â ðàçðàáîòêå ñåëåêòèâíûõ
ðåãóëÿòîðîâ ðåöåïòîðà òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà (ÒÒÃ) íà
îñíîâå ïåïòèäà Gln-Tyr-Asn-Pro-Arg-Asp-Lys-Asp-Thr-
Lys-Ile-Ala-Lys-Arg-Nle-Ala6Gl—627-Lys-Ala-àìèä (I) è åãî
ïàëüìèòîèëèðîâàííîãî àíàëîãà (II), ïðîèçâîäíûõ Ñ-êîí-
öåâîãî ó÷àñòêà 612—627 òðåòüåé ÖÏ (Ñ-ÖÏ-3) ðåöåïòîðà
ÒÒÃ, è èçó÷åíèè èõ àêòèâíîñòè in vitro è in vivo. Ïàëüìè-
òîèëèðîâàííûé ïåïòèä II â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ ïîâûøàë áàçàëüíûé óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ G-áåë-
êîâ âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàí ùèòîâèäíîé æåëåçû, ïðè÷åì
åãî äåéñòâèå áûëî ñåëåêòèâíûì è ðåàëèçîâûâàëîñü ÷åðåç
Gs-áåëêè. Ïåïòèä I áûë íàìíîãî ìåíåå àêòèâåí, ÷åì åãî
ïàëüìèòîèëèðîâàííûé àíàëîã, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ
ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè î áîëåå âûñîêîé àêòèâíîñòè
ïåïòèäîâ, ìîäèôèöèðîâàííûõ ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëà-
ìè. Ïåïòèä II ñíèæàë ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ÃÒÔ-ñâÿ-
çûâàíèÿ ÒÒÃ, íî ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿë íà ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ýôôåêòû äðóãèõ ãîðìîíîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî
ðåöåïòîðíîé ñïåöèôè÷íîñòè, è áûë íàèáîëåå àêòèâåí â
ùèòîâèäíîé æåëåçå, îáîãàùåííîé ãîìîëîãè÷íûìè åìó
ðåöåïòîðàìè, ÷òî óêàçûâàåò íà åãî òêàíåâóþ ñïåöèôè÷-
íîñòü. Ïîëó÷åííûå äàííûå äîêàçûâàþò êëþ÷åâóþ ðîëü
Ñ-ÖÏ-3 ðåöåïòîðà ÒÒÃ âî âçàèìîäåéñòâèè ñ Gs-áåëêàìè è
â ïåðåäà÷å ãîðìîíàëüíîãî ñèãíàëà ê öÀÌÔ-çàâèñèìûì
êàñêàäàì. Èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå êðûñàì ïåïòèäà II â
äîçå 450 ìêã íà 1 êã ìàññû âûçûâàëî èçìåíåíèå óðîâíÿ
ñâîáîäíîãî Ò4, ïðè÷åì åñëè ïîñëå ïåðâîé, 5-äíåâíîé, ñå-
ðèè óðîâåíü Ò4 ïîâûøàëñÿ íà 34 %, òî ïîñëå âòîðîé,
10-äíåâíîé, îí, íàïðîòèâ, ñíèæàëñÿ íà 23 % . Ïðè ââåäå-
íèè êðûñàì ïåïòèäà II â äîçå 90 ìêã íà 1 êã ìàññû ïîñëå
ïåðâîé ñåðèè óðîâåíü Ò4 ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿëñÿ, à âïî-
ñëåäñòâèè ñíèæàëñÿ íà 18—23 %. Óðîâåíü Ò3 ìàëî èçìå-
íÿëñÿ êàê ïîñëå ïåðâîé, òàê è ïîñëå âòîðîé ñåðèè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè îáåèõ äîç ïåïòèäà II. Òàêèì îáðàçîì, ïåïòèä
II âûçûâàåò èçìåíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ùè-
òîâèäíîé æåëåçû, êîòîðûå, êàê ìû ïîëàãàåì, ñâÿçàíû ñ
íà÷àëüíûìè ýòàïàìè ïåðåäà÷è ãåíåðèðóåìîãî ÒÒÃ ñèãíà-
ëà. Âûÿâëåííàÿ êàê in vitro, òàê è in vivo áèîëîãè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü ïàëüìèòîèëèðîâàííîãî ïåïòèäà 612—627
óêàçûâàåò íà ïåðñïåêòèâíîñòü ìîäèôèêàöèè ïåïòèäîâ,
ïðîèçâîäíûõ ÖÏ ðåöåïòîðîâ, ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëàìè

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 349



ñ öåëüþ ñîçäàíèÿ íà èõ îñíîâå âûñîêîñåëåêòèâíûõ ðåãó-
ëÿòîðîâ ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðîã-
ðàììîé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè —
ìåäèöèíå» (2009—2011 ãã.) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 09-04-00746).

ÝÊÑÏÐÅÑÑ-ÒÅÑÒÛ ÄËß ÏÐÎÂÅÐÊÈ ÏÀÐÀÌÅÒÐÎÂ
ËÀÇÅÐÍÎÃÎ ÑÊÀÍÈÐÓÞÙÅÃÎ ÊÎÍÔÎÊÀËÜÍÎÃÎ
ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÀ. © À. Ñ. Íàçèìîâ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé íà-
öèîíàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé óíèâåðñèòåò èíôîðìàöè-
îííûõ òåõíîëîãèé, ìåõàíèêè è îïòèêè, Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ant_nz@mail.ru.

Ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ ïðè ïðîâåäåíèè
ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, â ìàòåðèàëîâåäå-
íèè è äðóãèõ îáëàñòÿõ. Êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîï ÿâëÿåò-
ñÿ ñëîæíûì îïòèêî-ýëåêòðîííûì ïðèáîðîì, è ïîëó÷åíèå
èçîáðàæåíèÿ âûñîêîãî êà÷åñòâà çàâèñèò íå òîëüêî îò ïðà-
âèëüíîãî âûáîðà òèïà îáúåêòèâà, äëèíû âîëíû è ìîùíî-
ñòè ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ, ñïåêòðàëüíîãî äèàïàçîíà è óñè-
ëåíèÿ ôîòîïðèåìíèêîâ, ïàðàìåòðîâ ñêàíåðà è ðàçìåðà
êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû, íî è îò þñòèðîâêè è êàëèáðîâ-
êè, îñóùåñòâëÿåìîé ôèðìîé-èçãîòîâèòåëåì è åå ñåðâèñíû-
ìè ñëóæáàìè. Ñïåöèàëèñòû èñïîëüçóþò äëÿ ýòîãî òåõíè÷å-
ñêóþ äîêóìåíòàöèþ, ñïåöèàëüíóþ àïïàðàòóðó, òåñòîâûå
ïðîãðàììû è ýëåêòðîííûå êëþ÷è, êîòîðûå ïîëüçîâàòåëÿì
íå ïðåäîñòàâëÿþòñÿ. Íàìè ðàçðàáîòàíû íåñëîæíûå ìåòî-
äèêè, àëãîðèòìû è òåñò-îáúåêòû äëÿ ñàìîñòîÿòåëüíîé ïðî-
âåðêè ïàðàìåòðîâ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà.

Îñíîâíûì ïàðàìåòðîì êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà
ÿâëÿåòñÿ ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü, êîòîðàÿ ïîäðàçäåëÿ-
åòñÿ íà ëàòåðàëüíóþ è àêñèàëüíóþ. Ïðåäåëû ëàòåðàëüíîé
è àêñèàëüíîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà çàâèñÿò îò îäíèõ è òåõ æå âåëè÷èí: äëèíû
âîëíû âîçáóæäàþùåãî ñâåòà, ÷èñëîâîé àïåðòóðû îáúåê-
òèâà è ïîêàçàòåëÿ ïðåëîìëåíèÿ èììåðñèè. Ïîýòîìó, èçìå-
ðèâ àêñèàëüíóþ ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü ñ ïîìîùüþ
ïðîñòîãî òåñòà ñ èñïîëüçîâàíèåì çåðêàëà, ìîæíî îöåíèòü
è ëàòåðàëüíóþ ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü. Ñ ïîìîùüþ
çåðêàëà îöåíèâàþòñÿ òàêæå õðîìàòè÷åñêèå àáåððàöèè
ìèêðîñêîïà. Äëÿ ïðÿìîãî èçìåðåíèÿ ëàòåðàëüíîé ðàçðå-
øàþùåé ñïîñîáíîñòè è åå àñèììåòðèè íàìè ðàçðàáîòàí
ñïåöèàëüíûé òåñò-îáúåêò, âûïîëíåííûé ìåòîäîì ýëåêò-
ðîííî-ëó÷åâîé ëèòîãðàôèè è ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ðà-
äèàëüíî ðàñõîäÿùèåñÿ ëó÷è ïåðåìåííîãî ðàçìåðà (min
50 íì). Ñòàáèëüíîñòü ëàçåðíûõ èñòî÷íèêîâ ñâåòà è ðàâíî-
ìåðíîñòü îñâåùåííîñòè îöåíèâàþòñÿ ïî ëþìèíåñöåíöèè
ñòåêëà ìàðêè ÆÑ19. Ãåîìåòðè÷åñêàÿ êàëèáðîâêà ïðîâåðÿ-
åòñÿ ïî îáúåêò-ìèêðîìåòðó äëÿ îáû÷íîé ìèêðîñêîïèè, à
ñïåêòðàëüíàÿ êàëèáðîâêà — ïî îòðàæåííîìó èçëó÷åíèþ
êàêîé-ëèáî ëàçåðíîé ëèíèè â ðåæèìå ñïåêòðàëüíîãî ñêà-
íèðîâàíèÿ. Þñòèðîâêó ëàçåðíûõ èñòî÷íèêîâ ñâåòà ìîæíî
ïðîâåðèòü ïî ñìåùåíèþ èçîáðàæåíèé îêðàøåííûõ íå-
ñêîëüêèìè ôëóîðîõðîìàìè ìèêðîñôåð (1 ìêì) â ðàçíûõ
ñïåêòðàëüíûõ äèàïàçîíàõ.

Êîìïëåêñíàÿ ïðîâåðêà ïðàâèëüíîñòè ðàáîòû ïðèáîðà
ïðîâîäèòñÿ ïî øèðîêî èñïîëüçóåìîìó â êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè ïðåïàðàòó — ïîïåðå÷íîìó ñðåçó êîðíÿ ëàí-
äûøà (Convallaria majalis), îáëàäàþùåãî àâòîôëóîðåñ-
öåíöèåé â øèðîêîì ñïåêòðàëüíîì äèàïàçîíå è èìåþùåãî
òîíêèå õîðîøî ðàçëè÷èìûå êëåòî÷íûå ñòåíêè. Ìîæíî èñ-

ïîëüçîâàòü òàêæå ïðåïàðàòû êëåòîê, îêðàøåííûõ äëÿ âè-
çóàëèçàöèè òîíêèõ ñòðóêòóð, íàïðèìåð öèòîñêåëåòà, èëè
ìå÷åííûõ ïîëóïðîâîäíèêîâûìè íàíî÷àñòèöàìè (quantum
dots).

ÐÎËÜ ÄÈÏÎËÜÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈÊÀÒÎÐÎÂ Â ÐÅÃÓËß-
ÖÈÈ ÌÅÌÁÐÀÍÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÝÊÇÎÃÅÍÍÛÕ
ÑÎÅÄÈÍÅÍÈÉ. © Î. Ñ. Îñòðîóìîâà, Ñ. Ñ. Åôèìîâà,
Â. Â. Ìàëåâ, Ë. Â. Ùàãèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ostroumova@mail.cytspb.rssi.ru.

Âçàèìîäåéñòâèå íåêîòîðûõ ýêçîãåííûõ ñîåäèíåíèé
(íàïðèìåð, ìíîãèõ òîêñèíîâ è àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ)
ñ ìåìáðàíîé ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ åå áàðüåðíûõ ôóíê-
öèé â ðåçóëüòàòå îáðàçîâàíèÿ èîíïðîíèöàåìûõ òðàíñ-
ìåìáðàííûõ ïîð, ïîñëåäóþùåìó ðàçðóøåíèþ ìåìáðàíû
è ãèáåëè êëåòêè. Îäíèì èç ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ
âçàèìîäåéñòâèå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ ñ ìåìá-
ðàíîé êëåòîê-ìèøåíåé, ÿâëÿåòñÿ äèïîëüíûé ïîòåíöèàë
(ÄÏ), îáóñëîâëåííûé ñïåöèôè÷åñêîé îðèåíòàöèåé äèïî-
ëåé âîäû è ëèïèäîâ íà ãðàíèöå ðàçäåëà ôàç. ÄÏ ìîæíî
âàðüèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ìåìáðàíîàêòèâíûõ àãåíòîâ, äè-
ïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ (ÄÌ). Ðàçðîçíåííûå ëèòåðàòóð-
íûå ñâåäåíèÿ î âëèÿíèè ÄÌ íà ìåìáðàííûé òðàíñïîðò,
îòñóòñòâèå ñèñòåìàòèçàöèè èìåþùèõñÿ äàííûõ, íåäîñòà-
òî÷íîñòü êðóãà îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ è ïîòåíöèàëüíàÿ
ïðàêòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü îïðåäåëèëè îñíîâíóþ öåëü äàí-
íîé ðàáîòû — óñòàíîâëåíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
âëèÿíèÿ ÄÌ íà êàíàëîîáðàçóþùóþ àêòèâíîñòü òîêñèíîâ
è àíòèìèêðîáíûõ ñîåäèíåíèé. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåí-
íûõ çàäà÷ èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä ôîðìèðîâàíèÿ ìîäåëü-
íûõ ïëîñêèõ áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí. Â êà÷åñòâå
êàíàëîîáðàçóþùèõ âåùåñòâ áûëè èñïîëüçîâàíû ïðîòèâî-
ãðèáêîâûå öèêëè÷åñêèå ëèïîäåïñèïåïòèäû Pseudomonas
syringae ñèðèíãîìèöèí Å (ÑÌÅ) è ñèðèíãîïåïòèí 22À
(ÑÏÀ), àíòèáàêòåðèàëüíûé ëèïîïåïòèä Bacillus subtilis
ñóðôàêòèí (ÑÀ), áåëêîâûé òîêñèí Staphylococcus aureus
àëüôà-ãåìîëèçèí (ÀÃË) è ïîëèåíîâûé àíòèìèêîòèê
Streptomyces nodosus àìôîòåðèöèí Â (ÀìÂ); â êà÷åñòâå
ÄÌ áûëè âûáðàíû ôëàâîíîèäû (ôëîðåòèí, ôëîðèäçèí è
êâåðöåòèí), ñòèðèëîâûå êðàñèòåëè ñåðèè RH (RH 421, RH
237 è RH 160), ñòåðèíû (õîëåñòåðèí, 6-êåòîõîëåñòàíîë,
7-êåòîõîëåñòàíîë è 5-àëüôà-àíäðîñòàí-3-áåòà-îë).

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëèë âûÿâèòü
îñíîâíûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ ÄÌ íà ìåìáðàííóþ àêòèâ-
íîñòü ýêçîãåííûõ ñîåäèíåíèé.

1. Èçìåíåíèå çàðÿä-äèïîëüíûõ è äèïîëü-äèïîëüíûõ
âçàèìîäåéñòâèé â ìåìáðàíå, êîòîðîå îáóñëîâëèâàåò èç-
ìåíåíèå ðàâíîâåñíîãî ÷èñëà îòêðûòûõ êàíàëîâ ÑÌÅ,
ÑÏÀ, ÑÀ è ÀìÂ è ìîäèôèêàöèþ ìíîãîóðîâíåâîé ïðîâî-
äèìîñòè êàíàëîâ ÑÌÅ è ÑÀ ïðè ââåäåíèè ÄÌ.

2. Èçìåíåíèå çàðÿä-äèïîëüíûõ âçàèìîäåéñòâèé â êà-
íàëå, êîòîðîå îïðåäåëÿåò âëèÿíèå ÄÌ íà ïðîâîäèìîñòü
êàíàëîâ ÑÌÅ, ÑÏ è ÀìÂ.

3. Îáðàçîâàíèå âîäîðîäíûõ ñâÿçåé è(èëè) p-p-âçàìî-
äåéñòâèé ìåæäó ÄÌ è êàíàëîîáðàçóþùèìè ìîëåêóëàìè.
Â ðàìêàõ ýòîãî ìåõàíèçìà ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû óâåëè-
÷åíèå ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíîñòè êàíàëà ÀÃË ïðè ââå-
äåíèè ôëîðåòèíà è êâåðöåòèíà, à òàêæå èçìåíåíèå ïðîâî-
äèìîñòè è ðàâíîâåñíîãî ÷èñëà îòêðûòûõ êàíàëîâ ÀìÂ
ïðè ââåäåíèè ôëîðåòèíà, êâåðöåòèíà è RH 421.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
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äîâàíèé (ïðîåêò 09-04-00883), ïðîãðàììû ïðåçèäèó-
ìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ», ãðàí-
òîâ ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ-3796.2010.4) è ÃÊ ¹ Ï1372
(ÌÊ-1813.2012.4).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÒÊÀÍÅÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÌÀÐÊÅÐÎÂ
ÏÐÈ ÇÀÄÍÅÉ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ Ó ÏÎËÈÕÅÒÛ PLATY-
NEREIS DUMERILII. © À. Â. Ïåòóõîâ, Ð. Ï. Êîñòþ÷åíêî.
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, alexey-
sakhalin@gmail.com.

Êàê è âñå ïîëèõåòû, P. dumerilii èìååò ÿðêî âûðàæåí-
íóþ ñåãìåíòàöèþ òåëà, îäíàêî ôîðìèðîâàíèå ëàðâàëüíûõ
è ïîñòëàðâàëüíûõ ñåãìåíòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî-ðàçíîìó.
Ëàðâàëüíûå ñåãìåíòû âîçíèêàþò îäíîâðåìåííî ïóòåì
ñåãìåíòàöèè òåëà ëè÷èíêè, ïîñòëàðâàëüíûå îáðàçóþòñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíî, áëàãîäàðÿ äåÿòåëüíîñòè çîíû ðîñòà.
Ñïîñîáíîñòü ïîëèõåò ê ðåãåíåðàöèè øèðîêî èçâåñòíà, íî
íå óíèâåðñàëüíà è ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ êàê ó ðàçëè÷íûõ âè-
äîâ, òàê è ó æèâîòíûõ îäíîãî âèäà â çàâèñèìîñòè îò ìåñòà
îïåðàöèè. Ó÷èòûâàÿ ýòè è äðóãèå ðàçëè÷èÿ â ïîñòðîåíèè
ëàðâàëüíîãî è ïîñòëàðâàëüíîãî òåë â íîðìå è ïðè ðåãåíå-
ðàöèè, âñòàåò âîïðîñ î ðàçëè÷èÿõ êëåòî÷íûõ è ìîëå-
êóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ ëàðâàëüíûõ è ïîñò-
ëàðâàëüíûõ ÷àñòåé òåëà è ñèñòåì, â ÷àñòíîñòè ïðîèçâîä-
íûõ ýêòîäåðìû. Â äàííîé ðàáîòå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ýêñïðåññèè òêàíåñïåöèôè÷íûõ ìàðêåðîâ ïðè âîñ-
ñòàíîâëåíèè áðþøíîé íåðâíîé öåïî÷êè (ïî-âèäèìîìó,
îáðàçóþùåéñÿ èç ïóëà ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê
ýïèòåëèÿ), à òàêæå ýêòîäåðìàëüíîé çàäíåé êèøêè â ïðî-
öåññå çàäíåé ðåãåíåðàöèè è îñîáåííîñòåé ýêñïðåññèè
ýòèõ ìàðêåðîâ â íîðìàëüíîì ëàðâàëüíîì è ïîñòëàðâàëü-
íîì ðàçâèòèè. Â ÷àñòíîñòè, ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé ãèá-
ðèäèçàöèè in situ íà öåëûõ îáúåêòàõ (ìåòîä WMISH) ïî-
êàçàíà ýêñïðåññèÿ òêàíåñïåöèôè÷íîãî ìàðêåðà íåðâíîé
ñèñòåìû (ÍÑ) pax 3/7 (paired box 3/7), êîíñåðâàòèâíîñòü
ïàòòåðíà ýêñïðåññèè êîòîðîãî áûëà ïîêàçàíà â ðàçâèòèè
ÖÍÑ àííåëèä è ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (Denes et al.,
2007), ìàðêåðà ýêòîäåðìàëüíîãî îòäåëà çàäíåé êèøêè bra
(brachyury), èãðàþùåãî ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ôîðìèðîâà-
íèè çàäíåãî îòäåëà òåëà êàê ó ïåðâè÷íîðîòûõ, òàê è ó âòî-
ðè÷íîðîòûõ æèâîòíûõ, à òàêæå ãåíà foxA2 (forkhead box
A2), ôóíêöèè êîòîðîãî ñâÿçàíû ñ ôîðìèðîâàíèåì ýêòî-
äåðìàëüíûõ îòäåëîâ êèøå÷íèêà è öåíòðàëüíûõ îòäåëîâ
ÍÑ íà âñåõ ðàññìîòðåííûõ íàìè ñòàäèÿõ. Â ïîñòëàðâàëü-
íîì ðàçâèòèè è ïðè ðåãåíåðàöèè ïàòòåðí ýêñïðåññèè
Pdu-pax3/7 â öåëîì ñîîòâåòñòâóåò ïàòòåðíó åãî ýêñïðåñ-
ñèè â ëè÷èíî÷íîì ðàçâèòèè. Ïðè ýòîì ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî ýêñïðåññèÿ Pdu-pax3/7 â ïðîöåññå çàäíåé ðåãåíåðàöèè
íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ñïóñòÿ áîëåå 2 ñóò. Ýêñïðåññèè
Pdu-bra è Pdu-foxA2 âûÿâëåíà íàìè â îáëàñòè ýêòîäåð-
ìàëüíîãî îòäåëà çàäíåé êèøêè, ïîìèìî ýòîãî, ýêñïðåññèÿ
Pdu-foxA2 äåòåêòèðóåòñÿ â ãàíãëèÿõ áðþøíîé íåðâíîé
öåïî÷êè. Òàêèì îáðàçîì, õàðàêòåð ýêñïðåññèè èçó÷åííûõ
íàìè òêàíåñïåöèôè÷íûõ ìàðêåðîâ ïðè çàäíåé ðåãåíåðà-
öèè ó ïîëèõåòû P. dumerilii ïðîÿâëÿåò âûñîêóþ ñòåïåíü
êîíñåðâàòèâíîñòè êàê â ëè÷èíî÷íîì ðàçâèòèè, òàê è ïðè
ïîñòëàðâàëüíîì ôîðìèðîâàíèè íîâûõ ñåãìåíòîâ, â òîì
÷èñëå ïðè ðåãåíåðàöèè.

ÔÎËÄÈÍÃ, ÑÒÐÓÊÒÓÐÀ È ÔÓÍÊÖÈÈ ÀÊÒÈÍÀ.
© Î. È. Ïîâàðîâà, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, olp@incras.ru.

Àêòèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ
è âåçäåñóùèõ áåëêîâ æèâûõ îðãàíèçìîâ. Áåëîê áûë îò-
êðûò åùå â ñåðåäèíå XIX ñòîëåòèÿ êàê îäèí èç îñíîâíûõ
áåëêîâ ñèñòåìû ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ. Êðîìå òîãî, àê-
òèí òàêæå ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì áåëêîì öèòîñêåëåòà ýóêàðè-
îòè÷åñêèõ êëåòîê, ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ õåìîòàêñèñà è
ìåæêëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Àêòèí îáíàðóæèâàþò â
öèòîïëàçìå è ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Îí òàêæå ñî-
äåðæèòñÿ â ÿäðàõ êëåòîê è ó÷àñòâóåò â ðåîðãàíèçàöèè
ñòðóêòóðû õðîìàòèíà, â òðàíñêðèïöèè çà ñ÷åò îáðàçîâà-
íèÿ êîìïëåêñà ñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé è ò. ï.

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ 50 ëåò ïîíèìàíèå òîãî, ÷òî
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàòèâíîå ñîñòîÿíèå áåëêà è çà ñ÷åò
÷åãî îíî âîçíèêàåò, êàê ïðîèñõîäÿò äåíàòóðàöèÿ è ðåíà-
òóðàöèÿ áåëêà, ïðåòåðïåëî ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ.
Äëèòåëüíîå âðåìÿ íàòèâíîå ñîñòîÿíèå àññîöèèðîâàëîñü ñ
êîìïàêòíûì ãëîáóëÿðíûì ñîñòîÿíèåì, à äåíàòóðèðîâàí-
íîå — ñ ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèåì, íàïîìèíà-
þùèì ñîñòîÿíèå êëóáêà äëÿ ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèìåðîâ â
õîðîøåì ðàñòâîðèòåëå. Ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî â íàòèâ-
íîì ñîñòîÿíèè áåëîê èìååò æåñòêóþ, ñòðîãî óïîðÿäî-
÷åííóþ ñòðóêòóðó, íàøëî ïîäòâåðæäåíèå â ýêñïåðèìåí-
òàëüíî óñòàíîâëåííîé ñïîñîáíîñòè ãëîáóëÿðíûõ áåëêîâ â
íàòèâíîì ñîñòîÿíèè îáðàçîâûâàòü êðèñòàëëû, ÷òî ïîçâî-
ëèëî ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îïðåäåëèòü ïðîñòðàíñòâåí-
íóþ ñòðóêòóðó ìíîãèõ òûñÿ÷ áåëêîâ. Çà ïîñëåäíèå 10 ëåò
íàêîïèëèñü äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî ìíî-
ãèå áåëêè ìîãóò âûïîëíÿòü ñâîþ ôóíêöèþ, áóäó÷è ÷àñ-
òè÷íî èëè ïîëíîñòüþ íåóïîðÿäî÷åííûìè. Áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ýòè áåëêè ïðèîáðåòàþò óïîðÿäî÷åííîå êîìïàêò-
íîå ñîñòîÿíèå â ñîñòàâå êîìïëåêñîâ ïðè âçàèìîäåéñòâèè
ñ ëèãàíäàìè, äðóãèìè áåëêàìè èëè íóêëåèíîâûìè êèñëî-
òàìè. Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ ýòèõ áåëêîâ êàê ðàç è ñîñòîèò
â óçíàâàíèè ñâîèõ ïàðòíåðîâ è îáðàçîâàíèè êîìïëåêñîâ
ñ íèìè. Ïîñêîëüêó ïðèçíàêîì, îïðåäåëÿþùèì íàòèâ-
íîñòü áåëêà, ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü âûïîëíÿòü ïðèñóùóþ
åìó ôóíêöèþ, òàêèå ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ íåóïîðÿ-
äî÷åííûå áåëêè ñëåäóåò ñ÷èòàòü íàòèâíûìè. Ñòåïåíü íå-
óïîðÿäî÷åííîñòè â áåëêàõ ìîæåò áûòü ðàçíîé, ãðàíèöà
ìåæäó ãëîáóëÿðíûìè è âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûìè
áåëêàìè óñëîâíà. Ìíîãèå áåëêè, êîòîðûå áûëî ïðèíÿ-
òî ñ÷èòàòü ãëîáóëÿðíûìè, èìåþò íåóïîðÿäî÷åííûå îá-
ëàñòè. Ê ÷èñëó òàêèõ áåëêîâ, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, ìî-
æåò áûòü îòíåñåí è àêòèí, õîòÿ äî ñèõ ïîð åãî ïðèíÿòî
áûëî ñ÷èòàòü ãëîáóëÿðíûì. Íàëè÷èå ðÿäà ïåòëåâûõ ó÷à-
ñòêîâ, â òîì ÷èñëå ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè ìåæ-
ìîëåêóëÿðíûõ êîíòàêòîâ ïðè ïîëèìåðèçàöèè, ïîçâîëÿåò
ðàññìàòðèâàòü åãî êàê áåëîê ñ âíóòðåííå íåóïîðÿäî-
÷åííîé ñòðóêòóðîé. Àêòèí ïðèíèìàåò êîìïàêòíîå ñîñòîÿ-
íèå òîëüêî ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ — èîíà Ñà2+ è ìî-
ëåêóëû ÀÒÔ, è åãî ôîëäèíã íåâîçìîæåí áåç ñèñòåìû «ïî-
ìîùíèêîâ», â êà÷åñòâå êîòîðûõ ó àêòèíà âûñòóïàþò
øàïåðîí Hsp70, ïðåôîëäèí è øàïåðîíèí ÑÑÒ. Ñõîäÿ ñ
ðèáîñîìû, ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü àêòèíà ñíà÷àëà âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ Hsp70, ïîòîì ïðåôîëäèí ïåðåíîñèò åãî íà
øàïåðîíèí ÑÑÒ, äàëåå ïðîèñõîäèò ðÿä ïðåîáðàçîâà-
íèé, ïîñëå êîòîðûõ àêòèí ñòàíîâèòñÿ íàòèâíûì. Ïîìèìî
ôèáðèëëÿðíîãî â êëåòêå ñóùåñòâóåò è ìîíîìåðíûé ãëî-
áóëÿðíûé àêòèí, íî òîëüêî â êîìïëåêñå ñ äðóãèìè áåëêà-
ìè. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî òàê íàçûâàåìûé èíàêòèâè-
ðîâàííûé àêòèí, îáðàçóþùèéñÿ èç ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà
ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ, îáðàçóåò ãîìîãåííûé àññî-
öèàò, ñîñòîÿùèé èç 14—16 ñóáúåäèíèö. Íå èñêëþ÷åíî,
÷òî è ýòà ôîðìà àêòèíà ìîæåò áûòü ôóíêöèîíàëüíî çíà-
÷èìîé.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 351



ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÁÅËÊÀ P68 Â ÊËÅÒÎ×-
ÍÎÉ ËÈÍÈÈ U937 ÏÐÈ ÎÁÐÀÁÎÒÊÅ ÊËÅÒÎÊ ÔÎÐÁÎ-
ËÎÂÛÌ ÝÔÈÐÎÌ. © Í. Â. Ïîíîìàðöåâ, Í. È. Åíóêàø-
âèëè. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pono-
martsev@yandex.ru.

Áåëîê ð68 îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó ñîäåðæàùèõ
DEAD-áîêñ ÐÍÊ-õåëèêàç. Ýòî ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûé
áåëîê, îí ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå âî âñåõ ýòàïàõ ÐÍÊ
ìåòàáîëèçìà îò òðàíñêðèïöèè äî äåãðàäàöèè, à òàêæå âî-
âëåêàòüñÿ â ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê. Â íàøåé ðàáîòå ïîêàçàíî êðàòêîâðåìåííîå ïîâû-
øåíèå ýêñïðåññèè ð68 ïðè äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê. Â
ýêñïåðèìåíòå ìû èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèîííóþ ìîíîöè-
òîïîäîáíóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ U937 ÷åëîâåêà. Êëåòêè
ýòîé ëèíèè ñïîñîáíû ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ àãåíòîâ
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ìàêðîôàãîïîäîáíûå êëåòêè, óòðà-
÷èâàÿ ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè è ïðèîáðåòàÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèå ìàêðîôàãàëüíûå ìàðêåðû. Â êà÷åñòâå àãåíòà,
ñòèìóëèðóþùåãî êëåòêè ê äèôôåðåíöèðîâêå, ìû èñïîëü-
çîâàëè ôîðáîëîâûé ýôèð. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðè-
ñóòñòâèè ôîðáîëîâîãî ýôèðà îò 1—10 è 24 ÷ ñ ôîðáîëî-
âûì ýôèðîì, à çàòåì â òå÷åíèå 24 ÷ — áåç íåãî. Äàëåå
êëåòêè îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ð68 è CR3
(CD11b/CD18, ìàðêåð ìàêðîôàãîâ) è àíàëèçèðîâàëè íà
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå. Ïðèìåðíî ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå âíåñå-
íèÿ ôîðáîëîâîãî ýôèðà â êëåòî÷íóþ êóëüòóðó ÷àñòü êëå-
òîê àäãåçèðîâàëà íà ïîâåðõíîñòè ÷àøåê Ïåòðè è èçìåíÿëà
ôîðìó. Ïðè ýòîì â ïåðâûå 2 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ ôîðáîëîâî-
ãî ýôèðà íàáëþäàëîñü ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà ð68 â êëåò-
êàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, íå îáðàáîòàííûìè ôîðáî-
ëîâûì ýôèðîì. Äàëåå êîíöåíòðàöèÿ ð68 ñíèæàëàñü, è â
êëåòêàõ, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè 5, 10 èëè 24 ÷ â ïðèñóò-
ñòâèè ôîðáîëîâîãî ýôèðà, êîíöåíòðàöèÿ ð68 áûëà ìåíü-
øå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ,
òîãäà êàê êîíöåíòðàöèÿ CR3 íà ïîâåðõíîñòè ìàêðîôàãîâ
âîçðàñòàëà òîëüêî â êëåòêàõ, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå ñ ôîðáîëîâûì ýôèðîì áîëåå 24 ÷. Òàêèì îáðàçîì,
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äèôôåðåíöèðîâêå êîíöåíòðàöèÿ áåëêà
ð68 â êëåòêàõ U937 âîçðàñòàåò, ÷òî, âîçìîæíî, îòðàæàåò
íåîáõîäèìîñòü ýòîãî áåëêà íà íà÷àëüíîé ñòàäèè äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê. Ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ îñíîâíîãî ýòàïà
äèôôåðåíöèðîâêè è óòðàòû ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôåðàöèè
êîíöåíòðàöèÿ ð68 â êëåòêàõ U937 ñíèæàåòñÿ.

ÐÀÇËÈ×ÍÛÅ ÝÔÔÅÊÒÛ ÍÀÐÓØÅÍÈß ÔÓÍÊÖÈÉ
ÁÅËÊÀ ÏÐÅÑÅÍÈËÈÍ-1 ÍÀ ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÛÉ
ÊÀËÜÖÈÅÂÛÉ ÂÕÎÄ. © À. À. Ïóïûøåâ, Ì. À. Ðÿçàíöå-
âà, È. À. Ïîçäíÿêîâ, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà, Å. Â. Êàçíà÷ååâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, mariaandre-
evnar@gmail.com.

Äåïîóïðàâëÿåìûé êàëüöèåâûé âõîä ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé âõîäÿùèé òîê èîíîâ Ca2+ â öèòîïëàçìó êëåòêè ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó (ÏÌ) â îòâåò íà ïîíèæåíèå
êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì
ðåòèêóëóìå (ÝÐ). Íàðóøåíèå äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà
êàëüöèÿ ñâÿçûâàþò ñ ïàòîëîãèåé áîëåçíè Àëüöãåéìåðà.
Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ äåïîóïðàâëÿåìûé êàëü-
öèåâûé âõîä ìîæíî àêòèâèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ñåëåêòèâíî-
ãî áëîêàòîðà êàëüöèåâîé ÀÒÔàçû SERCA òàïñèãàðãèíà.
Ïðè áëîêèðîâàíèè SERCA ïðèîñòàíàâëèâàåòñÿ íàêà÷èâà-
íèå êàëüöèÿ â ïðîñâåò ÝÐ, à èìåþùèéñÿ â ïðîñâåòå êàëü-
öèé âûõîäèò ïî ãðàäèåíòó êîíöåíòðàöèè â öèòîïëàçìó.

Äî 80 % âûõîäà êàëüöèÿ èç ÝÐ â íåéðîíàõ ïðîèñõîäèò ÷å-
ðåç êàíàëû óòå÷êè, îáðàçîâàííûå áåëêîì ïðåñåíèëèí-1
(PS1). Áåëîê PS1 â ïðîöåññèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ ïðîòåàçíîãî êîìïëåêñà
g-ñåêðåòàçû, îñóùåñòâëÿþùåé ðàçðåçàíèå ôðàãìåíòîâ
áåëêà APP ñ îáðàçîâàíèåì Ab, à òàêæå ðàçðåçàíèå
NOTCH.

Íà êëåòêàõ ÷åëîâå÷åñêîé íåéðîáëàñòîìû ëèíèè
SK-N-SH íàìè èññëåäîâàëñÿ õàðàêòåð âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ
òèïîâ ìóòàöèé â ãåíå áåëêà PS1, ïðèâîäÿùèõ ê ïîíèæå-
íèþ (PS1 M146V) èëè ê ïîâûøåíèþ (PS1 DE9) ïðîâîäè-
ìîñòè êàíàëà áåëêà PS1, ïîòåðå àêòèâíîñòè g-ñåêðåòàçû,
íî íå çàòðàãèâàþùåé ôóíêöèþ êàíàëà PS1 (PS1 D257A),
íà äåïîóïðàâëÿåìûé êàëüöèåâûé âõîä. Áûëà ïðîèçâåäåíà
òðàíñôèêöèÿ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ñ ïîìîùüþ ïëàçìèä
ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ìóòàíòíûìè ãåíàìè áåëêà PS1.
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëàñü ïëàçìèäà ñ ãåíîì
PS1 äèêîãî òèïà. Äëÿ ñåëåêöèè òðàíñôèöèðîâàííûõ êëå-
òîê â õîäå ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêîãî ýêñïåðèìåíòà áû-
ëà ïðîâåäåíà êîòðàíñôåêöèÿ ñ ïëàçìèäîé GFP. Îâåðýêñï-
ðåññèÿ ìóòàíòíûõ áåëêîâ ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ
Âåñòåðí-áëîòèíãà. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñà-
öèè ïîòåíöèàëà (patch-clamp technique) â êîíôèãóðàöèè
whole-cell áûëî ïîêàçàíî ïîäàâëåíèå äåïîóïðàâëÿåìîãî
âõîäà êàëüöèÿ, àêòèâèðîâàííîãî ñ ïîìîùüþ òàïñèãàðãè-
íà, â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ñ ìóòàöèåé PS1 M146V, ñíè-
æàþùåé ïðîâîäèìîñòü êàíàëà óòå÷êè ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè, òðàíñôèöèðîâàííûìè PS1 äèêîãî òèïà. Ýô-
ôåêò ïîäàâëåíèÿ âûðàæàëñÿ â ïîíèæåíèè ñêîðîñòè àêòè-
âàöèè è àìïëèòóäû òîêà äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëü-
öèÿ. Ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò íàáëþäàëñÿ â êëåòêàõ ñ
ìóòàöèåé PS1 DE9, ïîâûøàþùåé ïðîâîäèìîñòü êàíàëà
PS1. Â äàííûõ êëåòêàõ íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå óâåëè-
÷åíèå ñêîðîñòè àêòèâàöèè òîêà äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà
êàëüöèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Â êëåòêàõ ñ ìóòàöèåé
PS1 D257A íå áûëî îáíàðóæåíî îòëè÷èé â ñêîðîñòè àêòè-
âàöèè èëè àìïëèòóäå òîêà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ñ PS1
äèêîãî òèïà. Ñëåäîâàòåëüíî, ê íàðóøåíèþ äåïîóïðàâëÿå-
ìîãî âõîäà êàëüöèÿ â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà
ëèíèè SK-N-SH ïðèâîäÿò èñêëþ÷èòåëüíî ìóòàöèè â ãåíå
áåëêà PS1, èçìåíÿþùèå ïðîâîäèìîñòü êàíàëà áåëêà PS1.
Ïî âñåé âèäèìîñòè, àêòèâíîñòü g-ñåêðåòàçû è ðåãóëèðóå-
ìûå åþ ñèãíàëüíûå ïóòè (APP, NOTCH) â äàííîé êëåòî÷-
íîé ëèíèè íå èìåþò çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà äåïîóï-
ðàâëÿåìûé êàëüöèåâûé âõîä.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ãîñ-
êîíòðàêòîâ ¹ 14.740.11.0924, Ï332 Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 10-04-00956,
10-04-01002 è 11-04-12047) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âå-
äóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-3796.2010.4).

ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÅ ÝÒÀÍÎËÎÌ ÈÇÌÅÍÅÍÈß
ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÎÂ Â ÃÅÏÀÒÎÖÈÒÀÕ ÊÐÛÑ: ÂÛ-
ÁÎÐ ÐÅÔÅÐÅÍÒÍÛÕ ÃÅÍÎÂ. © À. Ë. Ðóíîâ, À. Ã. Ìèò-
òåíáåðã, Ì. Ñ. Âîíñêèé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, tsinakan@gmail.com.

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîôèëü ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ
îðãàíèçìà çíà÷èòåëüíî èçìåíÿåòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè
âíåøíèõ ôàêòîðîâ. Äëÿ îöåíêè ïðîèçîøåäøèõ èçìåíå-
íèé âàæåí âûáîð ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ
íå çàâèñèò îò äåéñòâèÿ èññëåäóåìîãî ôàêòîðà. Çàäà÷åé
äàííîé ðàáîòû áûë âûáîð ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ
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êîòîðûõ íå ìåíÿåòñÿ â ãåïàòîöèòàõ êðûñ ïîñëå ââåäåíèÿ â
èõ ðàöèîí ýòàíîëà.

Íà îñíîâàíèè ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ áûëî îòîáðàíî
10 ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ ó êðûñ ñ÷èòàåòñÿ êîíñòèòó-
òèâíîé è íå çàâèñÿùåé îò âíåøíèõ ôàêòîðîâ. Áûëè ïîäî-
áðàíû ñèñòåìû ïðàéìåðîâ è íà ãåíîìíîé ÄÍÊ ïðîâåäåíà
îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ.

Â åæåäíåâíûé ðàöèîí êðûñ Âèñòàð â òå÷åíèå 2 ìåñ
ââîäèëè ýòàíîë (40 è 4 %), à òàêæå ïèâî â êîëè÷åñòâàõ,
ýêâèâàëåíòíûõ 1 SKU (0.5 ë äëÿ ÷åëîâåêà). Êðûñû êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïû ïîëó÷àëè âîäó. Â ñîñòàâ êàæäîé ãðóïïû
âõîäèëè 6 ñàìöîâ è 6 ñàìîê. Ïî èñòå÷åíèè 2 ìåñ æèâîò-
íûå âñåõ ãðóïï áûëè äåêàïèòèðîâàíû. Èç ïå÷åíè êðûñ
âûäåëÿëè ìÐÍÊ ìåòîäîì ôåíîëüíîé ýêñòðàêöèè. ×èñòîòó
è êîíöåíòðàöèþ âûäåëåííîé ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôî-
òîìåòðè÷åñêè. Öåëîñòíîñòü ìÐÍÊ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùåì ãåëå. Ýêñïðåññèþ ãå-
íîâ îöåíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ ìÐÍÊ, îïðåäåëÿåìîìó ìå-
òîäîì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ ïîñëåäóþùåé êîëè÷åñò-
âåííîé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîêàçàë, ÷òî
íåèçìåííîé äëÿ âñåõ ãðóïï êðûñ îñòàåòñÿ ýêñïðåññèÿ
ëèøü 3 ãåíîâ èç 10 èññëåäîâàííûõ: ãëèöåðàëüäåãèä-
3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (GAPDH), ôîñôîãëèöåðàò-êèíà-
çû 1 (Pgk1) è àïîëèïðîòåèíà Å (ApoE). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî
çíà÷åíèå ïîðîãîâîãî öèêëà äëÿ GAPDH îêàçàëîñü íàèáî-
ëåå áëèçêèì ê ñðåäíåìó çíà÷åíèþ ïîðîãîâûõ öèêëîâ äëÿ
ãåíîâ-ìèøåíåé, GAPDH áûë âûáðàí êà÷åñòâå îïîðíîãî
ãåíà äëÿ äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ èíäóöèðîâàííûõ ýòà-
íîëîì èçìåíåíèé ýêñïðåññèè ãåíîâ â ãåïàòîöèòàõ êðûñ.

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÐÀÁÎÒÛ ÊÀËÜÖÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ Â
ÌÎÄÅËßÕ ÍÀÑËÅÄÑÒÂÅÍÍÎÉ ÁÎËÅÇÍÈ ÀËÜÖÃÅÉ-
ÌÅÐÀ. © Ì. À. Ðÿçàíöåâà, È. À. Ïîçäíÿêîâ, Ñ. Â. Ëüâîâ-
ñêàÿ, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, mariaandreevnar@gma-
il.com.

