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Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà
E1A+Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ èíãèáèòî-
ðîì HDAC áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaB) ïðèâîäèò ê íàêîïëå-
íèþ ôîêóñîâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà Í2ÀÕ
(gH2AX), êîòîðûå, ôîðìèðóÿñü ê 24 ÷, ïåðñèñòèðóþò íå
ìåíåå 72 ÷. Ìèòîãåíàêòèâèðîâàííûå ïðîòåèíêèíàçû
(ÌÀÐK) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñåìåéñòâî áåëêîâ, ïðîâîäÿ-
ùèõ ðàçëè÷íûå ñèãíàëû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìèøåíÿìè
äëÿ ðàçíîîáðàçíûõ âíåêëåòî÷íûõ ñòèìóëîâ èëè ñòðåññîð-
íûõ âîçäåéñòâèé. Cèãíàëüíûå ïóòè ÌÀÐK èãðàþò âàæ-
íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ôóíêöèé, âêëþ÷àÿ ïðî-
ëèôåðàöèþ, ðåïàðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó è àïîïòîç.
Âûäåëÿþò òðè ñåìåéñòâà ÌÀÐK: ERK, JNK è ð38. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, îòâåòñòâåííûõ çà ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ãèñòîíà H2AX ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ
HDAC, ìû èçó÷àëè âëèÿíèå NaB íà àêòèâíîñòü MAP-êè-
íàç. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàðÿ-
äó ñ óñèëåíèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H2AX NaB
èíäóöèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå êèíàç ð38 è JNK, òîãäà
êàê àêòèâíîñòü ERK ñíèæàåòñÿ óæå â ïåðâûå ÷àñû äåéñò-
âèÿ èíãèáèòîðà. Îäíàêî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñïåöèôè÷å-
ñêèõ èíãèáèòîðîâ MAPK, à òàêæå êëåòîê ñ íîêàóòîì ïî
ñîîòâåòñòâóþùèì êèíàçàì áûëè ïîëó÷åíû äàííûå î òîì,
÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè êèíàç ð38 è JNK ïðèâîäèò ê
óñèëåíèþ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàííîñòè ãèñòîíà H2AX.
Ïðè ýòîì èíãèáèðîâàíèå ERK ñíèæàåò êàê áàçàëüíûé
óðîâåíü, òàê è NaB-èíäóöèðîâàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå
Í2ÀÕ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè òîëüêî êèíàçû
ERK èç ðÿäà ÌÀÐ-êèíàç ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ NaB-èí-
äóöèðîâàííîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H2AX. Äëÿ
ñèãíàëüíîãî ïóòè MEK/ERK ïîêàçàíà ïîëîæèòåëüíàÿ
ðîëü â ðåãóëèðîâàíèè ñèãíàëüíîãî ïóòè DDR (Wu et al.,
Oncogene. 2006. 25 : 1153—1164). Ïðè ýòîì ïîäàâëåíèå
àêòèâíîñòè MEK/ERK ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü HR-ðåïà-
ðàöèè ÄÍÊ (Golding et al., Cancer Res. 2007. 67 :
1046—1053). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
èíäóöèðîâàííîå èíãèáèòîðàìè HDAC ïîäàâëåíèå àêòèâ-
íîñòè ERK-ñèãíàëèíãà, ïðèâîäÿùåå ê íàðóøåíèþ ðåïà-

ðàöèè ÄÍÊ, âûçûâàåò àêòèâàöèþ DDR-ñèãíàëèíãà è íà-
êîïëåíèå ôîêóñîâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî H2AX.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-01554-à).
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Ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà æèâîòíûõ, ìî-
äåëèðîâàíèå íà íèõ çàáîëåâàíèé ëþäåé ïîçâîëÿþò ðå-
øàòü ìíîãèå âîïðîñû ïàòîëîãèè ÷åëîâåêà. Èçâåñòíî, ÷òî
èññëåäîâàíèÿ íà æèâîòíûõ îãðàíè÷åííû è ðåãóëèðóþòñÿ
ýòè÷åñêèìè êîìèòåòàìè, íî â ðÿäå ñëó÷àåâ èñïîëüçîâàíèå
æèâîòíûõ â ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ íåçà-
ìåíèìî. Ýòî ïðåæäå âñåãî êàñàåòñÿ îáåçüÿí. Äàííûå, ïî-
ëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòå íà îáåçüÿíàõ, íàèáîëåå àäåê-
âàòíî îòðàæàþò àíàëîãè÷íûå ïðîöåññû ó ÷åëîâåêà.

Öåëü íàøèõ èññëåäîâàíèé — ñîçäàíèå êîëëåêöèè êó-
ëüòóð ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) îáåçüÿí
ðàçíûõ âèäîâ, èçó÷åíèå èõ êóëüòóðàëüíûõ, ìîðôîèììó-
íîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê è ïîïûòêè èõ àëëîãåííîé
òðàíñïëàíòàöèè.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ïîëîâîçðåëûå îáåçüÿíû
ñàìöû òðåõ âèäîâ: ìàêàêè-ðåçóñ (Macaca mulatta), ïàâèà-
íû ãàìàäðèëû (Ðapio hamadryas) è ìàêàêè ÿâàíñêèå (Ma-
caca fascicularis). Êóëüòóðû ÌÑÊ âûâîäèëè èç êîñòíîãî
ìîçãà, ïîëó÷åííîãî ñ ïîìîùüþ ìèåëîàñïèðàöèè, èç ãî-
ëîâêè ïëå÷åâîé êîñòè òðàíêâèëèçèðîâàííûõ îáåçüÿí
â îáúåìå 1—1.5 ìë ïî ðàíåå îïèñàííîìó ìåòîäó (Àãðáà
è äð., 2012). Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà îáåçü-
ÿí ïîñëå ýêñïëàíòàöèè â êóëüòóðó íàáëþäàåòñÿ ÷å-
ðåç 3—4 ñóò. Ê 7-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ôîðìèðîâà-
ëàñü ñåòü âûòÿíóòûõ ôèáðîáëàñòîèäíûõ êëåòîê, à ê
10—14-ì ñóò — êîíôëþýíòíûé ìîíîñëîé. Â ýòèõ êóëüòó-
ðàõ êëåòêè óïàêîâûâàëèñü ïðàâèëüíî, ïàðàëëåëüíî äðóã
äðóãó, íå èçìåíÿÿ ðàçìåðà è ìîðôîëîãèè, îñòàâàÿñü ìîíî-
íóêëåàðíûìè íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â êóëüòóðû ââîäèëè
äåìåòèëèðóþùèé àãåíò 5-àçàöèòèäèí (â êîíöåíòðàöèè
3 ìÌ) — èíäóêòîð äèôôåðåíöèðîâêè ïîëèïîòåíòíûõ
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ÌÑÊ â íàïðàâëåíèè ðàçâèòèÿ êàðäèîìèîöèòîâ, ÷òîáû
ïðåäóïðåäèòü âîçìîæíóþ ñïîíòàííóþ ðåàëèçàöèþ îñ-
òåîãåííîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ. Âî ôëàêîíàõ, êóäà áûë âíå-
ñåí 5-àçàöèòèäèí, êëåòêè ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàëèñü â
ðàçìåðàõ (â äëèíó è øèðèíó), ÷òî ïðèâîäèëî ê íàðóøå-
íèþ ïðàâèëüíîé èõ óïàêîâêè. ×åðåç 2—3 íåä êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïîñëå ââåäåíèÿ äèôôåðåíöèðóþùåãî àãåíòà ïî-
ÿâëÿëèñü òÿæè, ñîñòîÿùèå èç 2—3 êëåòî÷íûõ ñëîåâ, àíà-
ëîãè÷íûå íàáëþäåíèÿì äðóãèõ àâòîðîâ (Öûá è äð., 2004;
Tomita et al., 1999) â êóëüòóðàõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ëþ-
äåé è êðûñ. Ïðîñëåæåíà èììóíîôåíîòèïè÷åñêàÿ õàðàêòå-
ðèñòèêà êóëüòóð ÌÑÊ îáåçüÿí ðàçíûõ âèäîâ ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåò-
ðå (ôèðìà Båckman Coulter Epics XL-MCL). Äëÿ òèïèðî-
âàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ìå÷åííûå ôëóîðîõðîìà-
ìè ÌÀÒ — ÑD34-PE, CD45RA-PE, CD90-FITC,
HLA-DR-FITC (ôèðìà Becton Dickinson), ñïåöèôè÷íûå ê
êëåòêàì îáåçüÿí. Óñòàíîâëåíî, ÷òî âî âñåõ êóëüòóðàõ
ìàðêåðû ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ÑD34, ÑD45 è HLA-DR
íå ýêñïðåññèðîâàëèñü. Áîëüøèíñòâî êëåòîê (78—97 %) â
êóëüòóðàõ ÌÑÊ íà ðàçíûõ óðîâíÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýêñ-
ïðåññèðóþò ìàðêåð ÑD90. Ïîëó÷åííûå èììóíîôåíîòè-
ïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êóëüòóð ÌÑÊ ñâèäåòåëüñòâóþò
îá èõ ñòâîëîâîñòè. Íà ïðîòÿæåíèè 55 ïàññàæåé ñóáêóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ èíäåêñîì ïðîëèôåðàöèè 1 : 2—1 : 3 êàæ-
äóþ íåäåëþ ÌÑÊ îáåçüÿí íå ïðîÿâëÿëè ïðèçíàêîâ ìîð-
ôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè. Àëëîãåííàÿ ñèñòåìíàÿ
òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ îáåçüÿíàì ñâîåãî èëè äðóãîãî âèäà
íå ïðèâîäèëà ê çàìåòíûì ðåàêöèÿì ñî ñòîðîíû ðåöèïè-
åíòà. Òàêèì îáðàçîì îáåçüÿíû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìî-
äåëü äëÿ èçó÷åíèÿ îñîáî âàæíûõ òåîðåòè÷åñêèõ è ïðè-
êëàäíûõ àñïåêòîâ â îáëàñòè ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû.
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Èçâåñòíî, ÷òî ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ)
ñïîñîáíû îêàçûâàòü ñóïðåññèâíîå âëèÿíèå íà ôóíêöèî-
íàëüíóþ àêòèâíîñòü T-ëèìôîöèòîâ, B-ëèìôîöèòîâ, äåí-
äðèòíûõ êëåòîê è åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ (NK). Ýòè ñâîé-
ñòâà ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ÌÑÊ â êà÷åñòâå âîçìîæ-
íîãî ñðåäñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè èììóíîïàòîëîãè÷åñêèõ
ñîñòîÿíèé, â òîì ÷èñëå àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé, êîòîðûå
íà äàííûé ìîìåíò ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ðàñïðîñòðàíåííûìè
çàáîëåâàíèÿìè. Õàðàêòåð äåéñòâèÿ ÌÑÊ íà ëèìôîèäíûå
êëåòêè, ó÷àñòâóþùèå â àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ, èçó÷åí
íåäîñòàòî÷íî. Çàäà÷à ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿ-
íèÿ ÌÑÊ íà ñòèìóëèðîâàííûå àëëåðãåíàìè ëèìôîöèòû
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ àëëåðãèåé. ÌÑÊ áûëè ïîëó÷åíû
èç ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ïðè íåîñëîæíåííûõ ðîäàõ (ïðè
íàëè÷èè ïîäïèñàííîãî èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèíÿòûìè ïðîòîêîëàìè. Èç êðîâè ïàöè-
åíòîâ ñ ïèùåâîé ìîíîàëëåðãèåé íà ãðàäèåíòå Ôèêîëëà
âûäåëÿëè ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ. Êëåòêè ñóñïåíäèðî-
âàëè â êîíöåíòðàöèè 5 ìëí/ìë â ðîñòîâîé ñðåäå RPMI ñ
10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè, äîáàâëÿëè 200 ìêë

ðàñòâîðà àëëåðãåíà è âíîñèëè â ëóíêè 6-ëóíî÷íîãî ïëàí-
øåòà ñ ïîäëîæêîé èç ÌÑÊ â ñîñòîÿíèè 70 % êîíôëþýíò-
íîñòè. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â ïðèñóòñòâèè
àëëåðãåíà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 3 ñóò. Êîíòðîëÿìè ñëóæè-
ëè ëåéêîöèòû òåõ æå ïàöèåíòîâ, èíêóáèðîâàííûå ñ àë-
ëåðãåíîì, à òàêæå íåñòèìóëèðîâàííûå. Äëÿ èçó÷åíèÿ
ïðîëèôåðàöèè ëèìôîöèòîâ ïåðåä íà÷àëîì êóëüòèâèðîâà-
íèÿ èõ ìåòèëè CFSE. Ïîâåðõíîñòíûå ëèìôîöèòàðíûå
ìàðêåðû âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìå÷åííûõ ôëóîðîõðîìàìè
àíòèòåë íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå FC500 Beckman
Coulter. Ñîäåðæàíèå IgE è IL10 â êóëüòóðàëüíîé æèäêî-
ñòè îïðåäåëÿëè ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëåéêîöèòîâ ñ àëëåðãåíîì ïðîöåíò-
íîå ñîäåðæàíèå ñðåäè íèõ B- (CD19+) è T- (CD3+) ëèì-
ôîöèòîâ, à òàêæå T-õåëïåðîâ (CD3+ è CD4+), T-öèòîòîê-
ñè÷åñêèõ êëåòîê (CD3+ è CD8+) è T-ðåãóëÿòîðíûõ êëå-
òîê (CD3+ è CD25+) íå îòëè÷àëîñü îò çíà÷åíèé äëÿ
íåñòèìóëèðîâàííîãî êîíòðîëÿ. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ
ÌÑÊ òàêæå íå âëèÿëî íà ñîñòàâ ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ àëëåðãåíîì èçìåíåíèÿ ïðîÿâëÿ-
ëèñü â ñîñòîÿíèè àêòèâàöèè êëåòîê. Òàê, ôðàêöèÿ àêòèâè-
ðîâàííûõ T-ëèìôîöèòîâ (CD45+, CD3+ è HLA-DR+) ïðè
èíêóáàöèè ñ àëëåðãåíîì óâåëè÷èâàëàñü ñ 5 % (â êîíòðî-
ëå) äî 17—19 % (â îïûòå). Ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ëèì-
ôîöèòîâ ñ ÌÑÊ àëëåðãåí íå âûçûâàë ðîñòà êîëè÷åñòâà
àêòèâèðîâàííûõ T-ëèìôîöèòîâ — èõ äîëÿ íå ïðåâûøàëà
5 %. Ïðèñóòñòâèå ÌÑÊ ïðè èíêóáàöèè ëåéêîöèòîâ ñ àë-
ëåðãåíîì ñíèæàëî ñîäåðæàíèå CD69+ NK-êëåòîê è îä-
íîâðåìåííî ïîâûøàëî äîëþ CD69+ B-ëèìôîöèòîâ. Ñî-
êóëüòèâèðîâàíèå ñ ÌÑÊ ïîäàâëÿëî èíäóöèðîâàííóþ àë-
ëåðãåíîì ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ, à òàêæå ïðèâîäèëî
ê ñíèæåíèþ ïðîäóêöèè IgE è ïîâûøåíèþ ñåêðåöèè ïðî-
òèâîâîñïàëèòåëüíîãî öèòîêèíà IL-10. Òàêèì îáðàçîì,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè
ÌÑÊ âûçûâàþò òîðìîæåíèå àêòèâàöèè ëèìôîöèòîâ â
ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíà.

ÁÅËÊÈ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ È ÁÈÎ-
ÃÅÍÅÇÅ ìÐÍÊ. © Â. Þ. Àêñåíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vasilisina@gmail.com

Àêòèí è àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè ÿâëÿþòñÿ îñíîâ-
íûìè êîìïîíåíòàìè öèòîñêåëåòà, îáåñïå÷èâàþùèìè
ïîääåðæàíèå ôîðìû êëåòêè, êëåòî÷íóþ àäãåçèþ, ïî-
äâèæíîñòü êëåòêè, àêòèâíîñòü èîííûõ êàíàëîâ, ñåêðå-
öèþ, àïîïòîç è âûæèâàíèå êëåòîê. Èõ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå ôóíêöèè èçó÷åíû äîñòàòî÷íî ïîäðîáíî. Îäíàêî
ïðèñóòñòâèå àêòèíà è àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â ÿäðå
ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ ñòàâèëîñü ïîä ñîìíåíèå. Ê íà-
ñòîÿùåìó ìîìåíòó ìíîãèå èç áåëêîâ öèòîñêåëåòà îáíàðó-
æåíû â ÿäðå. Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â
ïðîöåññå ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè, ñáîðêå ïðåèíèöèèðó-
þùåãî êîìïëåêñà (PIC) è âçàèìîäåéñòâóåò ñ ýóêàðèîòè-
÷åñêèìè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçàìè (RNAP), à òàêæå ñ ïåðâè÷-
íûìè òðàíñêðèïòàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðîöåññå ýëîíãà-
öèè òðàíñêðèïöèè àêòèí íå òîëüêî âçàèìîäåéñòâóåò
íàïðÿìóþ ñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, íî òàêæå è ñ hnRNP (ãå-
òåðîãåííûìè ÿäåðíûìè ðèáîíóêëåîïðîòåèíàìè) è ÿâëÿ-
åòñÿ ñóùåñòâåííûì äëÿ ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè. Àêòèí
è íåêîòîðûå àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè èäåíòèôèöèðîâà-
íû â êîìïëåêñàõ ñ ïðå-ìÐÍÊ è hnRNP. Íàðóøåíèå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ àêòèíà ñ hnRNP in vivo ñíèæàåò óðîâåíü àöå-
òèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ â õðîìàòèíå, áëîêèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ, îïîñðåäîâàííóþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, è âëèÿåò

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 627



íà ëîêàëèçàöèþ HAT (histone acetyltransferases) âäîëü àê-
òèâíî òðàíñêðèáèðóåìûõ ãåíîâ. Íàëè÷èå àêòèíà â ñîñòà-
âå êîìïëåêñà ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà íåîáõîäèìî
äëÿ ïîëíîé àêòèâàöèè ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè BAF
(Brg1-associated factor) è åãî àññîöèàöèè ñ õðîìàòèíîì.
Êðîìå àêòèíà â ÿäðå îáíàðóæåíû è ìíîãèå àêòèíñâÿçûâà-
þùèå áåëêè, òàêèå êàê ãåëüçîëèí, ïðîôèëèí, êîôèëèí,
ñïåêòðèí, ôèëàìèí, àëüôà-àêòèíèí 4, ïëàñòèí, ÿäåðíûé
ìèîçèí è íåêîòîðûå äðóãèå, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ
òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè è îïðåäåëÿþò èõ âíóòðè-
êëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ, ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ, ñîçðåâàíèè è ýêñïîðòå ìÐÍÊ, ïîääåðæàíèè
ñòðóêòóðû îáîëî÷êè ÿäðà, ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ìèòîçå è ðå-
îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èññëåäîâà-
òåëè ïðåäëàãàþò ðàçëè÷íûå ìîäåëè, îïèñûâàþùèå ó÷àñ-
òèå àêòèíà è íåêîòîðûõ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â ïðî-
öåññàõ òðàíñêðèïöèè è áèîãåíåçà ìÐÍÊ. Ïðåäïîëàãàþò,
÷òî ñïåöèôè÷íîå âçàèìîäåéñòâèå àêòèíà ñ hnRNP ñïî-
ñîáñòâóåò ñâÿçè ìåæäó õðîìàòèíîì, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé è
ïåðâè÷íûìè òðàíñêðèïòàìè çà ñ÷åò ïðèâëå÷åíèÿ òðàíñ-
êðèïöèîííûõ êîàêòèâàòîðîâ, HAT è êîìïëåêñîâ ðåìîäå-
ëèðóþùèõ õðîìàòèí â îáëàñòè àêòèâíî òðàíñêðèáèðóå-
ìûõ ãåíîâ. Îäíàêî íàêàïëèâàþùèåñÿ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî àêòèí è
àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè ÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî âñïîìîãà-
òåëüíûìè, íî è äîâîëüíî ÷àñòî íåîáõîäèìûìè ýëåìåíòà-
ìè â õîäå ðåàëèçàöèè ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè, íå äàþò
÷åòêîãî ïðåäñòàâëåíèÿ î òîì, êàêèì îáðàçîì àêòèí è àê-
òèíñâÿçûâàþùèå áåëêè ó÷àñòâóþò â âûøåîïèñàííûõ
ïðîöåññàõ.

ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ ÌÓËÜ-
ÒÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑÛ ÏÐÈ ÀÄÃÅÇÈ-
ÎÍÍÛÕ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈßÕ Ñ ÌÎÍÎÑËÎÅÌ ÝÍ-
ÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ EA.hy 926 Â ÐÀÇ-
ÍÛÕ ÓÑËÎÂÈßÕ. © À. Â. Àëåêñàíäðîâà,1 Ñ. À. Àëåêñàíä-
ðîâà,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.2 1Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò è 2Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ju2005@rambler.ru

Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
(ÌÑÊ), âûäåëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà è íàðàáîòàííûå â
êóëüòóðå, îáëàäàþò âûñîêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ
è ðàññìàòðèâàþòñÿ â êà÷åñòâå ó÷àñòíèêîâ ðåïàðàòèâíûõ
ïðîöåññîâ. Îäíàêî íåñìîòðÿ íà âûñîêèå àäãåçèîííûå
ñïîñîáíîñòè, òîëüêî íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê (îò 0.1
äî 2.7 %, ïî ðàçíûì äàííûì) ïîñëå ñèñòåìíîãî ââåäåíèÿ
äîõîäèò äî ìåñòà ïîâðåæäåíèÿ. Ñïåöèôè÷åñêèì ðåãóëÿ-
òîðîì ìèãðàöèè êëåòîê èç êðîâåíîñíîãî ðóñëà â òêàíè ÿâ-
ëÿåòñÿ ýíäîòåëèé, êîòîðûé èçìåíÿåò ñâîþ ïðîíèöàå-
ìîñòü â ó÷àñòêàõ îñòðîãî è õðîíè÷åñêîãî âîñïàëåíèÿ.
Âàæíî âûÿñíèòü õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÑÊ ñ ýíäîòå-
ëèàëüíûìè êëåòêàìè (ÝÊ) ïîä âëèÿíèåì ïðîâîñïàëèòåëü-
íûõ öèòîêèíîâ è ïëàçìû êðîâè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáî-
òû ÿâëÿëñÿ ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îðãàíèçàöèè àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ ÌÑÊ ïðè èõ ñïåöèôè÷åñêîé
àäãåçèè ê ýíäîòåëèàëüíûì êëåòêàì è íåñïåöèôè÷å-
ñêîé — ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîé ïîñóäû — â ðàçíûõ
óñëîâèÿõ.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîïóëÿöèþ ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà áåñïîðîäíûõ êðûñ 3—4-ãî ïàññàæà êóëüòèâèðîâà-
íèÿ è ÝÊ ëèíèè EA.hy 926. ÝÊ êóëüòèâèðîâàëè íà ñòåê-
ëàõ, ïîìåùåííûõ â ëóíêè 12-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà äî

ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ, â íåêîòîðûå
ëóíêè âíîñèëè ÔÍÎa (200 ÅÄ/ìë), ïëàçìó êðîâè êðûñû
(10 %) èëè îáà êîìïîíåíòà íà 1 ñóò. Ñóñïåíçèþ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà (200 òûñ. êëåòîê) îêðàøèâàëè ïðèæèçíåí-
íûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì CFSE, âíîñèëè â ëóíêè
ñ ÝÊ è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷. Äëÿ èçó÷åíèÿ íåñïå-
öèôè÷åñêîé àäãåçèè ÌÑÊ êëåòêè â êîëè÷åñòâå 100 òûñ.
äîáàâëÿëè â ðîñòîâóþ ñðåäó ñ äîáàâêàìè èëè â ñðåäó,
êîíäèöèîíèðîâàííóþ ÝÊ â òå÷åíèå 1 ñóò, è èíêóáèðîâà-
ëè 1 ÷. Íåàäãåçèðîâàâøèå êëåòêè óäàëÿëè ôîñôàòíî-ñî-
ëåâûì áóôåðîì, îñòàâøèåñÿ êëåòêè ôèêñèðîâàëè, îáðà-
áàòûâàëè ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 è îêðàøèâàëè ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì (Invitrogen, ÑØÀ). Ãîòîâûå ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà
LSM 5 Pascal. Ïðîâåäåííûé àíàëèç îðãàíèçàöèè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà ÌÑÊ ïîçâîëèë âûäåëèòü ñåìü îñíîâ-
íûõ òèïîâ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò èõ ôîðìû è àêòèíî-
âûõ ñòðóêòóð (îò îêðóãëûõ êëåòîê áåç îïðåäåëåííûõ àê-
òèíîâûõ ñòðóêòóð äî õîðîøî ðàñïëàñòàííûõ âûòÿíóòûõ
êëåòîê ñ ìíîãî÷èñëåííûìè ôèëîïîäèÿìè è âûðàæåííû-
ìè ñòðåññ-ôèáðèëëàìè). Â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïîñëå 1-÷àñîâîé íåñïåöèôè÷åñêîé àäãåçèè îäíà
ïîëîâèíà ïîïóëÿöèè ÌÑÊ áûëà ïðåäñòàâëåíà îêðóãëûìè
êëåòêàìè, à äðóãàÿ ïîëîâèíà — íåìíîãî áîëåå ðàñïëàñ-
òàííûìè êëåòêàìè ñ íåáîëüøîé ëàìåëëîé ïî êðàþ. Ïîä
âëèÿíèåì ÔÍÎa è ïëàçìû êðîâè êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ òà-
êîé ìîðôîëîãèåé óâåëè÷èâàëîñü äî 68.9 %. Ïîñëå èíêó-
áàöèè ÌÑÊ â êîíäèöèîííîé ñðåäå îò ÝÊ áîëüøèíñòâî
êëåòîê áûëî îêðóæåíî øèðîêîé ëàìåëëîé ïðè âñåõ âàðè-
àíòàõ èíêóáàöèè. ÌÑÊ, ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ÝÊ â òå÷åíèå
1 ÷, îòëè÷àëèñü íàèìåíåå ðàñïëàñòàííîé ìîðôîëîãèåé —
ïðèìåðíî ïîëîâèíà ÌÑÊ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ ñîâìåñòíîé
èíêóáàöèè ñîõðàíÿëà îêðóãëóþ ìàëîàäãåçèâíóþ ôîðìó.
Ïðàêòè÷åñêè âñå îñòàëüíûå êëåòêè âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ
ÝÊ ñ ïîìîùüþ òîíêîé ëàìåëëû. Âîçìîæíî, èìåííî ýòè
òèïû êëåòîê, îáëàäàþùèå ìèíèìàëüíûìè àäãåçèîííûìè
ñïîñîáíîñòÿìè, ñïîñîáíû ê òðàíñìèãðàöèè ÷åðåç ýíäîòå-
ëèàëüíûé ìîíîñëîé è èíòåãðàöèè â òêàíè. Êðîìå òîãî,
èçðåäêà ïîïàäàëèñü õîðîøî ðàñïëàñòàííûå âûòÿíóòûå
êëåòêè, êîíòàêòèðóþùèå ñ ÝÊ ñ ïîìîùüþ ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ. Èíòåðåñíî, ÷òî â óñëîâèÿõ èíêóáàöèè êëåòîê â
ñðåäå ñ ïëàçìîé, ñîäåðæàùåé ÔÍÎa, êîëè÷åñòâî òàêèõ
êëåòîê âûðàñòàëî äî 14.3 %.

ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜ ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈß ÊÀÏÈËËßÐÎÏÎ-
ÄÎÁÍÛÕ ÑÒÐÓÊÒÓÐ ÝÍÄÎÒÅËÈÎÖÈÒÀÌÈ ÏÓÏÎ×-
ÍÎÉ ÂÅÍÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÏÐÈ ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÓÑËÎÂÈßÕ
ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß. © Î. È. Àëåêñàíäðîâà, Í. Ì. Þäèí-
öåâà, Ì. È. Áëèíîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ellga@bk.ru

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì ñî-
âðåìåííîé ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîò-
êà êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíàëüíîé öåëîñòíîñòè ïî-
âðåæäåííûõ îðãàíîâ è òêàíåé. Íà îäíîì èç ýòàïîâ
ïðîöåññà âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåííîé êîæè ïðîèñõî-
äèò ôîðìèðîâàíèå ãðàíóëÿöèîííîé òêàíè, â êîòîðîé íà-
õîäÿòñÿ íîâîîáðàçóþùèåñÿ êðîâåíîñíûå ñîñóäû, èãðàþ-
ùèå âàæíóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè òðîôè÷åñêîé ôóíêöèè
òêàíè. Âåäóùàÿ ðîëü â îáðàçîâàíèè ýòîé êàïèëëÿðíîé
ñåòè ïðèíàäëåæèò ýíäîòåëèîöèòàì. Âïåðâûå in vitro ôå-
íîìåí àíãèîãåíåçà óäàëîñü âîñïðîèçâåñòè â 1980 ã. (Folk-
man et al., 1980). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýí-
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äîòåëèîöèòû ìîãóò îáðàçîâûâàòü êàïèëëÿðîïîäîáíûå
ñòðóêòóðû êàê ïðè âîçäåéñòâèè èíäóêòîðîâ àíãèîãåíåçà,
òàê è ñïîíòàííî (Hockel et al., 1987). Êðîìå òîãî, ôîðìè-
ðîâàíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ òðóáîê çàâèñèò îò èñòî÷íè-
êà ïîëó÷åíèÿ ýíäîòåëèîöèòîâ è óñëîâèé èõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ (Grant et al., 1990).

Â äàííîé ðàáîòå áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà ñïîñîáíîñòü
ýíäîòåëèîöèòîâ ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ê îáðàçîâàíèþ
êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëå-
òîê â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê îñó-
ùåñòâëÿëè íà ïîâåðõíîñòè è âíóòðè êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ,
ïðèìåíÿåìîãî äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ äåðìàëüíîãî ýêâèâà-
ëåíòà, â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå
óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íà æå-
ëàòèíå. Ýíäîòåëèîöèòû áûëè âûäåëåíû èç ïóïî÷íîé
âåíû ÷åëîâåêà ïî ìåòîäó Ãèìáðîíà (Gimbrone et al., 1974)
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäèôèêàöèè Àíòîíîâà (Àíòîíîâ
è äð., 1981). Èäåíòèôèêàöèþ ýíäîòåëèîöèòîâ ïðîâîäèëè
ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ ïîìîùüþ
îêðàñêè íà ìàðêåð ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ôàêòîð Âèë-
ëåáðàíäà (vWF). Íàíåñåíèå ñóñïåíçèè ýíäîòåëèîöèòîâ íà
ïîâåðõíîñòü êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ îñóùåñòâëÿëè ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé ïîëèìåðèçàöèè ãåëÿ, à ââåäåíèå â êîë-
ëàãåíîâûé ãåëü — â ìîìåíò åãî ïðèãîòîâëåíèÿ. Êóëüòè-
âèðîâàíèå êëåòîê îñóùåñòâëÿëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
íà ñðåäå äëÿ ýíäîòåëèîöèòîâ (Endothelial Cell Growth Me-
dium) áåç èñïîëüçîâàíèÿ ôàêòîðîâ, èíäóöèðóþùèõ àíãèî-
ãåíåç.

Âçàèìîäåéñòâèå ýíäîòåëèîöèòîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ æå-
ëàòèíû è êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ íîñèëî ñõîäíûé õàðàêòåð.
Ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê áûëî îòìå÷åíî óæå ÷åðåç 2 ÷ ïî-
ñëå ïîñåâà. Âíóòðè êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ ïðîöåññ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì áûë áîëåå ìåäëåííûì.
Ñïîíòàííîå îáðàçîâàíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð
áûëî îòìå÷åíî âî âñåõ âàðèàíòàõ ýêñïåðèìåíòà: íà
ïîâåðõíîñòè è âíóòðè êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ — ïîñëå
10—14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, â êîíòðîëå — ïîñëå
5—6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ýíäîòåëèî-
öèòû ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èõ
íà ïîâåðõíîñòè è âíóòðè êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ ñïîíòàííî
îáðàçóþò êàïèëëÿðîïîäîáíûå ñòðóêòóðû. Íà îñíîâàíèè
ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýôôåêòèâ-
íîñòü òåõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ
äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåííîé êîæè, áóäåò ïîâûøå-
íà ïðè ââåäåíèè â íèõ ýíäîòåëèîöèòîâ.

ÂËÈßÍÈÅ ÑÓÁËÅÒÀËÜÍÎÃÎ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ
ÍÀ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÅ È ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÅ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÅ ÊËÅÒÊÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ë. Ë. Àëåêñååíêî,
È. È. Ôðèäëÿíñêàÿ, Â. Â. Çåíèí, Ñ. Â. Æåðåáöîâ, Â. È. Çå-
ìåëüêî, Ò. Ì. Ãðèí÷óê, Í. Í. Íèêîëüñêèé. Èíñòèòóò öèòî-
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Ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè ÷åëîâåêà ÿâëÿþòñÿ ïëþðèïî-
òåíòíûìè, îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîâîçîáíîâëåíèþ
è ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè ëþáîãî òèïà.
Ñòâîëîâûå êëåòêè âçðîñëîãî îðãàíèçìà ÿâëÿþòñÿ ìóëüòè-
ïîòåíòíûìè è îáåñïå÷èâàþò íîðìàëüíîå ðàçâèòèå îðãà-
íîâ è òêàíåé è èõ ðåãåíåðàöèþ. È ýìáðèîíàëüíûå, è
âçðîñëûå ñòâîëîâûå êëåòêè äîëæíû èìåòü ìåõàíèçìû,
îáåñïå÷èâàþùèå èõ ãåíåòè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü. Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî òàêèìè ìåõàíèçìàìè ìîãóò áûòü áîëåå âû-
ñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü ê ñòðåññó è íàäåæíàÿ ñèñòåìà ðåïàðà-

öèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÅ. Òåïëîâîé øîê ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ òèïîâ ïðèðîäíîãî ñòðåññà.
Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ñóá-
ëåòàëüíîãî òåïëîâîãî âîçäåéñòâèÿ íà ýìáðèîíàëüíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (÷ÝÑÊ) è ýíäîìåòðèàëüíûå
ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ýÌÑÊ). Ðåçóëüòàòû íà-
øèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî è ÷ÝÑÊ, è ýÌÑÊ ÿâëÿ-
þòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ãèïåðòåðìèè, íî îòâå÷àþò íà
òåïëîâîé øîê ïî-ðàçíîìó. Ïðè îäèíàêîâîì ñóáëåòàëüíîì
òåïëîâîì âîçäåéñòâèè ÷ÝÑÊ ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîçó, à
ýÌÑÊ ïðîÿâëÿþò ïðèçíàêè ñòðåññèíäóöèðîâàííîãî
ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ (SIPS): àðåñò êëåòî÷íîãî
öèêëà â ôàçàõ G0/G1 è G2/M, óñèëåíèå ýêñïðåññèè
p21Waf1/Cip1 — èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç, èçìå-
íåíèå êëåòî÷íîé ìîðôîëîãèè è ïîÿâëåíèå ñâÿçàííîé ñî
ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèíîé àêòèâíîñòè. Ïåðåæèâøèå òåï-
ëîâîå âîçäåéñòâèå ÷ÝÑÊ ñîõðàíÿþò ñâîéñòâà èñõîäíûõ
êëåòîê. Îíè ñàìîâîçîáíîâëÿþòñÿ, ýêñïðåññèðóþò ìàð-
êåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè OCT4, NANOG, SSEA4 è ùå-
ëî÷íóþ ôîñôàòàçó, ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ýìáðèîèäíûå
òåëüöà è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè òðåõ çàðîäûøå-
âûõ ëèñòîâ. Âûæèâøèå ïîñëå òåïëîâîãî øîêà ïîòîìêè
ýÌÑÊ íå ìåíÿþò ñâîþ ìîðôîëîãèþ, ïîäâåðæåíû ðåïëè-
êàòèâíîìó ñòàðåíèþ è ñîõðàíÿþò âûñîêóþ ýêñïðåññèþ
ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90 è CD105, ïîäòâåðæäàþùèõ èõ ìåçåíõèìíîå ïðîèñ-
õîæäåíèå.
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Îñíîâíûìè ôóíêöèÿìè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, âû-
ñòèëàþùèõ âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü âñåõ ñîñóäîâ, ÿâëÿ-
þòñÿ ðåãóëÿöèÿ ïðîíèöàåìîñòè ñîñóäèñòîé ñòåíêè è êîí-
òðîëü çà îáìåíîì âåùåñòâ ìåæäó öèðêóëèðóþùåé êðî-
âüþ è òêàíåâîé æèäêîñòüþ, â òîì ÷èñëå çà òðàíñïîðòîì
ìàêðîìîëåêóë è äâèæåíèåì êëåòîê êðîâè ñêâîçü ñòåíêó
ñîñóäà. Öèòîñêåëåò ýíäîòåëèîöèòîâ èãðàåò ðåøàþùóþ
ðîëü â ïîääåðæàíèè áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ. Ðåîð-
ãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ôîðìû
êëåòêè è îáåñïå÷èâàåò ñòðóêòóðíóþ îñíîâó äëÿ óñèëåíèÿ
èëè îñëàáëåíèÿ áàðüåðíîé ôóíêöèè. Íàðóøåíèå áàðüåð-
íîé ôóíêöèè — äèñôóíêöèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ïëàñòà —
õàðàêòåðèçóåòñÿ çíà÷èòåëüíîé ïåðåñòðîéêîé öèòîñêåëåòà
êëåòîê, àêòèâàöèåé àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðàùåíèÿ è â êî-
íå÷íîì èòîãå îáðàçîâàíèåì ïðîìåæóòêîâ ìåæäó ýíäîòå-
ëèàëüíûìè êëåòêàìè. Â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà äèñôóíêöèÿ
ýíäîòåëèÿ ïðèâîäèò ê îòåêó ëåãêîãî è äðóãèì ïàòîëîãè-
÷åñêèì ñîñòîÿíèÿì, âïëîòü äî îñòðîé ðàíû ëåãêîãî.
Â ñâÿçè ñ âûñîêîé êëèíè÷åñêîé çíà÷èìîñòüþ ìîëåêóëÿð-
íûå ìåõàíèçìû óêðåïëåíèÿ áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòå-
ëèÿ, çàùèòû è âîññòàíîâëåíèÿ áàðüåðíîé ôóíêöèè ïîñëå
åå íàðóøåíèÿ ÿâëÿþòñÿ îáúåêòîì èíòåíñèâíûõ èññëå-
äîâàíèé. Â ëèòåðàòóðå îïèñàí öåëûé ðÿä âåùåñòâ, ïîâû-
øàþùèõ áàðüåðíûå âîçìîæíîñòè ýíäîòåëèÿ è çàùèùàþ-
ùèå åãî îò ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé in vitro. Â íàøèõ
ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò âíåêëåòî÷íîãî àäåíîçèíà êàê âå-
ùåñòâà, çàùèùàþùåãî áàðüåðíûå ñâîéñòâà ýíäîòåëèÿ
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(Umapathy et al., 2010). Àäåíîçèí óâåëè÷èâàë òðàíñýíäî-
òåëèàëüíîå ýëåêòðè÷åñêîå ñîïðîòèâëåíèå (TER) ýíäîòå-
ëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (ÍÐÀÅÑ)
in vitro, ïðè÷åì ýòîò ýôôåêò áûë äîççàâèñèìûì. Äàëüíåé-
øèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî óñèëåíèå áàðüåðíîé
ôóíêöèè, âûçûâàåìîå âîçäåéñòâèåì àäåíîçèíà, ñîïðî-
âîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ)
â çîíå ìåæêëåòî÷íûõ VE-êàäãåðèíîâûõ êîíòàêòîâ. Îêà-
çàëîñü, ÷òî âíåêëåòî÷íûé àäåíîçèí íå òîëüêî óñèëèâàåò
áàðüåðíûå ñâîéñòâà ýíäîòåëèÿ â íîðìå, íî òàêæå ñïîñî-
áåí çàùèùàòü/âîññòàíàâëèâàòü öåëîñòíîñòü ìîíîñëîÿ
HPAEC, íàðóøåííîãî âîçäåéñòâèåì íîêîäàçîëà (âåùåñò-
âà, ðàçðóøàþùåãî ÌÒ). Èíäóöèðîâàííûé àäåíîçèíîì çà-
ùèòíûé/âîññòàíàâëèâàþùèé ýôôåêò çàâèñèò îò ñòåïåíè
äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Çíà÷èòåëüíàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ
MT (2.5 ìêÌ íîêîäàçîëà) ñíèæàåò ýôôåêò àäåíîçèíà è íå
ïîçâîëÿåò TER âîññòàíîâèòñÿ äî íîðìàëüíîãî óðîâíÿ.
Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êîíöîâ äèíàìè÷å-
ñêèõ ÌÒ â çîíå VE-êàäãåðèíîâûõ êîíòàêòîâ êîððåëèðóåò
ñ ïîäàâëåíèåì ýôôåêòà àäåíîçèíà êàê âåùåñòâà, óñèëèâà-
þùåãî áàðüåðíûå ñâîéñòâà ÍÐÀÅÑ. Èçìåíåíèå äèíàìè-
÷åñêèõ ñâîéñòâ MT ïîä äåéñòâèåì íàíîìîëÿðíîé
(100 íÌ) êîíöåíòðàöèè íîêîäàçîëà ïðèâîäèò ê âðåìåííî-
ìó è ïîëíîñòüþ îáðàòèìîìó ñíèæåíèþ TER â êëåòêàõ,
îáðàáîòàííûõ àäåíîçèíîì. Ïëþñ-êîíöåâîé áåëîê ÌÒ,
CLASP1, ðåãóëèðóåò íà÷àëüíûå ñòàäèè èíäóöèðîâàííîãî
àäåíîçèíîì ïîâûøåíèÿ TER. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå
âïåðâûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî îïîñðåäîâàííûé ïóðèíîâû-
ìè ðåöåïòîðàìè ñèãíàëüíûé êàñêàä íàïðÿìóþ ðåãóëèðó-
åò äèíàìèêó ÌÒ â ýíäîòåëèîöèòàõ ÷åëîâåêà, è ýòà ðåãóëÿ-
öèÿ, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, îïîñðåäîâàíà CLASP1,
ïëþñ-êîíöåâûì áåëêîì ÌÒ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00488) è ãðàíòà NIH (HL101902).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÑÎÄÅÐÆÀÍÈß ÃÅÍÎÌÎÂ ÀÄÅÍÎÂÈÐÓ-
ÑÎÂ È ÂÈÐÓÑÎÂ ÏÐÎÑÒÎÃÎ ÃÅÐÏÅÑÀ 1-ÃÎ È
2-ÃÎ ÒÈÏÎÂ Â ÎÁÐÀÇÖÀÕ ÒÊÀÍÈ ÎÁÎÍßÒÅËÜÍÎÃÎ
ÝÏÈÒÅËÈß ×ÅËÎÂÅÊÀ È ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÈÇ ÍÈÕ
ÊÓËÜÒÓÐÀÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ È ÏÐÎÃÅÍÈÒÎÐÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÄËß ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÈ ÊÐÈÒÅÐÈÅÂ ÎÖÅÍÊÈ
ÁÅÇÎÏÀÑÍÎÑÒÈ ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈÈ. © Í. Ã. Àíòî-
íåâè÷,1 Ç. Á. Êâà÷åâà,1 À. À. Øòûðîâ,1 Ñ. Â. Îðëîâà,1

Å. Ñ. Íèêèòåíêî,1 Â. Ë. ×åêàí,2 È. Â. Ñèäîðåíêî.2 1ÃÓ
«Ðåñïóáëèêàíñêèé íàó÷íî-ïðàêòè÷åñêèé öåíòð ýïèäåìèî-
ëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè» è 2 ÃÓÎ Áåëîðóññêàÿ ãîñóäàðñò-
âåííàÿ ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ ïîñëåäèïëîìíîãî îáðàçî-
âàíèÿ, Ìèíñê.

Êîíòðîëü âèðóñîëîãè÷åñêîé áåçîïàñíîñòè ÿâëÿåòñÿ
íåîáõîäèìûì ýòàïîì ïðèãîòîâëåíèÿ êóëüòóð êëåòîê äëÿ
èõ ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè.
Íà äàííûé ìîìåíò âûÿâëåíû è îïèñàíû ñëó÷àè ðàçâèòèÿ
âèðóñíûõ èíôåêöèé â ïîñòòðàíñïëàíòàöèîííûé ïåðèîä ó
ïàöèåíòîâ-ðåöèïèåíòîâ, êîòîðûì ââîäèëè ðàçëè÷íûå
òèïû ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ñëàáàÿ èçó÷åííîñòü ðèñêîâ ïåðå-
íîñà âîçáóäèòåëåé âèðóñíûõ èíôåêöèé ïðè òðàíñïëàíòà-
öèè êëåòîê îáîíÿòåëüíîãî ýïèòåëèÿ (ÎÝ) òðåáóåò ïðîâå-
äåíèÿ êîíòðîëÿ êàê èñòî÷íèêîâ, òàê è ïîëó÷àåìûõ èç íèõ
êóëüòóð íà ïðèñóòñòâèå íàèáîëåå çíà÷èìûõ â ïàòîëîãèè
÷åëîâåêà âèðóñîâ. Èçâåñòíî, ÷òî âåðõíèå îòäåëû âîçäóõî-
íîñíûõ ïóòåé ÿâëÿþòñÿ âõîäíûìè âîðîòàìè äëÿ ìíîãèõ

ïàòîãåíîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïåðâîñòåïåííûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿþò ÄÍÊ-ñîäåðæàùèå âèðóñû ñåìåéñòâ Adenoviri-
dae, Herpesviridae, Papillomaviridae è äð., êîòîðûå ìîãóò
âûçûâàòü ëàòåíòíûå è ïåðñèñòåíòíûå ôîðìû èíôåêöèè
íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâà-
íèå áèîïñèéíûõ îáðàçöîâ ÎÝ ÷åëîâåêà è ïîëó÷åííûõ èç
íèõ êóëüòóð ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê íà ïðè-
ñóòñòâèå ãåíîìîâ àäåíîâèðóñîâ è âèðóñîâ ïðîñòîãî ãåð-
ïåñà 1-ãî è 2-ãî òèïîâ (ÂÏÃ 1, 2) äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñòåïå-
íè ðèñêîâ èíôèöèðîâàííîñòè êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà,
ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ òðàíñïëàíòàöèè, è ðàçðàáîòêè ñî-
îòâåòñòâóþùèõ êðèòåðèåâ îöåíêè âèðóñîëîãè÷åñêîé áå-
çîïàñíîñòè. Áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå áèîïñèéíûõ
îáðàçöîâ òêàíåé ÎÝ èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà îáëàñòè
âåðõíåãî è ñðåäíåãî íîñîâûõ õîäîâ, ïîñûëàåìîãî íà ãèñ-
òîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïðè ïðîâåäåíèè ïëàíîâûõ
õèðóðãè÷åñêèõ âìåøàòåëüñòâ ó 10 ïàöèåíòîâ ðàçíîãî âîç-
ðàñòà è ïîëà ñ èñêðèâëåíèåì íîñîâîé ïåðåãîðîäêè, ó êî-
òîðûõ îòñóòñòâîâàëè îñòðûå ðåñïèðàòîðíûå èíôåêöèè è
ñîïóòñòâóþùèå çàáîëåâàíèÿ (ãåïàòèòû Â, Ñ, ÂÈ× è äð.).
Ïðèãîòîâèëè è èññëåäîâàëè 10 êóëüòóð ñòâîëîâûõ è ïðî-
ãåíèòîðíûõ êëåòîê ÎÝ 1—5-ãî ïàññàæåé. Èç îáðàçöîâ
ÄÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Íóêëåîñîðá Ñ (ÎÄÎ
Ïðàéìòåõ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòå-
ëÿ. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ àäåíîâèðóñîâ è ÂÏÃ 1, 2 îïðåäåëÿ-
ëè ìåòîäîì ÏÖÐ ñ ïîñëåäóþùåé äåòåêöèåé â àãàðîçíîì
ãåëå. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷åííûõ äàííûõ óñòàíîâëåíî, ÷òî
âñå èññëåäóåìûå îáðàçöû òêàíè ÎÝ è ïðèãîòîâëåííûå èç
íèõ êóëüòóðû ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê íå ñî-
äåðæàëè ÄÍÊ àäåíîâèðóñîâ è ÂÏÃ 1, 2. Îäíàêî ìàëàÿ
âûáîðêà íå ïîçâîëÿåò èñêëþ÷èòü íåîáõîäèìîñòü èññëå-
äîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà, ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè, íà äàííûå âèðóñíûå
ïàòîãåíû. Èññëåäîâàíèÿ áóäóò ïðîäîëæåíû äëÿ ðàçðà-
áîòêè ñòàòèñòè÷åñêè îáîñíîâàííûõ êðèòåðèåâ îöåíêè áå-
çîïàñíîñòè. Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ðàñøèðåíèå ïåðå÷íÿ
èññëåäóåìûõ âîçáóäèòåëåé: öèòîìåãàëîâèðóñ, âèðóñ Ýï-
øòåéíà—Áàððà, ïàïèëëîìàâèðóñû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ïîçâîëÿò îïðåäåëèòü âêëàä ðàçëè÷íûõ âèðóñîâ â ïî-
òåíöèàëüíóþ îïàñíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ òêàíè ÎÝ êàê èñ-
òî÷íèêà êóëüòóð ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê è
ðàçðàáîòàòü êðèòåðèè îöåíêè âèðóñîëîãè÷åñêîé áåçîïàñ-
íîñòè ïðèìåíåíèÿ äàííûõ êëåòîê â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäè-
öèíå.

ÇÀÂÈÑÈÌÎÑÒÜ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ Â ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÑÎ-
ÊÐÀÒÈÒÅËÜÍÎÃÎ ÀÏÏÀÐÀÒÀ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ
ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ ÎÒ ÑÅÊÐÅÒÈÐÓÅÌÛÕ ÈÌÈ
ÁÅËÊÎÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ. © Í. Á. Áèëü-
äþã, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, relapse@yandex.ru

Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ íîâî-
ðîæäåííûõ êðûñ íàáëþäàåòñÿ îáðàòèìàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ
ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà, êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ïðåîá-
ðàçîâàíèè òèïè÷íûõ ìèîôèáðèëë â ñòðóêòóðû íåìûøå÷-
íîãî òèïà. Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îáíà-
ðóæåííûå ïåðåñòðîéêè ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ïîòåðåé
êëåòêàìè åñòåñòâåííîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ ïðè ïåðåâîäå
èõ â êóëüòóðó, â ÷àñòíîñòè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðè
ýòîì âîçâðàùåíèå ê èñõîäíîìó ñîñòîÿíèþ ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ íàðàáîòêîé íåîáõîäèìûõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà. Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëîæåíèÿ ïðîâîäèëè
èññëåäîâàíèå ñ ïîìîùüþ àäàïòèðîâàííîãî äëÿ êóëüòóðû

630 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì è Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



êàðäèîìèîöèòîâ ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ è àíàëèçà âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàðäèîìèîöèòû â ïðî-
öåññå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñèíòåçèðóþò êîìïîíåíòû âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðè ýòîì íàáëþäàþòñÿ êîëè÷åñò-
âåííûå ðàçëè÷èÿ åãî áåëêîâîãî ñîñòàâà â çàâèñèìîñòè îò
ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìàêñèìàëüíàÿ íàðàáîòêà âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà íàáëþäàåòñÿ íà òàêèõ ñðîêàõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ, êîòîðûå, ïî äàííûì èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, ïðåäøåñòâóþò âîññòàíîâëå-
íèþ èñõîäíîé îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ïåðåñòðîéêà ìèîôèáðèëëÿðíîãî
àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ ïðè ïåðåâîäå èõ â êóëüòóðó,
âåðîÿòíî, ñâÿçàíà ñ íåîáõîäèìîñòüþ ñèíòåçà êîìïîíåí-
òîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è âðåìåííîé ñìåíîé ñîêðà-
òèòåëüíîé ôóíêöèè êàðäèîìèîöèòîâ íà ñèíòåòè÷åñêóþ,
íå òèïè÷íóþ äëÿ ýòèõ êëåòîê â óñëîâèÿõ in vivo, òîãäà êàê
âîññòàíîâëåíèå ìèîôèáðèëëÿðíûõ ñòðóêòóð ïîñëå äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ ïîñòåïåííîé íàðàáîòêîé ñîîòâåòñòâóþùåãî äëÿ
íèõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Íåñìîòðÿ íà ïîäòâåðæ-
äåíèå íàøåãî ïðåäïîëîæåíèÿ, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàð-
äèîìèîöèòîâ íà âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå, íàðàáîòàííîì
òàêèìè æå êàðäèîìèîöèòàìè, ïðîèñõîäèëî ñîêðàùåíèå
ïåðèîäà íàõîæäåíèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà â ïåðå-
ñòðîåííîì ñîñòîÿíèè, îäíàêî íåïðåðûâíîãî ïîääåðæà-
íèÿ åãî òèïè÷íîé îðãàíèçàöèè íå íàáëþäàëîñü. Ñëåäîâà-
òåëüíî, ñóùåñòâóþò åùå äðóãèå ôàêòîðû, îòâå÷àþùèå çà
ïåðåñòðîéêè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ
â êóëüòóðå.

