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Äèàãíîñòèêà àòàêñèè-òåëåàíãèýêòàçèè ñ ïîìîùüþ ýêñïðåññ-òåñòà

Àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ) ÿâëÿåòñÿ òÿæåëûì íàñëåäñòâåííûì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâà-
íèåì, ðàçâèâàþùèìñÿ ïðè íàëè÷èè ìóòàöèé â îáîèõ àëëåëÿõ ãåíà atm. Ãåí atm êîäèðóåò êëþ÷åâîé áå-
ëîê êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ — ïðîòåèíêèíàçó ÀÒÌ. Ïðè âîçíèêíîâåíèè äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïðîòåèíêèíàçà ÀÒÌ àâòîôîñôîðèëèðóåòñÿ è â êëåòêå ïîÿâëÿåòñÿ åå àêòèâíàÿ ôîðìà —
ôîñôî-ATM (P-ATM), îáíàðóæèâàåìàÿ ìîäèôèöèðîâàííûì ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè.
Â ÿäðàõ êëåòîê, èìåþùèõ íîðìàëüíûé ãåí atm, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ äâóõíèòåâûå
ðàçðûâû ÄÍÊ, âûÿâëÿåòñÿ P-ATM, â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ, íåñóùèõ ìóòàíòíûå âàðèàíòû ãåíà atm,
P-ATM íå âûÿâëÿåòñÿ. Ýòà îñîáåííîñòü ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â êëèíèêå äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äèàãíî-
çà ÀÒ â ñëîæíûõ ñëó÷àÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ, ãåí atm, èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, ïðîòåèíêèíàçà ATM.

Ñèíäðîì àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ), õàðàêòåðèçó-
þùèéñÿ ìîçæå÷êîâîé àòàêñèåé è êîæíî-êîíúþíêòèâàëü-
íîé òåëåàíãèýêòàçèåé, â 1941 ã. âïåðâûå îïèñàëà ôðàí-
öóçñêàÿ ó÷åíàÿ Ëóè-Áàð. Â 1958 ã. Áîäåð è Ñýäæâèê (Bo-
der, Sedgwick, 1958) ïðåäëîæèëè íàçâàíèå ÀÒ è äîáàâèëè
òðåòèé âàæíûé êîìïîíåíò ýòîãî ñèíäðîìà — òÿæåëóþ
ðåöèäèâèðóþùóþ áðîíõîëåãî÷íóþ ïàòîëîãèþ (Êàëàìêà-
ðÿí, Øàäíåâ, 1984). Â äàëüíåéøåì Òåéëîð (Taylor, 1978)
ïðåäïîëîæèë, ÷òî ïðè÷èíîé ÷ðåçâû÷àéíî áîëüøîãî êî-
ëè÷åñòâà ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûõ õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêà-
ìè çäîðîâûõ äîíîðîâ ÿâëÿåòñÿ íàðóøåíèå ðåïàðàöèè
ÄÍÊ ïðè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâàõ, è èìåííî ýòî ñëóæèò
ïðè÷èíîé ïîâûøåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èçâåñòíî, ÷òî äàííûé ñèíäðîì
(èìåþùèé òàêæå íàçâàíèÿ: ñèíäðîì Ëóè-Áàð, ñèíäðîì
Áîäåð—Ñåäæâèêà, ðàííÿÿ ïðîãðåññèðóþùàÿ ìîçæå÷êî-
âàÿ àòàêñèÿ è öåôàëî-îêóëî-êóòàííàÿ òåëåàíãèýêòàçèÿ)
ÿâëÿåòñÿ òÿæåëûì ïðîãðåññèðóþùèì ìóëüòèñèñòåìíûì
íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâàíèåì èç ãðóïïû ôàêîìà-
òîçîâ, íàñëåäóåìûì ïî àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîìó òèïó
(OMIM çàáîëåâàíèÿ: 208900, OMIM ãåíà atm: 607585).
Äëÿ áîëüíûõ õàðàêòåðíû: ïàòîëîãèÿ öåíòðàëüíîé íåð-
âíîé ñèñòåìû (ÖÍÑ), êîæè, ãëàç, èììóíîëîãè÷åñêèå íà-
ðóøåíèÿ, âûñîêàÿ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê íåîïëàçèÿì,
ïðîãåðîèäíûå ÷åðòû, ðåçêî ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê èîíèçèðóþùåìó èçëó÷åíèþ, îãðàíè÷åííàÿ ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê è çíà÷èòåëüíîå óêîðî-
÷åíèå òåëîìåð óæå ïðè ðîæäåíèè ðåáåíêà.

