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À. Á. Ìàëàøè÷åâà è äð.
Ìóòàöèè â ãåíå ëàìèíà À/Ñ èçìåíÿþò äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë ñòðîìàëüíûõ êëåòîê

Ìóòàöèè â ãåíå ëàìèíà A/C (LMNA) ïðèâîäÿò ê ðàçâèòèþ ãðóïïû òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé — ëàìèíî-
ïàòèé. Äåòàëüíûé ìåõàíèçì âîçäåéñòâèÿ ëàìèíîâûõ ìóòàöèé äî ñèõ ïîð íåÿñåí. Òàê êàê ïðè ëàìèíîïà-
òèÿõ áîëåå âñåãî ñòðàäàþò òêàíè ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, â ÷àñòíîñòè æèðîâàÿ, öåëüþ èññëåäîâà-
íèÿ áûëî èçó÷èòü âëèÿíèå ìóòàöèé LMNA íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê — ñòðîìàëüíûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè (ÑÊÆÒ) — â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè. Äëÿ ýòîãî ÑÊÆÒ
òðàíñäóöèðîâàëè ëåíòèâèðóñíûìè âåêòîðàìè, íåñóùèìè ðàíåå îïèñàííûå ìóòàöèè ãåíà LMNA, àññîöè-
èðîâàííûå ñ ðàçëè÷íûìè ñèíäðîìàìè (ìèîäèñòðîôèÿ, êàðäèîìèîïàòèÿ, ëèïîäèñòðîôèÿ è ïðîãåðîèä-
íûé ñèíäðîì), ïîñëå ÷åãî â êëåòêàõ èíäóöèðîâàëè àäèïîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ââåäåíèå ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé ãåíà LMNA ñ òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè G465D, R482L è R527C â ðàç-
íîé ñòåïåíè ïîâûøàëî àäèïîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊÆÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ ââåäåíèåì ëàìèíà äè-
êîãî òèïà, â òî âðåìÿ êàê ìóòàöèÿ R471C ñíèæàëà ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè. Êðîìå òîãî, ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ââåäåíèå ëàìèíà ñ ìóòàöèåé R471C èëè R527C ñóùåñòâåííî ïîâûøàëî óðîâåíü
ýêñïðåññèè ìàðêåðíûõ ãåíîâ æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêè PPARG, SREBP1 è àäèïñèíà. Ìóòàöèè ãåíà
ëàìèíà A/C îáëàäàþò ñèëüíûì, ðàçíÿùèìñÿ ìåæäó ìóòàöèÿìè âëèÿíèåì íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè
ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ÷òî, âåðîÿòíî, ëåæèò â îñíîâå ïàòîãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé òêàíåé,
âîçíèêàþùèõ ïðè ëàìèíîïàòèÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëàìèí A/C, ëàìèíîïàòèè, ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè, äèôôåðåíöè-
ðîâêà, àäèïîãåíåç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÑÊÆÒ — ñòðîìàëüíûå
êëåòêè æèðîâîé òêàíè, PPARG — peroxisome proliferator-activated receptor-gamma, SREBP1 — sterol re-
gulatory element-binding protein 1.

ßäåðíàÿ ëàìèíà — ýòî ìåõàíè÷åñêàÿ ñåòü, ïîääåðæè-
âàþùàÿ ñòðóêòóðó ÿäðà, ñîñòîÿùàÿ èç ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ — ëàìèíîâ òèïîâ À è B. Äâå îñíîâíûå èçî-
ôîðìû ëàìèíîâ òèïà À ïîçâîíî÷íûõ — ëàìèíû À è Ñ —
ÿâëÿþòñÿ ïðîèçâîäíûìè îäíîãî ãåíà (LMNA) è ôîðìèðó-
þòñÿ ïóòåì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà (Lin, Worman,
1993).