ÐÎËÜ ÐÅÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ ÏÎÄ ÂËÈß-
ÍÈÅÌ ÂÍÅØÍÈÕ ÈÍÄÓÊÒÎÐÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ
ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÔÓÍÊÖÈÉ. © Ä. Å. Áîáêîâ. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, bobkovde@yandex.ru

Ïðè äåéñòâèè íà êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ðàçëè÷íûõ
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ìîëåêóë, òàêèõ êàê ðîñòîâûå
ôàêòîðû, ãîðìîíû è áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðî-
èñõîäèò áûñòðàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà,
êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ÷àñòè÷íîé èëè ïîëíîé ðàçáîðêå
ñèñòåìû àêòèíîâûõ ñòðóêòóð ñ ïîñëåäóþùèì ïîñòåïåí-
íûì âîññòàíîâëåíèåì îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà. Îäíèì
èç âîçìîæíûõ óíèâåðñàëüíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè
ïðîöåññà ðàçáîðêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìîæåò áûòü
èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ àêòèâíûõ êèñëîðîä-
íûõ ðàäèêàëîâ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî âíåøíèå ñèãíàëû íå âëèÿ-
þò íåïîñðåäñòâåííî íà ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà, à ïåðåäà-
þòñÿ ñíà÷àëà â îáùóþ èíòåãðèðóþùóþ ñèñòåìó, îñíîâ-
íûìè ýëåìåíòàìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ ìàëûå ÃÒÔàçû
Rho-ñåìåéñòâà. Rho-ÃÒÔàçû äåéñòâóþò ÷åðåç ñèñòåìó
ñâîèõ ýôôåêòîðíûõ êèíàç íà àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè è
ðåãóëèðóþò îáðàçîâàíèå ñïåöèôè÷íûõ ñòðóêòóð àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà. Òàê, àêòèâàöèÿ Rho ïðèâîäèò ê îáðàçî-
âàíèþ â êëåòêå ñòðåññ-ôèáðèëë, Rac ó÷àñòâóåò â îáðàçî-
âàíèè ëàìåëë, à Cdc42 — ôèëîïîäèé. Rho äåéñòâóåò ÷å-
ðåç êèíàçó ROCK, Rañ è Cdc42 àêòèâèðóþò JNK è
p38-MAP-êèíàçíûå ïóòè. Ñïåöèôè÷íîñòü âíîâü îáðàçóå-
ìûõ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð îïðåäåëÿåòñÿ íàáîðîì àê-
òèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ äðóã ñ
äðóãîì è ñ öèòîñêåëåòíûìè ñòðóêòóðàìè. Áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî ìíîãèå àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè, íàïðèìåð
òðîïîìèîçèí èëè àëüôà-àêòèíèí, âûÿâëÿþòñÿ â öèòîïëàç-
ìå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê íå òîëüêî â ñîñòàâå ñòðóêòóð
öèòîñêåëåòà, íî è â âèäå îòäåëüíûõ ÷àñòèö, ïðåäñòàâëÿþ-

ùèõ ñîáîé ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû.
Ïðè ôîðìèðîâàíèè òàêèõ êîìïëåêñîâ áîëüøóþ ðîëü èã-
ðàþò áåëêè ñ ìóëüòèäîìåííîé îðãàíèçàöèåé, ñïîñîáíûå
âñòóïàòü âî âçàèìîäåéñòâèå ñ äðóãèìè öèòîñêåëåòíûìè,
àäàïòîðíûìè, ìîòîðíûìè è ñèãíàëüíûìè áåëêàìè, à òàê-
æå òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè è áåëêàìè òåïëîâîãî
øîêà. Ðåãóëÿöèÿ ìåæáåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé îñóùåñò-
âëÿåòñÿ ïóòåì âòîðè÷íûõ ìîäèôèêàöèé âîâëå÷åííûõ
áåëêîâ, òàêèõ êàê àöåòèëèðîâàíèå èëè ôîñôîðèëèðîâà-
íèå. Êîëè÷åñòâî è ñîñòàâ òàêèõ êîìïëåêñîâ èçìåíÿþòñÿ â
õîäå ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ìû ïðåäïî-
ëàãàåì, ÷òî îíè âîâëå÷åíû â ïðîöåññ ðåîðãàíèçàöèè öè-
òîñêåëåòà ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ ëèãàíäîâ è ÿâëÿþòñÿ
ïðåäøåñòâåííèêàìè áóäóùèõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, à òàê-
æå ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ïðîâåäåíèè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ñèãíàëîâ. Êðîìå òîãî, õàðàêòåð ïðîñòðàíñòâåííîé
îðãàíèçàöèè è ñòàáèëüíîñòü àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìî-
ãóò çàâèñåòü îò òèïà ñèíòåçèðóåìûõ â äàííûõ óñëîâèÿõ
êîíêðåòíûõ èçîôîðì àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ.
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Àíòèîêñèäàíòû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ôàðìàêîëî-
ãèè êàê âîññòàíàâëèâàþùèå àãåíòû, óìåíüøàþùèå îêèñ-
ëèòåëüíûé ñòðåññ êëåòêè (Zafarullah et al., 2003). N-àöå-
òèëöèñòåèí (NAC) áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ â ìîëåêóëå ñâî-
áîäíîé SH-ãðóïïû äåéñòâóåò êàê àíòèîêñèäàíò,
íåéòðàëèçóÿ ðàçëè÷íûå ðàäèêàëû è ðàñùåïëÿÿ äèñóëü-
ôèäíûå ñâÿçè. Àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà (ALA) íå ñîäåð-
æèò ñâîáîäíûõ SH-ãðóïï äî ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó.
Â êëåòêå ALA âîññòàíàâëèâàåò SH-ãðóïïû è îáðàçóåò äè-
ãèäðîëèïîåâóþ êèñëîòó (DHLA), êîòîðàÿ äåéñòâóåò êàê
ïðÿìîé âíóòðèêëåòî÷íûé àíòèîêñèäàíò (Packer et al.,
1995). È NAC, è ALA èñïîëüçóþòñÿ â ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêîé ïðàêòèêå êàê âîññòàíàâëèâàþùèå àãåíòû äëÿ óìåíü-
øåíèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â êëåòêå ïðè ëå-
÷åíèè ðàçëè÷íûõ áîëåçíåé. Îäíàêî äåéñòâèå àíòèîêñè-
äàíòîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ íå òîëüêî èçìåíåíèåì óðîâíÿ
ÀÔÊ. Ìîäèôèöèðóÿ áåëêè, â òîì ÷èñëå è ñèãíàëüíûå, ÷å-
ðåç âîññòàíîâëåíèå SH-ãðóïï, îíè ìîãóò ìåíÿòü ýêñïðåñ-
ñèþ ðÿäà ãåíîâ è èçìåíÿòü ôóíêöèè íîðìàëüíûõ è òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (Zafarullah et al., 2003; Gustafsson
et al., 2005; Parasassi et al., 2010). Ïðèìåðîì ìîæåò ñëó-
æèòü NAC-çàâèñèìîå óìåíüøåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ôèáðîáëàñòîâ 3Ò3-SV40 ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè, ñâÿ-
çàííîå, ïî-âèäèìîìó, ñ èçìåíåíèåì ïîâåðõíîñòíûõ áåë-
êîâ êëåòêè-õîçÿèíà (Gamaley et al., 2006). Çàäà÷à íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â òîì, ÷òîáû ñðàâíèòü âëèÿíèå
NAC, ALA è DHLA íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê àäåíî-
êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè HeLa è àäåíîêàðöèíîìû êèøå÷-
íèêà CaCo2 ê èíâàçèè óñëîâíî-ïàòîãåííûìè áàêòåðèÿìè
S. grimesii, S. proteamaculans è ðåêîìáèíàíòíûìè E. coli
K-12, ýêñïðåññèðóþùèìè ãåí ìåòàëëîïðîòåàçû ãðèìåëè-
çèí. Îáðàáîòêà êëåòîê HeLa è CaCo2 òèîëîâûìè àíòèîê-
ñèäàíòàìè NAC (5—30 ìÌ) è DHLA (1.25 ìÌ) óâåëè÷è-
âàëà èíâàçèþ S. grimesii â 1.5—2 ðàçà, à S. proteamacu-
lans — â 4—6 ðàç. Èíâàçèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ E. coli K-12
â êëåòêè HeLa è CaCo2, îáðàáîòàííûå NAC èëè DHLA,
òàêæå óâåëè÷èâàëàñü â 3—3.5 ðàçà. Íàïðîòèâ, äåéñòâèå
ALA, íå èìåþùåé ñâîáîäíûõ SH-ãðóïï, íå âûçûâàëî èç-
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ìåíåíèé êîëè÷åñòâà èíâàçèðîâàâøèõ áàêòåðèé êàê äèêî-
ãî, òàê è ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììîâ. Óâåëè÷åíèå ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè êëåòîê HeLa ê èíâàçèè êîððåëèðóåò ñ óâåëè-
÷åíèåì ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà è a- è b-êàòåíèíîâ,
ó÷àñòâóþùèõ â àäãåçèè è ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ. Óâå-
ëè÷åíèå ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà ïðîèñõîäèëî è â îáðà-
áîòàííûõ NAC êëåòêàõ CaCo2. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òèîëîâûå àíòèîêñèäàíòû ìîãóò
àêòèâèðîâàòü êëåòî÷íûå ôàêòîðû, ñïîñîáñòâóþùèå áàê-
òåðèàëüíîé èíâàçèè. Êðîìå òîãî, ðàçëè÷èå â ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè êëåòîê HeLa è CaCo2 ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè S. gri-
mesii, S. proteamaculans è ðåêîìáèíàíòíûìè E. coli óêà-
çûâàåò íà òî, ÷òî èíòåðíàëèçàöèÿ ýòèõ áàêòåðèé
îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ðàçíûå ðåöåïòîðû, àêòèâíîñòü êî-
òîðûõ ïî-ðàçíîìó ðåãóëèðóåòñÿ òèîëîâûìè àíòèîêñèäàí-
òàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ãðàíòîâ 11-04-00393, 12-04-00935, 12-04—31109_ìîë è
ãðàíòà ÎÏÒÝÊ.
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Äëÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ãðûçóíîâ íåõàðàêòåðíî
ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå, êîòîðîå ñâÿçàíî ñ óêîðî÷åíèåì
òåëîìåð. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî îñòàíîâêà äåëåíèÿ è ñòà-
ðåíèå ýòèõ êëåòîê èíäóöèðóþòñÿ íàêîïëåíèåì ñâîáîä-
íûõ ðàäèêàëîâ, âîçíèêàþùèì â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ñïî-
ñîáíîñòü ìîëîäûõ (1-é ïàññàæ) è ñòàðåþùèõ (5-é ïàññàæ)
êëåòîê ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà îñóùåñòâëÿòü ðåïàðàöèþ
äâîéíûõ ðàçðûâîâ (ÄÐ) ÄÍÊ ïîñëå äåéñòâèÿ ðàäèîìèìå-
òèêà áëåîìèöèíà. Çàäà÷åé èññëåäîâàíèÿ áûëî ïðîâåðèòü,
ïðîèñõîäèò ëè èçìåíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè ÄÐ â
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ãðûçóíîâ â óñëîâèÿõ âíåøíåãî
ñòðåññà. Ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó ôèáðîáëàñòîâ ñèðèéñêèõ
õîìÿ÷êîâ ïîëó÷àëè ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì èç êîæè
íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîèñõîäèëî ïîñòåïåííîå çàìåäëåíèå ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê. Ïðåæäåâðåìåííàÿ îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, èìåþùèõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ (óâåëè÷åíèå ðàñïëàñòàííîñòè
êëåòîê è ïëîùàäè ÿäðà), ïðîèñõîäèëè ïîñëå îãðàíè÷åí-
íîãî ÷èñëà óäâîåíèé êëåòîê (5-é ïàññàæ). Îäíàêî îòêëî-
íåíèÿ â ìîðôîëîãèè êàê â êîíòðîëå, òàê è ïîñëå äåéñòâèÿ
áëåîìèöèíà íå ñîïðîâîæäàëèñü ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè
àññîöèèðîâàííîãî ñòàðåíèåì ëèçîñîìíîãî ôåðìåíòà áå-
òà-ãàëàêòîçèäàçû. Îáðàçîâàíèå ôîñôîðèëèðîâàíîé ôîð-
ìû ãèñòîíà Í2ÀÕ (g-H2AX) ÿâëÿåòñÿ ðàííèì îòâåòîì
êëåòêè íà èíäóêöèþ ÄÐ, ïðè ýòîì ôîñôîðèëèðîâàíèå çà-
õâàòûâàåò äîñòàòî÷íî ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè õðîìàòèíà,
òàê ÷òî ïîñëå èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè êëåòîê ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ãàììà-Í2ÀÕ â ìåñòàõ ÄÐ âèä-
íû îò÷åòëèâûå ôîêóñû. Èíäóêöèþ è ýëèìèíàöèþ ÄÐ â
êëåòêàõ ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà 1-ãî è 5-ãî ïàññàæåé, îáðà-
áîòàííûõ áëåîìèöèíîì, îöåíèâàëè íà ñòàäèè G0/G1 ïî
ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð êëåòîê íà
ìàêñèìàëüíûõ ïðîåêöèÿõ ñåðèé êîíôîêàëüíûõ èçîáðà-
æåíèé êëåòîê ïîñëå èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè àí-

òèòåëàìè ê g-H2AX. Ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà îïðåäåëÿëè
ñ ïîìîùüþ ïàðàëëåëüíîé èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñ-
êè íà áåëîê Ki67 (ìàðêåð ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê). ×å-
ðåç 1 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè áëåîìèöèíîì â êëåòêàõ 5-ãî ïàñ-
ñàæà íàáëþäàëîñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
1-ãî ïàññàæà. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ (äî 72 ÷) ðàçëè÷èÿ
ìåæäó êëåòêàìè ðàçíûõ ïàññàæåé ñòàíîâèëèñü ìåíåå âû-
ðàæåííûìè. Òàêèì îáðàçîì, îáíàðóæåííûå ðàçëè÷èÿ â
êèíåòèêå îáðàçîâàíèÿ è ýëèìèíàöèè g-H2AX â ìîëîäûõ
è ñòàðåþùèõ êëåòêàõ ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà ñâèäåòåëüñòâó-
þò î âîçìîæíîì âêëàäå ðåïàðàöèè ÄÍÊ â ïðîöåññ ïðåæ-
äåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå.
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Êóëüòèâèðîâàíèå ëèìáàëüíûõ ýïèòåëèàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (ËÑÊ) ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøåé çàäà÷åé ñîâðå-
ìåííîé êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Çîíà ëèìáà ÿâëÿåòñÿ èñòî÷-
íèêîì ËÑÊ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò îáíîâëåíèå ýïèòåëèÿ
ðîãîâèöû. Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûäåëèòü è
îõàðàêòåðèçîâàòü êóëüòóðó k19+ ëèìáàëüíûõ ýïèòåëè-
àëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ãëàçà êðîëèêà. Ñâîéñòâàìè ËÑÊ
ÿâëÿþòñÿ ñïîñîáíîñòü ê ñàìîïîääåðæàíèþ, ïðîäóêöèÿ
äèôôåðåíöèðîâàííûõ äî÷åðíèõ êëåòîê è îáðàçîâàíèå
êëîíîâ. Íàèáîëåå äîñòîâåðíûìè ìàðêåðàìè ËÑÊ ìîæíî
ñ÷èòàòü ABCG2, Np63a, k19 è k15. Àíàòîìè÷åñêîé íè-
øåé äëÿ ËÑÊ ÿâëÿåòñÿ çîíà â êîðíåîñêëåðàëüíîì ëèìáå,
êîòîðàÿ ïîëó÷èëà íàçâàíèå ïàëèñàä Âîãòà. ËÑÊ ðàñïîëà-
ãàþòñÿ íà áàçàëüíîé ìåìáðàíå ïàëèñàäà Âîãòà ìåæäó
ïèãìåíòèðîâàííûìè ìåëàíîöèòàìè, êîòîðûå çàùèùàþò
èõ îò äåéñòâèÿ óëüòðàôèîëåòà. Â ïðîöåññå íàøåé ðàáîòû
áûëè èçó÷åíû ðàçëè÷íûå ïðîòîêîëû ïîëó÷åíèÿ ËÑÊ, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ðàçðàáîòàí îïòèìàëüíûé, äîñòóïíûé,
óñîâåðøåíñòâîâàííûé ìåòîä âûäåëåíèÿ ËÑÊ, îñíîâàí-
íûé íà ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå áèîïòàòîâ. Ïðè äàí-
íîì ñïîñîáå èç îäíîãî ëèìáà êðîëèêà ìîæíî âûäåëèòü äî
300 òûñ. ËÑÊ. Â õîäå ðàáîòû áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïî êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê â ðàçëè÷íûõ
óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 1.5 ìåñ (äî 12-ãî ïàññàæà), â ðåçóëüòà-
òå ÷åãî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íà ôîðìèðîâàíèå ïîïóëÿöèè
ËÑÊ âëèÿåò êîíöåíòðàöèÿ èîíîâ êàëüöèÿ â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäàõ ñëåäóþùå-
ãî ñîñòàâà: DMEM/F12 (1 : 1), 10 % ÝÒÑ, 4 ìÌ L-ãëóòà-
ìèíà, 1 % íåçàìåíèìûõ àìèíîêèñëîò (MEM), 5 ìêã/ìë
ìèòîãåííûõ äîáàâîê (èíñóëèí, òðàíñôåððèí è ñåëåíèò
íàòðèÿ), 10 íã/ìë EGF, 0.4 íã/ìë ãèäðîêîðòèçîí ñóêöèíà-
òà; ëèáî â ñðåäå SFM ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé Ca2+

(<0.1 ìÌ). Ïðè ýòîì áûëè èññëåäîâàíû òàêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè êóëüòóðû, êàê ñêîðîñòü óäâîåíèÿ, êðèâûå ðîñòà ïî-
ïóëÿöèè, ñïîñîáíîñòü ê êîëîíèåîáðàçîâàíèþ, áûë èññëå-
äîâàí ôåíîòèï êëåòîê ïðè ïîìîùè èììóíîãèñòîõèìèè è
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Â ðåçóëüòàòå ïîêàçàíî,
÷òî íà ñðåäå, îáåäíåííîé êàëüöèåì, ìîðôîëîãèÿ êëåòîê
çíà÷èòåëüíî ìåíÿåòñÿ: îíè èñòîí÷àþòñÿ è ïðèîáðåòàþò
ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ ôîðìó, ñêîðîñòü óäâîåíèÿ ïîïó-
ëÿöèè ñíèæàåòñÿ â 3.5 ðàçà ïî îòíîøåíèþ ê òàêîâîé íà
ïîëíîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ, óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê (k13/12+ è êëåòîê vimentin+).
Ñïîñîáíîñòü ê êîëîíèåîáðàçîâàíèþ êóëüòóðîé ËÑÊ íà
ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì êàëüöèÿ (SFM) ñíèæåíà.
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Â òî æå âðåìÿ ËÑÊ, ïîñàæåííûå â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ.
êë./ìë íà ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå, îáðàçóþò ìíîæåñòâåí-
íûå êîëîíèè óæå íà 4-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èììóíîãè-
ñòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ êóëüòóðû ËÑÊ è äàííûå
ïðîòî÷íîé öèòîôëîóðèìåòðèè ïîêàçàëè, ÷òî â èññëåäóå-
ìîé íàìè ïîïóëÿöèè 90 ± 6 % êëåòîê ñîîòâåòñòâóþò ýïè-
òåëèàëüíîìó ôåíîòèïó (k19, k3/12, k14 è k15). Ïðè÷åì
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà äâóõ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäàõ óæå
íà 2-ì ïàññàæå ôåíîòèï êëåòîê íåñêîëüêî ðàçëè÷àåòñÿ, ê
4-ìó ïàññàæó íà ñðåäå SFM äîëÿ êëåòîê k19+ ñíèæàåòñÿ
íà 10 %. Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè äàííîé êóëü-
òóðû ïîÿâëÿåòñÿ äî 33 % ïðèìåñè êëåòîê vimentin+.
Êóëüòèâèðîâàíèå â êîëëàãåíîâîì ãåëå (ìîäåëü 3-ìåðíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ) ïîêàçàëî, ÷òî ËÑÊ ñïîñîáíû îðãàíèçî-
âûâàòü öåïî÷êè, ñîñòîÿùèå èç íåñêîëüêèõ êëåòîê, êàê â
ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè íà ïîëíîé ñðåäå, òàê è íà ñðåäå
SFM.

Ïðåäëîæåííûé ïðîòîêîë âûäåëåíèÿ ïîçâîëÿåò åäè-
íîâðåìåííî ïîëó÷èòü êóëüòóðó êëåòîê, ñîñòîÿùóþ íà
90 % èç ËÑÊ. Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ËÑÊ
ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê k19/k15+. Èñïîëüçîâàíèå
ñðåäû ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì êàëüöèÿ âëèÿåò íà ôå-
íîòèï êëåòîê, äèíàìèêó ðîñòà êóëüòóðû è ôåíîòèïè÷å-
ñêèé ïðîôèëü êëåòîê ËÑÊ in vitro.

ÎÒ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ Ê ÍÓËËÈÏÎÒÅÍÒÍÎ-
ÑÒÈ: ÐÅÃÓËßÖÈß ÁÀËÀÍÑÀ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÛÕ
È ÀÍÒÈÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÛÕ ÑÈÃÍÀËÎÂ Â ÏËÞ-
ÐÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ È ÒÅÐÀÒÎÊÀÐÖÈ-
ÍÎÌÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Î. Ô. Ãîðäååâà. Èíñòèòóò áèî-
ëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, olgagordeeva@yandex.ru

Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ðàçëè÷íîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ ñïîñîáíû ê ñàìîîáíîâëåíèþ è äèôôåðåíöè-
ðîâêå âî âñå òèïû ñîìàòè÷åñêèõ è ïîëîâûõ êëåòîê in vivo
è in vitro. Îäíàêî ïðè àäàïòàöèè è äëèòåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè in vitro â ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ
ìîãóò ïðîèñõîäèòü ãåíåòè÷åñêèå è ýïèãåíåòè÷åñêèå èç-
ìåíåíèÿ, ïðèâîäÿùèå ê äèñáàëàíñó â ðåãóëÿöèè ïðîöåñ-
ñîâ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè, îíêîãåííîé
òðàíñôîðìàöèè è ïåðåõîäó èõ â íóëëèïîòåíòíûé ñòàòóñ,
àíàëîãè÷íûé ñòàòóñó êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé òåðàòîêàð-
öèíîìû. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ìåõàíèçìîâ ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà TGFb,
êàñêàäîâ PI3K è ERK/MEK â ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ ìûøè è ÷åëîâåêà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè èõ ïîä-
äåðæàíèè in vitro íåîáõîäèìîñòü ýêçîãåííîé ñòèìóëÿöèè
èëè èíãèáèðîâàíèÿ ýòèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé îáóñëîâëåíà
ðàçëè÷èÿìè â ïàòòåðíàõ ýíäîãåííîé ýêñïðåññèè ôàêòîðîâ
TGFb1, BMP4 è ActivinA, à òàêæå FGF2 â ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìûøè è ÷åëîâåêà. Äëÿ ïîääåðæàíèÿ
ïëþðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ÷åëîâåêà íåîáõîäèìî óñèëåíèå âåòâåé ActivinA/No-
dal/Lefty/Smad2/3 TGFb-ñèãíàëèíãà ñ ïîìîùüþ ýêçîãåí-
íûõ ôàêòîðîâ äëÿ îñëàáëåíèÿ ýôôåêòîâ àóòîêðèííîãî
BMP/Smad1/5/8-ñèãíàëèíãà, ñòèìóëèðóþùèõ äèôôåðåí-
öèðîâêó â êëåòêè âíåçàðîäûøåâûõ ñòðóêòóð. Â íàøèõ ðà-
áîòàõ òàêæå áûëè èññëåäîâàíû ôóíêöèîíàëüíûå ðîëè
ActivinA, TGFbeta è BMP ñèãíàëüíûõ ïóòåé â ïîääåðæà-
íèè íóëëèïîòåíòíîãî ñòàòóñà òåðàòîêàðöèíîìû ÷åëîâåêà
è ìûøè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îòëè÷èå îò ïëþðèïîòåíò-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ðåãóëÿöèÿ ñàìîîáíîâëåíèÿ êëåòîê
òåðàòîêàðöèíîì è ýêñïðåññèÿ â íèõ êëþ÷åâûõ òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ Oct4 è Nanog ïðîèñõîäÿò ïðè íèçêîé

àêòèâíîñòè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ActivinA/Nodal, íî âû-
ñîêîé àêòèâíîñòè ERK/MEK- è PI3K-ñèãíàëüíûõ ïóòåé.
Îáíàðóæåíî, ÷òî ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé, àêòèâèðóåìûõ ôàêòîðàìè ActivinA/Nodal/Lef-
ty1 è BMP4, ñîõðàíÿåòñÿ, íåñìîòðÿ íà íèçêèå óðîâíè ýêñ-
ïðåññèè ýòèõ ôàêòîðîâ â îïóõîëåâûõ òåðàòîêàðöèíîìíûõ
êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ýìáðèîíàëüíûìè
ñòâîëîâûìè êëåòêàìè. Ýêçîãåííàÿ ñòèìóëÿöèÿ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé ActivinA/Nodal ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå ðîñòà
êëåòîê òåðàòîêàðöèíîìû, íî íå èíäóöèðóåò èõ äèôôå-
ðåíöèðîâêó. Ñòèìóëÿöèÿ ýêçîãåííûìè ôàêòîðàìè BMP
íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöè-
ðîâêó òåðàòîêàðöèíîìû, íî èíãèáèðîâàíèå ýòèõ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ðîñòà. Ïðè ýòîì ôóíê-
öèîíàëüíûå ðîëè ýòèõ âåòâåé ñèãíàëèíãà ôàêòîðîâ ñå-
ìåéñòâà TGFb ðàçëè÷àþòñÿ íå òîëüêî â ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ, íî è â íóëëè-
ïîòåíòíûõ êëåòêàõ òåðàòîêàðöèíîì ìûøè è ÷åëîâåêà.
Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïåðåñòðîéêè ñèãíàëüíûõ
ïóòåé ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà TGFbeta, à òàêæå ERK/MEK- è
PI3K-ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ â íóëëèïîòåíòíûõ òåðàòîêàð-
öèíîìíûõ êëåòêàõ ïðèâîäÿò ê äèñáàëàíñó ïðîëèôåðàòèâ-
íûõ è àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ ñèãíàëîâ è êàê ñëåäñòâèå —
íàðóøåíèþ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîëó÷åííûå
äàííûå âàæíû äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ, ðåãóëèðóþ-
ùèõ ñàìîîáíîâëåíèå è äèôôåðåíöèðîâêó ïëþðèïîòåíò-
íûõ êëåòîê â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-00379-à).

ÏÐÎÃÐÅÑÑÈß ÊÀÐÈÎÒÈÏÈ×ÅÑÊÎÉ ÍÅÑÒÀÁÈËÜ-
ÍÎÑÒÈ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
×ÅËÎÂÅÊÀ Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÏÐÎÄÎËÆÈÒÅËÜÍÎÃÎ
ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß. © Ò. Ì. Ãðèí÷óê, Ì. À. Øèëèíà,
È. Â. Êîæóõàðîâà, Í. À. Ïóãîâêèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Îäíîé èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì, øèðîêî îáñóæäàåìîé
íàó÷íîé îáùåñòâåííîñòüþ, ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå êóëü-
òóðû ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà â
ìåäèöèíñêèõ öåëÿõ, ÷òî ïîäðàçóìåâàåò èñïîëüçîâàíèå
êëåòîê ñ íîðìàëüíûì, íåïåðåñòðîåííûì êàðèîòèïîì.
Òåì íå ìåíåå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îäíîçíà÷íîãî îòâåòà
íà âîïðîñ î ñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà ÝÑÊ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íå ñóùåñòâóåò. Ïî îäíèì äàííûì,
ÝÑÊ ìîãóò äëèòåëüíîå âðåìÿ ñîõðàíÿòü êàðèîòèïè÷å-
ñêóþ ñòàáèëüíîñòü â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïî äðó-
ãèì — ñòàáèëüíîñòü êàðèîòèïà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ íàðóøàåòñÿ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïðîâåñòè
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñòåïåíè ñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïà
êëåòî÷íûõ ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ áûëè èñïî-
ëüçîâàíû ÝÑÊ äâóõ ëèíèé (Ñ910 è Ñ612), ïîëó÷åííûå àâ-
òîðàìè ðàáîòû èç áëàñòîöèñò, íå èñïîëüçîâàííûõ â ïðî-
öåññå ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî îïðîäîòâîðåíèÿ, íà ñòàäèè èõ
âûëóïëåíèÿ. Ìåòàôàçíûå õðîìîñîìû îêðàøèâàëè äèô-
ôåðåíöèàëüíî íà G-äèñêè è èäåíòèôèöèðîâàëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ Àòëàñîì õðîìîñîì ÷åëîâåêà (Ìàìàåâà, 2002).
Ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè àíàëèçèðóåìûå
êëåòî÷íûå ëèíèè ñîõðàíÿëè ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíî-
ñòè — àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôîòàçû, ýêñïðåññèþ
Oct-4 è SSEA-4. Èçó÷åíèå ñòðóêòóðû êàðèîòèïè÷åñêîãî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 633



íàáîðà ÝÑÊ îáåèõ ëèíèé íà îòíîñèòåëüíî ðàííèõ ïàññà-
æàõ (ð. 13 è ð. 10 ñîîòâåòñòâåííî) ïîêàçàëî, ÷òî â ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûõ ïîïóëÿöèÿõ íàðÿäó ñ êëåòêàìè, õàðàêòåðè-
çóþùèìèñÿ íàëè÷èåì íîðìàëüíîãî, íåïåðåñòðîåííîãî,
êàðèîòèïà ïðèñóòñòâîâàëè êëåòêè ñ èçìåíåíèÿìè. Âûÿâ-
ëÿåìûå èçìåíåíèÿ íîñèëè ñëó÷àéíûé õàðàêòåð è áûëè
ñâÿçàíû ñ ïðèñóòñòâèåì â êàðèîòèïè÷åñêîì íàáîðå äî-
ïîëíèòåëüíûõ õðîìîñîìíûõ êîïèé, íàëè÷èåì èçîõðîìî-
ñîì è íåñïåöèôè÷åñêèõ ìåæõðîìîñîìíûõ àññîöèàöèé.
Âûÿâëÿåìûå èçìåíåíèÿ íîñèëè ñëó÷àéíûé õàðàêòåð.
Ïðîäîëæèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê îáåèõ ëèíèé
(ïàññàæè 44 è 57 ñîîòâåòñòâåííî) ïðèâîäèëî ê ïðîãðåñ-
ñèè êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè, âûðàæàþùåéñÿ â
óñèëåíèè àíåóïëîèäèçàöèè êëåòîê, ïîÿâëåíèè ñóïåðïî-
ëèïëîèäíûõ âàðèàíòîâ è â âîçíèêíîâåíèè çàêîíîìåðíûõ
êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé ñ ïðåèìóùåñòâåííûì ó÷àñ-
òèåì â íèõ îïðåäåëåííûõ õðîìîñîì íàáîðà. Íàëè÷èå íà
áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ îáåèõ ëèíèé
ýêñòðàêîïèé õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà, õðîìîñîìíûõ ïî-
ëîìîê, â òîì ÷èñëå ïðèöåíòðîìåðíûõ è Ðîáåðòñîíîâñêèõ
òðàíñëîêàöèé, ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî äëèòåëüíîå
êóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ ñîïðÿæåíî ñ äåñòàáèëèçàöèåé êëå-
òî÷íîãî ãåíîìà.
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Ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû (ÌÌÏ) ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ãðóïïó ðîäñòâåííûõ ïî ñòðóêòóðå öèíêçàâèñè-
ìûõ ýíäîïåïòèäàç, êîòîðûå ñèíòåçèðóþòñÿ âî âñåõ òêà-
íÿõ íà âñåõ ýòàïàõ îíòîãåíåçà. Æåëàòèíàçû ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè,
äèôôåðåíöèàöèè, ìèãðàöèè, àïîïòîçà è àíãèîãåíåçà; èõ
ýêñïðåññèÿ àêòèâèðóåòñÿ â óñëîâèÿõ èíòåíñèâíîé òêàíå-
âîé ïåðåñòðîéêè, à òàêæå â ïðîöåññå ýìáðèîãåíåçà è èí-
âàçèè çàðîäûøà â òêàíü ýíäîìåòðèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè
èíôåêöèè êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà A (ÂÃÀ) ýêñïðåññèÿ è
ñèíòåç æåëàòèíàç èçìåíÿþòñÿ, ÷òî ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
ðàñïðîñòðàíåíèþ âèðóñà. Â òî æå âðåìÿ ðîëü ÂÃÀ ïðè
íàðóøåíèè áåðåìåííîñòè èçó÷åíà íåäîñòàòî÷íî, òîãäà
êàê íàðóøåíèå ñàìûõ ïåðâûõ ýòàïîâ èìïëàíòàöèè çàðî-
äûøà â òêàíü ýíäîìåòðèÿ ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîñëåäóþ-
ùèì òÿæåëûì ïîñëåäñòâèÿì â ðàçâèòèè ïëîäà. Â ñâÿçè ñ
ýòèì íàìè áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå ÂÃÀ íà àêòèâíîñòü æå-
ëàòèíàç â ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ êàðöèíîìû
ëåãêèõ ÷åëîâåêà (A-549) è êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà
(ECV-304), à òàêæå ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê ýíäîìåò-
ðèÿ ÷åëîâåêà ìåòîäîì çèìîãðàôèè è èììóíîöèòîõèìèè.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëè âûáðàíû âèðóñû ÂÃ ïòèö
A(H5N1) è ÂÃ ÷åëîâåêà A(H1N1)pdm è A(H3N2). Àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â êëåòêàõ A-549 áûëà íèçêîé êàê
â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ, òàê è â èíôèöèðîâàííûõ êëåò-
êàõ íåçàâèñèìî îò âèðóñíîãî øòàììà. Â êîíòðîëüíûõ îá-
ðàçöàõ îò êëåòîê ECV-304 àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 áûëà áîëåå
âûðàæåííîé, òîãäà êàê àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 áûëà ñëàáîé è
ñðàâíèìà ñ òàêîâîé äëÿ ëèíèè A-549. Ïðè èíôèöèðîâà-
íèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ðàçëè÷íûìè øòàììàìè ÂÃÀ ðàçëè-
÷èé â èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ íà çèìîãðàììå íå íàáëþäà-

ëîñü, îäíàêî áûëà âûÿâëåíà èíòåðåñíàÿ îñîáåííîñòü.
Â îáðàçöàõ, èíôèöèðîâàííûõ ÂÃÀ, íà çèìîãðàììàõ íà-
áëþäàëîñü ñíèæåíèå ðàñïîëîæåíèÿ ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ÌÌÏ-9, îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíåíèè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû àíà-
ëèçèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ. Ýòîò ýôôåêò áûë íàèáîëåå ÿðêî
âûðàæåí äëÿ ÂÃ ïòèö ïîäòèïà A(H5N1) è ìåíåå çàìåòåí
äëÿ ÂÃ ÷åëîâåêà A(H1N1)pdm è A(H3N2). Âîçìîæíî, â
âèðóñèíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò äîïîëíèòåëü-
íûé ïðîöåññèíã ñèíòåçèðîâàííîãî (ïðî)ôåðìåíòà. Íîð-
ìàëüíûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà õàðàêòåðèçîâàëèñü
âûñîêèì óðîâíåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2. Ðåçóëü-
òàòû ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè æåëàòèíàç (çèìîãåíîâ
è àêòèâíûõ ôîðì) áûëè ñõîäíûìè êàê â êîíòðîëå êëåòîê,
òàê è ïðè âèðóñíîé èíôåêöèè: âî âñåõ îáðàçöàõ îòìå÷åí
âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè îáåèõ ÌÌÏ. Äåíñèòîãðà-
ôèÿ, âûïîëíåííàÿ íà îñíîâå çèìîãðàôèè â ãåëå, ïîäòâåð-
äèëà, ÷òî â öåëîì âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ íå ïðèâîäèëà ê çíà-
÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì â óðîâíÿõ àêòèâíîñòè íè ÌÌÏ-2,
íè ÌÌÏ-9. Ðàçëè÷èé â ðàñïîëîæåíèè ïîëîñ, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ÌÌÏ-9 íà çèìîãðàììå, ïðè èíôèöèðîâàíèè ðàç-
íûìè âèðóñàìè ãðèïïà íå îáíàðóæåíî. Ïðè èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêîì èçó÷åíèè ðàñïðåäåëåíèÿ ìàðêåðíûõ áåëêîâ
áûëî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî íîðìàëüíûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ
îáíàðóæèâàþò âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9.
Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà îòìå÷åí âû-
ñîêèé óðîâåíü ñèíòåçà ìåòàëëîïðîòåèíàçû ÌÌÏ-9, êîòî-
ðûé íåçíà÷èòåëüíî ïîâûøàëñÿ ïðè çàðàæåíèè ÂÃ â âûñî-
êîé äîçå, íî ñíèæàëñÿ ïðè íèçêîé äîçå âèðóñíîé èíôåê-
öèè. Ýòà æå çàêîíîìåðíîñòü îòìå÷åíà è îòíîñèòåëüíî
ñèíòåçà ïðîâîñïàëèòåëüíîãî öèòîêèíà TNFa, ñèíòåç êî-
òîðîãî áûë âûøå ïðè âûñîêîé äîçå çàðàæåíèÿ âèðóñîì,
íî ñíèæàëñÿ ïðè íèçêîé äîçå âèðóñíîé èíôåêöèè. Íàðó-
øåíèå ÂÃÀ áàëàíñà ñèíòåçà ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-
íîâ è ìåòàëëîïðîòåèíàç ìîæåò âûçâàòü äèñôóíêöèþ êëå-
òîê ýíäîìåòðèÿ, ÷òî ìîæåò ïîâëèÿòü êàê íà ôóíêöèîíè-
ðîâàíèå êëåòîê ýíäîìåòðèÿ, òàê è íà ñàìûå ðàííèå
ñòàäèè ýìáðèîãåíåçà.
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Ìåõàíèçì íåãåíîìíîãî äåéñòâèÿ àíäðîãåíîâ çàâèñèò
îò òèïà êëåòîê-ìèøåíåé. Â ìûøèíûõ Ò-êëåòêàõ ðåöåïòî-
ðû ê àíäðîãåíàì îïîñðåäóþò âõîä Ñà2+ ÷åðåç ïîòåíöèàë-
íåçàâèñèìûå êàëüöèåâûå êàíàëû (Benten et al., 1999).
Â îñòåîáëàñòàõ êðûñû òåñòîñòåðîí èíäóöèðóåò âõîä âíå-
êëåòî÷íîãî Ñà2+ ÷åðåç ïîòåíöèàëçàâèñèìûå Ñà2+-êàíàëû,
à òàêæå ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïó-
òåì àêòèâàöèè ôîñôîëèïàçû Ñ (Lieberherr, Grosse, 1994).
Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èäåíòèôèêàöèÿ ìåõàíèçìîâ
âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè, âîâëå÷åííûõ â òðàíñäóê-
öèþ ãîðìîíàëüíîãî ñèãíàëà (ñîìàòîòðîïèíà — ÑÒÃ,
«Monsanto») ïðè âîçäåéñòâèè òåñòîñòåðîíà íà îñíîâå ìî-
íèòîðèíãà ôëóêòóàöèè ñîäåðæàíèÿ Ñà2+ âî âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè
ÿè÷íèêè ïîëîâîçðåëûõ ñâèíåé ïîðîäû ëàíäðàñ íà ñòàäèè
ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà. Èíêóáàöèþ âûäåëåííûõ îîöèòîâ
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ïðîâîäèëè â ìîäèôèöèðîâàííîé ñðåäå Äþëüáåêêî â îò-
ñóòñòâèå âíåêëåòî÷íîãî Ñà2+. Êîíöåíòðàöèþ êàëüöèÿ
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé èçìåðÿëè ñ ïîìî-
ùüþ çîíäà õëîðòåòðàöèêëèíà. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè êîìïëåêñà õëîðòåòðàöèêëèí—ìåìáðàíà—Ñà2+

èçìåðÿëè íà ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Â îòáîðå èñ-
ïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé ÑÒÃ, òåñòîñòåðîíà, ÃÒÔ è òåî-
ôèëëèíà ðóêîâîäñòâîâàëèñü äàííûìè Êóçüìèíîé è ñîàâ-
òîðîâ (Kuzmina et al., 2007) è Ãèëëà è ñîàâòîðîâ (Gill et
al., 1988). Â îòñóòñòâèå òåñòîñòåðîíà äîáàâëåíèå 10 íã/ìë
ÑÒÃ èëè òåîôèëëèíà â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ ñòèìóëèðî-
âàëî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïðè
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è òåîôèëëèíà â îîöèòàõ ñâè-
íåé äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî îòñóòñòâîâàëî. Ïîñëå îáðàáîòêè îîöèòîâ
1 ìêã/ìë òåñòîñòåðîíà â êëåòêàõ îòìå÷àëè îñâîáîæäåíèå
Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå
ê îáðàáîòàííûì òåñòîñòåðîíîì îîöèòàì ÑÒÃ èëè òåî-
ôèëëèíà íå ñòèìóëèðîâàëî âûõîä Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî, òîãäà êàê ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è òåî-
ôèëëèíà ìîáèëèçàöèÿ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî àê-
òèâèðîâàëàñü. Î÷åâèäíî, òåñòîñòåðîí ñòèìóëèðóåò
îáðàçîâàíèå ñâÿçè ìåæäó äâóìÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè
äåïî — ðèàíîäèí- è IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè, êîòîðûå àêòè-
âèðóþòñÿ ïðè äîáàâëåíèè ÑÒÃ è òåîôèëëèíà (Äåíèñåíêî,
Êóçüìèíà, 2010). Îá îáðàçîâàíèè ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íû-
ìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ñâèäåòåëüñòâóåò âûõîä Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ
è òåîôèëëèíà. Ïðè îáðàáîòêå îîöèòîâ èíãèáèòîðîì ïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîôèëàìåíòîâ öèòîõàëàçèíîì Ä â êîí-
öåíòðàöèè 10 ìêÌ ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî, ñòèìóëèðîâàííîãî ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ
è òåîôèëëèíà, íå íàáëþäàëè. Åñëè â ñòèìóëèðóåìîì òåñ-
òîñòåðîíîì îáðàçîâàíèè ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóò-
ðèêëåòî÷íûìè äåïî ó÷àñòâóåò ãóàíèíîâûé íóêëåîòèä
ÃÄÔ, òî äåéñòâèå ÃÄÔ â äàííîì ñëó÷àå íå ñâÿçàíî ñ åãî
ïåðåõîäîì â ÃÒÔ, ïîýòîìó äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ äåéñòâèÿ
ÃÄÔ ìû èñïîëüçîâàëè ÃÒÔ. Âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè
ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæ-
äåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé. Äî-
áàâëåíèå ÃÒÔ ê îáðàáîòàííûì òåñòîñòåðîíîì îîöèòàì
èíãèáèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî, ñòèìóëèðîâàííîå ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è
òåîôèëëèíà. Òàêèì îáðàçîì, â ñòèìóëèðîâàííîå òåñòî-
ñòåðîíîì îáðàçîâàíèå ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè (ðèàíî-
äèí- è IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè) âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî êà-
ëüöèÿ âîâëå÷åíû ìèêðîôèëàìåíòû è ÃÄÔ.
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Îäíà èç ÷àñòî âñòðå÷àþùèõñÿ ïðè÷èí íåâûíàøèâà-
íèÿ áåðåìåííîñòè — íåñîñòîÿòåëüíîñòü äåöèäóàëüíîé
ðåàêöèè êëåòîê ýíäîìåòðèÿ. Äåöèäóàëüíûå êëåòêè ó ÷å-
ëîâåêà ðàçâèâàþòñÿ â ýíäîìåòðèè èç êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ, ëîêàëèçóþùèõñÿ ïîä ýïèòåëèåì ìàòêè (Ìè-
õàéëîâ, 1998; Mikhailov, 2003). Ñîãëàñíî îäíîé èç ãèïî-
òåç, ïîäòâåðæäåííîé ýêñïåðèìåíòàëüíûìè äàííûìè,
ïðåäøåñòâåííèêîì äåöèäóàëüíûõ êëåòîê ó êðûñ è ÷åëî-
âåêà ÿâëÿåòñÿ êîñòíûé ìîçã (KearnsandLala, 1982; Peele-
tal, 1983; Bulmerand, Sunderland, 1984). Íàìè áûëî èçó÷å-
íî âëèÿíèå ëîêàëüíîé òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî

ìîçãà (ÊÊÌ) â ñòåíêó ìàòêè ïñåâäîáåðåìåííûõ êðûñ íà
ðîñò è äèôôåðåíöèðîâêó «ëîæíûõ» äåöèäóà. Â êà÷åñòâå
ÊÊÌ èñïîëüçîâàëè ìîíîíóêëåàðíóþ ôðàêöèþ êëåòîê êî-
ñòíîãî ìîçãà, âûäåëåííóþ èç äëèííûõ êîñòåé êîíå÷íî-
ñòåé êðûñ. Èíäóêöèþ ïñåâäîáåðåìåííîñòè ó êðûñ îñóùå-
ñòâëÿëè â ôàçó «ýñòðóñ» ðàçäðàæåíèåì âëàãàëèùà ôàðà-
äè÷åñêèì ýëåêòðè÷åñêèì òîêîì íà àïïàðàòå ñîáñòâåííîé
êîíñòðóêöèè íà ñòàäèè «ýñòðóñ». Ýòîò äåíü îáîçíà÷àëè
êàê 1-é äåíü ïñåâäîáåðåìåííîñòè. Íà 5-é äåíü ïñåâäîáå-
ðåìåííîñòè â ñòåíêó ïðàâîãî ðîãà ìàòêè òðàíñïëàíòèðî-
âàëè ñóñïåíçèþ ÊÊÌ êðûñû. Êîíòðîëåì ñëóæèë ëåâûé
ðîã ìàòêè, â êîòîðûé òàêèì æå îáðàçîì ââîäèëè ôîñôàò-
íî-ñîëåâîé áóôåð. Æèâîòíûõ âñêðûâàëè íà 11-é äåíü
ïñåâäîáåðåìåííîñòè. Íà âñêðûòèè îáíàðóæèâàëè õîðîøî
ðàçâèòóþ äåöèäóà. Îöåíêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ãèñòî-
ëîãè÷åñêèìè è ìîðôîìåòðè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Èçâåñòíî,
÷òî àíòèìåçîìåòðàëüíàÿ ÷àñòü äåöèäóà ãðûçóíîâ îáðàçî-
âàíà òàê íàçûâàåìûìè áîëüøèìè äåöèäóàëüíûìè êëåòêà-
ìè (ÁÄÊ), àíàëîãàìè ÁÄÊ ÷åëîâåêà, ñîñòàâëÿþùèìè
îñíîâíóþ ìàññó êëåòîê äåöèäóà ó ÷åëîâåêà. Äîëÿ àíòèìå-
çîìåòðàëüíîé ÷àñòè êðûñ êîëåáëåòñÿ îò 30 äî 40 % ïëî-
ùàäè ñðåçà äåöèäóà (Ìèõàéëîâ, 1998). Íà ïðèãîòàâëèâàå-
ìûõ íàìè ñðåçàõ äåöèäóà èìååò îâàëüíóþ ôîðìó, ñëåãêà
âûòÿíóòóþ â ìåçîìåòðàëüíîì-àíòèìåçîìåòðàëüíîì íà-
ïðàâëåíèè. Ïî íàøåìó ìíåíèþ, âåëè÷èíà ýòîãî ðàññòîÿ-
íèÿ äîñòàòî÷íî òî÷íî îòðàæàåò âåëè÷èíó ïëîùàäè äåöè-
äóà è ïîçâîëÿåò åå âû÷èñëèòü. Îïðåäåëåíèå äîëè ÁÄÊ
(%) â âåëè÷èíå ýòîãî èçìåðåíèÿ èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ òîãî èëè èíîãî âîçäåéñòâèÿ
íà äèôôåðåíöèðîâêó îñíîâíîãî êîìïîíåíòà äåöèäóà,
áîëüøèõ äåöèäóàëüíûõ êëåòîê. Òàê êàê äåöèäóà èìååò
îâàëüíóþ ôîðìó, âåëè÷èíà äèàìåòðà äàåò ïðåäñòàâëåíèå
î ðàçìåðàõ è ïîçâîëÿåò ñðàâíèâàòü äåöèäóà äðóã ñ äðóãîì
ïî èõ ïëîùàäè. Ïî äàííûì ìîðôîìåòðèè, ñðåçû äåöèäóà,
â êîòîðûå òðàíñïëàíòèðîâàëè ÊÊÌ êðûñû, õàðàêòåðèçî-
âàëèñü óâåëè÷åíèåì äèàìåòðà â ìåçî-àíòèìåçîìåòðàëü-
íîì íàïðàâëåíèè ïðèìåðíî â 1.5—2 ðàçà ïî îòíîøåíèþ ê
äèàìåòðó ñðåçîâ äåöèäóàëåâîãî, êîíòðîëüíîãî ðîãà. Îá-
ùàÿ ìàññà îïûòíîãî ðîãà óâåëè÷èâàëàñü äî 5 ðàç ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëüíûì. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ñðåçîâ ïîêà-
çûâàåò, ÷òî òðàíñïëàíòàöèÿ ÊÊÌ â ìàòêó ïñåâäîáåðåìåí-
íûõ êðûñ íå íàðóøàåò äèôôåðåíöèðîâêó äåöèäóàëüíûõ
êëåòîê è îðãàíèçàöèþ äåöèäóàëüíîé òêàíè, ñîõðàíÿÿ â
îáðàçîâàâøåéñÿ «ëîæíîé» äåöèäóà âçàèìíîå ðàñïîëîæå-
íèå ó÷àñòêîâ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðè òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ â óñëîâèÿõ ëîæíîé áåðå-
ìåííîñòè áûëî îáíàðóæåíî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà
ðàçâèòèå äåöèäóàëüíîé îáîëî÷êè, ÷òî îòêðûâàåò äàëü-
íåéøèå ïåðñïåêòèâû äëÿ äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è äðóãèõ ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê íà ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ýíäî-
ìåòðèÿ.
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Âîçìîæíîñòü èññëåäîâàíèÿ ãðèáîâ-ýêñòðåìîôèëîâ â
ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà èñêóññò-
âåííûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ îòêðûâàåò øèðîêèå ïåðñïåê-
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òèâû äëÿ âûÿâëåíèÿ àäàïòàöèîííûõ ìåõàíèçìîâ, îáåñïå-
÷èâàþùèõ ñïîñîáíîñòü ê âûæèâàíèþ íå òîëüêî â ýêñòðå-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ âíåøíåé ñðåäû, íî è â óñëîâèÿõ
êîíêóðåíòíîé áîðüáû ïðè íàëè÷èè äðóãèõ ïàòîãåííûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè
øòàììû Purpureocillium lilacinum — èíäèêàòîðà ðàäèî-
àêòèâíîãî çàðàæåíèÿ ïî÷â â çîíå îò÷óæäåíèÿ ×åðíîáûëü-
ñêîé ÀÝÑ (106—108 Áê/êã). Ýòîò ýâðèòîïíûé âèä øèðîêî
ðàñïðîñòðàíåí êàê â àýðîáíûõ, òàê è â àíàýðîáíûõ óñëî-
âèÿõ, ñïîñîáåí ïàðàçèòèðîâàòü íà íàñåêîìûõ è ðûáàõ,
âûçûâàòü ïîðàæåíèÿ òêàíåé è îðãàíîâ ÷åëîâåêà. Î÷åíü
âàæíûìè äëÿ ïðîöåññîâ âûæèâàíèÿ â ýêñòðåìàëüíûõ
óñëîâèÿõ ÿâëÿþòñÿ ôîðìèðîâàíèå çàùèòíûõ ñèñòåì îò
ñòðåññà è ñïîñîáíîñòü ê ðàöèîíàëüíîìó èñïîëüçîâàíèþ
ýíåðãåòè÷åñêèõ ðåñóðñîâ ïðè ðîñòå íà ìàëîäîñòóïíûõ èñ-
òî÷íèêàõ ïèòàíèÿ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî øòàììû, âû-
äåëåííûå ñ ñóáñòðàòîâ ñ ôîíîâûì óðîâíåì ðàäèîàêòèâ-
íîñòè, îñâàèâàëè áîãàòóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ëó÷øå, ÷åì
ãîëîäíûé àãàð, à øòàììû, âûäåëåííûå ñ òåððèòîðèè
×ÀÝÑ, îñâàèâàëè îáå ñðåäû ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâî.
Ñïîñîáíîñòü ñóùåñòâîâàòü ïðè ìèíèìàëüíîé êîíöåíòðà-
öèè èñòî÷íèêà óãëåðîäà â ñðåäå — õàðàêòåðíàÿ îñîáåí-
íîñòü ÷åðíîáûëüñêèõ èçîëÿòîâ, êàê è äðóãèõ ãðèáîâ ýêñò-
ðåìàëüíûõ ìåñòîîáèòàíèÿ. Íàìè âûÿâëåíî, ÷òî ó ÷åðíî-
áûëüñêîãî øòàììà P. lilacinum ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè
äîñòóïíîãî ñóáñòðàòà (0.2 % ãëþêîçû) íàáëþäàþòñÿ àê-
òèâàöèÿ ðîñòà è ïîâûøåííàÿ óñòîé÷èâîñòü ê H2O2. Ïðè
ðîñòå íà ñðåäå ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé ãëþêîçû (0.2 %)
ýôôåêòèâíîñòü åå ïîòðåáëåíèÿ ó øòàììà èç ðàäèîàêòèâ-
íî çàãðÿçíåííîé ïî÷âû áûëà íà 30 % âûøå, ÷åì ó «ôîíî-
âîãî» øòàììà èç ïî÷âû òîãî æå òèïà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ
ïîâûøåíèåì äûõàòåëüíîé àêòèâíîñòè ó øòàììà, ðåçè-
ñòåíòíîãî ê çàðàæåíèþ ïî÷â ðàäèîíóêëèäàìè. Ýòî ñïî-
ñîáíîñòü ê ãåòåðîòðîôíîé ôèêñàöèè CO2, îáíàðóæåííàÿ
ó íåêîòîðûõ ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ãðèáîâ, íàëè÷èå ìåëàíè-
íîâûõ ïèãìåíòîâ, ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå êîòîðûõ âû-
ÿâëåíî íàìè ó ÷åðíîáûëüñêèõ èçîëÿòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ôîíîâûìè øòàììàìè, à òàêæå âîçìîæíî íàëè÷èå â êëåò-
êàõ øòàììîâ ×ÀÝÑ òàêèõ çàïàñàþùèõ ýíåðãèþ ñîåäèíå-
íèé, êàê íåîðãàíè÷åñêèå ïîëèôîñôàòû, ïðèñóòñòâóþùèå
ó ìíîãèõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ ïîëèôîñôàòîâ in vivo èñïîëüçîâàëè îêðàøèâàíèå
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì DAPI (4�,6-äèàìèäè-
íî-2-ôåíèëèíäîë; Sigma, ÑØÀ). Êîìïëåêñ DAPI—ÄÍÊ
ôëóîðåñöèðóåò ãîëóáûì öâåòîì, à êîìïëåêñ DAPI—ïî-
ëèôîñôàòû — æåëòûì èëè îðàíæåâûì. Ôëóîðåñöåíöèþ
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ëþìè-
íåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà AXIOImagerAI (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ), îáîðóäîâàííîãî ñîåäèíåííîé ñ êîìïüþòåðîì âè-
äåîêàìåðîé AxioCamMRc (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ïîëèôîñ-
ôàòû âûÿâëåíû ó ÷åðíîáûëüñêîãî øòàììà â öèòîïëàçìå
è âàêóîëÿõ, à òàêæå â ðàéîíå ìåæêëåòî÷íûõ ïåðåãîðîäîê
ãðèáíûõ ãèô. Øòàìì èç «ôîíîâûõ» ìåñòîîáèòàíèé äå-
ìîíñòðèðóåò ñëàáîå îêðàøèâàíèå íà ïîëèôîñôàòû. Òà-
êèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàëè÷èå íå-
îðãàíè÷åñêèõ ïîëèôîñôàòîâ âîñïîëíÿåò ýíåðãåòè÷åñêèå
ïîòðåáíîñòè ãðèáîâ-ýêñòðåìîôèëîâ ïðè ðîñòå â ìåñòî-
îáèòàíèÿõ ñ ìèíèìàëüíûì ñîäåðæàíèåì óãëåðîäíûõ ñóá-
ñòðàòîâ.
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Æèðîâûå êëåòêè, èçáûòî÷íîå îáðàçîâàíèå êîòîðûõ
âûçûâàåò îæèðåíèå, äèàáåò è äðóãèå çàáîëåâàíèÿ, îáðà-
çóþòñÿ èç ïîëèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (ÌÑÊ). Æèðîâàÿ äèôôåðåíöèðîâêà (ÆÄ) ÌÑÊ âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ ñòàäèè äåòåðìèíàöèè (ÄÆÄ) ñ îáðàçîâàíèåì
ïðåàäèïîöèòîâ è òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè
(ÒÄÆ). Ðåãóëÿöèÿ ÒÆÄ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè õîðîøî
èçó÷åíà â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ìåõàíèçìó äåòåðìèíàöèè,
êîòîðûé îïðåäåëÿåò êëþ÷åâîå ñîáûòèå ñïåöèàëèçàöèè
êëåòêè — âûáîð êëåòî÷íîé ñóäüáû. Øèðîêî èñïîëüçóå-
ìîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ÄÆÄ ÿâëÿþòñÿ ýìáðèîíàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè C3H10T1/2 (10T1/2), èíäóöè-
áåëüíûå ê äèôôåðåíöèðîâêå â æèðîâûå, êîñòíûå, õðÿ-
ùåâûå è ìûøå÷íûå êëåòêè. ÄÆÄ îñóùåñòâëÿåòñÿ â
äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ â êîíòåêñòå êëåòî÷íîãî öèêëà, õîä êî-
òîðîãî êîíòðîëèðóåòñÿ áåëêàìè ñåìåéñòâà ïðîäóêòà ãåíà
ðåòèíîáëàñòîìû (pRb ). Èíàêòèâàöèÿ pRb â ÌÑÊ â îïû-
òàõ in vivo èëè in vitro ëèøàåò èõ ñïîñîáíîñòè îáðàçîâû-
âàòü æèðîâûå êëåòêè, îäíàêî ìåõàíèçì âëèÿíèÿ pRb íà
ÄÆÄ íå ïîëíîñòüþ èçó÷åí. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâà-
íèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ðîëè pRb â ÄÆÄ. Â ïðåäâàðè-
òåëüíûõ îïûòàõ ìû ïîëó÷èëè è îõàðàêòåðèçîâàëè ëèíèè
êëåòîê 10T1/2 ñî ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèåé ýêçîãåííîãî
pRb äèêîãî (DB/X) è ìóòàíòíîãî òèïîâ ñ äåëåöèåé â ôóí-
êöèîíàëüíîì T-àíòèãåíñâÿçûâàþùåì äîìåíå (DS/N) èëè
8 ñàéòàõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (Dp34). Ãèïåðïðîäóêöèÿ
ôóíêöèîíàëüíîãî pRb â ëèíèÿõ DB/X è Dp34 ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ çíà÷èòåëüíûì óñêîðåíèåì è óñèëåíèåì îáðàçîâà-
íèÿ æèðîâûõ êëåòîê, âûÿâëÿåìûõ êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì
êðàñíûì, ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé â ìàòåðèíñêèõ êëåòêàõ,
íî ðåçêî çàìåäëÿåòñÿ è îñëàáëÿåòñÿ â êëåòêàõ DS/N, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ íåôóíêöèîíàëüíûé pRb. Ïîëèìåðàçíàÿ
öåïíàÿ ðåàêöèÿ ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ) âû-
ÿâëÿåò â èíäóöèðîâàííûõ ê æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêå
êëåòêàõ DB/X, Dp34 èëè DS/N ñîîòâåòñòâåííî âûñîêèé è
íèçêèé óðîâíè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî
èíäóêòîðà æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêè — PPARg. Èíòå-
ðåñíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà èçìåíåíà ïîäîáíûì îá-
ðàçîì óæå â íå èíäóöèðîâàííûõ ê ÆÄ êëåòêàõ DB/X è
Dp34, à èõ ïðåäâàðèòåëüíàÿ ñèíõðîíèçàöèÿ â ñîñòîÿíèè
ïîêîÿ â åùå áîëüøåé ñòåïåíè óñèëèâàåò óðîâåíü èíäóöè-
ðîâàííîé ÆÄ. Ðîëü pRb â ìåõàíèçìå ÄÆÄ ìîæåò áûòü
èçó÷åíà â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ îñîáåííîñòåé ðåãó-
ëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà è âûáîðà êëåòî÷íîé ñóäüáû â
êëåòêàõ ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèé ïðè îöåíêå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ pRb ñîîòâåòñòâåííî ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà Polycomb
è ïåðåäàò÷èêàìè ñèãíàëîâ Wnt/b-êàòåíèí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00252).

ÐÎËÜ ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â ÔÎÐÌÈÐÎ-
ÂÀÍÈÈ È ÑÒÀÁÈËÈÇÀÖÈÈ ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÀÄ-
ÃÅÇÈÎÍÍÛÕ ÊÎÍÒÀÊÒÎÂ. © È. Þ. Æèòíÿê. Íàó÷íî-
èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò êàíöåðîãåíåçà Ðîññèéñêîãî
îíêîëîãè÷åñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà èì. Í. Í. Áëîõèíà
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ìåæêëåòî÷íûå àäãåçèîííûå êîíòàêòû (ÀÊ) ñïîñîá-
ñòâóþò ñòðóêòóðíîìó è ôóíêöèîíàëüíîìó îáúåäèíåíèþ

636 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì è Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê â òêàíåâûå ñòðóêòóðû. Çðåëûå
ÀÊ àññîöèèðîâàíû ñ àêòèíîâûìè ìèêðîôèëàìåíòàìè.
Õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèé ÀÊ ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì
ðàçëè÷àåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê. Â íîðìàëüíûõ
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, ñâÿçàí-
íûå ñ ÀÊ, íàïðàâëåíû âäîëü çîíû ìåæêëåòî÷íîãî êîí-
òàêòà è ôîðìèðóþò òàê íàçûâàåìûé ïåðèôåðè÷åñêèé ïó-
÷îê. Â ôèáðîáëàñòàõ ÀÊ îðãàíèçîâàíû â èíäèâèäóàëüíûå
êëàñòåðû, àññîöèèðîâàííûå ñ ïðÿìûìè àêòèíîâûìè ïó÷-
êàìè. Îáðàçîâàíèå è ïîääåðæàíèå ÀÊ ôèáðîáëàñòîâ çà-
âèñÿò îò ñîêðàòèìîñòè àêòèíà-ìèîçèíà. Òàêèì îáðàçîì,
õàðàêòåð âíóòðèêëåòî÷íîãî íàòÿæåíèÿ îïðåäåëÿåò ïðî-
ñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ ÀÊ. Êëþ÷åâàÿ ðîëü â ïðî-
öåññå óñòàíîâëåíèÿ ñâÿçè ìåæäó ÀÊ è àêòèíîì ïðèíàäëå-
æèò a-êàòåíèíó. Íåîïëàñòè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ìîæåò
ïðèâîäèòü ê êàðäèíàëüíûì èçìåíåíèÿì àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà. Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëå-
òîê ëèíèè IAR, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìóòàíòíûì îíêîãå-
íîì RAS è õèìè÷åñêèìè êàíöåðîãåíàìè, íàìè áûëè ïîëó-
÷åíû äàííûå, óêàçûâàþùèå íà âîçìîæíîñòü ðåàëèçàöèè
ïðè òðàíñôîðìàöèè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê äâóõ íàïðàâ-
ëåíèé èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè, ïðèâîäÿùèõ ê îäíîìó è
òîìó æå ðåçóëüòàòó, êðèòè÷åñêîìó äëÿ îïóõîëåâîé ïðî-
ãðåññèè, — âîçíèêíîâåíèþ ìèãðàöèîííîãî ôåíîòèïà ó
íåïîäâèæíûõ, ïëîòíî ñöåïëåííûõ ìåæäó ñîáîé ýïèòåëè-
àëüíûõ êëåòîê. Ïåðâûé òèï ìîðôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîð-
ìàöèè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êëàññè÷åñêèé ýïèòåëèàëü-
íî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä (ÝÌÏ), â õîäå êîòîðîãî ýïèòå-
ëèàëüíûå êëåòêè óòðà÷èâàþò ýêñïðåññèþ Å-êàäõåðèíà,
òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü ïëîòíûå êîíòàêòû,
ïðèîáðåòàþò ôèáðîáëàñòîïîäîáíûé ôåíîòèï è ìèãðàöè-
îííóþ àêòèâíîñòü. Òàêèå êëåòêè ïðè âûñîêîé ïëîòíîñòè
ïîïóëÿöèè ðàñòóò êàê ìíîãîñëîéíàÿ êóëüòóðà, ÷òî õàðàê-
òåðíî äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèé. Âòîðîé òèï ìîð-
ôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè, íàïðîòèâ, õàðàêòåðèçóåò-
ñÿ íåçíà÷èòåëüíûìè ôåíîòèïè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè, â
ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè ôîðìà ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
ìåíÿåòñÿ íåñóùåñòâåííî: êëåòêè ïðèîáðåòàþò ïîëèãî-
íàëüíóþ ôîðìó, ÀÊ òàêèõ êëåòîê ñîäåðæàò Å-êàäõåðèí,
êëåòêè ôîðìèðóþò ïëîòíûå êîíòàêòû è â ãóñòîé êóëüòó-
ðå ðàñòóò â âèäå ìîíîñëîÿ. Êðîìå ïðèîáðåòåíèÿ ëîêîìî-
òîðíîé àêòèâíîñòè îáà íàïðàâëåíèÿ òðàíñôîðìàöèè èìå-
þò äðóãèå îáùèå ìîðôîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû. Îäíèì èç
ãëàâíûõ èçìåíåíèé ÿâëÿåòñÿ ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, â ÷àñòíîñòè èñ÷åçíîâåíèå êðàåâîãî àêòèíî-
âîãî ïó÷êà — ñòðóêòóðû, òèïè÷íîé äëÿ íåòðàíñôîðìèðî-
âàííûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ìû îáíàðóæèëè íàðóøå-
íèå öåëîñòíîñòè, íåïðåðûâíîñòè òàíãåíöèàëüíûõ ýïèòå-
ëèàëüíûõ êîíòàêòîâ, èõ ïðåâðàùåíèå â èíäèâèäóàëüíûå

êëàñòåðû. ÀÊ òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëå-
òîê àññîöèèðîâàíû ñ êîðîòêèìè àêòèíîâûìè ïó÷êàìè
èëè ñãóùåíèÿìè F-àêòèíà. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî èñ÷åç-
íîâåíèå êðàåâîãî àêòèíîâîãî ïó÷êà â ðåçóëüòàòå òðàíñ-
ôîðìàöèè ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìîìåíòîì, êîòîðûé ñóùå-
ñòâåííûì îáðàçîì ìåíÿåò ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñò-
âèÿ, óãíåòàåò êîíòàêòíûé ïàðàëè÷, ïðèâîäèò ê
ðåîðãàíèçàöèè ÀÊ è ðàçðóøåíèþ ñòàáèëüíîé ìåæêëåòî÷-
íîé àäãåçèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 13-04-01423 è 12-04-31453).