×àñòîòà çàáîëåâàíèÿ âàðüèðóåò â ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿ-
öèÿõ îò 1 : 40 000 äî 1 : 100 000—300 000 íàñåëåíèÿ, íî

äîëÿ ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ãåíà atm â ïîïóëÿöèè
çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ìîæíî îæèäàòü ïî ðàñïðîñòðà-
íåííîñòè ñàìîãî çàáîëåâàíèÿ, è ñîñòàâëÿåò îò 1 äî 7 %.

Ïðè÷èíîé äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ìóòàöèÿ â
ãåíå atm. Ãåí ëîêàëèçîâàí â õðîìîñîìå 11 (11q23), èìååò
ðàçìåð 150 ò. ï. í. è ñîäåðæèò 66 ýêçîíîâ (Savitsky et al.,
1995; Lavin, Khanna, 1999; Pulverer, 2003).

Áåëîê ATM (ataxia-telangiectasia mutated), íåàêòèâ-
íûé èëè îòñóòñòâóþùèé â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ, — ïðîòå-
èíêèíàçà, ÿâëÿþùàÿñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì ìåõàíèçìà
êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è âîçíèêíîâåíèå
êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà (Shiloh, 2003;
Lavin, 2008). Ïðè ýòîì ïðîòåèíêèíàçà ATM, îáû÷íî íà-
õîäÿùàÿñÿ â íåàêòèâíîé äèìåðíîé ôîðìå, àâòîôîñôîðè-
ëèðóåòñÿ ïî ñåðèíó â 1981-ì ïîëîæåíèè è äèññîöèèðóåò
íà äâå àêòèâíûå ïðîòåèíêèíàçû — ôîñôî-ATM (P-ATM),
ìîìåíòàëüíî íà÷èíàþùèå ôîñôîðèëèðîâàíèå áîëåå ÷åì
600 áåëêîâ-ìèøåíåé (êàê àêòèâèðóÿ, òàê è èíãèáèðóÿ èõ
àêòèâíîñòü) (Bakkenist, Kastan, 2003; Lavin, 2008). Îäíèì
èç ïåðâûõ áåëêîâ-ìèøåíåé P-ATM ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêè-
íàçà CHK2, ôîñôîðèëèðóþùàÿ â ñâîþ î÷åðåäü ôîñôàòàçó
Cdc25A (Falck et al., 2001), êîòîðàÿ â ôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìå íå ñïîñîáíà ñíÿòü èíãèáèðóþùåå ôîñôîðèëèðîâà-
íèå öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû CDK2, ÷òî ïðèâîäèò ê
îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà (Burdon et al., 2002). Äðóãîé
ìåõàíèçì G1-áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà îïîñðåäîâàí ðåàê-
öèåé ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ATM áåëêà P53, ÷òî ïðèâîäèò ê
ñòàáèëèçàöèè ïîñëåäíåãî è åãî íàêîïëåíèþ â êëåòêå ïî-
ñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Kruse, Gu, 2009; Mirzayans et al.,
2012), à òàêæå ïðîÿâëåíèþ åãî àêòèâíîñòè êàê ôàêòîðà,
óñèëèâàþùåãî òðàíñêðèïöèþ èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñè-
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ìûõ êèíàç P21Wafl/Cip1 (Westphal, 1997). Êðîìå òîãî, òà-
êèå ìèøåíè ATM, êàê Nbs1, BRCA1, FANCD2 è SMC1,
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ðåïàðàöèè ÄÍÊ è àðåñòå
S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà (Taniguchi et al., 2002; Xu et al.,
2002; Yazdi et al., 2002; Kitagawa, Kastan, 2005; Zhan et al.,
2010). Ïðè ÀÒ ôóíêöèîíèðîâàíèå áåëêà ATM íàðóøåíî,
è êàê ñëåäñòâèå ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì àäåêâàòíûé îò-
âåò êëåòêè íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê íàêîïëå-
íèþ â íåé íåðåïàðèðóåìûõ ïîâðåæäåíèé. Â ýòèõ óñëîâè-
ÿõ ðåçêî ïîâûøàåòñÿ ðèñê êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè èëè
âåðîÿòíîñòü áûñòðîãî ïåðåõîäà ê ñîñòîÿíèþ íåîáðàòèìî-
ãî ïðåêðàùåíèÿ ïðîëèôåðàöèè, ò. å. ïðåæäåâðåìåííîìó
êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ (Lavin, 2008).