Íàðóøåíèå êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè â íåéðîíàõ ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ êàê îäíà èç ïðè÷èí ðàçâèòèÿ áîëåçíè Àëü-
öãåéìåðà. Â 50 % ñëó÷àåâ íàñëåäñòâåííîé áîëåçíè Àëü-
öãåéìåðà (ÍÁÀ) íàáëþäàëèñü ìóòàöèè â áåëêå ïðåñåíè-
ëèíå-1 (PS1). Áåëîê PS1 îáðàçóåò êàëüöèåâûå êàíàëû â
ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ), ðåãó-
ëèðóþùèå ïàññèâíûé îòòîê Ca2+ èç ïðîñâåòà ÝÐ â öèòî-
ïëàçìó. Ìóòàöèÿ PS1 M146V âûçûâàåò ïîòåðþ ôóíêöèè
êàíàëà, à ïðè ìóòàöèè PS1 DE9 ïîêàçàíà ïîâûøåííàÿ
ïðîâîäèìîñòü êàíàëà. Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû, àêòèâèðó-
þùèåñÿ â îòâåò íà ïîíèæåíèå êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî
Ca2+ â ÝÐ, ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðàçâèòèè ïàòîëîãèè
ÍÁÀ, âûçâàííîé ìóòàöèÿìè â áåëêàõ ïðåñåíèëèíàõ. Ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(patch-clamp technique) â êîíôèãóðàöèè whole-cell áûëî
ïîêàçàíî ïîäàâëåíèå äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ â
ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ìûøèíîé ìî-
äåëè ÍÁÀ (KI-PS1 M146V, Thy1-APPKM670/671NL è
Thy1-tauP301L) ïî ñðàâíåíèþ ñ íåéðîíàìè ìûøåé äèêîãî
òèïà. Ïîäàâëÿþùåå äåéñòâèå ìóòàíòíîãî PS1 M146V íà
äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ áûëî ïîäòâåðæäåíî â ýê-
ñïåðèìåíòàõ ñ îâåðýêñïðåññèåé â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû
SK-N-SH è ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà. Â
ýòèõ æå êëåòêàõ ñ îâåðýêñïðåññèåé ìóòàíòîãî PS1 DE9
íàáëþäàëñÿ ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò íà äåïîóïðàâëÿå-

ìûé âõîä êàëüöèÿ, âûðàæàþùèéñÿ â óâåëè÷åíèè ñêîðî-
ñòè àêòèâàöèè è àìïëèòóäû òîêà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëèñü êëåòêè ñ îâåðýêñïðåññèåé PS1 äèêîãî
òèïà. Õåëàòèðîâàíèå Ca2+ â ïðîñâåòå ÝÐ ñ ïîìîùüþ íèç-
êîàôôèííîãî õåëàòîðà TPEN óáèðàëî ýôôåêò ïîäàâëåíèÿ
äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ ïðè ýêñïðåññèè ìóòàíò-
íîãî PS1 M146V è ýôôåêò óñèëåíèÿ ïðè ýêñïðåññèè ìó-
òàíòíîãî PS1 DE9. Îñíîâíîé ýôôåêò ìóòàíòíûõ PS1 íå
áûë îáóñëîâëåí èçìåíåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè îñíîâíûõ
áåëêîâ, äåòåðìèíèðóþùèõ äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä êàëü-
öèÿ, òàêèõ êàê êàíàëüíûå ñóáúåäèíèöû TRPC1 è Orai1
èëè êàëüöèåâûå ñåíñîðû ÝÐ STIM1 è STIM2. Ýêñïåðè-
ìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî êàëüöèÿ ñ ïîìîùüþ ôëóîðîôîðà Fu-
ra-2AM ïîêàçàëè, ÷òî ìóòàöèÿ PS1 M146V âûçûâàåò çíà-
÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñòàáèëüíîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ
â ÝÐ íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà, à ìóòàöèÿ PS1 DE9 âûçûâàåò
åå ïîíèæåíèå. Îäíàêî ïîäîáíûõ èçìåíåíèé â àíàëîãè÷-
íûõ ýêñïåðèìåíòàõ íå áûëî îòìå÷åíî â íåéðîíàõ ñòðèà-
òóìà, íå ïîäâåðãàþùèõñÿ äåãåíåðàöèè ïðè ÍÁÀ. Ñëåäî-
âàòåëüíî, ïðè÷èíà ïàòîëîãè÷åñêîãî íàðóøåíèÿ ðàáîòû
äåïîóïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ïðè ÍÁÀ â íåéðî-
íàõ ãèïïîêàìïà çàêëþ÷àåòñÿ â íàðóøåíèÿõ ðàáîòû êàíà-
ëîâ óòå÷êè Ca2+, âûçâàííûõ ìóòàöèÿìè â ãåíå áåëêà PS1,
èçìåíÿþùèõ ñòàáèëüíóþ êîíöåíòðàöèþ êàëüöèÿ â ÝÐ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ãîñ-
êîíòðàêòîâ ¹ 14.740.11.0924, Ï332, Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 10-04-00956,
10-04-01002 è 11-04-12047) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âå-
äóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-3796.2010.4).

ÑÐÀÂÍÅÍÈÅ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÀ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÝÔÐ—
ÊÂÀÍÒÎÂÛÅ ÒÎ×ÊÈ Ñ ÝÍÄÎÖÈÒÎÇÎÌ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ
ÝÔÐ. © À. Â. Ñàëîâà, Å. À. Ëåîíòüåâà, Ò. Ï. Ìîæåíîê,
Å. Ñ. Êîðíèëîâà, Ñ. À. Êðîëåíêî, Ò. Í. Áåëÿåâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, avsalova@gmail.com.

Ðåöåïòîð ÝÔÐ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè, âûæèâàíèÿ ïðè
àïîïòîçå è ïîäâèæíîñòè. Ïîäàâëÿþùàÿ ìàññà ðàáîò ïî
èññëåäîâàíèþ ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ âûïîëíåíà íà
ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ, äàííûå ïî äèíàìèêå ýíäîöèòîçà
íà æèâûõ êëåòêàõ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò. Äëÿ âèçóàëè-
çàöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ â æèâûõ êëåòêàõ äî-
ñòàòî÷íî øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ êâàíòîâûå òî÷êè (ÊÒ),
îáëàäàþùèå óíèêàëüíûìè îïòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Îä-
íàêî íåäîñòàòî÷íî îñâåùåí âîïðîñ âëèÿíèÿ ÊÒ íà ïðî-
öåññû, â êîòîðûõ ó÷àñòâóþò ìå÷åííûå èìè ìîëåêóëû.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ýíäî-
öèòîçà êîìïëåêñîâ ÝÔÐ-ÊÒ ñ ýíäîöèòîçîì ðåöåïòîðà
ÝÔÐ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè CdSe/ZnS ÊÒ (Invitrogen,
ÑØÀ), êîíúþãèðîâàííûå ñ ÝÔÐ ÷åðåç ñèñòåìó ñòðåïòà-
âèäèí/áèîòèí. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà æèâûõ è ôèê-
ñèðîâàííûõ êëåòêàõ HeLa è A431. Ïðîàíàëèçèðîâàíû
îñíîâíûå ñòàäèè ýíäîöèòîçà êîìïëåêñîâ ÝÔÐ-ÊÒ è ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ. Îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî èçó÷åíèþ ñâÿçû-
âàíèÿ ÝÔÐ-ÊÒ ñ ðåöåïòîðîì è íà÷àëüíûõ ñòàäèé èíòåð-
íàëèçàöèè. Èçó÷åíî âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé è
ñîîòíîøåíèé ÝÔÐ è ÊÒ íà êîëè÷åñòâî ýíäîñîì, îáðàçî-
âàâøèõñÿ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Èññëåäîâàíî
âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ýíäîöèòîçà (äè-
íàñîðà, ãèïåðòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà ñàõàðîçû è âîðòìàí-
íèíà) íà ýíäîöèòîç êàê ðåöåïòîðà ÝÔÐ, òàê è êîìïëåêñîâ
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ÝÔÐ-ÊÒ. Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå êîëîêàëèçàöèè ÝÔÐ-ÊÒ è
ðåöåïòîðà ÝÔÐ ñ ìàðêåðàìè ñòðóêòóð, õàðàêòåðíûõ äëÿ
ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ýíäîöèòîçà.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî ìå÷å-
íèå ÝÔÐ ñ ïîìîùüþ ÊÒ íå âëèÿåò íà ïðîòåêàíèå òàêèõ
ñòàäèé, êàê ôîðìèðîâàíèå ýíäîñîì, èõ ñëèÿíèå, òðàíñ-
ïîðòèðîâêà ïî ìèêðîòðóáî÷êàì è ôîðìèðîâàíèå ìóëüòè-
âåçèêóëÿðíûõ ýíäîñîì. Ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñ ÝÔÐ-ÊÒ
çàäåðæèâàåòñÿ â ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ ïîçäíèõ ýíäîñîìàõ
â òå÷åíèå áîëåå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, ÷åì ÝÔÐ. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ñîîòíîøåíèå ÝÔÐ è ÊÒ âëèÿåò íà ýôôåêòèâ-
íîñòü èíòåðíàëèçàöèè ðåöåïòîðà. Ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî ìíî-
ãèå çëîêà÷åñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ ÆÊÒ, ëåãêèõ è
äðóãèõ îðãàíîâ ñâÿçàíû ñ ãèïåðýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà
ÝÔÐ, èñïîëüçîâàíèå ÝÔÐ-ðåöåïòîðíîé ñèñòåìû è ÊÒ îò-
êðûâàåò âîçìîæíîñòü âûÿâëåíèÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê íà ñàìûõ ðàííèõ ñòàäèÿõ âîçíèêíîâåíèÿ îïóõîëè,
ôàêòè÷åñêè íà óðîâíå åäèíè÷íûõ êëåòîê.

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

Ó×ÀÑÒÈÅ ÃËÈÖÅÐÀËÜÄÅÃÈÄ-3-ÔÎÑÔÀÒÄÅÃÈÄÐÎ-
ÃÅÍÀÇÛ Â ÀÃÐÅÃÀÖÈÈ ÌÓÒÀÍÒÍÎÉ ÑÓÏÅÐÎÊ-
ÑÈÄÄÈÑÌÓÒÀÇÛ. © Ä. Â. Ñâåð÷èíñêèé. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sverchinsky@gmail.com.

Â îñíîâå ìíîãèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé
ëåæèò îáðàçîâàíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ.
Äëÿ ðÿäà òàêèõ çàáîëåâàíèé ïîêàçàíî àêòèâíîå âîâëå÷å-
íèå â àãðåãàòû ôåðìåíòà ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèä-
ðîãåíàçû (ÃÀÔÄÃ). Îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿåòñÿ ëàòåðàëüíûé
àìèîòðîôè÷åñêèé ñêëåðîç. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ÷àñòîé ïðè÷è-
íîé âîçíèêíîâåíèÿ äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ìóòà-
öèÿ G83A â ãåíå, êîäèðóþùåì ñóïåðîêñèääèñìóòàçó-1
(ÑÎÄ-1) — ôåðìåíò, âõîäÿùèé â êîìïëåêñ àíòèîêñèäàíò-
íîé çàùèòû. Îñíîâíîé öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî
èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ àãðåãàöèè ìóòàíòíîé ÑÎÄ-1 â êëå-
òî÷íîé ìîäåëè ëàòåðàëüíîãî àìèîòðîôè÷åñêîãî ñêëåðîçà,
ñ âîâëå÷åíèåì â àãðåãàöèþ ÃÀÔÄÃ.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ íàìè áûëè âûáðàíû êëåòêè íåé-
ðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà ëèíèè SK-N-SH. Äëÿ èçó÷åíèÿ àãðå-
ãàöèè êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëèñü ïëàçìèäîé, íåñóùåé
ãåí, êîäèðóþùèé ìóòàíòíóþ ÑÎÄ-1, è òàã — ãåí óñèëåí-
íîãî çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà (EGFP). Äëÿ èññëå-
äîâàíèÿ äèíàìèêè àãðåãàöèè ìû òðàíñôèöèðîâàëè êëåò-
êè, à çàòåì êàæäûå 12 ÷ íà÷èíàÿ ñ 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè
îòáèðàëè è ëèçèðîâàëè ýòè êëåòêè. Ñ ïîìîùüþ àïïàðàòà
äëÿ äîò-áëîòèíãà àãðåãàòû èç ëèçàòà ïåðåíîñèëè íà àöå-
òàòöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (ìåòîä ëîâóøêè íà ôèëüòðå),
ïîñëå ÷åãî êîëè÷åñòâî àãðåãàòîâ îöåíèâàëîñü ïî èíòåí-
ñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ àíòèòåë ê EGFP. Ðåçóëüòàòû äàííîãî
îïûòà ïîêàçàëè, ÷òî êðóïíûå áåëêîâûå àãðåãàòû ôîðìè-
ðóþòñÿ ê 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòîê.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ó÷àñòèÿ ÃÀÔÄÃ â àãðåãàöèè ìóòàíò-
íîé ÑÎÄ-1 êëåòêè SK-N-SH òðàíñôèöèðîâàëè îäíîâðå-
ìåííî ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ìóòàíòíûé ãåí ÑÎÄ-1 è
òàã EGFP, è ìàëîé èíòåðôåðèðóþùåé ÐÍÊ, ïîäàâëÿþùåé
ýêñïðåññèþ ÃÀÔÄÃ. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ëèçèðîâàëè, ëè-
çàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîâóøêè íà ôèëü-
òðå. Ðåçóëüòàòû ýòîãî îïûòà ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ñíèæåíèå

êîíöåíòðàöèè ÃÀÔÄÃ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíü-
øåíèþ êîëè÷åñòâà àãðåãàòîâ ÑÎÄ-1. Çíà÷èò, ÃÀÔÄÃ íå
òîëüêî âêëþ÷àåòñÿ â àãðåãàòû, íî è èãðàåò ñóùåñòâåííóþ
ðîëü â èõ îáðàçîâàíèè. Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ äàííûõ î çíà÷è-
ìîñòè ó÷àñòèÿ ÃÀÔÄÃ â ïðîöåññå àãðåãàöèè íàìè áûëè
ïîñòàâëåíû îïûòû ïî èçó÷åíèþ ìåõàíèçìà âçàèìîäåéñò-
âèÿ ÃÀÔÄÃ è ÑÎÄ-1 â àãðåãàòàõ. Äëÿ ïðîâåðêè ãèïîòåçû
î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèå àãðåãàòîâ èäåò ñ ïîìîùüþ äèñóëü-
ôèäíûõ ñâÿçåé, â êëåòî÷íûé ëèçàò äîáàâëÿëè äèòèîòðåè-
òîë (ÄÒÒ), ðàçðóøàþùèé äèñóëüôèäíûå ñâÿçè. Êðîìå
òîãî, â ëèçàò äîáàâëÿëè ÄÑÍ, ðàçðóøàþùèé íåêîâàëåíò-
íûå ñâÿçè. Äàííûé îïûò ïîêàçàë, ÷òî äîáàâëåíèå ÄÒÒ â
ïðîáû óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî àãðåãàòîâ, íî íåçíà÷èòåëü-
íî. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ÃÀÔÄÃ ìîæåò âîâëåêàòüñÿ â
àãðåãàòû ÑÎÄ íå òîëüêî ïóòåì îáðàçîâàíèÿ äèñóëüôèä-
íûõ ñâÿçåé, íî òàêæå âîçìîæåí è äðóãîé ìåõàíèçì àãðåãà-
öèè.
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íîâà,1 À. Ë. Ðóíîâ,1 Ä. Ë. Ñïèâàê,2 À. Ã. Çàõàð÷óê,3
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Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ãåðîíòîëîãèè â êà÷åñòâå ìàð-
êåðîâ ñòàðåíèÿ ñòàëè èíòåíñèâíî èçó÷àòüñÿ êîíöåâûå
ó÷àñòêè õðîìîñîì — òåëîìåðû. Ïîâûøåííûé èíòåðåñ ê
äàííûì ñïåöèàëèçèðîâàííûì êîìïëåêñàì îïðåäåëÿåòñÿ
óíèêàëüíûìè ôóíêöèÿìè, êîòîðûå îíè âûïîëíÿþò â ïðî-
öåññàõ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è â ïîääåðæàíèè ñòàáè-
ëüíîñòè ãåíîìà. Îäíàêî äàííûå ëèòåðàòóðû î âçàèìîñâÿ-
çè äëèíû òåëîìåð ñ ðèñêîì ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ âîçðàñò-
íûõ ïàòîëîãèé è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîòèâîðå÷èâû. Áîëüøèíñòâî èññëåäî-
âàíèé ïîêàçûâàåò çàâèñèìîñòü äëèíû òåëîìåðíûõ ïîâòî-
ðîâ îò âîçðàñòà è ïîëà (Frenck et al., 1998; Tauchi et al.,
1999), â òî æå âðåìÿ ñóùåñòâóþò ðàáîòû, íå îáíàðóæèâ-
øèå àññîöèàöèè äëèíû òåëîìåð ñ ðèñêîì ñìåðòíîñòè ëþ-
äåé ñòàðøåãî âîçðàñòà (Martin-Ruiz et al., 2005; Bischoff
et al., 2006). Çíà÷åíèÿ äëèí òåëîìåð äëÿ ðàçíûõ èíäèâèäó-
óìîâ êîíêðåòíîãî âîçðàñòà ëåæàò â äîñòàòî÷íî øèðîêèõ
ïðåäåëàõ, è äî ñèõ ïîð íå áûëî îáíàðóæåíî îò÷åòëèâîé
êîððåëÿöèè ìåæäó äëèíîé òåëîìåð è âðåìåíåì îáíîâëå-
íèÿ òêàíåé in vivo (Takubo et al., 2002). Èç-çà ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ íåñîîòâåòñòâèé ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ìû ðåøèëè
ïðîâåñòè ñîáñòâåííîå èññëåäîâàíèå äëèíû òåëîìåð â
ñòàðøèõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ èëè
îïðîâåðæåíèÿ çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè óêîðî÷åíèÿ òåëîìåð
õðîìîñîì ïðè íàëè÷èè ïàòîëîãèè è ïðî÷èõ ñòðåññîâûõ
âîçäåéñòâèé. Ê òîìó æå ïîäîáíîãî ðîäà èññëåäîâàíèÿ íå
ïðîâîäèëèñü äëÿ èçó÷åíèÿ ïîïóëÿöèîííûõ îñîáåííîñòåé
íàñåëåíèÿ Ñåâåðî-Çàïàäà Ðîññèè.

Â èññëåäóåìóþ ãðóïïó, ñîñòîÿùóþ èç 170 ÷åëîâåê
(40 ìóæ÷èí è 130 æåíùèí), âîøëè ïàöèåíòû Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîðîäñêîãî ãåðèàòðè÷åñêîãî öåíòðà â âîçðàñòå
îò 55 äî 101 ãîäà (ñðåäíèé âîçðàñò 79.98 ± 8.72 ãîäà). Âñå
ðåñïîíäåíòû ó÷àñòâîâàëè â èññëåäîâàíèè äîáðîâîëüíî.
Àíàëèç àáñîëþòíîé äëèíû òåëîìåð â ëèìôîöèòàðíîé
ôðàêöèè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïðîâîäèëñÿ ìåòîäîì êî-
ëè÷åñòâåííîé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì
âðåìåíè ïî âçÿòîìó èç ëèòåðàòóðû îðèãèíàëüíîìó ïðîòî-
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êîëó (O’Callaghan, 2008). Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ èç-
ìåðåíèÿ äëèí òåëîìåð ñ äàííûìè àíàìíåçà ïî ìàòåðèà-
ëàì èñòîðèè áîëåçíè è ïñèõîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòè-
êàìè ïðîâîäèëîñü ôàêòîðíûì àíàëèçîì, ïî ðåçóëüòàòàì
êîòîðîãî áûëà ïîëó÷åíà êîððåëÿöèÿ ñðåäíåé äëèíû òåëî-
ìåð â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ñ âîçðàñòîì â
ñàìîé ñòàðøåé âîçðàñòíîé ãðóïïå îò 90 äî 101 ãîäà, ÷åãî
íåëüçÿ óòâåðæäàòü îòíîñèòåëüíî âñåé èññëåäóåìîé ãðóï-
ïû. Òàêæå îòäåëüíûé ôàêòîð îáðàçîâàëè äëèíà òåëîìåð è
ïîë, ÷òî ïîäòâåðæäàåò äàííûå îá àññîöèàöèè áîëåå êî-
ðîòêèõ òåëîìåðíûõ ôðàãìåíòîâ ñ ìóæñêèì ïîëîì. Îäíà-
êî íå áûëî îáíàðóæåíî äîñòîâåðíîé âçàèìîñâÿçè äëèíû
òåëîìåð ñ ïàòîëîãè÷åñêèì, ôèçèîëîãè÷åñêèì è ïñèõîëî-
ãè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì îáñëåäóåìîãî. Âåðîÿòíî, ñðåäíÿÿ
äëèíà òåëîìåð â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè íå
ìîæåò ñëóæèòü íàäåæíûì ïðîãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè è íà÷èíàåò ÷åòêî êîððåëèðî-
âàòü ñ âîçðàñòîì òîëüêî â ñòàðøèõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ,
êîãäà äëèíû òåëîìåð êàê áû ñóììèðóþò âñå ñòðåññîðíûå
âîçäåéñòâèÿ, êîòîðûì îðãàíèçì ïîäâåðãàëñÿ â òå÷åíèå
æèçíè. Ñêîðåå ìîæíî îæèäàòü, ÷òî ïðîäîëæèòåëüíîñòü
æèçíè ñâÿçàíà íå ñî ñðåäíåé äëèíîé òåëîìåð â êëåòêàõ
îðãàíèçìà, à â êîíêðåòíûõ îðãàíàõ èëè òêàíÿõ, ñïîñîáñò-
âóÿ ðàçâèòèþ âîçðàñòíûõ çàáîëåâàíèé (ðàê, èíñóëüò, ñåð-
äå÷íàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü), êîòîðûå è ñëóæàò íàèáîëåå ðàñ-
ïðîñòðàíåííûìè ïðè÷èíàìè ñìåðòè â ïîæèëîì âîçðàñòå
(Ìèõåëüñîí, Ãàìàëåé, 2010).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
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Òðåìàòîäû èìåþò ñëîæíûé æèçíåííûé öèêë, êîòî-
ðûé ïðîòåêàåò ñî ñìåíîé æèâîòíûõ-õîçÿåâ è ÷åðåäîâàíè-
åì ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ è ãåðìàôðîäèòíîãî ïîêîëåíèé.
Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëîñü, ÷òî îñîáè ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîãî
ïîêîëåíèÿ — ðåäèè è äî÷åðíèå ñïîðîöèñòû, ïðîèñõîäÿ-
ùèå îò îäíîé ìàòåðèíñêîé îñîáè è îáèòàþùèå â ïåðâîì
ïðîìåæóòî÷íîì õîçÿèíå (ìîëëþñêå), ðàâíî êàê è ïðîèç-
âîäèìûå èìè ðàññåëèòåëüíûå ëè÷èíêè — öåðêàðèè, ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ãåíåòè÷åñêè èäåíòè÷íûå êëîíû. Îäíàêî
â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ÄÍÊ-ìàðêåðîâ äàííûå, óêàçûâàþùèå íà ñóùåñòâî-
âàíèå èíäèâèäóàëüíîé èçìåí÷èâîñòè êëîíîâ äî÷åðíèõ
ñïîðîöèñò, ðåäèé è èõ ïðîèçâîäíûõ — öåðêàðèé. Ýòî óâå-
ëè÷èâàåò ãåíåòè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü ïàðàçèòîâ è ñîîò-
âåòñòâåííî øàíñ íà óñïåøíóþ èíâàçèþ õîçÿèíà. Íàèáî-
ëåå âåðîÿòíûìè êàíäèäàòàìè íà ðîëü èñòî÷íèêà ïåðå-
ñòðîåê ãåíîìà ñòàëè ìîáèëüíûå ýëåìåíòû, ê êîòîðûì
îòíîñÿòñÿ ÄÍÊ-òðàíñïîçîíû è ðåòðîïîçîíû. Ìîäåëüíûé
îáúåêò èññëåäîâàíèÿ — Himasthla elongata — îòíîñèòñÿ ê
âûñîêîïàòîãåííîìó ñåìåéñòâó òðåìàòîä, ïàðòåíîãåíåòè-
÷åñêèå ïîêîëåíèÿ æèâóò â ìîëëþñêå-õîçÿèíå Littorina lit-
torea, êîòîðîãî îòíîñèòåëüíî íåñëîæíî ñîäåðæàòü â àêâà-
ðèóìå. Äëÿ H. elongata êëîíèðîâàí è îõàðàêòåðèçîâàí
òðàíñïîçîí ñåìåéñòâà Tc1/mariner — Hemar1 (Ãàëàêòèî-
íîâ è äð., 2009). Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîèò â òîì,

÷òîáû îïðåäåëèòü, ìîæåò ëè Hemar1 áûòü èñòî÷íèêîì
êëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè ïðè ïîääåðæàíèè ãåíåòè÷åñêî-
ãî ðàçíîîáðàçèÿ ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ ïîêîëåíèé òðåìà-
òîä. Äëÿ ýòîãî ïðèìåíÿþòñÿ 2 ìåòîäà: 1) ìåòîä òðàíñïî-
çîí-äèñïëåé (TID, Transposon Insertional Display), êîòî-
ðûé èñïîëüçóþò äëÿ ïîèñêà ãåíåòè÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà
ýóêàðèîò, îïîñðåäîâàííîãî èíñåðöèÿìè òðàíñïîçîíîâ
(Waugh et al., 1997); 2) ìåòîä ôëóðåñöåíòíîé ãèáðèäèçà-
öèè in situ (FISH), äëÿ òîãî ÷òîáû îáíàðóæèòü âîçìîæíûå
êëàñòåðû Hemar1 â ðàçíûõ ãåíîìàõ.