ÂËÈßÍÈÅ ÌÍÎÃÎÑËÎÉÍÛÕ ÓÃËÅÐÎÄÍÛÕ ÍÀ-
ÍÎÒÐÓÁÎÊ (8—10 ÍÌ) ÍÀ ÐÀÍÍÅÅ ÐÀÇÂÈÒÈÅ ÌÎÐ-
ÑÊÎÃÎ ÅÆÀ SCAPHECHINUS MIRABILIS (AGASSIZ,
1863) ÏÐÈ ÊÐÀÒÊÎÂÐÅÌÅÍÍÎÌ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀ-
ÍÈÈ. © Å. Â. Æóðàâåëü,1, 4 Î. Í. Ëóêüÿíîâà,2 Î. Â. Ïîäãóð-
ñêàÿ,4 Â. Â. ×àéêà,1 Â. Ë. Êóçíåöîâ,3 Ê. Ñ. Ãîëîõâàñò1 (dro-
opy@mail.ru). 1 Äàëüíåâîñòî÷íûé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñè-
òåò, Âëàäèâîñòîê, 2 ÒÈÍÐÎ-öåíòð, Âëàäèâîñòîê,
3 Èíñòèòóò êàòàëèçà èì. Ã.Ê. Áîðåñêîâà ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñè-
áèðñê, è 4 Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ èì. À. Â. Æèðìóíñêî-
ãî ÄÂÎ ÐÀÍ, Âëàäèâîñòîê.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ó ìíîãîñëîéíûõ óãëåðîäíûõ
íàíîòðóáîê èç-çà èõ óíèêàëüíûõ ñâîéñòâ èìååòñÿ øèðî-
êàÿ îáëàñòü ïðèìåíåíèÿ: îò ñîçäàíèÿ ñâåðõïðî÷íûõ íè-
òåé, êîìïîçèòíûõ ìàòåðèàëîâ, íàíîâåñîâ, íàíîïèïåòîê,
íàíîïðîâîäîâ, òðàíçèñòîðîâ, êàïñóë äëÿ àêòèâíûõ ìîëå-
êóë, äëÿ õðàíåíèÿ ìåòàëëîâ è ãàçîâ äî äèñïëååâ, ñâåòîäè-
îäîâ è ïðèìåíåíèÿ â ìåäèöèíå. Ðàíî èëè ïîçäíî íàíîìà-
òåðèàëû ìîãóò ïîïàñòü â îêðóæàþùóþ ñðåäó, â òîì ÷èñëå
ìîðñêóþ âîäó. Öåëü äàííîé ðàáîòû — èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
ìíîãîñëîéíûõ óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê íà ðàííåå ðàçâè-
òèå ìîðñêîãî åæà Scaphechinus mirabilis (Agassiz, 1863)
ïðè êðàòêîâðåìåííîì êóëüòèâèðîâàíèè. Ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè íà ÌÁÑ «Âîñòîê» ÈÁÌ ÄÂÎ ÐÀÍ. Äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ òåñòèðóåìûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçîâàëè ìíîãî-
ñëîéíûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè (ÌÓÍÒ) ïðîèçâîäñòâà
Èíñòèòóòà êàòàëèçà èì. Ã. Ê. Áîðåñêîâà ÑÎ ÐÀÍ (Íîâî-
ñèáèðñê, Ðîññèÿ) ñ äèàìåòðîì 8—10 íì. Ïðåäâàðèòåëüíî
òåñòèðóåìûå ðàñòâîðû ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðà-
çâóêà ñ ïîìîùüþ óëüòðàçâóêîâîé áàíè «Ñåðüãà» (Ðîññèÿ)
â òå÷åíèå 5 ìèí. Òåñòèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó ýìá-
ðèîòåñòà (Êîáàÿñè è äð., 1994), ïðîñëåæèâàÿ ðàííåå ðàç-
âèòèå ýìáðèîíîâ è ëè÷èíîê â òå÷åíèå 2 ñóò. Ýêñïîçèöèè

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 637

Êîëè÷åñòâî (â %) íîðìàëüíî ðàçâèâàþùèõñÿ â ðàñòâîðàõ ÌÓÍÒ ýìáðèîíîâ è ëè÷èíîê (n = 8)

Êîíöåíòðàöèÿ
ÌÓÍÒ, ìã/ë

Ñòàäèè ðàçâèòèÿ

îáðàçîâàíèå
îáîëî÷êè

îïëîäîòâîðåíèÿ
áëàñòóëà ãàñòðóëà

ðàííèé
ïëóòåóñ

ñðåäíèé
ïëóòåóñ

Êîíòðîëü 95.71 � 2.87 93.50 � 1.05 96.75 � 1.83 98.00 � 1.79 93.37 � 2.62

0.1 90.80 � 12.75 95.00 � 3.66 98.00 � 1.77 94.25 � 5.28 91.13 � 8.76

1 87.75 � 11.37 95.62 � 3.27 96.33 � 2.50 94.50 � 1.93à 94.33 � 5.69

10 92.71 � 7.02 95.70 � 2.42à 96.75 � 2.31 94.87 � 1.73à 98.12 � 0.99à

100 83.83 � 5.67à 94.33 � 3.00 91.37 � 3.70à 93.55 � 5.37 84.83 � 16.68

à Îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíî ïðè P � 0.05.



â òåñòèðóåìûõ ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ ÌÓÍÒ (1 ÷), ïîä-
âåðãàëè êàê ÿéöåêëåòêè, òàê è ñïåðìàòîçîèäû. Äàëåå ðàç-
âèòèå ýìáðèîíîâ è ëè÷èíîê ïðîäîëæàëîñü â ïðèñóòñòâèè
òåñòèðóåìîãî âåùåñòâà â ñîñóäå. Òåìïåðàòóðó âî âðåìÿ
îïûòîâ ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå 17—17.5 °Ñ. Ñîëåíîñòü
âîäû ñîñòàâëÿëà 33.7 ‰, ðÍ — 8.18. Ðåçóëüòàòû èññëåäî-
âàíèÿ äëÿ óäîáñòâà ïðèâåäåíû íèæå â òàáëèöå.

Ðàçâèòèå òåñò-îáúåêòà ïðîèñõîäèëî ñõîäíî ñ êîíòðî-
ëåì, äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ âûÿâëåíî òîëüêî â
ðàñòâîðàõ ñ ñàìûìè áîëüøèìè êîíöåíòðàöèÿìè (ñì. òàá-
ëèöó). Òàêèì îáðàçîì, êðàòêîâðåìåííîå âîçäåéñòâèå
ÌÓÍÒ íå âûçûâàëî íàðóøåíèÿ ýìáðèîíàëüíîãî è ëè÷è-
íî÷íîãî ðàçâèòèÿ S. mirabilis. Ïîëó÷åííûå äàííûå âïîëíå
ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé (Ãó-
ñåâ è äð., 2012), ÷òî ïîçâîëÿåò îòíåñòè ìíîãîñëîéíûå óã-
ëåðîäíûå íàíîòðóáêè (8—10 íì) âî âñåõ èññëåäîâàííûõ
êîíöåíòðàöèÿõ ê 3-ìó êëàññó îïàñíîñòè àíàëîãè÷íî
îáû÷íîé ñàæå.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ãóñåâ À. À., Ôåäîðîâà È. À., Òêà÷åâ À. Ã., Ãîäûì÷óê À. Þ.,
Êóçíåöîâ Ä. Â., Ïîëÿêîâà È. À. 2012. Îñòðîå òîêñè÷åñêîå è öè-
òîãåíåòè÷åñêîå äåéñòâèå óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê íà ãèäðîáè-
îíòîâ è áàêòåðèè. Ðîññèéñêèå íàíîòåõíîëîãèè. 7 (9) : 71—77.

Êîáàÿñè Í., Íàéäåíêî Ò. Õ., Âàùåíêî Ì. À. 1994. Ñòàíäàð-
òèçàöèÿ áèîòåñòà ñ èñïîëüçîâàíèåì çàðîäûøåé ìîðñêîãî
åæà. Áèîë. ìîðÿ. 20 (6) : 457—464.

ÏÐÎÒÅÎÌÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÏÐÎÒÅÀ-
ÑÎÌ È ÀÑÑÎÖÈÈÐÎÂÀÍÍÛÕ Ñ ÍÈÌÈ ÁÅËÊÎÂ.
© Þ. ß. Çàéêîâà,1 Í. À. Áàðëåâ,1—3 À. Ñ. Öèìîõà.1 1 Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vat-julia@yan-
dex.ru 2 Óíèâåðñèòåò ã. Ëåñòåð, Âåëèêîáðèòàíèÿ, è
3 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé òåõíîëîãè÷åñêèé
èíñòèòóò (Òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò).

Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà äåãðàäàöèè áåëêà
îñóùåñòâëÿåò ïðîãðàììèðîâàííûé ïðîòåîëèç è ïðîöåñ-
ñèíã ðàçëè÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ âî
ìíîæåñòâå êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ: ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèï-
öèè, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, ïðîäâèæåíèå êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó, èììóííûé îòâåò, àïîïòîç. 26S ïðîòåàñîìà, ñîñòîÿ-
ùàÿ èç ïðîòåîëèòè÷åñêîé êîðîâîé ÷àñòèöû (20S ïðîòåà-
ñîìû) è îäíîãî èëè äâóõ 19S ðåãóëÿòîðîâ, ÿâëÿåòñÿ ïðî-
òåîëèòè÷åñêèì «ÿäðîì» ýòîé ñèñòåìû. Èçâåñòíî, ÷òî ïðî-
òåàñîìû êðîìå ôóíêöèè ðåãóëèðóåìîãî ïðîòåîëèçà òàêæå
îáëàäàþò ýíäîðèáîíóêëåàçíîé è ãåëèêàçíîé àêòèâíîñòÿ-
ìè. Êðîìå òîãî, ïðîòåàñîìû àññîöèèðîâàíû ñî ìíîæåñò-
âîì ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, à òàêæå ñ ìàëûìè íåêîäèðóþ-
ùèìè ÐÍÊ. Ñîãëàñíî íåäàâíèì èññëåäîâàíèÿì íàøåé ëà-
áîðàòîðèè, ñ PSMA3 (a7) ñóáúåäèíèöåé 20S ïðîòåàñîìû
in vitro ñâÿçûâàþòñÿ áåëêè, âîâëå÷åííûå â ðåãóëÿöèþ
òðàíñêðèïöèè, ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, áåëêè öèòîñêåëåòà, ÓÏÑ
è øàïåðîíû. Â ïîñëåäíåå ãîäû èññëåäîâàíèé ïðîòåàñîì â
ëèòåðàòóðå ïîÿâèëèñü äàííûå îá èõ ïðèñóòñòâèè âî âíå-
êëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòåàñîìíûå
áåëêè ïðèñóòñòâóþò â ñîñòàâå ýêçîñîì. Áèîëîãè÷åñêèå
ôóíêöèè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì äî ñèõ ïîð íåÿñíû, îä-
íàêî áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå ýêñïîðòèðóå-
ìûõ èç êëåòîê â ïëàçìó ïðîòåàñîì ïðè îïóõîëåâîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå ïðîâåäåí
iTRAQ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàçëè÷íûõ ïî-
ïóëÿöèé ïðîòåàñîì (âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûõ) è âûÿâëåíû

ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè ñóáúåäèíèö 26S ïðî-
òåàñîì. Îáíàðóæåíû íîâûå ñàéòû óáèêâèòèíèðîâàíèÿ è
àöåòèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö a2 (K196), a4
(K189 è K234), a6 (K217) è Rpn6 (A2). Îáíàðóæåíî, ÷òî â
ñîñòàâå âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ïðèñóòñòâóåò ñòàíäàðò-
íûé íàáîð èç ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîìû, à òàêæå ðåãó-
ëÿòîð PA200, êîòîðûé, êàê ïîëàãàëè ðàíåå, ëîêàëèçóåòñÿ
ëèøü â ÿäðå êëåòîê. Ïîëó÷åí ïåðâè÷íûé ñêðèíèíã áåë-
êîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ïðîòåàñîìàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî
ñ ïðîòåàñîìàìè àññîöèèðîâàíû áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â òà-
êèõ îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, êàê òðàíñêðèïöèÿ è
ðåïëèêàöèÿ, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, ñïëàéñèíã è ïðîöåññèíã
ÐÍÊ, òðàíñëÿöèÿ, ïåðåäà÷à ñèãíàëà è òðàíñïîðò. Êðîìå
òîãî, ñ ïðîòåàñîìàìè àññîöèèðîâàíû øàïåðîíû, áåëêè
öèòîñêåëåòà, ìåòàáîëèçìà è ÓÏÑ. Èäåíòèôèêàöèÿ â ÷èñ-
ëå áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè, øàïåðîíîâ
è áåëêîâ öèòîñêåëåòà íå ïðîòèâîðå÷èò ëèòåðàòóðíûì
äàííûì. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ìû ïîäòâåðäèëè
âçàèìîäåéñòâèå ïðîòåàñîì ñ äåâÿòüþ áåëêàìè, âûáðàí-
íûìè èç ïîëó÷åííîãî áåëêîâîãî ñêðèíèíãà ñëó÷àéíûì
îáðàçîì. Èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ê áåëêàì öèòîñêåëåòà Fila-
min-A, Myosin-9, Beta-actin, Tubulin alpha è Tropomyosin
alpha-3, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ñ ïðîòåàñîìàìè èç ñðåäû àñ-
ñîöèèðóþòñÿ áîëüøå òàêèå áåëêè, êàê Tubulin alpha è
Tropomyosin alpha-3, â òî âðåìÿ êàê â öèòîïëàçìå ñ ïðîòå-
àñîìàìè âçàèìîäåéñòâóþò Filamin-A è Myosin-9. Ìû îá-
ðàòèëè âíèìàíèå íà òîò ôàêò, ÷òî Tubulin alpha â öèòî-
ïëàçìå ïðåäñòàâëåí äâóìÿ èçîôîðìàìè, ÷òî ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî ïðîòåîëèçîì áåëêà ïðîòåàñîìàìè. Àíàëèç
âûÿâëåííûõ áåëêîâ, àññîöèèðóþùèõñÿ ñ ïðîòåàñîìàìè,
ÿâëÿåòñÿ îòïðàâíîé òî÷êîé â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ
áåëêîâ êîðåãóëÿòîðîâ ñåêðåöèè ïðîòåàñîì êëåòêàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 12-04-01397), ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðãà è â ðàìêàõ ðåàëèçàöèè ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷-
íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà
2009—2013 ãã. (¹ 8787).

ÑÒÅÏÅÍÜ ÑÏÈÐÀËÈÇÀÖÈÈ ÑÓÁÑÒÐÀÒÍÛÕ ÁÅË-
ÊÎÂ ÎÏÐÅÄÅËßÅÒ ÕÀÐÀÊÒÅÐ ÐÀÑÏËÀÑÒÛÂÀÍÈß
ÊËÅÒÎÊ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ
ÌÈÊÐÎÎÊÐÓÆÅÍÈß. © Â. Ï. Èâàíîâà,1 Ç. Â. Êîâàëåâà.2

1 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè
èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ ïîëíîöåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èõ ðàñïëàñòûâàíèå íà ñóáñòðà-
òå, ñâîéñòâàìè êîòîðîãî îïðåäåëÿþòñÿ îñîáåííîñòè ïðî-
òåêàíèÿ ýòîãî ïðîöåññà. Èññëåäîâàëè âëèÿíèå òðèïåïòè-
äà GER íà ïðîöåññû ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ íà
ñëåäóþùèõ ñóáñòðàòàõ: íåîáðàáîòàííûé êóëüòóðàëüíûé
ïëàñòèê, èììîáèëèçîâàííûå íà ïëàñòèêå æåëàòèí è ôèá-
ðîíåêòèí. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåïòèä óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî
ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê íà âñåõ èñïîëüçîâàííûõ ñóáñòðà-
òàõ. Ïðè ýòîì ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
ïåïòèä ïðîÿâëÿë ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà ôèáðî-
íåêòèíå è ìèíèìàëüíûé — íà æåëàòèíå. Èçâåñòíî, ÷òî
âñêîðå ïîñëå ïåðâîãî êîíòàêòà êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì â ìåñ-
òàõ ëîêàëèçàöèè ýòèõ êîíòàêòîâ ôîðìèðóþòñÿ ôîêàëüíûå
êîìïëåêñû, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò avb3-èíòåãðèíû,
ïàêñèëëèí, òàëèí, âèíêóëèí è äðóãèå êîìïîíåíòû. ×àñòü
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ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ ïîäâåðãàåòñÿ ðàçáîðêå â õîäå ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, à îñòàâøèåñÿ ôîêàëüíûå êîìïëåêñû
óêðóïíÿþòñÿ, âîâëåêàÿ â ñâîé ñîñòàâ äîïîëíèòåëüíûå
áåëêè (çèêñèí, òåíçèí è a5b1-èíòåãðèíû), è çàòåì ôîðìè-
ðóþò áîëåå çðåëûå ôîêàëüíûå êîíòàêòû. Âîçìîæíî, â
õîäå ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ íà ôèáðîíåêòèíå
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïåïòèäà áûñòðåå ïðîèñõîäèò ïåðåõîä
îò ëàáèëüíûõ ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ, â êîòîðûõ îáû÷íî
îòñóòñòâóþò a5b1-èíòåãðèíû, ê ðàííèì ôîêàëüíûì êîí-
òàêòàì ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì a5b1-èíòåãðèíîâ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ðàñïëàñòàííûìè íà æåëàòèíå êëåòêàìè, îáðàáî-
òàííûìè ïåïòèäîì. Àäãåçèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû, êàê
èçâåñòíî, ñåêðåòèðóþò ìîëåêóëû ôèáðîíåêòèíà, êîòîðûå
ïîñëå óêëàäêè â ôèáðèëëû àññîöèèðóþò ñ a5b1-èíòåãðè-
íàìè. Ñâÿçûâàíèå óêàçàííûõ èíòåãðèíîâ ñ ôèáðîíåêòè-
íîâûìè ôèáðèëëàìè, óêëàäêó êîòîðûõ ìîæåò óñêîðÿòü
èññëåäîâàííûé ïåïòèä, áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü íå òîëüêî
îáúåäèíåíèþ â ãðóïïû óæå ñóùåñòâóþùèõ ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ, íî è ôîðìèðîâàíèþ íîâûõ àäãåçèé. Ò. å. áîëü-
øåå êîëè÷åñòâî ôîêàëüíûõ àäãåçèé, îáðàçóåìûõ îáðàáî-
òàííûìè ïåïòèäîì êëåòêàìè â åäèíèöó âðåìåíè, ïðèâå-
äåò ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê íà ôèáðî-
íåêòèíå. Ïðè âûñåâå êëåòîê íà æåëàòèí ïåïòèä òàêæå
àêòèâèðóåò óêàçàííûå ïðîöåññû, íî ñ ìåíüøåé èíòåíñèâ-
íîñòüþ. Íå èñêëþ÷åíà òàêæå âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî â õîäå
ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ ïåï-
òèä ñïîñîáåí àêòèâèðîâàòü îáðàçîâàíèå ðàçëè÷àþùèõñÿ
ïî ñîñòàâó êëåòî÷íî-ñóáñòðàòíûõ àäãåçèîííûõ ñòðóêòóð.
Òàê, ïðè ðàñïëàñòûâàíèè íà æåëàòèíå êëåòêè, îáðàáîòàí-
íûå ïåïòèäîì, ôîðìèðóþò ñíà÷àëà ìàëûå ôîêàëüíûå
êîìïëåêñû, àêòèâíîé åäèíèöåé êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ
avb3-èíòåãðèíû, ñ ïîñëåäóþùåé òðàíñôîðìàöèåé ýòèõ
êîìïëåêñîâ â áîëåå çðåëûå ôîêàëüíûå êîíòàêòû. Ó êëåòîê,
ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå â òåõ æå óñëîâèÿõ, ìîãóò
ñðàçó ñîáèðàòüñÿ êðóïíûå ôîêàëüíûå êîíòàêòû, ñîçðåâà-
íèþ êîòîðûõ ñïîñîáñòâóåò âêëþ÷åíèå â èõ ñîñòàâ a5b1-èí-
òåãðèíîâ. Â ðåçóëüòàòå ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà ôèáðî-
íåêòèíå áóäåò ïðîèñõîäèòü áûñòðåå, ÷åì íà æåëàòèíå.

Ôîðìèðóþùèéñÿ îòâåò êëåòîê â õîäå ðàñïëàñòûâàíèÿ
çàâèñèò íå òîëüêî îò ïëîòíîñòè ìîëåêóë ÂÊÌ íà òâåðäîé
ïîâåðõíîñòè, íî è îò ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ñóá-
ñòðàòíûõ áåëêîâ. Ðàçëè÷íàÿ ñòåïåíü ñïèðàëèçàöèè ìîëå-
êóë æåëàòèíà (äåíàòóðèðîâàííûé áåëîê) è ôèáðîíåêòèíà
(íàòèâíûé áåëîê) ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âîçìîæíûõ ïðåäïî-
ñûëîê äëÿ îáðàçîâàíèÿ êà÷åñòâåííî è êîëè÷åñòâåííî ðàç-
ëè÷íûõ ìîäóëåé ñâÿçûâàíèÿ ñ êëåòêàìè, èíêóáèðîâàííû-
ìè ñ ïåïòèäîì GER.

×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÑÒÜ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈÍÈÉ Ê ÐÅÑ-
ÏÈÐÀÒÎÐÍÎ-ÑÈÍÖÈÒÈÀËÜÍÎÌÓ ÂÈÐÓÑÓ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ. © Å. È. Èñàåâà, Î. À. Ëîïàòèíà, Î. À. Ãðèíêåâè÷,
Å. Í. Ïðèò÷èíà, Ð. ß. Ïîä÷åðíÿåâà. Íàó÷íî-èññëåäîâà-
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Ðåïëèêàöèÿ ðåñïèðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíîãî âèðóñà
(ÐÑÂ) â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÷åëîâåêà èçó÷åíà ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ. Íà ïåðìèññèâíîñòü ê ÐÑÂ èññëåäîâàëè 7 îíêî-
ãåííûõ è 3 íîðìàëüíûå ïåðåâèâàåìûå êëåòî÷íûå ëèíèè
÷åëîâåêà. Ãåíåòè÷åñêîå èññëåäîâàíèå èíôèöèðîâàííûõ
ñóïåðíàòàíòîâ ïîêàçàëî ïðèñóòñòâèå ÐÍÊ ÐÑÂ â 5 êëå-
òî÷íûõ ëèíèÿõ — À549, Íåð-2, Chang Conjunctiva, HeLa
è HT29. Â êóëüòóðå Chang Conjunctiva ÐÍÊ ÐÑÂ âûÿâëÿ-

ëàñü ñ 3-õ ïî 6-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ, ïèê ðåïëèêàöèè âè-
ðóñà îïðåäåëÿëñÿ íà 4-å ñóò. Â êëåòî÷íîé ëèíèè Íåð-2
ðåïðîäóêöèÿ ÐÑÂ âûÿâëÿëàñü ñî 2-õ ïî 5-å ñóò ñ íàèáîëü-
øèì óðîâíåì âèðóñíîé íàãðóçêè íà 3-è ñóò. Â êëåòêàõ
êàðöèíîìû ëåãêîãî À549 ÐÍÊ îïðåäåëÿëàñü ñ 5-õ ïî
8-å ñóò, ïèê âèðóñíîé àêòèâíîñòè ïðèõîäèëñÿ íà 6-å ñóò.
Â êóëüòóðå êëåòîê ÍÒ29 ðåïðîäóêöèÿ âèðóñà ïðîèñõîäè-
ëà íàèáîëåå ìåäëåííî — ñ 6-õ ïî 12-å ñóò ïîñëå èíôèöè-
ðîâàíèÿ, äîñòèãàÿ ìàêñèìóìà ëèøü ê 8-ì ñóò. Èçó÷åíèå
âèðóñíîé àêòèâíîñòè ÐÑÂ â äâóêðàòíûõ ðàçâåäåíèÿõ íà-
äîñàäî÷íîé æèäêîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîêàçàëî, ÷òî
íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê èçó÷àåìîìó âèðóñó ÿâëÿþò-
ñÿ ëèíèè êëåòîê ýïèòåëèàëüíîé êàðöèíîìû Íåð-2, ìå-
íåå — ëèíèÿ êëåòîê Chang Conjunctiva, êëåòêè êàðöèíî-
ìû êèøå÷íèêà HT29 è ëåãêîãî À549. Èç 9 èññëåäîâàííûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé æèâîòíûõ ñïîñîáíûìè ïîääåðæèâàòü
ðåïðîäóêöèþ ÐÑÂ îêàçàëèñü 5 — ïî÷êè êîøêè CRFK,
ïî÷êè ýìáðèîíîâ ìàêàê-ðåçóñîâ LLC-MK2, ïî÷êè îáåçüÿ-
íû Vero, ïî÷êè ñâèíüè ÑÏÝÂ è ôèáðîáëàñòíûå êëåòêè
êîøêè ÑÑ-81. Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ìûøè L929, êóëüòóðà ìîç-
ãà õîðüêà Mpf è ïî÷åê ñîáàêè MDCK ê ÐÑÂ îêàçàëèñü íå-
÷óâñòâèòåëüíû.

Íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíîé ê ÐÑÂ îêàçàëàñü êóëüòóðà
ïî÷êè êîøêè CRFK, â ìåíüøåé ñòåïåíè ðåïðîäóêöèÿ âè-
ðóñà ïðîõîäèëà â êóëüòóðàõ êëåòîê ïî÷åê ýìáðèîíîâ ìà-
êàê-ðåçóñîâ LLC-MK2 è ïî÷åê îáåçüÿíû Vero, ñóùåñò-
âåííî ñëàáåå — â ëèíèÿõ ïî÷êè ñâèíüè ÑÏÝÂ. Â êëåòêàõ
ïî÷åê îáåçüÿíû Vero ÐÍÊ ÐÑÂ âûÿâëÿëàñü ñ 3-õ ïî
10-å ñóò, è ïèê ðåïðîäóêöèè îïðåäåëÿëñÿ ê 4-ì ñóò.
Â êóëüòóðå ïî÷åê ýìáðèîíîâ ìàêàê-ðåçóñîâ LLC-MK2 ðå-
ïðîäóêöèÿ ÐÑÂ âûÿâëÿëàñü ñî 2-õ ïî 9-å ñóò ñ íàèáîëåå
âûñîêèì óðîâíåì âèðóñíîé íàãðóçêè íà 3-è ñóò. Ïðè ýòîì
ëîãàðèôìè÷åñêèå ïîêàçàòåëè äâóêðàòíûõ ðàçâåäåíèé ñó-
ïåðíàòàíòîâ êëåòî÷íîé ëèíèè LLC-MK2 ïðåâûøàëè òà-
êîâûå â êóëüòóðàõ êëåòîê ïî÷åê îáåçüÿíû Vero è ïî÷åê
ñâèíüè ÑÏÝÂ. Íàèáîëåå àêòèâíî ÐÑÂ íàêàïëèâàëñÿ â
êëåòî÷íîé ëèíèè ïî÷åê êîøêè CRFK. Äåòåêöèÿ ÐÍÊ âè-
ðóñà ïîêàçàëà, ÷òî ðåïëèêàöèÿ ÐÑÂ â ýòîé êóëüòóðå íà÷è-
íàåòñÿ çíà÷èòåëüíî ðàíüøå, ÷åì â äðóãèõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, — ñî 2-õ ñóò ïîñëå èíôèöèðî-
âàíèÿ. Ïèê âèðóñíîé àêòèâíîñòè â íàäîñàäî÷íîé
æèäêîñòè êóëüòóðû ïî÷åê êîøêè áûë âûøå (�3.0 lg) è
îïðåäåëÿëñÿ ðàíüøå ïî ñðîêàì — íà 2—3-è ñóò, ÷åì â
äðóãèõ êóëüòóðàõ êëåòîê æèâîòíûõ. Íàèáîëåå ÷óâñòâè-
òåëüíîé ê ÐÑÂ èç êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ
Íåð-2 (4.0 lg), èç ëèíèé æèâîòíûõ — ïî÷êè êîøåê CRFK
(�3.0 lg). Ðàííèå ñðîêè íà÷àëà ðåïëèêàöèè ÐÑÂ è âûñî-
êàÿ âèðóñíàÿ íàãðóçêà â ýòèõ êóëüòóðàõ êëåòîê äàþò âîç-
ìîæíîñòü èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè âèðóñà, ïà-
òîãåíåçà âûçûâàåìîé èì èíôåêöèè è ïðîâåäåíèÿ ñêðè-
íèíãà ïðîòèâîâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ in vitro.

ÀÊÒÈÂÀÖÈß ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÊÀÍÍÈÁÀËÈÇÌÀ ÏÐÈ
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© Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà, Ã. Å. Îíèùåíêî. Áèîëîãè÷å-
ñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåð-
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Îïóõîëåâûå êëåòêè ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
ñïîñîáíû ê êëåòî÷íîìó êàííèáàëèçìó (ÊÊ): îíè ìîãóò
ïîãëîùàòü òàêèå æå êëåòêè. Âíåäðåíèå îäíîé êëåòêè â
äðóãóþ è äàëüíåéøàÿ ëèçîñîìîîïîñðåäîâàííàÿ äåãðàäà-
öèÿ ñâÿçàíû ñ ðàáîòîé öèòîñêåëåòà. Ïðè ïîëíîé äåïîëè-
ìåðèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è(èëè) ìèêðîòðóáî÷åê

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 639



ÊÊ áëîêèðóåòñÿ. Îäíàêî ìåõàíèçìû ýòîãî ïðîöåññà è
ðîëü ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â îñóùåñòâëåíèè ÊÊ âî
ìíîãîì íåÿñíû. Ðàáîòà ïðîâîäèëàñü íà êëåòêàõ êàðöèíî-
ìû ìîëî÷íîé æåëåçû (MCF7). Â íîðìå êëåòêè-êàííèáàëû
ñîñòàâëÿþò îêîëî 1 %. ×àñòè÷íàÿ ðàçáîðêà ìèêðîòðóáî-
÷åê ñ ïîìîùüþ âèíêðèñòèíà (50 íÌ), âûçûâàþùàÿ ãè-
áåëü 50 % êëåòîê ÷åðåç 72 ÷, íå ïðåïÿòñòâóåò ÊÊ. Íàîáî-
ðîò, íàáëþäàåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ÊÊ. Äîëÿ êëåòîê-êàííèáà-
ëîâ óâåëè÷èâàåòñÿ â 5 ðàç (äî 5 %) ÷åðåç 24 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ, çàòåì ñíèæàåòñÿ äî 3 % ÷åðåç 48 ÷. Ïðè
ýòîì êàê êëåòêè-êàííèáàëû, òàê è ïîãëîùåííûå êëåòêè
ñïîñîáíû âñòóïàòü â Ê-ìèòîç. Ïîãëîùåííûå êëåòêè ñî-
õðàíÿþò ýòó ñïîñîáíîñòü äîëüøå, ÷åì êëåòêè-êàííèáàëû.
Êàê êëåòêè-êàííèáàëû, òàê è ïîãëîùåííûå êëåòêè ìîãóò
çàêàí÷èâàòü Ê-ìèòîç è ïðåâðàùàòüñÿ â êëåòêè ñ ìèêðîÿä-
ðàìè. Â öåëîì êëåòêè-êàííèáàëû ÷àùå ÿâëÿþòñÿ ìèê-
ðîÿäåðíûìè, ÷åì ïîãëîùåííûå êëåòêè. Ïîãëîùåííàÿ
êëåòêà íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ÊÊ îáðàçóåò àäãåçèâíûå êîí-
òàêòû ñ êëåòêîé-êàííèáàëîì. Êàê ïðàâèëî, â ïîãëî-
ùàåìîé êëåòêå îòñóòñòâóþò ìèêðîòðóáî÷êè, â öèòîïëàç-
ìå êëåòêè-êàííèáàëà ïðèñóòñòâóþò îòäåëüíûå êîðîòêèå
ìèêðîòðóáî÷êè. Îêðàøèâàíèå ëèçîñîìíîãî êîìïàðòìåí-
òà ïîêàçàëî, ÷òî ÷àñòè÷íàÿ ðàçáîðêà ìèêðîòðóáî÷åê
íå ïðåïÿòñòâóåò ïðîöåññàì ïåðåâàðèâàíèÿ. Â êóëüòóðå
âñòðå÷àþòñÿ ïîëèïëîèäíûå êëåòêè-êàííèáàëû, ñîäåðæà-
ùèå íåñêîëüêî ïîãëîùåííûõ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ ïåðåâàðèâàíèÿ. Ãèáåëü êëåòîê êóëüòóðû
MCF7 ïðè âîçäåéñòâèè âèíêðèñòèíà îïîñðåäóåòñÿ àêòè-
âàöèåé áåëêà ð53 â êëåòêàõ, èìåþùèõ íàðóøåíèÿ ÄÍÊ
(â òîì ÷èñëå â êëåòêàõ ñ ìèêðîÿäðàìè). Àêòèâàöèÿ áåëêà
ð53 â êëåòêàõ-êàííèáàëàõ ðàâíîâåðîÿòíà äëÿ îäíîÿäåð-
íûõ è ìèêðîÿäåðíûõ êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê â ïîïóëÿöèè
ïðåîáëàäàþò ð53-ïîçèòèâíûå êëåòêè ñ ìèêðîÿäðàìè. Àê-
òèâàöèÿ áåëêà ð53 ìîæåò ïðèâîäèòü êàê ê ãèáåëè êëåòêè,
òàê è ê çàäåðæêå ïðîäâèæåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó. Â
ïîãëîùåííîé êëåòêè àêòèâàöèè ð53 íå íàáëþäàåòñÿ. Òà-
êèì îáðàçîì, ÷àñòè÷íàÿ ðàçáîðêà ìèêðîòðóáî÷åê ñòèìó-
ëèðóåò ïðîöåññû ÊÊ. È êëåòêà-êàííèáàë, è ïîãëîùåííàÿ
êëåòêà ñïîñîáíû âñòóïàòü â Ê-ìèòîç. Êëåòêè ñ ìèêðîÿä-
ðàìè è ïîëèïëîèäíûå êëåòêè áîëåå àêòèâíî ïîãëîùàþò
âíåäðÿþùèåñÿ êëåòêè. Áëîêèðîâàíèå ïðîäâèæåíèÿ ïî
êëåòî÷íîìó öèêëó êëåòîê-êàííèáàëîâ (è èõ âîçìîæíàÿ
ãèáåëü) ïðè âîçäåéñòâèè âèíêðèñòèíà ñâÿçàíî ñ àêòèâà-
öèåé áåëêà ð53, ãèáåëü ïîãëîùåííûõ êëåòîê ïðîèñõîäèò
ñ ïîìîùüþ ëèçîñîìîîïîñðåäîâàííîé äåãðàäàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01518-à).
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Ïðîáëåìà ïîñòíàòàëüíîãî íåéðîãåíåçà — êëþ÷åâàÿ
ïðîáëåìà ôóíäàìåíòàëüíîé íåéðîáèîëîãèè è âîññòàíî-
âèòåëüíîé íåâðîëîãèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå èí-
òåíñèâíî èçó÷àåòñÿ ïîñòíàòàëüíûé íåéðîãåíåç â ñóáâåíò-
ðèêóëÿðíîé ïðîëèôåðàòèâíîé çîíå (ÑÂÇ), êîòîðàÿ ðàñïî-
ëàãàåòñÿ â îáëàñòè ëàòåðàëüíûõ ñòåíîê áîêîâûõ

æåëóäî÷êîâ êîíå÷íîãî ìîçãà. Ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ
ÑÂÇ óíèêàëüíà äëÿ ãîëîâíîãî ìîçãà, ïîñêîëüêó îíà ñî-
õðàíÿåò îòäåëüíûå ÷åðòû ýìáðèîíàëüíûõ ïðîëèôåðàòèâ-
íûõ çîí — âåíòðèêóëÿðíîé è ñóáâåíòðèêóëÿðíîé. Îíà
ÿâëÿåòñÿ íåéðîãåííîé íèøåé ñ îñîáûì ìèêðîîêðóæåíè-
åì, êîòîðîå ñïîñîáñòâóåò äëèòåëüíîé ïåðñèñòåíöèè ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê, èõ ïðîëèôåðàöèè è íàïðàâëåííîé ìèãðà-
öèè äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ íåðâíûõ è ãëèàëüíûõ êëåòîê.
Êëåòî÷íûé ñîñòàâ ÑÂÇ çà ïîñëåäíèå ãîäû íåîäíîêðàòíî
óòî÷íÿëñÿ â ñâÿçè ñ èñïîëüçîâàíèåì íîâûõ äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íûõ ìàðêåðîâ è íîâûõ ìåòîäîâ ôëóîðåñöåíòíîé âè-
çóàëèçàöèè îáúåêòîâ, à òàêæå ñ ïîëó÷åíèåì ðåçóëüòàòîâ
êóëüòèâèðîâàíèÿ âûäåëåííûõ èç ÑÂÇ ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê. Èç ïðèìåíÿåìûõ äëÿ ñåëåêòèâíîãî âûÿâëåíèÿ
êëåòîê ÑÂÇ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ìàðêåðîâ íàèáîëåå èí-
ôîðìàòèâíûìè îêàçàëèñü áåëêè, àññîöèèðîâàííûå ñ öè-
òîñêåëåòîì. Ýòè áåëêè õîðîøî ñîõðàíÿþòñÿ ïðè èñïîëü-
çîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñïîñîáîâ ôèêñàöèè ìàòåðèàëà è ïî-
çâîëÿþò ÷åòêî âûÿâëÿòü êëåòêè, èìåþùèå ñëîæíóþ
ôîðìó. Îäíèì èç òàêèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ íåñòèí — ìàðêåð
íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÑÂÇ. Äðóãîé ìàðêåð ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê — Musashi-1 (Msi-1) — íå îòíîñèòñÿ ê áåë-
êàì öèòîñêåëåòà è ýêñïðåññèðóåòñÿ â áîëüøåì ÷èñëå òè-
ïîâ êëåòîê, ÷åì íåñòèí. Ïîñëå èøåìè÷åñêîãî âîçäåéñò-
âèÿ, îñîáåííî â ñëó÷àå ðàçâèòèÿ èíôàðêòà ìîçãà,
ýêñïðåññèÿ Msi-1 â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ìîçãà èçìåíÿåòñÿ.
Âèìåíòèí ÿâëÿåòñÿ õîðîøèì ìàðêåðîì ýïåíäèìû èíòàêò-
íîãî ìîçãà. Îí òàêæå ó÷àñòâóåò â ïîñòðîåíèè ãåòåðîäè-
ìåðîâ ñ íåñòèíîì ïðè ôîðìèðîâàíèè ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è àêòèâèðî-
âàííûõ àñòðîöèòîâ. Äàáëêîðòèí — ìàðêåð íåéðîáëàñòîâ
è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ íåéðîíîâ. Îí ïðèíèìàåò íåïî-
ñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è
ïðîöåññå òðàíñëîêàöèè ÿäðà (îäíîãî èç êëþ÷åâûõ ïðî-
öåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ ïðè ìèãðàöèè íåéðîáëàñòà).
Iba-1/AIF1 — áåëîê, îáíàðóæèâàåìûé ïðåèìóùåñòâåííî
â ìèêðîãëèîöèòàõ, — õîòÿ è íå ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì íåéðî-
ãåííûõ êëåòîê, ïîçâîëÿåò ñ âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòüþ
îïðåäåëÿòü ìèêðîãëèàëüíûå êëåòêè â ñîñòàâå ÑÂÇ. Ìèê-
ðîãëèîöèòû â ÑÂÇ ñïîñîáíû ïðîëèôåðèðîâàòü, îäíàêî
îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêîâà äàëüíåéøàÿ ñóäüáà îáðàçî-
âàâøèõñÿ äî÷åðíèõ êëåòîê. Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâà-
íèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè ñòàðåíèè íåéðîãåíåç â ÑÂÇ çà-
ìåäëÿåòñÿ, íî ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò ïîäàâëåíèÿ ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Ðåãèñòðàöèÿ ïîãèáàþùèõ
êëåòîê ïîêàçûâàåò, ÷òî àïîïòîçíûå òåëüöà ó ñòàðûõ æè-
âîòíûõ ÷àùå âñåãî àññîöèèðóþòñÿ ñ ãðóïïàìè ìèãðèðóþ-
ùèõ íåéðîáëàñòîâ. Ïðè ýòîì ðåàêöèÿ íà àñòðîöèòàðíûé
áåëîê ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ (GFAP) â ÑÂÇ óñèëå-
íà. Òàêèì îáðàçîì, â ñíèæåíèè âîññòàíîâèòåëüíîãî ïî-
òåíöèàëà íåéðîãåííûõ çîí ãîëîâíîãî ìîçãà ïðè ñòàðåíèè
îïðåäåëåííóþ ðîëü èãðàþò óñèëåíèå àïîïòîçà êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ íåéðî-
íîâ, à òàêæå ëîêàëüíûé ãëèîç, íàðóøàþùèé ñòðóêòóðíóþ
îðãàíèçàöèþ íåéðîãåííîé íèøè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04—1693à).

ÂÎÂËÅ×ÅÍÈÅ Ras/Raf/MEK/ERK-ÊÈÍÀÇÍÎÃÎ ÊÀÑ-
ÊÀÄÀ Â ÐÅÃÓËßÖÈÞ HDAC-ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ
ÑÒÀÐÅÍÈß. © Å. Þ. Êî÷åòêîâà, Ñ. Ã. Çóáîâà, Ò. Â. Áû-
êîâà, Ò. Â. Ïîñïåëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
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Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, lena.linnaea@gmail.com

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè ðîëü Ras/Raf/MEK/ERK-êèíàç-
íîãî êàñêàäà â ðåãóëÿöèè ñòàðåíèÿ, èíäóöèðîâàííîãî èí-
ãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDACI) áóòèðàòîì
íàòðèÿ (NaBut). Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè
E1A+cHa-Ras. Âîâëå÷åíèå ERK-êàñêàäà â àêòèâàöèþ
NaBut-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ
èíãèáèòîðà ýòîãî êàñêàäà PD0325901 (PD). Ðåàëèçàöèþ
ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ îöåíèâàëè ïî áëîêó êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, ãèïåðòðîôèè, ìîðôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì è ïîÿâ-
ëåíèþ àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçíîé
àêòèâíîñòè (SA-b-Gal). Èíãèáèòîð PD, ïîäàâëÿÿ àêòèâ-
íîñòü êèíàçû MEK, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà
ôîñôî-ôîðì ERK1,2 â òå÷åíèå ïåðâûõ 30 ìèí äåéñòâèÿ,
îäíàêî ê 5-ì ñóò äåéñòâèÿ PD ôîñôîðèëèðîâàíèå ERK1,2
÷àñòè÷íî âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Ìåòîäîì öèòîôëóîðèìåò-
ðèè ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå MEK-ERK-êàñêàäà PD
â òå÷åíèå 5 ñóò âûçûâàåò ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè
çà ñ÷åò áëîêà G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà è ñíèæåíèÿ äîëè
êëåòîê â S-ôàçå. Äåéñòâèå PD ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì, òîãäà êàê ñîâìåñòíîå äåéñòâèå PD+NaBut ïîëíî-
ñòüþ ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ. Ó êëåòîê, êóëüòèâèðîâàí-
íûõ ñ PD è ñ NaBut+PD, óæå â 1-å ñóò íàáëþäàþòñÿ
õàðàêòåðíûå äëÿ ñòàðåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ,
êîòîðûå óñèëèâàþòñÿ ê 5-ì ñóò äåéñòâèÿ àãåíòîâ, è â ýòî
æå âðåìÿ âûÿâëÿåòñÿ SA-b-Gal-àêòèâíîñòü. ERK-êàñêàä
ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè êîìïëåêñà mTORC1 — îñíîâíîãî
ðåãóëÿòîðà ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ — çà ñ÷åò èíãèáèðóþùå-
ãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà mTORC1
êîìïëåêñà TSC1,2. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ERK-êàñêàäà â
ðåãóëÿöèè êîìïëåêñà mTORC1 â ïðîöåññå HDAC-èíäó-
öèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð PD. Àê-
òèâíîñòü mTORC1 îöåíèâàëè ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè è Âåñòåðí-áëîòèíãà ïî ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ îñíîâíûõ ìèøåíåé mTORC1 — ðèáîñîìíîãî áåëêà
S6 è èíãèáèòîðà èíèöèàöèè ýëîíãàöèè 4E-BP1. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè PD è ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
NaBut+PD â òå÷åíèå 5 ñóò íàáëþäàåòñÿ àêòèâàöèÿ
mTORC1-êàñêàäà, ñîãëàñíî äàííûì ïî íàêîïëåíèþ ôîñ-
ôîôîðì áåëêîâ S6 è 4Å-BP1. Ñëåäîâàòåëüíî, îòìåíà ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ êîìïëåêñà TSC1,2 êèíàçàìè ERK1,2 íå
ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ àêòèâíîñòè mTORC1, à ñêîðåå
ê åãî äîïîëíèòåëüíîé àêòèâàöèè, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëàãàòü âîçìîæíîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ èíîãî ñïîñîáà ðåãó-
ëÿöèè mTORC1, íå ñâÿçàííîãî ñ ôîñôîðèëèðîâàíèåì
ÒSC1,2. Îäíîé èç õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ íåîáðàòèìîñòü áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïîêàçàíî,
÷òî ñòàðåíèå, èíäóöèðîâàííîå NaBut, îáðàòèìî ïðè îò-
ìûâêå ÷åðåç 3 ñóò åãî äåéñòâèÿ, íî ÷åðåç 5 ñóò ñòàíîâèòñÿ
íåîáðàòèìûì. Äëÿ ïðîâåðêè îáðàòèìîñòè äåéñòâèÿ PD
êëåòêè îòìûâàëèñü îò èíãèáèòîðà ÷åðåç 3 è 5 ñóò åãî äåé-
ñòâèÿ. Îáíàðóæåíî, ÷òî äåéñòâèå PD îáðàòèìî êàê ÷åðåç
3, òàê è ÷åðåç 5 ñóò, òàê êàê ïîñëå óäàëåíèÿ èíãèáèòîðà
èñ÷åçàåò ãèïåðòðîôèÿ è âîññòàíàâëèâàåòñÿ ïðîëèôåðà-
öèÿ, ïðè ýòîì ìíîãèå ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè îñòàþò-
ñÿ SA-b-Gal-ïîçèòèâíûìè. Âîçìîæíî, SA-b-Gal-àêòèâ-
íîñòü â äàííîì ñëó÷àå ìîæåò áûòü ïîêàçàòåëåì âûñîêîé
ëèçîñîìíîé àêòèâíîñòè, ñâÿçàííîé ñ àóòîôàãè÷åñêèìè
ïðîöåññàìè. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè PD+NaBut âîññòà-
íîâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè íå ïðîèñõîäèò óæå ÷åðåç 3 ñóò
äåéñòâèÿ àãåíòîâ, ïðè÷åì êëåòêè ñîõðàíÿþò ôåíîòèïè÷å-

ñêèå ÷åðòû ñòàðåíèÿ, âêëþ÷àÿ SA-b-Gal-àêòèâíîñòü. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ, âûçâàííàÿ äåéñòâèåì
NaBut, áîëåå ýôôåêòèâíî ðåàëèçóåòñÿ â ïðèñóòñòâèè èí-
ãèáèòîðà MEK/ERÊ-êàñêàäà PD. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî
ñ àääèòèâíûì ýôôåêòîì èíãèáèòîðîâ íà êîìïëåêñ
mTORC1, ïðèâîäÿùèì ê áîëåå áûñòðîìó è íåîáðàòèìî-
ìó ïîäàâëåíèþ êëåòî÷íîãî öèêëà è àêòèâàöèè ïðîöåññà
ñòàðåíèÿ â èññëåäîâàííûõ òðàíñôîðìàíòàõ.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÑÎÐÁÖÈÎÍ-
ÍÎÉ ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÈ ÁÈÎÌÀÒÅÐÈÀËÎÂ, ÏÐÅÄÍÀÇ-
ÍÀ×ÅÍÍÛÕ ÄËß ÇÀÌÅÙÅÍÈß ÊÎÑÒÍÛÕ ÄÅÔÅÊ-
ÒÎÂ. © Å. À. Êóâøèíîâà, Â. À. Êèðñàíîâà, È. Ê. Ñâèðèäî-
âà, Ñ. À. Àõìåäîâà, ß. Ä. Øàíñêèé, Í. Ñ. Ñåðãååâà.
Ìîñêîâñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé îíêîëîãè÷åñêèé
èíñòèòóò èì. Ï. À. Ãåðöåíà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíå-
íèÿ ÐÔ.

Îñòåîïëàñòè÷åñêèå ñâîéñòâà áèîìàòåðèàëîâ, èñïîëü-
çóåìûõ äëÿ çàìåùåíèÿ êîñòíûõ äåôåêòîâ, â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü çàâèñÿò îò èõ ñïîñîáíîñòè êîíñîëèäèðîâàòüñÿ ñ
îêðóæàþùèìè òêàíÿìè. Êîíñîëèäàöèÿ îáåñïå÷èâàåòñÿ
âîçìîæíîñòüþ çàñåëåíèÿ èõ æèâûìè êëåòêàìè, ñïîñîá-
íîñòüþ ïîääåðæèâàòü ïðîëèôåðàöèþ è(èëè) äèôôåðåí-
öèðîâêó êëåòîê, ò. å. èõ ïîâåäåíèåì, àäåêâàòíûì ìèêðî-
îêðóæåíèþ. Èçâåñòíî, ÷òî «õîðîøèé» ìàòåðèàë äîëæåí
îáëàäàòü ðàçâèòûì ìèêðîðåëüåôîì ïîâåðõíîñòè è ñêâîç-
íîé ïîðèñòîñòüþ, îáåñïå÷èâàþùåé ïðîðàñòàíèå ñîñóäîâ,
íåðâíûõ îêîí÷àíèé è ïðîíèêíîâåíèå ïèòàòåëüíûõ âå-
ùåñòâ è ãàçîâ. Êðîìå òîãî, ïîâåðõíîñòü èìïëàíòàòà äîë-
æíà îáëàäàòü ñïîñîáíîñòüþ àäñîðáèðîâàòü èç òêàíå-
âîé æèäêîñòè áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå ìîëåêóëû, ÷òî
îïðåäåëÿåò åå ìàòðèêñíûå (äëÿ êëåòîê) ñâîéñòâà. Â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ ðàçðàáàòûâàþòñÿ ðàçëè÷íûå ìåòîäû ìîäè-
ôèêàöèè ïîâåðõíîñòè îñòåîïëàñòè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ, îä-
íèì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ñîðáöèÿ íà íåé ðàçëè÷íûõ áåë-
êîâ è ïåïòèäîâ, èìèòèðóþùèõ ìåæêëåòî÷íûé ìàòðèêñ
íîðìàëüíîé òêàíè. Â ÷àñòíîñòè, ñîðáöèÿ íà áèîìàòåðèà-
ëàõ ôàêòîðîâ ðîñòà (ÔÐ) äîëæíà îêàçûâàòü ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà ïîñëåäóþùóþ àäãåçèþ êëåòîê è ôîðìè-
ðîâàíèå òêàíåâûõ ñòðóêòóð íà ïîâåðõíîñòè è â ïîðîâûõ
ïðîñòðàíñòâàõ èìïëàíòàòà, ñïîñîáñòâóÿ åãî áèîðåçîðá-
öèè.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ñîðáöèè
áåëêà íà ïîâåðõíîñòè îñòåîïëàñòè÷åñêèõ áèîìàòåðèàëîâ
íàòóðàëüíîãî è ñèíòåòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Èññëåäîâàëè ñîðáöèîííóþ ñïîñîáíîñòü ãðàíóëèðî-
âàííîé ïîðèñòîé êåðàìèêè — ãèäðîêñèàïàòèòà (ÃÀ), êàð-
áîíàòãèäðîêñèàïàòèòà (ÊÃÀ), îêòîêàëüöèéôîñôàòà
(ÎÊÔ) — è ñêåëåòà íàòóðàëüíûõ êîðàëëîâ (ÍÊ) ñåì. Ac-
ropora. Àäãåçèîííóþ ñïîñîáíîñòü ìàòåðèàëîâ èññëåäîâà-
ëè â îòíîøåíèè ðàñòâîðîâ áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (ÁÑÀ) è ëèçàòà òðîìáîöèòîâ (ËÒ) ÷åëîâåêà. ËÒ ïî-
ëó÷àëè ïî îðèãèíàëüíîé ìåòîäèêå èç òðîìáîöèòàðíîé
ìàññû 12 äîíîðîâ. Êîëè÷åñòâî àäñîðáèðîâàííîãî áåëêà
îöåíèâàëè ïî ðàçíèöå åãî êîíöåíòðàöèé â ðàñòâîðàõ, äî è
ïîñëå âûäåðæèâàíèÿ â íåì ìàòåðèàëà (24 ÷, 22 °Ñ). Öèòî-
ñîâìåñòèìîñòü è ìàòðèêñíûå (äëÿ êëåòîê) ñâîéñòâà ïî-
âåðõíîñòè ìàòåðèàëîâ èññëåäîâàëè íà êóëüòóðå èììîðòà-
ëèçîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (Ô×) ñ ïîìîùüþ
ÌÒÒ-òåñòà.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî âñå èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå ìàòå-
ðèàëû îáëàäàþò öèòîñîâìåñòèìîñòüþ, âûðàæåííûìè
ìàòðèêñíûìè äëÿ êëåòîê ñâîéñòâàìè ïîâåðõíîñòè è ïîä-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 641



äåðæèâàþò èõ àêòèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ. Îòðàáîòàíà ìå-
òîäèêà ñîðáöèè ÁÑÀ è áåëêîâ ËÒ ÷åëîâåêà íà ïîâåðõ-
íîñòü áèîìàòåðèàëîâ. Óñòàíîâëåíà çàâèñèìîñòü êîëè÷å-
ñòâà àäñîðáèðîâàííîãî íà ïîâåðõíîñòè ìàòåðèàëà áåëêà
îò åãî èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè, ÷òî ïîçâîëÿåò îöåíèòü
«ñîðáöèîííóþ åìêîñòü» êàæäîãî ìàòåðèàëà. Ïîêàçàíî,
÷òî íàèáîëüøåé ñîðáöèîííîé ñïîñîáíîñòüþ îáëàäà-
åò ÎÊÔ (53.7—97.1 %), à íàèìåíüøåé — ÃÀ è ÍÊ
(17.7—30.5 è 13.2—25.5 % ñîîòâåòñòâåííî). Ìû ïîëàãà-
åì, ÷òî âûñîêàÿ ñîðáöèîííàÿ ñïîñîáíîñòü ÎÊÔ îáúÿñíÿ-
åòñÿ ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷íûì ñòðîåíèåì ýòîãî ìàòå-
ðèàëà îò äðóãèõ âèäîâ ïîðèñòîé êåðàìèêè è ÍÊ íà íàíî-
óðîâíå.

Âûñîêàÿ ñîðáöèîííàÿ ñïîñîáíîñòü ÎÊÔ îòêðûâàåò
íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ åãî â êà÷åñòâå
ñðåäñòâà äîñòàâêè ôàêòîðîâ ðîñòà, à òàêæå ëåêàðñòâåí-
íûõ ïðåïàðàòîâ, âîñòðåáîâàííûõ ïðè çàìåùåíèè êîñò-
íûõ äåôåêòîâ áèîìàòåðèàëàìè.

ÀÏÎÏÒÎÇ ÊËÅÒÎÊ ÃÐÀÍÓËÅÇÛ Â ÎÂÀÐÈÀËÜÍÛÕ
ÔÎËËÈÊÓËÀÕ ÊÀÊ ÈÍÄÈÊÀÒÎÐ ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜ-
ÍÎÃÎ ÑÒÀÒÓÑÀ ÎÎÖÈÒÀ ÊÎÐÎÂ. © Ò. È. Êóçüìèíà,1

Õ. Òîðíåð,2 Õ. Àëüì.2 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêî-
õîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—
Ïóøêèí, prof. kouzmina@mail.ru è 2 Èíñòèòóò áèîëîãèè
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, Äóììåðñòîðô, Ãåð-
ìàíèÿ.