Ñèìïòîìû ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ è ïîâûøåí-
íûé ðèñê ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé îáíàðóæè-
âàþòñÿ è ó ðîäèòåëåé áîëüíûõ — ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòå-
ëåé ìóòàíòíîãî ãåíà atm (Ñïèâàê, 1999; Concannon, 2002).

Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ýêñïåðèìåíòàëüíî
ïîäòâåðæäåíî, ÷òî â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ îäíîâðåìåííî
ðåàëèçóþòñÿ äâå ïðîòèâîïîëîæíî íàïðàâëåííûå êëåòî÷-
íûå ïðîãðàììû: óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ — ïîâûøåíèå êî-
ëè÷åñòâà êëàññè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ, òàêèõ êàê
SA-b-gal, SAHF, HP1-g, g-H2AX è 53BP1; òðàíñôîðìà-
öèè — ðåçêîå ñíèæåíèå ýôôåêòèâíîñòè ïðîöåññîâ ðåïà-
ðàöèè ÄÍÊ è âûñîêèé óðîâåíü õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê
(Áàðåíôåëüä è äð., 1995; Õîìàñóðèäçå è äð., 1999; Áîëó-
áîòêî, 2009à, 2009á).

Îïèðàÿñü íà äèíàìèêó ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïî-
ñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ, ìîæíî âûÿâèòü íå òîëüêî íàëè÷èå
ñàìîãî ñèíäðîìà ÀÒ, íî è åãî ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñò-
âî (Ñïèâàê è äð., 2005, 2007). Íàïðèìåð, âðåìÿ, íà êîòî-
ðîå äîñòîâåðíî ðàçëè÷àåòñÿ ïîÿâëåíèå äåòåêòèðóåìûõ
êîëè÷åñòâ áåëêà P53 ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ â êëåòêàõ
çäîðîâîãî ÷åëîâåêà è áîëüíûõ ÀÒ, ðàâíî 1 ÷. Ýòà ðàçíèöà
îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî ôóíêöèþ ATM ïî ôîñôîðèëèðîâà-
íèþ P53 ÷åðåç êàêîå-òî âðåìÿ ñïîñîáíà âçÿòü íà ñåáÿ ðîä-
ñòâåííàÿ ïðîòåèíêèíàçà ATR, äåôåêò êîòîðîé ïðèâîäèò ê
ðàçâèòèþ äðóãîãî íàñëåäñòâåííîãî çàáîëåâàíèÿ — ñèíä-
ðîìà Ñåêåëÿ (O’Driscoll et al., 2003). Â êëåòêàõ òàêèõ ïà-
öèåíòîâ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ïîÿâëåíèå
p21Waf1/Cip1 — èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç —
ïðîèñõîäèò ñî çíà÷èòåëüíîé çàäåðæêîé (Ïîëóáîòêî è äð.,
2009à). Òàêæå ÀÒ ñîïðîâîæäàåòñÿ ýïèãåíåòè÷åñêèìè èç-
ìåíåíèÿìè, â ïåðâóþ î÷åðåäü íàðóøåíèåì ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ëèçèíà â 9-ì ïîëîæåíèè ãèñòîíà H3 (H3-K9). Êîëè-
÷åñòâî åãî òðèìåòèëèðîâàííîé ôîðìû (Me3-H3-K9) â
êëåòêàõ áîëüíûõ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ è ìîæåò ñëó-
æèòü ïðîãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ:
ïðè åãî ñíèæåíèè â êëèíè÷åñêîé êàðòèíå ïðåîáëàäàþò
÷åðòû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, ïðè ïîâûøåíèè — ñíèæåí-
íîãî èììóíèòåòà è îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ (Êóðàíîâà, Ñïè-
âàê, 2011). Íà äàííûé ìîìåíò îïèñàíî áîëåå 100 ìóòàöèé
â ãåíå atm, ïðèâîäÿùèõ ê ÀÒ (Sandoval et al., 1999; Lee et
al., 2013). Ðàçâèòèå áîëåçíè íà÷èíàåòñÿ ïðèìåðíî ñ 2 ëåò
è â çàâèñèìîñòè îò âèäà ìóòàöèè ïðîãðåññèðóåò ê
10—20 ãîäàì. Êëèíè÷åñêàÿ êàðòèíà ïðè ðàçíûõ ôîðìàõ
ÀÒ ñõîæà, íî â òî æå âðåìÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ îïðåäåëåí-
íûì êëèíè÷åñêèì ïîëèìîðôèçìîì. Âñå áîëüíûå ÀÒ
ñòðàäàþò îñëàáëåííûì èììóíèòåòîì, êîæíî-êîíúþíêòè-
âàëüíîé òåëåàíãèýêòàçèåé, èìåþò ïðèçíàêè óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ, íî òÿæåñòü íåâðîëîãè÷åñêèõ è íåîïëàçèéíûõ
ïðîÿâëåíèé ðàçëè÷íû (Lanzy et al., 1992; Ñïèâàê, 1999;
Shiloh, 2003).