Õîòÿ ðàíåå ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ÿäåðíàÿ ëàìèíà ëèøü
îêàçûâàåò ñòðóêòóðíóþ ïîääåðæêó ìåìáðàíàì ÿäåðíîé
îáîëî÷êè, ìíîãèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî îíà ïðÿìî èëè êîñâåííî âîâëå÷åíà âî ìíî-
ãèå êëþ÷åâûå êëåòî÷íûå ôóíêöèè (Prokocimer et al.,
2009). Òàê, ëàìèíû À/C âçàèìîäåéñòâóþò ñ ôàêòîðàìè
òðàíñêðèïöèè ñ-Fos, MOK2 è SREBP1 (Lloyd et al., 2002;
Ivorra et al., 2006; Harper et al., 2009). Êðîìå òîãî, íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü ïîêàçàíà òåñíàÿ ñâÿçü ëàìèíîâ ñ ýïèãå-
íåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèåé õðîìàòèíà, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïóòåé îïîñðåäîâàííîé ëàìèíîì ðåãó-
ëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè (Shumaker et al., 2006; Melcer
et al., 2012).

Ìóòàöèè â ãåíå ëàìèíà A/C ïðèâîäÿò ê ðàçâèòèþ
ãðóïïû íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé — ëàìèíîïàòèé. Èõ
ìîæíî ðàçäåëèòü íà çàáîëåâàíèÿ, ïîðàæàþùèå ïðåèìó-
ùåñòâåííî ïîïåðå÷íîïîëîñàòûå ìûøöû, æèðîâóþ èëè
êîñòíóþ òêàíü, ïåðèôåðè÷åñêèå íåðâû èëè æå ìíîæåñò-
âåííûå òêàíè â ðåçóëüòàòå ôîðìèðîâàíèÿ ïðîãåðîèäíûõ
ôåíîòèïîâ (Vlcek, Foisner, 2007). Ýòè çàáîëåâàíèÿ âûçû-
âàþò ãëàâíûì îáðàçîì òêàíåñïåöèôè÷íûå íàðóøåíèÿ,
íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ëàìèíû À ÿâëÿþòñÿ êîìïîíåíòàìè
ÿäåðíîé ëàìèíû âñåõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñîìàòè÷å-
ñêèõ êëåòîê. Â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà äðóãèõ âèäîâ
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ãäå ïàòîëîãè÷åñêîå âëèÿ-
íèå ìóòàöèé òåñíî ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ìåõàíè÷åñêèõ è
èíòåãðàòèâíûõ ôóíêöèé, äåòàëüíûé ìåõàíèçì âëèÿíèÿ
ìóòàöèé ëàìèíà íà ðàçâèòèå ïàòîëîãèé äî ñèõ ïîð íåÿñåí
è, âîçìîæíî, ñâÿçàí ñ èçìåíåíèåì ÿäåðíîãî ñèãíàëèíãà è
òðàíñêðèïöèîííîãî ïðîöåññà.

Íåäàâíî áûëà îòêðûòà êëþ÷åâàÿ ðîëü ëàìèíîâ â êëå-
òî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêå è îíòîãåíåòè÷åñêîì ðàçâèòèè
òêàíåé (Espada et al., 2008; Scaffidi, Misteli, 2008; Akter
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et al., 2009). Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ñîïðÿæåííûå ñ çàáîëåâàíèÿìè ìóòàöèè ëàìèíà À íàðó-
øàþò áàëàíñ ìåæäó ïðîëèôåðàöèåé è äèôôåðåíöèðîâêîé
ñòâîëîâûõ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà, ÷òî ïðèâîäèò ê
ìåíåå ýôôåêòèâíîé ðåãåíåðàöèè òêàíåé è (èëè) íåâîç-
ìîæíîñòè ïîääåðæàíèÿ äèôôåðåíöèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ
(Gotzmann, Foisner, 2006; Vlcek, Foisner, 2007).

Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ðàçâè-
òèÿ ëàìèíîïàòèé ÿâëÿåòñÿ íàðóøåíèå äèôôåðåíöèðîâêè
(ôóíêöèîíèðîâàíèÿ) ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(èëè èõ ïðåäøåñòâåííèêîâ) â òêàíè, äëÿ êîòîðîé õàðàê-
òåðíû íàðóøåíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðè ýòîì âèäå ëà-
ìèíîïàòèé. Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäëîæåííîé ãèïîòåçû ñòðî-
ìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè (ÑÊÆÒ), ïîëó÷åííûå îò
çäîðîâûõ äîíîðîâ, òðàíñäóöèðîâàëè âåêòîðàìè, íåñóùè-
ìè ðàíåå îïèñàííûå ìóòàöèè LMNA, ïîñëå ÷åãî îöåíèâà-
ëè ñïîñîáíîñòü òðàíñäóöèðîâàííûõ êóëüòóð ê àäèïîãåí-
íîé è îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêàì. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ìóòàöèè â ãåíå ëàìèíà À/Ñ â ðàçíîé ñòåïåíè ìåíÿþò ñïî-
ñîáíîñòü ÑÊÆÒ ê äèôôåðåíöèðîâêå â àäèïîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è. Íà îñíîâå âåêòî-
ðà, íåñóùåãî íîðìàëüíûé ãåí ëàìèíà A/C (LMNAwt), ïó-
òåì íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ïîëó÷èëè 4 ãåíåòè÷åñêèå
êîíñòðóêöèè, íåñóùèå ìóòàíòíûå ôîðìû ãåíà LMNA ñî
ñëåäóþùèìè òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè: G465D R471C,
R482L è R527C. Äëÿ ñîçäàíèÿ ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö èñ-
ïîëüçîâàëè ïëàçìèäû, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå D. Tro-
no (École Polytechnique Fédérale de Lausanne, Switzerland):
psPAX2, pMD2.G è pLVTHM. Ñ èñïîëüçîâàíèåì âûøåó-
êàçàííûõ ïëàçìèä ïîëó÷àëè êîíöåíòðàòû ëåíòèâèðóñîâ,
êîòîðûå èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñäóêöèè êóëüòóð ÑÊÆÒ.

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê è è õ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè èñïîëüçî-
âàëè êóëüòóðû ÑÊÆÒ, ïîëó÷åííûå ó çäîðîâûõ äîíîðîâ
íà 3—6-ì ïàññàæàõ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Zuk et al.,
2001). Êóëüòóðû âåëè íà ïëàñòèêå (Corning, ÑØÀ) â ñðå-
äå a-ÌÅÌ (Ïàíýêî) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè êîðîâ è 50 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 50 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ. Äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ ïðèíàäëåæíîñòè ïîëó÷åííûõ êóëüòóð ê ÌÑÊ
íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Guava easyCyte 6 (Milli-
pore, ÑØÀ) ïðîâîäèëè èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ CD19,
CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, CD146 è CD166 ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Dominici et al., 2006) Àäèïîöèòàð-
íóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊÆÒ èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíè-
åì ê ñòàíäàðòíîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ 0.5 ìÌ 3-èçîáó-
òèë-1-ìåòèëêñàíòèíà, 1 ìêÌ äåêñàìåòàçîíà è 1 ìêÌ èí-
ñóëèíà.

Ã ð ó ï ï û è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ è ï î ä ñ ÷ å ò ó ð î â í ÿ
ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè
èíòàêòíûå êëåòêè, òðàíñäóöèðîâàííûå êîíòðîëüíîé
ïëàçìèäîé (íåñóùåé GFP), ëàìèíîì äèêîãî òèïà
(LMNAwt) è 4 èññëåäóåìûìè ìóòàöèÿìè (G465D, R471C,
R482L è R527C). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äàííûõ ïî äîëå êëåòîê,
ïðîøåäøèõ äèôôåðåíöèðîâêó â êóëüòóðå, íà îñíîâàíèè
àíàëèçà ìèêðîôîòîãðàôèé â òðàíñäóöèðîâàííûõ è êîíò-
ðîëüíûõ êëåòêàõ èíäóöèðîâàëè òåðìèíàëüíóþ àäèïî-
öèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó (7, 14 è 21 ñóò ñîîòâåòñò-
âåííî).