Ñîçðåâàíèå îîöèòà in vivo — ðåçóëüòàò ñëîæíûõ
ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé ãàìåòû è ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòîê îâàðèàëüíîãî ôîëëèêóëà, â ïåðâóþ î÷åðåäü êëå-
òîê ãðàíóëåçû è êóìóëþñà. Ïîïóëÿöèÿ äîíîðñêèõ îîöè-
òîâ, âûäåëÿåìûõ èç ÿè÷íèêîâ êîðîâ ñ öåëüþ èõ äîçðå-
âàíèÿ in vitro äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íûõ ðåïðî-
äóêòèâíûõ òåõíîëîãèÿõ, ãåòåðîãåííà. Ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ
ðàííåãî ïðîãíîçèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà
îîöèòîâ ïîçâîëèò èíòåíñèôèöèðîâàòü îäèí èç âàæíåé-
øèõ ýòàïîâ òåõíîëîãèè ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî ñîçðåâàíèÿ
îîöèòîâ — îòáîð îîöèòîâ, êîìïåòåíòíûõ ê äàëüíåéøåìó
ðàçâèòèþ in vitro. Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ñòàòóñ õðîìàòè-
íà (óðîâåíü àïîïòîçîâ) ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ôîëëèêóëîâ
(ãðàíóëåçà è êóìóëþñ) ðàçíîãî äèàìåòðà, ñîäåðæàùèõ
ðàñòóùèå è çàâåðøèâøèå ôàçó ðîñòà îîöèòû. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ÿè÷íèêè êîðîâ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðî-
äû. Îòáîð ôîëëèêóëîâ ïðîâîäèëè ñ ó÷åòîì ñëåäóþùèõ
ïàðàìåòðîâ — äèàìåòð (D), òóðãîð è ñòåïåíü âàñêóëÿðè-
çàöèè. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ôîëëèêóëû òðåõ ãðóïï
(D ìåíåå 3, 3—5, 6—8 ìì) ñ âûñîêèì òóðãîðîì è îáøèð-
íîé ñåòüþ êàïèëëÿðîâ. Ôóíêöèîíàëüíûé ñòàòóñ îîöèòîâ
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ âèòàëüíîãî êðàñèòåëÿ áðèëëèàíòî-
âîãî êðèñòàëëè÷åñêîãî ãîëóáîãî (ÂÑÂ, Sigma) (Alm et al.
Theriogenology, 2005. 63 : 2194—2205). Ïîñëå 90-ìèíóò-
íîé ýêñïîçèöèè ñ êðàñèòåëåì îîïëàçìà çàâåðøèâøèõ ñòà-
äèþ ðîñòà îîöèòîâ îñòàâàëàñü îêðàøåííîé, â ðàñòóùèõ
îîöèòàõ îêðàñêà îòñóòñòâîâàëà. ÂÑÂ äåòåðìèíèðóåò
âíóòðèêëåòî÷íóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ãëþêîçî-6-ôîñ-
ôàòäåãèäðîãåíàçû. Ôåðìåíò àêòèâåí â ðàñòóùèõ îîöèòàõ,
â êëåòêàõ, çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà, åãî àêòèâíîñòü ïàäà-
åò. Èññëåäîâàíèþ ïîäâåðãàëèñü êëåòêè ãðàíóëåçû è êó-
ìóëþñà ïðåäâàðèòåëüíî ÂÑÂ-òåñòèðîâàííûõ îîöèòîâ èç
169 ôîëëèêóëîâ. Â òîì ÷èñëå: ïî 3200 êëåòîê ãðàíóëåçû è
êóìóëþñà 32 çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îîöèòîâ è ïî
2600 êëåòîê êóìóëþñà è ãðàíóëåçû 26 ðàñòóùèõ îîöèòîâ

èç ôîëëèêóëîâ D < 3 ìì; ïî 4900 êëåòîê êóìóëþñà è ãðà-
íóëåçû 49 çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îîöèòîâ è ïî
1400 êëåòîê ãðàíóëåçû è êóìóëþñà 14 ðàñòóùèõ îîöèòîâ
èç ôîëëèêóëîâ D 3—5 ìì; ïî 3800 êëåòîê ãðàíóëåçû è
êóìóëþñà 38 çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îîöèòîâ è ïî
1000 êëåòîê ãðàíóëåçû è êóìóëþñà 10 ðàñòóùèõ îîöèòîâ
èç ôîëëèêóëîâ D 6—8 ìì. Óðîâåíü àïîïòîçîâ â ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì TUNEL (Alm et al.
Theriogenology, 2000. 53 (1) : 447). Àíàëèç àïîïòîçîâ â
êëåòêàõ ãðàíóëåçû êîðîâ âûÿâèë äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ
ìåæäó óðîâíåì àïîïòîçîâ â ãðàíóëåçíûõ êëåòêàõ ôîëëè-
êóëîâ âñåõ ðàçìåðîâ, ñîäåðæàùèõ çàâåðøèâøèå ôàçó ðîñ-
òà èëè ðàñòóùèå îîöèòû (D ôîëëèêóëîâ < 3 ìì — 15 ïðî-
òèâ 9 %; D ôîëëèêóëîâ 3—5 ìì — 18 ïðîòèâ 11 %;
D ôîëëèêóëîâ 6—8 ìì — 17 ïðîòèâ 12 %, Ð < 0.05). Íàè-
ìåíüøèé óðîâåíü àïîïòîçîâ â ãðàíóëåçå ôîëëèêóëîâ, ãäå
ñîäåðæàëèñü çàâåðøèâøèå ôàçó ðîñòà îîöèòû, íàáëþäà-
ëè â ôîëëèêóëàõ D < 3 ìì, àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà îòìå÷åíà
â ôîëëèêóëàõ, ñîäåðæàùèõ ðàñòóùèå îîöèòû. Îñîáî ñëå-
äóåò îòìåòèòü îòñóòñòâèå äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó
äîëÿìè (ïðîöåíòàìè) êóìóëþñíûõ êëåòîê ñ ÿäðàìè â ñî-
ñòîÿíèè àïîïòîçà îîöèòîâ êîðîâ, çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñ-
òà è ðàñòóùèõ, â òî âðåìÿ êàê êëåòêè ãðàíóëåçû èç ôîëëè-
êóëîâ ðàçíîãî äèàìåòðà õàðàêòåðèçóþòñÿ ðàçëè÷íûìè ïî-
êàçàòåëÿìè óðîâíåé àïîïòîçà â çàâèñèìîñòè îò ñòàòóñà
îîöèòîâ (çàâåðøèâøèå ðîñò è ðàñòóùèå), âûäåëåííûõ èç
ýòèõ ôîëëèêóëîâ. Ïîñëåäíåå ïîçâîëÿåò ðàñöåíèâàòü óðî-
âåíü àïîïòîçîâ â êëåòêàõ ãðàíóëåçû îâàðèàëüíîãî ôîëëè-
êóëà êàê èíäèêàòîð ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà ðàçâèâàþ-
ùåãîñÿ â íåì îîöèòà.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíî è ââåäåíî â êëèíè÷å-
ñêóþ ïðàêòèêó çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî äèñóëüôèäñîäåðæà-
ùèõ ïðåïàðàòîâ, èçìåíÿþùèõ ðåäîêñ-ñîñòîÿíèå è îêàçû-
âàþùèõ ôèçèîëîãè÷åñêè çíà÷èìîå äåéñòâèå íà êëåòêè.
Òàê, ïðåïàðàò ìîëèêñàí (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ìîñêâà), êîìï-
ëåêñ äèíàòðèåâîé ñîëè îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà ñ Pt â íà-
íîêîíöåíòðàöèè è íóêëåîçèäà èíîçèíà, èìååò ïðîòèâîâè-
ðóñíûé, èììóíîìîäóëèðóþùèé è ãåïàòîïðîòåêòîðíûé
ýôôåêòû; ïðèìåíÿåòñÿ â òåðàïèè îñòðîãî è âèðóñíîãî ãå-
ïàòèòîâ Â è Ñ, ìèêñò-ãåïàòèòà è öèððîçà ïå÷åíè. Îäíàêî
ìåõàíèçìû êëåòî÷íîãî è ìîëåêóëÿðíîãî äåéñòâèÿ ýòîãî
ïðåïàðàòà äàëåêè îò ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ. Ðàíåå íàìè
áûëî âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî ìîëèêñàí óâåëè÷èâàåò
âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ñà2+ [Ca2+]i, âûçûâàÿ ìî-
áèëèçàöèþ Ñà2+ èç òàïñèãàðãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ñà2+-äå-
ïî è ïîñëåäóþùèé âõîä Ñà2+ â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôà-
ãè êðûñû. Ïîëèíåíàñûùåííàÿ àðàõèäîíîâàÿ êèñëîòà
(ÀÊ) è ïðîäóêòû åå îêèñëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ îäíîé èç âàæ-
íåéøèõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì â êëåòêàõ. Ôåðìåíòû è ïðî-
äóêòû ìåòàáîëèçìà ÀÊ èìåþò âûñîêóþ ðåäîêñ-÷óâñòâè-
òåëüíîñòü è ÿâëÿþòñÿ ìèøåíüþ äëÿ îêèñëÿþùèõ è âîñ-
ñòàíàâëèâàþùèõ àãåíòîâ. Â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ
ÀÊ, îñâîáîæäàåìàÿ èç ìåìáðàííûõ ôîñôîëèïèäîâ ïîä
äåéñòâèåì ôîñôîëèïàçû À2, ëåãêî îêèñëÿåòñÿ ïî öèêëî-
îêñèãåíàçíîìó è ëèïîêñèãåíàçíîìó ïóòÿì. Ðàíåå íàìè
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áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû öèêëîîêñèãåíàç ïðåäîò-
âðàùàþò óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, âûçûâàåìîå ìîëèêñàíîì â
ìàêðîôàãàõ. Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâíîñòü ëèïîêñèãåíàç çàâè-
ñèò îò áàëàíñà ãëóòàòèîíà â êëåòêå. Òàê, 12-ëèïîêñèãåíà-
çû ñîäåðæàò ìíîæåñòâåííûå îñòàòêè öèñòåèíà è ëåãêî
ïîäâåðãàþòñÿ S-ãëóòàòèîíèëèðîâàíèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ïðåäñòàâëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì èññëåäîâàòü âîçìîæíóþ
ðîëü 12-ëèïîêñèãåíàçíîãî ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ âî âëèÿ-
íèè ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ
êðûñû. Äëÿ ýòîãî áûë èñïîëüçîâàí ñïåöèôè÷åñêèé èíãè-
áèòîð 12-ëèïîêñèãåíàç ôëàâîíîèä áàéêàëåéí. Ïðèìåíå-
íèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ñà2+-çîíäà Fura-2AM ïîêàçàíî,
÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ 10 ìêÌ áàéêà-
ëåéíà â òå÷åíèå 5 ìèí äî ââåäåíèÿ 100 ìêã/ìë ìîëèêñàíà
ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ Ñà2+-îòâå-
òîâ, èíäóöèðîâàííûõ ìîëèêñàíîì. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
îá ó÷àñòèè 12-ëèïîêñèãåíàçíîãî ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ â ðå-
ãóëÿòîðíîì âëèÿíèè ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ.
Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî äîáàâëåíèå 10 ìêÌ áàéêàëåéíà íà
ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ñà2+, èíäóöèðîâàííîãî ìîëèê-
ñàíîì, âûçûâàåò ïîäàâëåíèå äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+

è âîçâðàùåíèå [Ca2+]i ê áàçàëüíîìó óðîâíþ. Ýòî ïîä-
òâåðæäàåò íàøè äàííûå îá èíãèáèðîâàíèè áàéêàëåéíîì
äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+, èíäóöèðîâàííîãî ïóðèíåðãè-
÷åñêèìè àãîíèñòàìè ÀÒÔ è ÓÒÔ è èíãèáèòîðàìè ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì è öèêëîïüÿ-
çîíèêîâîé êèñëîòîé â ìàêðîôàãàõ êðûñû. Íà îñíîâàíèè
ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå è ðàíåå,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìîëèêñàí òðàíñàêòèâèðóåò ðå-
öåïòîðû ñ ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ è
çàïóñêàåò ñèãíàëüíûé êàñêàä, â êîòîðîì ó÷àñòâóþò òèðî-
çèíêèíàçû, ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà, à òàêæå ôåðìåíòû
è(èëè) ïðîäóêòû öèêëîîêñèãåíàçíîãî è ëèïîêñèãåíàçíî-
ãî ïóòåé îêèñëåíèÿ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû, ÷òî ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ [Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ.
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Ôàãîöèòîç ÿâëÿåòñÿ ôóíäàìåíòàëüíûì ñâîéñòâîì
ìàêðîôàãîâ êàê êëåòîê âðîæäåííîãî èììóíèòåòà, è èçó-
÷åíèå åãî ìåõàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ âàæíîé íàó÷íîé è ìåäè-
öèíñêîé çàäà÷åé. Ðàçëè÷àþò ñïåöèôè÷åñêèé (÷åðåç Fc-ðå-
öåïòîð, FcR) è íåñïåöèôè÷åñêèé ôàãîöèòîç (äðóãèå âàðè-
àíòû). Â äàííîé ðàáîòå äëÿ èçó÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè
ðåàëèçàöèè ìåõàíèçìîâ ôàãîöèòîçà â êóëüòóðå êëåòîê
ÒÍÐ-1 (ìîíîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ ÷åëîâåêà) áûëî ïðîâåäå-
íî èññëåäîâàíèå àêòèâàöèè ñïåöèôè÷åñêîãî è íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ïóòåé ôàãîöèòîçà íà 3-è è 7-å ñóò ìàêðîôà-
ãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Äëÿ ýòîãî êëåòêàì â ñðåäó äî-
áàâëÿëè ëàòåêñíûå øàðèêè ðàçìåðîì 1 ìêì ñ ðàçíûìè
ïîâåðõíîñòíûìè ìàðêåðàìè — æåëàòèíîì (Gl), ìàííîçîé
(Mn) è Fc-ôðàãìåíòîì IgG — íà 60 ìèí (àíàëèç ôàãîöè-
òàðíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïðîâîäèëè êàæäûå 15 ìèí). Íà
ðàííåì ñðîêå äèôôåðåíöèðîâêè íàèáîëåå ýôôåêòèâíî
ðåàëèçóåòñÿ ôàãîöèòîç Fc-ëàòåêñíûõ ÷àñòèö: ÷åðåç
30 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÷àñòèö â ñðåäó êóëüòèâèðîâà-
íèÿ âñÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê õàðàêòåðèçóåòñÿ ôàãîöèòàðíîé

àêòèâíîñòüþ ÷åðåç FcR. Ïðè äîáàâëåíèè Mn-÷àñòèö
15—20 % êëåòîê íå ÿâëÿþòñÿ ôàãîöèòèðóþùèìè. Íà
ïîçäíåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè íàáëþäàåòñÿ áîëåå àê-
òèâíîå ñâÿçûâàíèå Mn-÷àñòèö, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
óñèëåíèè ýêñïðåññèè ìàííîçíîãî ðåöåïòîðà (MnR) è åãî
êîðåöåïòîðîâ íà ìåìáðàíå êëåòîê. Ïðè ýòîì ïîëíîé àê-
òèâàöèè ôàãîöèòîçà ÷åðåç FcR íå íàáëþäàåòñÿ: â ïîïóëÿ-
öèè ñîõðàíÿåòñÿ 10—12 % íåôàãîöèòèðóþùèõ êëåòîê.
Ñóùåñòâóþò è ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè ëàòåêñíûõ ÷àñòèö
âíóòðè êëåòîê. Ïðè Fc-îïîñðåäîâàííîì ôàãîöèòîçå íà-
áëþäàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííîå äâèæåíèå ÷àñòèö â îá-
ëàñòü êëåòî÷íîãî öåíòðà è èõ ðàñïðåäåëåíèå ïî íåáîëü-
øèì ãðóïïàì â ýíäîñîìíîì êîìïàðòìåíòå, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè ìèêðîòðóáî÷åê â äàííîì ïðîöåññå.
Ïðè àêòèâàöèè íåñïåöèôè÷åñêîãî ôàãîöèòîçà ïðåîáëàäà-
åò ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå Mn- è Gl-÷àñòèö ïî öèòî-
ïëàçìå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè íàïðàâëåííî-
ãî äâèæåíèÿ ôàãîñîì â ýíäîñîìíîì êîìïàðòìåíòå. Ìåòî-
äîì ÑÝÌ áûëà èññëåäîâàíà ïîâåðõíîñòü ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû êëåòîê ïðè àêòèâàöèè ðàçíûõ ïóòåé ôàãîöèòî-
çà. Åñëè ïðè Fc-îïîñðåäîâàííîì ôàãîöèòîçå íà ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê íàáëþäàþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå
âûðîñòû, ðàôôëû è ïñåâäîïîäèè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
àêòèâíîì çàõâàòå ëàòåêñíûõ ÷àñòèö, òî ïðè èíêóáàöèè
êëåòîê â ñðåäå ñ Mn-÷àñòèöàìè ìåíÿåòñÿ ñîñòîÿíèå ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Ïðîèñõîäèò ñãëàæèâàíèå ïîâåðõ-
íîñòè, êðàÿ êëåòîê ñòàíîâÿòñÿ ÷åòêèìè, ðîâíûìè, îòñóò-
ñòâóþò äîïîëíèòåëüíûå âûðîñòû è èíâàãèíàöèè. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî íà ðàííåé ñòàäèè
ìàêðîôàãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â ïîïóëÿöèè ïðåîáëà-
äàåò ôàãîöèòàðíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ÷åðåç FcR, òîãäà
êàê íà áîëåå ïîçäíåé — ÷åðåç MnR. Êàæäûé èç èçó÷åí-
íûõ ïóòåé ôàãîöèòîçà õàðàêòåðèçóåòñÿ îñîáåííîñòÿìè
ðåàêöèè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè íà ïðèñóòñòâèå îïðåäå-
ëåííûõ ëàòåêñíûõ ÷àñòèö è èõ âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëè-
çàöèè. Äëÿ êëåòîê ÒÍÐ-1 èçâåñòíî, ÷òî îíè õàðàêòåðèçó-
þòñÿ ñåêðåöèåé ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ ïðè çàïó-
ñêå ìàêðîôàãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, è âûáðîñ
öèòîêèíîâ ïàäàåò ñ óâåëè÷åíèåì ñðîêîâ äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè àêòèâà-
öèè ïðîâîñïàëèòåëüíîãî ôåíîòèïà ìàêðîôàãîâ ïðåîáëà-
äàåò ñïåöèôè÷åñêèé ïóòü ôàãîöèòîçà ÷åðåç FcR, òîãäà
êàê ñíèæåíèå ñåêðåöèè ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ
ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé íåñïåöèôè÷åñêîãî ôàãîöèòî-
çà (÷åðåç MnR).
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Êà÷åñòâî îîöèòà, äîñòèãøåãî ñòàäèè ìåòàôàçû II
ìåéîçà, ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì åãî
ñïîñîáíîñòü ê äàëüíåéøåìó ýìáðèîíàëüíîìó ðàçâèòèþ
(Wang, Sun, 2007). Ïîçäíÿÿ àêòèâàöèÿ ñîçðåâøåé ÿéöå-
êëåòêè âî âðåìÿ ïðîöåäóðû îïëîäîòâîðåíèÿ èëè ïåðåíî-
ñà ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ êîìïëåê-
ñîì âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ ñî ñíèæåíè-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 643



åì åå êà÷åñòâà è íàçûâàåìûõ «ñòàðåíèåì îîöèòà».
Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè âûÿâëåí ðÿä ôóíêöèîíàëüíûõ èç-
ìåíåíèé, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîöåññîì ñòàðåíèÿ îîöè-
òîâ ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå âîçðàñòàíèå ÷àñòîòû
õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé è äåôåêòîâ âåðåòåíà äåëåíèÿ,
ïîâûøåíèå ïðåäðàñïîëîæåííîñòè ê ïàðòåíîãåíåçó è
àïîïòîçó è äð. (Miao et al., 2009). Ýòè èçìåíåíèÿ î÷åíü
ñõîäíû ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ìîäèôèêàöèÿìè, ïðîèñõîäÿ-
ùèìè â ÿéöåêëåòêàõ ïðè ïîñòîâóëÿòîðíîì ñòàðåíèè in
vivo. Òàêèì îáðàçîì, ïðîëîíãèðîâàííîå êóëüòèâèðîâàíèå
îîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ, â òîì ÷èñëå ýíäîêðèííûõ, ôàêòîðîâ, ó÷àñò-
âóþùèõ â ðåãóëÿöèè ñòàðåíèÿ ÿéöåêëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî âëèÿíèå ãèïîôèçàðíîãî
ãîðìîíà ïðîëàêòèíà (ÏÐË) íà ïðåîáðàçîâàíèÿ õðîìîñîì
â ñîçðåâàþùèõ îîöèòàõ êîðîâ (Ëåáåäåâà è äð., 2008,
2011). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë èññëåäîâàí õàðàêòåð âëè-
ÿíèÿ ÏÐË íà ñîñòîÿíèå ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì âòîðîãî
äåëåíèÿ ìåéîçà ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëüòèâèðîâàíèè
ÿéöåêëåòîê. Ìîðôîëîãè÷åñêè íîðìàëüíûå îîöèò-êóìó-
ëþñíûå êîìïëåêñû (ÎÊÊ) êîðîâ ñîçðåâàëè â òå÷åíèå 20 ÷
â ñðåäå ÒÑ-199, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñû-
âîðîòêè, 10 ìêã/ìë ÔÑÃ (Sigma) è 5 ìêã/ìë ËÃ (Sigma), â
îòñóòñòâèå (êîíòðîëü-1) è â ïðèñóòñòâèè (îïûò-1)
50 íã/ìë áû÷üåãî ÏÐË (20 ÌÅ/ìã; Ýíäîêðèíîëîãè÷åñêèé
íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà). Ïîñëå ñîçðåâàíèÿ ÎÊÊ
îáåèõ ãðóïï ïåðåíîñèëè â ñðåäó ñòàðåíèÿ ÒÑ-199 ñ 10 %
ñûâîðîòêè (êîíòðîëü-2) èëè â ýòó æå ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
50 íã/ìë ÏÐË (îïûò-2), è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12, 24
è 36 ÷. Îîöèòû ôèêñèðîâàëè ïî ìåòîäó Òàðêîâñêîãî äëÿ
ïîñëåäóþùåãî ïðîâåäåíèÿ öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà.
Âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè âûïîëíåíû â 4 íåçàâèñèìûõ ïî-
âòîðíîñòÿõ. Èññëåäîâàíèå ìîðôîëîãèè õðîìîñîì ïîêàçà-
ëî íàðàñòàíèå äåñòðóêòèâíûõ èçìåíåíèé â ïðîöåññå ïðî-
ëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÿéöåêëåòîê. ×åðåç 20 ÷
ñîçðåâàíèÿ â êîíòðîëüíîé ñðåäå äîëÿ îîöèòîâ ñ äåãåíåðà-
òèâíûìè èçìåíåíèÿìè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ñîñòàâëÿëà
16.4 � 1.7 % îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê, äîñòèãøèõ ñòàäèè
ìåòàôàçû II. ×àñòîòà õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé âîçðàñòà-
ëà (P < 0.001) äî 32.1 � 3.1, 56.3 � 1.8 è 70.9 � 1.6 % ïðè
äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè ÿéöåêëåòîê â ãðóïïå êîíò-
ðîëü-2 â òå÷åíèå 12, 24 è 36 ÷ ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå
òîãî, ê 36 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ó 22.9 � 3.3 % ýòèõ êëåòîê
íàáëþäàëîñü ñïîíòàííîå ñíÿòèå áëîêàäû âòîðîãî äåëå-
íèÿ ìåéîçà (P < 0.01). Ñõîäíàÿ äèíàìèêà äåãåíåðàòèâíûõ
èçìåíåíèé è ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè áûëà âûÿâ-
ëåíà ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëüòèâèðîâàíèè â êîíò-
ðîëüíîé ñðåäå îîöèòîâ, ñîçðåâøèõ â ïðèñóòñòâèè ÏÐË.
Â òî æå âðåìÿ âíåñåíèå ÏÐË â ñðåäó ñòàðåíèÿ ïðèâîäèëî
ê òîðìîæåíèþ äåñòðóêòèâíûõ ïðîöåññîâ â ÿéöåêëåòêàõ
íåçàâèñèìî îò ïðèñóòñòâèÿ ãîðìîíà â ñðåäå ñîçðåâàíèÿ
(P < 0.001). Ïðè ýòîì äîëÿ îîöèòîâ ñ äåãåíåðàòèâíûìè
èçìåíåíèÿìè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì â ãðóïïå êîíò-
ðîëü-1/îïûò-2 ñîñòàâëÿëà 14.3 � 1.8 (12 ÷), 37.6 � 2.2
(24 ÷) è 51.5 � 2.5 % (36 ÷). Â ýòîé ãðóïïå ÏÐË òàêæå
óìåíüøàë íà 36 ÷ îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî êëåòîê ñ ïðèçíà-
êàìè ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè (äî 6.8 � 2.8 %,
P � 0.01). Òàêèì îáðàçîì, ÏÐË îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåå
âëèÿíèå íà äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ õðîìîñîì è ïîä-
äåðæèâàåò áëîêàäó ìåéîçà II ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì
êóëüòèâèðîâàíèè ÿéöåêëåòîê êîðîâ.
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Ïñîðèàç õàðàêòåðèçóåòñÿ íàðóøåíèåì ïðîëèôåðàöèè
è äèôôåðåíöèðîâêè êåðàòèíîöèòîâ, ñîñóäèñòîé ãèïåðï-
ëàçèåé è èíôèëüòðàöèåé ìîíîíóêëåàðîâ â ìåñòà ïîðàæå-
íèÿ. Â èììóííîì îòâåòå îðãàíèçìà ÷åëîâåêà íà àíòèãåíû
ìèêðîîðãàíèçìîâ ó÷àñòâóåò ìíîæåñòâî ãåíîâ, áîëüøèí-
ñòâî èç êîòîðûõ åùå íå èäåíòèôèöèðîâàíî, à èõ ïàòîãå-
íåòè÷åñêèé, äèàãíîñòè÷åñêèé è òåðàïåâòè÷åñêèé ïîòåí-
öèàë íåèçâåñòåí. Ýïèäåðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ ïîïóëÿöèþ êåðàòèíîöèòîâ,
êëåòîê Ìåðêëÿ è Ëàíãåðãàíñà, íåñóùèõ íà ñâîåé ïîâåðõ-
íîñòè ðÿä ðåöåïòîðîâ è ýêñïðåññèðóþùèõ óíèêàëüíûé
íàáîð ãåíîâ. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èññëåäîâàíèå
óðîâíÿ è ñïåêòðà ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå
êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà ïîä âîçäåéñòâèåì ëèçàòîâ Strep-
tococcus pyogenes, âûäåëåííûõ èç áëÿøåê ïàöèåíòîâ,
ñòðàäàþùèõ ïñîðèàçîì. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà-
÷è èñïîëüçîâàëè ìåòîäû âûäåëåíèÿ ÐÍÊ èç ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû êëåòîê êîæè ñ ïîñëåäóþùåé ïîñòàíîâêîé ðåàê-
öèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è ìå÷åíèåì ïîëó÷åííîé
êÄÍÊ. Äàëåå êÄÍÊ ãèáðèäèçîâàëè íà áèî÷èïå, ñîäåðæà-
ùåì 652 ãåíà, ñ ïîñëåäóþùèì ñêàíèðîâàíèåì è îöåíêîé
ýêñïðåññèè ãåíîâ. Èññëåäîâàíà ýêñïðåññèÿ 652 ãåíîâ
ÌÏÊ ñ ïîìîùüþ áèî÷èïà, âûÿâëåíû ãåíû, äîñòîâåðíî
ìåíÿþùèå ýêñïðåññèþ (P < 0.05) â 2 ðàçà è áîëåå â ñðàâ-
íåíèè ñ êîíòðîëåì (ó 57 ãåíîâ ïîâûøåíà ýêñïðåññèÿ — �,
ó 36 ñíèæåíà — �). Âûÿâëåíà ñóùåñòâåííàÿ àêòèâàöèÿ ãå-
íîâ Toll-like ðåöåïòîðîâ TLR6�, TLR2�, TLR7�, ìîëåêóë
ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè — integrin alpha 6�, E-cadherin
(epithelial)�, synaptotagmin 5�, êëàñòåðîâ äèôôåðåíöèðîâ-
êè CD79A�, CD69�, CD3G�, CD3Z�, C8A�, CD4�,
CD2AP�. Èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ êîñíóëèñü òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ NFKBIE�, TCF7�, NKFB1�,
NFATC3�, DP-1�, TCF7L1�, TA-NFKBH�, NFATC4�.
Ñîâìåñòíî ñ ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè óñòàíîâëåíî èçìå-
íåíèå ýêñïðåññèè íåêîòîðûõ áåëêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà —
öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû 4�, ìèòîãåíàêòèâèðîâàííûõ
ïðîòåèíêèíàç 4� è 6�, áåëêà èíñóëèíçàâèñèìîãî ôàêòîðà
ñâÿçûâàíèÿ èíñóëèíà�. Â ñèñòåìå JAK—STAT-áåëêîâ
âûÿâëåíî èçìåíåíèå ýêñïðåññèè STAT2�, STAT3�,
STAT4�, STAT5A�, JAK2� áåëêîâ. Êàê ïðàâèëî, äàííûå
ãåíû àêòèâèðóþòñÿ ïîä äåéñòâèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è
öèòîêèíîâ. Ïîä äåéñòâèåì ëèçàòîâ S. pyogenes, ïðîèñõî-
äèò èçìåíåíèå ïîâåðõíîñòíûõ ñòðóêòóð ñóáïîïóëÿöèé
êëåòîê êîæè, êëåòêè íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòü àíòèãåí-
íûå ñòðóêòóðû, íåñâîéñòâåííûå êåðàòèíîöèòàì, òàêèå
êàê ýëåìåíòû êîìïëåìåíòà CR1�, ITGAM�, C8A�,
C1QA�, C1QB�, C4BPB�, C8G�, C9�, C1QA�, CCR7�,
C1RL�, C1q.1�, FHR-3.1�. Èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ïîä-
âåðãëèñü íåêîòîðûå õåìîêèíû, öèòîêèíû è èõ ðåöåïòî-
ðû — IRF6�, IL29�, IFNGR2�, CL25�, CCR7�, IFNA7�,
FCER1G�, èíòåðôåðîí êàïïà�, IL28A�, interleukin 15�,
interleukin 4�, IFI16�, CCL18�, CCL8�, interleukin 10�, in-
terleukin 8�, XCL2�, IL28B�. Ñëåäóåò îòìåòèòü ñíèæåíèå
ýêñïðåññèè ìîëåêóë, òàêèõ êàê HLA-DRB1, HLA-DQB1,
HLA-DPA1, HLA-F, HLA-B, HLA-DMA, ó÷àñòâóþùèõ
â ïðåçåíòàöèè àíòèãåíà êëåòêàìè. Ñ îäíîé ñòîðîíû,
íàì óäàëîñü âûÿâèòü íàðàùåíèÿ ýêñïðåññèè â öåëîì, ñ

644 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì è Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



äðóãîé — îïðåäåëèòü ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû (êëàñ-
òåðû) ãåíîâ, ñõîäíûì îáðàçîì ðåàãèðóþùèå íà âîçäåéñò-
âèå áàêòåðèàëüíûõ àíòèãåíîâ. Íåêîòîðûå ãåíû, îáíà-
ðóæåííûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè, â ÷àñòíîñòè ðå-
öåïòîðû èíòåðôåðîíîâ, öèòîêèíû è èõ ðåöåïòîðû,
JAK-STAT-áåëêè, ÿâëÿþòñÿ ìàðêåðàìè àêòèâíîñòè
ïñîðèàçà, ÷òî êîñâåííî ïîäòâåðæäàåò òðèããåðíóþ ðîëü
S. pyogenes â ïàòîãåíåçå äàííîãî çàáîëåâàíèÿ.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈß È ÂÇÀÈ-
ÌÎÄÅÉÑÒÂÈß ÂÍÓÒÐÈ- È ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÏÓËÎÂ
ÊËÞ×ÅÂÛÕ NAD-ÌÅÒÀÁÎËÈÒÎÂ. © Â. À. Ëèâèí-
cêàÿ,1 Ì. À. Õîäîðêîâñêèé,1 Ì. Öèãëåð,2 À. À. Íèêèôî-
ðîâ.1, 3 1 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé êîìïëåêñ «Íàíîáèî-
òåõíîëîãèè», Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëè-
òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò, Ðîññèÿ, 2 Óíèâåðñèòåò ã. Áåð-
ãåí, Íîðâåãèÿ, è 3 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, Ðîññèÿ, nikiforovan@hotmail.com

Íèêîòèíàìèä àäåíèí äèíóêëåîòèä (NAD) — îñíîâ-
íîé êîôàêòîð ìíîãèõ æèçíåííî íåîáõîäèìûõ îêèñëè-
òåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöèé, â êîòîðûõ îí âûñòó-
ïàåò â ðîëè ïåðåíîñ÷èêà ýëåêòðîíîâ. Â ïîñëåäíèå ãîäû
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî NAD òàêæå ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì
äëÿ íåñêîëüêèõ ñåìåéñòâ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ —
ÀÄÔ-ðèáîçèë òðàíñôåðàç, ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçèë ïîëèìå-
ðàç, äåàöåòèëàç áåëêîâ (ñèðòóèíîâ) è ÀÄÔ-ðèáîçèë öèê-
ëàç. Ýòè NAD-çàâèñèìûå ôåðìåíòû êîíòðîëèðóþò òàêèå
êëþ÷åâûå ìåõàíèçìû æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê, êàê ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ, ïðàâèëüíîå ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, àïîïòîç, ñòàðåíèå è äð. Äëÿ ýô-
ôåêòèâíîãî îñóùåñòâëåíèÿ ýòèõ âàæíåéøèõ ïðîöåññîâ
êëåòêå íåîáõîäèìî ïîñòîÿííî ñèíòåçèðîâàòü NAD, ÷òîáû
ïîïîëíÿòü åãî âíóòðèêëåòî÷íûå çàïàñû. Ïðåäøåñòâåííè-
êàìè ñèíòåçà NAD ÿâëÿþòñÿ ïîñòóïàþùèå ñ ïèùåé âèòà-
ìèíû — íèêîòèíàìèä (Nam), íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà (NA),
ðèáîçèä íèêîòèíàìèäà (NR) è ðèáîçèä íèêîòèíîâîé êèñ-
ëîòû (NAR). Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ äðîæ-
æåé ðèáîçèäû NR è NAR ïîìèìî ïîñòóïëåíèÿ ñ ïè-
ùåé ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ ïóòåì äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ìîíîíóêëåîòèäà íèêîòèíàìèäà (NMN) è ìîíîíóêëåîòèäà
íèêîòèíîâîé êèñëîòû (NAMN) ñîîòâåòñòâåííî. Ìåõà-
íèçì îáðàçîâàíèÿ ðèáîçèäîâ NR è NAR â êëåòêàõ ÷åëîâå-
êà íà äàííûé ìîìåíò íåèçâåñòåí. Òàê æå ìàëî èçâåñòíî î
âçàèìîäåéñòâèè âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûõ ïóëîâ NAD è
åãî êëþ÷åâûõ ìåòàáîëèòîâ ó ÷åëîâåêà. Â äàííîì èññëå-
äîâàíèè íàìè áûëà ðàçðàáîòàíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìî-
äåëü íà îñíîâå êëåòîê ïå÷åíè ÷åëîâåêà HepG2, ïðè ïîìî-
ùè êîòîðîé ìû óñòàíîâèëè, ÷òî îäíè êëåòêè ñïîñîáíû
îáåñïå÷èâàòü ýôôåêòèâíûé ñèíòåç NAD â äðóãèõ êëåò-
êàõ. Òàê, íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåòàáîëèòû ñèíòåçà
NAD, îòëè÷íûå îò Nam è NA (íàèáîëåå âåðîÿòíî, ðèáî-
çèäû NR è NAR), âûõîäÿò èç êëåòîê ÷åëîâåêà è âûñòóïà-
þò â ðîëè ïðåäøåñòâåííèêîâ äëÿ ñèíòåçà NAD â äðóãèõ
êëåòêàõ. Òàêæå â äàííîé ðàáîòå ìû óñòàíîâèëè âîçìîæ-
íûé ìîëåêóëÿðíûé ìåõàíèçì áèîñèíòåçà ðèáîçèäîâ NR è
NAR ó ÷åëîâåêà. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî öèòîçîëüíûå
5R-íóêëåîòèäàçû ÷åëîâåêà CN-II è CN-III ñïîñîáíû äå-
ôîñôîðèëèðîâàòü ìîíîíóêëåîòèäû NMN è NAMN ñ îá-
ðàçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ ðèáîçèäîâ NR è NAR in
vitro.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ

(ÃÊ ¹ 16.552.11.7066), à òàêæå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 12-04-31194 ìîë_à).

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÉ
ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÏÓÒÅÉ, ÀÊÒÈÂÈÐÓÅ-
ÌÛÕ ÔÀÊÒÎÐÀÌÈ ACTIVINA è BMP4, Â ÝÌÁÐÈÎ-
ÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ È ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÒÅ-
ÐÀÒÎÊÀÐÖÈÍÎÌÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© Í. Â. Ëèôàíöåâà, Î. Ô. Ãîðäååâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè
ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, lifanceva@
yandex.ru

Ïîääåðæàíèå áàëàíñà ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöè-
ðîâêè â ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòêàõ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè
âçàèìîäåéñòâèè íåñêîëüêèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Êëåòêè
ýìáðèîíàëüíîé òåðàòîêàðöèíîìû, îáëàäàþùèå îãðàíè-
÷åííûì ïîòåíöèàëîì ê äèôôåðåíöèðîâêå èç-çà ãåíåòè÷å-
ñêèõ è ýïèãåíåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé, ÿâëÿþòñÿ ïîäõîäÿ-
ùåé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíî-
âå ðåãóëÿöèè ýòîãî áàëàíñà. Ìû àíàëèçèðîâàëè
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü äâóõ âåòâåé ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé TGFbeta (ACTIVINA/SMAD2/3 è BMP4/SMAD1/5/8)
è ðîëü ôàêòîðîâ ACTIVINA è BMP4 â ðåãóëÿöèè ïðîëè-
ôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèè ÅSM01 (ÝÑÊ) è êëåòîê ýìáðèî-
íàëüíîé òåðàòîêàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè PA-1 (ÝÒÊ),
êîòîðàÿ íå ñïîñîáíà ñïîíòàííî äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â
ýìáðèîèäíûõ òåëàõ. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè
ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà TGFbeta ïîêàçàë, ÷òî ýêñïðåññèÿ ýí-
äîãåííûõ ëèãàíäîâ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ. Óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ ACTIVINA, NODAL, LEFTY1, GDF3 è BMP4 â
ÝÒÊ áûë çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â ÝÑÊ. Íèçêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè ýíäîãåííûõ ëèãàíäîâ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ ìîã ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ñèãíàëüíûå
ïóòè ACTIVINA/SMAD2/3 è BMP4/SMAD1/5/8 íåàêòèâ-
íû â ÝÒÊ, ïîýòîìó äëÿ àíàëèçà ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè äàííûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé ìû ñòèìóëèðîâàëè ÝÑÊ
è ÝÒÊ ýêçîãåííûìè ôàêòîðàìè AÑTIVINA è BMP4. Ñòè-
ìóëÿöèÿ ýêçîãåííûì AÑTIVINA ñïîñîáñòâîâàëà ïîääåð-
æàíèþ ÝÑÊ â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, â òî
âðåìÿ êàê â ÝÒÊ ïðèâîäèëà ê ñóùåñòâåííîìó èíãèáèðî-
âàíèþ ðîñòà, íî íå äèôôåðåíöèðîâêå. Ïðè ýòîì â ÝÒÊ
ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàëàñü ýêñïðåññèÿ ýíäîãåííûõ ëè-
ãàíäîâ ACTIVINA è NODAL â îòâåò íà âîçäåéñòâèå ýêçî-
ãåííîãî ôàêòîðà. Ñòèìóëÿöèÿ ýêçîãåííûì ÂÌÐ4 èíäóöè-
ðîâàëà äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ, ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíî
ñíèæàëñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ OCÒ4, SOX2 è NANOG è ïîâûøàëñÿ óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ìàðêåðà âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû GATA4. Òàêæå â
ÝÑÊ âîçðàñòàë óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ID1 è ID2, ÿâëÿ-
þùèõñÿ ìèøåíÿìè ñèãíàëüíûõ ïóòåé BMP/SMAD1/5/8.
Ôàêòîð BMP4 â ÝÑÊ èíäóöèðîâàë ñíèæåíèå óðîâíåé
ýêñïðåññèè ãåíîâ NODAL, LEFTY1 è GDF3, ïðè ýòîì óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ACTIVINA è TGFbeta1 íå èçìåíÿë-
ñÿ è óñèëèâàëàñü ýêñïðåññèÿ ýíäîãåííîãî BMP4. Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, ñòèìóëÿöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè BMP4 íå ïðè-
âîäèëà ê èçìåíåíèþ ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêå â ÝÒÊ,
ïðè ýòîì óðîâåíü ýêñïðåññèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ è ýíäîãåííûõ ëèãàíäîâ ñåìåéñòâà TGFbeta îñòàâàëñÿ
áåç èçìåíåíèé. Ìû òàêæå íå íàáëþäàëè èçìåíåíèé â
óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ ID1 è ID2. Íà îñíîâàíèè ïîëó-
÷åííûõ äàííûõ ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî íàðóøåíèå ïðîöåñ-
ñîâ äèôôåðåíöèðîâêè ÝÒÊ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî èç-
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ìåíåíèÿìè â àêòèâíîñòè ñèãíàëüíûõ ïóòåé ACTIVI-
NA/SMAD2/3 è BMP4/SMAD1/5/8 ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÑÊ.
Ñ îäíîé ñòîðîíû, â ÝÒÊ ñíèæåíà àêòèâíîñòü ñèãíàëüíîãî
ïóòè, àêòèâèðóåìîãî ôàêòîðîì ACTIVINA, èç-çà íèçêîãî
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ýíäîãåííîãî ëèãàíäà. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, ñèãíàëüíûé ïóòü, àêòèâèðóåìûé ôàêòîðîì BMP4, èí-
äóöèðóþùèé äèôôåðåíöèðîâêó â ÝÑÊ, â ÝÒÊ ïîäîáíîé
àêòèâíîñòüþ íå îáëàäàåò.

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 11-04-00379).

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÌÈÃÐÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ
Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÐÀÇÂÈÒÈß ÇËÎÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÕ ÎÏÓ-
ÕÎËÅÉ. © Ì. Å. Ëîìàêèíà, À. Ñ. ×èêèíà, À. Þ. Àëåêñàí-
äðîâà. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò êàíöåðîãåíå-
çà Ðîññèéñêîãî îíêîëîãè÷åñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà
èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Îäíèìè èç ïðèçíàêîâ îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè ÿâëÿ-
þòñÿ èíâàçèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê â áëèçëåæàùèå òêàíè è
ôîðìèðîâàíèå îòäàëåííûõ ìåòàñòàçîâ. Ïðè ýòîì êëåòêè
ìåíÿþò õàðàêòåð äâèæåíèÿ è ïðåòåðïåâàþò òàê íàçûâàå-
ìûå ïåðåõîäû — ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä
(ÝÌÏ) è ìåçåíõèìíî-àìåáîèäíûé ïåðåõîä (ÌÀÏ). Ñïî-
ñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê èçìåíÿòü õàðàêòåð äâèæå-
íèÿ íàçûâàåòñÿ ïëàñòè÷íîñòüþ. ÝÌÏ ñâÿçàí ïðåæäå âñå-
ãî ñ íàðóøåíèåì ìåæêëåòî÷íûõ àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ ó
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, â ðåçóëüòàòå êëåòêè ïðèîáðåòàþò
ñïîñîáíîñòü ïåðåäâèãàòüñÿ èíäèâèäóàëüíî, àíàëîãè÷íî
ôèáðîáëàñòàì (ìåçåíõèìíûé ìåõàíèçì). Ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû ÝÌÏ èçó÷åíû äîâîëüíî õîðîøî. ÌÀÏ ñâÿçàí
ñ äàëüíåéøåé ïðîãðåññèåé îïóõîëè. Ïðè ýòîì êëåòêè
ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü äâèãàòüñÿ ïî àìåáîèäíîìó ìå-
õàíèçìó çà ñ÷åò áëåááèíãà, è èõ äâèæåíèå ñòàíîâèòñÿ ìå-
íåå çàâèñèìûì îò êîíòàêòîâ ñ ñóáñòðàòîì è îò àêòèâíî-
ñòè ìåòàëëîïðîòåàç. Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ÌÀÏ
èçó÷åíû î÷åíü ñëàáî, ïîñêîëüêó ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ñó-
ùåñòâåííîå îñëàáëåíèå ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ñ ñóáñòðà-
òîì, êëåòêè ïðèêðåïëåíû î÷åíü ïëîõî è èññëåäîâàíèå èõ
îáû÷íûìè ìèêðîñêîïè÷åñêèìè ìåòîäàìè ñóùåñòâåííî
çàòðóäíåíî. Çàäà÷à íàøåé ðàáîòû — ðàçðàáîòêà ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ñèñòåìû, â êîòîðîé ìîæíî èçó÷àòü ÌÀÏ, è
èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ, îïðåäåëÿþùèõ âîçìîæíîñòü
ýòîãî ïåðåõîäà. Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè ðàçíûå ïîä-
õîäû — èçìåíåíèå àäãåçèâíîñòè ñóáñòðàòà, äåéñòâèå ðàç-
ëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ, ìåíÿþùèõ äèíàìèêó è àðõèòåêòóðó
öèòîñêåëåòà. Â ÷àñòíîñòè, ìû èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîðû
ìàëûõ ÃÒÔàç Rho è Rac, èíãèáèòîðû ðàçëè÷íûõ ìåõà-
íèçìîâ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà — Arp2/3-çàâèñèìîé ïî-
ëèìåðèçàöèè àêòèíà, îòâåòñòâåííîé çà ìåçåíõèìíûé ìå-
õàíèçì äâèæåíèÿ êëåòîê, è èíãèáèòîðû ôîðìèíçàâèñè-
ìîé ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà. Äëÿ èçìåíåíèÿ àäãåçèâíîñòè
ñóáñòðàòà ìû èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû Poly-HEMA ðàçíîé
êîíöåíòðàöèè. Áûëè èññëåäîâàíû ïîäâèæíîñòü êëåòîê è
ñòðîåíèå èõ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðàçíûõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ. Èññëåäîâàíèÿ ÌÀÏ ïðîâîäèëè íà
ëèíèè êëåòîê ôèáðîñàðêîìû ÷åëîâåêà HT1080. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî óõóäøåíèå àäãåçèâíîñòè ñóáñòðàòà ïðèâîäèò ê
òîìó, ÷òî êëåòêè ôèáðîñàðêîìû ïåðåñòàþò îáðàçîâûâàòü
ðàôôëû è ëàìåëëèïîäèè, õàðàêòåðíûå äëÿ ìåçåíõèìíîãî
äâèæåíèÿ. Ñíà÷àëà ó êëåòîê, ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ íà ìà-
ëîàäãåçèâíîì ñóáñòðàòå, ðåçêî âîçðàñòàåò êîëè÷åñòâî ôè-

ëîïîäèé, à ïðè äàëüíåéøåì óõóäøåíèè àäãåçèâíîñòè íà-
÷èíàþò îáðàçîâûâàòüñÿ áëåááû — ñòðóêòóðà, òèïè÷íàÿ
äëÿ àìåáîèäíîãî äâèæåíèÿ. Àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ
ìîðôîëîãèè ïîëó÷àëèñü ïðè îáðàáîòêå êëåòîê èíãèáèòî-
ðàìè Arp2/3-çàâèñèìîé ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà — CK666.
Ïîêàçàíî, ÷òî â ñëó÷àå íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ïîäîá-
íûå îáðàáîòêè íå ïðèâîäèëè íè ê áëåááèíãó, íè ê ïîâû-
øåííîìó îáðàçîâàíèþ ôèëîïîäèé. Äðóãèå èñïîëüçîâàí-
íûå èíãèáèòîðû íå âûçûâàëè ïîäîáíîãî ýôôåêòà. Òàêèì
îáðàçîì, ïðè âîçäåéñòâèÿõ, çàòðóäíÿþùèõ ìåçåíõèìíîå
äâèæåíèå, îïóõîëåâûå êëåòêè äåìîíñòðèðóþò ïëàñòè÷-
íîñòü è ïåðåõîäÿò ê àìåáîèäíîìó äâèæåíèþ, òîãäà êàê
íîðìàëüíûå êëåòêè òàêîãî ïåðåõîäà íå ïîêàçûâàþò. Â ðà-
áîòå ñðàâíèâàëè ìèãðàöèþ êëåòîê, ïåðåäâèãàþùèõñÿ ïî
ìåçåíõèìíîìó è àìåáîèäíîìó ìåõàíèçìàì íà äâóìåðíîì
è òðåõìåðíîì ñóáñòðàòàõ, èññëåäîâàëè èçìåíåíèÿ ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ àêòèíà è ôîêàëüíûõ àäãåçèé â êëåòêàõ ïðè
ÌÀÏ, à òàêæå ðàññìàòðèâàëè ïðîìåæóòî÷íóþ ñòàäèþ
ÌÀÏ — êëåòêè ñ óâåëè÷åííûì êîëè÷åñòâîì ôèëîïîäèé.
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Èçìåíåíèå êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè ëåæèò â îñíîâå
òàêèõ ãóáèòåëüíûõ äëÿ ïàöèåíòà ïðîöåññîâ, êàê èíâàçèÿ
è ìåòàñòàçèðîâàíèå, ïîýòîìó èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïî-
äâèæíîñòè êëåòêè ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âàæíåéøèõ çàäà÷
ñîâðåìåííîé êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Àêòèíîâûé öèòîñêå-
ëåò ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé êëåòî÷íîãî äâèæåíèÿ. Ïîýòîìó
öåëü íàøåé ðàáîòû — èññëåäîâàíèå èçìåíåíèé àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèìè èçìåíåíèé â
õàðàêòåðå ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè, âîçíèêàþùèõ
ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè, è àíàëèç ñâÿçè ýòèõ èç-
ìåíåíèé ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåòêîé ñïîñîáíîñòè ê èíâà-
çèè. Ìû èñïîëüçîâàëè òðè êëåòî÷íûå ñèñòåìû, ïîñëó-
æèâøèå ìîäåëÿìè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ ïðîãðåññèè: ìîíîîíêîãåííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ
(Ras-òðàíñôîðìàöèÿ), âèðóñíàÿ SV40-òðàíñôîðìàöèÿ è
òðåòüÿ ñèñòåìà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ïîäêîæíûå ôèáðî-
áëàñòû ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ è êëåòêè îïóõîëåâî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ HT-1080 (ôèáðîñàðêîìà). Íà âñåõ òðåõ
ìîäåëÿõ áûëè ïîëó÷åíû ñõîäíûå ðåçóëüòàòû. Ïðè òðàíñ-
ôîðìàöèè ïðîèñõîäèò ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå ñòðîåíèÿ
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàðÿäó
ñ èñ÷åçíîâåíèåì àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë è êðóïíûõ
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ôîð-
ìèðîâàíèå îáîãàùåííûõ àêòèíîì «ðàôôëîâ» íà äîðñàëü-
íîé ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Êðîìå òîãî, èññëåäîâàíèå óëüò-
ðàñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïîêàçàëî, ÷òî ó
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê àêòèíîâàÿ ñåòü â ëàìåëëè-
ïîäèè ñòàíîâèòñÿ ìåíåå ðåãóëÿðíîé, íàáëþäàåòñÿ áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî «äûðîê» â ïîäìåìáðàííîì ñëîå ìèêðî-
ôèëàìåíòîâ. Êðàåâîé àêòèíîâûé ïó÷îê â áîêîâûõ è õâîñ-
òîâîé ÷àñòÿõ êëåòêè ñóùåñòâåííî ðåäóöèðîâàí ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Âåðîÿòíî, èìåííî ýòî ïðèâîäèò
ê ñóùåñòâåííîìó ïåðåðàñïðåäåëåíèþ êðàåâîé àêòèâíî-
ñòè è èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè òðàíñôîðìèðîâàííîé êëåò-
êè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ó íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê àêòèâíûé êðàé ñîñðåäîòî÷åí íà ïåðåäíåì êîíöå
êëåòêè è åñòü õîðîøî âûðàæåííûå ñòàáèëüíûå ó÷àñòêè
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êðàÿ, îãðàíè÷åííûå ïëîòíûìè êðàåâûìè àêòèíîâûìè
ïó÷êàìè, îòñóòñòâóþùèìè ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê. Ïðè òðàíñôîðìàöèè îòíîñèòåëüíàÿ äëèíà àêòèâíîãî
êðàÿ ñèëüíî âîçðàñòàåò, è ó êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íåò ñòà-
áèëüíûõ êðàåâ. Êðîìå òîãî, ïðè òðàíñôîðìàöèè ñóùåñò-
âåííûì îáðàçîì èçìåíÿåòñÿ è õàðàêòåð ïñåâäîïîäèàëü-
íîé àêòèâíîñòè: ïðîòðóçèè íà ïåðåäíåì êðàå ñòàíîâÿòñÿ
áîëåå ìåëêèìè, à ÷àñòîòà èõ îáðàçîâàíèÿ è ÷àñòîòà îáðà-
çîâàíèÿ ðàôôëîâ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàþò. Âñå îïèñàí-
íûå âûøå èçìåíåíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è õàðàêòåðà
ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè, ïðîèçîøåäøèå â ðåçóëü-
òàòå òðàíñôîðìàöèè, ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ õàðàêòåðà
êëåòî÷íîé ìèãðàöèè. Íàìè îòìå÷åíî, ÷òî äâèæåíèå îäè-
íî÷íûõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê íîñèò ìåíåå íà-
ïðàâëåííûé õàðàêòåð, à ñêîðîñòü èõ ìèãðàöèè ïàäàåò, â
îñíîâíîì â ðåçóëüòàòå îòñóòñòâèÿ ïîëÿðèçàöèè àêòèâíî-
ñòè íà âåäóùåì êðàå; îäíîâðåìåííî óñèëèâàåòñÿ ñïîñîá-
íîñòü ê òðåõìåðíîé ìèãðàöèè ÷åðåç ïîðû êàìåðû Áîé-
äåíà. Êðîìå òîãî, òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ïðèîá-
ðåòàþò ñïîñîáíîñòü èíâàçèðîâàòü ìàòðèãåëü. Ïðè ýòîì
ìóòàöèè îäíîãî ãåíà ras íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïðèîáðåòå-
íèÿ êëåòêîé èíâàçèâíûõ ñâîéñòâ. Ñïîñîáíîñòü ê èíâàçèè
ñðåäè èçó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé óâåëè÷èâàåòñÿ ïàðàë-
ëåëüíî ñ íàðàñòàíèåì óêàçàííûõ èçìåíåíèé àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå ñòðóêòóðû àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà âûçûâàåò ïåðåðàñïðåäåëåíèå ïñåâäî-
ïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè íà êëåòî÷íîì êðàå, â ðåçóëüòàòå
êîòîðîãî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ëåãêî ìåíÿþò íà-
ïðàâëåíèå äâèæåíèÿ è äåìîíñòðèðóþò ïîèñêîâîå ïîâåäå-
íèå èíâàçèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê.
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Ñïåöèàëèçàöèÿ êëåòîê êîíòðîëèðóåòñÿ âíåøíèìè
ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè, òàêèìè êàê ôàêòîðû ðîñòà è
áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ðåöåïòîðû àäãåçèè êëå-
òîê, èíòåãðèíû, îáíàðóæåíû ó ïðåäñòàâèòåëåé âñåãî öàð-
ñòâà ìíîãîêëåòî÷íûõ, îò ïðîñòûõ è ïðèìèòèâíûõ æèâîò-
íûõ, òàêèõ êàê ãóáêè è êîðàëëû, äî âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ.
Ïðåäêè áèëàòåðàëüíûõ æèâîòíûõ óæå èìåëè ïî êðàéíåé
ìåðå äâà èíòåãðàòèâíûõ ãåòåðîäèìåðà (ab). Â öåíòðå íà-
øåãî âíèìàíèÿ — ó÷àñòèå èíòåãðèíà aVb3 è b1-èíòåãðè-
íîâîé ñóáúåäèíèöû, ðîëü êîòîðûõ â ðåàëèçàöèè ìèîãåí-
íîé è íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè óñòàíîâëåíà ó
ìëåêîïèòàþùèõ è â ïðîöåññàõ ìèî- è íåéðîãåíåçà ó äâó-
ñòâîð÷àòûõ ìîëëþñêîâ. Êëþ÷ ê ìîëåêóëÿðíûì âçàè-
ìîäåéñòâèÿì ìåæäó èíòåãðèíîâûìè ðåöåïòîðàìè è èõ
ëèãàíäàìè — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Arg-Gly-Asp (RGD).
Áåëêè ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òàêèå êàê ôèáðîíåê-
òèí, âèòðîíåêòèí, ëàìèíèí, êîëëàãåí è äð., ñîäåðæàò
RGD-ìîòèâ. Íàøè ðåçóëüòàòû ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáè-
òîðà èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ RGDS-ïåïòèäà è êîíò-
ðîëüíîãî RGES-ïåïòèäà ïîäòâåðæäàþò, ÷òî â àäãåçèè è
ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê ëè÷èíîê ìèäèè çà-
äåéñòâîâàí èíòåãðèíîâûé ìåõàíèçì. Îäíàêî îòñóòñòâèå
ñîëîêàëèçàöèè òåñòèðîâàííûõ òèïîâ èíòåãðèíîâ è îñíîâ-

íûõ ìûøå÷íûõ áåëêîâ (ìèîçèíà, ïàðàìèîçèíà, òâèò÷èíà
è àêòèíà) óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â êóëüòóðå èìåííî ýòè èí-
òåãðèíû íå ó÷àñòâóþò â ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå
êëåòîê ëè÷èíîê ìèäèè. Îáíàðóæåíà ñîëîêàëèçàöèÿ
aVb3-ïîäîáíîãî èíòåãðèíà è ìàðêåðîâ íåéðîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè, íåéðîìåäèàòîðîâ ñåðîòîíèíà èëè
íåéðîïåïòèäà FMRFàìèäà, â íåêîòîðûõ êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ. b1-ïîäîáíàÿ èíòåãðèíîâàÿ ñóáúåäèíèöà íå ó÷à-
ñòâóåò â ïðîöåññå íåéðîãåíåçà. Íà ýòî óêàçûâàþò îòñóò-
ñòâèå ñîëîêàëèçàöèè ñ íåéðîìåäèàòîðàìè íà âñåõ ñóáñò-
ðàòàõ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîÿâëåíèå
b1-èíòåãðèí-èììóíîïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ïðèñóòñò-
âèè àãåíòîâ, áëîêèðóþùèõ ðàçâèòèå íåéðîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè (5 ìÌ ÝÃÒÀ è ÝÄÒÀ), è çíà÷èòåëüíî áî-
ëåå ðàííåå ïîÿâëåíèå òàêèõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ íåðâ-
íûìè êëåòêàìè. Ìàêñèìàëüíàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ
àêòèâíîñòü êëåòîê ëè÷èíîê ìèäèè (îêîëî 11 %) çàðåãèñò-
ðèðîâàíà íà êîëëàãåíå, ïðè ýòîì åå óðîâåíü íå ñíèæàëñÿ
â òå÷åíèå 1 ìåñ, òîãäà êàê íà ôèáðîíåêòèíå êîëè÷åñòâî
äåëÿùèõñÿ êëåòîê äîñòèãàëî ñâîåãî ìàêñèìóìà ÷åðåç
12 ÷, à çàòåì, ÷åðåç 5 ñóò, ñíèæàëîñü äî 1 %. Ìûøå÷íûå
(ïàðàìèîçèí-èììóíîïîëîæèòåëüíûå) êëåòêè ñîõðàíÿ-
ëè ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè íà ôèáðîíåêòèíå äî
3 ñóò. Ñíèæåíèå ïðîëèôåðàöèè ñîïðîâîæäàëîñü óñèëåíè-
åì äèôôåðåíöèðîâêè â ìèîãåííîì è íåéðîíàëüíîì íà-
ïðàâëåíèÿõ, à òàêæå óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà b1-èììóíî-
ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê. Â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ îáíàðóæåíà ñî-
ëîêàëèçàöèÿ b1-ïîäîáíîé èíòåãðèíîâîé ñóáúåäèíèöû ñ
ôîñôîðèëèðîâàííûì ãèñòîðîì H3, ìàðêåðîì ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ êëåòîê. Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
aVb3-ïîäîáíûé èíòåãðèí ìîæåò áûòü ñâÿçóþùèì àãåí-
òîì ìåæäó âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì è íåéðîí-ïîäîáíû-
ìè êëåòêàìè. Ýòî äîêàçûâàåò åäèíñòâî ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé, ðåãóëèðóþùèõ ðàçâèòèå íåðâíîé ñèñòåìû ó ðàçíûõ
òèïîâ æèâîòíûõ. Ðîëü b1-ïîäîáíîãî èíòåãðèíà â ðàçâè-
òèè ëè÷èíîê ìîëëþñêîâ ïðåäñòîèò âûÿñíèòü.

ÐÎÑÒÎÂÛÅ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÈ È ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅ-
ÍÎÂ Â ÏÅÐÂÈ×ÍÛÕ ÊÓËÜÒÓÐÀÕ ÊËÅÒÎÊ ÇËÎÊÀ-
×ÅÑÒÂÅÍÍÛÕ ÃËÈÀËÜÍÛÕ ÎÏÓÕÎËÅÉ ÃÎËÎÂÍÎ-
ÃÎ ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Þ. Ñ. Ìàêóøåâà,1 Å. Â. Êà-
øèíà,1 À. Ñ. Ãàéòàí,2 Í. Â. Ðóáöîâà.1 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, makusheva@bionet.nsc.ru
è 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ïàòîëîãèè êðîâî-
îáðàùåíèÿ èì. Å. Í. Ìåøàëêèíà, Íîâîñèáèðñê.