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî ñîçäàíèå è àïðîáàöèÿ ëà-
áîðàòîðíîãî òåñòà, îñíîâàííîãî íà ìåòîäå íåïðÿìîé èì-

ìóíîôëóîðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ôîñôî-
ðèëèðîâàííîé ôîðìå ATM (P-ATM). P-ATM ïîÿâëÿåòñÿ â
÷åëîâå÷åñêèõ êëåòêàõ ñ íåìóòàíòíûì ãåíîì atm â ðåçóëü-
òàòå àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ íåàêòèâíîãî äèìåðà áåëêà
ATM è åãî ïåðåõîäà â àêòèâíóþ ìîíîìåðíóþ ôîðìó â îò-
âåò íà âîçíèêíîâåíèå äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïîä
âîçäåéñòâèåì ãàììà-îáëó÷åíèÿ èëè ðàäèîìèìåòèêà áëåî-
ìèöèíà. Â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ, â êîòîðûõ ýòîò áåëîê èëè
îòñóòñòâóåò, èëè íåàêòèâåí. P-ATM íå âûÿâëÿåòñÿ. Èñ-
ñëåäîâàíèå ïðîâîäèëîñü in vitro íà ôèáðîáëàñòàõ áîëü-
íûõ ÀÒ, áîëüíûõ àòàêñèåé äðóãîé ýòèîëîãèè, áîëüíûõ ñ
äðóãèìè ñèíäðîìàìè íàðóøåíèÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ è çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçî-
âàíû ñëåäóþùèå êëåòî÷íûå ëèíèè äåðìàëüíûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ êîæè, ïîëó÷åííûå â Ëàáîðàòîðèè ðàäèàöèîííîé
öèòîëîãèè: 1SP — äîíîðà 30 ëåò, èìåþùåãî èíâàëèä-
íîñòü 2-é ãðóïïû, íå ñòðàäàþùåãî ÀÒ; ÀÒ6SP — áîëüíîé
26 ëåò ñ ëåãêîé ôîðìîé çàáîëåâàíèÿ ÀÒ; AT8SP — áîëü-
íîé 11 ëåò ñ òÿæåëîé ôîðìîé çàáîëåâàíèÿ ÀÒ; AT6SP —
áîëüíîé 26 ëåò ñ ëåãêîé ôîðìîé çàáîëåâàíèÿ ÀÒ;
Ss1SP — áîëüíîé 1 ãîäà ñ ñèíäðîìîì Ñåêêåëà; AT7SP —
áîëüíîé 4 ëåò ñ àòàêñèåé, âûçâàííîé îïóõîëüþ ìîçæå÷êà;
XP2SP — áîëüíîé 16 ëåò ñ ïèãìåíòíîé êñåðîäåðìîé;
P1SP — ïàöèåíòà 4 ëåò ñ ñèìïòîìàìè, êëèíè÷åñêè ñõîä-
íûìè ñ ÀÒ; P2SP — ïàöèåíòà 13 ëåò ñ ñèìïòîìàìè, êëè-
íè÷åñêè ñõîäíûìè ñ ÀÒ.