Îöåíêó âëèÿíèÿ ýêñïðåññèè ìóòàíòíûõ ôîðì ëàìèíà
À íà äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊÆÒ ïðîâîäèëè äâóìÿ ïóòÿìè:
1) àíàëèç ìàññèâà ìèêðîôîòîãðàôèé, ïîëó÷åííûõ íà
îêðàøåííûõ ñïåöèôè÷åñêèì êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì êðàñ-
íûì (Oil Red O) ïðåïàðàòàõ êóëüòóð êëåòîê, ñ îáñ÷åòîì
ñîîòíîøåíèÿ îáëàñòåé äèôôåðåíöèðîâàííûõ è íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû MosaiX (Carl
Zeiss Microsystems, Ãåðìàíèÿ; ôîòîãðàôèè ïîëó÷àëè ïðè
ïîìîùè ìèêðîñêîïà «Àêñèî Îáñåðâåð» ñ îáúåêòèâîì LD
«A-Plan» 20�/0.3 Ph 1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è êàìåðû Ca-
mera Jenoptik ProgRes MF (Jeoptic, Ãåðìàíèÿ); 2) àíàëèç ýê-
ñïðåññèè àäèïîöèòàðíûõ ìàðêåðîâ íà ðàçíûõ ñðîêàõ äèô-
ôåðåíöèðîâêè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ
âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ TRIzol(r)Reagent. Ðåàêöèþ îáðàò-
íîé òðàíñêðèïöèè ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíà-
ëèçà èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ àäèïîöèòàð-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèå ñèñ-
òåìû ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè TaqMan. Äëÿ ïîñëåäíåãî
èñïîëüçîâàëè 3 ìàðêåðà àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè (ÌÀÄ) — PPARG (peroxisome proliferator-activated re-
ceptor gamma), SREBP1 (sterol regulatory element-binding
protein 1) è àäèïñèí.

Â ðàáîòå è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñëåäóþùèå ðåàêòèâû:
a-ÌÅÌ (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ); ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êî-
ðîâ (Hyclone, ÑØÀ); ïåíèöèëëèí, ñòðåïòîìèöèí è TRI-
zol®Reagent (Invitrogen, ÑØÀ); 3-èçîáóòèë-1-ìåòèëêñàí-
òèí, äåêñàìåòàçîí, èíñóëèí, ìàñëÿíûé êðàñíûé (Sigma,
ÑØÀ); RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fer-
mentas, Ëèòâà); TaqMan (Applied Biosystems, ÑØÀ). Äëÿ
ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðî-
ãðàììó Statistica, ãðàôèêè ñòðîèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììû Microsoft Excel. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà
äàííûõ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Âûäåëåííûå êóëüòóðû êëåòîê àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà ýêñïðåñ-
ñèþ ñòàíäàðòíîé äëÿ ÌÑÊ ïàíåëè ìàðêåðîâ. Ïî äàííûì
èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ, äîíîðñêèå ÑÊÆÒ íà 3-ì ïàññà-
æå èìåëè ñëåäóþùèé ôåíîòèï: CD73, CD90 è CD105. Ýí-
äîòåëèàëüíûå è ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ìàðêåðû (CD19,
CD34 è CD45) ïðèñóòñòâîâàëè íà ôîíîâîì óðîâíå. Â èñ-
ñëåäîâàíèå áûëè âçÿòû ÷åòûðå ðàíåå îïèñàííûå òî÷å÷-
íûå ìóòàöèè ãåíà ëàìèíà À/Ñ, àññîöèèðîâàííûå ñî ñëå-
äóþùèìè ïðåîáëàäàþùèìè ôåíîòèïàìè: G465D — ìèî-
äèñòðîôèè è ëèïîäèñòðîôèè, R471C — êàðäèîìèîïàòèè,
R482L — ëèïîäèñòðîôèè, R527C — ïðîãåðîèäíûé ñèíä-
ðîì. Êóëüòóðû ÑÊÆÒ, ïîëó÷åííûå îò çäîðîâûõ äîíîðîâ,
áûëè òðàíñäóöèðîâàíû ëåíòèâèðóñíûìè âåêòîðàìè, íå-
ñóùèìè ýòè ìóòàöèè, ñ ïîñëåäóþùåé àäèïîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêîé. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè ÑÊÆÒ
ñîñòàâëÿëà 82—87 %.

Äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ ìóòàöèé â ãåíå ëàìèíà íà ïðî-
öåññ äèôôåðåíöèðîâêè ÑÊÆÒ áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà
óðîâíÿ äèôôåðåíöèðîâêè èññëåäóåìûõ êóëüòóð ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììíîãî àíàëèçà áîëüøîãî ìàññèâà ìèêðîôî-
òîãðàôèé êóëüòóð êëåòîê íà òåðìèíàëüíîé ñòàäèè äèôôå-
ðåíöèðîâêè (ðèñ. 1). Íàìè îòìå÷åíî óñèëåíèå ýôôåêòà
àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè â 2—3 ðàçà äëÿ áîëü-
øèíñòâà èññëåäóåìûõ ìóòàöèé, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè
R471C.
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Ðèñ. 1. Àíàëèç âëèÿíèÿ ìóòàöèé â ãåíå ëàìèíà À íà äèôôåðåíöèðîâêó ñòâîëîâûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè, òðàíñäóöèðîâàííûõ êîí-
òðîëüíûì âèðóñîì, íåñóùèì ëàìèí äèêîãî òèïà (LMNAwt) è ãåíû ëàìèíà ñ ìóòàöèÿìè (îáîçíà÷åíû öèôðàìè).

à — ôîòîãðàôèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, îêðàøåííûõ ìàñëÿíûì êðàñíûì Î, íà 14-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè. 20�, á — ðåçóëüòàòû àâòîìàòèçèðîâàííîãî
îáñ÷åòà ìàññèâà ôîòîãðàôèé: ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíàÿ ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè (÷èñëî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê íà åäèíèöó ïëî-

ùàäè), âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ.

Ðèñ. 2. Àíàëèç âëèÿíèÿ ìóòàöèé â ãåíå ëàìèíà À íà ýêñïðåññèþ àäèïîãåííûõ ìàðêåðîâ PPARG, SREBP1 è àäèïñèíà íà óðîâíå
ìÐÍÊ (êîëè÷åñòâåííàÿ ÏÖÐ) ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÑÊÆÒ.

à — ýêñïðåññèÿ àäèïîãåííûõ ìàðêåðîâ â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ ïðè äèôôåðåíöèðîâêå íà 3, 7 è 14 å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè ñîîòâåòñòâåííî; á — ýêñï-
ðåññèÿ àäèïîãåííûõ ìàðêåðîâ â òðàíñäóöèðîâàííûõ êëåòêàõ íà 3, 7 è 14-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè, óðîâåíü ýêñïðåññèè íîðìèðîâàëñÿ íà ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé óðîâåíü â êëåòêàõ, òðàíñäóöèðîâàííûõ ëàìèíîì äèêîãî òèïà (LMNAwt) íà ñîîòâåòñòâóþùèå ñóòêè äèôôåðåíöèðîâêè. Ïî ãîðèçîíòàëè öèôðàìè
îáîçíà÷åíî âðåìÿ îò íà÷àëà äèôôåðåíöèðîâêè (ñóò), ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ñîîòâåòñòâóþùåãî ìàðêåðà. Âåðòèêàëüíûìè îò-

ðåçêàìè îáîçíà÷åíû âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Çâåçäî÷êà — P < 0.05.



Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè
óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåí-
öèðîâêè — PPARG, SREBP1 è àäèïñèíà (ðèñ. 2). Äèôôå-
ðåíöèðîâêà ÑÊÆÒ â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè â ïðèñóò-
ñòâèè ìóòàíòíûõ ôîðì ëàìèíà ñîïðîâîæäàëàñü èçìå-
íåíèÿìè â ýêñïðåññèè ìàðêåðíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, íåñóùèìè ëàìèí äèêîãî òèïà
(ðèñ. 2). Òàê, óðîâåíü ìàðêåðà PPARG ïîâûøåí íà âñåõ
ýòàïàõ äèôôåðåíöèðîâêè ïðè âñåõ èññëåäîâàâøèõñÿ ìó-
òàöèÿõ. Íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàðêåðà SREBP1 íàèáîëü-
øåå âëèÿíèå îêàçûâàëà ìóòàöèÿ R471C íà òåðìèíàëüíîé
ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè. Íà ýêñïðåññèþ àäèïñèíà â
õîäå äèôôåðåíöèðîâêè òàêæå âëèÿëè ìóòàöèè G465D è
R471C. Òàêèì îáðàçîì, îòìå÷åíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ðàííèõ ìàðêåðîâ àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè íà âñåõ èññëåäóåìûõ ñðîêàõ ñ íàèáîëüøèì ýôôåê-
òîì, íàáëþäàåìûì äëÿ ìóòàöèè R471C (ðèñ. 2, á).

Îáñóæäåíèå

Â äàííîé ðàáîòå íàìè áûë ïðîâåäåí àíàëèç âëèÿíèÿ
ðàçëè÷íûõ ìóòàöèé ãåíà ëàìèíà íà ïðîöåññ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÑÊÆÒ â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá óñèëåíèè àäèïîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêè íà ôîíå áîëüøèíñòâà èññëåäóåìûõ
ìóòàöèé êàê íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ, òàê è íà ìîðôî-
ëîãè÷åñêîì óðîâíå. Èíòåðåñíî, ÷òî íàèìåíåå âûðàæåí-
íîå ìîðôîëîãè÷åñêè âëèÿíèå íà äèôôåðåíöèðîâêó îêà-
çûâàëà ìóòàöèÿ R471C, â òî æå âðåìÿ èìåííî ýòà ìóòàöèÿ
îêàçûâàëà íàèáîëüøåå âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ àäèïîãåí-
íûõ ìàðêåðîâ PPARG, SREBP è àäèïñèíà. Ìóòàöèÿ
R471C àññîöèèðîâàíà ñ êàðäèîìèîïàòèéíûì ôåíîòèïîì,
è äëÿ íåå íå áûëî îïèñàíî âîâëå÷åíèÿ â ïàòîëîãè÷åñêèé
ïðîöåññ æèðîâîé òêàíè. Îäíàêî îäíîçíà÷íûõ êîððåëÿ-
öèé ìåæäó îïèñàííûì òêàíåâûì ýôôåêòîì èññëåäóåìîé
ìóòàöèè è âëèÿíèåì íà äèôôåðåíöèðîâêó ïîëó÷åíî íå
áûëî, ÷òî ïîäòâåðæäàåò êîìïëåêñíûé, ìíîãîêîìïîíåíò-
íûé ìåõàíèçì âîâëå÷åíèÿ ÿäåðíûõ ëàìèíîâ â ðåãóëÿöèþ
òêàíåñïåöèôè÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Íàèáîëüøåå èçìå-
íåíèå ñòåïåíè ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîä âîçäåéñòâèåì ìóòàí-
òíûõ ôîðì ëàìèíîâ îòìå÷àåòñÿ äëÿ ðàííèõ ìàðêåðîâ àäè-
ïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå âû-
ñêàçàííûìè ïðåäïîëîæåíèÿìè î âîâëå÷åíèè ëàìèíîâ â
íàèáîëåå ðàííèå êëåòî÷íûå ñîáûòèÿ, îïðåäåëÿþùèå òêà-
íåñïåöèôè÷íîñòü. Â ñâÿçè ñ ýòèì íàèìåíüøèé ýôôåêò èñ-
ñëåäóåìûõ ìóòàöèé íà ýêñïðåññèþ ïîçäíåãî ìàðêåðà àäè-
ïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè — àäèïñèíà — ÿâëÿåòñÿ çà-
êîíîìåðíûì.