Ãëèîìû, èëè ãëèàëüíûå îïóõîëè, — íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àþùèåñÿ îïóõîëè ãîëîâíîãî ìîçãà, ïðîèñõîäÿùèå
èç ãëèàëüíûõ êëåòîê è èõ ïðåäøåñòâåííèêîâ. Îíè ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ ãðóïïó íîâîîáðàçîâàíèé,
ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèì è ãèñòî-
ëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì. Êóëüòóðû êëåòîê øèðîêî
ïðèìåíÿþòñÿ â êà÷åñòâå ìîäåëè ïðè èçó÷åíèè áèîëîãèè
ãëèîì ÷åëîâåêà. Èñòîðè÷åñêè ñëîæèâøàÿñÿ ïðàêòèêà èñ-
ïîëüçîâàíèÿ îãðàíè÷åííîãî íàáîðà äëèòåëüíî ïåðåâèâàå-
ìûõ êóëüòóð â êà÷åñòâå ìîäåëè êàíöåðîãåíåçà â ïîñëåä-
íåå âðåìÿ ïîäâåðãàåòñÿ ðåâèçèè. Äîñòàòî÷íî áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êëåòêè
äëèòåëüíî ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð ïî ìíîãèì ñâîèì õà-
ðàêòåðèñòèêàì âåñüìà ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ îò êëåòîê
èñõîäíîé îïóõîëè è ïîýòîìó â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íå
ÿâëÿþòñÿ àäåêâàòíîé ìîäåëüþ. Àêòóàëüíûì îñòàåòñÿ âî-
ïðîñ îòðàáîòêè óñëîâèé ïîääåðæàíèÿ ïåðâè÷íûõ ìîíî-
ñëîéíûõ êóëüòóð íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ îïóõîëå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 647



âûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè in vitro
è ñîõðàíÿþùèõ õàðàêòåðèñòèêè, èäåíòè÷íûå èëè ïî
êðàéíåé ìåðå î÷åíü áëèçêèå ê êëåòêàì èñõîäíîé ãëèîìû.
Íàìè áûëà ïðîâåäåíà ðàáîòà ïî àíàëèçó âëèÿíèÿ ðàçíûõ
óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ðîñòîâûå õàðàêòåðèñòèêè
íåñêîëüêèõ ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ðà-
íåå èç çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèàëüíûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà:
îëèãîàñòîðîöèòîìû (ãðàäàöèÿ III) è ãëèîáëàñòîìû (ãðà-
äàöèÿ IV). Ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ ïî-
íèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì îïðåäåëåííûõ ñòèìóëèðóþùèõ ðîñò äîáà-
âîê ïîçâîëÿåò îêîëî 10 ïàññàæåé ïîääåðæèâàòü êëåòêè
ýòèõ îïóõîëåé â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå â íèçêîäèôôå-
ðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ñ äîñòàòî÷íî âûñîêèì èíäåê-
ñîì ïðîëèôåðàöèè. Òàêæå áûë ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç óðîâíÿ îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè øåñòè ãåíîâ
(EGFR, PTEN, MGMT, TFAP2A, DNMT3A è CEBPB), èãðà-
þùèõ âàæíóþ ðîëü â ïàòîãåíåçå ãëèîì. Â èññëåäîâàíèå
áûëè âîâëå÷åíû îáðàçöû èñõîäíîé îïóõîëåâîé òêàíè,
êëåòêè ïåðâè÷íûõ êóëüòóð, ïîëó÷åííûå èç ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ îïóõîëåé, è îáðàçöû íåìàëèãíèçèðîâàííîãî ìîçãà
÷åëîâåêà. Óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ áûë
èçìåðåí ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìå-
íè è íîðìàëèçîâàí ê óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíà HPRT1. Èñ-
õîäíûå îïóõîëè ñóùåñòâåííî îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà è
îò îáðàçöîâ íîðìàëüíîãî ìîçãà ïðîôèëåì îòíîñèòåëüíîé
ýêñïðåññèè èññëåäîâàííûõ ãåíîâ. Â êëåòêàõ ïåðâè÷íûõ
êóëüòóð áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè
èññëåäîâàííûõ ãåíîâ îòíîñèòåëüíî ïîêàçàòåëåé, îáíàðó-
æåííûõ â îáðàçöàõ èñõîäíûõ îïóõîëåé, êàê â ñòîðîíó
óâåëè÷åíèÿ, òàê è â ñòîðîíó ñíèæåíèÿ. Ïðè ýòîì ñòåïåíü
èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ðàçëè÷àëàñü äëÿ ðàçíûõ ãå-
íîâ â ðàçíûõ êóëüòóðàõ. ×àñòü ãåíîâ ñîõðàíèëà óðîâåíü
ýêñïðåññèè, õàðàêòåðíûé äëÿ èñõîäíîé îïóõîëè.

ÈÍÃÈÁÈÒÎÐ ÃÅÒÅÐÎÒÐÈÌÅÐÍÛÕ G-ÁÅËÊÎÂ ÑÓÐÀ-
ÌÈÍ ÌÎÄÓËÈÐÓÅÒ ÂËÈßÍÈÅ ÃËÓÒÎÊÑÈÌÀ ÍÀ
ÒÐÀÍÑÏÎÐÒ Na+ Â ÊÎÆÅ ËßÃÓØÊÈ. © À. Â. Ìåëüíèö-
êàÿ, Ç. È. Êðóòåöêàÿ, Ñ. Í. Áóòîâ, Í. È. Êðóòåöêàÿ,
Â. Ã. Àíòîíîâ. Êàôåäðà áèîôèçèêè áèîëîãî-ïî÷âåííîãî
ôàêóëüòåòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåð-
ñèòåòà, avm242@hotbox.ru

Êîæà àìôèáèé è äðóãèå ýïèòåëèàëüíûå ñèñòåìû —
êëàññè÷åñêèå ìîäåëüíûå îáúåêòû äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìå-
õàíèçìîâ òðàíñýïèòåëèàëüíîãî òðàíñïîðòà èîíîâ. Ïî
ñïîñîáíîñòè ê òðàíñïîðòó ýëåêòðîëèòîâ è ðåàêöèè íà íå-
êîòîðûå ãîðìîíû êîæà è ìî÷åâîé ïóçûðü àìôèáèé ñõîä-
íû ñ äèñòàëüíûìè îòäåëàìè ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ, ÷òî ïî-
çâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äàííûå, ïîëó÷àåìûå íà ýòèõ îáúåê-
òàõ, äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà âîäû è èîíîâ
â êëåòêàõ ïî÷êè. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñ-
ïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè ìîäóëèðóåòñÿ ðàçëè÷íû-
ìè îêèñëÿþùèìè àãåíòàìè. Âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî
îêèñëåííûé ãëóòàòèîí (GSSG) è ïðåïàðàò ãëóòîêñèì®
(äèíàòðèåâàÿ ñîëü GSSG ñ íàíîäîáàâêîé ïëàòèíû; «ÔÀÐ-
ÌÀ — ÂÀÌ», Ìîñêâà), ïðèëîæåííûå ê áàçîëàòåðàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êîæè, èìèòèðóþò äåéñòâèå èíñóëèíà è ñòè-
ìóëèðóþò òðàíñýïèòåëèàëüíûé òðàíñïîðò Na+. Â äàëü-
íåéøåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ðåãóëÿöèè ãëóòîêñèìîì
òðàíñïîðòà Na+ â êîæå ëÿãóøêè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå òèðî-
çèíêèíàçû è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàçû, ïðîòåèíêèíàçà
Ñ, ñåðèí/òðåîíèíîâûå ïðîòåèíôîñôàòàçû ÐÐ1/ÐÐ2, à òàê-
æå ìèêðîòðóáî÷êè è ìèêðîôèëàìåíòû. Îäíàêî ìîëåêó-

ëÿðíûå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ðåãóëÿòîðíîãî
âëèÿíèÿ ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+, âî ìíîãîì íåÿñíû.

Èçâåñòíî, ÷òî ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè ÿâëÿþòñÿ
óíèâåðñàëüíûìè ïîñðåäíèêàìè, ó÷àñòâóþùèìè â ïåðåäà-
÷å ñèãíàëîâ îò ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ ê ýôôåêòîðíûì
áåëêàì. Â áàçîëàòåðàëüíûõ ìåìáðàíàõ êëåòîê ýïèòåëèÿ
êîæè ëÿãóøêè èäåíòèôèöèðîâàíû àññîöèèðîâàííûå ñ ãå-
òåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè ïóðèíîðåöåïòîðû P2Y-òèïà,
ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè òðàíñýïèòåëèàëüíîãî òðàíñ-
ïîðòà Na+. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ âûÿâëåíèÿ ó÷àñòèÿ ãåòåðî-
òðèìåðíûõ G-áåëêîâ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà íà òðàíñ-
ïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè Rana temporaria èñïîëüçîâàëè
ñóðàìèí — ñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð ãåòåðîòðèìåðíûõ
G-áåëêîâ è íåñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð ïóðèíîðåöåïòîðîâ
P2Y- è P2X-òèïîâ.

Äëÿ ðåãèñòðàöèè âîëüò-àìïåðíûõ õàðàêòåðèñòèê
(ÂÀÕ) êîæè ëÿãóøêè èñïîëüçîâàëè àâòîìàòèçèðîâàííóþ
óñòàíîâêó ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà. Â èíòåðâàëàõ ìåæäó èç-
ìåðåíèÿìè ÂÀÕ òðàíñýïèòåëèàëüíûé ïîòåíöèàë (VT)
êîæè ïîääåðæèâàëè ïðè ïîòåíöèàëå îòêðûòîé öåïè VOC

(VOC = VT ïðè òðàíñýïèòåëèàëüíîì òîêå IT = 0). Èç ÂÀÕ
îïðåäåëÿëè ýëåêòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû êîæè: òîê êîðîò-
êîãî çàìûêàíèÿ ISC (ISC = IT ïðè VT = 0), VOC è òðàíñýïè-
òåëèàëüíóþ ïðîâîäèìîñòü gT. Òðàíñïîðò Na+ îöåíèâàëè
êàê àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûé ISC. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíà-
ëèç ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå x � sx. Â ñðåäíåì (ïî ðå-
çóëüòàòàì 10 ýêñïåðèìåíòîâ) ïîñëå ïðèëîæåíèÿ ãëóòî-
êñèìà ê èíòàêòíîé êîæå ISC âîçðàñòàåò íà 31.24 �

8.32 %, à VOC âîçðàñòàåò íà 38.04 � 5.15 %. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíî-
ñòè êîæè ñóðàìèíîì (200 ìêÌ) â òå÷åíèå 30 ìèí ïåðåä
äîáàâëåíèåì ê òîé æå ïîâåðõíîñòè êîæè 100 ìêã/ìë ãëó-
òîêñèìà ñóùåñòâåííî îñëàáëÿåò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå
ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Òàê, ISC â ýòîì ñëó÷àå âîç-
ðàñòàåò íà 16.04 � 4.12 %, à VOC — íà 18.58 � 5.02 %. Âî
âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ âåëè÷èíà gT íå ìåíÿåòñÿ. Òàêèì îá-
ðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè
ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýòàïà, ñâÿçàííîãî ñ àêòèâàöèåé
ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ, â ðåàëèçàöèè ðåãóëÿòîðíîãî
âëèÿíèÿ ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè.

ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÉ ÏÎÒÅÍÖÈÀË ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ ÊÎÍ-
ÒÐÎËÈÐÓÅÒÑß ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÂÛÌÈ ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×-
ÍÛÌÈ ÔÈËÀÌÅÍÒÀÌÈ. © À. À. Ìèíèí, È. Ñ. ×åðíî-
èâàíåíêî, Å. À. Ìàòâååâà. Ãðóïïà êëåòî÷íîé áèîëîãèè
Èíñòèòóòà áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ïîíèìàòü ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ìåìáðàííîãî ïîòåí-
öèàëà ìèòîõîíäðèé î÷åíü âàæíî, òàê êàê îò ôóíêöèé ýòèõ
îðãàíåëë çàâèñÿò ìíîãèå ïðîöåññû è íàðóøåíèÿ ïðèâîäÿò
ê ðàçëè÷íûì ïàòîëîãèÿì. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ñâîéñòâà
è ïîâåäåíèå ìèòîõîíäðèé çàâèñÿò îò èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
âèìåíòèíîâûìè ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè, îäíèì
èç òðåõ îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà. Èñïîëüçóÿ
âèäåîìèêðîñêîïèþ æèâûõ êëåòîê è ïîòåíöèàëçàâèñèìûå
ìèòîõîíäðèàëüíûå êðàñèòåëè, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ýêñ-
ïðåññèÿ âèìåíòèíà â áåçâèìåíòèíîâûõ êëåòêàõ ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè âèìåíòèíà â
ôèáðîáëàñòàõ âûçûâàåò ñíèæåíèå ïîòåíöèàëà ìèòîõîíä-
ðèé. Ìû âûÿñíèëè, ÷òî â N-êîíöåâîé ÷àñòè ìîëåêóëû âè-
ìåíòèíà èìååòñÿ ó÷àñòîê, îòâåòñòâåííûé çà íàáëþäàå-
ìûé ýôôåêò, è äàæå íåáîëüøîé ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé
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ýòîò ó÷àñòîê, ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ìèòîõîíäðèÿìè óâå-
ëè÷èâàåò èõ ïîòåíöèàë. Âíóòðè íàéäåííîãî íàìè ó÷àñòêà
ðàñïîëîæåíû ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ âèìåíòèíà íåêî-
òîðûìè èçâåñòíûìè ïðîòåèíêèíàçàìè. Òàê, ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå Ser55 îäíîé èç íèõ, ïðîòåèíêèíàçîé PAK1, ïðè-
âîäèò ê íàðóøåíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ìèòîõîíäðèé ñ âè-
ìåíòèíîì è êàê ðåçóëüòàò — ê ñíèæåíèþ èõ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà. Ýôôåêò âèìåíòèíà íà ìèòî-
õîíäðèè íàáëþäàåòñÿ òîëüêî â êëåòêàõ ñ íîðìàëüíî ôóí-
êöèîíèðóþùåé äûõàòåëüíîé öåïüþ. Èñïîëüçóÿ r0-êëåò-
êè, ëèøåííûå ìòÄÍÊ è äåôåêòíûå ïî ñïîñîáíîñòè ê
îêèñëèòåëüíîìó ôîñôîðèëèðîâàíèþ, ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ìèòîõîíäðèàëüíûé ïîòåíöèàë â íèõ íå÷óâñòâèòåëåí ê
âçàèìîäåéñòâèþ ñ âèìåíòèíîì. È íàêîíåö, íàøè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñâÿçü ìèòîõîíäðèé ñ âèìåí-
òèíîì óâåëè÷èâàåò äîëþ ýíåðãèè ïîòåíöèàëà, êîòîðàÿ
ðàñõîäóåòñÿ â ìèòîõîíäðèÿõ íà ñèíòåç ÀÒÔ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 10-04-00414_à, 13-04-00931_à è 12-04-32280ìîë_à).

ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÉ ÕÎËÅÑÒÅÐÈÍ È ËÈÏÈÄÍÛÅ ÐÀÔ-
ÒÛ ÊÀÊ ÏÎÒÅÍÖÈÀËÜÍÛÅ ÐÅÃÓËßÒÎÐÛ ÑÈÃ-
ÍÀËÜÍÛÕ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ Â ÊËÅÒÊÅ. © Å. À. Ìîðà÷åâ-
ñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elen-
mo@mail.cytspb.rssi.ru

Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ ïðîöåññîâ êëå-
òî÷íîé ðåãóëÿöèè è ïåðåäà÷è ñèãíàëà îñíîâíûì è íåçà-
ìåíèìûì îáúåêòîì îñòàþòñÿ êëåòî÷íûå êóëüòóðû. Çàêî-
íîìåðíîñòè, óñòàíîâëåííûå ïðè èçó÷åíèè áèîëîãèè êëåò-
êè â êóëüòóðå, ñîñòàâëÿþò ôóíäàìåíò ñîâðåìåííûõ
çíàíèé îá îñíîâàõ æèçíåäåÿòåëüíîñòè æèâîé êëåòêè êàê
â íîðìå, òàê è ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ. Áîëüøèíñòâî
ðåãóëÿòîðíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå àññîöèèðîâàíî ñ ìåìá-
ðàííûìè ñòðóêòóðàìè, íåêîòîðûå ìåìáðàííûå ëèïèäû
ÿâëÿþòñÿ ïðèçíàííûìè ó÷àñòíèêàìè âíóòðèêëåòî÷íûõ
ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôîðìèðóåòñÿ
íîâûé âçãëÿä íà ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíóþ îðãàíèçà-
öèþ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ýóêàðèîò, ïðîèñõîäèò ïåðåîñ-
ìûñëåíèå ðîëè ëèïèäîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü ñòåðîëîâ.
Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ â ðàìêàõ ëèïèäíîé òåìà-
òèêè áûëè ïîñâÿùåíû ðàçëè÷íûì àñïåêòàì ìåòàáîëèçìà
èçîïðåíîèäîâ, ôîñôîèíîçèòèäîâ, àðàõèäîíîâîé êèñëîòû,
èõ ó÷àñòèÿ â êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ. Ñèãíàëüíàÿ è ðåãóëÿ-
òîðíàÿ ðîëü ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà îñòàâàëàñü íåäî-
îöåíåííîé è â èòîãå çíà÷èòåëüíî ìåíåå èçó÷åííîé. Î÷å-
âèäíà àêòóàëèçàöèÿ ýòîãî íàïðàâëåíèÿ â ñâÿçè ñ êîíöåï-
öèåé ëèïèäíûõ ðàôòîâ è ñîâðåìåííûìè äàííûìè îá
ó÷àñòèè ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà â ðåàëèçàöèè ðàçëè÷-
íûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ðàç-
ëè÷íîãî ïðîôèëÿ óêàçûâàþò íà ïðèîðèòåòíóþ ðîëü ðàôò-
àññîöèèðîâàííûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â îïóõîëåâîé òðàíñ-
ôîðìàöèè è ðàçâèòèå ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé
êëåòî÷íîãî ôåíîòèïà. Êàê èçâåñòíî, ïðèñóòñòâèå ñòåðè-
íîâ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ìåìáðàí êëåòîê
ýóêàðèîò; ýâîëþöèîííûé àñïåêò äàííîé ïðîáëåìàòèêè
ïðåäñòàâëÿåò íåñîìíåííûé èíòåðåñ. Õîëåñòåðèí (õîëå-
ñòåðîë) — îäèí èç îñíîâíûõ ëèïèäíûõ êîìïîíåíòîâ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Äî-
ñòàòî÷íî äàâíî ïîêàçàíî, ÷òî õîëåñòåðèí âëèÿåò íà ôèçè-
÷åñêèå ñâîéñòâà è äèíàìèêó ìåìáðàí; â ìîäåëüíûõ ñèñ-
òåìàõ îí ðåãóëèðóåò òåêó÷åñòü è ïîâûøàåò æåñòêîñòü

áèñëîÿ. Çíà÷èòåëüíî ìåíåå î÷åâèäíû èçìåíåíèÿ ìåìá-
ðàííûõ ôóíêöèé â çàâèñèìîñòè îò óðîâíÿ õîëåñòåðèíà â
íàòèâíûõ êëåòêàõ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â êëåòî÷íûõ ìåì-
áðàíàõ ïðèñóòñòâóþò ëèïèäíûå ìèêðîäîìåíû (ðàôòû,
êàâåîëû) — ó÷àñòêè, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ áîëå ïëîòíîé
óïàêîâêîé è ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà è
ñôèíãîëèïèäîâ. Âèçóàëèçàöèÿ ðàôòîâ îñòàåòñÿ òðóäíî-
ðàçðåøèìîé çàäà÷åé è ñòàíîâèòñÿ ñàìîñòîÿòåëüíûì íà-
ïðàâëåíèåì ìåìáðàíîëîãèè. Îäíèì èç îñíîâíûõ ïóòåé
äëÿ âûÿâëåíèÿ ðîëè ðàôòîâ â ðàçëè÷íûõ àñïåêòàõ æèçíå-
äåÿòåëüíîñòè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ôóíêöèîíàëüíûå ïîäõî-
äû, â ïåðâóþ î÷åðåäü ýêñïåðèìåíòû â óñëîâèÿõ ÷àñòè÷-
íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå
íàìè íà ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (Ðîññèéñêàÿ êîë-
ëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ),
ñâèäåòåëüñòâóþò î âåðîÿòíîì ó÷àñòèè ìåìáðàííîãî õîëå-
ñòåðèíà è ðàôòîâ â ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïðîöåññàõ, â
òîì ÷èñëå ðåãóëÿöèè èîííûõ êàíàëîâ, ìåõàíîòðàíñäóê-
öèè è ïåðåñòðîéêàõ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00622) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è
êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÕ ÒÓÁÓËßÐÍÛÕ
ÑÒÐÓÊÒÓÐ ÈÇ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ HepG2 ÏÐÈ ÏÎÌÎÙÈ
ÎÏÒÈ×ÅÑÊÎÉ ËÎÂÓØÊÈ. © Í. Å. Ìîðîçîâà, À. Ä. Âå-
äÿéêèí, Ã. Å. Ïîáåãàëîâ, Ñ. Â. Ìóðàøîâ, À. Ñ. Ìåëüíèêîâ,
Ì. À. Õîäîðêîâñêèé, À. Â. Ñàáàíöåâ. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèé èíñòèòóò íàíîáèîòåõíîëîãèé, Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãî-
ñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò.

Ìåòîä ôîðìèðîâàíèÿ ìåìáðàííûõ òóáóëÿðíûõ
ñòðóêòóð (ÌÒÑ) ïðè ïîìîùè îïòè÷åñêîé ëîâóøêè ñïîñî-
áåí ïðåäîñòàâèòü áîëüøîé îáúåì èíôîðìàöèè î ñâîéñò-
âàõ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è öèòîñêåëåòà. Ýòè ñâîé-
ñòâà èãðàþò áîëüøóþ ðîëü â òàêèõ ïðîöåññàõ, êàê êëå-
òî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü, ýíäî- è ýêçîöèòîç, äåëåíèå è
äèôôåðåíöèðîâêà, à òàêæå çëîêà÷åñòâåííàÿ òðàíñôîðìà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 649

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü ñèëû, äåéñòâóþùåé íà ìèêðîñôåðó ñî ñòî-
ðîíû ÌÒÑ, îò âðåìåíè ïðè ðàçëè÷íûõ ñêîðîñòÿõ óäëèíåíèÿ

ÌÒÑ.

Ñòðåëêîé îáîçíà÷åí ìîìåíò ïðåêðàùåíèÿ óäëèíåíèÿ.



öèÿ è ìàëèãíèçàöèÿ êëåòîê (Guck et al., 2005; Cross et al.,
2007; Zhang, Liu, 2008). Íàìè áûëà ðåàëèçîâàíà ìåòîäèêà
èññëåäîâàíèÿ ìåõàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ êëåòî÷íîé ìåìáðà-
íû çà ñ÷åò ôîðìèðîâàíèÿ ÌÒÑ ïðè ïîìîùè îïòè÷åñêîé
ëîâóøêè. Àíàëèç ñèë, äåéñòâóþùèõ íà ìèêðîñôåðó â çà-
âèñèìîñòè îò ñêîðîñòè óäëèíåíèÿ ÌÒÑ, ïîçâîëÿåò îïðå-
äåëèòü ñòàöèîíàðíóþ ñèëó íàòÿæåíèÿ ÌÒÑ, à òàêæå îõà-
ðàêòåðèçîâàòü âÿçêèå ñâîéñòâà ìåìáðàíû. Ýòà ìåòîäèêà
áûëà óñïåøíî îïðîáîâàíà íà êëåòî÷íîé ëèíèè HepG2 è
ïîçâîëèëà îõàðàêòåðèçîâàòü ìåõàíè÷åñêèå ñâîéñòâà ìåì-
áðàí äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè. Íà ðèñóíêå ïðåäñòàâëåí
õàðàêòåðíûé ïðèìåð çàâèñèìîñòè ñèëû íàòÿæåíèÿ ÌÒÑ
îò âðåìåíè ïðè ðàçëè÷íûõ ñêîðîñòÿõ åå óäëèíåíèÿ. Âî-
ïðåêè óñòîÿâøåìóñÿ â ëèòåðàòóðå ìíåíèþ, ïðè áîëüøèõ
ñêîðîñòÿõ óäëèíåíèÿ ÌÒÑ (10 è 20 ìêì/ñ) â ïðîöåññå óä-
ëèíåíèÿ ñèëà íàòÿæåíèÿ ÌÒÑ íå îñòàâàëàñü ïîñòîÿííîé,
íî ðîñëà ñ òå÷åíèåì âðåìåíè. Ýòî, ïî âñåé âèäèìîñòè,
ñâèäåòåëüñòâóåò î íàðóøåíèè êâàçèñòàöèîíàðíîñòè ïðî-
öåññà óäëèíåíèÿ ÌÒÑ ïðè âûñîêèõ ñêîðîñòÿõ. Èçìåðåí-
íîå çíà÷åíèå ñòàöèîíàðíîé ñèëû íàòÿæåíèÿ ÌÒÑ äëÿ
êëåòîê HepG2 ñîñòàâèëî 40 ± 2 ïÍ, à âÿçêîñòü ÌÒÑ —
0.27 ± 0.07 ïÍ� ñ/ìêì.
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Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå — íåîáðàòèìàÿ îñòàíîâêà äåëå-
íèÿ êëåòêè â ôàçå G1 (âûõîä â ôàçó G0), ïåðâîíà÷àëüíî
îòêðûòàÿ êàê ëèìèò Õåéôëèêà, ïðèñóùàÿ êóëüòèâèðóå-
ìûì in vitro ôèáðîáëàñòàì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçëè÷à-
þò òðè âèäà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ïî ïðè÷èíå åãî èíäóê-
öèè — ðåïëèêàòèâíîå (ñâÿçàííîå ñ óêîðî÷åíèåì òåëîìåð-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé õðîìîñîì è óòðàòå çàùèòíûõ
òåëîìåðñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ), ñòðåññèíäóöèðîâàííîå
(â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ìîëåêóëû ÿäåðíîé ÄÍÊ) è îíêî-
ãåíèíäóöèðîâàííîå (ïðè ñâåðõàêòèâàöèè ïðîòîîíêîãåí-
íûõ áåëêîâ). Âîçäåéñòâèå èîíèçèðóþùèõ èçëó÷åíèé â
ñðåäíèõ è áîëüøèõ äîçàõ (>1 Ãð) àêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ
äëÿ èíäóêöèè è èññëåäîâàíèÿ ñòðåññèíäóöèðîâàííîãî
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. Àêòóàëüíûì îñòàåòñÿ âîïðîñ: ñïî-
ñîáíî ëè âîçäåéñòâèå ðåäêîèîíèçèðóþùèõ èçëó÷åíèé â
ìàëûõ äîçàõ âûçûâàòü óñêîðåííîå êëåòî÷íîå ñòàðåíèå?
Êàêèå ìåõàíèçìû êëåòî÷íîé çàùèòû èíäóöèðóþòñÿ ïðè
âîçäåéñòâèè èçëó÷åíèé â ìàëûõ äîçàõ è êàê ïðîèñõîäèò
èõ èçìåíåíèå ñ âîçðàñòîì êëåòîê â êóëüòóðå? Èçó÷åíû

ýôôåêò îäíîêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ â ìàëîé äîçå íà ñêîðîñòü
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà,
èõ ñïîñîáíîñòü îòâå÷àòü íà ïîâòîðíîå îáëó÷åíèå â ìàëîé
èëè áîëüøîé äîçå, à òàêæå âîçðàñòíûå èçìåíåíèÿ ýêñ-
ïðåññèè íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ãåíîâ ñòðåññ-îòâåòà. Ïîêà-
çàíî, ÷òî îáëó÷åíèå ìîëîäûõ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà HFL1 â äîçàõ 12.5 è 100 ìÃð ïðèâîäèò ê çàìåä-
ëåíèþ ñêîðîñòè êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ïî ïîêàçàòåëþ àê-
òèâíîñòè b-ãàëàêòîçèëàçû è óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíîâ
p21 è p19. Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ñòàðåþùåé ïðåä-
îáëó÷åííîé êóëüòóðå ñíèæåíà ýêñïðåññèÿ ãåíà ìàðãàíöå-
âîé ñóïåðîêñèääèñìóòàçû (Sod2), ïðîàïîïòîçíûõ ãåíîâ
PUMA è TNFSF10, à òàêæå èçìåíÿåòñÿ ñîîòíîøåíèå
ìÐÍÊ ôàêòîðîâ ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ (FGF1 è FGF2). Âû-
ïîëíåí àíàëèç èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ñòðåññ-îòâåòà
â îòâåò íà îáëó÷åíèå â äîçàõ 0.1 è 1 Ãð êóëüòóð êëåòîê,
ïîäâåðãøèõñÿ ïðåäâàðèòåëüíîìó îáëó÷åíèþ â äîçàõ 12.5
è 100 ìÃð. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî îáëó÷åíèå â ìàëûõ äîçàõ ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíå-
íèþ ðåàêöèè êëåòîê íà ïîñëåäóþùåå îáëó÷åíèå â áîëü-
øîé äîçå. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ïîêà-
çûâàþò âîçìîæíîñòü èíäóêöèè çàìåäëåíèÿ êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòîâ ïðè âîçäåéñò-
âèè èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ â ìàëîé äîçå è óêàçûâàþò
íà ïîòåíöèàëüíûå ìåõàíèçìû îáíàðóæåííîãî ýôôåêòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà
N12-Ï-4-1005 ïî ïðîãðàììå ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÀÍÀËÈÇ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß ÑÈÃ-
ÍÀËÎÂ ßÄÐÛØÊÎÂÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ Ñ ÊÎÌÏÎ-
ÍÅÍÒÀÌÈ ßÄÐÛØÊÀ. © ß. Ð. Ìóñèíîâà, Ä. Ì. Ñâèñòó-
íîâà, Å. Þ. Êàíàíûõèíà, Î. Ì. Ëèñèöûíà, Å. Â. Øåâàëü.
Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé
áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî, Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé óíèâåðñèòåò èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

ßäðî ñîäåðæèò áîëüøîå ÷èñëî ñóáñòðóêòóð, õàðàê-
òåðíîé îñîáåííîñòüþ êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå îãðà-
íè÷èâàþùèõ ìåìáðàí. Á*îëüøàÿ ÷àñòü áåëêîâ ÿäåðíûõ
ñóáñòðóêòóð ñâîáîäíî îáìåíèâàåòñÿ ñ îêðóæàþùåé íóê-
ëåîïëàçìîé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå äî êîíöà ïîíÿòíî, êà-
êèì îáðàçîì â òàêèõ óñëîâèÿõ áåëêè ìîãóò íàêàïëèâàòü-
ñÿ, èíîãäà â äîñòàòî÷íî âûñîêîé êîíöåíòðàöèè, âíóòðè
ÿäåðíûõ ñòðóêòóð. Îäèí èç ñïîñîáîâ íàêîïëåíèÿ áåëêîâ
â ÿäðûøêå ñâÿçàí ñ íàëè÷èåì â áåëêàõ ñïåöèôè÷åñêèõ
ñèãíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé — ñèãíàëîâ ÿäðûøêî-
âîé ëîêàëèçàöèè (NoLS). Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ äàííûõ ñèã-
íàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íåèçâåñòåí. Ñòðóêòóðà
îïèñàííûõ â ëèòåðàòóðå NoLS êðàéíå ãåòåðîãåííà, íå
óäàåòñÿ âûÿâèòü êàêèõ-òî êîíñåíñóñíûõ ìîòèâîâ, îáùèõ
äàæå äëÿ ñèãíàëîâ ðîäñòâåííûõ áåëêîâ. Åäèíñòâåííîå
îáùåå ñâîéñòâî NoLS ñîñòîèò â òîì, ÷òî âñå îíè îáîãà-
ùåíû ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè àìèíîêèñëîòàìè
(�50 % îò îáùåãî ñîäåðæàíèÿ àìèíîêèñëîò). Ýòî ïîçâî-
ëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî NoLS âçàèìîäåéñòâóþò ñ êîìïî-
íåíòàìè ÿäðûøêà ýëåêòðîñòàòè÷åñêè. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé
ãèïîòåçû ìû èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ðàçíûõ ïîäõîäîâ.
Â ÷àñòíîñòè, ìû êàðòèðîâàëè NoLS è â äâóõ áåëêàõ —
MAP3K14 è HIV Tat. Â ïåðâîì áåëêå ðÿäîì ñ ñèãíàëîâ
ðàñïîëàãàåòñÿ íåñêîëüêî ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìè-
íîêèñëîò, âî âòîðîì — íåò. Âûÿâëåíî, ÷òî â ñëó÷àå
MAP3K14 áëèæàéøèå ê ñèãíàëó ó÷àñòêè áåëêà âíîñÿò çà-

650 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì è Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



ìåòíûé âêëàä â íàêîïëåíèå â ÿäðûøêå, â ñëó÷àå HIV Tat
òàêîãî ýôôåêòà íå îáíàðóæèâàåòñÿ. Â ñëó÷àå êàê
MAP3K14, òàê è HIV Tat çàìåíà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåí-
íûõ àìèíîêèñëîò âíóòðè ñèãíàëà ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ
ýôôåêòèâíîñòè íàêîïëåíèÿ (ïðîïîðöèîíàëüíî ÷èñëó çà-
ìåíåííûõ çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò). Òàêæå ìû èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ðàáîòû õèìåðíûå áåëêè, ñîäåðæàùèå EGFP,
ñëèòûé ñ êîðîòêèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, ñîäåðæàùè-
ìè ðàçíîå êîëè÷åñòâî ëèçèíîâ èëè àðãèíèíîâ (èñêóññò-
âåííûìè NoLS). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü íàêîïëåíèÿ
EGFP â ÿäðûøêå õîðîøî êîððåëèðóåò ñ çàðÿäîì ñëèòîé ñ
EGFP ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü
íàêîïëåíèÿ âûøå â òîì ñëó÷àå, åñëè ïîëîæèòåëüíî çàðÿ-
æåííûå àìèíîêèñëîòû ðàñïîëîæåíû ïîäðÿä, à íå ðàçäå-
ëåíû íåçàðÿæåííûìè àìèíîêèñëîòàìè. Äàííûå ïðîâå-
äåííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âûñêàçàííóþ ãèïî-
òåçó îá ýëåêòðîñòàòè÷åñêîé ïðèðîäå âçàèìîäåéñòâèÿ
NoLS ñ êîìïîíåíòàìè ÿäðûøêà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì íå-
ñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ïîäõîäîâ ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðûø-
êå NoLS, âåðîÿòíåå âñåãî, âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 12-04-31463 è 12-04-01237) è Ìèíèñòåðñòâà îáðà-
çîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (2012-1.2.2-12-000-1013-078).

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ èÏÑÊ ÈÇ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ
È ÈÕ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ Â ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÎÌ ÍÀ-
ÏÐÀÂËÅÍÈÈ. © È. À. Ìó÷êàåâà, À. Ñ. Àðòþõîâ, Ý. Á. Äà-
øèíèìàåâ, À. Â. Âàñèëüåâ. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ
èì. Í.Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Îáëàäàÿ ñïîñîáíîñòüþ ê äèôôåðåíöèðîâêå â íàïðàâ-
ëåíèè òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, èíäóöèðîâàííûå ïëþ-
ðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (èÏÑÊ) ÿâëÿþòñÿ âàæíûì
îáúåêòîì êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ìåäèöèíû. Îíè ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ìîäåëèðîâàíèè ìíîãèõ íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé. Ïîñðåäñòâîì ëåíòèâèðóñíîé
äîñòàâêè ÷åòûðåõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Oct4,
Sox2, Klf4 è ñ-Myc íàì óäàëîñü ðåïðîãðàììèðîâàòü ôèá-
ðîáëàñòû êîæè âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ëèíèè 1608hT. Ïî-
ëó÷åííûå èÏÑÊ â îòëè÷èå îò ìàòåðèíñêèõ ôèáðîáëàñòîâ
ýêñïðåññèðîâàëè ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó, ÷òî óêàçûâàëî
íà ðåïðîãðàììèðîâàíèå. Ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìè-
÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ïîëó÷åííûå
èÏÑÊ ýêñïðåññèðîâàëè òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ïëþ-
ðèïîòåíòíîñòè OCT4, SOX2 è NANOG, à òàêæå ïîâåðõ-
íîñòíûå àíòèãåíû ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê SSEA-3,
SSEA-4, Tra-1-60 è Tra-1-81. Ïî äàííûì ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðèìåòðèè, íà 18-ì ïàññàæå â ïîïóëÿöèè
èÏÑÊ-1608hT áûëî îêîëî 14 % êëåòîê SSEA-3+,
86 % êëåòîê Tra-1-81+, 84 % êëåòîê Tra-1-60+ è 81 % êëå-
òîê SSEA-4+. Ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà ïîëó÷åííûõ
èÏÑÊ ìû äåòåêòèðîâàëè òðàíñêðèïòû ãåíîâ ÝÑÊ. Ìåòî-
äîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ìû îïðåäåëèëè óðîâíè ýêñ-
ïðåññèè ïðàêòè÷åñêè âñåõ èññëåäóåìûõ ãåíîâ (Oct4,
Sox2, Nanog, Klf4, Lin28, Dppa4 è Dnmt3) â èÏÑÊ. Îíè
áûëè ñîïîñòàâèìû ñ òàêîâûìè â ÝÑÊ è îòëè÷àëèñü îò
ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè èññëåäóåìûõ ãåíîâ îò ìàòåðèíñêèõ
êëåòîê. Ïîëó÷åííûå íàìè èÏÑÊ ñïîñîáíû áûëè îáðàçî-
âûâàòü ýìáðèîèäíûå òåëüöà, â êîòîðûõ äåòåêòèðîâàëèñü
áåëêè ýêòîäåðìû (íåñòèí), ìåçîäåðìû (äåñìèí) è ýíòî-
äåðìû (ÀÔÏ). Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîäòâåðäèëè íåäèôôå-
ðåíèðîâàííûé ñòàòóñ ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ

èÏÑÊ. Ïîëó÷åííàÿ íàìè êóëüòóðà èÏÑÊ îáëàäàëà ñïî-
ñîáíîñòüþ ê äèôôåðåíöèðîâêå â íåéðîíàëüíîì íàïðàâ-
ëåíèè. Ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè ìû íàáëþäàëè
èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè èññëåäóåìûõ êëåòîê. Â êîëîíèÿõ
ïîñòåïåííî îáîñîáëÿëèñü êëåòêè, ÷òî, ñêîðåå âñåãî, ñâÿ-
çàíî ñ óòðàòîé ïëîòíûõ êîíòàêòîâ. Á*îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê
ïðèîáðåòàëà íåéðîíàëüíóþ ìîðôîëîãèþ (íåáîëüøîå
òåëî è äëèííûå îòðîñòêè), îäíàêî âñòðå÷àëèñü êëåòêè ñ
ìîðôîëîãèåé ãëèè (ïàóêîîáðàçíûå ñ âåòâÿùèìåñÿ îòðî-
ñòêàìè). Ïîäëèííîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ïîäòâåðæäàëè ñ
ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ïðîòèâ
ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ ìàðêåðîâ ãëèè (GFAP) è êëåòîê
íåéðîíàëüíîãî ðÿäà (Prox1, íåñòèí, äàáëêîðòèí, b-III-òó-
áóëèí, NSE è TH).

ÊËÎÍÀËÜÍÛÉ ÐÎÑÒ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÌÅ-
ÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÎÄ ÂËÈß-
ÍÈÅÌ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊ-
ÑÀ. © Î. Â. Ïàþøèíà, Î. Í. Øåâåëåâà, Í. Í. Áóòîðèíà,
Ý. È. Áóåâåðîâà, À. À. Ìèíèí, Å. È. Äîìàðàöêàÿ. Èíñòè-
òóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà,
payushina@mail.ru

Áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — îäíè èç îñíîâíûõ
êîìïîíåíòîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Èññëåäîâàíèå ðîëè ìàòðèêñà â ðåãó-
ëÿöèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÌÑÊ âàæíî äëÿ ïîíèìàíèÿ
ôóíäàìåíòàëüíûõ àñïåêòîâ áèîëîãèè ýòîãî òèïà êëåòîê è
ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ìåòîäîâ òêàíåâîé èíæåíåðèè. Îäíà-
êî èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûå î âëèÿíèè ðàçëè÷íûõ
ìàòðèêñíûõ áåëêîâ íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâ-
êó ÌÑÊ íåîäíîçíà÷íû. Ïðîâåäåííàÿ íàìè îöåíêà ýôôåê-
òèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñû
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ðÿäå áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà — ôèáðîíåêòèíå, êîëëàãåíå I òèïà è ëàìèíèíå —
íå âûÿâèëà óñèëåííîãî ïðèêðåïëåíèÿ êîëîíèåîáðàçóþ-
ùèõ åäèíèö ôèáðîáëàñòîâ (ÊÎÅ-Ô) ê ýòèì ñóáñòðàòàì ïî
ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàëüíûì ïëàñòèêîì â ïåðâûå 7 ñóò
èíêóáàöèè. Îäíàêî àíàëèç ïîïóëÿöèè êëîíîãåííûõ êëå-
òîê, ïðèêðåïëÿþùèõñÿ â áîëåå ïîçäíèé ñðîê, âûÿâèë ðàç-
ëè÷èÿ â äèíàìèêå àäãåçèè ÌÑÊ ê èçó÷àåìûì ñóáñòðàòàì.
Ïîñëå 7 ñóò èíêóáàöèè íà ïëàñòèêå çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü
ÊÎÅ-Ô îñòàâàëàñü íåïðèêðåïëåííîé, ñîõðàíÿÿ ñïîñîá-
íîñòü ê îáðàçîâàíèþ êîëîíèé ïðè ïîñëåäóþùåì ïåðåíî-
ñå â íîâûé ôëàêîí. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà áåëêàõ ìàò-
ðèêñà (ïðåæäå âñåãî ôèáðîíåêòèíå è êîëëàãåíå) â ñóñïåí-
çèè ê ýòîìó ñðîêó îñòàâàëîñü ìåíüøåå ÷èñëî ÊÎÅ-Ô, ÷òî
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î áîëåå áûñòðîì è(èëè) áîëåå
ïðî÷íîì ïðèêðåïëåíèè êëîíîãåííûõ ÌÑÊ ê äàííûì áåë-
êàì. Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è ïðè àíàëèçå
êóëüòóðû ÊÎÅ-Ô çàðîäûøåâîé ïå÷åíè. Êîëîíèè, îáðàçó-
åìûå ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà íà ôèáðîíåêòèíå, õàðàêòåðè-
çîâàëèñü ñíèæåííîé ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè ñóáñò-
ðàòàìè àêòèâíîñòüþ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû — ìàðêåðà îñ-
òåîãåííûõ êëåòîê, à ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ â
ïðèñóòñòâèè èíäóêòîðîâ îñòåîãåíåçà (äåêñàìåòàçîíà,
2-ôîñôî-L-àñêîðáàòà è b-ãëèöåðîôîñôàòà íàòðèÿ) íà
ýòîì áåëêå áûëà îòìå÷åíà çíà÷èòåëüíî áîëåå ñëàáàÿ ìè-
íåðàëèçàöèÿ î÷àãîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Ýêñïåðèìåíòû ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ ÌÑÊ íà ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôðàãìåíòàõ
ôèáðîíåêòèíà íå âûÿâèëè ïðåèìóùåñòâåííîé àäãåçèè
ÊÎÅ-Ô ê êàêîìó-ëèáî èç åãî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëü-
íûõ äîìåíîâ, îäíàêî ïîêàçàëè, ÷òî îñíîâíîé âêëàä â ïî-
äàâëåíèå îñòåîãåíåçà âíîñèò äîìåí, ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ
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êëåòêîé. Âåðîÿòíî, â ýòîì ïðîöåññå çàäåéñòâîâàíû èíòåã-
ðèíû, îäíàêî âûÿñíåíèå êîíêðåòíûõ ìåõàíèçìîâ ïåðåäà-
÷è ñèãíàëà òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ.
Â ïðèñóòñòâèè èíäóêòîðîâ àäèïîãåíåçà (èíñóëèíà, èíäî-
ìåòàöèíà, äåêñàìåòàçîíà è 3-èçîáóòèë-1-ìåòèëêñàíòèíà)
ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà, êóëüòèâèðóåìûå íà êîëëàãåíå
I òèïà, îáðàçîâûâàëè ìåíüøå àäèïîöèòîâ, ÷åì êóëüòèâè-
ðóåìûå íà ïëàñòèêå. Ìåíåå âûðàæåííîå èíãèáèðîâàíèå
àäèïîãåíåçà íàáëþäàëîñü íà ôèáðîíåêòèíå; ëàìèíèí
íå îêàçûâàë ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ÷èñëî îáðàçóþ-
ùèõñÿ æèðîâûõ êëåòîê. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñòèìóëèðóþùåì
âëèÿíèè èçó÷åííûõ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà
àäãåçèþ êëîíîãåííûõ ÌÑÊ, à òàêæå î ïîäàâëåíèè îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ôèáðîíåêòèíîì è àäèïî-
ãåííîé — êîëëàãåíîì I òèïà è â ìåíüøåé ñòåïåíè ôèáðî-
íåêòèíîì. Àíàëèç ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â
îñíîâå íàáëþäàåìûõ ýôôåêòîâ, ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåðñïåê-
òèâíîé òåìîé äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÀß È ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈ-
ÑÒÈÊÀ ÊÎÌÏËÅÊÑÀ P130/B—ÊÀÒÅÍÈÍ Â ÏÎ-
ÊÎßÙÈÕÑß È ÄÅËßÙÈÕÑß ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎ-
ËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Í. Ñ. Ïåòðîâ, Î. Â. Æèäêîâà,
Á. Â. Ïîïîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
borisvp478@gmail.com

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) îáëàäàþò
ïëàñòè÷íîñòüþ, ò. å. ñïîñîáíîñòüþ ïðè îïðåäåëåííûõ
óñëîâèÿõ ïðèíèìàòü íåîáû÷íûé, íàïðèìåð ýïèòåëèàëü-
íûé, ôåíîòèï, ÷òî, âåðîÿòíî, îñíîâàíî íà êîíñåðâàòèâ-
íîé ýïèãåíåòè÷åñêîé ïðîãðàììå ìåçåíõèìíî-ýïèòåëèàëü-
íîãî ïåðåõîäà, êîòîðûé øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ïðîöåññå
ðàçâèòèÿ è èíäèâèäóàëüíîé æèçíè. Â íîðìàëüíûõ óñëî-
âèÿõ in vitro ÌÑÊ àêòèâíî äåëÿòñÿ, à èõ äèôôåðåíöèðîâ-
êà ïðîèñõîäèò ïîñëå îñòàíîâêè äåëåíèÿ â òî÷êå R1 êëå-
òî÷íîãî öèêëà, ïðîõîæäåíèå êîòîðîé êîíòðîëèðóåòñÿ â
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ áåëêîì
ð130 — ÷ëåíîì ñåìåéñòâà ïðîäóêòà ãåíà ðåòèíîáëàñòîìû
(pRb). Â R1 p130 ôîðìèðóåò êîìïëåêñ c òðàíñêðèïöèîí-
íûì ôàêòîðîì E2f4, òîðìîçÿùèì òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ,
ïðîäóêòû êîòîðûõ íåîáõîäèìû äëÿ ïðîãðåññèè êëåòî÷-
íîãî öèêëà. Ðàíåå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî â ÌÑÊ êîìïëåêñ
ð130/E2f4 âêëþ÷àåò â ñâîé ñîñòàâ b-êàòåíèí, ïåðåäàþ-
ùèé ñèãíàëû â êàíîíè÷åñêîì ñèãíàëüíîì ïóòè Wnt. Àí-
òèòåëà ê ð130 ïðåöèïèòèðóþò èç òîòàëüíûõ ýêñòðàêòîâ
àñèíõðîííî äåëÿùèõñÿ ÌÑÊ ïðåèìóùåñòâåííî ôîðìó
ð2, íî íå ð1 ð130. Íàïðîòèâ, àíòèòåëà ê E2f4 ïðåöèïèòè-
ðóþò èç ýêñòðàêòîâ àñèíõðîííûõ èëè ñèíõðîíèçèðîâàí-
íûõ â ôàçå G0/G1 èëè S ÌÑÊ ïðåèìóùåñòâåííî ôîðìó ð1,
íî íå ð2 ð130, à â ñîìàòè÷åñêèõ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ
êëåòêàõ ëèíèè Ò98G îíè ïðåöèïèòèðóþò ð130 òîëüêî èç
ýêñòðàêòîâ ïîêîÿùèõñÿ, íî íå S-ôàçíûõ êëåòîê. Íàéäåí-
íûå ðàçëè÷èÿ â ñîñòàâå êîìïëåêñà ð130/E2f4/b-êàòåíèí,
âûÿâëÿåìûå ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê åãî îòäåëüíûì êîìïî-
íåíòàì, îñîáåííîñòè ôîðìèðîâàíèÿ êîìïëåêñà â êëåòî÷-
íîì öèêëå â äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ è ïîëèïîòåíòíûõ
êëåòêàõ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü ðàçëè÷èÿ è â åãî ôóíê-
öèîíàëüíîì íàçíà÷åíèè. Ðîëü êîìïëåêñà êàê «îõðàííè-
êà» ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ â äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòêàõ ìî-
æåò áûòü ìîäèôèöèðîâàíà â ÌÑÊ çà ñ÷åò âêëþ÷åíèÿ â
åãî ñîñòàâ b-êàòåíèíà. Òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ìîæåò ïîâû-
øàòü ðåãóëÿòîðíûé ïîòåíöèàë êîìïëåêñà ïóòåì ïðèäà-
íèÿ åìó äîïîëíèòåëüíîé âîçìîæíîñòè âçàèìíîé ðåãóëÿ-

öèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìèøåíåé, ñîäåðæàùèõ ñàéòû
ñâÿçûâàíèÿ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà E2F èëè LEF/TCF. Àíòè-
òåëà ê Gsk3b, êîòîðàÿ ôîñôîðèëèðóåò â ôàçå G0/G1 êàê
b-êàòåíèí, òàê è ð130, êîïðåöèïèòèðóþò îáà áåëêà. Êîì-
ïëåêñ, êîïðåöèïèòèðóþùèéñÿ ñ Gsk3b èç ÿäåðíîé ôðàê-
öèè ÌÑÊ, âêëþ÷àåò â ñåáÿ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòî-
ðû Tcf3,4, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü åãî ôóíêöèîíàëü-
íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè. Îäíàêî àíòèòåëà
ê ñèãíàëüíîé ôîðìå b-êàòåíèíà, âçàèìîäåéñòâóþùèå
ñ äåôîñôîðèëèðîâàííûìè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè
Ser37/Thr41, íå îïðåäåëÿþò ýòó ôîðìó áåëêà â óêàçàííîì
êîìïëåêñå, õîòÿ è ñâÿçûâàþò åå â ðåïëèêàõ èììóíîáëîòà,
ïðèãîòîâëåííûõ èç òîãî æå ìàòåðèàëà. Âîçìîæíî, êîìï-
ëåêñ ð130/b-êàòåíèí, ïðåöèïèòèðóåìûé àíòèòåëàìè ê
Gsk3b, ÿâëÿåòñÿ íåàêòèâíûì ïðîèçâîäíûì ðîäñòâåííîãî
åìó àêòèâíîãî êîìïëåêñà, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäèò E2f4.
Àêòèâàöèÿ ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèè TopFlash, ñîäåðæà-
ùåé ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà LEF/TCF, ïóòåì
ýêñïðåññèè ýêçîãåííîãî b-êàòåíèíà ëèøü â íåçíà÷èòåëü-
íîé ñòåïåíè îòìåíÿåòñÿ äîïîëíèòåëüíîé ýêñïðåññèåé ýê-
çîãåííîãî ð130. Äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè êîì-
ïëåêñà ð130/b-êàòåíèí â ðåãóëÿöèè ïëàñòè÷íîñòè ÌÑÊ
íóæíû ïîñëåäóþùèå îïûòû, êîòîðûå ïðîÿñíÿò åãî âêëàä
â ðåãóëÿöèþ ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåë-
êîâ ñåìåéñòâà E2F èëè LEF/TCF.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00252).