ÀÒ4BR — êëåòêè áîëüíîãî AT4BR ñ ãåíåòè÷åñêè
ïîäòâåðæäåííûì äèàãíîçîì ÀÒ, ïîëó÷åííûå èç Ëàáîðà-
òîðèè À. Ëåìàíà â Òðàôôîðä-Öåíòðå (Óíèâåðñèòåò ãðàô-
ñòâà Ñàññåêñ, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ, ÷àøêàõ
Ïåòðè (Nuncon, ÑØÀ) è íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ, ïîìå-
ùåííûõ â ÷àøêó Ïåòðè, â ñðåäå F-10 èëè DMEM (Áèîëîò,
Ðîññèÿ, èëè Sigma, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 15 % ôåòàëüíîé
ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Sigma, ÑØÀ) è àíòè-
áèîòèêîâ (100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòî-
ìèöèíà) ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ ñîäåðæàíèåì 5 % CO2.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í î é ê ó ë ü ò ó ð û ô è á ð î -
á ë à ñ ò î â ê î æ è. Ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêè ïî-
ëó÷àëè áèîïòàò êîæè èç îáëàñòè ïðåäïëå÷üÿ äîíîðîâ. Ïî-
ëó÷åííûå ôðàãìåíòû êîæè ïîìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè â
ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM ñ äîáàâëåíèåì àíòèáèîòèêîâ
è ìåõàíè÷åñêè äèñïåðãèðîâàëè. Çàòåì èçìåëü÷åííûå
ôðàãìåíòû ïîìåùàëè ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî â ÷àøêè Ïåò-
ðè äèàìåòðîì 3 ñì (Nuncon, ÑØÀ) è äîáàâëÿëè ïîëíóþ
ðîñòîâóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM (Gibco, ÑØÀ) ñ
16 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (Hyclone, ÑØÀ),
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà,
25 ìêã/ìë ôóíãèçîíà è 0.3 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà. Ýêñïëàí-
òàò êîæè èíêóáèðîâàëè, ìåíÿÿ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó 1 ðàç â
4—7 ñóò äî ïîÿâëåíèÿ äîñòàòî÷íîé êîíôëþýíöèè ôèá-
ðîáëàñòîâ. Ïðè äîñòèæåíèè íåîáõîäèìîãî ìîíîñëîÿ
êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà òðèï-
ñèí—ÝÄÒÀ è êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â ñòàíäàð-
òíûõ óñëîâèÿõ.

È í ä ó ê ö è ÿ ï î â ð å æ ä å í è é ÿ ä å ð í î é Ä Í Ê ê ë å -
ò î ê. ÄÍÊ èññëåäóåìûõ êëåòîê ïîâðåæäàëè ðåíòãåíîâ-
ñêèì îáëó÷åíèåì íà óñòàíîâêå ÐÓÌ-17 â äîçå 2 Ãð èëè
ðàäèîìèìåòèêîì (áëåîìèöèíîì â êîíöåíòðàöèè 50—
100 ìêã/ìë).
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Í å ï ð ÿ ì à ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Âèçóà-
ëèçàöèè â êëåòêàõ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû áåëêà
ATM ïðîâîäèëè ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ èëè ÷åðåç
1 ÷ îò íà÷àëà ýêñïîçèöèè ñ áëåîìèöèíîì, äëèâøåéñÿ
30 ìèí.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè èíòàêòíûå êëåòêè.
Îòìûòûå îò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ðàñòâîðîì PBS (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ) êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí â 3.7%-íîì ðàñò-
âîðå ôîðìàëüäåãèäà â PBS íà ëüäó, çàòåì ïðîäîëæàëè
ôèêñàöèþ â òå÷åíèå 20 ìèí â 70%-íîì ýòàíîëå ñ ïîñëå-
äóþùèì ïðîìûâàíèåì â ðàñòâîðå PBS íà ïðîòÿæåíèè
30 ìèí. Ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè 5 ìèí â 3%-íîì ðàñòâî-
ðå Òðèòîíà X-100 (Helicon, Ðîññèÿ) íà PBS è 30 ìèí â
1%-íîì ðàñòâîðå BSA (Sigma, ÑØÀ), çàòåì ïðîìûâàëè
ðàñòâîðîì PBS.

Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè IgG ìûøè
ïðîòèâ áåëêà ATM, ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî ñåðèíó â
1981-ì ïîëîæåíèè (Cell Signaling, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè
1 : 250. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè
àíòèìûøèíûå IgG, êîíúþãèðîâàííûå ñ ÔÈÒÖ, â ðàçâå-
äåíèè 1 : 150 (Sigma-Aldrich Co., ÑØÀ). Ïîñëå èíêóáà-
öèè ñ àíòèòåëàìè ñòåêëà ïðîìûâàëè 30 ìèí 0.15%-íûì
ðàñòâîðîì Tween-20 (Õåëèêîí, Ðîññèÿ) â PBS. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ ñïåöèôè÷íîñòè èììóííîé ðåàêöèè èñïîëüçîâà-
ëè êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå òîëüêî ñî âòîðûìè àíòèòåëà-
ìè. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû ïîìåùàëè â ðàñòâîð
ïðîïèëãàëëàòà â 90%-íîì ãëèöåðèíå èëè â àíòèôåéäèíãå
ñ ÄÀÏÈ (Invitrogen, ÑØÀ) äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ áûñòðîãî
«âûãîðàíèÿ» ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè. Äëÿ àíàëèçà âîñ-
ïðîèçâîäèìîñòè âñå òåñòû ïðîâîäèëè ïî 3 ðàç è áîëåå.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è þ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíî-
ãî ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 PASCAL. Äëÿ âèçóàëèçàöèè
ôëóîðîôîðîâ áûë èñïîëüçîâàí àðãîíîâûé (488 íì) ëàçåð.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ñêàíèðóþùèé
ìîäóëü ìèêðîñêîïà ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà è ñîîòâåòñò-
âóþùåãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ LSM 5 PASCAL.

Ðåçóëüòàòû

Â û ÿ â ë å í è å ï ð î ò å è í ê è í à ç û ô î ñ ô î - A T M.
Ïðè îêðàøèâàíèè ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ àíòèòåëàìè ê
ïðîòåèíêèíàçå ATM, ôîñôîðåëèðîâàííîé ïî ñåðèíó â
1981-ì ïîëîæåíèè, íàáëþäàëèñü çàêîíîìåðíûå ðàçëè÷èÿ
ìåæäó êëåòêàìè áîëüíûõ ÀÒ è ëèö, íå ñòðàäàþùèõ ýòèì
çàáîëåâàíèåì. Êàê âèäíî íà ðèñóíêå, ôîêóñû íå îáðàçó-
þòñÿ â ÿäðàõ êëåòîê áîëüíûõ ÀÒ (ñì. ðèñóíîê, ä, å, í) ïî-
ñëå ïîâðåæäåíèÿ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèåé â äîçå 2 Ãð
èëè ðàäèîìèìåòèêîì áëåîìèöèíîì, ò. å. äàííàÿ ïðîòåèí-
êèíàçà íå àêòèâíà â îòëè÷èå îò êëåòîê äîíîðà, íå ñòðàäà-
þùåãî ÀÒ (ñì. ðèñóíîê, æ, î). Òàêæå ôîêóñû îáðàçîâû-
âàëèñü â êëåòêàõ áîëüíîé ïèãìåíòíîé êñåðîäåðìîé (ñì.
ðèñóíîê, ë), áîëüíîé ñèíäðîìîì Ñåêêåëÿ Ss1SP (ñì. ðèñó-
íîê, ì) è áîëüíîé àòàêñèåé, âûçâàííîé îïóõîëüþ ìîç-
æå÷êà AT7SP (ñì. ðèñóíîê, è).

Îáñóæäåíèå

ÀÒ ÿâëÿåòñÿ õîðîøî èçó÷åííûì ñèíäðîìîì ïîâû-
øåííîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè ó ÷åëîâåêà. Ïîâûøåííàÿ
ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü íà êëåòî÷íîì óðîâíå îïèñàíà
òàêæå ó ïàöèåíòîâ ñ Íèéìåíãåíñêèì ñèíäðîìîì ëîìêî-
ñòè õðîìîñîì (ìóòàöèÿ â ãåíå NBS1), RS-SCID (ãåí ñïå-