Ïðîòèâîðå÷èâûå íà ïåðâûé âçãëÿä äàííûå î òîì, ÷òî
íåêîòîðûå ìóòàöèè, â ÷àñòíîñòè R471C, ôåíîòèïè÷åñêè
ñíèæàþùèå äèôôåðåíöèðîâêó, ñóùåñòâåííî ïîäíèìàëè
óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè îòíîñèòåëüíî ëèìèíà äèêîãî òèïà, ìîãóò òðàêòîâà-
òüñÿ â ñâåòå ïîñëåäíèõ èññëåäîâàíèé, ïîêàçûâàþùèõ
àêòèâíóþ ðîëü ëàìèíà À â îðãàíèçàöèè ãåíîìà ïóòåì
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ áîëüøèõ ñåãìåíòîâ ãåíîìà
(Kind, van Steens, 2010). Âîçìîæíî, èññëåäóåìûå ìóòàíò-
íûå ôîðìû ëàìèíîâ óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòü áëîêèðî-
âàòü ýêñïðåññèþ ðÿäà ãåíîâ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî â ðÿäå ñëó-
÷àåâ íàáëþäàëàñü ãèïåðýêñïðåññèÿ ÌÀÄ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ëàìèíîì äèêîãî òèïà. Òàê, ìóòàöèè, àññîöèðîâàííûå ñ
ëèïîäèñòðîôèÿìè â ëàìèíå À/Ñ, âûçûâàþò èçìåíåíèÿ âî
âçàèìîäåéñòâèè àññîöèèðîâàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ ñ
ÄÍÊ, òàêèì îáðàçîì âûçûâàÿ èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè

õðîìàòèíà. Óêàçàííûå êëåòî÷íûå èçìåíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ
ñïåöèôè÷íûìè íå òîëüêî äëÿ ïðåâàëèðóþùèõ ñèíäðîìîâ
ëèïîäèñòðîôèé, à õàðàêòåðíû â öåëîì äëÿ ëàìèíîïàòèé
(Capanni et al., 2003; Stierl’e et al., 2003; Muchir et al.,
2004). Áîëåå äåòàëüíàÿ ðàñøèôðîâêà âëèÿíèÿ ìóòàíòíûõ
ôîðì ëàìèíà íà ïðîöåññû òêàíåâîé äèôôåðåíöèðîâêè
òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé ñ èçó÷åíè-
åì èõ âëèÿíèÿ íà äèôôåðåíöèðîâêó â ìèîãåííîì è îñòåî-
ãåííîì íàïðàâëåíèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
â ðàìêàõ Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Èññëåäîâà-
íèÿ è ðàçðàáîòêè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíèÿì ðàçâè-
òèÿ íàó÷íî-òåõíè÷åñêîãî êîìïëåêñà Ðîññèè íà
2007—2013 ãîäû» (Ãîñêîíòðàêò ¹ 11.519.11.2018 îò
21.10.2011) è Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Êàäðû»
(ñîãëàøåíèå ¹ 8105 îò 23.10.2012).
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Mutations in lamin A/C gene (LMNA) lead to development of severe disorders — laminopathies. Unlike
most other types of intermediate filaments, where the pathological effect of mutations is tightly linked to altera-
tion of mechanical and integrative functions, the detailed mechanism of lamin mutations is still unclear and po-
ssibly involves the alteration of nuclear signaling and transcriptional processes. Since the mesenchymal lineage
tissues such as myocardium, skeletal muscle, adipose and bone tissues are mostly affected in laminopathies, the
role of lamin A/C in differentiation process of mesenchymal stem cells has been assumed. The aim of the study
was to estimate the effect of LMNA mutations of differentiation of mesenchymal stem cells into adipose linea-
ges. In vitro mitagenesis was performed on wild type LMNA gene incorporated in a lentiviral vector. Several
previously described mutations in LMNA were used, each associated with a certain phenotype. Adipose-deri-
ved mesenchymal stem cells from healthy donors were transduced with lentiviruses bearing either wild-type or
mutant LMNA. Cells were then induced to adipose differentiation. We show that mutant LMNA/C promotes
differentiation capacity of mesenchymal stem cells as seen by morphological changes and by expression of spe-
cific adipose markers.
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