1. Ìåòîä òðàíñïîçîí-äèñïëåé. Èç îòäåëüíî âçÿòîãî
æèâîòíîãî âûäåëåëÿëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ. Ó÷èòûâàëè ìîë-
ëþñêà-õîçÿèíà (A, B... etc.), ðåäèè èç êàæäîãî ìîëëþñêà
(1, 2 ... N), öåðêàðèè èç êàæäîé ðåäèè (\1, \2 ... \N). ÄÍÊ
îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçîé Hind III, èìåþùåé ñàéò âíóò-
ðè HemarI, ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè ïðèøèâàëè àäàïòåðû è
ïðîâîäèëè ÏÖÐ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ê ýòèì àäàïòåðàì
ïðàéìåðàìè. Ðåçóëüòàòû ðàçäåëåíèÿ ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ â
àãàðîçíîì ãåëå ïîêàçàëè, ÷òî, âî-ïåðâûõ, ìîæíî ðàáîòàòü
ñ ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç îäíîé öåðêàðèè; âî-âòîðûõ, åñòü
âîñïðîèçâîäèìûé ïîëèìîðôíûé íàáîð çîí, õàðàêòåð-
íûé äëÿ òîòàëüíîé ÄÍÊ, ïîëó÷åííûé íà ïîäîáðàííûõ
ïðàéìåðàõ è àäàïòåðàõ; â-òðåòüèõ, íàáîðû çîí îòäåëüíûõ
öåðêàðèé ðàñïàäàþòñÿ íà 3 ãðóïïû, êàæäàÿ èç êîòîðûõ
õàðàêòåðíà äëÿ îäíîé ðåäèè. Ïëàíèðóåòñÿ ïðîâåäåíèå
êëîíèðîâàíèÿ ïîëèìîðôíûõ çîí. Ðåçóëüòàòû ñåêâåíèðî-
âàíèÿ, âåðîÿòíî, ïîçâîëÿò óòâåðæäàòü, ÷òî èìåííî He-
mar1 âîâëå÷åí â ñîçäàíèå ïîëèìîðôèçìà ãåíîìà íà óðîâ-
íå êëîíàëüíûõ ïîïóëÿöèé.

2. FISH. Äëÿ òîãî ÷òîáû êàðòèðîâàòü Hemar1 â ãåíî-
ìå, íåîáõîäèìî ïðîâåäåíèå öèòîãåíåòè÷åñêîé ðàáîòû,
òàê êàê êàðèîòèï H. elongata íå îïèñàí. Ïîäîáðàíû óñëî-
âèÿ, ïîçâîëÿþùèå ïîëó÷èòü ïðèãîäíûå äëÿ ãèáðèäèçàöèè
ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè. Õðîìîñîìû ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàç-
ìåðàì, òèïó ñòðîåíèÿ è êîëè÷åñòâó ñîäåðæàíèÿ â íèõ
ÄÍÊ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà Echi-
nostomatidae. Ïî ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, êàðèîòèï ñî-
äåðæèò 24 ïàðû õðîìîñîì. Èç íèõ 7—8 ïàð ïðåäñòàâëåíû
ìèêðîõðîìîñîìàìè, êîòîðûå «íàëèïàþò» íà áîëåå êðóï-
íûå. Áîëåå òî÷íóþ èíôîðìàöèþ î ìèêðîõðîìîñîìàõ êà-
ðèîòèïà ïðåäïîëàãàåòñÿ ïîëó÷èòü, ïðîâåäÿ ïóëüñ-ôîðåç
íàòèâíîãî õðîìàòèíà.

ÔÎËÄÈÍÃ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÎÃÎ ÁÅËÊÀ sfGFP, ÈÌÅ-
ÞÙÅÃÎ ÒÎÏÎËÎÃÈÞ ÁÅÒÀ-ÁÎ×ÎÍÊÀ. ÀÍÀËÈÇ ßÄ-
ÐÀ ÑÂÎÐÀ×ÈÂÀÍÈß. © Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, Îëüãà
Â. Ñòåïàíåíêî, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, lvs@mail.cytspb.
rssi.ru.

Ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè (FPs) è èõ óëó÷øåííûå ìóòàí-
òíûå ôîðìû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ðåïîðòåðíûõ çîíäîâ, áåëêîâûõ ìåòîê è ìîëåêó-
ëÿðíûõ áèîñåíñîðîâ â ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ
ïðîöåññîâ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè è â ìåäèöèíå.
Îãðîìíîå ðàçíîîáðàçèå ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ FPs îïðå-
äåëÿåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü õèìè÷åñêèì ðàçëè÷èåì ñòðóê-
òóð õðîìîôîðà, êîòîðûé îáðàçóåòñÿ èç òðåõ ñîáñòâåííûõ
àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè 65—67 è íàõîäèòñÿ âíóòðè
áåëêîâîé ãëîáóëû. FPs ÿâëÿþòñÿ òèïè÷íûìè ïðåäñòàâè-
òåëÿìè áåëêîâ ñ òîïîëîãèåé òèïà áåòà-áî÷îíêà. Æåñòêàÿ
ñòðóêòóðà áåòà-áî÷îíêà çàùèùàåò õðîìîôîð îò âîçäåéñò-
âèÿ ñðåäû è îãðàíè÷èâàåò åãî ïîäâèæíîñòü, òåì ñàìûì
ïðåäîòâðàùàÿ áåçûçëó÷àòåëüíóþ äåçàêòèâàöèþ âîçáóæ-
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äåííîãî ñîñòîÿíèÿ õðîìîôîðà. Âçàèìîäåéñòâèå õðîìîôî-
ðà ñ àìèíîêèñëîòàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ îêàçûâàåò âëèÿíèå
íà ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà FPs. Ñèíòåç õðîìîôîðà FPs
ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ëèøü ïîñëå òîãî, êàê ñôîðìèðîâà-
íà íàòèâíàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà âîêðóã îáðàçóþ-
ùèõ õðîìîôîð àìèíîêèñëîò è ïðàâèëüíûì îáðàçîì ðàñ-
ïîëîæåíû àìèíîêèñëîòû, êàòàëèçèðóþùèå è íàïðàâëÿþ-
ùèå ñèíòåç õðîìîôîðà. Ïîýòîìó èçó÷åíèå ïðîöåññîâ
ñâîðà÷èâàíèÿ FPs ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ. Â äàí-
íîé ðàáîòå èçó÷àëèñü ïðîöåññû ðàçâîðà÷èâàíèÿ—ñâîðà-
÷èâàíèÿ çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà sfGFP (super
folder GFP) ïîä äåéñòâèåì ãóàíèäèíòèîöèàíàòà (GTC) ñ
èñïîëüçîâàíèåì àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè, ñîáñò-
âåííîé ôëóîðåñöåíöèè è ôëóîðåñöåíöèè çåëåíîãî õðîìî-
ôîðà è ãåëü-õðîìàòîãðàôèè. Ïðåèìóùåñòâàìè sfGFP ÿâ-
ëÿþòñÿ åãî íèçêàÿ ñêëîííîñòü ê àãðåãàöèè è ñïîñîáíîñòü
ê ðåôîëäèíãó. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðàçðóøåíèå íàòèâíîé
ñòðóêòóðû sfGFP ïðè äåíàòóðàöèè ïðîèñõîäèò â îáëàñòè
êîíöåíòðàöèé GTC îò 0.9 äî 2.5 Ì è ñîïðîâîæäàåòñÿ ñèí-
õðîííûì èçìåíåíèåì âñåõ ðåãèñòðèðóåìûõ õàðàêòåðè-
ñòèê sfGFP. Â îáëàñòè íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèé äåíàòó-
ðàíòà (ìåíåå 0.1—0.2 Ì) ïðîèñõîäÿò ëîêàëüíûå èçìåíå-
íèÿ ñòðóêòóðû áåëêà, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû
èçìåðåíèÿ ïàðàìåòðà À, àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè è
äàííûå ãåëü-ôèëüòðàöèè. Íåçíà÷èòåëüíûå ñòðóêòóðíûå
ïåðåñòðîéêè, òåì íå ìåíåå, ñîïðîâîæäàþòñÿ ñóùåñòâåí-
íûì èçìåíåíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè õðîìî-
ôîðà è òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà sfGFP. Òàêæå çàìåòíî èç-
ìåíÿåòñÿ ïîëîñà ïîãëîùåíèÿ sfGFP â âèäèìîé îáëàñòè
ñïåêòðà: ñóùåñòâåííî ïàäàåò èíòåíñèâíîñòü ïîãëîùåíèÿ
àíèîííîé ôîðìû õðîìîôîðà è îäíîâðåìåííî âîçðàñòàåò
èíòåíñèâíîñòü ïîãëîùåíèÿ íåéòðàëüíîé ôîðìû õðîìî-
ôîðà. Âåðîÿòíî, ýòè ýôôåêòû îáóñëîâëåíû âçàèìîäåéñò-
âèåì èîíîâ äåíàòóðàíòà ñ ãðóïïàìè áåëêà. Ïðè èçó÷åíèè
ôîëäèíãà áåëêà êëþ÷åâûì ìîìåíòîì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå
ïåðåõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ, ò. å. îïðåäåëåíèå àìèíîêèñëîò,
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó êîòîðûìè ïðîèñõîäèò íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà è êîòîðûå ôîðìèðóþò ÿäðî
ñâîðà÷èâàíèÿ. Äëÿ èçó÷åíèÿ ÿäðà ñâîðà÷èâàíèÿ sfGFP
áûëè ñîçäàíû ìóòàíòíûå ôîðìû áåëêà ñ çàìåíàìè Val íà
Ala â ïîëîæåíèÿõ 22, 29, 55 è 68, îñëàáëÿþùèìè ãèäðî-
ôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Áûëî ïðîâåäåíî èçó÷åíèå êèíå-
òèêè äåíàòóðàöèè è ðåíàòóðàöèè â øèðîêîì äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé GTC, îïðåäåëåíû êîíñòàíòû ñêîðîñòåé ðå-
àêöèé è ïîñòðîåíû øåâðîííûå ãðàôèêè äëÿ ìóòàíòíûõ
ôîðì sfGFP. Àíàëèç øåâðîííûõ ãðàôèêîâ sfGFP è åãî
ìóòàíòíûõ ôîðì ïîêàçàë, ÷òî îñòàòêè 22, 29 è 55 âõîäÿò â
ÿäðî ñâîðà÷èâàíèÿ.

ÀÔÔÈÍÍÎÑÒÜ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß ÃËÞÊÎÇÛ Ñ
D-ÃÀËÀÊÒÎÇÀ/D-ÃËÞÊÎÇÎÑÂßÇÛÂÀÞÙÈÌ ÁÅË-
ÊÎÌ È ÅÃÎ ÌÓÒÀÍÒÍÛÌÈ ÔÎÐÌÀÌÈ. © Îëü-
ãà Â. Ñòåïàíåíêî, Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, À. Â. Ôîíèí,
È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sov@mail.cytspb.rssi.ru.

Áåëêè, èçìåíÿþùèå ñâîþ êîíôîðìàöèþ ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ñ àíàëèòîì, ïðèñóòñòâèå è êîíöåíòðàöèþ êîòî-
ðîãî æåëàòåëüíî îïðåäåëèòü â àíàëèçèðóåìîé ñðåäå, ìî-
ãóò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ áèîñåíñîðíûõ
ñèñòåì. Ê òàêèì áåëêàì ìîæíî â ïåðâóþ î÷åðåäü îòíåñòè
ëèãàíäñâÿçûâàþùèå áåëêè ïåðèïëàçìû áàêòåðèé. Ïðè
ñâÿçûâàíèè D-ãàëàêòîçà/D-ãëþêîçîñâÿçûâàþùåãî áåëêà
(GGBP) èç E. coli ñ ãëþêîçîé íàáëþäàþòñÿ çíà÷èòåëüíûå

ïåðåñòðîéêè åãî ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû, ÷òî äåëàåò
ýòîò áåëîê ïåðñïåêòèâíûì êàíäèäàòîì íà ðîëü ÷óâñòâèòå-
ëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû äëÿ íåïðåðûâíî-
ãî îïðåäåëåíèÿ ãëþêîçû â êðîâè ïàöèåíòîâ, áîëüíûõ äèà-
áåòîì. Êîíñòàíòà äèññîöèàöèè êîìïëåêñà GGBP ñ ñàõà-
ðîì î÷åíü íèçêà (1 ìêÌ). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî áåëîê äèêîãî
òèïà (GGBPwt) ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â áèîñåíñîðíîé
ñèñòåìå íà ãëþêîçó ëèøü â ñî÷åòàíèè ñ òðàíñäåðìàëüíû-
ìè ìåòîäàìè ýêñòðàêöèè ñàõàðà èç êðîâè èëè ìåæêëåòî÷-
íûõ æèäêîñòåé, ñîïðÿæåííûìè ñ ñóùåñòâåííûì ðàçáàâ-
ëåíèåì ãëþêîçû. Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ GGBP â êà÷åñòâå
÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà ãëþ-
êîçó äëÿ îïðåäåëåíèÿ åå êîíöåíòðàöèè íåïîñðåäñòâåííî â
êðîâè íåîáõîäèìî ñîçäàòü ìóòàíòíóþ ôîðìó áåëêà ñ ñó-
ùåñòâåííî áîëåå íèçêîé êîíñòàíòîé ñâÿçûâàíèÿ ãëþêîçû.
Ïðè ñîçäàíèè ìóòàíòíûõ ôîðì áåëêîâ ñ çàäàííûìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ââåäåíèå ìóòà-
öèè â ïåðâè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà ìîæåò ïðèâå-
ñòè ê íàðóøåíèþ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè áåëêà, åãî
ñòðóêòóðû è ñòàáèëüíîñòè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëå-
äîâàëè GGBPwt è åãî äâå ìóòàíòíûå ôîðìû, ñîäåðæàùèå
àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû â àêòèâíîì öåíòðå, —
GGBP-W183A è GGBP-F16A. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îáà áåëêà
ñîõðàíÿþò íàòèâíóþ ãëîáóëÿðíóþ ñòðóêòóðó, ïðèñóùóþ
GGBPwt, è ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòü ëèãàíä. Êîíñòàíòà äèñ-
ñîöèàöèè îáîèõ ìóòàíòíûõ áåëêîâ ñ ãëþêîçîé ñóùåñò-
âåííî âûøå, ÷åì äëÿ GGBPwt. ×òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü
ñòàáèëüíîñòü ìóòàíòíûõ ôîðì GGBP è GGBPwt, ìû èñ-
ñëåäîâàëè äåíàòóðàöèþ ýòèõ áåëêîâ ïîä äåéñòâèåì ãóà-
íèäèíãèäðîõëîðèäà (GdnHCl) è íàãðåâàíèÿ. Ðàçâîðà÷èâà-
íèå GGBPwt, GGBP-W183A è GGBP-F16A ïîä äåéñòâèåì
GdnHCl ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì îäíîñòàäèéíûì ïðîöåññîì.
Äåíàòóðàöèîííûé ïåðåõîä äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì GGBP
ñäâèíóò â îáëàñòü ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèé äåíàòóðàíòà ïî
ñðàâíåíèþ ñ GGBPwt, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î äåñòàáèëè-
çèðóþùåì âëèÿíèè çàìåí W183A è F16A íà ñòðóêòóðó
áåëêà â öåëîì. Ïðè ýòîì ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP-W183A
áîëåå óñòîé÷èâà ê äåéñòâèþ GdnHCl, ÷åì
GGBP-F16A. Ïðè èçó÷åíèè òåïëîâîé äåíàòóðàöèè áåëêîâ
áûë îáíàðóæåí áîëåå ñëîæíûé õàðàêòåð èõ ðàçâîðà÷èâà-
íèÿ. Çàìåíû W183A è F16A îêàçûâàþò ðàçëè÷íîå
âëèÿíèå íà ñòàáèëüíîñòü áåëêà â öåëîì. Ïîêàçàíî, ÷òî N-
è C-êîíöåâîé äîìåíû GGBP-W183A èìåþò ðàçíóþ è áî-
ëåå íèçêóþ ñòàáèëüíîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì
GGBPwt. Â ïðèñóòñòâèè ãëþêîçû GGBP-W183A ñòàíî-
âèòñÿ áîëåå ñòàáèëüíûì ê íàãðåâàíèþ. Áåëîê
GGBP-F16A îáëàäàåò î÷åíü îãðàíè÷åííîé ñòàáèëüíîñòüþ
êàê â îòñóòñòâèå, òàê è â ïðèñóòñòâèè ëèãàíäà. Ýòî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî Phe 16 íåîáõîäèì äëÿ ïîääåðæàíèÿ
ñòàáèëüíîñòè áåëêà. Íà îñíîâàíèè âñåõ äàííûõ ìû ïðåä-
ïîëàãàåì, ÷òî GGBP-W183A ÿâëÿåòñÿ áîëåå ïåðñïåêòèâ-
íûì áåëêîì â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåí-
ñîðà íà ãëþêîçó.

ÀÊÒÈÂÀÖÈß ÑÈÃÍÀËÜÍÎÃÎ ÏÓÒÈ ATM/ATR ÏÐÈ
ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÄÍÊ-ÏÎÂÐÅÆÄÀÞÙÈÕ ÀÃÅÍÒÎÂ ÍÅ
ÑÎÏÐÎÂÎÆÄÀÅÒÑß ÁËÎÊÎÌ G1/S ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ
ÖÈÊËÀ Â ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒ-
ÊÀÕ ÌÛØÈ È ×ÅËÎÂÅÊÀ. © È. È. Ñóâîðîâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, irsuvorov@yandex.ru.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) èìåþò âû-
ñîêèé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë è ñâÿçàííûå ñ ýòèì
íåîáû÷íûå ñâîéñòâà êëåòî÷íîãî öèêëà — çíà÷èòåëüíîå
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ñîêðàùåíèå ôàçû G1 è îòñóòñòâèå G1/S ÷åêïîéíòà. Êîíò-
ðîëüíûå òî÷êè êëåòî÷íîãî öèêëà èãðàþò âàæíóþ ðîëü â
ñîõðàíåíèè ñòàáèëüíîñòè è öåëîñòíîñòè ãåíîìà âñåõ êëå-
òîê. Òàê êàê ÝÑÊ ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè âñåõ òè-
ïîâ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà, ëþáûå íàðóøåíèÿ â èõ
ãåíîìå áóäóò èìåòü êàòàñòðîôè÷åñêèå ïîñëåäñòâèÿ. Îäíà-
êî òî, êàêèì îáðàçîì ÝÑÊ îòñëåæèâàþò è èñïðàâëÿþò íà-
ðóøåíèÿ â ÄÍÊ íà ôîíå áûñòðîé ïðîëèôåðàöèè è â îòñóò-
ñòâèå G1/S ÷åêïîéíòà, íå äîïóñêàþùåãî ê ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ ñ ïîâðåæäåíèÿìè, îñòàåòñÿ äî êîíöà íå âûÿñíåííûì.

Â äàííîé ðàáîòå áûë èññëåäîâàí âêëàä êëþ÷åâûõ êè-
íàç ñèãíàëüíîãî ïóòè ATM/ATR â ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî
öèêëà ÝÑÊ ÷åëîâåêà è ìûøè. Áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî
âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ATM/ATR, êèíàç Chk1, Chk2
(CGK733, 4-(2-Phenyl)-9-hydroxypyrrolo[3,4-c]carbazole-
1,3-(2H,6H)-dione, 2-(4-(4-Chlorophenoxy)phenyl)-1H-ben-
zimidazole-5-carboxamide, Checkpoint Kinase Inhibitor IV
ñîîòâåòñòâåííî) íà ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷-
íîãî öèêëà â íîðìå è ïðè äåéñòâèè ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàê-
òîðîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî â íîðìå èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè
ýòèõ êèíàç, çà èñêëþ÷åíèåì ATM/ATR â ÝÑÊ ÷åëîâåêà è
Chk2 â ÝÑÊ ìûøè, êîãäà íèêàêèõ ýôôåêòîâ íå íàáëþäà-
ëîñü, ïðèâîäèëî ê íàêîïëåíèåþ êëåòîê â ôàçå G1 è óìåíü-
øåíèþ äîëè êëåòîê â ôàçå S. Ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ (îáëó÷åíèå, H2O2) èíãèáèðîâàíèå
ATM/ATR, êèíàç Chk1, Chk2 çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëî êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â G2/M, è óâåëè÷èâàëî èõ
äîëþ â ôàçå G1 áåç ñóùåñòâåííûõ âëèÿíèé íà ôàçó S. Îä-
íàêî èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿëî èíãèáèðîâàíèå ATM/ATR è
êèíàçû Chk2 â ÝÑÊ ìûøè, êîãäà â ïåðâîì ñëó÷àå ïðîèñ-
õîäèëî óâåëè÷åíèå áëîêà G2/M, à âî âòîðîì íèêàêèõ èç-
ìåíåíèé íå íàáëþäàëîñü. Ìû òàêæå ïðîàíàëèçèðîâàëè
âëèÿíèå ýòèõ èíãèáèòîðîâ íà âûæèâàåìîñòü ÝÑÊ ìûøè è
ïîêàçàëè, ÷òî êðîìå Chk2-èíãèáèòîðà èíãèáèòîðû
ATM/ATR è Chk1 çíà÷èòåëüíî ñíèæàëè æèçíåñïîñîá-
íîñòü ÝÑÊ ìûøè êàê â íîðìå, òàê è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ. Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê ôîñôîðèëèðî-
âàííîé ôîðìå êèíàçû ÀÒÌ ïî Ser-1981 áûëî ïîêàçàíî,
÷òî â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ïðîèñõîäÿò åå àêòèâàöèÿ
è íàêîïëåíèå â ÿäðå. Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà àêòèâ-
íîå ñîñòîÿíèå ñèãíàëüíîãî ïóòè ATM/ATR â ÝÑÊ ÷åëîâå-
êà è ìûøè, â ýòèõ êëåòêàõ îòñóòñòâóåò êîíòðîëüíàÿ òî÷êà
G1/S. Ìû èññëåäîâàëè àêòèâàöèþ áåëêà ð53 è ýêñïðåññèþ
åãî ãåíà-ìèøåíè ð21, áåëêîâûé ïðîäóêò êîòîðîãî ïðÿìî
èíãèáèðóåò cdk2 è îïîñðåäóåò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèê-
ëà â ôàçå G1/S. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ ïðîèñõîäÿò àêòèâàöèÿ (ôîñôîðèëèðîâàíèå) ð53 è
åãî ëîêàëèçàöèÿ â ÿäðå ÝÑÊ ÷åëîâåêà è ìûøè. Íî ýêñï-
ðåññèÿ ð21 äåòåêòèðóåòñÿ òîëüêî íà óðîâíå ìÐÍÊ, íàêîï-
ëåíèÿ æå ñàìîãî áåëêà íå ïðîèñõîäèò. Òàêèì îáðàçîì,
ÝÑÊ ñïîñîáíû ðàñïîçíàâàòü ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è çàïóñ-
êàòü ÷åêïîéíò-îòâåò, îäíàêî ñàìîé îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî
öèêëà íå ïðîèñõîäèò, âåðîÿòíî ïî ïðè÷èíå äèñôóíêöèè
ð53-ð21/Waf1 ïóòè.
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Òðàíñïîðò èîíîâ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íåîáõîäèìîå óñëîâèå æèçíåäåÿòåëü-
íîñòè âñåõ êëåòîê. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñôîðìèðîâàëèñü

ïðåäñòàâëåíèÿ î ñåìåéñòâàõ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ èîí-
íûõ êàíàëîâ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå
íàòðèåâûå êàíàëû áûëè îáíàðóæåíû â òðàíñïîðòíûõ ýïè-
òåëèÿõ, à òàêæå â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ, â ãëàäêî-
ìûøå÷íûõ êëåòêàõ, êëåòêàõ êàðöèíîìû À431, ëèìôîìû
U937 è ëåéêåìèè K562. Â òî æå âðåìÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ïðè-
ðîäà ýòèõ êàíàëîâ äî ñèõ ïîð íå óñòàíîâëåíà. Êàê âîç-
ìîæíûå ìîëåêóëÿðíûå êîððåëÿòû ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ
êàíàëû ñåìåéñòâà DEG/ENaC (äåãåíåðèíû/ýïèòåëèàëü-
íûå íàòðèåâûå êàíàëû). Ãëàâíûé êðèòåðèé, äîêàçûâàþ-
ùèé èõ ïðèíàäëåæíîñòü ê ýòîìó ñåìåéñòâó, — ýòî èíãè-
áèðîâàíèå òîêîâ è êàíàëîâ äèóðåòèêîì àìèëîðèäîì.
Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü ïðåäïîëîæåíèÿ î êàíàëàõ
ENaC, èìåþùèõ íèçêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àìèëîðèäó.
Ñóäÿ ïî èçâåñòíûì õàðàêòåðèñòèêàì, íàòðèåâûå êàíàëû â
ðàçëè÷íûõ ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ, â òîì ÷èñëå â
êëåòêàõ K562, áëèçêè ê êàíàëàì ñåìåéñòâà DEG/ENaC, çà
èñêëþ÷åíèåì áëîêèðîâàíèÿ àìèëîðèäîì. Öåëüþ ðàáîòû
ÿâëÿëàñü ìîëåêóëÿðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ èäåíòèôè-
êàöèÿ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåò-
êàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 è ëèìôî-
ìû U937. Ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà ïîêàçàëè, ÷òî â
êëåòêàõ K562 è U937 ïðèñóòñòâóþò a-, b- è g-ñóáúåäèíè-
öû hENaC. Ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ìåòîäà
ïàò÷-êëàìï áûëè èçó÷åíû áèîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè
íàòðèåâûõ êàíàëîâ. Ïðîâîäèìîñòü îäèíî÷íûõ êàíàëîâ
ñîñòàâëÿëà îêîëî 12 ïÑì. Â âàðèàíòå ðåãèñòðàöèè òîêîâ
whole-cell ïðîâåðèëè äåéñòâèå àìèëîðèäà íà èññëåäóåìûå
êàíàëû. Êàê â êëåòêàõ K562, òàê è â U937 äîáàâëåíèå
àìèëîðèäà (äî 100 ìêÌ) â êàìåðó íå ïðèâîäèëî ê ñóùåñò-
âåííîìó èçìåíåíèþ èíòåãðàëüíîãî òîêà. Íà óðîâíå îäè-
íî÷íûõ êàíàëîâ òàêæå íå áûëî âûÿâëåíî èçìåíåíèé àìï-
ëèòóäû è âðåìåí îòêðûòîãî è çàêðûòîãî ñîñòîÿíèé ïðè
äåéñòâèè àìèëîðèäà (outside-out è whole-cell). Òàêèì îá-
ðàçîì, â êëåòêàõ K562 è U937 ïîêàçàíî îòñóòñòâèå àìèëî-
ðèä-÷óâñòâèòåëüíîé êîìïîíåíòû êàê íà óðîâíå îäèíî÷-
íûõ êàíàëîâ, òàê è íà óðîâíå èíòåãðàëüíîãî íàòðèåâîãî
òîêà. Íàðÿäó ñ ôàðìàêîëîãè÷åñêèì ïîäõîäîì äëÿ ôóíê-
öèîíàëüíîé èäåíòèôèêàöèè êàíàëîâ èçó÷åíà èõ ïðîíèöà-
åìîñòü äëÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
èññëåäóåìûå êàíàëû íå ïðîâîäÿò Ca2+ è Mg2+ â øèðîêîì
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé (1—20 ìÌ). Êàê ïîêàçàíî ðà-
íåå è ïîäòâåðæäåíî â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ, àêòèâàöèÿ è
èíàêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ â êëåòêàõ K562 êîíòðî-
ëèðóåòñÿ ïðîöåññàìè ñáîðêè-ðàçáîðêè ïðèìåìáðàííî-
ãî öèòîñêåëåòà. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íà èçîëèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòàõ ìåìáðàí êëåòîê U937 (inside-out) îá-
íàðóæåíà àêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ (ïðîâîäèìîñòü
11—13 ïÑì) ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà Ä (10 ìêã/ìë).
Äîáàâëåíèå ê öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû
ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà, êîòîðûé ïîëèìåðèçóåòñÿ ïðè ïîâû-
øåíèè èîííîé ñèëû ðàñòâîðà, ïðèâîäèëî ê èíàêòèâà-
öèè êàíàëîâ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äå-
ìîíñòðèðóþò, ÷òî â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè K562
è ëèìôîìû U937 ôóíêöèîíèðóþò ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå
íàòðèåâûå êàíàëû, îáëàäàþùèå ñõîäíûìè õàðàêòåðèñ-
òèêàìè è ìåõàíèçìàìè ðåãóëÿöèè. Íà îñíîâàíèè ýëåêòðî-
ôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ è ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-
àíàëèçà ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî àìèëîðèä-íå÷óâ-
ñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíå êëåòîê K562 è U937 ïðèíàäëåæàò ê ñåìåéñòâó ENaC.
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Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû — îñîáîå êîìïàêòíîå ñîñòîÿ-
íèå áåëêà, êîòîðîìó îòâå÷àåò ãëóáîêèé ìèíèìóì ñâîáîä-
íîé ýíåðãèè, îáóñëîâëåííûé ìåæìîëåêóëÿðíûìè âçàè-
ìîäåéñòâèÿìè ìàêðîìîëåêóë áåëêà. Èññëåäîâàíèÿ ïî-
ñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî ïîäîáíûå ñòðóêòóðû ïðè
îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ ïðàêòè÷å-
ñêè âñåìè áåëêàìè. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå
àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìàññå è
ñòðóêòóðå, àðõèòåêòóðà âñåõ àìèëîèäíûõ è àìèëîèäîïî-
äîáíûõ ôèáðèëë ÿâëÿåòñÿ ñõîäíîé — îíè ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ïó÷êè âûñîêîóïîðÿäî÷åííûõ îáîãàùåííûõ
b-ñêëàä÷àòûìè ñòðóêòóðàìè ïðîòåèíîâûõ íèòåé è ìîãóò
äîñòèãàòü íåñêîëüêèõ ìèêðîìåòðîâ â äëèíó è äåñÿòêîâ
íàíîìåòðîâ â äèàìåòðå.

Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëîñü, ÷òî àìèëîèäíûå ôèáðèëëû,
ïîëó÷åííûå íà îñíîâå ðàçíûõ áåëêîâ, ïîëíîñòüþ èäåí-
òè÷íû. Îäíàêî çà ïîñëåäíèå ãîäû ñòðóêòóðû íåñêîëü-
êèõ àìèëîèäîïîäîáíûõ ôèáðèëë áûëè ðàñøèôðîâàíû
ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì è áûëî ïîêàçàíî èõ ðàçëè÷èå.
Ïîñêîëüêó ôèáðèëëÿðíîå ñîñòîÿíèå áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç îñíîâíûõ òåðìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíûõ ñîñòîÿ-
íèé áåëêîâîé ìîëåêóëû, èçó÷åíèå è ñðàâíåíèå èõ ñòðóê-
òóðû â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ âåñüìà àêòóàëüíîé çà-
äà÷åé.

Èçâåñòíî, ÷òî ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü òèîôëà-
âèí Ò (ThT), êîòîðûé ðàíåå èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ äèàãíîñòè-
êè âîçíèêíîâåíèÿ àìèëîèäíûõ áëÿøåê ïðè ðÿäå òÿæåëûõ
çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê áîëåçíè Àëüöãåéìåðà è Ïàðêèíñî-
íà, äèàáåò âòîðîãî ðîäà, ïðèîííûå çàáîëåâàíèÿ è ò. ä.,
ìîæåò áûòü èíñòðóìåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû àìè-
ëîèäíûõ ôèáðèëë. Äëÿ ýòîãî â ïåðâóþ î÷åðåäü íåîáõîäè-
ìî îõàðàêòåðèçîâàòü âçàèìîäåéñòâèå ThT ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè, îïðåäåëèâ ïàðàìåòðû èõ ñâÿçûâàíèÿ. Íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôëóîðåñöåíòíûé ìåòîä, ïðèìåíÿâ-
øèéñÿ äëÿ ýòîãî ðàíåå, â ïðèíöèïå íå ïîäõîäèò äëÿ ýòèõ
öåëåé. Äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè ìû ïðåäëàãàåì èñïîëüçîâàòü ìåòîä àáñîðá-
öèîííîé ñïåêòðîôîòîìåòðèè ðàñòâîðîâ, ïîëó÷åííûõ ìå-
òîäîì ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà. Íàìè áûëà ðàçðàáîòà-
íà ìåòîäèêà è ñîñòàâëåíû ïðîòîêîëû äëÿ îïðåäåëåíèÿ
÷èñëà ìîä ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè,
êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ è ÷èñëà ìåñò ñâÿçûâàíèÿ äëÿ êàæäîé
èç ìîä, à òàêæå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è êîýôôèöèåíòîâ
ìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííîãî ñ êàæäîé èç
ìîä. Ïðèìåíèìîñòü ïðåäëîæåííîé ìåòîäèêè ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàíà íà àìèëîèäíûõ ôèáðèëëàõ, ïîëó÷åííûõ íà
îñíîâå àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ èíñóëèíà, ëèçîöèìà è
b-ìèêðîãëîáóëèíà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäà-
þò ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî ôèáðèëëû, ïîëó÷åííûå íà
îñíîâå ðàçíûõ áåëêîâ, ðàçëè÷íû, à ïðåäëàãàåìûé íàìè
ïîäõîä ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èçó÷å-
íèÿ èõ ñòðóêòóðû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëî-
ãèÿ», ãðàíòà ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà (ÏÑÏ
¹ 10652), Ôîíäà Äìèòðèÿ Çèìèíà «Äèíàñòèÿ» è Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-90038-Áåë.).

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÒÐÀÍÀÇÀËÜÍÎÃÎ ÂÂÅÄÅÍÈß ÑÅÐÎ-
ÒÎÍÈÍÀ ÍÀ ÊÎÃÍÈÒÈÂÍÛÉ ÄÅÔÈÖÈÒ ÏÐÈ ÍÅÎ-
ÍÀÒÀËÜÍÎÌ ÄÈÀÁÅÒÅ. © È. Á. Ñóõîâ, Î. Â. ×èñòÿêî-
âà, Â. Í. Øèïèëîâ, Â. Ì. Áîíäàðåâà, À. Î. Øïàêîâ. Èíñòè-
òóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. àêàä.
È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sukhov.ivan
@gmail.com.

Ñàõàðíûé äèàáåò, ÿâëÿþùèéñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ÷à-
ñòî âñòðå÷àþùèõñÿ ìåòàáîëè÷åñêèõ ðàññòðîéñòâ ó ÷åëî-
âåêà, àññîöèèðîâàí ñ áîëüøèì ÷èñëîì íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íûõ çàáîëåâàíèé. Ïî íàøèì äàííûì, à òàêæå äàííûì
äðóãèõ àâòîðîâ, èçìåíåíèÿ â ñèãíàëüíîé ñèñòåìå ìîçãà,
ðåãóëèðóåìîé ñåðîòîíèíîì è äðóãèìè íåéðîòðàíñìèòòå-
ðàìè, ñïîñîáñòâóþò âîçíèêíîâåíèþ è ðàçâèòèþ íåéðîäå-
ãåíåðòèâíûõ ïðîöåññîâ ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå. Îäíàêî àê-
òèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçíîé (ÀÖ) ñèñòåìû è êîãíèòèâ-
íûå ôóíêöèè ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå 2-ãî òèïà (ÑÄ2), èõ
âçàèìîñâÿçü è âëèÿíèå èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíèÿ ñåðîòî-
íèíà (ÈÂÑ) íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ìîçãà ïðè ÑÄ2 èññëå-
äîâàíû ìàëî. Â ýòîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå
8-íåäåëüíîãî ëå÷åíèÿ íà êîãíèòèâíûå ôóíêöèè ó êðûñ ñ
íåîíàòàëüíûì ÑÄ2.

Íåîíàòàëüíûé ÑÄ2 ïîëó÷àëè èíòåðïåðèòîíåàëüíûì
ââåäåíèåì ñòðåïòîçîòîöèíà êðûñàì ëèíèè Wistar â äîçå
80 ìã íà 1 êã ìàññû òåëà íà 5-é äåíü ïîñëå ðîæäåíèÿ. Ñå-
ðîòîíèí ââîäèëè èíòðàíàçàëüíî íà÷èíàÿ ñ 6 ìåñ, êîíò-
ðîëüíûì è äèàáåòè÷åñêèì æèâîòíûì â äîçå 20 ìêã íà
êðûñó. Êîãíèòèâíûå ôóíêöèè òåñòèðîâàëèñü â ïðîñòðàí-
ñòâåííîé âåðñèè âîäíîãî òåñòà Ìîððèñà â 2 ñåðèè ïî
5 äíåé.

Ïðîöåññ îáó÷åíèÿ îöåíèâàëè ïî äëèòåëüíîñòè è äè-
íàìèêå ëàòåíòíîãî ïåðèîäà ïîèñêà ñêðûòîé ïëàòôîðìû.
Ó äèàáåòè÷åñêèõ êðûñ ëàòåíòíûé ïåðèîä â ïåðâîé ñåðèè
áûë â 3.5, à âî âòîðîé ñåðèè â 4—4.5 ðàçà áîëüøå â ñðàâ-
íåíèè ñ êîíòðîëåì, à äèíàìèêà ñîêðàùåíèÿ âðåìåíè â ïî-
èñêå ïëàòôîðìû áûëà ìåíåå âûðàæåííîé. ÈÂÑ íå ïîâëè-
ÿëî íà äëèòåëüíîñòü è äèíàìèêó ëàòåíòíîãî ïåðèîäà ó
êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ, íî çíà÷èòåëüíî óëó÷øèëî ïðî-
öåññ îáó÷åíèÿ ó äèàáåòè÷åñêèõ êðûñ. Òàê, ó äèàáåòè÷å-
ñêèõ êðûñ ñ ÈÂÑ ëàòåíòíûé ïåðèîä áûë äîñòîâåðíî ìå-
íüøå (P < 0.05) â ñðàâíåíèè ñ íåëå÷åíûìè æèâîòíûìè
êàê â ïåðâîé, òàê è âî âòîðîé ñåðèÿõ. Ìàêñèìàëüíûé ýô-
ôåêò ëå÷åíèÿ íàáëþäàëñÿ â ïåðâûé äåíü âòîðîé ñåðèè:
ñíèæåíèå ëàòåíòíîãî ïåðèîäà â 4 ðàçà. Â ïîñëåäíèé äåíü
òåñòèðîâàíèÿ â ïåðâîé è âòîðîé ñåðèÿõ íå áûëî íàéäåíî
äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â êîëè÷åñòâå ïåðåñå÷åíèé àííóëþ-
ñà ìåæäó íåëå÷åíûìè è ëå÷åííûìè ñåðîòîíèíîì êîíò-
ðîëüíûìè æèâîòíûìè. Ó äèàáåòè÷åñêèõ æèâîòíûõ áåç
ÈÂÑ ÷èñëî ïåðåñå÷åíèé àííóëþñà ñíèæàëîñü, à ó ëå÷å-
íûõ, íàïðîòèâ, äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàëîñü êàê â ïåðâîé,
òàê è âî âòîðîé ñåðèÿõ â ñðåäíåì â 1.7 ðàçà â ñðàâíåíèè ñ
íåëå÷åíûìè æèâîòíûìè. Ïàðàäîêñàëüíî, ÷òî âî âòîðîé
ñåðèè êîëè÷åñòâî ïåðåñå÷åíèé àííóëþñà ó äèàáåòè÷åñêèõ
êðûñ ñ ÈÂÑ áûëî áîëüøå, ÷åì â äâóõ ãðóïïàõ êîíòðîëü-
íûõ æèâîòíûõ. Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ëå÷å-
íèå äèàáåòè÷åñêèõ êðûñ ñåðîòîíèíîì óëó÷øàåò ïîêàçàòå-
ëè äîëãîâðåìåííîé ïðîñòðàíñòâåííîé ïàìÿòè äî ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ïîêàçàòåëåé ó çäîðîâûõ æèâîòíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, óìåíüøåíèå âðåìåíè ïîèñêà ïëàò-
ôîðìû è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïåðåñå÷åíèé àííóëþñà ó
äèàáåòè÷åñêèõ êðûñ ñ ÈÂÑ óêàçûâàþò íà ïîçèòèâíîå âëè-
ÿíèå ñåðîòîíèíà íà êîãíèòèâíûå ôóíêöèè ó äèàáåòè÷å-
ñêèõ æèâîòíûõ. Ýòè äàííûå îòêðûâàþò íîâûå âîçìîæíî-
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ñòè äëÿ ëå÷åíèÿ è ïðîôèëàêòèêè íàðóøåíèé, äëÿ óëó÷øå-
íèÿ îáó÷åíèÿ è ïàìÿòè, íàðóøåííûõ ïðè ÑÄ2.

Ðàáîòà âûïîîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè — ìåäèöèíå» (2009—
2011 ãã.) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 09-04-00746).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÊÀËÜÖÈÉÏÐÎÂÎÄßÙÈÕ ÊÀÍÀ-
ËÎÂ Â Ò-ÊËÅÒÊÀÕ ×ÅËÎÂÅÊÀ ËÈÍÈÈ JURKAT.
© Â. Í. Òîìèëèí, Ñ. Á. Ñåìåíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vntomilin@googlemail.com.

Ñà2+- è êàëüöèéïðîâîäÿùèå èîííûå êàíàëû èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ôóíêöèé, ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ, â ïðîöåññàõ ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè,
à òàêæå â çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Íàïðè-
ìåð, ðàçëè÷íûå ìèòîãåííûå ôàêòîðû, êîíòðîëèðóþùèå
âõîä è ïðîãðåññèþ êëåòêè â êëåòî÷íîì öèêëå, âûçûâàþò
ðîñò âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+. Âõîä Ñà2+

âíóòðü êëåòêè îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç êàíàëû ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû, èäåíòèôèêàöèÿ êîòîðûõ â êëåòêàõ êðîâè
äî ñèõ ïîð íå çàâåðøåíà. Â íàøåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìå-
òîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (ìåòîä patch-clamp,
êîíôèãóðàöèè inside-out, outside-out è whole-cell) èññëå-
äîâàëèñü êàëüöèåâûå êàíàëû êëåòîê ëèìôîèäíîé ëåéêå-
ìèè ÷åëîâåêà (ëèíèÿ Jurkat). Çàðåãèñòðèðîâàííûå êàòèîí-
íûå êàíàëû îáëàäàëè ñâîéñòâîì âõîäÿùåãî âûïðÿìëåíèÿ
è ïðîâîäèìîñòüþ ~38 ïÑì. Àêòèâíîñòü êàíàëîâ ïîäàâëÿ-
ëàñü ðóòåíèåâûì êðàñíûì — èíãèáèòîðîì êàíàëîâ
TRPV5 è TRPV6.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, à òàêæå ëèòåðàòóðíûå äàí-
íûå ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êàíàëû â êëåòêàõ Jurkat
èìåþò õàðàêòåðèñòèêè âûñîêîñåëåêòèâíûõ Ñà2+-êàíàëîâ
TRPV5/TRPV6. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîé ãèïîòåçû áûëè
ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ñ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì
îêðàøèâàíèåì êëåòîê Jurkat è èñïîëüçîâàíèåì àíòè-
òåë ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñòêà áåëêà TRPV5 è àíòèòåë
ïðîòèâ Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñòêà áåëêà TRPV6. Èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå ôëóîðåñöåíò-
íî ìå÷åííûõ áåëêîâ TRPV5 è TRPV6 â ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå è öèòîïëàçìå êëåòîê. Ñîâîêóïíîñòü ýëåêòðî-
ôèçèîëîãè÷åñêèõ è èììóíîëîãè÷åñêèõ äàííûõ ïîçâîëÿ-
åò çàêëþ÷èòü, ÷òî â êëåòêàõ ëèìôîèäíîé ëåéêåìèè ëè-
íèè Jurkat ýêñïðåññèðóþòñÿ êàëüöèåâûå êàíàëû
TRPV5/TRPV6.

ÐÎËÜ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ È ÈÕ ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖ a-ÒÈÏÀ Â
ÃÈÄÐÎËÈÇÅ ÐÍÊ È ÑÏËÀÉÑÈÍÃÅ. © Î. À. Ôåäîðîâà,
Ò. Í. Ìîèñååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, fedorovaolgand@mail.ru.

Ïðîòåàñîìà — ýòî ìóëüòèêîìïîíåíòíûé áåëêîâûé
êîìïëåêñ, ãëàâíàÿ çàäà÷à êîòîðîãî ñîñòîèò â íàïðàâëåí-
íîé è ñïåöèôè÷åñêîé äåñòðóêöèè áåëêîâ. Èçó÷åíèå ðîëè
ïðîòåàñîì â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ ïðèîáðåòàåò
âñå áîëüøóþ àêòóàëüíîñòü â ñâÿçè ñ ìíîãî÷èñëåííûìè
ýêñïåðèìåíòàëüíûìè äàííûìè îá èõ ó÷àñòèè â ïðîöåññàõ
ðàêîâîé òðàíñôîðìàöèè, ñòàðåíèÿ è íåéðîäåãåíåðàöèè.
Áåëêè ðàçðóøàþòñÿ ïðîòåàñîìîé êàê ïî óáèêâèòèíçàâè-
ñèìîìó, òàê è ïî óáèêâèòèííåçàâèñèìîìó ïóòÿì. Ïîìèìî
ïðîòåîëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîìû òàêæå îáëà-
äàþò ýíäîðèáîíóêëåàçíîé è ãåëèêàçíîé àêòèâíîñòüþ.