öèôè÷åñêîé ðàñùåïëÿþùåé ÄÍÊ-øïèëüêè íóêëåàçû Ar-
temis), ñèíäðîìîì LIGIV (ãåí ëèãàçû IV, lig IV), ATLD
(AT-like disease, ãåí RAD50), ñèíäðîìîì Âåðíåðà (ãåí
íóêëåàçû-ãåëèêàçû WRN), ñèíäðîìîì Ëè—Ôðîìåíè (ãå-
òåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî ìóòàöèé â ãåíå P53). Íåêîòî-
ðûå èç ýòèõ ãåíîâ, òàêèå êàê P53 è NBS1, ÿâëÿþòñÿ ïðÿ-
ìûìè ìèøåíÿìè ïðîòåèíêèíàçû ATM, äðóãèå æå ïðè-
íèìàþò ó÷àñòèå â ïðîöåññå ðåïàðàöèè äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ è çàâèñÿò îò àêòèâíîñòè ATM îïîñðåäîâàíî.
Èíòåðåñíî, ÷òî åñòü äàííûå î ñëó÷àÿõ ïîâûøåííîé
ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê áîëüíûõ ñ ñèíäðîìàìè,
âîçíèêàþùèìè ïðè ìóòàöèÿõ â ãåíàõ ýêñöèçèîííîé ðå-
ïàðàöèè íóêëåîòèäîâ, òàêèõ êàê ñèíäðîì Êîêêåéíà è ïèã-
ìåíòíàÿ êñåðîäåðìà (Ìèõåëüñîí, Ñìèðíîâ, 1975; Arlett,
Harcourt, 1978; Arlett et al., 1992, 2008). Ïðè÷èíà ïî-
âûøåííîé êëåòî÷íîé ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè â ýòèõ
ñëó÷àÿõ ìåíåå î÷åâèäíà. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîé ïðè÷èíû
êðàéíå èíòåðåñíûìè ïðåäñòàâëÿþòñÿ ïîëó÷åííûå íàìè
ðàçëè÷èÿ â êëåòî÷íûõ ïàòòåðíàõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåë-
êà ATM: ó çäîðîâûõ äîíîðîâ ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîð-
ìà ATM ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ â ÿäðàõ
êëåòîê, à ó áîëüíîé ïèãìåíòíîé êñåðîäåðìîé XP2SP —
ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîïëàçìå, êàê ýòî âèäíî íà ðèñóí-
êå, o. Ýòè ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè P-ATM ñâèäåòåëüñòâó-
þò î çàìåäëåíèè èëè íàðóøåíèè ïåðåíîñà àêòèâíîé ìî-
ëåêóëû èç öèòîïëàçìû â ÿäðî êëåòêè, òàê êàê â íîðìå àâ-
òîôîñôîðèëèðîâàíèå ïðîèñõîäèò â ÿäðå (Lavin, Kozlov,
2007).

Â ñëó÷àå àòàêñèè íåÿñíîé ýòèîëîãèè (AT7SP) ïðî-
öåññ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ ATM èäåò òàê æå, êàê ó çäî-
ðîâîãî äîíîðà, è ôîñôî-ATM ëîêàëèçóåòñÿ â ÿäðå, õîòÿ
ïðîöåññ ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïîñëå äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåé
ðàäèàöèè ó ýòîãî áîëüíîãî çàìåäëåí, à êîëè÷åñòâî ìàðêå-
ðîâ ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ ïîâûøåíî (Ïîëóáîòêî è äð.,
2009à, á): ò. å. â îáîèõ ýòèõ ñëó÷àÿõ, íåñìîòðÿ íà ïîâû-
øåííóþ êëåòî÷íóþ ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü è äàæå ñî-
ïóòñòâóþùóþ åé (â ñëó÷àå AT7SP) àòàêñèþ, ãåí ATM
îñòàåòñÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûì, òîãäà êàê â ñëó÷àå
AT6SP (ÀÒ-âàðèàíò, ñòåðòàÿ ôîðìà òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ)
ãåí ATM íåàêòèâåí è ôîñôî-ATM ïîñëå äåéñòâèÿ ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ íè â ÿäðå, íè â öèòîïëàçìå íå âûÿâ-
ëÿåòñÿ.