ÐÎËÜ ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒÀ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ
ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÏÓÒÅÉ, ÌÎÄÓËÈÐÓÞÙÈÕ ÝÊÑ-
ÏÐÅÑÑÈÞ ÃÅÍÎÂ. © Î. À. Ïåòóõîâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, petukhova@yandex.ru

Àêòèíîâûå ôèëàìåíòû âìåñòå ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè è
ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè îáðàçóþò äèíàìè÷åñêóþ
ñåòü â öèòîïëàçìå êëåòîê, íàçûâàåìóþ öèòîñêåëåò, êîòî-
ðàÿ îïðåäåëÿåò ôîðìó êëåòêè è ëåæèò â îñíîâå êëåòî÷íîé
ïîäâèæíîñòè, ó÷àñòâóåò â ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è âçàè-
ìîäåéñòâèè êëåòîê ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì. Àêòèí â
êëåòêàõ ñóùåñòâóåò â äâóõ ôîðìàõ — ìîíîìåðíûé ãëîáó-
ëÿðíûé àêòèí è ôèáðèëëÿðíûé àêòèí. Àêòèíîâûå ôèëà-
ìåíòû ôîðìèðóþòñÿ ïóòåì ñáîðêè ìîíîìåðíîãî àêòèíà.
Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ áûñòðî
ïåðåñòðàèâàòüñÿ ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ è âíóòðåííèõ
ñòèìóëîâ çà ñ÷åò âçàèìîïðåâðàùåíèé ãëîáóëÿðíîé è
ôèáðèëëÿðíîé ôîðì àêòèíà. Äèíàìèêà àêòèíà ðåãóëèðó-
åòñÿ àêòèíñâÿçûâàþùèìè èëè àêòèíàññîöèèðîâàííûìè
áåëêàìè â îòâåò íà ðàçíîîáðàçíûå ñòèìóëû. Îòíîñèòåëü-
íî íîâûìè ÿâëÿþòñÿ ñîîáùåíèÿ îá ó÷àñòèè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé è âçàèìîñâÿ-
çè äèíàìèêè àêòèíà è àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ. Â çíà÷èòåëüíîé ìåðå ýòè äàííûå ïîëó÷åíû ñ
èñïîëüçîâàíèåì âåùåñòâ, âëèÿþùèõ íà ýêñïðåññèþ èëè
àêòèâíîñòü ýíäîãåííûõ áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ äèíàìèêó
àêòèíà. Òàêèìè áåëêàìè-ìèøåíÿìè ÿâëÿþòñÿ ìàëûå
ÃÒÔàçû, êîòîðûå ðåãóëèðóþò ðåìîäåëèðîâàíèå öèòîñêå-
ëåòà ïîä âëèÿíèåì ðàçíîîáðàçíûõ âíåøíèõ ñèãíàëîâ.
Äðóãèì ïîäõîäîì ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå âåùåñòâ, êîòî-
ðûå ïðÿìî âçàèìîäåéñòâóþò ñ àêòèíîì è íàðóøàþò äèíà-
ìèêó àêòèíà, óñèëèâàÿ èëè ïîëèìåðèçàöèþ, èëè äåïîëè-
ìåðèçàöèþ àêòèíà. Ñ ïîìîùüþ ïîñëåäíåãî ïîäõîäà ïîêà-
çàíî ó÷àñòèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè
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MAPK-êàñêàäà, òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF kappaB è
ÿäåðíîãî ôàêòîðà àêòèâèðîâàííûõ Ò-êëåòîê (NFAT).
Îñîáåííî çíà÷èìûì ÿâëÿåòñÿ îòêðûòèå ìîëåêóëÿðíîãî
ìåõàíèçìà, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò
ðåãóëèðóåò ãåíû, çàâèñèìûå îò SRF (serum response fac-
tor). Äîïîëíèòåëüíûìè ôàêòàìè, óêàçûâàþùèìè íà ó÷àñ-
òèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãå-
íîâ, ÿâëÿåòñÿ îòêðûòèå âíóòðèÿäåðíûõ ôóíêöèé àêòèíà è
àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Â ëèòåðàòóðå ïðåäñòàâëåíû
òàêæå äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå ðîëü àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà â ðàñïðåäåëåíèè ÐÍÊ â öèòîïëàçìå. Ñîâîêóï-
íîñòü äàííûõ ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî ñóùåñòâóþò ðàç-
ëè÷íûå ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ àêòèíîâûé öè-
òîñêåëåò ìîæåò âêëþ÷àòüñÿ â ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè
ãåíîâ.
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Àëüôà-ìåòèëàöèë-êîýíçèì À ðàöåìàçà (AMACR) ÿâ-
ëÿåòñÿ ôåðìåíòîì, ðåãóëèðóþùèì b-îêèñëåíèå áîêîâûõ
öåïåé æèðíûõ êèñëîò è ñèíòåç æåë÷íûõ êèñëîò. Ïîâû-
øåííàÿ ïðîäóêöèÿ AMACR îáåñïå÷èâàåò êëåòêå óíèêà-
ëüíûå ýíåðãåòè÷åñêèå ïðåèìóùåñòâà äëÿ ïðîëèôåðàöèè,
÷òî ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé åãî ãèïåðïðîäóêöèè â îïóõî-
ëÿõ. AMACR áûë èäåíòèôèöèðîâàí â 2000 ã. ïðè ñêðè-
íèíãå áåëêîâ, ñâåðõýêñïðåññèðóþùèõñÿ â òêàíè êàðöèíî-
ìû ïðîñòàòû, ïîñëå ÷åãî îí íà÷àë øèðîêî èñïîëüçîâàòüñÿ
â êà÷åñòâå íàèáîëåå èíôîðìàòèâíîãî ìàðêåðà ýòîãî çàáî-
ëåâàíèÿ. Òåêóùèå ïóáëèêàöèè ñâèäåòåëüñòâóþò î ïîâû-
øåííîé ïðîäóêöèè AMACR â îïóõîëÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ
èç ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ òêàíåé è ýìáðèîíàëü-
íûõ êëåòîê. Îïóáëèêîâàíû äàííûå î òîì, ÷òî ïðè êàðöè-
íîìàõ ïå÷åíè ïîâûøåííàÿ ïðîäóêöèÿ AMACR ñâÿçàíà ñ
ìóòàöèåé ãåíà b-êàòåíèíà, íåîáõîäèìîãî äëÿ ñàìîïîä-
äåðæàíèÿ íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.
Âîçìîæíî, AMACR ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ b-êàòåíèíà è ãè-
ïåðïðîäóöèðóåòñÿ â ñëó÷àå åãî àêòèâèðóþùèõ ìóòàöèé.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîëó÷åíèå ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ê AMACR äëÿ îöåíêè óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè
â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ ìûøè, ñòàáèëüíûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ ìûøè è ÷åëîâåêà ñ èíäóöèðîâàííûì ñèãíàëüíûì
ïóòåì Wnt/b-êàòåíèí. Ãèáðèäîìà, ïðîäóöèðóþùàÿ ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê AMACR, áûëà ïîëó÷åíà ïóòåì
ñëèÿíèÿ ìèåëîìû SP2/0 cî ñïëåíîöèòàìè ìûøè ëèíèè
Balb/c, èììóíèçèðîâàííîé ïîëíîðàçìåðíûì î÷èùåííûì
ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì. Ïîëó÷åííûå àíòèòåëà ðàñïî-
çíàþò â èììóíîáëîòå è èììóíîôëóîðåñöåíöèè â òêàíè
ïî÷êè ìûøè è ýêñòðàêòàõ èç áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà ïà-
öèåíòîâ ñ êàðöèíîìîé ïðîñòàòû áåëîê ñ ìîë. ìàññîé
42 êÄà. Ðèñóíîê ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ïîëó÷åííûõ
àíòèòåë ñ AMACR èç áèîïòàòîâ îïóõîëåé ïîäîáåí òàêî-
âîìó ïðè èñïîëüçîâàíèè êîììåð÷åñêèõ àíòèòåë p504S
ïðîòèâ AMACR (ZetaCorp., USA). Èñïîëüçóÿ îòïå÷àòêè
ñðåçîâ ïî÷êè, ïå÷åíè, òèìóñà, ñåìåííèêîâ è ñåðäöà ìû-
øåé, ìû îáíàðóæèëè ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíöèè
ïðîäóêöèþ AMACR â åäèíè÷íûõ êëåòêàõ ýòèõ îðãàíîâ.
Ýêñïðåññèÿ AMACR áûëà íåâûñîêîé â êëåòêàõ ñòàáèëü-
íûõ ëèíèé Ñ3H10Ò1/2, Wehi164, Bwtg3, CloneM3, êîñò-
íîìîçãîâûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (ÌÑÊ) ðàí-

íèõ ïàññàæåé è ïåðâè÷íûõ ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòàõ, íî
ñóùåñòâåííî âîçðàñòàëà ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì ïàññèðî-
âàíèè ÌÑÊ èëè ýêñïðåññèè â ôèáðîáëàñòàõ ýêçîãåííîãî
Wnt3A. Ïðîäóêöèÿ AMACR áûëà íèçêîé â êëåòêàõ ÷åëî-
âåêà ëèíèé 293Ò è Saos2 ñ íåèíäóöèðîâàííûì ñèãíàëü-
íûì ïóòåì Wnt/b-êàòåíèí, íî çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêîé
â êëåòêàõ ëèíèé A-549, Mñf7, HeLa, Caco2 è HepG2 ñî
ñòàáèëüíîé àêòèâàöèåé ýòîãî ïóòè, ïðîÿâëÿþùåéñÿ â
ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè b-êàòåíèíà è ýêñïðåññèè òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Tcf3,4. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó èäåè î òîì, ÷òî AMACR ÿâëÿ-
åòñÿ ìèøåíüþ b-êàòåíèíà è ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿåò èíòå-
ðåñ äëÿ èçó÷åíèÿ â êà÷åñòâå óáèêâèòàðíîãî ìàðêåðà êàð-
öèíîì ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åê 12-04-00252).
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Êóëüòóðû êëåòîê, ïåðâè÷íûå è ïîñòîÿííûå ïåðåâèâà-
åìûå, ïîëó÷åííûå èç òêàíåé ðàçëè÷íûõ îïóõîëåé, äîñòà-
òî÷íî øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â ñîâðåìåííîé áèîëîãèè è
ìåäèöèíå ïðè èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìîâ êàíöåðîãåíåçà,
äëÿ îòðàáîòêè è óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ìåòîäîâ äèàãíîñòè-
êè, äëÿ ïåðâè÷íîé àïðîáàöèè íîâûõ ïîäõîäîâ â òåðàïèè
îïóõîëåé. Âûñîêàÿ ãåòåðîãåííîñòü ãëèîì (ãëèàëüíûõ
îïóõîëåé) ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, îñîáåííî ãëèîáëà-
ñòîì, îáóñëîâëèâàåò íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàíèÿ â
ïðàêòè÷åñêèõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ öåëÿõ ðàçëè÷íûõ
êóëüòóð êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç îïóõîëåé îò ðàçíûõ ïàöè-
åíòîâ. Â áîðüáå ñ ãëèîáëàñòîìàìè íàèáîëåå ýôôåêòèâ-
íûì è ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ â
èäåàëå ñ÷èòàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå èíäèâèä-ñïåöèôè÷íîé
ìîäåëè in vitro. Â ýòîé ñâÿçè ñîçäàíèå êîëëåêöèè ïåðâè÷-
íûõ êóëüòóð êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèàëüíûõ îïóõî-
ëåé ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàì âåñüìà
àêòóàëüíîé çàäà÷åé. Â òå÷åíèå 3 ëåò íàìè áûëî ñîáðàíî è
îáðàáîòàíî îêîëî 50 îáðàçöîâ ðàçëè÷íûõ òèïîâ çëîêà÷å-
ñòâåííûõ àñòðîöèòîì (ãðàäàöèÿ III) è ãëèîáëàñòîì (ãðà-
äàöèÿ IV). Îáðàçöû îïóõîëåé èçâëåêàëè âî âðåìÿ ïëàíî-
âûõ íåéðîõèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé èç ãîëîâíîãî ìîçãà
ïàöèåíòîâ, ïîäïèñàâøèõ èíôîðìèðîâàííîå ñîãëàñèå.
Íàøè óñèëèÿ áûëè íàïðàâëåíû íà ïîëó÷åíèå ïåðâè÷íûõ
êóëüòóð îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñîõðàíÿþùèõ â óñëîâèÿõ in
vitro ñïîñîáíîñòü ê àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè äîñòàòî÷íî
äëèòåëüíîå âðåìÿ (íå ìåíååå 10 ïàññàæåé). Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ êóëüòóð êëåòîê áûëè ïîäîáðàíû óñëîâèÿ äåçàãðåãà-
öèè îïóõîëåâîé òêàíè äî êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, îáåñïå÷è-
âàþùèå ïî âîçìîæíîñòè âûõîä íàèáîëüøåãî êîëè÷åñòâà
æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê. Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñ-
ïîëüçîâàëè ðàçíûå ðîñòîâûå ñðåäû, êîòîðûå ðàçëè÷àëèñü
ñîäåðæàíèåì ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè è ñïåöèàëüíûõ
äîáàâîê, ñòèìóëèðóþùèõ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Â çàâè-
ñèìîñòè îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñâîéñòâ èñõîäíîé
îïóõîëè êëåòêè â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ìîãëè ðàñòè â âèäå
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ïëàâàþùèõ ñôåð (íåéðîñôåð) èëè â âèäå ìîíîñëîÿ ïðè-
êðåïëåííûõ ê ñóáñòðàòó êëåòîê. Îòäåëüíîå âíèìàíèå
áûëî óäåëåíî çàêëàäêå îáðàçöîâ äåçàãðåãèðîâàííîé òêà-
íè îïóõîëè íà äëèòåëüíîå õðàíåíèå â æèäêèé àçîò ñ âîç-
ìîæíîñòüþ ïîñëåäóþùåãî ïîëó÷åíèÿ èç íèõ êóëüòóð
êëåòîê in vitro. Õðàíåíèå òàêèõ îáðàçöîâ äàåò âîçìîæ-
íîñòü, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîëó÷àòü ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó íå
ñðàçó ïî èçâëå÷åíèþ îïóõîëè, ñ äðóãîé — ïðîâîäèòü ïî-
âòîðíîå ïîëó÷åíèå êóëüòóð, åñëè â ýòîì âîçíèêàåò íåîá-
õîäèìîñòü. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû äëÿ áîëü-
øèíñòâà ñîáðàííûõ îáðàçöîâ ãëèàëüíûõ îïóõîëåé áûëè
çàëîæåíû â æèäêèé àçîò íà äëèòåëüíîå õðàíåíèå êëåòêè
ïåðâè÷íûõ êóëüòóð (íåéðîñôåðû èëè ìîíîñëîé) è(èëè)
îáðàçöû äåçàãðåãèðîâàííîé òêàíè. Â õîäå íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ ôîðìèðîâàíèå ïëàâàþùèõ íåéðîñôåð â áîëü-
øîì êîëè÷åñòâå â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ áûëî õàðàêòåðíî
òîëüêî äëÿ íåêîòîðûõ òèïîâ ãëèîáëàñòîì (ãðàäàöèÿ IV) è
äëÿ îäíîãî òèïà àñòðîöèòîì (ãðàäàöèÿ III) — àíàïëàñòè-
÷åñêèõ îëèãîàñòðîöèòîì. Â òî æå âðåìÿ ïîääåðæàíèå àê-
òèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê â ïåðâè÷íûõ ìîíîñëîéíûõ
êóëüòóðàõ îêàçàëîñü âîçìîæíûì äëÿ øèðîêîãî ñïåêòðà
ãëèîì, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì òèïàì è ãðàäàöèÿì. Ïî íà-
øåìó ìíåíèþ, ïàðàëëåëüíîå èñïîëüçîâàíèå äâóõ âàðèàí-
òîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ — ïëàâàþùèå íåéðîñôåðû è ìîíî-
ñëîé êëåòîê — â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ðàñøèðÿåò âîç-
ìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íûõ ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð
îò êàæäîé èíäèâèäóàëüíîé îïóõîëè.
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Ïîÿâèëèñü ñîîáùåíèÿ î äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè ñïåðìàòîãîíèé ìûøè, êðûñû è õîìÿêà, êîòîðûå
áûëè íàçâàíû ëèíèÿìè ïîëîâûõ ñòâîëîâûõ (GS) êëåòîê.
Ñîçäàíèå ëèíèé GS-êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ïîçâîëèëî
áû ðåøèòü ïðîáëåìó ñîõðàíåíèÿ ðåäêèõ è èñ÷åçàþùèõ
âèäîâ æèâîòíûõ. Ðàçðàáîòêà è îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé ïîä-
äåðæàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà in vitro ÿâëÿþòñÿ àêòóàëü-
íûìè äëÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé áèîòåõíîëîãèè, è â ïåð-
âóþ î÷åðåäü äëÿ ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ. Òðàíñ-
ãåííûå ñâèíüè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïåðñïåêòèâíûé
ìàòåðèàë äëÿ ðåøåíèÿ ìíîãèõ ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ
ïðîáëåì, â òîì ÷èñëå ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïîòåí-
öèàëüíûé èñòî÷íèê òêàíåé è îðãàíîâ äëÿ êñåíîòðàíñ-
ïëàíòàöèè ÷åëîâåêó. Íàëè÷èå ñòàáèëüíîé êóëüòóðû ïîëî-
âûõ êëåòîê õðÿêà àêòóàëüíî äëÿ âåòåðèíàðíîé áèîòåõíî-
ëîãèè. Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå âèðóñû îáëàäàþò òðîïèçìîì
ê ïîëîâûì êëåòêàì. Îäíàêî GS-êëåòêè õðÿêà åùå íå ñî-
çäàíû. Îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ÿâëÿåòñÿ íåäîñòàòî÷íîå
çíàíèå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé òèïà À
õðÿêà è âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ ðîñòà íà ïîëîâûå
êëåòêè in vitro. Íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íàìè â
ðåçóëüòàòå âûïîëíåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ, ìîæíî ñäåëàòü
íåñêîëüêî îáîáùåíèé, êîòîðûå êàñàþòñÿ ðîëè ôàêòîðîâ
ðîñòà è ìèêðîîêðóæåíèÿ â ïîääåðæàíèè â êóëüòóðå ñïåð-
ìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà. Èñïîëüçîâàíèå êëåòîê Ñåðòîëè
(ÊÑ), ïðîäóöåíòîâ ãëèàëüíîãî íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòî-
ðà (GDNF) äëÿ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñïîñîáñò-
âóåò ïðîöåññó îäíîâðåìåííîãî ðàçìíîæåíèÿ è ïîëó÷åíèÿ
ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëîíîâ õðÿêà, à òàêæå è äèôôåðåíöè-
ðîâêå èõ â íàïðàâëåíèè ñïåðìàòîãåíåçà, î ÷åì ñâèäåòåëü-

ñòâóåò îáíàðóæåíèå â íèõ (ÏÖÐ-ÐÂ, DDCt-ìåòîä) ïðîäóê-
òîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ PLZF, Nanog è Vasa. Ýêñïðåññèÿ
ãåíà Nanog â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êëåòî÷íûõ êëîíàõ, ïî-
ëó÷åííûõ ïðè êðàòêîñðî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè ñïåðìà-
òîãîíèé â ïðèñóòñòâèè ÊÑ, ïðåâûøàëà ýêñïðåññèþ ýòîãî
ãåíà â ñâåæåèçîëèðîâàííûõ ïîëîâûõ êëåòêàõ â 200 ðàç, à
ãåíà Vasa — â 350 ðàç. Èñïîëüçîâàíèå ôèäåðíîãî ñëîÿ,
ïðåäñòàâëåííîãî êëåòêàìè STO, è äîáàâëåíèå â êóëüòóðó
êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû èç êëåòîê BRL, êîòîðàÿ ñî-
äåðæèò ôàêòîð, èíãèáèðóþùèé äèôôåðåíöèðîâêó (DIA),
ïîçâîëÿþò ïîääåðæèâàòü ñïåðìàòîãîíèè õðÿêà â êóëüòó-
ðå äëèòåëüíîå âðåìÿ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ôàêòîð DIA ÿâëÿ-
åòñÿ êëþ÷åâûì â èçìåíåíèè ïîòåíöèé ñïåðìàòîãîíèåâûõ
êëåòîê õðÿêà è ñïîñîáñòâóåò ïîëó÷åíèþ êëîíîâ, ó êîòî-
ðûõ ïðîèñõîäèò ÷àñòè÷íàÿ àêòèâàöèÿ ãåíà POU5F1, íà-
áëþäàåòñÿ ýêñïðåññèÿ SSEA-1 (èììóíîöèòîõèìèÿ) è âû-
ÿâëÿåòñÿ ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà (ÙÔ). Äëÿ îöåíêè ïîòåí-
öèè ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ êîëîíèé ñ ôåíîòèïîì,
ïîäîáíûì ÝÑÊ, ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå in vit-
ro èñïîëüçîâàëè ìåòîäû êàê ïðÿìîé (õèìè÷åñêîé) èíäóê-
öèè, òàê è íåïðÿìîé, ïîñðåäñòâîì ñîçäàíèÿ ýìáðèîíàëü-
íûõ òåëåö (ÝÒ). Ïðè õèìè÷åñêîé èíäóêöèè â îñòå-, àäè-
ïî- è õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ (êîììåð÷åñêèå íàáîðû
ôèðìû Gibco) ôîðìèðîâàíèÿ êëåòîê êîñòíîé, æèðîâîé è
õðÿùåâîé òêàíåé íà 20-å ñóò â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êëî-
íàõ íå áûëî îáíàðóæåíî. Îäíàêî ýòè êëåòêè áûëè ñïî-
ñîáíû ïðè ïåðåâîäå â ñóñïåíçèþ ôîðìèðîâàòü in vitro
òðåõìåðíûå ñòðóêòóðû, ñõîæèå ñ ÝÒ, â êîòîðûõ ïîñëå
ïðèêðåïëåíèÿ âûÿâëÿëèñü êëåòêè ñ ðàçëè÷íîé ìîðôîëî-
ãèåé. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ÊÑ íà íà-
÷àëüíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé òèïà À
õðÿêà ìîæåò îáëåã÷èòü ïîëó÷åíèå ñâèíûõ ïîëîâûõ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð, òîãäà êàê äîáàâëåíèå DIA â êóëüòóðó
ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü äëèòåëüíîìó êóëüòèâèðîâàíèþ
ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòîê õðÿêà è, âîçìîæíî, ñîçäàíèþ
ïîëèïîòåíòíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01471-à).

ÊËÅÒÎ×ÍÀß ÌÎÄÅËÜ ÌÛØÅ×ÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÊÈ ÄËß ÈÇÓ×ÅÍÈß ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÂÅÇÈÊÓËßÐ-
ÍÎÃÎ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÀ Â ÌÈÎÁËÀÑÒÀÕ È ÌÈÎÒÓÁÓ-
ËÀÕ. © 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

Äèôôåðåíöèðîâêà ñêåëåòíûõ ìûøö, èëè ìèîãåíåç,
ÿâëÿåòñÿ ñëîæíûì ïðîöåññîì, â êîòîðîì ïðè îïðåäåëåí-
íûõ óñëîâèÿõ ïðîëèôåðèðóþùèå îäíîÿäåðíûå ìèîáëà-
ñòû âûõîäÿò èç êëåòî÷íîãî öèêëà, óäëèíÿþòñÿ è ñëèâà-
þòñÿ â ìíîãîÿäåðíûå ìèîòóáóëû. Â õîäå äàëüíåéøåãî
ñîçðåâàíèÿ ìèîòóáóëû ïðåâðàùàþòñÿ â ìûøå÷íûå âî-
ëîêíà, ñïîñîáíûå ê ìûøå÷íîìó ñîêðàùåíèþ. Íà ìîëåêó-
ëÿðíîì óðîâíå êàæäîå èç ýòèõ ñîáûòèé ðåãóëèðóåòñÿ
âçàèìîäåéñòâèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ è
ÿäåðíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ. Ê íàñòîÿùåìó
âðåìåíè èçâåñòíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ, êîòîðûå
ñèíòåçèðóþòñÿ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè. Îäíàêî ðÿä
âîïðîñîâ îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííûì. Â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòî
îòíîñèòñÿ ê èçìåíåíèþ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè
âàêóîëÿðíîãî àïïàðàòà, îòðàæàþùåé èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ
ìåìáðàí, öèòîñêåëåòà è ýíäîöèòîçà â õîäå äèôôåðåíöè-
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ðîâêè. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ âîç-
ìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ êëåòî÷íîé ìîäåëè äèôôåðåíöè-
ðîâêè äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà
â ìèîáëàñòàõ è ìèîòóáóëàõ. Áûëà âûáðàíà ëèíèÿ ìûøå÷-
íûõ êëåòîê áåäðà ìûøè Ñ2Ñ12, äèôôåðåíöèðîâêà êîòî-
ðûõ ïðîèñõîäèò ïðè ñìåíå ñûâîðîòêè ñ áû÷üåé íà ëîøà-
äèíóþ ñ ïîíèæåíèåì åå ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ â ñðåäå.
Ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè è ïðèæèçíåííîé
îêðàñêè àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì íàáëþäàëè èçìåíå-
íèÿ â ñòðóêòóðå è òîïîãðàôèè ðÿäà êëåòî÷íûõ îðãàíîè-
äîâ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î äèôôåðåíöèðîâêå (ñëèÿíèÿ
ìèîáëàñòîâ, ôîðìèðîâàíèå åäèíè÷íûõ ìèîòóáóë ñ
3—5 ÿäðàìè íà 4-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîñòåïåííîå
óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ìèîòóáóë è èõ ÷èñëà, óâåëè÷åíèå
ìíîãîÿäåðíîñòè äî 18—20 ÿäåð ê 11-ì ñóò). Ñ ïîìîùüþ
îêðàñêè FITC-ôàëëîèäèíîì áûëà âûÿâëåíà ðåîðãàíèçà-
öèÿ ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â ìèîòóáóëàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ìèîáëàñòàìè. Ìèîáëàñòû èìåþò òèïè÷íóþ äëÿ ïðèêðåï-
ëåííûõ êëåòîê îêðàñêó ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì
ñòðåññ-ôèáðèëë; â ìèîòóáóëàõ èíòåíñèâíî îêðàøèâàåòñÿ
ïðèìåìáðàííàÿ îáëàñòü è äèôôóçíî îêðàøèâàåòñÿ öèòî-
ïëàçìà. Îïûòû ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê a-àêòèíèíó
âûÿâèëè ðåãóëÿðíóþ ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åííîñòü ìèî-
òóáóë, ñâèäåòåëüñòâóþùóþ î ôîðìèðîâàíèè Z-äèñêîâ,
÷òî òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïðèçíàêîì äèôôåðåíöèðîâàííîé ìû-
øå÷íîé êëåòêè. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæ-
íîñòè ïðîâåäåíèÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà â äèôôåðåíöèðîâàííûõ è íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòêàõ. Ïðîàíàëèçèðîâàíî ðàñïðåäåëåíèå êèñ-
ëûõ îðãàíîèäîâ (ëèçîñîì, ïîçäíèõ ýíäîñîì, öèñòåðí àï-
ïàðàòà Ãîëüäæè), àêêóìóëèðóþùèõ àêðèäèíîâûé îðàí-
æåâûé, â ìèîáëàñòàõ è ìèîòóáóëàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïåðèíóêëåàðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ êèñëûõ êëåòî÷íûõ îðãàíîè-
äîâ â ìèîáëàñòàõ çàìåíÿåòñÿ äèôôóçíûì ðàñïðåäåëåíèåì
ýòèõ îðãàíîèäîâ ïî âñåìó îáúåìó öèòîïëàçìû ìèîòóáóë.
Ïîëó÷åíû äàííûå ïî ýíäîöèòîçó êâàíòîâûõ òî÷åê, ôóíê-
öèîíàëèçèðîâàííûõ ÒÀÒ-ïåïòèäîì, â ìèîáëàñòàõ è ìèî-
òóáóëàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00838), ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 24 ïî íàíîòåõíîëîãèÿì è
Ìåæäèñöèïëèíàðíîãî ïðîåêòà ÑÏáÍÖ.

ÏÐÎÂÎÑÏÀËÈÒÅËÜÍÛÉ ÖÈÒÎÊÈÍ ÔÀÊÒÎÐ ÍÅÊ-
ÐÎÇÀ ÎÏÓÕÎËÅÉ a ÑÍÈÆÀÅÒ ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜ ÌÓËÜ-
ÒÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ Ê ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÅ
Â ÀÄÈÏÎÃÅÍÍÎÌ ÍÀÏÐÀÂËÅÍÈÈ. © À. Â. Ñåëåíèíà,1

Ñ. À. Àëåêñàíäðîâà,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé
ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, Nessa-5@yandex.ru è 2 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
(ÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà, íàðàáîòàííûå â êóëüòóðå in vitro,
îêàçûâàþò òåðàïåâòè÷åñêîå âîçäåéñòâèå ïðè ëå÷åíèè
ðÿäà çàáîëåâàíèé. Ïîêàçàíû èõ ñïîñîáíîñòü ê ìèãðàöèè ê
ìåñòó ïîâðåæäåíèÿ, èíòåãðàöèÿ â òêàíè, ïàðàêðèííûå
ýôôåêòû. Ìåñòíîå ââåäåíèå ÌÑÊ ïðèâîäèò ê áîëåå áûñò-
ðîìó ðàçðåøåíèþ âîñïàëåíèÿ, óëó÷øåíèþ ôóíêöèè îðãà-
íà ïóòåì ïðåïÿòñòâîâàíèÿ ôîðìèðîâàíèþ ðóáöîâîé òêà-
íè. Òåì íå ìåíåå âëèÿíèå ôàêòîðîâ, âûðàáàòûâàþùèõñÿ
â çîíå ïîâðåæäåíèÿ, íà ñâîéñòâà è ôóíêöèè ÌÑÊ èçó÷åíî

íåäîñòàòî÷íî. Ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëåé a (ÔÍÎa) ÿâëÿ-
åòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ìåäèàòîðîâ âîñïàëåíèÿ, îáû÷íî
ñîïðîâîæäàþùåãî ðàíåâîé ïðîöåññ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïîä âëèÿíèåì ÔÍÎa óñèëèâàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ÌÑÊ àä-
ãåçèðîâàòü ê ýíäîòåëèàëüíûì êëåòêàì, óâåëè÷èâàåòñÿ âû-
ðàáîòêà èìè ðÿäà ðîñòîâûõ è ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûõ
ôàêòîðîâ, îäíàêî ïðàêòè÷åñêè íåèçâåñòíî, êàê âëèÿåò
ýòîò ôàêòîð íà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñïîñîáíîñòè ÌÑÊ.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
ÔÍÎa íà ñïîñîáíîñòü ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ê äèôôåðåí-
öèðîâêå â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ
èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà íèæ-
íèõ êîíå÷íîñòåé áåñïîðîäíûõ áåëûõ ëàáîðàòîðíûõ
êðûñ. ÌÑÊ 4-ãî ïàññàæà â êîíöåíòðàöèè 1.5�104 êëåòîê
íà 1 ëóíêó âûñåâàëè íà 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû â ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó aÌÅÌ ñ 10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êî-
ðîâ, êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäè-
ëè èíäóêöèþ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïî ñòàíäàðò-
íîìó ïðîòîêîëó. Îäíîâðåìåííî äîáàâëÿëè ÔÍÎa
(24 íã/ìë). Íà 6-å ñóò îêðàøèâàëè íåéòðàëüíûå ëèïèäû
êðàñèòåëåì Oil Red è îáùèé áåëîê — êðèñòàëëè÷åñêèì
ôèîëåòîâûì (â ðàçíûõ ëóíêàõ). Çàòåì ïðîâîäèëè ýêñòðàê-
öèþ êðàñèòåëåé è îöåíèâàëè èõ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü
(ÎÏ) ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîìåòðà Fluorofot «Charity».
Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàìì Microsoft Office Excel 2003 è Statistika 8.0. ×å-
ðåç 6 ñóò ïîñëå èíêóáàöèè ÌÑÊ â àäèïîãåííîé ñðåäå
ìîæíî áûëî íàáëþäàòü èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê íà áî-
ëåå îêðóãëóþ è ïîÿâëåíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ãðóïï
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ëèïèäíûå êàïëè. Îäíàêî ñðåäè
ÌÑÊ, èíêóáèðîâàâøèõñÿ â àäèïîãåííîé ñðåäå â ïðèñóò-
ñòâèè ÔÍÎa, íàáëþäàëèñü òîëüêî åäèíè÷íûå êëåòêè ñ
ëèïèäíûìè âêëþ÷åíèÿìè. Ïðîâåäåííûé êîëè÷åñòâåííûé
àíàëèç ñîäåðæàíèÿ íåéòðàëüíûõ ëèïèäîâ ïîêàçàë, ÷òî âå-
ëè÷èíà ÎÏ â ëóíêàõ, â êîòîðûõ êëåòêè ïîäâåðãàëèñü èí-
äóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè, áûëà â 1.2 ðàçà âûøå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ÎÏ â ëóíêàõ ñî ñòàíäàðòíûìè óñëîâèÿìè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, à òàêæå ñ ÎÏ â ëóíêàõ, ãäå êëåòêè áûëè
èíäóöèðîâàíû â àäèïîãåíåç â ïðèñóòñòâèè ÔÍÎa. Ïðè
ýòîì ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà ÎÏ â ëóíêàõ, â êîòîðûõ ïðîâîäè-
ëàñü èíäóêöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè, ïîñëå îêðàøèâàíèÿ íà
îáùèé áåëîê íå áûëà ïîâûøåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè
óñëîâèÿìè êóëüòèâèðîâàíèÿ. Î÷åâèäíî, ÷òî óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà ëèïèäîâ íèêàê íå ñâÿçàíî ñ êîëè÷åñòâîì êëå-
òîê. Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïîä âîçäåéñòâèåì ÔÍÎa ñïî-
ñîáíîñòü ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ê äèôôåðåíöèðîâêå â àäè-
ïîãåííîì íàïðàâëåíèè ñíèæàåòñÿ. Èíòåðåñíî áûëî áû
âûÿñíèòü, îáðàòèì èëè íåò ïðîöåññ èíãèáèðîâàíèÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêè ïîä âëèÿíèåì ÔÍÎa, à òàêæå äðóãèõ ôàê-
òîðîâ, ñåêðåòèðóåìûõ â ó÷àñòêå âîñïàëåíèÿ.

ÈÍÄÓÊÖÈß ÍÅÉÐÎÃÅÍÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÍÅÉÐÎÊËÅÒÎÊ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÎÃÎ
ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Â. Ì. Ñåìåíîâà,1 Í. È. Ëèñÿíûé,1

Ë. Ä. Ëþáè÷,1 À. Þ. Ïåòðåíêî,2 Ë. Ï. Ñòàéíî.1 1 Èíñòè-
òóò íåéðîõèðóðãèè èì. àêàä. À. Ï. Ðîìîäàíîâà ÍÀÌÍ
Óêðàèíû, Êèåâ, liubichld@mail.ru è 2 Èíñòèòóò ïðîáëåì
êðèîáèîëîãèè è êðèîìåäèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû, Õàðüêîâ.

Óñïåõè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé áèîëîãèè
íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÍÑÊ) îáåñïå÷èëè âîç-
ìîæíîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ íîð-
ìàëüíîé ìèêðîàðõèòåêòîíèêè íåðâíîé òêàíè ïðè ðÿäå äå-
ãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ÖÍÑ. Îäíèìè èç óñëîâèé ýô-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 655



ôåêòèâíîñòè êëåòî÷íîé òåðàïèè ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íûé
îáúåì è àäåêâàòíûé êëåòî÷íûé ñîñòàâ òðàíñïëàíòèðóå-
ìîãî ìàòåðèàëà. Ïîýòîìó îñîáîå çíà÷åíèå ïðèîáðåòàåò
ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé èçáèðàòåëüíî íåéðîíàëüíîãî
èëè ãëèàëüíîãî òèïà. Èçó÷åí äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïî-
òåíöèàë ýìáðèîíàëüíûõ íåéðîêëåòîê (ÝÍÊ) ìîçãà ÷åëî-
âåêà ïðè âîçäåéñòâèè èíäóêòîðîâ íåéðîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Êðèîêîíñåðâèðîâàííûå ÝÍÊ ÷åëîâåêà
(7—9-ÿ íåä ãåñòàöèè), ïîëó÷åííûå èç íèçêîòåìïåðàòóð-
íîãî áàíêà êëåòîê Èíñòèòóòà ïðîáëåì êðèîáèîëîãèè è
êðèîìåäèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû, êóëüòèâèðîâàëè â ñóñïåí-
çèè â ñðåäå ÄÌÅÌ. Äëÿ öèòîëîãè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
íà 7, 14 è 30-å ñóò êëàñòåðû ÝÍÊ ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè,
öåíòðèôóãèðîâàëè (3 ìèí, 1000 îá/ìèí), îñàäîê ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ è íàíîñèëè íà àäãåçèâíûå
ñòåêëà. Êóëüòóðû ñîäåðæàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ,
íàáëþäàëè â èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå (ÁÈÎËÀÌ
Ï-3, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ïðîëèôåðàòèâíûå è äèôôåðåí-
öèðîâî÷íûå ñâîéñòâà êóëüòèâèðóåìûõ ÝÍÊ îöåíèâàëè
ïðè äîáàâëåíèè ïðåïàðàòîâ: ÈÒÑ (ïðîèçâîäñòâî Pan Eko
Ltd., Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåãî 0.05 ìã/ìë èíñóëèíà,
0.0275 ìã/ìë òðàíñôåððèíà è 0.0335 ìã/ìë ñåëåíèòà;
0.2 ìã/ìë ðåòèíîëà àöåòàòà è 1 % ÔÒÑ (Çàâîä âèòàìèí-
íûõ ïðåïàðàòîâ, Êèåâ); 2�10–6 ìîëü/ë ðåòèíîåâîé êèñëî-
òû (Sigma, Ãåðìàíèÿ). Ïî îêîí÷àíèè îïûòîâ êóëüòóðû
ôèêñèðîâàëè â 10%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëèíà è îêðàøè-
âàëè òèîíèíîì. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêè â íåéðîêëåòêàõ
âûÿâëÿëè âèìåíòèí (ìàðêåð ïðîãåíèòîðíûõ íåéðîêëå-
òîê) è ãëèàëüíûé êèñëûé ôèáðèëëÿðíûé áåëîê (GFAP,
ìàðêåð ãëèîáëàñòîâ è àñòðîöèòîâ) ñ ïîìîùüþ íàáîðîâ
Sigma (Ãåðìàíèÿ). Â êîíòðîëüíûå êóëüòóðû ôàêòîðû
äèôôåðåíöèðîâêè íå äîáàâëÿëè. Öèòîëîãè÷åñêèå ïðåïà-
ðàòû èçó÷àëè íà öèòîàíàëèçàòîðå èçîáðàæåíèÿ
IBAS-2000 (Ãåðìàíèÿ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî â áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå ÄÌÅÌ íà 7—9-å ñóò îïðåäåëÿëîñü ñíèæå-
íèå, à íà 10—12-å ñóò — íàðàñòàíèå è ñòàáèëèçàöèÿ ñî-
äåðæàíèÿ ÝÍÊ, ÷òî îòðàæàåò íàëè÷èå ñðåäè íèõ äîëãî-
æèâóùèõ ÍÑÊ. Ïðè ýòîì íàáëþäàëîñü ìàññîâîå
ïðèêðåïëåíèå ê ñóáñòðàòó îêðóãëåííûõ íåéðîêëåòîê ñ
ìèíèìàëüíûì ôåíîòèïîì, ðàñïîëîæåííûõ èçîëèðîâàííî
èëè â âèäå ìèêðîàãðåãàòîâ. ÝÍÊ äëèòåëüíî ñîõðàíÿëè
îêðóãëóþ ôîðìó áåç ïðèçíàêîâ öèòîäèôôåðåíöèðîâêè
è âûÿâëÿëè ýêñïðåññèþ âèìåíòèíà, ïîäòâåðæäàþùåãî
èõ ïðèíàäëåæíîñòü ê ïóëó ïðîãåíèòîðíûõ íåéðîêëåòîê.
Â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ äîëÿ âèìåíòèí-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê óâåëè÷èëàñü ñ 28.6 � 3.6 % íà 2-å ñóò äî
77.0 � 13.9 % íà 16-å ñóò, ÷òî îòðàæàåò èõ ñïîñîáíîñòü ê
ïðîëèôåðàöèè. Â êóëüòóðàõ ÝÍÊ â ïðèñóòñòâèè èíäóêòî-
ðîâ äèôôåðåíöèðîâêè óñòàíîâëåíî, ÷òî íàëè÷èå â ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå ðåòèíîëà àöåòàòà èíäóöèðîâàëî ôîðìèðî-
âàíèå íåéðîñôåð ñ ìîðôîëîãè÷åñêîé è èììóíîôåíîòèïè-
÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòüþ è òåíäåíöèåé ê îáðàçîâàíèþ
ïðèìèòèâíûõ îòðîñòêîâ â íåáîëüøîé ÷àñòè êëåòîê. Ïðè
íàëè÷èè â êóëüòóðàõ ðåòèíîåâîé êèñëîòû â 20—30 %
ÝÍÊ âûÿâëåíû ïðèçíàêè öèòîòèïè÷åñêîé íåéðîáëàñòíîé
è íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, ðåæå âûÿâëÿëèñü íåé-
ðîêëåòêè àñòðîöèòàðíîãî ôåíîòèïà ñ ýêñïðåññèåé GFAP.
Òàêèì îáðàçîì, â êóëüòóðàõ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ÝÍÊ
ìîçãà ÷åëîâåêà íàáëþäàëàñü ïðîëèôåðàöèÿ ïðîãåíèòîð-
íûõ âèìåíòèí-ïîëîæèòåëüíûõ íåéðîêëåòîê, à â ïðèñóò-
ñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòû óñòàíîâëåíà èíäóêöèÿ èõ íà-
ïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïî íåéðîíàëüíîìó è ãëè-
àëüíîìó òèïó.

ÂËÈßÍÈÅ ÏÐÅÏÀÐÀÒÀ ÀÌÔÈÝÔÈÉÎÄÎËÎÊ ÍÀ
ÐÎÑÒÎÂÛÅ È ÔÅÍÎÒÈÏÈ×ÅÑÊÈÅ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈ-
ÊÈ ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ ECV304.
© À. Þ. Ñòîëáîâàÿ, Ì. Ï. Ñàìîéëîâè÷, Ê. Í. Ìàêîâåöêàÿ,
À. À. Ïèíåâè÷, À. Ì. Ãðàíîâ. Ðîññèéñêèé íàó÷íûé öåíòð
ðàäèîëîãèè è õèðóðãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Ðàçðàáîòàííûé â ÐÍÖÐÕÒ ïðåïàðàò àìôèýôèéîäîëîê
ñîäåðæèò èîäèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå ýôèðîâ ëèíîëåâîé
è îëåèíîâîé êèñëîò. Îí ïðåäíàçíà÷åí äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
â êà÷åñòâå ðåíòãåíîêîíòðàñòà è ñðåäñòâà ýìáîëèçàöèè
ñîñóäîâ â ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè. Ïðè ââåäåíèè â
îðãàíèçì îí êîíòàêòèðóåò ïðåæäå âñåãî ñ âíóòðåííåé
ïîâåðõíîñòüþ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ïîýòîìó çàäà÷à èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ïðåïàðàòà àì-
ôèýôèéîäîëîê íà ðîñòîâûå è ôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè êëåòîê ýíäîòåëèÿ â êóëüòóðå. Êëåòêè ýíäîòåëèÿ ëè-
íèè ECV304 êóëüòèâèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå aMEM ñ
5 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Êëåòêè ðàññåâà-
ëè â 4-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ïî 10 000 êë./ñì2 è èíêóáèðî-
âàëè ïðè 37 °Ñ, ãàçîâàÿ ôàçà ñîäåðæàëà 5 % CO2. Ýìóëü-
ñèè àìôèýôèéîäîëîêà íà ðîñòîâîé ñðåäå ãîòîâèëè èç
ðàñ÷åòà 0.25—2 îáúåìíûõ % ìåòîäîì 20-êðàòíîãî ïðî-
ïóñêàíèÿ ÷åðåç èíúåêöèîííóþ èãëó. Â êóëüòóðàõ ýíäîòå-
ëèÿ, äîñòèãøèõ 70—80 % êîíôëýåíòíîñòè, ðîñòîâóþ ñðå-
äó çàìåíÿëè íà ñîäåðæàùóþ ïðåïàðàò ýìóëüñèþ, â êîòî-
ðîé êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷. Çàòåì
êëåòî÷íûé ìîíîñëîé îòìûâàëè îò ýìóëüñèè ïóòåì ïî-
âòîðíîé çàìåíû ðîñòîâîé ñðåäû. Ïîëíîòó óäàëåíèÿ
ýìóëüñèè êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî
ìèêðîñêîïà. Ïðèñóòñòâèå æèðîâîãî ïðåïàðàòà â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Oil Red O.
Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ðîñòîâîé
ñðåäå. Äëÿ ïîäñ÷åòà êëåòîê èñïîëüçîâàëè êîíäóêòîìåòðè-
÷åñêèé ñ÷åò÷èê Z1 Coulter Counter. Ôåíîòèïèðîâàíèå
ïîâåðõíîñòíûõ êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ ïðîâîäèëè ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå BD
FACSCaliburTM. Èíêóáàöèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñ àì-
ôèýôèéîäîëîêîì ïðèâîäèëà ê ïîÿâëåíèþ â öèòîïëàçìå
ìíîãî÷èñëåííûõ ëèïèäñîäåðæàùèõ âêëþ÷åíèé, êîòîðûå
ñîõðàíÿëèñü åùå â òå÷åíèå 2 ñóò ïîñëå îòìûâàíèÿ îò ïðå-
ïàðàòà. Àìôèýôèéîäîëîê îêàçûâàë äîçîçàâèñèìîå âëèÿ-
íèå íà ÷èñëåííîñòü ïîïóëÿöèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ. Â êóëü-
òóðàõ, èíêóáèðîâàííûõ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.25 % ïðå-
ïàðàòà, êîëè÷åñòâî êëåòîê áûëî íà 30 % ìåíüøå, ÷åì â
êîíòðîëå. Ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ ïðåïàðàòà â ñðåäå êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ äî 1—2 % ïðèâîäèëî ê óñèëåíèþ ðàçëè-
÷èé ìåæäó îïûòîì è êîíòðîëåì. Ôåíîòèïèðîâàíèå êëå-
òîê ECV304 ïîêàçàëî, ÷òî ýíäîòåëèîöèòû ýêñïðåññèðóþò
àíòèãåíû CD29 (99.3 % êëåòîê), ÑD44 (98 %), CD105
(89.5 %), CD166 (80.5 %), CD62E (52.8 %) è CD73 (49 %
êëåòîê). Êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè 0.25 % àìôè-
ýôèéîäîëîêà ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè — ðåöåïòîðà ê ãèàëóðîíîâîé
êèñëîòå (ÑD44) è E-ñåëåêòèíà (CD62E), íî íå èçìåíÿëî
ñîñòàâà ïîïóëÿöèè ïî ýêñïðåññèè îñòàëüíûõ ïåðå÷èñëåí-
íûõ ìàðêåðîâ. Ïðè ýòîì îòìå÷àëîñü, ÷òî êëåòêè, èíêóáè-
ðîâàííûå ñ ïðåïàðàòîì, ïðè îáðàáîòêå õèìîïñèí-âåðñå-
íîì áûñòðåå îòêðåïëÿþòñÿ îò ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêà, ÷åì
êîíòðîëüíûå êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè ýíäîòåëèÿ
ëèíèè ECV304 ïðè èíêóáàöèè ñ àìôèýôèéîäîëîêîì ïî-
ãëîùàþò ïðåïàðàò, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ àäãåçèâ-
íûõ ñâîéñòâ êëåòîê è ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê êóëüòóðû.
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ÏÎÇÂÎÍÎ×ÍÈÊÀ Â ÍÀÒÈÂÍÛÕ È ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎ-
ÂÀÍÍÛÕ ÕÎÍÄÐÎÁËÀÑÒÀÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÎÃÎ
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Å. È. Ùåëêóíîâà.1 1 Íîâîñèáèðñêèé íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèé èíñòèòóò òðàâìàòîëîãèè è îðòîïåäèè, EZavyalo-
va@niito.ru

Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìîãóò ñëóæèòü àäåêâàòíûìè
ìîäåëÿìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê â íîðìå è ïàòîëîãèè è äàþò âîçìîæíîñòü ïðîâî-
äèòü ïàðàëëåëè ìåæäó ïðîöåññàìè in vitro è in vivo. Îäíà-
êî íå âñåãäà ïîëó÷åííûå in vitro çíàíèÿ âîçìîæíî àññè-
ìèëèðîâàòü íà ïðèðîäíûå îáúåêòû, ïîñêîëüêó â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ðåàëèçóþò ðàííèå ñòàäèè ìîð-
ôîãåíåçà. Ñëåäîâàòåëüíî, èññëåäóÿ ýêñïðåññèþ ãåíîâ ïðè
ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ â êóëüòóðå êëåòîê, íå âñåãäà óäà-
åòñÿ ïîëó÷èòü äîñòîâåðíûå äàííûå. Íàìè ïðåäïðèíÿòî
èññëåäîâàíèå ñ öåëüþ: ïðîèçâåñòè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ — ðåãóëÿòîðîâ ðîñòà è ðàçâè-
òèÿ ïîçâîíî÷íèêà â íàòèâíûõ è êóëüòèâèðîâàííûõ õîíäð-
îáëàñòàõ ïîçâîíî÷íèêà ýìáðèîíà ÷åëîâåêà 10—12 íåä
ðàçâèòèÿ.

Èç õðÿùåâîé òêàíè ýìáðèîíàëüíîãî ïîçâîíî÷íèêà
(ôåòóñû ÷åëîâåêà 10—12 íåä ðàçâèòèÿ, 20 îáðàçöîâ) ïî-
ëó÷àëè êëåòêè. Ïîëîâèíó âûäåëåííûõ êëåòîê ïîäâåðãàëè
êóëüòèâèðîâàíèþ â òå÷åíèå 15 äíåé â ñðåäå DMEM F2 ñ
äîáàâëåíèåì 20 % FBS. Èç êóëüòèâèðîâàííûõ è íå ïîä-
âåðãàâøèõñÿ êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê (10 îáðàçöîâ) òðè-
çîëüíûì ìåòîäîì âûäåëÿëè ÐÍÊ. Ïîëó÷åííóþ ÐÍÊ îáðà-
áàòûâàëè RNAse—free DNAse è ñèíòåçèðîâàëè êÄÍÊ â
ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãå-
íîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåæèìå
ðåàëüíîãî âðåìåíè (Real-Time SYBR Green). Äëÿ âû÷èñ-
ëåíèÿ îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà êàæäîãî öåëåâîãî ãåíà
âñå ãåíû íîðìèðîâàëè ïî ãåíó Gapdh.

Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ, îïðåäåëÿþùèõ
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè ìàòðèêñà õðÿ-
ùà âûÿâèëî, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ñèí-
òåç îñíîâíûõ ïðîòåîãëèêàíîâ õðÿùåâîé òêàíè — àãðåêà-
íà, ëþìèêàíà, âåðñèêàíà, ãåíîâ êîëëàãåíîâ 1- è 2-òèïîâ,
ãåíà ëèíê-áåëêà è ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ñóëüôàòèðîâà-
íèè ïðîòåîãëèêàíîâ (ñóëüôîòðàíñôåðàçû 1 è 3) â íàòèâ-
íûõ õîíäðîáëàñòàõ ïîçâîíî÷íèêà ýìáðèîíà, áûë âûøå,
÷åì â êóëüòèâèðîâàííûõ (Ð < 0.05). Ãåí DTDST, îáåñïå-
÷èâàþùèé òðàíñïîðò ñóëüôàòîâ â õîíäðîöèòû â íàòèâ-
íûõ è êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ, áûë ýêñïðåññèðîâàí íà
îäèíàêîâîì óðîâíå. Àíàëèç óðîâíåé ìÐÍÊ ãåíîâ, ðåãóëè-
ðóþùèõ ïðîöåññ õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (òðàíñ-
êðèïöèîííûå ôàêòîðû Pax1, Pax9, Sox9, ãåí IHH, èãðàþ-
ùèé êëþ÷åâóþ ðîëü â äèôôåðåíöèàöèè õîíäðîöèòîâ),
ïîêàçàë âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè â ýìáðèîíàëüíûõ
õîíäðîáëàñòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòèâèðîâàííûìè êëåò-
êàìè (Ð < 0.05). Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ, ó÷àñòâó-
þùèõ â ïðîöåññå ðåãóëÿöèè ðîñòà ïîçâîíî÷íèêà, âûÿâè-
ëî ñõîäíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ðåöåïòîðà èíñóëèí-
çàâèñèìîãî ôàêòîðà ðîñòà (IGFR), ãåíà ðåöåïòîðà
ãîðìîíà ðîñòà (GHR), ãåíà ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî
ôàêòîðà ðîñòà (EGFR) è ãåíà ðåöåïòîðà òðàíñôîðìèðóþ-
ùåãî ôàêòîðà ðîñòà (TGFR) â êóëüòèâèðîâàííûõ è íàòèâ-
íûõ õîíäðîáëàñòàõ.

Òàêèì îáðàçîì, â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ ôàêòè-
÷åñêè ñîõðàíÿåòñÿ ãåííàÿ ðåãóëÿöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè
õîíäðîáëàñòîâ, íî â òî æå âðåìÿ ñíèæåíà ýêñïðåññèÿ ãå-

íîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîöåññ õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè è êîäèðóþùèõ ñèíòåç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ
ìàòðèêñà õðÿùà è ñóëüôàòèðîâàíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ. Èç
ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî èññëåäîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ ïðè ðàç-
ëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ íå ðåêî-
ìåíäóåòñÿ.

ÝÍÄÎÃÅÍÍÛÉ ÓÐÎÂÅÍÜ ÀÊÒÈÂÍÛÕ ÔÎÐÌ ÊÈÑ-
ËÎÐÎÄÀ Â ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ
ÝÍÄÎÌÅÒÐÈß ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Í. Â. Òèõîìèðîâà, Î. Ã. Ëþá-
ëèíñêàÿ, Í. À. Ïóãîâêèíà, Í. Í. Íèêîëüñêèé. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, nata_t91@yahoo.com

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) ïîñòåïåííî ìå-
íÿåò ñâîþ íàïðàâëåííîñòü: èíôîðìàöèÿ î ïàòîëîãè÷å-
ñêîì âîçäåéñòâèè íà êëåòêè âûñîêèõ, ñòðåññîâûõ óðîâ-
íåé ÀÔÊ äîïîëíÿåòñÿ ñâåäåíèÿìè î âëèÿíèè ýíäîãåííûõ
óðîâíåé ÀÔÊ íà ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîé æèçíåäåÿòåëüíî-
ñòè. Îïóáëèêîâàíû äàííûå îá ó÷àñòèè ýíäîãåííûõ ÀÔÊ
â ìîäóëÿöèè êëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè, î ðîëè ÀÔÊ â êëå-
òî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå (Ehab et al.,
2009). Íåñîìíåííûé èíòåðåñ âûçûâàþò ðàáîòû, äåìîíñò-
ðèðóþùèå âëèÿíèå ÀÔÊ íà ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà
è ïðîëèôåðàòèâíûé ñòàòóñ íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ
êëåòîê ìûøè è ÷åëîâåêà (Ãàìàëåé è äð., 2001; Menon et
al., 2003; Courtney et al., 2006). Àâòîðàìè ýòèõ ðàáîò áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåõîä êëåòîê èç ôàçû G0/G1 â S-ôàçó êëå-
òî÷íîãî öèêëà ñîïðîâîæäàåòñÿ âðåìåííûì óâåëè÷åíèåì
ýíäîãåííîãî óðîâíÿ ÀÔÊ, è âûñêàçàíû ïðåäïîëîæåíèÿ î
âçàèìîñâÿçè ýòîãî ýôôåêòà ñ íàêîïëåíèåì öèêëèíîâ,
ðåãóëèðóþùèõ ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî öèêëó. Âìåñòå ñ
òåì â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ çàêîíîìåðíîñòè èçìåíåíèÿ áà-
çàëüíîãî óðîâíÿ ÀÔÊ ïîêà ìàëî èçó÷åíû. Öåëü äàííîé
ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè âçàèìîñâÿçè èçìåíåíèÿ
ýíäîãåííûõ óðîâíåé ÀÔÊ è ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ÷å-
ëîâåêà. Â êà÷åñòâå îáúåêòà äëÿ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ÌÑÊ ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (Çå-
ìåëüêî è äð., 2011). Â ýêñïåðèìåíòå èññëåäîâàëè êàê
àñèíõðîííûå, òàê è ñèíõðîíèçèðîâàííûå êóëüòóðû. Ñèí-
õðîíèçàöèÿ â ôàçå G0/G1 êëåòî÷íîãî öèêëà äîñòèãàëàñü
ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ñðåäå ñî ñëåäîâûìè
êîëè÷åñòâàìè ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (0.2 %) â òå-
÷åíèå 24 ÷. Óðîâåíü ÀÔÊ è ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì
êëåòî÷íîãî öèêëà èçìåðÿëèñü ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ àñèíõðîííûìè êóëüòó-
ðàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ÀÔÊ çàâèñèò îò ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êóëüòóðû è ïîâûøàåòñÿ ñ óâåëè-
÷åíèåì äîëè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå. Ïðåäïîëî-
æåíèå î òîì, ÷òî èçìåíåíèå ýíäîãåííîãî óðîâíÿ ÀÔÊ
ñâÿçàíî ñ ïðîöåññîì ïåðåõîäà êëåòêè èç ôàçû G0/G1 â
S-ôàçó, áûëî ïîäòâåðæäåíî â ýêñïåðèìåíòàõ íà ñèíõðî-
íèçèðîâàííûõ êóëüòóðàõ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 12 ÷
ïîñëå àêòèâàöèè ãîëîäàþùåé êóëüòóðû ñðåäîé ñ
10%-íûì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè ïðîèñõîäèò âðåìåííîå
2-êðàòíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ÀÔÊ, ïðåäøåñòâóþùåå íà
íåñêîëüêî ÷àñîâ ïåðåõîäó êëåòîê â S-ôàçó. Èç ïîëó÷åí-
íûõ íàìè äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî äëÿ ÌÑÊ ñóùåñòâóþò òå
æå çàêîíîìåðíîñòè èçìåíåíèÿ ýíäîãåííîãî óðîâíÿ ÀÔÊ
â çàâèñèìîñòè îò ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà, ÷òî è äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Ïðèðîäà
íàáëþäàåìîãî ýôôåêòà òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèé.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 657
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Èçâåñòíî, ÷òî ÀÒÔ-G-àêòèí ìîæåò òðàíñôîðìèðî-
âàòüñÿ â F-àêòèí. Ýòî ïðåâðàùåíèå íàèáîëåå ýôôåêòèâíî
â ïðèñóòñòâèè ñîëåé ìàãíèÿ. Ïî ïðåäïîëîæåíèþ,
ÀÒÔ-G-àêòèí â ïðèñóòñòâèè Mg2+ ïðåòåðïåâàåò êîíôîð-
ìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ñ îáðàçîâàíèåì ÀÒÔ-F-àêòèíà ñ
ïîñëåäóþùèì ãèäðîëèçîì äî ÀÄÔ-F-àêòèíà è âûõîäîì
ñâîáîäíîãî ôîñôàòà P³ â ðàñòâîð (ñõåìà 1) èëè ïðè âçàè-
ìîäåéñòâèè ÀÒÔ-G-àêòèíà ñ Mg2+ ïðîèñõîäèò ãèäðîëèç
ôîñôàòíîé ñâÿçè ñ îáðàçîâàíèåì ÀÄÔ-G-àêòèíà+Pi, ïå-
ðåõîäÿùèé â ÀÄÔ-F-àêòèí, è âûõîäîì ñâîáîäíîãî ôîñ-
ôàòà â ðàñòâîð (ñõåìà 2). Èç äâóõ ïðåäïîëàãàåìûõ ñõåì
ïîëèìåðèçàöèè G-àêòèíà, ñõåìà 2 áûëà ïîäòâåðæäåíà
íàìè ïî äàííûìè èçìåíåíèÿ ÓÔ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ
ÀÒÔ-G-àêòèíà â ðàñòâîðå è ÀÒÔ-G-àêòèíà â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì ñîëè Mg, âî âðåìåíè, à òàêæå â çàâèñèìîñòè
îò êîíöåíòðàöèè Mg2+. Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ðîëè Mg2+ â
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà áûëî ïðåäïðèíÿòî ñ ïîìîùüþ
ñïåêòðîâ ßÌÐ. Ïîëó÷åíû ñïåêòðû ßÌÐ ïðè ñèëå ìàãíèò-
íîãî ïîëÿ 300.130 MHz ðàñòâîðîâ â D2O ÀÒÔ-G-àêòèíà, à
òàêæå ÀÒÔ-G-àêòèíà â ïðèñóòñòâèè äèêàòèîíà Mg. Îáíà-
ðóæåíî ðàçëè÷èå â ñïåêòðàõ ðåçîíàíñà ïðîòîíîâ èññëåäó-
åìûõ îáðàçöîâ. Â ÷àñòíîñòè, íàáëþäàåòñÿ ðàñùåïëåíèå
ïîëîñû ðåçîíàíñà îò ïðîòîíà H8 ãèñòèäèíîâîãî êîëüöà
àäåíèíà íà äâà ðåçîíàíñà. Äîïîëíèòåëüíàÿ ïîëîñà îòíå-
ñåíà ê ðåçîíàíñó îò ïðîòîíà H8 ÀÄÔ-G-àêòèíà. Âî âðåìå-
íè íàáëþäàþòñÿ óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè (²) ïîëîñû
ðåçîíàíñà ïðîòîíà H8 ÀÄÔ-G-àêòèíà è óìåíüøåíèå èí-
òåíñèâíîñòè ïîëîñû ðåçîíàíñà ïðîòîíà H8 ÀÒÔ-G-àêòè-
íà. Èçìåíåíèå îòíîøåíèÿ ² (ÀÄÔ)/² (ÀÒÔ) âî âðåìåíè
íîñèò êîîïåðàòèâíûé õàðàêòåð. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîäòâåðæäàþò âûâîäû, ñäåëàííûå íàìè ðàíåå íà îñíîâà-
íèè èçó÷åíèÿ ÓÔ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ î ìåõàíèçìå ïðå-
âðàùåíèÿ ÀÒÔ-G-àêòèíà â F-àêòèí ïîä äåéñòâèåì Mg2+

ïî ñõåìå 2: ÀÒÔ-G-àêòèí + MgCl2 � ÀÄÔ-G-àêòèí+P³�
� ÀÄÔ-F-àêòèí+P³.

ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÀß ÌÈÃÐÀÖÈß ÊËÅÒÎÊ ÐÅÖÈÏÈÅÍ-
ÒÀ Â ÌÀÒÐÈÊÑ ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÒÎÂ ÑÎÑÓÄÎÂ È
ÊËÀÏÀÍÎÂ ÑÅÐÄÖÀ ÏÎÄ ÄÅÉÑÒÂÈÅÌ ÐÅÊÎÌÁÈ-
ÍÀÍÒÍÛÕ ÐÎÑÒÎÂÛÕ ÔÀÊÒÎÐÎÂ. © È. Ñ. Ôàäåå-
âà,1, 2 Ð. Ñ. Ôàäååâ,1, 2 À. Ñ. Ñà÷êîâ,3 Ä. Â. Áðèòèêîâ,3

Â. Ñ. Àêàòîâ.1, 2 1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, 2 Ïóùèíñêèé ãîñóäàð-

ñòâåííûé åñòåñòâåííî-íàó÷íûé èíñòèòóò è 3 Íàó÷íûé
öåíòð ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé õèðóðãèè èì. À. Í. Áàêóëåâà
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü òðàíñïëàíòàòû ñîñóäîâ è êëà-
ïàíîâ ñåðäöà (ÒÑÊÑ) ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè ïåðñïåêòèâíûìè
ìàòåðèàëàìè äëÿ õèðóðãè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ íåîáðàòèìûõ
ñîñóäèñòûõ è êëàïàííûõ ïàòîëîãèé è àêòèâíî èñïîëüçó-
þòñÿ â ÐÔ è çà ðóáåæîì. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ðÿä ïðåèìó-
ùåñòâ, øèðîêîå âíåäðåíèå ÒÑÊÑ â êëèíè÷åñêóþ ïðàêòè-
êó îãðàíè÷åíî ðàçâèòèåì â íèõ ïîñëå èìïëàíòàöèè ïàòî-
ëîãè÷åñêîãî êàëüöèíîçà, à òàêæå òåì, ÷òî íå ïðîèñõîäèò
çàñåëåíèÿ òðàíñïëàíòàòîâ êëåòêàìè ðåöèïèåíòà, à çíà÷èò,
íå ïðîèñõîäèò ðåìîäåëèðîâàíèÿ ñòðóêòóðû ìàòðèêñà,
÷òî â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïðèâîäèò ê äåãåíåðàöèè ÒÑÊÑ.
Îïèñàííûå ïàòîëîãè÷åñêèå ÿâëåíèÿ ïðèâîäÿò ê îãðàíè-
÷åíèþ ñðîêà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÒÑÊÑ è, ñëåäîâàòåëüíî,
ê íåîáõîäèìîñòè ñëîæíûõ ðåîïåðàöèé, ÷òî îñîáåííî äðà-
ìàòè÷íî ïðîÿâëÿåòñÿ ó ìîëîäûõ ïàöèåíòîâ. Äëÿ ñíèæå-
íèÿ èììóíîãåííîñòè è ïðåäîòâðàùåíèÿ êàëüöèíîçà
ÒÑÊÑ àêòèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ ñïîñîáû èõ ïðåäèìïëàí-
òàöèîííîé äåöåëëóëàðèçàöèè èëè äåâèòàëèçàöèè. Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ðåçóëüòàòå ðàçðóøåíèÿ èëè ãèáåëè êëå-
òîê äîíîðà äî èìïëàíòàöèè áóäåò ïîäàâëåíà èììóíîãåí-
íîñòü è ýëèìèíèðîâàíû öåíòðû íóêëåàöèè êàëüöèíîçà
ÒÑÊÑ. Îäíàêî ïðåäëîæåííûå äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ìå-
òîäû äåöåëëóëàðèçàöèè ìàòðèêñà òðàíñïëàíòàòîâ íå ìî-
ãóò îäíîâðåìåííî ïðåäîòâðàùàòü äåãåíåðàöèþ, êàëüöè-
íîç è èììóíîãåííîñòü òðàíñïëàíòàòîâ êëàïàíîâ ñåðäöà è
ñîñóäîâ, òàê êàê íå ìîãóò îáåñïå÷èòü óäàëåíèå êëåòîê äî-
íîðà áåç ïîâðåæäåíèÿ ñòðóêòóðû è àðõèòåêòîíèêè âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòêà íîâûõ
âûñîêîýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ïðåäâàðèòåëüíîé ìîäèôè-
êàöèè ÒÑÊÑ ñ öåëüþ ïîäàâëåíèÿ èõ èììóíîãåííîñòè è
êàëüöèôèêàöèè ïî-ïðåæíåìó ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé.
Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ðåìîäåëèðîâàíèÿ ÒÑÊÑ ïðåäëàãàåòñÿ
äâà îñíîâíûõ ïîäõîäà: 1) ïðåäâàðèòåëüíàÿ ðåïîïóëÿöèÿ
ÒÑÊÑ àóòî- èëè àëëîãåííûìè êëåòêàìè ðåöèïèåíòà;
2) ïðèìåíåíèå öèòîêèíîâ — õåìîàòòðàêòàíòîâ ìåçåí-
õèìíûõ êëåòîê, îáåñïå÷èâàþùåå íàïðàâëåííóþ ðåïîïó-
ëÿöèþ ìàòðèêñà ãðàôòîâ óæå â îðãàíèçìå ðåöèïèåíòà.
Îäíàêî äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ñîçäàíî ïðèåìëåìûõ
äëÿ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ñïîñîáîâ ðåàëèçàöèè óêà-
çàííûõ ïîäõîäîâ. Òàêèì îáðàçîì, çàäà÷à ïî ïîâûøåíèþ
ýôôåêòèâíîñòè ðåïîïóëÿöèè ÒÑÊÑ îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé.
Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ðàçðàáîòàí ñïîñîá ïîäàâëåíèÿ èì-
ìóíîãåííîñòè è êàëüöèôèêàöèè ÒÑÊÑ. Â ïðîâåäåííûõ
íàìè èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ ÒÑÊÑ
ðåêîìáèíàíòíûì òðîìáîöèòàðíûì ðîñòîâûì ôàêòîðîì
PDGF ÂÂ ñòèìóëèðóåò ìèãðàöèþ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê
â ãëóáü ìàòðèêñà äåöåëëóëàðèçèðîâàííûõ è äåâèòàëèçè-
ðîâàííûõ ÒÑÊÑ â óñëîâèÿõ in vitro è in vivo. Íàìè òàêæå
ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ÒÑÊÑ äî èìïëàíòàöèè ðîñòîâûì
ôàêòîðîì PDGF ÂÂ â êîìáèíàöèè ñ ôàêòîðîì ðîñòà ýí-
äîòåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF) in vivo ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
ðàçâèòèþ àòåðîãåííîãî ýôôåêòà. Íà ìîäåëè ïîäêîæíîé
èìïëàíòàöèè êðûñàì íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî â çàâèñèìî-
ñòè îò ñïîñîáà äåâèòàëèçàöèè ñ ïîñëåäóþùåé ìîäèôèêà-
öèåé óêàçàííîé êîìáèíàöèåé ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ìîæíî
äîáèòüñÿ ðåïîïóëÿöèè ìàòðèêñà ÒÑÊÑ â îðãàíèçìå ðåöè-
ïèåíòà óæå ÷åðåç 6 íåä èìïëàíòàöèè áåç ðàçâèòèÿ àòåðî-
ãåííîãî ýôôåêòà è ïàòîëîãè÷åñêîãî êàëüöèíîçà.