Èìåþòñÿ ëèòåðàòóðíûå äàííûå è îá àññîöèàöèè ïðîòåà-
ñîì ñ íåêîäèðóþùåé ÐÍÊ. Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêà-
çàëè, ÷òî ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ìîãóò
ðåãóëèðîâàòüñÿ çà ñ÷åò âðåìåííûõ áåëîê-áåëêîâûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé êàê ñ ðåãóëÿòîðíûì 19S-êîìïëåêñîì, òàê è ñ
êîðîâûì 20S-êîìïëåêñîì ïðîòåàñîìû. Äëÿ ïîíèìàíèÿ
ðîëè ïðîòåàñîì â êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ ìåòàáîëèçìîì ÐÍÊ, ïðåäñòàâëÿþò îñîáûé èíòåðåñ
îïðåäåëåíèå ñïåêòðà áåëêîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ êîðîâûì
20S-êîìïëåêñîì ïðîòåàñîìû, à òàêæå èçó÷åíèå èõ íåïî-
ñðåäñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ýòè ïðîöåññû.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîìíûõ
ñóáúåäèíèö áûëè ïîëó÷åíû ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû
pGEX-5X-1-a1, 2, 3, 4, 5 è 7, íåñóùèå ãåíû, êîäèðóþùèå
ñîîòâåòñòâóþùèå ñóáúåäíèöû a1, a2, a3, a4, a5 è a7.
Ãåíû áûëè ïîìåùåíû â îòêðûòûå ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ôåð-
ìåíòà ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçû (GST) òàê, ÷òî ñèíòåçè-
ðóåìûå áåëêè ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé áåëêè ñëèÿíèÿ ôóíêöè-
îíàëüíî àêòèâíîé GST è àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ñóáúåäèíèö. Áûëè ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå
óñëîâèÿ ýêñïðåññèè ýòèõ áåëêîâ. Î÷èñòêà õèìåðíûõ áåë-
êîâ îñóùåñòâëÿëàñü ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè î÷èùåííûõ
ñóáúåäèíèö â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ èñïîëüçîâàëè òðàíñ-
êðèáèðîâàííûå in vitro ìÐÍÊ p53 è 3R-íåòðàíñëèðóåìóþ
îáëàñòü ìÐÍÊ c-myc. Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî âñå àô-
ôèííîî÷èùåííûå èç E. coli ñóáúåäèíèöû a-òèïà îáëàäà-
ëè ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòüþ, êðîìå áåëêà GST ñàìîãî ïî
ñåáå. Ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ñóáúåäèíèö çàâè-
ñåëà îò èñïîëüçóåìîãî ñóáñòðàòà è ïðèñóòñòâèÿ â ðåàêöè-
îííîé ñìåñè äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Äëÿ ïîíèìàíèÿ
ðîëè ïðîòåàñîì â êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ ìåòàáîëèçìîì ÐÍÊ, ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ îïðåäå-
ëèòü ñïåêòð áåëêîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ êîðîâûì 20S-êîìï-
ëåêñîì ïðîòåàñîìû. Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî,
÷òî ñ ñóáúåäèíèöåé a7 êîðîâîãî êîìïëåêñà ñâÿçûâàåòñÿ
öåëûé ðÿä áåëêîâ, ìíîãèå èç êîòîðûõ çàòåì äåãðàäèðóþò
ïî óáèêâèòèííåçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó. Ñ ïîìîùüþ ìåòî-
äà GST pulldown íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëêè, àññîöèè-
ðîâàííûå ñ ñóáúåäíèöåé a7, ó÷àñòâóþò â ðàçëè÷íûõ êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê òðàíñêðèïöèÿ, ñïëàéñèíã,
ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, ìåòàáîëèçì è òðàíñëÿöèÿ. Êðîìå òîãî,
áûëè îáíàðóæåíû áåëêè öèòîñêåëåòà è øàïåðîíû, âçàè-
ìîäåéñòâóþùèå ñ a7. Âïåðâûå óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ðÿä
âçàèìîäåéñòâóþùèõ áåëêîâ ó÷àñòâóåò â ñïëàéñèíãå. Êðî-
ìå òîãî, ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîòåàñîìà íåïî-
ñðåäñòâåííî ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àëüòåðíàòèâíîãî
ñïëàéñèíãà in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàòðèöû, ïðåäñòàâ-
ëÿþùåé ñîáîé ôðàãìåíò ãåíà SMN1/2. Êàê 20S-êîðîâûé
êîìïëåêñ, òàê è 19S-ðåãóëÿòîðíàÿ ÷àñòèöà âëèÿþò íà àëü-
òåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã ãåíà SMN1, ìóòàöèè â êîòîðîì
ïðèâîäÿò ê ìûøå÷íîé äèñòðîôèè. Ïðè ýòîì ïðîòåîëèòè-
÷åñêèå àêòèâíîñòè 20S-êîðîâîé ÷àñòèöû íå íóæíû äëÿ
ýôôåêòèâíîãî ïîäàâëåíèÿ ñïëàéñèíãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðîã-
ðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷-
íàÿ áèîëîãèÿ», Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 10-04-01234) è ïðîãðàììû
Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (Ãîñêîí-
òðàêò 16.740.11.0366).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÃÈÑÒÎ-
ÍÎÂÛÕ ÄÅÀÖÅÒÈËÀÇ ÍÀ ÔÓÍÊÖÈÈ ÁÅËÊÀ GADD45a.
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Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDACi) ñïîñîá-
ñòâóþò àöåòèëèðîâàíèþ ãèñòîíîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê äåêîí-
äåíñàöèè õðîìàòèíà è àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ðÿäà ãå-
íîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà, äèôôå-
ðåíöèðîâêó, àïîïòîç è èììóííûé îòâåò. Ïîñëåäíèå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî HDACi ìîãóò ìîäó-
ëèðîâàòü ñèãíàëüíûå ïóòè, êîíòðîëèðóþùèå îòâåò êëåò-
êè íà äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ è ðàçëè÷íûõ
ñòðåññ-ôàêòîðîâ, òåì ñàìûì ïîâûøàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòêè ê äåéñòâèþ öèòîñòàòèêîâ. Ïîýòîìó âåñüìà ïåðñ-
ïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ êîìáèíèðîâàííîå èñïîëüçîâà-
íèå HDACi è ðàçëè÷íûõ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ
äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíîãî ïîäàâëåíèÿ ðàçâèòèÿ îïóõîëåé
èëè èíäóêöèè â íèõ àïîïòîçà. Îäíàêî òî÷íûå ìåõàíèçìû
äåéñòâèÿ HDACi îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Gadd45a èç-
âåñòåí êàê áåëîê, èíäóöèðóåìûé ðàçëè÷íûìè ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèìè àãåíòàìè è ñòðåññàìè, êîòîðûå ñîïðîâîæ-
äàþòñÿ áëîêîì ïðîëèôåðàöèè. Gadd45 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå
â ðåãóëÿöèè ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ ïðî-
ëèôåðàöèþ, ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, êîíòðîëü êëåòî÷íîãî öèêëà
è àïîïòîç, çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðàçëè÷íûìè áåëêàìè,
âêëþ÷àÿ ð21/Waf1, PCNA, êîìïëåêñ öèêëèí B/CDK2
è äð.

Ó÷èòûâàÿ äàííûå î ðîëè áåëêîâ Gadd45 â êëåòî÷íîì
ñòàðåíèè, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ HDAC
íà ýêñïðåññèþ Gadd45a â îíêîãåíòðàíñôîðìèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòàõ E1A+Ras. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà HDAC áóòèðàòà
íàòðèÿ ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ñïîñîáíîñòè äèìåðèçàöèè
áåëêà Gadd45a. Òàê, ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî ãîìîäèìåðîâ,
ñîïðîâîæäàþùååñÿ íàêîïëåíèåì ìîíîìåðíîé ôîðìû
áåëêà Gadd45a. Èçâåñòíî, ÷òî îëèãîìåðíàÿ ôîðìà
Gadd45a ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëèðîâàíèè äîñòóïíî-
ñòè ÄÍÊ â ó÷àñòêå ïîâðåæäåííîãî õðîìàòèíà. Êðîìå
òîãî, îëèãîìåðèçàöèÿ Gadd45a ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ íà-
áîðà áåëêîâ-ïàðòíåðîâ, ñïîñîáíûõ ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ
Gadd45a. Ñëåäîâàòåëüíî, êëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ
Gadd45a ìîãóò ðåãóëèðîâàòüñÿ ñòàòóñîì åãî îëèãîìåðè-
çàöèè. Êàê ñëåäñòâèå èíäóöèðîâàííîãî áóòèðàòîì íàòðèÿ
ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ ôîðì áåëêà Gadd45a ìû îáíàðóæèëè
ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè Gadd45a îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ñ
êèíàçîé ATM, ïðè ýòîì íàáëþäàëè óñèëåíèå ñïîñîáíî-
ñòè ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÌÀÐ-êèíàçîé ð38. Ìåòîäîì èììóíî-
ïðåöèïèòàöèè ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì ìû îá-
íàðóæèëè íàêîïëåíèå Gadd45a â êîìïëåêñå ñ ôîñôîðè-
ëèðîâàííûì ãèñòîíîì Í2ÀÕ (gH2AX), ÷òî óêàçûâàåò íà
ðîëü Gadd45a â ôîðìèðîâàíèè èíäóöèðîâàííûõ èíãèáè-
òîðàìè HDAC ôîêóñîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ìàðêèðîâàííûõ
ôîêóñàìè ãH2AX, ïîêàçàííûõ íàìè ðàíåå. Ðîëü áåëêîâ
ñåìåéñòâà Gadd45 â ðåïàðöèè îïðåäåëÿåòñÿ ãëàâíûì îá-
ðàçîì èõ ñïîñîáíîñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü è, òàêèì îáðà-
çîì, èçìåíÿòü àêòèâíîñòü PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen). Gadd45 âëèÿåò òàêæå íà àêòèâíîñòü PCNA, êîí-
êóðåíòíî âçàèìîäåéñòâóÿ ñ áåëêîì p21/Waf1, êîòîðûé â
íå ñâÿçàííîé ñ Gadd45a ôîðìå ïîäàâëÿåò ñïîñîáíîñòü
PCNA âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Ìåòîäîì
èììóíîïðåöèïèòàöèè ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì
ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè äåéñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ ïàðàë-
ëåëüíî ñ íàêîïëåíèåì ìîíîìåðíîé ôîðìû áåëêà Gadd45a
íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè p21/Waf1 âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü ñ PCNA.

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈß È ÝËÈÌÈÍÀÖÈÈ ÃÈÑ-
ÒÎÍÀ g-Í2ÀÕ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ ÏÎ-
ÑËÅ ÐÅÍÒÃÅÍÎÂÑÊÎÃÎ ÎÁËÓ×ÅÍÈß. © Ä. Â. Ôèðñà-
íîâ, À. Â. Êðîïîòîâ, Â. Ì. Ìèõàéëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dfirsanov@gmail.com.

Äâóõíèòåâûå ðàçðûâû (ÄÐ) ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå
îïàñíûìè ïîâðåæäåíèÿìè ãåíîìà, âûçâàííûìè èîíèçè-
ðóþùåé ðàäèàöèåé, õèìè÷åñêèìè àãåíòàìè è äåéñòâèåì
ëàçåðîâ. Íåïðàâèëüíàÿ ðåïàðàöèÿ ÄÐ âûçûâàåò õðîìî-
ñîìíûå àááåðàöèè â ìèòîçå è ïîòåíöèàëüíî ìîæåò ïðèâî-
äèòü ê ðàçâèòèþ ðàêà. Â êîíöå ÕÕ â. áûëî âûÿñíåíî, ÷òî
îäíèì èç ðàííèõ ýòàïîâ îòâåòà êëåòêè íà âîçíèêíîâåíèå
ÄÐ ÄÍÊ ïîñëå èîíèçèðóþùåãî îáëó÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í2ÀÕ ïî ñåðèíó 139 ñ îáðàçîâà-
íèåì ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ. Ôîêóñû g-Í2ÀÕ îáíàðóæèâàþòñÿ
â êëåòêàõ óæå â ïåðâûå ìèíóòû ïîñëå èîíèçèðóþùåãî îá-
ëó÷åíèÿ, çàòåì ïðîèñõîäèò ìåäëåííàÿ ýëèìèíàöèÿ ýòèõ
ôîêóñîâ, êîððåëèðóþùàÿ ñ äèíàìèêîé âîññîåäèíåíèÿ ÄÐ
ÄÍÊ.

Íà ìîäåëè êóëüòèâèðóåìûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ ÷åëîâåêà (ÝÔ×) ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìàêñèìóì êîëè-
÷åñòâà ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 2 Ãð, çàòåì ïðîèñõîäèò
èõ ìåäëåííàÿ ýëèìèíàöèÿ, è ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
íàáëþäàþòñÿ êëåòêè ñ îñòàòî÷íûìè ôîêóñàìè, ÷òî ìîæåò
ãîâîðèòü î íåçàâåðøåííîñòè ðåïàðàöèè ÄÐ. Ïðåäñòàâëÿ-
ëîñü èíòåðåñíûì èññëåäîâàòü äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ è
ýëèìèíàöèè g-Í2ÀÕ â êëåòêàõ, ñîñåäñòâóþùèõ ñ îáëó-
÷åííûìè êëåòêàìè, ïðè ýêðàíèðîâàíèè íåîáëó÷åííûõ
êëåòîê ñâèíöîì. Òàê íàçûâàåìûé ýôôåêò ñâèäåòåëÿ íà-
áëþäàëñÿ óæå ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ
ÝÔ× â äîçå 2 Ãð, ãäå ñðåäíåå ÷èñëî ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ ïðè-
ìåðíî â 4 ðàçà ïðåâûøàëî êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ. ×åðåç
24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñðåäíåå ÷èñëî ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ â
êëåòêàõ-ñâèäåòåëÿõ äîõîäèëî äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ.
Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ «ýô-
ôåêò ñâèäåòåëÿ» ïîëíîñòüþ ýëèìèíèðîâàëñÿ ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êàðäèîìèîöèòàõ ñåðäöà ìû-
øåé ïî ñðàâíåíèþ ñ ýïèòåëèåì ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ íà-
áëþäàåòñÿ çàäåðæàííàÿ ýëèìèíàöèÿ g-Í2ÀÕ, è áîëüøîé
ïðîöåíò êëåòîê îêðàøèâàåòñÿ àíòèòåëàìè íà g-Í2ÀÕ ÷å-
ðåç 23 ÷ ïîñëå ðåíãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð. Èñ-
ïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû ñèðèéñêîãî õî-
ìÿ÷êà (Mesocricetus auratus), ìû òàêæå îáíàðóæèëè â
êëåòêàõ ñåðäöà îñòàòî÷íûå ôîêóñû g-Í2ÀÕ ÷åðåç 24 ÷ ïî-
ñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð. Îäíàêî íàì íå
óäàëîñü îáíàðóæèòü ñêîëüêî-ëèáî çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé â
ýôôåêòèâíîñòè ýëèìèíàöèè g-Í2ÀÕ â ìîçãå è ïå÷åíè õî-
ìÿ÷êîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
êèíåòèêà ýëèìèíàöèè g-Í2ÀÕ â ýòèõ îðãàíàõ áûëà ðàç-
ëè÷íà, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÷èñëî g-Í2ÀÕ-ïîëî-
æèòåëüíûõ ÿäåð áûëî ñîïîñòàâèìî ñ êîíòðîëüíûìè çíà-
÷åíèÿìè.

Äëÿ óòî÷íåíèÿ íàøèõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íà îðãà-
íàõ ìûøè ìåòîäîì èììóíîãèñòîõèìèè, ìû èññëåäîâàëè
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ g-Í2ÀÕ
â ñåðäöå, ïå÷åíè è ïî÷êå ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ
æèâîòíûõ â äîçå 3 Ãð. ×åðåç 20 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ
â ñåðäöå íàáëþäàëñÿ áîëåå íèçêèé óðîâåíü ñèãíàëà
g-Í2ÀÕ, ÷åì â ïå÷åíè è ïî÷êå. Ðàçëè÷èÿ â óðîâíå ñèãíàëà
g-Í2ÀÕ ìåæäó òêàíÿìè ìîæíî áûëî áû îáúÿñíèòü ðàç-
ëè÷íûìè óðîâíÿìè ýêñïðåññèè ãåíîâ Í2ÀÕ è êèíàç ÀÒÌ
è DNA-PK, îòâåòñòâåííûõ çà ôîñôîðèëèðîâàíèå Í2ÀÕ.
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Îäíàêî ñ ïîìîùüþ ìåòîäèêè ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè
íàì íå óäàëîñü îáíàðóæèòü ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè ýòèõ
ãåíîâ, êîððåëèðóþùèõ ñ íàøèìè äàííûìè.

Òàêèì îáðàçîì, âîïðîñû îá ýôôåêòèâíîñòè îáðàçîâà-
íèÿ è ýëèìèíàöèè g-Í2ÀÕ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ íà
äàííûé ìîìåíò âñå åùå îñòàþòñÿ îòêðûòûìè, è òðåáóþò-
ñÿ äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ äëÿ ïîíèìàíèÿ ýòèõ
ïðîöåññîâ.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÑÎËÜÂÀÒÎÕÐÎÌÍÎÃÎ ÊÐÀÑÈ-
ÒÅËß BADAN Â ÁÈÎÑÅÍÑÎÐÍÛÕ ÑÈÑÒÅÌÀÕ ÍÀ
ÃËÞÊÎÇÓ. © À. Â. Ôîíèí, Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, È. Ì. Êóç -
íåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexfonin@gmail.com.

Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ ëþáîé ñåíñîðíîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå ñèãíà-
ëà, äîñòàòî÷íî óñòîé÷èâîãî ê ôëóêòóàöèÿì õàðàêòåðèñòèê
âíåøíåé ñðåäû. Â ðàçðàáàòûâàåìîé íàìè áèîñåíñîðíîé
ñèñòåìå íà ãëþêîçó â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà
èñïîëüçóåòñÿ ìóòàíòíàÿ ôîðìà D-ãëþêîçà/D-ãàëàêòîçîñ-
âÿçûâàþùåãî áåëêà GGBP/H152C ñ ïðèñîåäèíåííûì
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì BADAN. Ðåãèñòðàöèÿ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðà ñ ãëþ-
êîçîé îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè âçàèìîäåé-
ñòâèè GGBP/H152C-BADAN ñ ãëþêîçîé íàáëþäàåòñÿ
òðåõêðàòíîå óñèëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
êðàñèòåëÿ. Ýòîò ýôôåêò îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ïðè îáðàçî-
âàíèè êîìïëåêñà áåëîê/ãëþêîçà BADAN îêàçûâàåòñÿ
â ñóùåñòâåííî áîëåå ãèäðîôîáíîì îêðóæåíèè ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ îêðóæåíèåì êðàñèòåëÿ äî âçàèìîäåéñòâèÿ
GGBP/H152C-BADAN ñ ãëþêîçîé. BADAN ÿâëÿåòñÿ ñîëü-
âàòîõðîìíûì êðàñèòåëåì, è åãî õàðàêòåðèñòèêè çàâèñÿò
îò ñâîéñòâ ìèêðîîêðóæåíèÿ çîíäà. Ïîýòîìó íåîáõîäèìî
èçó÷àòü âëèÿíèå ôëóêòóàöèé ïàðàìåòðîâ ñðåäû íå òîëüêî
íà ñòðóêòóðó áåëêà, íî è íà ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà
ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ.

Âûïîëíåíî èññëåäîâàíèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ GGBP/H152C-BADAN êàê â îòêðûòîé, òàê è â çà-
êðûòîé ôîðìàõ, ñòàáèëüíîñòè GGBP/H152C-BADAN è
GGBP/H152C-BADAN/Glc, âëèÿíèÿ ðÍ ñðåäû íà ôëóî-
ðåñöåíòíûå ñâîéñòâà BADAN êàê â ñâîáîäíîì, òàê è â
ñâÿçàííîì ñ áåëêîì ñîñòîÿíèÿõ. Èññëåäîâàíà äèíàìè-
êà âçàèìîäåéñòâèÿ GGBP/H152C-BADAN ñ ãëþêîçîé.
Ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP/H152C-BADAN
îáëàäàåò âûñîêèì ñðîäñòâîì ê ãëþêîçå. Êèíåòèêà ñâÿçû-
âàíèÿ ãëþêîçû ñ áåëêîì íåçíà÷èòåëüíî çàâèñèò îò âÿçêî-
ñòè ñðåäû. Ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP/H152C
îáëàäàåò äîñòàòî÷íî âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ, ïîçâî-
ëÿþùåé èñïîëüçîâàòü åå â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëå-
ìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû. Ôëóîðåñöåíòíûé êðàñè-
òåëü BADAN âûñîêî÷óâñòâèòåëåí ê ñâîåìó ìèêðîîêðó-
æåíèþ è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ïðè äåòåêòèðîâàíèè
âçàèìîäåéñòâèÿ ãëþêîçû ñ ÷óâñòâèòåëüíûì ýëåìåíòîì
ãëþêîìåòðà. Ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè BADAN
ìàëî ïîäâåðæåíû äåéñòâèþ èçìåíåíèé ïàðàìåòðîâ ñðåäû
â ïðåäïîëàãàåìûõ óñëîâèÿõ ðàáîòû áèîñåíñîðíîé ñèñ-
òåìû íà ãëþêîçó. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ìóòàíòíàÿ ôîðìà D-ãëþ-
êîçà/D-ãàëàêòîçîñâÿçûâàþùåãî áåëêà GGBP/H152C ñ
ïðèñîåäèíåííûì êðàñèòåëåì BADAN ìîæåò ñëóæèòü
÷óâñòâèòåëüíûì ýëåìåíòîì áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà
ãëþêîçó.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂ ÀÊÒÈÍÀ, ÐÀÑÙÅÏËÅÍÍÎ-
ÃÎ ÏÐÎÒÅÀËÈÇÈÍÎÌ, ÏÎÄ ÄÅÉÑÒÂÈÅÌ ÔÒÎÐÈ-
ÄÎÂ ÀËÞÌÈÍÈß È ÍÀÒÐÈß. © Î. À. Öàïëèíà,
Ñ. Þ. Õàéòëèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, olga566@mail.ru.

Ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî óñëîâíî-ïàòîãåííûå áàê-
òåðèè Serratia proteamaculans, ñèíòåçèðóþùèå àêòèí-ñïå-
öèôè÷åñêóþ ìåòàëëîïðîòåàçó ïðîòåàëèçèí, ñïîñîáíû
ïðîíèêàòü â êëåòêè ýóêàðèîò. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè ïëàç-
ìèäíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé ãåí ïðîòåàëèçèíà, ñïîñîáíîñòü
ê ïðîíèêíîâåíèþ â êëåòêè ýóêàðèîò (èíâàçèè) ïðèîáðåòà-
þò íåèíâàçèâíûå áàêòåðèè E. coli. Ïðè èíâàçèè áàêòåðèé,
ñèíòåçèðóþùèõ ïðîòåàëèçèí, ôåðìåíò ïîïàäàåò êàê âî
âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó, òàê è âíóòðü êëåòîê ýóêàðèîò. Îäíà-
êî äîáàâëåíèå ïðîòåàëèçèíà âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó íå
ïðèâîäèò ê ïðîíèêíîâåíèþ íåèíâàçèâíûõ áàêòåðèé
E. coli âíóòðü êëåòîê ýóêàðèîò. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîòåàëèçèí ñïîñîáñòâóåò èíâàçèè
áàêòåðèé, îêàçàâøèñü âíóòðè ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè.
Íàèáîëåå âåðîÿòíîé ìèøåíüþ äëÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî äåé-
ñòâèÿ ïðîòåàëèçèíà ÿâëÿåòñÿ àêòèí, òàê êàê îí ñïåöèôè-
÷åñêè ðàñùåïëÿåòñÿ ïðîòåàëèçèíîì. Ïðè âåñîâîì ñîîòíî-
øåíèè ôåðìåíò/G-àêòèí, íå ïðåâûøàþùåì 1 : 100, ïðîòå-
àëèçèí ðàñùåïëÿåò â àêòèíå åäèíñòâåííóþ ïåïòèäíóþ
ñâÿçü Gly42-Val43, ðàñïîëîæåííóþ â ÄÍÊàçíîé ïåòëå, à
ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà äîïîëíèòåëüíî
ðàñùåïëÿþòñÿ ñâÿçè Gly63-Ile64 è Thr66-Ile67 â íóêëåî-
òèäíîé ùåëè ìîëåêóëû. Ðàñùåïëåííûé G-àêòèí òåðÿåò
ñïîñîáíîñòü ê ïîëèìåðèçàöèè, êîòîðàÿ ÷àñòè÷íî âîññòà-
íàâëèâàåòñÿ ïîñëå çàìåíû èîíîâ Ca2+ íà èîíû Mg2+. F-àê-
òèí, ñîñòîÿùèé èç ðàñùåïëåííûõ ïðîòåàëèçèíîì ñóáúå-
äèíèö, îáëàäàåò âûñîêîé ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ (äî
4 ìîëü Pi/ìîëü àêòèíà/÷), ÷òî îòðàæàåò çíà÷èòåëüíîå óñè-
ëåíèå äèíàìèêè ïîëèìåðà ïî ñðàâíåíèþ ñ íåðàñùåïëåí-
íûì àêòèíîì (0.04 ìîëü Pi/ìîëü àêòèíà/÷). Îäíàêî êîðòè-
êàëüíûé öèòîñêåëåò, êîòîðûé ìîæåò áûòü âîâëå÷åí â ïðî-
íèêíîâåíèå áàêòåðèé â êëåòêó-õîçÿèíà, ñîñòîèò â
îñíîâíîì èç ìåíåå äîñòóïíîãî äëÿ ïðîòåîëèçà ôèáðèë-
ëÿðíîãî àêòèíà. Çà âðåìÿ, ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóþùåå
âðåìåíè ïðîíèêíîâåíèÿ áàêòåðèé â êëåòêè, ïðîòåàëèçèí
ðàñùåïëÿåò îò 20 äî 40 % F-àêòèíà. Ðàñùåïëåíèå óìåíü-
øàåò ñòåïåíü ïîëèìåðèçàöèè F-àêòèíà è ñïîñîáíîñòü ê
îñàæäåíèþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè. ÀÒÔàçíàÿ àê-
òèâíîñòü F-àêòèíà, íà 40 % ðàñùåïëåííîãî ïðîòåàëèçè-
íîì, ïîâûøàëàñü äî 1.6 ìîëü Pi/ìîëü àêòèíà/÷. Òàêèì îá-
ðàçîì, ðàñùåïëåíèå ïðîòåàëèçèíîì è ãëîáóëÿðíîãî, è
ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà ñäâèãàåò ðàâíîâåñèå ìåæäó åãî G-
è F-ôîðìàìè. ×òîáû âûÿñíèòü, êàê âëèÿþò íà ýòî ðàâíî-
âåñèå ôàêòîðû, ñòàáèëèçèðóþùèå àêòèí, â ìîäåëüíûõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ àêòèí ñòàáèëèçèðîâàëè èîíàìè AlF4, ïðåïÿò-
ñòâóþùèìè îáðàçîâàíèþ ÀÄÔ-àêòèíà. Â AlF4-F-àêòèíå,
ñîñòîÿùåì èç ðàñùåïëåííûõ ïðîòåàëèçèíîì ìîíîìåðîâ,
îáìåí ñóáúåäèíèö ïðåêðàùàåòñÿ. Êðîìå òîãî, èîíû AlF4

ñïîñîáñòâóþò ïîëèìåðèçàöèè ðàñùåïëåííîãî G-àêòèíà.
Îêàçàëîñü, ÷òî NaF, êîòîðûé â ýêñïåðèìåíòàõ íà êëåòêàõ
èñïîëüçóþò êàê àêòèâàòîð ìàëûõ ÃÒÔàç è èíãèáèòîð ôîñ-
ôàòàç, òàêæå óìåíüøàåò ëàã-ôàçó êðèâîé ïîëèìåðèçàöèè
ðàñùåïëåííîãî Mg-G-àêòèíà è óñêîðÿåò ïîëèìåðèçàöèþ
ïðèìåðíî â 7 ðàç. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êàê G-àê-
òèíà, òàê è F-àêòèíà ñ ôòîðèäàìè èíãèáèðóåò ðàñùåïëå-
íèå àêòèíà ïðîòåàëèçèíîì. Ñëåäîâàòåëüíî, ôàêòîðû, ñòà-
áèëèçèðóþùèå àêòèí, ìîãóò ñäâèãàòü ðàâíîâåñèå ìåæäó
G- è F-ôîðìàìè â íàïðàâëåíèè, îáðàòíîì äåéñòâèþ ïðî-
òåàëèçèíà. Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå òðàíñëîêàöèè â êëåòêè
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ýóêàðèîò ïðîòåàëèçèí è ôàêòîðû, ñòàáèëèçèðóþùèå àê-
òèí, ìîãóò ñîâìåñòíî ðåãóëèðîâàòü ïåðåñòðîéêè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, íåîáõîäèìûå äëÿ èíâàçèè áàêòåðèé.

ÊÎËÈ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ È ÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÈÅ
ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊ ÄÓÏËÈÊÀÖÈÈ ÃÅÍÎÌÀ Â ÊËÅÒ-
ÊÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ. © Â. Î. ×àãèí. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, dr.chagin@mail.ru.

Ïðîöåññ óäâîåíèÿ ãåíîìà ÿâëÿåòñÿ öåíòðàëüíûì ïðî-
öåññîì ïðè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ëþáûå îøèáêè ïðè
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ìîãóò ïðèâîäèòü ê ìóòàöèÿì è õðîìî-
ñîìíûì àíîìàëèÿì. Ïðè ýòîì ïðîãðàììà ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ â êëåòêàõ âûñøèõ ýóêàðèîò îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ
ê äèíàìè÷íîé è ãèáêîé ðåãóëÿöèè êàê íà óðîâíå îòäåëü-
íûõ êëåòîê, òàê è íà óðîâíå ïîïóëÿöèé êëåòîê è îðãàíèç-
ìîâ, à òàêæå â õîäå ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè è ðàç-
âèòèÿ.

Ãåíîì áîëüøèíñòâà ìëåêîïèòàþùèõ ñîäåðæèò ïî-
ðÿäêà 109 ïàð íóêëåîòèäîâ (ï. í.), ÷òî ñîñòàâëÿåò îêî-
ëî 100 ñì ëèíåéíîé äëèíû ÄÍÊ. Ãàïëîèäíûé ãåíîì ÷å-
ëîâåêà ñîäåðæèò 23 õðîìîñîìû è èìååò ðàçìåð
3.2—4.15�109 ï. í. (Gregory, 2001). Ðåïëèêàöèÿ îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ âî âðåìÿ S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà, äëèòåëüíîñòü
êîòîðîé ó áîëüøèíñòâà òåïëîêðîâíûõ ìëåêîïèòàþùèõ,
çà èñêëþ÷åíèåì êëåòîê ðàííèõ ýìáðèîíîâ, ñîñòàâëÿåò
6—10 ÷ (Liapunova, 1994). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî õðîìî-
ñîìû ýóêàðèîò ðåïëèöèðóþòñÿ íå êàê åäèíîå öåëîå, à ïî
÷àñòÿì, ñèíòåç êîòîðûõ ïðèâÿçàí ê îïðåäåëåííûì ìîìåí-
òàì S-ôàçû (Taylor, 1960), ïðè÷åì ñèíòåç èäåò ïàðàë-
ëåëüíî âî ìíîãèõ ó÷àñòêàõ õðîìîñîì. Ñîîòâåòñòâåí-
íî áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî êàæäîé õðîìîñîìå ýóêà-
ðèîò ñîîòâåòñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå ýëåìåíòàðíûå
åäèíèöû ðåïëèêàöèè, êîòîðûå ïî àíàëîãèè ñ áàêòåðèàëü-
íûìè ñèñòåìàìè áûëè íàçâàíû ðåïëèêîíàìè (Jacob, Bren-
ner, 1963).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îáúåì çíàíèé ïî ðàçëè÷íûì àñ-
ïåêòàì ïðîöåññà óäâîåíèÿ ãåíîìà ïîñòîÿííî óâåëè÷èâà-
åòñÿ, äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ ðÿä âîïðîñîâ, íà êîòîðûå íå ïî-
ëó÷åíî îäíîçíà÷íûõ îòâåòîâ. Â ÷àñòíîñòè, ñóùåñòâóþò
ïðîòèâîðå÷èâûå äàííûå î ðàçìåðå è âðåìåíè æèçíè ðåï-
ëèêîíîâ. Ìàëî èçâåñòíî î ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí*îé
îðãàíèçàöèè ïðîöåññà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ â ðàìêàõ S-ôàçû
êëåòî÷íîãî öèêëà: ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå îöåíêè âðåìå-
íè æèçíè åäèíèö ðåïëèêàöèè, àáñîëþòíîé ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè ðàçëè÷íûõ ïåðèîäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàç-
ëè÷íûì êàðòèíàì ðåïëèêàöèè, ñèíõðîííîñòè èíèöèàöèè
îòäåëüíûõ ðåïëèêîíîâ èëè ãðóïï ðåïëèêîíîâ è êîëè-
÷åñòâó ÄÍÊ, êîòîðàÿ ðåïëèöèðóåòñÿ â îïðåäåëåííûå ïå-
ðèîäû S-ôàçû. Êðîìå ýòîãî, íå ñóùåñòâóåò îáùåïðèíÿòîé
êîëè÷åñòâåííîé ìîäåëè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ.

Â äîêëàäå áóäóò ïðåäñòàâëåíû ïîäõîäû ê îïðåäåëå-
íèþ êîëè÷åñòâåííûõ ïàðàìåòðîâ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è ïðî-
õîæäåíèÿ êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ (êóëüòèâèðóåìûìè
êëåòêàìè ÷åëîâåêà è ìûøè) êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàêæå áó-
äåò ðàññìîòðåíî èñïîëüçîâàíèå óêàçàííûõ ïàðàìåòðîâ
ïðè ìîäåëèðîâàíèè óäâîåíèÿ ãåíîìà.

FRET-ÀÍÀËÈÇ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÃËÈÊÎÃÅÍÀ Â ÃÅÏÀÒÎ-
ÖÈÒÀÕ ÊÐÛÑ. © À. Þ. ×åñòíîâà, Í. Í. Áåçáîðîäêèíà,
Ã. È. Øòåéí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, chestnovaanna@mail.ru.

Ãëèêîãåí — ñâåðõðàçâåòâëåííûé ïîëèìåð ãëþêî-
çû — ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ ðåçåðâîâ ýíåðãèè äëÿ
æèâîòíûõ (âêëþ÷àÿ ÷åëîâåêà). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ñòðóê-
òóðà ìîëåêóë ãëèêîãåíà èãðàåò íå ïîñëåäíþþ ðîëü â åãî
ìåòàáîëèçìå. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñèíòåç è ðàñïàä ìîëåêóë
ãëèêîãåíà ïðè ñìåíå ïèùåâîãî ñòàòóñà îðãàíèçìà ñîïðî-
âîæäàþòñÿ èçìåíåíèÿìè èõ ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòó-
ðû. Îäíàêî êîíêðåòíûå ìåõàíèçìû òàêèõ èçìåíåíèé íå-
èçâåñòíû.

Â ñâÿçè ñ ýòèì c ïîìîùüþ öèòîõèìè÷åñêîãî è FRET
(Förster Resonance Energy Transfer) ìåòîäîâ èññëåäîâàëè
ñòðóêòóðó ìîëåêóë ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ ïðè ãî-
ëîäàíèè è ÷åðåç ðàçíûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäå-
íèÿ æèâîòíûì ãëþêîçû per os. Ãåïàòîöèòû íà ïðåäìåò-
íûõ ñòåêëàõ îêðàøèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíò-
íîãî âàðèàíòà PAS-ðåàêöèè. Îêðàñêà ïðåïàðàòîâ â
òå÷åíèå 40 ìèí áðîìèñòûì ýòèäèåì-SO2 (EtBr—SO2) âû-
ÿâëÿëà ëåãêîäîñòóïíóþ (ËÄ) ôðàêöèþ (êðàñíàÿ ôëóîðåñ-
öåíöèÿ, lmax d 610 íì), à èõ ïîñëåäóþùàÿ îêðàñêà àóðàìè-
íîì-SO2 (Au—SO2) â òå÷åíèå 50 ìèí — òðóäíîäîñòóïíóþ
(ÒÄ) ôðàêöèþ ãëèêîãåíà (çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, lmax d

d 530 íì) â êëåòêàõ. Îáùåå ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà (ËÄ è
ÒÄ) â ãåïàòîöèòàõ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ðåôèäèíãà êðûñ
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ öèòîôëóîðèìåòðà, à çàòåì â òåõ
æå êëåòêàõ èçìåðÿëè ýôôåêòèâíîñòü FRET. Ðåãèñòðàöèþ
FRET â íåñêîëüêèõ ó÷àñòêàõ êëåòîê (îáû÷íî 3—4 ó÷àñò-
êà) ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SP5, èñïîëüçóÿ
ïðîöåäóðó FRET AB (Acceptor Photobleaching). Â êà÷åñò-
âå äîíîðà (D) èñïîëüçîâàëè àóðàìèí, à àêöåïòîðà (A) —
áðîìèñòûé ýòèäèé. Ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê,
îêðàøåííûõ Au—SO2, áëèçîê ê ìàêñèìóìó ïîãëîùåíèÿ
êëåòîê, îêðàøåííûõ EtBr—SO2, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì
óñëîâèåì FRET.

Èçìåíåíèå ðàññòîÿíèÿ ìåæäó àêöåïòîðîì è äîíîðîì
â ìîëåêóëàõ ãëèêîãåíà îöåíèâàëè ïî ýôôåêòèâíîñòè
FRET, % (E). Ïðè îïðåäåëåíèè ýôôåêòèâíîñòè FRET èñ-
ïîëüçîâàëè îáúåêòèâ HCX PL APO 40�/1.25Oil è äâà ëà-
çåðà — 405 (âîçáóæäåíèå äîíîðà) è 514 (ôîòîîáåñöâå÷è-
âàíèå àêöåïòîðà) íì. Ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå ïî-
êàçàëî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü FRET â ãåïàòîöèòàõ íà ðàçíûõ
ýòàïàõ ïîñëå ââåäåíèÿ êðûñàì ãëþêîçû çíà÷èòåëüíî âàðü-
èðóåò è â ñðåäíåì ñîñòàâëÿåò 10—14 %, ïðè ýòîì ñòðóêòó-
ðà ãëèêîãåíà îêàçûâàåò çàìåòíîå âëèÿíèå íà âåëè÷èíó
ýòîãî ïîêàçàòåëÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ãîëîäíûõ êðûñ
è íà ðàííèõ ñðîêàõ ïîñëå ââåäåíèÿ æèâîòíûì ãëþêîçû
ýôôåêòèâíîñòü FRET êîððåëèðóåò ñ âåëè÷èíîé îòíîøå-
íèÿ A/D, êîòîðàÿ îòðàæàåò ñòåïåíü çàïîëíåíèÿ âíåøíèõ
ÿðóñîâ ìîëåêóë ãëèêîãåíà îñòàòêàìè ãëþêîçû. Îäíàêî ïî
ìåðå íàêîïëåíèÿ ãëèêîãåíà â êëåòêàõ çàâèñèìîñòü ýôôåê-
òèâíîñòü FRET îò âåëè÷èíû îòíîøåíèÿ À/D ëèáî ñòàíî-
âèëàñü ìåíåå âûðàæåííîé, ëèáî èñ÷åçàëà. Óñòàíîâëåíî,
÷òî ïðè îäíîì è òîì æå çíà÷åíèè A/D ýôôåêòèâíîñòü
FRET ìîæåò èçìåíÿòüñÿ â 3—4 ðàçà. Ïîñêîëüêó âåðîÿò-
íîñòü ïåðåäà÷è ýíåðãèè îò D ê À ïðîïîðöèîíàëüíà 1/R6,
ãäå R — ðàññòîÿíèå ìåæäó D è À, òàêèå êîëåáàíèÿ ýôôåê-
òèâíîñòè FRET îçíà÷àþò, ÷òî ìîëåêóëû ãëèêîãåíà îáëà-
äàþò ëàáèëüíîé ñòðóêòóðîé, â êîòîðîé öåïè ãëèêîçèäíûõ
îñòàòêîâ ìîãóò îòêëîíÿòüñÿ îò ñâîåé îñè íà ðàññòîÿíèå
îêîëî ïîëîâèíû èõ äèàìåòðà.

Ó×ÀÑÒÈÅ ÌÅÌÁÐÀÍÍÎÃÎ ÕÎËÅÑÒÅÐÈÍÀ È ÐÀÔ-
ÒÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÌÅÕÀÍÎ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÛÕ
ÊÀÍÀËÎÂ È ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ.
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© Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vchubinskiy@gmail.com.

Èîííûå êàíàëû, ðåàãèðóþùèå íà èçìåíåíèå ìåõàíè-
÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ìåìáðàíû, øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â
æèâîé ïðèðîäå è èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññàõ êëå-
òî÷íîé ñèãíàëèçàöèè è òðàíñïîðòà. Îäèí èç öåíòðàëü-
íûõ âîïðîñîâ ðåãóëÿöèè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ,
àêòèâèðóþùèõñÿ â îòâåò íà ðàñòÿæåíèå (stretch) ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû â êëåòêàõ ýóêàðèîò, — âêëàä ëèïèä-
íîãî áèñëîÿ è àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Â íàøåé ðàáîòå
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(patch-clamp, êîíôèãóðàöèÿ cell-attached) îáíàðóæåíî ïî-
äàâëåíèå àêòèâíîñòè ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ (Ì×) êàíà-
ëîâ â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562
ïîñëå ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðè-
íîì (ÌáÖÄ), â òî âðåìÿ êàê àëüôà-öèêëîäåêñòðèí (ñòðóê-
òóðíûé àíàëîã, íå ñâÿçûâàþùèé ñòåðîëû) íå âëèÿë íà õà-
ðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ. Îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ ïàðà-
ìåòðîâ àêòèâàöèè Ì×-êàíàëîâ ñâèäåòåëüñòâîâàëè îá
óâåëè÷åíèè æåñòêîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðè ýê-
ñòðàêöèè õîëåñòåðèíà, ÷òî íå ñîîòâåòñòâóåò êëàññè÷å-
ñêèì ïðåäñòàâëåíèÿì î çàâèñèìîñòè ôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ
áèñëîÿ îò ñîäåðæàíèÿ ñòåðîëîâ. Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè
ýôôåêòû ÌáÖÄ, îñíîâûâàÿñü íà êîíöåïöèè ëèïèäíûõ
ðàôòîâ — îáîãàùåííûõ õîëåñòåðèíîì (cholesterol-enri-
ched) ìèêðîäîìåíîâ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Ôëóîðåñöåíò-
íîå ìå÷åíèå ìàðêåðíîãî êîìïîíåíòà ðàôòîâ ãàíãëèîçèäà
GM1 ïðè ïîìîùè FITC-êîíúþãèðîâàííîé áåòà-ñóáúåäè-
íèöû õîëåðíîãî òîêñèíà (FITC-CTB) ñâèäåòåëüñòâîâàëî
îá èçìåíåíèÿõ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è ñòðóêòóðû ìèê-
ðîäîìåíîâ ïîñëå äåéñòâèÿ ÌáÖÄ. Ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè âûÿâëåíû ïåðåñòðîéêè F-àêòèíà è
ðàçðàñòàíèå àêòèíîâîé ñåòè â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
ÌáÖÄ, êîòîðîå, âîçìîæíî, îáóñëîâëåíî ñáîðêîé ôèëà-
ìåíòîâ íà áàçå ïóëà èìåþùåãîñÿ â êëåòêàõ ãëîáóëÿðíîãî
àêòèíà. Îáíàðóæåíî, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê K562 ñ ïîíè-
æåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà ïðè ïîìîùè ìîäèôè-
êàòîðîâ öèòîñêåëåòà öèòîõàëàçèíà Ä èëè ëàòðóíêóëèíà Á
ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ àêòèâíîñòè Ì×-êàíàëîâ. Òà-
êèì îáðàçîì, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå Ì×-êà-
íàëîâ â êëåòêàõ K562 ïîñëå ñíèæåíèÿ óðîâíÿ ìåìáðàííî-
ãî õîëåñòåðèíà áûëî âûçâàíî ïåðåñòðîéêàìè àêòèíîâîé
ñåòè ìèêðîôèëàìåíòîâ è ïîâûøåíèåì æåñòêîñòè êîìï-
ëåêñà ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà-öèòîñêåëåò. Íàøè ðå-
çóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî ëèïèäíûå ðàôòû è
ìåìáðàííûé õîëåñòåðèí ìîãóò ðåãóëèðîâàòü êëåòî÷íóþ
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíîñòü ÷åðåç ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, êîòîðûå îïîñðåäîâàíû äåñòðóêöèåé áîãàòûõ
õîëåñòåðèíîì ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ.

ÝÔÔÅÊÒ ÄÈÏÎËÜÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈÊÀÒÎÐÎÂ ÍÀ ÑÒÀ-
ÖÈÎÍÀÐÍÛÉ ÒÐÀÍÑÌÅÌÁÐÀÍÍÛÉ ÒÎÊ, ÈÍÄÓÖÈ-
ÐÎÂÀÍÍÛÉ ÏÎËÈÅÍÎÂÛÌ ÀÍÒÈÌÈÊÎÒÈÊÎÌ
ÍÈÑÒÀÒÈÍÎÌ, Â ÑÎÄÅÐÆÀÙÈÕ ÝÐÃÎÑÒÅÐÈÍ
ÁÈÑËÎßÕ. © Å. Ã. ×óëêîâ, Ñ. Ñ. Åôèìîâà, Î. Ñ. Îñòðî-
óìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ostro-
umova@mail.cytspb.rssi.ru.