Òàêæå ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïàöèåíòû
P1SP è P2SP ñ êëèíè÷åñêîé êàðòèíîé, ñõîäíîé ñ ÀÒ, íå
ñòðàäàþò ýòèì çàáîëåâàíèåì (ñì. ðèñóíîê, à—ã), òàê êàê
èõ êëåòî÷íàÿ ðåàêöèÿ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ñõîæà ñ òà-
êîâîé äëÿ çäîðîâûõ ëèö. Ìîæíî òàêæå çàêëþ÷èòü, ÷òî
äëÿ äàííîãî òåñòà â êà÷åñòâå ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà ìîæ-
íî èñïîëüçîâàòü êàê èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå, òàê è ðà-
äèîìèìåòèê (áëåîìèöèí): ôîêóñû îáðàçóþòñÿ è äîñòà-
òî÷íî îò÷åòëèâî âèçóàëèçèðóþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè
îáîèõ ñïîñîáîâ.

Ïðåäëîæåííûé íàìè òåñò ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí
ïðè íåîáõîäèìîñòè óòî÷íåíèÿ äèàãíîçà ÀÒ â íåÿñíûõ
ñëó÷àÿõ, à òàêæå äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèÿ íà äîêëè-
íè÷åñêîé ñòàäèè, â òîì ÷èñëå ïðè ïðîâåäåíèè èíâàçèâ-
íîé ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêè â ñåìüÿõ áîëüíûõ ÀÒ.

Êîëëåêòèâ àâòîðîâ áëàãîäàðèò ä. ì. í., ïðîô. Åâãå-
íèÿ Íàóìîâè÷à Èìÿíèòîâà è ê. ì. í. Êîíñòàíòèíà Ãðè-
ãîðüåâè÷à Áóñëîâà çà ïîìîùü â ïðîâåäåíèè èññëåäîâà-
íèé è îïèñàíèè ðåçóëüòàòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00267-à) ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäà-

562 Ì. Ë. Êóðàíîâà è äð.
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Íàëè÷èå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû áåëêà ÀÒÌ, ìå÷åííîé ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè, â èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 2 Ãð (à—ç) è âîçäåéñòâèÿ áëåîìèöèíîì (è—î).

à, â, ä, æ — ñîîòâåòñòâåííî êëåòêè P1SP, P2SP, AT8SP è 1SP ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 2 Ãð; á, ã, å, ç — ñîîòâåòñòâóþùèå èì èíòàêòíûå êëåòêè; è—î —
ñîîòâåòñòâåííî êëåòêè AT7SP, P2SP, XP2SP, Ss1SP, AT6SP è AT4BR ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 50 ìêã/ìë áëåîìèöèíà. Âòîðûå àíòèòåëà êîíúþãèðîâàíû ñ

FITS (çåëåíûé öâåò) èëè ðîäàìèíîì (êðàñíûé öâåò). Ñèíèé öâåò — îêðàñêà ÿäåð DAPI. Îá. 100�.



ìåíòàëüíûå íàóêè — ìåäèöèíå» è â ðàìêàõ äîãîâîðà î
íàó÷íîì ñîòðóäíè÷åñòâå ñ Óêðàèíñêèì èíñòèòóòîì êëè-
íè÷åñêîé ãåíåòèêè Õàðüêîâñêîãî íàöèîíàëüíîãî ìåäè-
öèíñêîãî óíèâåðñèòåòà, êàôåäðîé ìåäèöèíñêîé ãåíåòèêè
(ÕÍÌÓ) è ñ Õàðüêîâñêèì ñïåöèàëèçèðîâàííûì ìåäè-
êî-ãåíåòè÷åñêèì öåíòðîì îò 11 ÿíâàðÿ 2011 ã.
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DIAGNOSTICS OF ATAXIA-TELANGIECTASIA BY THE EXPRESS-TEST FOUND

ON THE METHOD OF INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE
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Ataxia-telangiectasia (AT) is a hereditary severe neurodegenerative disease developing, when mutations
take place in both alleles of the atm gene, which encodes the key protein of the cellular response to DNA dama-
ge (DDR) — ATM proteinkinase. In response to the occurrence of double-strand DNA breaks, the ATM prote-
inkinase pass the autophosphorylation, and its active form — the phospho-ATM (P-ATM) appears in cells. In
the nuclei of cells having the atm gene, P-ATM is revealed, being absent in cells with mutated forms of this ge-
ne, by means of the application of the modified method of indirect immunofluorescence. This peculiarity may
be applied in the clinic, in order to confirm the diagnosis of AT.

K e y w o r d s: ataxia-telangiectasia, atm gene, immunofluorescence, proteinkinase ATM.
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