Ðàáîòà ïðîâåäåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ó.Ì.Í.È.Ê.» (Ãîñêîíòðàêò ¹ 9870ð/14299) è

658 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì è Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



ñòèïåíäèàëüíîãî ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ (¹ ÑÏ-6867.
2013.4).

ÐÎËÜ ÀÏÏÀÐÀÒÀ ÃÎËÜÄÆÈ Â ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÌÈÊ-
ÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ. ². ÐÅÃÓËßÖÈß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÌÈÊ-
ÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ ÏÐÎÒÅÈÍÊÈÍÀÇÀÌÈ. © À. È. Ôîêèí,1

À. Â. Áóðàêîâ,2 Å. Ñ. Íàäåæäèíà.2, 3 1 Ôàêóëüòåò áèîèíæå-
íåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, fktimofei@yan-
dex.ru, 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è
3 Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Â êóëüòèâèðóåìûõ æèâîòíûõ êëåòêàõ ìèêðîòðóáî÷êè
â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îáðàçóþò ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó ñ
åäèíûì öåíòðîì èõ îðãàíèçàöèè (ÖÎÌÒ), ïðåäñòàâëåí-
íûì öåíòðîñîìîé. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ â êà÷åñòâå äî-
ïîëíèòåëüíîãî ÖÎÌÒà ìîãóò âûñòóïàòü ìåìáðàíû àïïà-
ðàòà Ãîëüäæè (ÀÃ). Ïðè èññëåäîâàíèè äâóõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé ýïèòåëèÿ ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè, Vero è BS-C-1,
îêàçàëîñü, ÷òî äëÿ êëåòîê BS-C-1 ÀÃ ÿâëÿåòñÿ áîëåå çíà-
÷èìûì ÖÎÌÒîì, ÷åì öåíòðîñîìà, à äëÿ êëåòîê Vero —
ìåíåå çíà÷èìûì. Ýòî áûëî ïîêàçàíî êàê íà èíòàêòíûõ
êëåòêàõ, òàê è ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ, íàðóøàþùèõ
ôóíêöèè öåíòðîñîìû èëè ÀÃ: ðàçðóøåíèå ÀÃ ïðèâîäè-
ëî ê áîëåå âûðàæåííûì íàðóøåíèÿì ìèêðîòðóáî÷åê â
êëåòêàõ BS-C-1, ÷åì Vero. Ðàçðóøåíèå öåíòðîñîìíîé ñè-
ñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê, äîñòèãàåìîå ïóòåì ýêñïðåññèè äî-
ìèíàíòíî-íåãàòèâíîé ôîðìû êèíàçû LOSK/SLK
(LOSK-K63RDT), êîòîðàÿ â íîðìå ó÷àñòâóåò â ïîääåðæà-
íèè ðàäèàëüíîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê íà öåíòðîñîìå,
ïðèâîäèëî ê õàîòèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â êëåò-
êàõ Vero, õîòÿ ñëàáî âëèÿëî íà êëåòêè BS-C-1. Ñðàâíè-
òåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îðãà-
íèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê íà ÀÃ, ïîêàçàë, ÷òî ðàçëè÷èå ìî-
æåò áûòü îïîñðåäîâàíî ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé áåëêà
CLASP2 â êëåòêàõ BS-C-1. Îäíàêî îâåðýêñïðåññèÿ
CLASP2 â êëåòêàõ Vero íå ñïîñîáñòâîâàëà ïîâûøåíèþ
àêòèâíîñòè ÀÃ êàê îðãàíèçàòîðà ìèêðîòðóáî÷åê. Ýêçî-
ãåííûé áåëîê ëîêàëèçîâàëñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íà ìèêðî-
òðóáî÷êàõ, íàðóøàÿ èõ ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó, ÷òî ìîãëî
îçíà÷àòü íåäîñòàòî÷íîå åãî ôîñôîðèëèðîâàíèå ïðîòåèí-
êèíàçàìè, îäíîé èç êîòîðûõ, ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì,
ÿâëÿåòñÿ GSK-3b. Äåéñòâèòåëüíî, îêàçàëîñü, ÷òî êëåòêè
BS-C-1 èìåëè ïîâûøåííûé óðîâåíü àêòèâíîñòè êèíàçû
GSK-3b ïî ñðàâíåíèþ ñ Vero. Èíãèáèðîâàíèå äàííîé êè-
íàçû â êëåòêàõ BS-C-1 ïðèâåëî ê óòðàòå ñïîñîáíîñòè ÀÃ
ñëóæèòü îñíîâíûì ÖÎÌÒîì. Äàëåå ìû ñðàâíèëè âåçèêó-
ëÿðíûé òðàíñïîðò â êëåòêàõ Vero ñ ðàäèàëüíûìè è õàîòè-
çèðîâàííûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè. Äëÿ ýòîãî ìû ïðîñëåæè-
âàëè äâèæåíèå âåçèêóë ERGIC, ìàðêèðîâàííûõ ïðè ïî-
ìîùè êîíñòðóêöèè ERGIC53-GFP, â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ è â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ LOSK-K63RDT.
Îêàçàëîñü, ÷òî ìãíîâåííàÿ ñêîðîñòü âåçèêóë, èçìåðÿåìàÿ
êàê èõ ñðåäíåå ñìåùåíèå çà 1 ñ, îñòàâàëàñü íåèçìåííîé.
Òàêèì æå, êàê è â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, ñîõðàíÿëñÿ õà-
ðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ äâèæåíèÿ âåçèêóë ïî èõ ñêîðîñòÿì.
Îäíàêî âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò íà äëèííûå äèñòàíöèè
áûë íàðóøåí: ñêîðîñòü ñáîðêè êîìïàðòìåíòà ERGIC ïîñ-
ëå åãî äèñïåðãèðîâàíèÿ Áðåôåëäèíîì À áûëà çàìåòíî
ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Òàêîé ýôôåêò ÿâëÿ-
åòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ðåçóëüòàòîì íàðóøåíèÿ ðàäèàëüíîé
ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê, ÷òî íå ïîçâîëÿåò êëåòêå òàêæå

ýôôåêòèâíî îñóùåñòâëÿòü òðàíñïîðò è ïîääåðæèâàòü ïî-
ëÿðèçîâàííîñòü. Òàêèì îáðàçîì, íå èìåÿ ïðÿìîãî âëèÿ-
íèÿ íà âíóòðèêëåòî÷íóþ ïîäâèæíîñòü, ïðîòåèíêèíàçà
LOSK/SLK òåì íå ìåíåå îêàçûâàåò âëèÿíèå íà âíóòðè-
êëåòî÷íûé òðàíñïîðò çà ñ÷åò îáåñïå÷åíèÿ ðàäèàëüíîãî
ðàñïîëîæåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 11-04-01022-a è 12-04-33178-ìîë-à-âåä).

ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜ Ê ÊËÅÒÎ×ÍÎÌÓ ÊÀÍÍÈÁÀËÈÇÌÓ
ÊËÅÒÎÊ ÊÓËÜÒÓÐÛ À431 Â ÇÀÂÈÑÈÌÎÑÒÈ ÎÒ
ÑÒÀÄÈÈ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ. © Ë. À. Õàøáà,
È. Ìàìè÷åâ, Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà, Ã. Å. Îíèùåíêî.
Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

ßâëåíèå êëåòî÷íîãî êàííèáàëèçìà (ÊÊ) îïèñàíî â
ëèòåðàòóðå, îäíàêî ïðèñòàëüíûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé
ïðèâëåêëî òîëüêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ. Îäíèì èç âàðèàíòîâ
ÊÊ ÿâëÿåòñÿ ýíòîç. Â ñëó÷àå ýíòîçà îäíà òðàíñôîðìèðî-
âàííàÿ ýïèòåëèàëüíàÿ êëåòêà îøàðèâàåòñÿ è àêòèâíî âíå-
äðÿåòñÿ â ðàñïëàñòàííóþ êëåòêó. Â äàëüíåéøåì òàêàÿ
êëåòêà, êàê ïðàâèëî, ïîäâåðãàåòñÿ ëèçîñîìîïîñðåäî-
âàííîé äåãðàäàöèè. Îäíàêî â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïîãëî-
ùåííàÿ êëåòêà ìîæåò âñòóïàòü â ìèòîòè÷åñêîå äåëåíèå
è äàæå ïîêèäàòü ïîãëîòèâøóþ åå êëåòêó. Â îñíîâå ìå-
õàíèçìà âíåäðåíèÿ ëåæèò ðàáîòà àêòîìèîçèíîâîé ñèñ-
òåìû, ðåãóëÿöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñèãíàëüíûì êàñêàäîì
Rho-ROCK. Îäíàêî îñíîâíûå ìåõàíèçìû âíåäðåíèÿ è
äàëüíåéøàÿ ñóäüáà êëåòîê âî ìíîãîì íåÿñíû. Öåëüþ äàí-
íîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå ñïîñîáíîñòè
êëåòîê-êàííèáàëîâ è âíåäðèâøèõñÿ êëåòîê ê ïðîäâèæå-
íèþ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó.

Â êëåòêàõ êóëüòóðû À431 (ýïèäåðìîèäíàÿ êàðöè-
íîìà ÷åëîâåêà) êàííèáàëè÷åñêèé èíäåêñ ñîñòàâëÿåò
0.9 � 0.6 %. Àíàëèç ïðåïàðàòîâ, îêðàøåííûõ ãåìàòîêñè-
ëèíîì è ýîçèíîì, ïîêàçàë, ÷òî âñòðå÷àþòñÿ âñå âîçìîæ-
íûå ôåíîòèïû êëåòîê-êàííèáàëîâ — êàê ãåòåðîôàçíûå
(êàííèáàë â èíòåðôàçå, ïîãëîùåííàÿ êëåòêà â ìèòîçå, è
íàîáîðîò), òàê è ãîìîôàçíûå (èíòåðôàçíûå è ìèòîòè÷å-
ñêèå). Èìïóëüñíîå âêëþ÷åíèå ïðåäøåñòâåííèêà ñèíòåçà
ÄÍÊ BrdU òàêæå ïîçâîëèëî âûÿâèòü â êóëüòóðå êëåòîê
À431 ãîìî- è ãåòåðîôàçíûå ýíòîçû (ãîìîôàçíûå íåìå÷å-
íûå è ìå÷åíûå ýíòîçû, ãåòåðîôàçíûå ýíòîçû — ìå÷åíàÿ
êëåòêà-êàííèáàë, ìå÷åíàÿ ïîãëîùåííàÿ êëåòêà). Òàêèì
îáðàçîì, è êëåòêè-êàííèáàëû, è ïîãëîùåííûå êëåòêè
ñïîñîáíû âñòóïàòü â ìèòîç è ñèíòåçèðîâàòü ÄÍÊ â ïðî-
öåññå êëåòî÷íîãî êàííèáàëèçìà. Ïðè ýòîì ìèòîòè÷åñêèå
êëåòêè ÷àùå âñòðå÷àþòñÿ ñðåäè ïîãëîùåííûõ êëåòîê, à
èíäåêñ ìå÷åíèÿ êëåòîê-êàííèáàëîâ íåñêîëüêî ïðåâûøàåò
èíäåêñ ìå÷åíèÿ â ïîïóëÿöèè. Îáà ýòèõ ôàêòà ìîãóò ñâè-
äåòåëüñòâîâàòü î çàìåäëåíèè ïðîõîæäåíèÿ ýòèõ ôàç êëå-
òî÷íîãî öèêëà. Îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå
G1 è S-ôàçû âîçäåéñòâèåì ãèäðîêñèìî÷åâèíû (4 ìÌ) íå
âëèÿåò íà ÊÊ.

Òàê êàê â ïðîöåññå äåãðàäàöèè ïîãëîùåííîé êëåòêè
ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå çàêèñëåíèå êàííèáàëè÷åñêîé âà-
êóîëè, áûëî ïðîâåäåíî îêðàøèâàíèå ëèçîñîìíîãî êîì-
ïàòðìåíòà. Ñëàáîå çàêèñëåíèå êàííèáàëè÷åñêîé âàêóîëè
íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ÊÊ íå ïðåïÿòñòâóåò ïðîõîæäåíèþ
S- è Ì-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà. Íà ýòîé ñòàäèè êëåò-
êà-êàííèáàë è ïîãëîùåííàÿ êëåòêà ñîåäèíåíû àäãåçèâíû-
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ìè êîíòàêòàìè. Íàðóøåíèå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
ñîâïàäàåò ñ àêòèâàöèåé ëèçîñîì ïîãëîùåííîé êëåòêè è
êëåòêè-êàííèáàëà. Íà ïîñëåäíèõ ýòàïàõ äåãðàäàöèè êàí-
íèáàëè÷åñêàÿ âàêóîëü íå îêðàøèâàåòñÿ ðÍ-çàâèñèìûìè
ëèçîñîìíûìè êðàñèòåëÿìè.

Â öåëîì ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî êàê êëåòêà-êàííèáàë, òàê è ïîãëîùåííàÿ êëåòêà
ñïîñîáíû ïðîäâèãàòüñÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó (S-ôàçà è
ìèòîç) â ïðîöåññå ýíòîçà. Âåðîÿòíî, ïðè ýíòîçå âðåìÿ
ïðîõîæäåíèÿ ýòèõ ôàç óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïîãëîùåííàÿ êëåò-
êà ñïîñîáíà ê ïðîäâèæåíèþ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó îãðà-
íè÷åííîå âðåìÿ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàðóøåíèå
ïîñòóïëåíèÿ ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ â ïîãëîùåííóþ êëåò-
êó àêòèâèðóåò â íåé ëèçîñîìíûé êîìïàðòìåíò, ÷òî â
ñâîþ î÷åðåäü âåäåò ê íàðóøåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ. Êëåòêà-êàííèáàë òàêæå ó÷àñòâóåò â çàêèñëåíèè êàí-
íèáàëè÷åñêîé âàêóîëè, ÷òî è ïðèâîäèò ê ëèçîñîìíîé äå-
ãðàäàöèè ïîãëîùåííîé êëåòêè.

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

ÏÎËÈÌÅÐÈÇÀÖÈß ÀÊÒÈÍÀ È ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×-
ÍÛÉ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒ. © Ñ. Þ. Õàéòëèíà. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, skhspb@gmail.com

Âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò ñâÿçûâàþò ïðåæäå âñåãî
ñ ïåðåìåùåíèåì ÷àñòèö (ãðóçà) ïî ìèêðîòðóáî÷êàì. Âìå-
ñòå ñ òåì â êëåòêàõ ñóùåñòâóåò äâå àêòèíçàâèñèìûå
òðàíñïîðòíûå ñèñòåìû. Â ïåðâîé èç íèõ, àêòîìèîçèíî-
âîé, òðàíñïîðòåðîì ÿâëÿåòñÿ ìèîçèí, êîòîðûé ïåðåìåùà-
åòñÿ ïî àêòèíîâûì ìèêðîôèëàìåíòàì. Âòîðàÿ àêòèíçàâè-
ñèìàÿ òðàíñïîðòíàÿ ñèñòåìà îñíîâàíà íà ïåðåìåùåíèè
÷àñòèö ñ ïîìîùüþ «êîìåòîïîäîáíîãî õâîñòà», îáðàçóþ-
ùåãîñÿ íà ïîâåðõíîñòè ÷àñòèöû â ðåçóëüòàòå ïîëèìåðèçà-
öèè àêòèíà, ïîäîáíî òîìó êàê ïåðåìåùàþòñÿ âíóòðè
êëåòêè ïàòîãåííûå áàêòåðèè.

Ïðèíöèïèàëüíóþ ðîëü â íóêëåàöèè ïîëèìåðèçàöèè
àêòèíà íà ïîâåðõíîñòè ïåðåìåùàåìîé ÷àñòèöû èãðàåò
êîìïëåêñ áåëêîâ Arp2/3, êîòîðûé ñïîñîáñòâóåò îëèãîìå-
ðèçàöèè ìîíîìåðîâ àêòèíà, à çàòåì — ïîëÿðèçîâàííîìó
óäëèíåíèþ íèòåé àêòèíà íà áûñòðîì, îáðàùåííîì ê ïî-
âåðõíîñòè ÷àñòèöû êîíöå íèòåé. Àêòèâíîñòü êîìïëåêñà
Arp2/3 ðåãóëèðóåòñÿ áåëêàìè ñåìåéñòâà WASP, êîòîðûå
àññîöèèðîâàíû ñ ìåìáðàíîé è â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðó-
þòñÿ áåëêàìè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Ðàñøèðåíèå ýòîãî
ïðîöåññà ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ «äåíäðèòîïîäîáíîé»
ñåòè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñõîäíîé ñ óëüòðàñòðóêòóðîé
ïðèìåìáðàííîãî öèòîñêåëåòà íà ïåðåäíåì êðàå äâèæó-
ùèõñÿ êëåòîê, ÷òî ïîñëóæèëî îñíîâîé äëÿ ïðåäïîëîæåíèÿ
î âåäóùåé ðîëè ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà â ïåðåìåùåíèè öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (Borisi, Svitkina, 2000).

Îêàçàëîñü, ÷òî àêòèíçàâèñèìîé ìîæåò áûòü òàêæå ïî-
äâèæíîñòü âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë. Ïîêàçàíî, ÷òî ñ ïî-
ìîùüþ «êîìåòîïîäîáíîãî õâîñòà» ïåðåìåùàþòñÿ ìàêðî-
ïèíîöèòîçíûå âàêóîëè (ïèíîñîìû) (Merrifield et al., 1999;
Garrett et al., 2000), êëàòðèíîâûå îêàéìëåííûå ïóçûðüêè
(Merrifield et al., 2002; Merrifield, 2004; Collins et al.,
2011), ýíäîñîìû è ëèçîñîìû â îîöèòàõ øïîðöåâîé ëÿ-
ãóøêè è â áåñêëåòî÷íîé ñèñòåìå, ñîäåðæàùåé ýêñòðàêò
îîöèòîâ ëÿãóøêè (Tauton et al., 2000). Òàêîé æå ìåõàíèçì
îáåñïå÷èâàåò äâèæåíèå âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ ìåìáðàí-
íûå ðàôòû, îáîãàùåííûå ñôèíãîëèïèäàìè è õîëåñòåðè-

íîì (Rozelle et al., 2000). Â îáðàçîâàíèè àêòèíîâûõ
«êîìåòîïîäîáíûõ õâîñòîâ» ó÷àñòâóþò àêòèâàòîðû êîìï-
ëåêñà WASP-Arp2/3: ìàëûå ÃÒÔàçû Cdc 42 (Tauton et al.,
2001) è ARF6 (Schafer et al., 2000), òèðîçèíêèíàçà, ôîñôî-
ëèïàçà D, D3-ôîñôîèíîçèòèäû (Schafer et al., 2000) èëè
ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-4,5-áèôîñôàò (PIP2) (Rozelle et al.,
2000) è äðóãèå êîìïîíåíòû ñèãíàëüíûõ ñèñòåì êëåòêè.

Êàê ïîêàçàëè äàííûå âûñîêîðàçðåøàþùåé ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè è ýëåêòðîííîé òîìîãðàôèè, ôîðìèðî-
âàíèå àêòèíîâîãî «êîìåòîïîäîáíîãî õâîñòà» ÿâëÿåòñÿ çà-
êëþ÷èòåëüíîé ñòàäèåé ñáîðêè àêòèíà íà îêàéìëåííûõ
(êëàòðèíîâûõ) ïóçûðüêàõ. Ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà, èíäó-
öèðîâàííàÿ áåëêàìè ñåìåéñòâà WASP è êîìïëåêñîì
Arp2/3, ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ñåòè ôèëàìåíòîâ ñíà÷à-
ëà â âèäå íåáîëüøèõ ëàòåðàëüíûõ îñòðîâêîâ íà ïåðèôå-
ðèè ïóçûðüêîâ. Çàòåì ôèëàìåíòû îêðóæàþò ÷àñòè÷íî èí-
âàãèíèðîâàâøèå ïóçûðüêè è ïðåâðàùàþòñÿ â ïîëÿðèçî-
âàííûé «õâîñò», êîãäà âåçèêóëû ãîòîâû ê îòäåëåíèþ èëè
îòäåëåíû îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Ïðè ýòîì «áûñò-
ðûå» êîíöû àêòèíîâûõ íèòåé îòòàëêèâàþò ýíäîöèòîçíûå
âåçèêóëû îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (Collins et al.,
2011). Ïî-âèäèìîìó, òàêîé æå ìåõàíèçì ðåãóëèðóåò îá-
ðàçîâàíèå «êîìåòîïîäîáíûõ õâîñòîâ» è òðàíñïîðò äðó-
ãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë.

ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÆÈÇÍÅÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÈ ÆÈÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ IN VITRO ÏÐÈ ÈÇÌÅÍÅÍÈÈ ÍÀÏÐÀÂËÅ-
ÍÈß ÄÅÉÑÒÂÈß ÐÀÂÍÎÄÅÉÑÒÂÓÞÙÅÉ ÑÈËÛ.
© Ì. Î. Õîòÿíîâè÷,1 Þ. Ï. Ñòóêà÷,1 Ò. À. Ãóðèíîâè÷,1

Ì. À. Íåñîâè÷.2 1 Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè Íàöèîíàëüíîé
àêàäåìèè íàóê Áåëîðóññèè, Pochta_margo@mail.ru è 2 Ðåñ-
ïóáëèêàíñêèé íàó÷íî-ïðàêòè÷åñêèé öåíòð ãèãèåíû,
Ìèíñê, Áåëîðóññèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò åäèíîé òî÷êè çðå-
íèÿ î òîì, êàê ðåàëüíî îòðàæàåòñÿ èçìåíåíèå íàïðàâëå-
íèÿ ðàâíîäåéñòâóþùåé ñèëû íà ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿ-
íèè îòäåëüíûõ êëåòîê æèâîãî îðãàíèçìà. Èçìåíåíèÿ íà
óðîâíå êëåòîê, òêàíåé, îðãàíîâ, ñèñòåì è âñåãî îðãàíèçìà
â öåëîì, ïðîèñõîäÿùèå â óñëîâèÿõ èçìåíåíèÿ íàïðàâëå-
íèÿ äåéñòâèÿ ðàâíîäåéñòâóþùåé ñèëû, íàñòîëüêî ðàçíÿò-
ñÿ, ÷òî ýòî íå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü óíèôèöèðîâàííûå çàêî-
íîìåðíîñòè, òèïè÷íûå äëÿ ýòîãî âîçäåéñòâèÿ. Èñõîäÿ èç
âûøåñêàçàííîãî öåëüþ ðàáîòû ÿâèëñÿ àíàëèç ïðîáëåìû
òîëüêî íà êëåòî÷íîì óðîâíå, à èìåííî æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà è êðûñèíîé ãëèîìû Ñ6
ïîñëå èçìåíåíèÿ íàïðàâëåíèÿ ðàâíîäåéñòâóþùåé ñèëû.
Â ýêñïåðèìåíòàõ íà êóëüòóðå êëåòîê êðûñèíîé ãëèî-
ìû Ñ6 è ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà èçìåíÿëè íà óãîë 60 °
ïîëîæåíèå 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ îòíîñèòåëüíî
ãîðèçîíòàëüíîé ïëîñêîñòè. Ïîâîðîò îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç
40—48 ÷ ïîñëå äîñòèæåíèÿ êîíôëþýíòíîñòè â 70 %. Ñî-
ïîñòàâëÿëè íà îñíîâàíèè àíàëèçà ðåçóëüòàòîâ ÌÒÒ-òåñòà
îñîáåííîñòè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê â ïëàí-
øåòàõ, îäèí èç êîòîðûõ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðè-
ìåíòà íàõîäèëñÿ â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè (ñåðèÿ 1),
äðóãîé ðàñïîëàãàëñÿ ïîä óãëîì óãîë 60 ° (ñåðèÿ 2).
ÌÒÒ-ìåòîä îïðåäåëåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòî÷íûõ
êóëüòóð èñïîëüçóåò ñïîñîáíîñòü æèâûõ êëåòîê ïðåâðà-
ùàòü ðàñòâîðèìûé æåëòûé áðîìèä 3-(4,5-äèìåòèëòèà-
çîë-2-èë)-2,5-òåòðàçîëèÿ (ÌÒÒ) â íåðàñòâîðèìûå ïóðïóð-
íî-ñèíèå âíóòðèêëåòî÷íûå êðèñòàëëû ÌÒÒ-ôîðìàçàíà
(ÌÒÒ-ô). Íåæèçíåñïîñîáíûå ìåðòâûå êëåòêè òàêîé ñïî-
ñîáíîñòüþ íå îáëàäàþò. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ôóíêöèîíàëü-

660 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì è Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



íîå ñîñòîÿíèå ôèáðîáëàñòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â òå÷åíèå âñå-
ãî ýêñïåðèìåíòà â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè, íå îòëè-
÷àëîñü îò òàêîâîãî ó êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ ïîä óãëîì
60 °. Ïîâîðîò ïëàíøåòîâ ñ êóëüòóðîé êëåòîê êðûñèíîé
ãëèîìû Ñ6 ñîïðîâîæäàëñÿ ñíèæåíèåì æèçíåñïîñîáíîñòè
îïóõîëåâûõ êëåòîê â îòëè÷èå îò òåõ, êîòîðûå â òå÷åíèå
âñåãî ýêñïåðèìåíòà ðàñïîëàãàëèñü â ãîðèçîíòàëüíîì ïî-
ëîæåíèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ïðè èçìåíåíèè íàïðàâëåíèÿ äåéñòâèÿ ðàâíîäåéñòâó-
þùåé ñèëû íàáëþäàåòñÿ òêàíåñïåöèôè÷åñêàÿ òðàíñôîð-
ìàöèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê. Â êóëüòóðå îïóõîëåâûõ
êëåòîê æèçíåñïîñîáíîñòü ñíèæàåòñÿ â îòëè÷èå îò íîð-
ìàëüíûõ íåìàëèãíèçèðîâàííûõ êëåòîê. Ýòè ôàêòû, ñâè-
äåòåëüñòâóþùèå î ðàçíîíàïðàâëåííûõ ñäâèãàõ ôóíêöèî-
íàëüíîé àêòèâíîñòè ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííûõ êëåòîê
(ãëèîìà Ñ6) è ôèáðîáëàñòîâ, äîïîëíÿþò îòìå÷åííûå ðà-
íåå çàêîíîìåðíîñòè èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè îïóõîëåâûõ è íîðìàëüíûõ êëåòîê.
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Ôèáðîáëàñòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ ïî-
ïóëÿöèþ êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ðÿäà è èãðàþò êëþ÷åâóþ
ðîëü â ïðîöåññàõ ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé è
ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà êîæè. Ñïîñîáíîñòü ôèáðîáëà-
ñòîâ ôîðìèðîâàòü ìåæêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, âûçûâàòü ìèã-
ðàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê ïðè ïî-
âðåæäåíèÿõ êîæè äåëàåò èõ ïðèâëåêàòåëüíûì èíñòðó-
ìåíòîì äëÿ ëå÷åíèÿ ïîñëåäñòâèé îæîãîâîé òðàâìû,
êîòîðûå ïî-ïðåæíåìó ïðåäñòàâëÿþò ñåðüåçíóþ ïðîáëåìó
çäðàâîîõðàíåíèÿ. Ðàçðàáîòêà íîâûõ ïðåïàðàòîâ äëÿ óñêî-
ðåííîãî âîññòàíîâëåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà ÿâëÿåòñÿ ïåðñ-
ïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû.
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ïðåäëîæåí ïðåïàðàò íà îñíî-
âå àëëîãåííûõ ôèáðîáëàñòîâ, çàêëþ÷åííûõ â ãåëü, â êà-
÷åñòâå îñíîâû äëÿ êëåòî÷íîãî ïðåïàðàòà àëëîãåííûõ
ôèáðîáëàñòîâ ïðåäëîæåí ãåëåîáðàçóþùèé ïîëèìåð ãèä-
ðîêñèýòèëöåëëþëîçû. Êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ áûëè ïî-
ëó÷åíû èç ìàòåðèàëà êðàéíåé ïëîòè ìîëîäûõ äîíîðîâ â
âîçðàñòå 2—7 ëåò ñ ïîìîùüþ ìåõàíè÷åñêîé è ôåðìåíòà-
òèâíîé îáðàáîòêè (êîëëàãåíàçà 1-ãî òèïà, 0.1 %) è ïîä-
äåðæèâàëèñü â ñðåäå ÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ôåòàëü-
íîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà.
Ïîñëå îñóùåñòâëåíèÿ ïðîöåäóð êîíòðîëÿ êà÷åñòâà (ÏÖÐ
íà îòñóòñòâèå â ôèáðîáëàñòàõ ÂÈ×, ÂÃÂ, ÂÃÑ è Myco-
plasma spp., êàðèîòèïèðîâàíèÿ è áàêòåðèîëîãè÷åñêîãî
èññëåäîâàíèÿ ïèòàòåëüíîé ñðåäû) êóëüòóðû ïîäâåðãàëè
êðèîêîíñåðâàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî çàìî-
ðàæèâàòåëÿ (Planer, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è ïîìåùàëè íà äëè-
òåëüíîå õðàíåíèå â æèäêèé àçîò. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì èñ-
ñëåäîâàíèé in vitro ïðîâîäèëè ñòàíäàðòíóþ ïðîöåäóðó
ðàçìîðàæèâàíèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñ èñïîëüçîâàíèåì
âîäÿíîé áàíè. Ïîëèìåð ãèäðîêñèýòèëöåëëþëëîçû â êîí-
öåíòðàöèè 1 % in vitro íå ÿâëÿåòñÿ òîêñè÷íûì äëÿ êóëü-
òóð ôèáðîáëàñòîâ, íå ïðåïÿòñòâóåò àäãåçèè êëåòîê ê ïî-
âåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà è èõ äåëåíèþ, à òàê-

æå íå èçìåíÿåò ñïîñîáíîñòè ôèáðîáëàñòîâ ê ñèíòåçó êîë-
ëàãåíà 1-ãî òèïà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Â îãðàíè÷åí-
íûõ èññëåäîâàíèÿõ ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè êëè-
íè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ãåëåâîé êîìïîçèöèè ñ
ôèáðîáëàñòàìè ïðèíèìàëè ó÷àñòèå 13 ïàöèåíòîâ îæîãî-
âîãî îòäåëåíèÿ ÍÈÈ ñêîðîé ïîìîùè â âîçðàñòå îò 24 äî
78 ëåò, ïîëó÷èâøèõ òåðìè÷åñêèå îæîãè II è IIIà ñòåïåíè.
Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ îò ïàöèåí-
òîâ è ñàíèòàðíîé îáðàáîòêè ðàíû ãåëü ñ êëåòêàìè â êîí-
öåíòðàöèè 250 000 êë./ìë èç ðàñ÷åòà 1 ìë íà 5 ñì2 ïëîùà-
äè òåëà íàíîñèëè íà îæîãîâóþ ïîâåðõíîñòü. Çà ïîêàçà-
òåëü ýôôåêòèâíîñòè ïðèíèìàëè ñðîê ýïèòåëèçàöèè
ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ó ïàöèåíòîâ íå îò-
ìå÷àëè íåáëàãîïðèÿòíûõ ðåàêöèé íà êîìïîíåíòû ïðåïà-
ðàòà. Ýïèòåëèçàöèÿ îáøèðíûõ îæîãîâûõ ðàí II ñòåïåíè
ïðîèñõîäèëà íà 4—10 ñóò áûñòðåå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì, à îæîãîâûå ðàíû IIIà ñòåïåíè çàòÿãèâàëèñü íà
4—15 ñóò áûñòðåå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ðåçóëüòàòû
èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü âîçìîæíîñòü èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ïîëó÷åííîãî ïðåïàðàòà â êëåòî÷íîé òåðàïèè
îæîãîâûõ ðàí.
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Áàêòåðèè ìîãóò ïðîíèêàòü â êëåòêè ýóêàðèîò, ðåãóëè-
ðóÿ ñîáñòâåííûé ôàãîöèòîç êëåòêîé-õîçÿèíîì. Çàõâàò
áàêòåðèè îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ïåðåñòðîåê öèòîñêåëåòà
êëåòêè-õîçÿèíà, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò â ðåçóëüòàòå àêòèâà-
öèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé áàêòåðèàëüíûìè ýôôåêòîðàìè.
Óïðàâëÿòü ýòèì ïðîöåññîì áàêòåðèè ìîãóò ñ ïîìîùüþ
âíåêëåòî÷íûõ òîêñèíîâ, ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòè áàêòå-
ðèàëüíîé êëåòêè è ôàêòîðîâ âèðóëåíòíîñòè, ââåäåííûõ â
êëåòêó-õîçÿèíà. Ìåõàíèçìû èíâàçèè äåëÿò íà äâå ãðóï-
ïû — ìåõàíèçì «çàñòåæêè-ìîëíèè» è òðèããåðíûé ìåõà-
íèçì (Cossart, Sansonetti, 2004). Âî âðåìÿ èíâàçèè ïî ìå-
õàíèçìó «çàñòåæêè-ìîëíèè» âçàèìîäåéñòâèå áàêòåðèàëü-
íîãî ëèãàíäà ñ êëåòî÷íûì ðåöåïòîðîì àêòèâèðóåò
ñèãíàëüíóþ ñèñòåìó êëåòêè-õîçÿèíà, îáåñïå÷èâàÿ ïåðå-
ñòðîéêè öèòîñêåëåòà, íåîáõîäèìûå äëÿ îáðàçîâàíèÿ ôà-
ãîñîìû. Íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åíû èñïîëüçóþùèå ýòîò
ìåõàíèçì èíâàçèè áàêòåðèè Yersinia è Listeria (Gal*an,
Cossart, 2005; Bonazzi et al., 2009). Äðóãîé ìåõàíèçì èí-
âàçèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé — òðèããåðíûé, êîòîðûé èñ-
ïîëüçóþò áàêòåðèè Salmonella è Shigella (Cain et al., 2008;
Schroeder, Hilbi, 2008). Äëÿ ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó-ìè-
øåíü ïî ýòîìó ìåõàíèçìó ïàòîãåííûå áàêòåðèè èíèöèè-
ðóþò ñâîå ïîãëîùåíèå êëåòêîé-õîçÿèíîì, ââîäÿ â êëåòêó
ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû, ðåãóëèðóþùèå èëè èìèòèðóþùèå
ìíîæåñòâî áåëêîâ êëåòêè-õîçÿèíà. Ïîïàâ â êëåòêó-õîçÿè-
íà, áàêòåðèàëüíûå áåëêè ñòàíîâÿòñÿ ôàêòîðàìè âèðóëåíò-
íîñòè, ó÷àñòâóÿ â ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ, è â êî-
íå÷íîì èòîãå ïðèâîäÿò ê ôàãîöèòîçó áàêòåðèè. Ïåðâûì
ýòàïîì èíâàçèè ÿâëÿåòñÿ àäãåçèÿ, ïîâåðõíîñòíûå áåëêè
ïàòîãåííûõ áàêòåðèé ïðÿìî èëè îïîñðåäîâàííî âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ áåëêàìè êëåòêè-õîçÿèíà, ó÷àñòâóþùèìè â
êëåòî÷íîé àäãåçèè. Äëÿ ìíîãèõ áàêòåðèé ìèøåíüþ ñòà-
íîâÿòñÿ èíòåãðèíû (Hauck et al., 2012) è E-êàäãåðèíû
(Troyanovsky, 2005). Âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó áàêòåðèàëü-
íûì áåëêîì è ðåöåïòîðàìè êëåòêè-õîçÿèíà âûçûâàþò êà-
ñêàä ñèãíàëîâ, âêëþ÷àÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ è
(èëè) ïðèâëå÷åíèå áåëêîâ-àäàïòåðîâ è ýôôåêòîðîâ, è àê-
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òèâàöèþ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà. Ýòè ïðîöåññû ïðèâî-
äÿò ê ïåðâîíà÷àëüíûì ïåðåñòðîéêàì àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà, íåîáõîäèìûì äëÿ èíòåðíàëèçàöèè (Cossart, Sanso-
netti, 2004). Åñëè èíâàçèÿ ïðîèñõîäèò ïî òðèããåðíîìó
ìåõàíèçìó, òî äëÿ ïîëíîãî çàõâàòà áàêòåðèè ÷åðåç ñèñòå-
ìó ñåêðåöèè III òèïà áàêòåðèè âïðûñêèâàþò â öèòîïëàçìó
êëåòîê ýóêàðèîò íàáîð áåëêîâ-ýôôåêòîðîâ (Schroeder,
Hilbi, 2008). Èõ ìèøåíüþ â êëåòêå-õîçÿèíå ÷àùå âñåãî
ñòàíîâÿòñÿ ñèãíàëüíûå ïóòè, êîòîðûå íå ÿâëÿþòñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèìè äëÿ ôàãîöèòîçà, è íåïîñðåäñòâåííî öèòîñêå-
ëåò. Îñíîâíîé ìèøåíüþ ýôôåêòîðîâ ïàòîãåííûõ áàêòå-
ðèé ÿâëÿþòñÿ ìàëûå ÃÒÔàçû Rho è òèðîçèíêèíàçû, îòâå-
÷àþùèå çà ðåîðãàíèçàöèþ öèòîñêåëåòà êëåòîê ýóêàðèîò
(Schroeder, Hilbi, 2008; Spiering, Hodgson, 2011). Áàêòåðè-
àëüíûå ýôôåêòîðû, êàòàëèçèðóÿ îáìåí ÃÄÔ íà ÃÒÔ, àê-
òèâèðóþò ìàëûå ÃÒÔàçû. Àêòèâèðîâàííûå ÃÒÔàçû âçàè-
ìîäåéñòâóþò ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà WASP, êîòîðûå â
ñâîþ î÷åðåäü ñâÿçûâàþò è àêòèâèðóþò êîìïëåêñ Arp2/3
(áåëêîâûé êîìïëåêñ, èíèöèèðóþùèé íóêëåàöèþ àêòèíà),
÷òî âûçûâàåò íóêëåàöèþ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà. Áàêòå-
ðèàëüíûå ýôôåêòîðû ìîãóò êîíòðîëèðîâàòü äèíàìèêó àê-
òèíà è áåç ó÷àñòèÿ Rho-ÃÒÔàç, íåïîñðåäñòâåííî ñòàáèëè-
çèðóÿ ôèëàìåíòû àêòèíà, ïîäàâëÿÿ îáìåí ñóáúåäèíèö â
ïîëèìåðå (McGhie et al., 2001; Cain et al., 2008) èëè äåñòà-
áèëèçèðóÿ ñåòü àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Òàêèì îáðàçîì,
èíòåíñèâíîñòü èíâàçèè îïðåäåëÿþò áàêòåðèàëüíûå ôàê-
òîðû âèðóëåíòíîñòè, êîòîðûå â ìåñòå êîíòàêòà áàêòåðèè
ñ êëåòêîé-õîçÿèíîì ðåãóëèðóþò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà,
à ïîëèìåðû àêòèíà ñëóæàò êàðêàñîì äëÿ ìåìáðàííûõ âû-
ðîñòîâ, çàõâàòûâàþùèõ áàêòåðèþ.
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Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà (ÓÏÑ) ÿâëÿåòñÿ
îñíîâíîé ñèñòåìîé äåãðàäàöèè áåëêà â êëåòêå ýóêàðèîò.
Áåëêè, ïîìå÷åííûå ïîëèóáèêâèòèíîâîé öåïî÷êîé ñ ïî-
ìîùüþ êàñêàäà óáèêâèòèíèðóþùèõ ôåðìåíòîâ, ðàñùåï-
ëÿþòñÿ çàòåì äî ïåïòèäîâ è îòäåëüíûõ ìîíîìåðîâ óáèê-
âèòèíà 26S ïðîòåàñîìîé. ÓÏÑ ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî «óòè-
ëèçèðóþùåé ìàøèíîé» äëÿ êîíòðîëÿ çà âðåìåíåì æèçíè
áåëêà, íî òàêæå çà ñ÷åò äåãðàäàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ ðåãó-
ëÿòîðíûõ áåëêîâ èãðàåò öåíòðàëüíóþ ðîëü â ðåãóëÿ-
öèè òàêèõ îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êàê êëåòî÷íàÿ
äèôôåðåíöèðîâêà è ðàçâèòèå, òðàíñêðèïöèÿ è ðåïàðàöèÿ
ÄÍÊ, ïðîäâèæåíèå êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è ïðîëè-
ôåðàöèÿ, èììóííûé è âîñïàëèòåëüíûé îòâåòû, àïîïòîç.
Êðîìå òîãî, ÓÏÑ òàêæå ó÷àñòâóåò âî ìíîãèõ ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ ñîáûòèÿõ, òàêèõ êàê îïóõîëåîáðàçîâàíèå è ìåòàñòà-
çèðîâàíèå, âîñïàëèòåëüíûå ïðîöåññû, íåéðîäåãåíåðà-
òèâíûå çàáîëåâàíèÿ (áîëåçíè Ïàðêèíñîíà è Àëüöãåéìå-
ðà), âñëåäñòâèå ÷åãî êîìïîíåíòû ÓÏÑ ðàññìàòðèâàþòñÿ â
êà÷åñòâå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ìèøåíåé. Ñîãëàñíî ñîâðå-
ìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîòåàñîìû â êëåòêå âåçäåñó-
ùè: îíè íàõîäÿòñÿ è â ÿäðå, è â öèòîïëàçìå êëåòîê. Ïîêà-
çàíî òàêæå, ÷òî ïðîòåàñîìû ñâÿçàíû ñ öèòîñêåëåòîì è ñ
ìåìáðàíîé. Â ïîñëåäíèå ãîäû â ëèòåðàòóðå ïîÿâèëèñü
äàííûå î òîì, ÷òî ïðîòåàñîìû îáíàðóæåíû â ðàçëè÷íûõ

âíåêëåòî÷íûõ æèäêîñòÿõ — àëüâåîëÿðíîé è ñïèííîìîç-
ãîâîé æèäêîñòÿõ, â ïëàçìå êðîâè, à òàêæå â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðîòåàñîìû
ÿâëÿþòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêèì êîìïîíåíòîì ïëàçìû êðîâè è
â íîðìå ïðèñóòñòâóþò ó âñåõ çäîðîâûõ ëþäåé. Îäíàêî
ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ îðãàíèçìà íàáëþäàåòñÿ
ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà ïðîòåàñîì â ïëàçìå êðîâè, ÷òî
ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû â êà-
÷åñòâå ìàðêåðîâ ïðè äèàãíîñòèêå çàáîëåâàíèé. Èññëåäóÿ
âûõîä ïðîòåàñîì èç òðàíñôîðìèðîâàííûõ è íåòðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê ëèíèé ÷åëîâåêà K562 è ÄÌÅ/F12 (ìå-
çåíõèìíûå êëåòêè ÷åëîâåêà), ìû ïîêàçàëè, ÷òî äàííûé
ïðîöåññ, ïî âñåé âèäèìîñòè, ïîñòîÿííûé è õàðàêòåðåí
êàê äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, òàê è äëÿ íîðìàëü-
íûõ. Îäíàêî ìû îòìåòèëè, ÷òî ðàññìàòðèâàåìûé ïðîöåññ
ÿâëÿåòñÿ ðåãóëèðóåìûì, ïîñêîëüêó, âîçäåéñòâèå èíäóê-
òîðà àïîïòîçà äèýòèëìàëåàòà íà êëåòêè K562 â òå÷åíèå
1 ÷ èíãèáèðîâàëî âûõîä ïðîòåàñîì èç êëåòîê â êóëü-
òóðàëüíóþ ñðåäó, â òî âðåìÿ êàê äîêñîðóáèöèí íå îêà-
çûâàë íèêàêîãî âëèÿíèÿ. Âîçäåéñòâèå äàéíîñîðà íà êëåò-
êè HEK293 òàêæå íå ïðèâåëî ê èçìåíåíèþ êîëè÷åñòâà
âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì, íåñìîòðÿ íà îæèäàåìîå ïîäàâ-
ëåíèå äàííîãî ïðîöåññà çà ñ÷åò èíãèáèðîâàíèÿ äèíà-
ìèíñâÿçàííîãî ýíäîöèòîçà. Âîçäåéñòâèå èîíîôîðà ìî-
íåíñèíà íà êëåòêè ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðà-
öèè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì, íåñìîòðÿ íà òîò ôàêò, ÷òî
ýòî âåùåñòâî ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì âíóòðèêëåòî÷íîãî
òðàíñïîðòà áåëêîâ. Îäíàêî, ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàí-
íûì, ìîíåíñèí âûçûâàåò ïîâûøåííóþ ñåêðåöèþ ýêçîñîì
êëåòêàìè. Êðîìå òîãî, â ïðîòåîìå ýêçîñîì áûëè îáíàðó-
æåíû áåëêè 20S ïðîòåàñîì, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü
ýêçîñîìà-îïîñðåäîâàííûé òðàíñïîðò ïðîòåàñîì èç êëåò-
êè âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 12-04-01397), ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðãà è â ðàìêàõ ðåàëèçàöèè ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷-
íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà
2009—2013 ãã. (¹ 8787).

ÑÎÕÐÀÍÅÍÈÅ ÆÈÇÍÅÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÈ ÊÓËÜÒÓÐÛ
ËÈÌÔÎÖÈÒÎÂ ÄËß ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÈÑÑËÅ-
ÄÎÂÀÍÈÉ. © Î. Ã. ×åðåäíè÷åíêî, À. Ë. Ïèëþãèíà. Íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè è öèòî-
ëîãèè ÌÎÍ ÐÊ, Àëìà-Àòà, Êàçàõñòàí, cherogen70-
@mail.ru

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî öèòîãåíåòè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé âûïîëíÿåòñÿ íà êóëüòóðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê,
ãëàâíûì îáðàçîì íà êóëüòóðàõ ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè. Äëÿ àíàëèçà íåîáõîäèì îáðàçåö âåíîçíîé
êðîâè ñ ïîñëåäóþùåé òåõíèêîé ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðà-
òîâ — êóëüòèâèðîâàíèå íà ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ ñî ñòèìó-
ëÿöèåé ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Çàáîð îáðàçöîâ êðîâè,
ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ïðîâåäåíèÿ öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíà-
ëèçà, ïðîâîäèòñÿ â ãåïàðèíèçèðîâàííûå ïðîáèðêè. Ïðè
ýòîì îáðàçöû êðîâè ñëåäóåò êàê ìîæíî áûñòðåå äîñòà-
âèòü â ëàáîðàòîðèþ äëÿ ïðîâåäåíèÿ öèòîãåíåòè÷åñêîãî
èññëåäîâàíèÿ. Íàêîïëåííûé îïûò ïî õðàíåíèþ ÿäåðíûõ
êëåòîê êðîâè ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðîäëèòü æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ëèìôîöèòîâ â óñëîâèÿõ ïîëîæèòåëüíûõ
òåìïåðàòóð, ò. å. ïðè 4 °Ñ, âîçìîæíî äî 24 ÷ (Çàðèâ÷àò-
ñêèé, 1995). Çàìîðàæèâàòü îáðàçöû íåëüçÿ. Â ñâÿçè ñ
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ïðîáëåìîé îãðàíè÷åííîãî ñðîêà æèçíåñïîñîáíîñòè ëèì-
ôîöèòîâ äî ïîñòàíîâêè èõ íà êóëüòèâèðîâàíèå âîçíèêàåò
ìíîãî îãðàíè÷åíèé è òåõíè÷åñêèõ òðóäíîñòåé. Ýòî îñî-
áåííî ïðîáëåìàòè÷íî ïðè ïðîâåäåíèè ìîíèòîðèíãîâûõ
öèòîãåíåòè÷åñêèõ ðàáîò, êîãäà íåîáõîäèìî áðàòü êðîâü ó
íàñåëåíèÿ, ïðîæèâàþùåãî â îòäàëåííûõ ðåãèîíàõ, ïóòü
èç êîòîðûõ çà÷àñòóþ çàíèìàåò áîëåå 24 ÷, à òàêæå â ñâÿçè
ñ íåáëàãîïðèÿòíûì âðåìåíåì ïðèáûòèÿ òðàíñïîðòà. Åùå
áîëüøèå òðóäíîñòè âîçíèêàþò ïðè íåîáõîäèìîñòè îáðà-
áîòêè ýòèõ îáðàçöîâ êðîâè îïðåäåëåííûìè âåùåñòâàìè,
ðàçëè÷íûìè òèïàìè èçëó÷åíèé è ò. ä., ÷òî êðàéíå îãðàíè-
÷èâàåò âîçìîæíîñòè èññëåäîâàòåëÿ. Íà îñíîâàíèè âûøå-
èçëîæåííîãî áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à — ðàçðàáîòàòü ýô-
ôåêòèâíûé, äîñòóïíûé è ýêîíîìè÷íûé ñïîñîá ñîõðàíå-
íèÿ ëèìôîöèòîâ äëÿ äàëüíåéøåãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî
àíàëèçà. Ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ãå-
ïàðèíèçèðîâàííóþ ïåðèôåðè÷åñêóþ êðîâü ðàçâîäÿò
êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé áåç ìèòîãåííîé ñòèìóëÿöèè ôèòî-
ãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ) è ïîìåùàþò â òåðìîñòàò (ìîæ-
íî ïåðåíîñíîé) ïðè 36—37 °Ñ, ïðè ýòîì ëèìôîöèòû íà-
õîäÿòñÿ â G0-ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Äàëåå â ëþáîé
óäîáíûé ïðîìåæóòîê âðåìåíè â òå÷åíèå 48 ÷ êëåòêè êðî-
âè ìîãóò áûòü ïîäâåðãíóòû íåîáõîäèìîìó âîçäåéñòâèþ.
Ïîñëå ýòîãî èõ ïîìåùàþò â ïîëíîöåííóþ êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó ñ ÔÃÀ-ñòèìóëÿöèåé äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåòàôàçíûõ
êëåòîê è êóëüòèâèðóþò ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå â
òå÷åíèå 48—72 ÷. Ïðîàíàëèçèðîâàâ öèòîãåíåòè÷åñêèå
ïðåïàðàòû, ïîëó÷åííûå ïîñëå ðàçëè÷íûõ ñðîêîâ ïðå-
èíêóáàöèè (24—48 ÷) è äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
(48—72 ÷) âûÿâëåíî, ÷òî ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ âî âñåõ
âàðèàíòàõ áûë íå ìåíåå 15 %, à óðîâåíü öèòîãåíåòè÷å-
ñêèõ íàðóøåíèé ñòàòèñòè÷åñêè íå îòëè÷àëñÿ îò âàðèàíòà,
ïðè êîòîðîì êóëüòèâèðîâàíèå ÔÃÀ-ñòèìóëèðîâàííûõ
ëèìôîöèòîâ ïðîâîäèëè áåç ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè.
Ïðè íåîáõîäèìîñòè ñîõðàíåíèÿ îáðàçöîâ êðîâè ñ æèçíå-
ñïîñîáíûìè ëèìôîöèòàìè èçíà÷àëüíî ëèáî â ñëó÷àå åå
äîñòàâêè â ëàáîðàòîðèþ â êðèòè÷åñêèå ñðîêè (22—24 ÷)
è íåâîçìîæíîñòè ïðîâåäåíèÿ íåìåäëåííîãî ÔÃÀ-ñòèìó-
ëèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ èëè äëÿ èõ äîïîëíèòåëü-
íîé îáðàáîòêè èìååò ñìûñë âîñïîëüçîâàòüñÿ ïðåäëîæåí-
íûì ñïîñîáîì. Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïðåäëîæåí ýôôåê-
òèâíûé, äîñòóïíûé è ýêîíîìè÷íûé ñïîñîá ñîõðàíåíèÿ
ëèìôîöèòîâ â ôóíêöèîíàëüíî ïîëíîöåííîì ñîñòîÿíèè â
òå÷åíèå 72 ÷ îò çàáîðà âåíîçíîé êðîâè äëÿ äàëüíåéøåãî
öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà. Äàííûé ñïîñîá ìîæåò áûòü
ðåêîìåíäîâàí ê èñïîëüçîâàíèþ â íàó÷íûõ ó÷ðåæäåíèÿõ
ìåäèöèíñêîãî è áèîëîãè÷åñêîãî ïðîôèëÿ.