Ôóíãèöèäíûå ñâîéñòâà ïîëèåíîâîãî ïðîòèâîãðèáêî-
âîãî àíòèáèîòèêà íèñòàòèíà îáóñëîâëåíû åãî âçàèìîäåé-
ñòâèåì ñ ìåìáðàíàìè ãðèáêîâûõ êëåòîê, ïðèâîäÿùèì ê
îáðàçîâàíèþ â íèõ èîííûõ êàíàëîâ, íàðóøåíèþ âîä-
íî-ýëåêòðîëèòíîãî áàëàíñà è ïîñëåäóþùåé ãèáåëè êëåò-

êè. Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì âîçíèêíîâåíèÿ íèñòàòèíîâûõ
êàíàëîâ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå â ìåìáðàíå ñòåðèíîâ, â ÷àñòíî-
ñòè ýðãîñòåðèíà, â ãðèáêîâûõ êëåòêàõ è õîëåñòåðèíà â
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè ïðî-
âåäåíû èññëåäîâàíèÿ êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè íè-
ñòàòèíà â ïëîñêèõ ëèïèäíûõ áèñëîÿõ, ñîäåðæàùèõ
67 M% äèôèòàíîèëôîñôàòèäèëõîëèíà è 33 M% ýðãîñòå-
ðèíà, â ïðèñóòñòâèè äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ ôëîðåòè-
íà è RH 421 (àãåíòîâ, ñïîñîáíûõ èçìåíÿòü âåëè÷èíó äè-
ïîëüíîãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàíû). Êîëè÷åñòâåííîé ìåðîé
ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ íèñòàòèíà áûë ïðèíÿò ñòàöèî-
íàðíûé òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç ìîäèôèöèðîâàííóþ ïî-
ëèåíîì ìåìáðàíó. Ââåäåíèå â ðàñòâîð, îìûâàþùèé ñî-
äåðæàùóþ ýðãîñòåðèí ìåìáðàíó, 20 ìêÌ ôëîðåòèíà,
óìåíüøàþùåãî äèïîëüíûé ïîòåíöèàë áèñëîÿ íà 150 ìÂ,
ïðèâîäèëî ê ðîñòó ñòàöèîíàðíîãî òîêà â 3—10 ðàç. Ââå-
äåíèå 5 ìêÌ RH 421, óâåëè÷èâàþùåãî äèïîëüíûé ïîòåí-
öèàë ìåìáðàíû áîëåå ÷åì íà 60 ìÂ, ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿ-
ëî íà ñòàöèîíàðíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê.

Îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû íàáëþäàåìûõ
ÿâëåíèé: îïîñðåäîâàí ëè ýôôåêò ôëîðåòèíà èçìåíåíèåì
äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà áèñëîÿ ïðè åãî ââåäåíèè èëè îí
ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì íåïîñðåäñòâåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ýòîãî äèïîëüíîãî ìîäèôèêàòîðà ñ íèñòàòèí-ýðãîñòåðèíî-
âûìè êîìïëåêñàìè?

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-00883), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ãðàíòîâ ïðåçè-
äåíòà ÐÔ (ÍØ 3796.2010.4 è ÌÊ-1813.2012.4).

ÐÎËÜ ÊÎÐÒÈÊÎÑÒÅÐÎÈÄÍÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ ÂÅÍÒ-
ÐÀËÜÍÎÃÎ ÃÈÏÏÎÊÀÌÏÀ Â ÐÅÀËÈÇÀÖÈÈ ÏÐÎÀ-
ÄÀÏÒÈÂÍÛÕ ÝÔÔÅÊÒÎÂ ÃÈÏÎÊÑÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏÐÅ-
ÊÎÍÄÈÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß. © À. Â. ×óðèëîâà, Ì. Î. Ñà-
ìîéëîâ. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, annch05@mail.ru.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ãëþêî- (ÃÐ)
è ìèíåðàëîêîðòèêîèäíûì (ÌÐ) ðåöåïòîðàì âåíòðàëüíîãî
ãèïïîêàìïà ïðèíàäëåæèò âàæíàÿ ðîëü â ðåãóëÿöèè
ãèïîòàëàìî-ãèïîôèçàðíî-àäðåíîêîðòèêàëüíîé ñèñòåìû
(ÃÃÀÑ), êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíîé ñòðåññ-ñèñòåìîé îðãà-
íèçìà. Àêòèâàöèÿ ÌÐ â âåíòðàëüíîì ãèïïîêàìïå (çóá÷à-
òàÿ èçâèëèíà) èíäóöèðóåò òîíè÷åñêîå èíãèáèðîâàíèå àê-
òèâíîñòè ÃÃÀÑ, à àêòèâàöèÿ ÃÐ çàïóñêàåò ìåõàíèçìû îá-
ðàòíîé îòðèöàòåëüíîé ñâÿçè (òîðìîæåíèÿ ÃÃÀÑ). Òàêèì
îáðàçîì, íàðóøåíèå ÌÐ/ÃÐ-áàëàíñà â âåíòðàëüíîì ãèï-
ïîêàìïå ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíîé èç ïðè÷èí íàðóøåíèÿ íåé-
ðîýíäîêðèííîé ðåãóëÿöèè. Â ðàáîòå èññëåäîâàëîñü âëèÿ-
íèå ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèè, êîòîðàÿ â çàâèñèìîñòè îò
ðåæèìà åå ïðåäúÿâëåíèÿ îêàçûâàåò êàê äåçèíòåãðàöèîí-
íîå, òàê è ïðîàäàïòèâíîå âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ ÃÐ è ÌÐ
â çóá÷àòîé èçâèëèíå ãèïïîêàìïà. Óñëîâèÿ òÿæåëîé ãè-
ïîêñèè (ÒÃ, 180 ìì ðò. ñò., 3 ÷) è ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ
(1- è 3-êðàòíîå ÏÊ, 360 ìì ðò. ñò., 2 ÷; â ñëó÷àå 3-êðàòíîãî
ÏÊ èíòåðâàë ìåæäó ñåàíñàìè ñîñòàâëÿë 24 ÷) ñîçäàâàëè â
áàðîêàìåðå. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ÃÐ è ÌÐ âûÿâëÿëè èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì, ïîñëå ÷åãî êîëè÷åñòâåí-
íî îöåíèâàëè åãî ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû
«Âèäåî-Òåñò Ìàñòåð Ìîðôîëîãèè». ÒÃ ó íåïðåêîíäèöèî-
íèðîâàííûõ æèâîòíûõ ïðèâîäèëà ê íàðóøåíèþ íîðìàëü-
íîé (äâóõôàçíîé, ñîñòîÿùåé èç àêòèâàöèè è èíàêòèâàöèè)
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ðåàêöèè ÃÃÀÑ. Âìåñòå ñ òåì ÒÃ ñîïðîâîæäàëàñü ãëóáî-
êèì ïîäàâëåíèåì ýêñïðåññèè ÌÐ ïðè íåèçìåííîì óðîâíå
ÃÐ îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ. Ñõîæàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü
è â ñëó÷àå îäíîêðàòíî ïðåêîíäèöèîíèðîâàííîé ÒÃ, íå îá-
ëàäàþùåé ïðîàäàïòèâíûì äåéñòâèåì. Â îòëè÷èå îò ýòîãî
ó æèâîòíûõ, êîòîðûì ïðåäúÿâëÿëîñü 3-êðàòíîå ÏÊ, ïðè
êîòîðîì íàáëþäàëàñü íîðìàëüíàÿ äâóõôàçíàÿ ðåàêöèÿ
ÃÃÀÑ â îòâåò íà ÒÃ, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëàñü ýêñïðåñ-
ñèÿ ÃÐ, à óðîâåíü ÌÐ îñòàâàëñÿ áëèçêèì ê êîíòðîëüíûì
çíà÷åíèÿì. Èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò äàííûå î òîì, ÷òî ñàìî
ïî ñåáå 3-êðàòíîå ÏÊ-âîçäåéñòâèå çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåò
ýêñïðåññèþ êàê ÌÐ, òàê è ÃÐ, òîãäà êàê îäíîêðàòíîå
ÏÊ-âîçäåéñòâèå íå îêàçûâàåò òàêîãî ýôôåêòà. Òàêèì îá-
ðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî ÃÐ è
ÌÐ âåíòðàëüíîãî ãèïïîêàìïà âîâëåêàþòñÿ â ìåõàíèçìû
îáðàòíîé îòðèöàòåëüíîé ñâÿçè ÃÃÀÑ, êîòîðûå íàðóøàþò-
ñÿ äåéñòâèåì ÒÃ ó íåïðåêîíäèöèîíèðîâàííûõ êðûñ è êî-
òîðûå ìîæíî ïðåäîòâðàòèòü ïðåäâàðèòåëüíûì âîçäåéñò-
âèåì óìåðåííîé ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèåé. Âàæíîå çíà-
÷åíèå â ýòèõ ïðîöåññàõ èìååò ðåæèì ÏÊ.

ÊÀÍÀËÛ ÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÌÅÌÁÐÀÍÛ ÊËÅÒÎÊ
ËÈÍÈÈ ÍÅK 293, ÐÅÃÓËÈÐÓÅÌÛÅ ÁÅËÊÀÌÈ
STIM 2 — ÊÀËÜÖÈÅÂÛÌÈ ÑÅÍÑÎÐÀÌÈ ÝÍÄÎ-
ÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÐÅÒÈÊÓËÓÌÀ. © À. Â. Øàëû-
ãèí, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, a_shalygin@mail.ru.

Èîíû êàëüöèÿ — âàæíåéøèé âíóòðèêëåòî÷íûé ïî-
ñðåäíèê. Êàëüöèé ìîæåò çàïàñàòüñÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî, íàïðèìåð â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå. Áåëîê
Stim — ýòî êàëüöèåâûé ñåíñîð ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðå-
òèêóëóìà. Ïðè îïóñòîøåíèè êàëüöèåâîãî äåïî áåëîê Stim
ãîìîîëèãîìåðèçóåòñÿ è àêòèâèðóåò êàëüöèåâûå êàíàëû
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû äëÿ ïåðåçàïîëíåíèÿ äåïî. Ó
ìëåêîïèòàþùèõ åñòü äâå èçîôîðìû áåëêîâ Stim, êîòîðûå
ðàçëè÷àþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ.
Áåëêè Stim 1 àêòèâèðóþò âõîä êàëüöèÿ â îòâåò íà áîëü-
øèå èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ, òîãäà êàê Stim 2
àêòèâèðóåòñÿ äàæå íåáîëüøèìè èçìåíåíèÿìè êàëüöèÿ â
äåïî. Â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ ÷àñòî ïðèñóòñòâó-
åò íåñêîëüêî ðàçëè÷íûõ òèïîâ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ. Âõîä
êàëüöèÿ, àêòèâèðóåìûé áåëêàìè Stim 2, ìàëî èçó÷åí. Íå-
èçâåñòíî, êàêèå òèïû êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ïîìèìî êàíà-
ëîâ CRAC àêòèâèðóþòñÿ áåëêàìè Stim 2.

Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,
÷òî êëåòêè ÍÅK 293 êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóþò áåëîê
Stim 2. ×òîáû îïðåäåëèòü, êàêèå òèïû êàëüöèåâûõ êàíà-
ëîâ êëåòîê ÍÅK 293 ðåãóëèðóþòñÿ áåëêàìè Stim 2, ìû èñ-
ïîëüçîâàëè äâà ïîäõîäà. Ïåðâûé — ýòî ñïåöèôè÷åñêàÿ
àêòèâàöèÿ íàòèâíûõ áåëêîâ Stim 2 ïðè îïóñòîøåíèè äåïî
òàïñèãàðãèíîì â êîíöåíòðàöèè 10 íì. Âòîðîé — ýòî
îâåðýêñïðåññèÿ áåëêîâ Stim 2 â êëåòêàõ ÍÅK 293. Â îáîèõ
ñëó÷àÿõ ðåãèñòðàöèþ òîêîâ ÷åðåç êàëüöèåâûå êàíàëû
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì ëîêàëü-
íîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà â êîíôèãóðàöèè cell-attached.
10 íÌ òàïñèãàðãèíà àêòèâèðîâàëî áåëêè Stim 2, ÷òî èíäó-
öèðîâàëî êàëüöèåâûå êàíàëû Imin â 60 % ýêñïåðèìåíòîâ.
Îâåðýêñïðåññèÿ áåëêîâ Stim 2 ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ
âåðîÿòíîñòè àêòèâàöèè êàíàëîâ Imin ïðè îáðàáîòêå êëåòîê
òàïñèãàðãèíîì. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áåëîê Stim 2
ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ Imin

ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê HEK 293.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÃÊ
14.740.11.0924 è ÃÊ Ï332, ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿð-
íàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ», Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 11-04-12047,
10-04-01002 è 10-04-00956), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âå-
äóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-3796.2010.4) è ãðàíòîì
ïðàâèòåëüñòâà ã. Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà äëÿ ìîëîäûõ êàíäè-
äàòîâ íàóê.

ÈÌÌÓÍÎÌÎÄÓËÈÐÓÞÙÈÅ ÏÐÎÒÈÂÎÎÏÓÕÎËÅ-
ÂÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ØÀÏÅÐÎÍÀ HSP70 Â ÌÎÄÅËÈ ÈÍ-
ÒÐÀÊÐÀÍÈÀËÜÍÎÉ ÃËÈÀÁËÀÑÒÎÌÛ ÊÐÛÑ.
© Ì. À. Øåâöîâ,1, 2 Â. À. Õà÷àòðÿí,2 À. Â. Ïîçäíÿêîâ,3 È. Â. Ðî-
ìàíîâà,4 È. Â. Ãóæîâà,1 Á. À. Ìàðãóëèñ.1 1Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, 2Ðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé íåé-
ðîõèðóðãè÷åñêèé èíñòèòóò èì. ïðîô. À. Ë. Ïîëåíîâà,
3ÃÓÇ «Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé êëèíè÷åñêèé íàó÷íî-ïðàêòè÷å-
ñêèé öåíòð ñïåöèàëèçèðîâàííûõ âèäîâ ìåäèöèíñêîé ïî-
ìîùè» è 4Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõè-
ìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Shevt-
sov-max@mail.ru.

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà, â îñîáåííîñòè øàïåðîí Hsp70,
èãðàþò âàæíóþ ðîëü â àêòèâàöèè âðîæäåííîãî è ïðèîá-
ðåòåííîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî èììóííîãî îòâåòà. Â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ in vitro íà ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
(êëåòêè ýðèòðîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, ìåëàíîìû
Â16 è êðûñèíîé ãëèîìû Ñ6) ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, ÷òî áåëîê,
âíåñåííûé â êëåòî÷íóþ êóëüòóðó, ñïîñîáåí ïðîíèêàòü
âíóòðü êëåòîê, ïðè ýòîì ñîáñòâåííûé (ýíäîãåííûé)
Hsp70, âûòåñíÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòü ðàêîâûõ êëåòîê. Ïðè
äîáàâëåíèè êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî ïðîèíêóáèðîâàííûõ
ñ øàïåðîíîì Hsp70, ê ñóñïåíçèè ñïëåíîöèòîâ íàáëþäà-
ëîñü ïîâûøåíèå ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîñëåäíèõ íà
35—40 % â òåñòå öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Â ìîäåëè
èíòðàêðàíèàëüíîé ãëèîìû Ñ6 ó êðûñ ëèíèè Wistar ìû
îöåíèëè ýôôåêòèâíîñòü ëîêàëüíîé, âíóòðèîïóõîëåâîé
èíúåêöèè Hsp70. Èíòðàòóìîðàëüíàÿ äîñòàâêà áåëêà ïðè-
âîäèëà ê çíà÷èòåëüíîé çàäåðæêå ïðîãðåññèè îïóõîëåâîãî
óçëà (ïî äàííûì ìàãíèòíî-ðåçîíàíñíîé òîìîãðàôèè), ÷òî
ñîïðîâîæäàëîñü è óâåëè÷åíèåì âûæèâàåìîñòè æèâîò-
íûõ. Ïðåäïîëàãàÿ, ÷òî â îñíîâå íàáëþäàåìîãî ýôôåêòà
ëåæèò èììóíîìîäóëèðóþùàÿ ôóíêöèÿ áåëêà, ìû îöåíè-
ëè ñèñòåìíûé ïðîòèâîîïóõîëåâûé îòâåò îðãàíèçìà ïî
ïðîäóêöèè INFg â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ ñïëåíîöèòîâ
êëåòêàìè Ñ6. Â äèíàìèêå íàáëþäàëîñü ïîâûøåíèå èíäó-
öèðîâàííîé ïðîäóêöèè öèòîêèíà (äî 516 ± 201 ïã/ìë, â
êîíòðîëå — 47 ± 9 ïã/ìë). Ïî ðåçóëüòàòàì èììóíîãèñòî-
õèìè÷åñêîãî àíàëèçà îòìå÷àëàñü âûðàæåííàÿ èíôèëüòðà-
öèÿ îïóõîëåâîé òêàíè in situ Ò-ëèìôîöèòàìè (CD3+,
CD4+ è CD8+), à òàêæå NK-êëåòêàìè (CD56+), ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò â ïîëüçó ðàçâèòèÿ àäàïòèâíîãî èììóííîãî îò-
âåòà. Äàííîå èññëåäîâàíèå äåìîíñòðèðóåò ïðîòèâîîïóõî-
ëåâóþ ýôôåêòèâíîñòü ëîêàëüíîé äîñòàâêè øàïåðîíà
Hsp70 è âîçìîæíîñòü åãî ïðèìåíåíèÿ â êëèíè÷åñêîé îí-
êîëîãèè.

ÝÊÐÀÍÈÐÓÞÙÈÉ ÏÈÃÌÅÍÒ ÊÀÌÅÐÍÛÕ ÃËÀÇ ÍÅ-
ÊÎÒÎÐÛÕ ÂÈÄÎÂ ÍÀÇÅÌÍÛÕ ÁÐÞÕÎÍÎÃÈÕ ÌÎË-
ËÞÑÊÎÂ. © È. Ï. Øåïåëåâà. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì.
àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ìåæäóíàðîä-
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íûé óíèâåðñèòåò Áðåìåíà, Ãåðìàíèÿ, è Óíèâåðñèòåò Ëóí-
äà, Øâåöèÿ, ishepeleva@rambler.ru.

Â ãëàçàõ îáû÷íî ñîäåðæàòñÿ òåìíûå ñâåòîàáñîðáèðó-
þùèå ïèãìåíòû — ìåëàíèíû. Ïèãìåíò âñòðå÷àåòñÿ â ñà-
ìûõ ðàçíûõ òèïàõ ãëàç: îò ïðîñòûõ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ
ãëàçêîâ ó ëè÷èíîê íåêîòîðûõ ïëîñêèõ ÷åðâåé äî ñëîæíûõ
ãëàç ÷ëåíèñòîíîãèõ è êàìåðíûõ ãëàç áåñïîçâîíî÷íûõ è
ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ. Êàê ïðàâèëî, ìåëàíèí ñîñðåäî-
òî÷åí â ïèãìåíòíûõ êëåòêàõ, ëåæàùèõ ïî ñîñåäñòâó ñ ôî-
òîðåöåïòîðíûìè êëåòêàìè, à ó íåêîòîðûõ îðãàíèçìîâ —
è â ñàìèõ ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòêàõ. Ó èññëåäîâàííûõ
àâòîðîì íàçåìíûõ áðþõîíîãèõ ìîëëþñêîâ — ñëèçíÿ Ari-
on rufus è óëèòîê Cochlodina laminata, Perforatella incar-
nata, Helicigona lapicida, Arianta arbustorum, Cepaea hor-
tensis, Succinea putris è Trichia hispida (èç Þæíîé Øâå-
öèè) — íà ïîëóòîíêèõ ñðåçàõ êàìåðíûõ ãëàç ðàçëè÷èìû
ðàçíûé öâåò è ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ïèãìåíòíûõ ãðà-
íóë. Ó A. rufus, òàê æå êàê ó íàçåìíîãî ñëèçíÿ Limax maxi-
mus, ïèãìåíò âûãëÿäèò òåìíî-êîðè÷íåâûì, ó C. laminata,
P. incarnata, H. lapicida, A. arbustorum, C. hortensis, S. put-
ris è T. hispida, òàê æå êàê ó ìíîãèõ äðóãèõ âèäîâ áðþõî-
íîãèõ ìîëëþñêîâ, — ÷åðíûì. Áîëåå âûñîêàÿ ïëîòíîñòü
ðàñïîëîæåíèÿ ïèãìåíòíûõ ãðàíóë íàáëþäàåòñÿ â ñåò÷àò-
êå ó C. hortensis, T. hispida, S. putris è H. lapicida è ìåíåå
âûñîêàÿ — ó P. incarnata, C. laminata, A. arbustorum è
A. rufus. Ïðè ýòîì ó âñåõ âèäîâ ìîëëþñêîâ, àäàïòèðîâàí-
íûõ ê òåìíîòå, ãðàíóëû â êëåòêàõ ñåò÷àòêè ðàñïðåäåëåíû
ðàâíîìåðíî. Ó A. rufus, òàê æå êàê ó ìîðñêîãî ñëèçíÿ On-
hidium verriculatum, íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ ãëàç ãðàíóëû
ïèãìåíòíûõ êëåòîê, ñîãëàñíî êëàññèôèêàöèè Êàòàãèðè è
êîëëåã, ìîæíî ðàçäåëèòü ïî ñîäåðæèìîìó íà òðè òèïà:

ãðàíóëû ñ ýëåêòðîííî-ïëîòíûì ãîìîãåííûì âåùåñòâîì,
ãðàíóëû ñ çåðíèñòûì âåùåñòâîì ìåíüøåé ýëåêòðîííîé
ïëîòíîñòè, ãðàíóëû ñ çåðíèñòûì âåùåñòâîì ìåíüøåé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè è ñ îäíèì èëè íåñêîëüêèìè ýëåê-
òðîííî-ïëîòíûìè ÿäðûøêàìè ðàçíîãî ðàçìåðà. Ó C. lami-
nata, P. incarnata, H. lapicida, A. arbustorum, C. hortensis,
S. putris è T. hispida âñòðå÷àþòñÿ òîëüêî ïèãìåíòíûå ãðà-
íóëû ñ ýëåêòðîííî-ïëîòíûì ãîìîãåííûì âåùåñòâîì.

Êàê èçâåñòíî, ìåëàíèí ìîæåò âëèÿòü íà ðàññåÿíèå
ñâåòà â ñåò÷àòêå, êîòîðîå ñíèæàåò ðàçðåøàþùóþ ñïîñîá-
íîñòü ãëàç. Áðþõîíîãèå ìîëëþñêè ìîãóò èìåòü îäèí
èç äâóõ ýêðàíèðóþùèõ ìåõàíèçìîâ, íàïðàâëåííûõ íà ïî-
âûøåíèå ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè: ñâåòîçàâèñèìóþ
ìèãðàöèþ ïèãìåíòíûõ ãðàíóë â àïèêàëüíûå îòðîñòêè ôî-
òîðåöåïòîðîâ, íåñóùèå ìèêðîâèëëû, èëè èçîëÿöèþ ìèê-
ðîâèëë ôîòîðåöåïòîðîâ òåëàìè îêðóæàþùèõ èõ ïèãìåíò-
íûõ êëåòîê. Ïåðâûé ìåõàíèçì ïîçâîëÿåò óìåíüøèòü ðàñ-
ïðîñòðàíåíèå ñâåòà ìåæäó ìèêðîâèëëàìè ñîñåäíèõ
êëåòîê, âòîðîé ìåõàíèçì — ïðåäîòâðàòèòü òàêîå ðàñïðî-
ñòðàíåíèå. Ó èññëåäîâàííûõ âèäîâ ìîëëþñêîâ ôîòîðå-
öåïòîðíûå êëåòêè íå èìåþò àïèêàëüíûõ îòðîñòêîâ è èçî-
ëèðîâàíû äðóã îò äðóãà ïèãìåíòíûìè êëåòêàìè òîëüêî íà
óðîâíå ñâîèõ êëåòî÷íûõ òåë. Òàêèì îáðàçîì, ó ìîëëþ-
ñêîâ íåò íè îäíîãî èç äâóõ âîçìîæíûõ ýêðàíèðóþùèõ
ìåõàíèçìîâ, è ðàññåÿíèå ñâåòà â ñåò÷àòêå ñòàíîâèòñÿ ëè-
ìèòèðóþùèì ôàêòîðîì ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè èõ
ãëàç.
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