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÊÈÍÀÇÛ m-TOR ÍÀ ÝÊÑ-
ÏÐÅÑÑÈÞ ÌÀÐÊÅÐÎÂ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ È
ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÛØÈ. © Ì. Þ. ×åðåïêîâà,1 Ã. Ñ. Ñèíå-
âà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, 1 maria.cherepkova@gmail.com

Êèíàçà mTOR (ìammalian target of rapamycin) èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ðîñòà è ðàçìåðà êëåòîê, òðàíñ-
ëÿöèè, àóòîôàãèè è êëåòî÷íîãî öèêëà. Â êëåòêå mTOR
íàõîäèòñÿ â ñîñòàâå äâóõ êîìïëåêñîâ — mTORC1
è mTORC2. Èçâåñòíî, ÷òî ìîäóëÿöèÿ àêòèâíîñòè
mTOR-ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñîâ âëèÿåò íà äèôôåðåíöè-
ðîâêó ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà è ýô-
ôåêòèâíîñòü ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â
ïëþðèïîòåíòíûå. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà ýìáðèî-

íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè (ìÝÑÊ) ðàïàìèöèíîì
(àëëîñòåðè÷åñêèì èíãèáèòîðîì mTORC1) è PP242 (êàòà-
ëèòè÷åñêèì èíãèáèòîðîì mTOR â ñîñòàâå äâóõ êîìïëåê-
ñîâ) ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìèøåíè
mTORC1 — ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6. Ñíèæåíèå ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ äðóãîé ìèøåíè mTORC1 — èíãèáèòîðà
èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè ôàêòîðà 4EBP1 (eukaryotic initiati-
on factor 4E binding protein-1) — òàêæå íàáëþäàëîñü ïðè
èíàêòèâàöèè mTOR, îäíàêî ýôôåêò áûë áîëåå âûðàæåí
ïðè îáðàáîòêå ÐÐ242. Ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàëè, ÷òî
äëèòåëüíàÿ îáðàáîòêà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ìÝÑÊ
ðàïàìèöèíîì è PP242 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè
ãåíîâ — ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè — oct3/4, nanog,
klf4 è rex1. Ïðè ýòîì îáðàáîòêà PP242 ïðèâîäèò ê áîëåå
ýôôåêòèâíîìó ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ïëþðè-
ïîòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ ìÝÑÊ, ÷åì îáðàáîòêà ðàïàìèöè-
íîì. Â òî æå âðåìÿ âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðîâ èíäóöèðóåò
ýêñïðåññèþ ãåíà sox1 — ðàííåãî ìàðêåðà íåéðàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðè óäàëåíèè èç ñðåäû äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ôàêòîðà LIF (leukemia inhibitory factor), êîòîðûé
íåîáõîäèì äëÿ ïîääåðæàíèÿ ìÝÑÊ â íåäèôôåðåíöèðî-
âàííîì ñîñòîÿíèè, íàáëþäàëîñü ïîâûøåíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ìèøåíåé mTORC1 (ðèáîñîìíîãî áåëêà S6) è
mTORC2 (êèíàçû PKB/Akt, Ser473). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
î ïîâûøåíèè àêòèâíîñòè mTOR ïðè óäàëåíèè LIF. Ðàïà-
ìèöèí è ÐÐ242 âëèÿþò íà ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ðàçëè÷-
íûõ ðîñòêîâ äèôôåðåíöèðîâêè, íàáëþäàåìóþ ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè ìÝÑÊ â ñóñïåíçèè ñ îáðàçîâàíèåì ýìáðèî-
èäíûõ òåë, à òàêæå â ìîíîñëîå â îòñóòñòâèå LIF.
Â ÷àñòíîñòè, îáðàáîòêà ýìáðèîèäíûõ òåë ðàïàìèöèíîì è
PP242 óñèëèâàëà ýêñïðåññèþ ãåíà fgf5 — ìàðêåðà ýïèáëà-
ñòà. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå â ìîíîñëîå îáðàáîòêà ðàïàìè-
öèíîì ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ brachy-
ury(T), fgf5 è sox1. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ñàìîîáíîâëåíèÿ
ìÝÑÊ íåîáõîäèìà áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ
mTOR, è åå ïîäàâëåíèå ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ïëþðèïî-
òåíòíûõ ñâîéñòâ êëåòîê. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå àêòèâ-
íîñòü mTOR-ñèãíàëüíîãî ïóòè ïîâûøàåòñÿ, ïîýòîìó îá-
ðàáîòêà èíãèáèòîðàìè ðàïàìèöèíîì è PP242 îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-31898).
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Ìèêîïëàçìû (êëàññ Mollicutes) — ìåëü÷àéøèå ëè-
øåííûå êëåòî÷íîé ñòåíêè ïðîêàðèîòû, ñïîñîáíûå ê ñà-
ìîñòîÿòåëüíîìó âîñïðîèçâåäåíèþ. Çíà÷èòåëüíûé èíòå-
ðåñ ê ýòèì áàêòåðèÿì ñâÿçàí, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñ óíèêàëü-
íîñòüþ îðãàíèçàöèè ìèíèìàëüíîé êëåòêè, à ñ äðóãîé —
äèêòóåòñÿ ïðàêòè÷åñêîé íåîáõîäèìîñòüþ. Áîëüøèíñòâî
ìèêîïëàçì ÿâëÿåòñÿ ïàðàçèòàìè âûñøèõ îðãàíèçìîâ, íå-
êîòîðûå — âîçáóäèòåëÿìè çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, æèâîò-
íûõ è ðàñòåíèé, êîíòàìèíàíòàìè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, èñ-
ïîëüçóåìûõ â òîì ÷èñëå â áèîòåõíîëîãèè äëÿ ïðîèçâîä-
ñòâà âèðóñíûõ âàêöèí. Ñïîñîáíîñòü ìèêîïëàçì âëèÿòü íà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 663



ïðàêòè÷åñêè ëþáîé ïàðàìåòð êëåòêè in vitro îïðåäåëÿåò
íåîáõîäèìîñòü òùàòåëüíîãî àíàëèçà êëåòî÷íûõ êóëüòóð
íà êîíòàìèíàöèþ ýòèìè ìèêðîîðãàíèçìàìè. Ðåøåíèå
ïðîáëåìû êîíòðîëÿ ìèêîïëàçìåííûõ èíôåêöèé è êîíòà-
ìèíàöèé ñâÿçûâàþò ñ èññëåäîâàíèÿìè ìîëåêóëÿðíîé è
êëåòî÷íîé áèîëîãèè ìèêîïëàçì, âûÿñíåíèåì ìîëåêóëÿð-
íûõ ìåõàíèçìîâ àäàïòàöèè èõ ê ðàçíûì óñëîâèÿì ñðåäû,
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêàìè âûñøèõ îðãàíèçìîâ è ðåàëè-
çàöèè âèðóëåíòíîñòè (Rivera et al., 2009; Windsor et al.,
2010). Îïðåäåëåíèå ïîëíûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ãåíîìîâ ðÿäà ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Mollicutes
îïðåäåëèëî âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïîñòãåíîìíûõ
òåõíîëîãèé äëÿ èäåíòèôèêàöèè áåëêîâ è ãåíîâ, ó÷àñòâó-
þùèõ â àäàïòàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ áàêòåðèé ê óñëîâè-
ÿì ñðåäû. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ òðàíñêðèïòîìíî-ïðî-
òåîìíîãî àíàëèçà áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ñòðåññ-ðåàê-
òèâíûå áåëêè è ãåíû íåêîòîðûõ ìèêîïëàçì, à òàêæå
ýóêàðèîò, ó÷àñòâóþùèå â îòâåòíûõ ðåàêöèÿõ âûñøèõ îð-
ãàíèçìîâ íà èíôèöèðîâàíèå ìèêîïëàçìàìè. Íàèáîëü-
øåå êîëè÷åñòâî èíôîðìàöèè áûëî ïîëó÷åíî â îòíîøå-
íèè Acholeplasma laidlawii — øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîé
â ïðèðîäå ìèêîïëàçìû, ÿâëÿþùåéñÿ âîçáóäèòåëåì ôèòî-
ìèêîïëàçìîçîâ è êîíòàìèíàíòîì êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(×åðíîâ è äð., 2010, 2013; Äåìèíà è äð., 2011; Chernov
et al., 2011a, 2011b, 2012; Lazarev et al., 2011). Ïðè ýòîì
áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè ìèêîïëàçìû â ðàçëè÷íûõ
óñëîâèÿõ ðîñòà ïðîäóöèðóþò âî âíåøíþþ ñðåäó ìåìá-
ðàííûå âåçèêóëû — ñôåðè÷åñêèå îêðóæåííûå ìåìáðà-
íîé íàíîñòðóêòóðû äèàìåòðîì 20—120 íì (Chernov et al.,
2011a, 2011b). Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû òàê-
æå â îòíîøåíèè Mycoplasma gallisepticum è M. hominis
(×åðíîâ è äð., 2011; Chernov et al., 2011a). Ýêñòðàêëåòî÷-
íûå ìåìáðàííûå âåçèêóëû (ÝÌÂ) îáíàðóæåíû ó ãðàìïî-
ëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, àðõåé è
ýóêàðèîò (Deatherage, Cookson, 2012). Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî îíè îïîñðåäóþò óíèâåðñàëüíûé ñïîñîá ñåêðåöèè ó
âñåõ îðãàíèçìîâ. Ýòè âíåêëåòî÷íûå îðãàíåëëû âîâëå÷å-
íû â ñèãíàëèíã, ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ïàòî-
ãåíåç è ó÷àñòâóþò â àäàïòàöèè îðãàíèçìîâ ê óñëîâèÿì
ñðåäû. ÝÌÂ ìèêîïëàçì ñîäåðæàò ïîìèìî ìåìáðàííûõ
êîìïîíåíòîâ öèòîïëàçìàòè÷åñêèå áåëêè (â òîì ÷èñëå àñ-
ñîöèèðîâàííûå ñ ôàêòîðàìè âèðóëåíòíîñòè), à òàêæå
íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåêîòîðûõ ãåíîâ; îïî-
ñðåäóþò ýôôëþêñ àíòèáàêòåðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ è ýêñ-
ïîðò äåòåðìèíàíò ðåçèñòåíòíîñòè ê àíòèáèîòèêàì, ó÷àñò-
âóþò â ôîðìèðîâàíèè ñèñòåìû ïàðàçèò—õîçÿèí è ïðîÿâ-
ëÿþò ìóòàãåííîñòü â îòíîøåíèè êëåòîê in vitro (Chernov
et al., 2011a, 2012; ×åðíîâ è äð., 2013). ÝÌÂ ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîâûé òèï èíôåêòîâ (Deat-
herage, Cookson, 2012). Ýòî îïðåäåëÿåò íåîáõîäèìîñòü
êîððåêöèè ñóùåñòâóþùèõ ïîäõîäîâ äëÿ êîíòðîëÿ ìèêî-
ïëàçìåííûõ èíôåêöèé è êîíòàìèíàöèé êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð.

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ñîãëàøåíèå
¹ 8048), Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêòû 11-04-01406, 12-04-01052 è 12-04-31396)
è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ìîëîäûõ êàíäèäàòîâ
ÌÊ-3823.2013.4.
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Ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû (ÏÔ) — îäèí èç òðåõ
îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà â ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ. Èõ ôóíêöèè èçó÷åíû çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, ÷åì
ôóíêöèè àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ è ìèêðîòðóáî÷åê.
Äîñòàòî÷íî äîëãîå âðåìÿ áûëî ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ÏÔ
íóæíû â îñíîâíîì äëÿ ïîääåðæàíèÿ ôîðìû êëåòêè è
îáåñïå÷åíèÿ ìåõàíè÷åñêîé ïðî÷íîñòè. Îäíàêî â òå÷åíèå
ïîñëåäíèõ äâóõ äåñÿòêîâ ëåò áûëî îòêðûòî îãðîìíîå
ìíîæåñòâî íîâûõ ôóíêöèé è ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ ÏÔ
èãðàþò âàæíóþ ðîëü. Îíè ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ïåðåäà÷å ìåõàíè÷åñêèõ ñèãíàëîâ
îò âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ðåãóëèðóþò ðàñïðåäåëåíèå è
òðàíñïîðò îðãàíåëë â êëåòêå, ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå
ñèãíàëüíûõ ïëàòôîðì è êàðêàñîâ äëÿ ðàçëè÷íûõ ñèãíàëü-
íûõ ìîëåêóë è ñàìè ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ
êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ ïðîëèôåðàöèþ è ìèãðà-
öèþ êëåòîê. Ðàçíîîáðàçèå ôóíêöèé, âûïîëíÿåìûõ ÏÔ,
îáåñïå÷èâàåòñÿ èõ óíèêàëüíîé ñòðóêòóðîé è ñâîéñòâàìè.
ÏÔ — ýòî ïîëèìåðû, êîòîðûå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê
ñàìîñáîðêå áåç ó÷àñòèÿ äîïîëíèòåëüíûõ áåëêîâ è â îòëè-
÷èå îò ìèêðîòðóáî÷åê è àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ áåç
äîïîëíèòåëüíîé ýíåðãèè â âèäå ìîëåêóë ÀÒÔ èëè ÃÒÔ.
Ýòà ñïîñîáíîñòü òàêæå ïîçâîëÿåò èì áûòü î÷åíü äèíà-
ìè÷íûìè ñòðóêòóðàìè — îáìåí ñóáúåäèíèö ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü â ëþáîì ìåñòå ôèëàìåíòà. Áåëêè, èç êîòîðûõ
ïîñòðîåíû ÏÔ, ÷ðåçâû÷àéíî ðàçíîîáðàçíû. Ãîìîëîãèÿ
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ ÏÔ èíîãäà
ñîñòàâëÿåò íå áîëåå 20 %. Âñåãî â ãåíîìå ÷åëîâåêà îáíà-
ðóæåíî îêîëî 70 ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðàçëè÷íûå áåëêè
ÏÔ, êîòîðûå îáðàçóþò îäíî èç ñàìûõ ìíîãî÷èñëåííûõ
áåëêîâûõ ñåìåéñòâ. Áåëêîâûé ñîcòàâ ÏÔ ìîæåò ìåíÿòüñÿ
â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòêè, ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè è
ñòàäèè ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Îí ìîæåò ìåíÿòüñÿ
äàæå â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ âçðîñëîãî îðãàíèç-
ìà â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ. Ïðàâèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ òà-
êîãî êîëè÷åñòâà ðàçíûõ áåëêîâ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ
ïîäðàçóìåâàåò íàëè÷èå ñëîæíîé ðåãóëÿöèè, èññëåäîâà-
íèå êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ îòäåëüíîé î÷åíü èíòåðåñíîé îáëà-
ñòüþ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ ÏÔ. Íåîáõîäèìîñòü áîëåå ãëóáî-
êîãî èçó÷åíèÿ ïðèíöèïîâ è ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ÏÔ â ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê äèêòóåòñÿ ïðåæäå
âñåãî òåì, ÷òî íàðóøåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ ýòèìè ñòðóêòóðà-
ìè öèòîñêåëåòà, ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ìíîãèõ ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ ñîñòîÿíèé. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíû ìó-
òàöèè ãåíîâ áåëêîâ ÏÔ, ëåæàùèõ â îñíîâå òÿæåëûõ íà-
ñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê íàñëåäñòâåííûé
áóëëåçíûé ýïèäåðìîëèç, ñâÿçàííûé ñ ìóòàöèÿìè êåðàòè-
íîâ 5 è 14; ìèîïàòèÿ è êàðäèîìèîïàòèÿ, âûçâàííûå íàðó-
øåíèÿìè â ñòðóêòóðå äåñìèíà; òàêèå òÿæåëûå íåâðîëîãè-
÷åñêèå çàáîëåâàíèÿ, êàê àìèîòðîôè÷åñêèé ëàòåðàëüíûé
ñêëåðîç è áîëåçíü Àëåêñàíäðà, ñâÿçàííûå ñ ìóòàöèÿìè
ïåðèôåðèíà è GFAP ñîîòâåòñòâåííî; áîëåçíü Ïàðêèíñîíà
è íåêîòîðûå äðóãèå òÿæåëûå íåðâíûå ïàòîëîãèè, ïðè÷è-
íîé êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ íàðóøåíèÿ íåéðîôèëàìåíòîâ.
Êðîìå òîãî, íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè îïðåäåëåí-
íûõ òèïîâ ÏÔ, íàïðèìåð ïðè õðîíè÷åñêîì âîñïàëåíèè,
ìîæåò ïðèâîäèòü ê ðàçâèòèþ òàêèõ ñîñòîÿíèé, êàê ôèá-
ðîçû ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ è òêàíåé. Äðóãîé îáëàñòüþ, â êî-
òîðîé äîñòèãíóò áîëüøîé ïðîãðåññ â èçó÷åíèè ñâîéñòâ è
ôóíêöèé ÏÔ, ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå ðàêîâûõ îïóõîëåé.
Èçâåñòíî, ÷òî ïðè çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
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òîê â íèõ ÷àñòî ìåíÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ÏÔ. Íàïðè-
ìåð, ýêñïðåññèÿ âèìåíòèíà, òèïè÷íîãî äëÿ êëåòîê ñîåäè-
íèòåëüíîé òêàíè, â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç ïîêàçàòåëåé àãðåññèâíîñòè ðàêîâîé îïóõîëè.
Ïîêàçàíà äîñòîâåðíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ýêñïðåññèåé âè-
ìåíòèíà è âåðîÿòíîñòüþ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ îïóõîëè. Â
ýòîì äîêëàäå ìû ðàññìîòðèì ñòðóêòóðó è ñâîéñòâà ÏÔ,
îáðàùàÿ îñîáîå âíèìàíèå íà òî, êàê ñ íåé ñâÿçàíû ðàç-
ëè÷íûå ôóíêöèè ÏÔ. Ìû ðàññìîòðèì ðàçíîîáðàçèå è
êëàññèôèêàöèþ áåëêîâ ÏÔ, à òàêæå èõ ýêñïðåññèþ â ðàç-
ëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöè-
ðîâêè è ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ. Îò-
äåëüíîå âíèìàíèå áóäåò óäåëåíî âèìåíòèíó êàê áåëêó,
íàèáîëåå àêòèâíî èçó÷àåìîìó â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ñâÿçè
ñ èññëåäîâàíèÿìè êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè è ðàçâèòèÿ ðà-
êîâûõ îïóõîëåé.

ÈÍÃÈÁÈÐÎÂÀÍÈÅ ARP2/3-ÇÀÂÈÑÈÌÎÉ ÏÎËÈÌÅ-
ÐÈÇÀÖÈÈ ÀÊÒÈÍÀ ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÎ-
ÀÌÅÁÎÈÄÍÛÉ ÏÅÐÅÕÎÄ Ó ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ. © À. Ñ. ×èêèíà, À. Þ. Àëåêñàíäðîâà. Íàó÷íî-èññëå-
äîâàòåëüñêèé èíñòèòóò êàíöåðîãåíåçà Ðîññèéñêîãî îíêî-
ëîãè÷åñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ,
Ìîñêâà, aleksandrachikina@yandex.ru

Äâèæåíèå êëåòîê îñóùåñòâëÿåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì
çà ñ÷åò ïîëèìåðèçàöèè è ðåîðãàíèçàöèè ñåòè àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ. Õàðàêòåð äâèæåíèÿ ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàç-
ëè÷àòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê, âíåêëåòî÷íîãî
îêðóæåíèÿ è ìíîãèõ äðóãèõ ôàêòîðîâ. Îïèñàíû äâà
îñíîâíûõ ñïîñîáà äâèæåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê —
ìåçåíõèìíîå è àìåáîäèíîå, êîòîðûå ðåãóëèðóþòñÿ ðàç-
ëè÷íûìè ìåõàíèçìàìè. Ìåçåíõèìíîå äâèæåíèå îñóùåñò-
âëÿåòñÿ áëàãîäàðÿ ôîðìèðîâàíèþ ïëîñêèõ ëàìåëëèïîäèé
è ðàôôëîâ íà âåäóùåì êðàå êëåòêè ïî Arp2/3-çàâèñèìîìó
ìåõàíèçìó. Äëÿ àìåáîèäíîãî òèïà äâèæåíèÿ õàðàêòåðíî
îáðàçîâàíèå äðóãîãî òèïà äèíàìè÷åñêèõ âûðîñòîâ —
áëåááîâ, ðåãóëÿöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ôîð-
ìèíîâ. Ïðè ðàçâèòèè îíêîëîãè÷åñêîãî çàáîëåâàíèÿ îïó-
õîëåâûå êëåòêè ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê èçìåíå-
íèþ òèïà äâèæåíèÿ â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé ñðåäû, â
êîòîðûõ íàõîäèòñÿ êëåòêà, ÷òî ÿâëÿåòñÿ âûñîêîàäàïòèâ-
íûì. Îäíèì èç òàêèõ ïðèìåðîâ ÿâëÿåòñÿ ìåçåíõèì-
íî-àìåáîèäíûé ïåðåõîä (ÌÀÏ): ñìåíà ìåçåíõèìíîãî
òèïà äâèæåíèÿ íà àìåáîèäíîå, ÷òî âåäåò ê óñèëåíèþ ìå-
òàñòàçèðîâàíèÿ è óõóäøåíèþ êëèíè÷åñêîãî ïðîãíîçà.
Öåëü äàííîé ðàáîòû — èçó÷åíèå ðîëè ðàçëè÷íûõ ìåõà-
íèçìîâ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà â äâèæåíèè íîðìàëüíûõ è
îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïîïûòêà ìîäåëèðîâàíèÿ ÌÀÏ â ëà-
áîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ. Áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòêè:
1036-íåòðàíñôîðìèðîâàííûå ïîäêîæíûå ôèáðîáëàñòû
÷åëîâåêà è ÍÒ1080-ôèáðîñàðêîìà ÷åëîâåêà. Ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîé è ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè àíà-
ëèçèðîâàëè èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ïîä äåéñòâèåì
èíãèáèòîðîâ (ÑK666 — èíãèáèòîð Arp2/3 è SÌIFH2 —
èíãèáèòîð ôîðìèíîâ). Ïîäâèæíîñòü êëåòîê àíàëèçèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè «øèðîêàÿ
ðàíà». Ïðè äåéñòâèè CK666 îïóõîëåâûå êëåòêè ïðåòåð-
ïåâàëè ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùèå
ÌÀÏ: áåç èíãèáèòîðà íàáëþäàëîñü îáðàçîâàíèå ëà-
ìåëëèïîäèé è ðàôôëîâ, ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
èíãèáèòîðà — áëåááèíã. Ïðè ýòîì ïîäâèæíîñòü êëåòîê
íåñêîëüêî ñíèæàëàñü, ÷òî ìû ñâÿçûâàåì ñ îñîáåííîñòÿìè
ýêñïåðèìåíòà: äâèæåíèå êëåòîê îñóùåñòâëÿëîñü íà äâó-

ìåðíîì ñóáñòðàòå (ñòåêëî). Íîðìàëüíûå êëåòêè íå ïîä-
âåðãàëèñü ÌÀÏ: ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
èíãèáèòîðà êëåòêè óòðà÷èâàëè ëàìåëëèïîäèþ, ïîäâèæ-
íîñòü ñíèæàëàñü, íî áëåááèíãà íå áûëî. Òàêèì îáðàçîì,
èíãèáèðîâàíèå Arp 2/3-çàâèñèìîé ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà
ïðèâîäèëî ê ÌÀÏ â ñëó÷àå îïóõîëåâûõ êëåòîê, ÷òî ìîæ-
íî ðàññìàòðèâàòü êàê êîìïåíñàòîðíóþ ðåàêöèþ íà íåâîç-
ìîæíîñòü îñóùåñòâëåíèÿ ìåçåíõèìíîãî òèïà äâèæåíèÿ.
Ïðè äåéñòâèè SÌIFH2 îïóõîëåâûå êëåòêè ïðèîáðåòàëè
ìîðôîëîãèþ ìàëîïîäâèæíûõ êëåòîê: óòðà÷èâàëèñü ðàô-
ôëû, êëåòêè ñòàíîâèëèñü äåïîëÿðèçîâàííûìè è ðàñïëàñ-
òàííûìè. Ïîäâèæíîñòü êëåòîê ñíèæàëàñü. Â ýòî âðåìÿ
íîðìàëüíûå êëåòêè â ïðèñóòñòâèè SÌIFH2 ñóùåñòâåí-
íûõ èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè íå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè è èõ
ìèãðàöèÿ íå áûëà ïîäàâëåíà. Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ äâèæå-
íèÿ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ Arp2/3-çàâè-
ñèìûé ìåõàíèçì ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà áîëåå âàæåí, ÷åì
ôîðìèíçàâèñèìûé. Äëÿ êëåòîê ôèáðîñàðêîìû âàæíû îáà
ìåõàíèçìà. Òàêèì îáðàçîì, îïóõîëåâûå êëåòêè ïîêàçàëè
ïëàñòè÷íîñòü, ò. å. ñïîñîáíîñòü â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâà-
íèÿ Arp 2/3 ôîðìèðîâàòü ìîðôîëîãèþ, òèïè÷íóþ äëÿ
àìåáîèäíîãî äâèæåíèÿ, è òàêèì îáðàçîì èñïîëüçîâàòü
ðàçëè÷íûå òèïû ìèãðàöèè. Íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû òà-
êîé ñïîñîáíîñòè íå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè.

ËÈÇÀÒ ÒÐÎÌÁÎÖÈÒÎÂ ÄÎÍÎÐÎÂ ÊÀÊ ÀËÜÒÅÐÍÀ-
ÒÈÂÀ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÎÉ ÒÅËß×ÜÅÉ ÑÛÂÎÐÎÒÊÅ
ÄËß ÁÅÇÎÏÀÑÍÎÃÎ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÊËÅÒÎÊ
×ÅËÎÂÅÊÀ. © ß. Ä. Øàíñêèé, Í. Ñ. Ñåðãååâà, È. Ê. Ñâè-
ðèäîâà, Â. À. Êèðñàíîâà, Ñ. À. Àõìåäîâà. Ìîñêîâñêèé íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé îíêîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò
èì. Ï. À. Ãåðöåíà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ,
prognoz.06@mail.ru

Ðàçâèòèå êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé è òêàíåâîé èíæåíå-
ðèè òðåáóåò ðàçðàáîòêè áåçîïàñíûõ ìåòîäèê êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ââåäåíèÿ â îðãàíèçì
ïàöèåíòà. Èñïîëüçîâàíèå ñ ýòîé öåëüþ òðàäèöèîííîé
êñåíîãåííîé äîáàâêè ê êóëüòóðàëüíûì ñðåäàì — ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ) — çàïðåùåíî. Ýòî
ñâÿçàíî êàê ñ ðèñêîì ïåðåíîñà ñ ñûâîðîòêîé èíôåêöèîí-
íûõ àãåíòîâ, òàê è ñ âîçìîæíîñòüþ ðàçâèòèÿ íåæåëàòåëü-
íûõ èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé. Â àñïåêòå ïîèñêà íåêñå-
íîãåííûõ ðîñòîâûõ äîáàâîê ê êóëüòóðàëüíûì ñðåäàì
âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêëè òðîìáîöèòû ÷åëîâå-
êà êàê âîçìîæíûé èñòî÷íèê ôàêòîðîâ ðîñòà äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ëèçàò òðîìáîöèòîâ (ËÒ)
÷åëîâåêà, êîòîðûé ìîæíî ïîëó÷àòü èç êîììåð÷åñêè äî-
ñòóïíîé òðîìáîöèòàðíîé ìàññû. Ðàíåå íàìè áûëè èññëå-
äîâàíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÝÒÑ è ËÒ ïî áèîõèìè÷åñêîìó
ñîñòàâó è ïî ñîäåðæàíèþ â íèõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ —
PDGF (AA-, BB- è AB-èçîôîðìû), TGFb, VEGF è IGF-1.
Â ÷àñòíîñòè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåðæàíèå óêàçàííûõ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ â ËÒ â 1.7—148.7 ðàçà áîëüøå, ÷åì â
ÝÒÑ (PDGF BB â ÝÒÑ îáíàðóæåí íå áûë).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÝÒÑ è
ËÒ íà ðîñò íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà in
vitro è îöåíêà âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ îáåèõ ðîñòîâûõ äîáà-
âîê íà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè ìóëüòèïîòåíòíûõ
ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ).

Èññëåäîâàíû in vitro ïàðàìåòðû ðîñòà êóëüòóð èì-
ìîðòàëèçîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (Ô×), ÌÌÑÊ
÷åëîâåêà, êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà MCF-7,
ðàêà ãîðòàíè Hep-2 è êàðöèíîìû ëåãêîãî A-549 â ïðè-
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ñóòñòâèè ÝÒÑ è ËÒ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 96-ëóíî÷-
íûõ ïëàíøåòàõ è â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå (ÏÐÑ; ñðå-
äà DMEM/F12, ãëþòàìèí, 292 ìêã/ìë; ãåíòàìèöèí,
1.25 ìêã/ìë), äîáàâëÿÿ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ ôàêòîðîâ
ðîñòà ÝÒÑ (HyClone) èëè ïóëîâàííûé ËÒ (îðèãèíàëüíàÿ
ìåòîäèêà) â îáúåìå 10 % îò îáùåãî îáúåìà ÏÐÑ. Ñïîñîá-
íîñòü ÌÌÑÊ ê äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì è àäèïî-
ãåííîì íàïðàâëåíèÿõ îöåíèâàëè ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ
èõ â ÏÐÑ ñî ñòàíäàðòíûì êîêòåéëåì èíäóêòîðîâ äèôôå-
ðåíöèðîâêè ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé Oil-Red (âûÿâëåíèå
æèðîâ) è ïðîâåäåíèåì õðîìîãåííîãî òåñòà íà ùåëî÷íóþ
ôîñôàòàçó. Ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè ìèêðîñêîïè÷åñêè.

×èñëåííîñòü ïîïóëÿöèè Ô× è ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðóå-
ìûõ ñ ËÒ, íà 14-å ñóò íàáëþäåíèÿ ïðåâûøàëà òàêîâóþ
ïðè èñïîëüçîâàíèè ÝÒÑ â 1.41 è 1.21 ðàçà ñîîòâåòñòâåí-
íî. Äëÿ êóëüòóð îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîëó÷åíû ïðèíöèïè-
àëüíî èíûå äàííûå: ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ÏÐÑ ñ ÝÒÑ
ïîïóëÿöèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê áûëà âûøå äëÿ MCF-7 â
17.6 ðàçà, äëÿ À-549 — â 1.39 äëÿ Íåð-2 — â 1.35 ðàçà,
÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ ËÒ. Êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ
â ïðèñóòñòâèè êîêòåéëÿ àäèïîãåííûõ/îñòåîãåííûõ èí-
äóêòîðîâ ñòèìóëèðîâàëî äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê â
ñîîòâåòñòâóþùåì íàïðàâëåíèè, ÷òî ïîäòâåðæäàëîñü ñïå-
öèôè÷åñêèì îêðàøèâàíèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ ëèïèäîâ è
ïîëîæèòåëüíîé ðåàêöèåé íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó ñîîò-
âåòñòâåííî.

Ðåçóëüòàòû ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ËÒ íå
ñòèìóëèðóåò ðîñòà îïóõîëåâûõ êëåòîê è ñîõðàíÿåò ïðî-
ëèôåðàòèâíûå è äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè ÌÌÑÊ,
ò. å. ìîæåò ñòàòü ïîëíîöåííîé íåêñåíîãåííîé äîáàâêîé ê
ðîñòîâîé ñðåäå äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê.

ÏÐÎËÈÔÅÐÈÐÓÞÙÈÅ ÊËÅÒÊÈ ÌÎÐÑÊÎÉ ÇÂÅÇÄÛ
ASTERIAS RUBENS L. Â ÏÅÐÂÈ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ.
© Í. Ñ. Øàðëàèìîâà, Î. À. Ïåòóõîâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, nashar@yandex.ru

Õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê, îòâå÷àþùèõ çà âîññòàíîâ-
ëåíèå óòðà÷åííûõ ÷àñòåé òåëà è îðãàíîâ ó âçðîñëûõ îð-
ãàíèçìîâ, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâíûõ âîïðîñîâ ðåãå-
íåðàòèâíîé áèîëîãèè. Â ðàáîòå èññëåäîâàíû ïðîëèôå-
ðèðóþùèå êëåòêè öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè (ÖÆ),
öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ (ÖÝ) è ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê,
ñëàáî ñâÿçàííûõ ñ ÖÝ (ÖÝ-ñ) ìîðñêîé çâåçäû Asterias ru-
bens L. â óñëîâèÿõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Ðàíåå îïèñàíû
2 òèïà êëåòîê A. rubens, ïðîëèôåðèðóþùèõ in vivo è ñî-
õðàíÿþùèå ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè. Îñíîâíîé õàðàêòåðèñòèêîé êëåòîê,
ñïîñîáíûõ ê ïðîëèôåðàöèè ÿâëÿþòñÿ ìàëûå ðàçìåðû
(4—6 ìêì, ìàëûå ýïèòåëèîöèòû 1-ãî òèïà èëè 2—3 ìêì,
ìàëûå ýïèòåëèîöèòû 2-ãî òèïà) è âûñîêîå ÿäåðíî-öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîå îòíîøåíèå. Áûëî âûÿâëåíî îáîãàùåíèå
ïîïóëÿöèè êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-ñ ìàëûìè ýïèòåëèîöèòàìè
ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê ëàìèíèíó (Øàðëàèìîâà, Ïåòóõîâà,
2011). Àíàëèç ÄÍÊ-ñèíòåòè÷åñêîé è ìèòîòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-ñ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî (äî
2 ìåñ) êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ëàìèíèíå ïîêàçàë, ÷òî ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ñîõðàíÿþò ìàëûå ýïèòåëèîöèòû
1-ãî òèïà, ïðè÷åì â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îíè áûëè âû-
ÿâëåíû â ñîñòàâå êîëîíèåïîäîáíûõ àãðåãàòîâ. Ïîñêîëüêó
ñóììàðíî ê ëàìèíèíó ïðèêðåïëÿåòñÿ ëèøü íåçíà÷èòåëü-
íàÿ ÷àñòü ïîïóëÿöèé èññëåäóåìûõ ñóñïåíçèé êëåòîê,
öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòèêà ïðîëè-
ôåðèðóþùèõ êëåòîê ÖÆ, ÖÝ è ÖÝ-ñ, íå îáëàäàþùèõ èç-

áèðàòåëüíîé ñïîñîáíîñòüþ ïðèêðåïëåíèÿ ê ëàìèíèíó.
Ñóñïåíçèè êëåòîê ÖÆ, ÖÝ è ÖÝ-ñ íàíîñèëè â 24-ëóíî÷-
íûå ïëàòû íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå ëàìèíèíîì,
íà 1 ÷. Çàòåì ñíèìàëè íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè è ïåðå-
íîñèëè íà íåîáðàáîòàííóþ ïîâåðõíîñòü ëóíîê â ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì 2 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè.
Àíàëèç ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîâîäèëè íà ðàçíûõ
ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå ôèêñàöèè ñáèòûõ ïèïåòè-
ðîâàíèåì êëåòîê è îêðàñêè ñóñïåíçèé àíòèòåëàìè ê
Í3-ôîñôîãèñòîíó, ìàðêåðó ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Ñðåäè
êëåòîê ÖÆ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà íå âûÿâëåíî ïðîëèôå-
ðèðóþùèõ êëåòîê. Îäíàêî ÷åðåç 4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü îáíàðóæåíà â ìàëûõ êëåòêàõ ñ
âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì äèà-
ìåòðîì 4 ìêì. Êëåòêè ýòîãî òèïà íå ôîðìèðîâàëè êîëî-
íèåïîäîáíûõ àãðåãàòîâ è ñîõðàíÿëè ïðîëèôåðàòèâíóþ
àêòèâíîñòü â òå÷åíèå ïî êðàéíåé ìåðå 28 ñóò. Ñðåäè êëå-
òîê ÖÝ è ÖÝ-ñ ÷åðåç 12 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè âûÿâëå-
íû ïðèêðåïëåííûå ðàñïëàñòàííûå êëåòêè, óäëèíåííûå
êëåòêè, êðóïíûå îêðóãëûå ãðàíóëîöèòû è ïîäâèæíûå àã-
ðåãàòû ðåñíè÷íûõ êëåòîê. Îêðàñêà ñóñïåíçèé êëåòîê àí-
òèòåëàìè ê òóáóëèíó âûÿâèëà êàê æãóòèêîâûå ýïèòåëèî-
öèòû, òàê è ðàíåå íå îáíàðóæåííûé ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
íà ëàìèíèíå òèï êëåòîê äèàìåòðîì äî 7.5 ìêì, ñ âûðà-
æåííûìè òÿæàìè òóáóëèíà è äèàìåòðîì ÿäðà 2.5—4 ìêì.
×åðåç 12 ÷ ïîñëå ïîñåâà ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íå âû-
ÿâëåíî. ×åðåç 2—7 ñóò àãðåãàòû ðåñíè÷íûõ êëåòîê îñåäà-
ëè íà ïîâåðõíîñòü ëóíîê, ïðè÷åì íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
ïåðèîäà ïîääåðæàíèÿ êóëüòóðû â ñîñòàâå àãðåãàòîâ îêðà-
ñêè àíòèòåëàìè ê Í3-ôîñôîãèñòîíó íå îáíàðóæåíî. Ìè-
òîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ áûëà âû-
ÿâëåíà ÷åðåç 5 ñóò ïîñëå ïîñåâà â 3 òèïàõ êëåòîê — â ìà-
ëûõ ýïèòåëèîöèòàõ, âûÿâëåííûõ ðàíåå in vivo è ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè íà ëàìèíèíå, è â êëåòêàõ áîëüøåãî ðàç-
ìåðà ñ âûðàæåííûìè òÿæàìè òóáóëèíà. Òàêèì îáðàçîì,
âûÿâëåí íîâûé òèï ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê A. rubens,
íå îáëàäàþùèõ ñðîäñòâîì ê ëàìèíèíó, êîòîðûå ñîõðàíÿ-
þò ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðà-
âèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà â ñôåðå íàó÷íîé è íàó÷-
íî-òåõíè÷åñêîé äåÿòåëüíîñòè è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 08-04-10090-Ê).
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Ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (ÅÑ), ðàñïîëàãàþ-
ùèéñÿ íà âíóòðåííåé ñòåíêå êðîâåíîñíîãî ñîñóäà, ÿâëÿ-
åòñÿ ïîëóïðîíèöàåìûì áàðüåðîì íà ïóòè ïðîíèêíîâåíèÿ
â òêàíè ìîëåêóë è êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû. Êîìïîíåí-
òû öèòîñêåëåòà è åãî àäãåçèâíûå ñòðóêòóðû èãðàþò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè öåëîñòíîñòè ìîíîñëîÿ ÅÑ è
ñîîòâåòñòâåííî áàðüåðíîé ôóíêöèè. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ
áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ èñïîëüçóþò âûäåëåííûå
èç ñîñóäîâ ÅÑ, êîòîðûå êóëüòèâèðóþò in vitro. ÅÑ in vitro
ñïîñîáíû ê ðàñïëàñòûâàíèþ è äåëåíèþ, ôîðìèðóþò
VE-êàäãåðèíîâûå êîíòàêòû, à ïî äîñòèæåíèè êîíôëþýí-
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òíîñòè ýíäîòåëèàëüíûé ìîíîñëîé ïðèîáðåòàåò áàðüåð-
íûå ñâîéñòâà, õàðàêòåðíûå äëÿ ýíäîòåëèÿ â îðãàíèçìå.
Äëÿ òîãî ÷òîáû èññëåäîâàòü ðåîðãàíèçàöèþ öèòîñêåëåòà
ÅÑ â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ,
â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâå ëèíèè ÅÑ ÷åëîâåêà — êëåòêè
ëåãî÷íîé àðòåðèè (HPAEC) è ãèáðèä HUVEC ñ êëåòêàìè
êàðöèíîìû ëåãêîãî À-549 (EA.hy926). Ôèáðèëëÿðíûå
êîìïîíåíòû âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòè-
òåë ê ñîîòâåòñòâóþùèì áåëêàì öèòîñêåëåòà, öåíòðîñîìó
îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ g-òóáóëèíà. Äîìèíèðóþ-
ùåé ñîñòàâëÿþùåé ñèñòåìû ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ
ÅÑ îáåèõ ëèíèé ÿâëÿþòñÿ âèìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû. Âè-
ìåíòèí ãîìîãåííî ðàñïðåäåëåí ïî âñåé öèòîïëàçìå ÅÑ,
èñêëþ÷àÿ ëàìåëëó. Ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ âèìåíòèíîâû-
ìè ôèëàìåíòàìè, íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå
ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ çà ñ÷åò èñ÷åçíîâåíèÿ îáëàñòåé
ñâîáîäíîé ëàìåëëû. Â ÅÑ îáåèõ ëèíèé àêòèí ôîðìèðóåò
ñòðóêòóðû äâóõ òèïîâ — êîðòèêàëüíûé àêòèí è ïó÷êè
ñòðåññ-ôèáðèëë. Êîðòèêàëüíûé àêòèí õàðàêòåðåí äëÿ
îäèíî÷íûõ ÅÑ è ÅÑ ñ íåáîëüøîé (äî 30 %) ïðîòÿæåííî-
ñòüþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, îí ðàñïîëîæåí â çîíå
ñâîáîäíîãî êðàÿ êëåòêè. Ñòðåññ-ôèáðèëëû îáíàðóæèâà-
þòñÿ â ÅÑ íà âñåõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî
ìîíîñëîÿ, èõ êîëè÷åñòâî íå çàâèñèò îò ïðîòÿæåííîñòè
êîíòàêòà ÅÑ ñ ñîñåäÿìè. Íàèáîëüøèå èçìåíåíèÿ ïðè
ôîðìèðîâàíèè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ ïðåòåðïåâàåò
ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ). Â ðàñïëàñòàííîé íà ïîä-
ëîæêå îäèíî÷íîé ÅÑ ñèñòåìà ÌÒ ðàäèàëüíàÿ, íî ïî ìåðå
ôîðìèðîâàíèÿ êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè ÅÑ îíà ñòàíîâèòñÿ
àñèììåòðè÷íîé: ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ÌÒ â ðàéîíå êîíòàê-
òà ñ ñîñåäíåé ÅÑ âñåãäà áîëüøå, ÷åì â îáëàñòè ñâîáîäíîé
ëàìåëëû, è ýòà ðàçíèöà çàâèñèò îò ïðîòÿæåííîñòè êîí-
òàêòà. Ïðè ïðîòÿæåííîñòè êîíòàêòà äî 10 % îò ïåðèìåòðà
â êëåòêàõ HPAEC ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ÌÒ â ðàéîíå êîí-
òàêòà (9.70 � 0.16) â 1.5 ðàçà âûøå, ÷åì â ðàéîíå ñâîáîä-
íîé ëàìåëëû (6.96 � 0.15). Ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíî-
ñëîÿ ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ÌÒ íà êðàþ ÅÑ óâåëè÷èâàåòñÿ,
íî ðàçíèöà â êîëè÷åñòâå ÌÒ äâóõ âûäåëåííûõ ãðóïï ñî-
õðàíÿåòñÿ — äëÿ ÅÑ ñ ïëîùàäüþ êîíòàêòà 70—90 %,
ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ÌÒ â ðàéîíå êîíòàêòà ñîñòàâëÿåò
12.93 � 0.29, à â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû —
8.20 � 0.22. Ñèììåòðè÷íîå ðàñïîëîæåíèå êîíöîâ ÌÒ äî-
ñòèãàåòñÿ òîëüêî â ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííîì ìîíîñëîå
ÅÑ ñî çðåëûìè êîíòàêòàìè. Àñèììåòðèÿ ñèñòåìû ÌÒ â
õîäå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ÅÑ âûçâàíà òàêæå èçìåíå-
íèåì ïîëîæåíèÿ öåíòðîñîìû. Â ÅÑ ñ ïðîòÿæåííîñòüþ
êîíòàêòîâ 50—75 % öåíòðîñîìà ñìåùàåòñÿ â ñòîðîíó îá-
ðàçîâàíèÿ íîâîãî êîíòàêòà, à âûøå 75 % — ðàâíîâåðîÿò-
íî â ñòîðîíó ñâîáîäíîé ëàìåëëû èëè êîíòàêòèðóþùèõ ñ
ñîñåäíèìè êðàåâ ÅÑ. Òàêèì îáðàçîì, öåíòðîñîìà âîâëå-
÷åíà â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ÅÑ, åå ïîëîæå-
íèå îïðåäåëÿåò ñòåïåíü ñèììåòðèè ðàäèàëüíûõ ÌÒ è ìî-
æåò âëèÿòü íà êîëè÷åñòâî äèíàìè÷íûõ êîíöîâ ÌÒ â çîíå
ôîðìèðóþùèõñÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00488) è NIH (HL101902).
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Èçó÷åíèå ïðîèñõîæäåíèÿ è ðàçâèòèÿ ñêåëåòíûõ
ìûøö â ýìáðèîãåíåçå è ïîèñê ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ
êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå â ìèîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè in vivo è in vitro, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àêòóàëü-
íûå íàïðàâëåíèÿ áèîëîãèè ðàçâèòèÿ, êëåòî÷íîé è ìîëå-
êóëÿðíîé áèîëîãèè. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðà-
áîòû, ïîñâÿùåííûå ëîêàëèçàöèè ìèîãåííûõ êëåòîê â
ðàçëè÷íûõ íåìûøå÷íûõ îðãàíàõ ðàçâèâàþùåãîñÿ è çðå-
ëîãî îðãàíèçìîâ. Òàêèå êëåòêè îáíàðóæåíû â ñîñòàâå òè-
ìóñà è ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé
(Grounds et al., 1992; Di Rocco et al., 2008) è âî ìíîãèõ îð-
ãàíàõ êóðèíûõ ýìáðèîíîâ (Gerhart et al., 2001). Â íàøåé
ëàáîðàòîðèè ðàíåå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè, ýêñ-
ïðåññèðóþùèå ìûøå÷íûé ìàðêåð myod, ïðèñóòñòâóþò â
íàòèâíîé ïå÷åíè çàðîäûøåé êðûñû. Â êóëüòóðàõ êëåòîê
èç ýòîãî èñòî÷íèêà íàáëþäàåòñÿ èíòåíñèâíàÿ ñïîíòàííàÿ
ìèîãåíííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà (Øåâåëåâà è äð., 2011).
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ìèîãåííûõ
ïîòåíöèé êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç äðóãîãî êðîâåòâîðíîãî
îðãàíà çàðîäûøåé — ñåëåçåíêè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê èç ñåëåçåíêè 17-ñóòî÷íûõ
çàðîäûøåé êðûñû ïîðîäû Wistar, òàê æå êàê è â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê èç ïå÷åíè, ñïîíòàííî ôîðìèðóþòñÿ ìèîñèì-
ïëàñòû ñêåëåòíîé ìûøå÷íîé òêàíè. Ìèîòóáû â ïåðâè÷íûõ
êóëüòóðàõ êëåòîê èç ñåëåçåíêè íà÷èíàëè ôîðìèðîâàòüñÿ
íà 5—10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â îòëè÷èå îò ïåðâè÷íûõ
êóëüòóð êëåòîê èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè, â êîòîðûõ ìèî-
òóáû íà ôèáðîíåêòèíîâîì ïîêðûòèè ôîðìèðóþòñÿ ïðàê-
òè÷åñêè â 100 % ñëó÷àåâ, â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê
èç ñåëåçåíêè ìèîòóáû ôîðìèðîâàëèñü ïðèìåðíî â 50 %
îïûòîâ. Îáðàáîòêà ìå÷åíûì a-áóíãàðîòîêñèíîì ïî-
êàçàëà, ÷òî íà íåêîòîðûõ ìèîòóáàõ â êóëüòóðàõ êëåòîê
èç ñåëåçåíêè, òàê æå êàê è â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ êëå-
òîê èç ìûøö, ïðèñóòñòâóþò ó÷àñòêè êëåòî÷íîé ïîâåðõíî-
ñòè, ñîäåðæàùèå íèêîòèíîâûå õîëèíîðåöåïòîðû, ÷òî ãî-
âîðèò î íîðìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâàõ ìèîòóá
â êóëüòóðàõ êëåòîê èç ñåëåçåíêè. Ñêåëåòíî-ìûøå÷íàÿ
ïðèðîäà ýòèõ ìèîòóá áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà myod, äåñìèí
è ìèîçèí 2-ãî òèïà íà 11-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ñêåëåòíûõ ìûøö áûëà
èññëåäîâàíà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-àíàëèçà. Â íåêóëüòèâèðî-
âàííûõ ñóñïåíçèÿõ êëåòîê èç ñåëåçåíêè îáíàðóæåíà ýêñ-
ïðåññèÿ òîëüêî myf5 è î÷åíü ñëàáàÿ ýêñïðåññèÿ myod,
÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ ìàëûì êîëè÷åñòâîì ìèîãåííûõ
ïðåäøåñòâåííèêîâ â ýòèõ ñóñïåíçèÿõ. Â ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðå êëåòîê èç ñåëåçåíêè íàáëþäàåòñÿ ýêñïðåññèÿ myod,
myf5, myf6 è ì-êàäãåðèíà. Â öåëîì óðîâåíü ýêñïðåññèè
ýòèõ ãåíîâ íèæå, ÷åì â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê èç
ìûøö è ïå÷åíè 17-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé. Ýêñïðåññèè
ìàðêåðîâ ðàííèõ ìèîãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ — pax7 è
pax3 — â êëåòêàõ èç çàðîäûøåâîé ñåëåçåíêè íå îáíàðó-
æåíî. Èññëåäîâàíèå ìèîãåííûõ ïîòåíöèé êëåòîê íàòèâ-
íîé çàðîäûøåâîé ñåëåçåíêè è äðóãèõ, íåêðîâåòâîðíûõ,
îðãàíîâ çàðîäûøåé ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì áóäóùèõ èññëå-
äîâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-00011).

ÀÒÒÅÑÒÀÖÈß ÎÒÅ×ÅÑÒÂÅÍÍÎÃÎ ØÒÀÌÌÀ ÄÈÏ-
ËÎÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ — ÑÓÁÑÒÐÀÒÀ ÄËß
ÏÐÎÈÇÂÎÄÑÒÂÀ ÊÓËÜÒÓÐÀËÜÍÎÉ ÂÀÊÖÈÍÛ.
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Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîâåäåíèå àòòåñòàöèè
îòå÷åñòâåííîãî øòàììà äèïëîèäíûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ
èç ëåãêèõ ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (ËÝ×-3), è äåìîíñòðàöèÿ
âîçìîæíîñòè èõ èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ïðîèçâîäñòâà ïðîòè-
âîâèðóñíûõ âàêöèí. Ïðîâåäåíî èçó÷åíèå êàðèîëîãè÷å-
ñêèõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè è æèçíåñïîñîáíîñòè êóëüòóðû êëåòîê
ËÝ×-3 ïîñëå õðàíåíèÿ â æèäêîì àçîòå ïðè –196 °C è ïî-
ñëåäóþùåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ÌÅÌ è ãèäðîëèçà-
òå ëàêòàëüáóìèíà (1 : 1) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè
ÊÐÑ èëè ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè. Ïîêàçàíî,
÷òî êëåòêè êóëüòóðû ËÝ×-3, àâòîðñêîãî øòàììà, ïîëó-
÷åííîãî èç ëàáîðàòîðèè ÅÍÈÈÂÈ â 2010 ã. íà 9-ì ïàññà-
æå, è çàëîæåííûå â êðèîáàíêå ÑÏáÍÈÈÂÑ, ñîõðàíÿëè
ñòàáèëüíóþ êàðèîëîãèþ è ìîðôîëîãèþ ïðè ïîñëåäóþ-
ùåì äëèòåëüíîì èõ êóëüòèâèðîâàíèè. Èíäåêñ ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè (ÈÏ), ðàâíûé 1 : 2—1 : 3, íå ñíè-
æàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Êàðèîòèòðîâàíèå êóëü-
òóðû êëåòîê ËÝ×-3 áûëî ïðîâåäåíî íà 9-ì 19-ì ïàññàæàõ
ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè áûëè
ïîäêðàøåíû ÄÍÊ-òðîïíûì êðàñèòåëåì DAPI. Èçîáðàæå-
íèÿ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê áûëè ïîëó÷åíû íà êîíôîêàëü-
íîì ìèêðîñêîïå ôèðìû LEICA ñ ïîìîùüþ ìóëüòèôîòîí-
íîãî ëàçåðà. Ïðîàíàëèçèðîâàíî áîëåå 200 ìåòàôàç íà
ïðåäìåò êàðèîòèïèðîâàíèÿ. Êîíòðîëü ìåòàôàçíûõ ïëàñ-
òèíîê ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå â ïðîõîäÿùåì ñâåòå ïðè
ôàçîâîì êîíòðàñòå. Âûçûâàþùèå ñîìíåíèÿ îáëàñòè ìå-
òàôàçíûõ ïëàñòèíîê (áëèçêîå ðàñïîëîæåíèå èëè íàëîæå-
íèå õðîìîñîì äðóã íà äðóãà) ñêàíèðîâàëè âî ôëóîðåñöåí-
òíîì ðåæèìå ïðè áîëüøîì óâåëè÷åíèè, ÷òîáû èñêëþ÷èòü
âîçìîæíîñòü íåâåðíîãî ïîäñ÷åòà õðîìîñîì. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî âî âñåõ ìåòàôàçàõ êàðèîòèï ñòàáèëåí, êîëè÷åñòâî
õðîìîñîì ðàâíî 46. Ìîäàëüíûé êëàññ ñîäåðæèò 87 %
êëåòîê ñ íîðìàëüíûì äèïëîèäíûì íàáîðîì õðîìîñîì,
ðàçáðîñ ñîñòàâëÿåò 44—49 õðîìîñîì. Ñòðóêòóðíûõ íàðó-
øåíèé íå âûÿâëåíî. Êëåòêè ËÝ×-3 êðèîêîíñåðâèðîâàëè
â ñðåäå ðîñòà 95 è 5 % ÄÌÑÎ, ïî 1.5—2.0�106 êë./ìë â
àìïóëå. Ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè âîññòàíàâëèâàåòñÿ
60—65 % êëåòîê, ìîíîñëîé îáðàçóåòñÿ íà 4—5-å ñóò ñ
ìîìåíòà ïîñàäêè. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ïîñëå âîññòàíîâëå-
íèÿ è ïàññèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóåò ìîðôîëîãèè äèïëîèä-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Êëåòêè ïðîçðà÷íû, ðàñïîëî-
æåíû ïàðàëëåëüíûìè ãðóïïàìè, îðèåíòèðîâàííûìè â
ðàçëè÷íûõ íàïðàâëåíèÿõ. Öèòîïëàçìà ñ õàðàêòåðíîé ìåë-
êîé çåðíèñòîñòüþ. ßäðî ñîäåðæèò 1—4 ÿäðûøêà. Õðîìà-
òèí ðàñïðåäåëåí â ÿäðå â âèäå ìåëêîé çåðíèñòîñòè. Ôàçà
àêòèâíîãî ðîñòà êëåòî÷íîé ëèíèè ËÝ×-3 — ñ 5-ãî ïî
28-é ïàññàæ. Êîíòðîëü âèäîâîé èäåíòè÷íîñòè, ïðîâåäåí-
íûé â èçîôåðìåíòíîì àíàëèçå, ïîäòâåðäèë, ÷òî ïîäâèæ-
íîñòü èçîôåðìåíòîâ Ã-6-ÔÄÃ è ËÄÃ ñîîòâåòñòâóåò òèïó
ïîäâèæíîñòè ôåðìåíòîâ ÷åëîâåêà è ïðèíàäëåæèò êàðèî-
òèïó ÷åëîâåêà. Ïðè ïðîâåäåíèè êîíòðîëÿ êîíòàìèíàöèè
êëåòîê ËÝ×-3 áàêòåðèé, ãðèáîâ, ìèêîïëàçì è âèðóñîâ íå
âûÿâëåíî. Ïðè èçó÷åíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ëèíèè ËÝ×-3
ê âîçìîæíîñòè ðàçìíîæåíèÿ â íåé ðàçëè÷íûõ âèðóñîâ
óñòàíîâëåíî, ÷òî êóëüòóðà êëåòîê ËÝ×-3 âûñîêî÷óâñòâè-
òåëüíà ê ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ ïàðàãðèïïà, àäåíîâèðóñàì
÷åëîâåêà, âèðóñó ïîëèîìèåëèòà 1-ãî òèïà, êîêñàêè Â,
ECHO, ÐÑ-âèðóñàì è âèðóñó êðàñíóõè. Íàìè ïîäòâåðæ-
äåíî, ÷òî ìàêñèìàëüíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ðàçìíîæå-

íèþ âèðóñà êðàñíóõè îáëàäàþò äèïëîèäíûå ëèíèè
êëåòîê ëåãêèõ ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, â òîì ÷èñëå êóëüòóðà
êëåòîê ËÝ×-3, êîòîðóþ ïî ýòîìó êðèòåðèþ ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü êàê ïåðñïåêòèâíûé òêàíåâûé ñóáñòðàò äëÿ
ïðîèçâîäñòâà âàêöèíû ïðîòèâ êðàñíóõè. Òàêèì îáðàçîì,
â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî
ïî ñâîèì öèòîãåíåòè÷åñêèì è êóëüòóðàëüíûì ñâîéñòâàì
øòàìì äèïëîèäíûõ êëåòîê ËÝ×-3 ìîæåò ðàññìàòðèâàòü-
ñÿ êàê ëèíèÿ êëåòîê, ïðèãîäíàÿ äëÿ ïðîèçâîäñòâà êóëüòó-
ðàëüíîé ïðîòèâîâèðóñíîé âàêöèíû.

ÂËÈßÍÈÅ ÒÎÏÎÃÐÀÔÈÈ ÊÎËÅÍÍÎÃÎ ÑÓÑÒÀÂÀ
ÁÎËÜÍÛÕ ÎÑÒÅÎÀÐÒÐÎÇÎÌ ÍÀ ÏÎÂÅÄÅÍÈÅ
ÕÎÍÄÐÎÖÈÒÎÂ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Å. È. Ùåëêóíîâà,
Ò. Â. Ðóñîâà, À. À. Âîðîïàåâà. Íîâîñèáèðñêèé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò îðòîïåäèè è òðàâìàòîëîãèè
èì. ß. Ë. Öèâüÿíà.

Êîëåííûé ñóñòàâ áîëüíûõ îñòåîàðòðîçîì (ÎÀ) ïîä-
âåðãàåòñÿ çíà÷èòåëüíîìó äåôîðìèðîâàíèþ â ïðîöåññå
ðàçâèòèÿ áîëåçíè: âîçíèêàþò âàðóñíûå äåôîðìàöèè,
èç-çà êîòîðûõ áèîìåõàíè÷åñêàÿ íàãðóçêà â ñóñòàâå ðàñ-
ïðåäåëÿåòñÿ íåðàâíîìåðíî. Â ðàçíûõ îáëàñòÿõ ñóñòàâà
ñòðóêòóðà ãèàëèíîâîãî õðÿùà ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ:
îíà ìàêñèìàëüíî ñîõðàíÿåòñÿ â çîíàõ, óäàëåííûõ îò âà-
ðóñíîé äåôîðìàöèè, à â çîíå äåôîðìàöèè òêàíü õðÿùà
ïîëíîñòüþ òåðÿåòñÿ. Ìû èññëåäîâàëè ôóíêöèîíàëüíûé
ïîòåíöèàë õîíäðîöèòîâ èç ðàçíûõ òîïîãðàôè÷åñêèõ çîí
õðÿùà, èñïûòûâàþùèõ ðàçíûå áèîìåõàíè÷åñêèå âëèÿ-
íèÿ, â êëåòî÷íîé êóëüòóðå. Îáðàçöû õðÿùà îòáèðàëè èç
ðàçíûõ òîïîãðàôè÷åñêèõ çîí êîëåííîãî ñóñòàâà áîëüíûõ
èäèîïàòè÷åñêèì ÎÀ III ñòåïåíè ñ âàðóñíîé äåôîðìàöèåé
(7 ÷åëîâåê, âîçðàñò 65—75 ëåò) âî âðåìÿ îïåðàöèè ýíäî-
ïðîòåçèðîâàíèÿ êîëåííîãî ñóñòàâà: 1 — çàäíèé êðàé
âíóòðåííåãî ìûùåëêà áåäðà (ìàêñèìàëüíî óäàëåí îò ìåñ-
òà äåôîðìàöèè); 2 — ëàòåðàëüíûé ìûùåëîê áîëüøîé
áåðöîâîé êîñòè (ïðèáëèæåí ê çîíå äåôîðìàöèè); 3 —
ìåäèàëüíûé ìûùåëîê áîëüøîé áåðöîâîé êîñòè (ìàêñè-
ìàëüíî áëèçêèé ó÷àñòîê ê çîíå äåôîðìàöèè); 4 — ïîâåðõ-
íîñòü îñòåîôèòîâ. Ýòè çîíû ïðè æèçíè èñïûòûâàþò ðàç-
íóþ áèîìåõàíè÷åñêóþ íàãðóçêó, è ñîîòâåòñòâåííî ïî-
âðåæäåíèå òêàíè õðÿùà è àêòèâíîñòü ïðîöåññîâ äåãåíå-
ðàöèè â íèõ ðàçíûå. Êëåòêè âûäåëÿëè èç òêàíè ïîñëå
îáðàáîòêè òðèïñèíîì (0.5 %) è êîëëàãåíàçîé II òèïà
(2 %). Èõ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM F12 (Invitrogen)
ñ äîáàâëåíèåì 15 % FBS (Gibco) è àíòèáèîòèêàìè ñòðåï-
òîìèöèí—ïåíèöèëëèí (250�) â óñëîâèÿõ CO2-èíêóáàòî-
ðà ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 21 äíåé. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîìî-
ùüþ ðàñòâîðà òðèïñèíà—âåðñåíà (1 : 1) è ïîäñ÷èòûâàëè.
Êëåòêè èç ðàçíûõ çîí êîëåííîãî ñóñòàâà îáëàäàþò ðàçíîé
ñòåïåíüþ àäãåçèè ê ïîäëîæêå, ñïîñîáíîñòüþ ê ïðîëèôå-
ðàöèè è îáðàçîâàíèþ êîëîíèé. Íàèáîëåå àêòèâíû êëåòêè
èç çîíû 1 è îñòåîôèòîâ. Â îñòåîôèòàõ êëåòêè èìåþò ôå-
íîòèï ôèáðîáëàñòîâ. Êëåòêè èç çîíû 3 íå îáðàçóþò êîëî-
íèé è íå îáíàðóæèâàþò ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè.
Â êëåòêàõ è êóëüòóðàëüíîé ñðåäå èññëåäîâàëè ñîäåðæà-
íèå è ñîñòàâ óãëåâîäíîé ÷àñòè ìîëåêóë ïðîòåîãëèêàíîâ
(ÏÃ) — ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ (ÃÀÃ) — îäíîãî èç âàæíûõ
êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñóñòàâíîãî õðÿùà.
Äëÿ ýòîãî îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå áåëêà è õèìè÷åñêèõ
êîìïîíåíòîâ ÃÀÃ — ñóëüôàòèðîâàííûõ ÃÀÃ (Ñãàã), óðî-
íîâûõ êèñëîò (ÓÊ) è íåéòðàëüíûõ ñàõàðîâ — ãàëàêòî-
çû — â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ è êëåòêàõ. Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû â ðàñ÷åòå íà êîëè÷åñòâî áåëêà â 1000 ñíÿ-
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òûõ êëåòîê. Êëåòêè âñåõ çîí (êðîìå êëåòîê èç 3-é çîíû)
àêòèâíî ïðîäóöèðóþò â ñðåäó èíêóáàöèè ÏÃ — Ñãàã è
ÓÊ, ñîäåðæàíèå íåéòðàëüíûõ ãåêñîç â êëåòêàõ è ñðåäå
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâî. Êëåòêè èç 1-é çîíû õðÿùà íàèáî-
ëåå àêòèâíî ïðîäóöèðóþò â ñðåäó èíêóáàöèè áåëîê è õè-
ìè÷åñêèå êîìïîíåíòû ÃÀÃ. Íàèìåíåå àêòèâíî — êëåòêè
èç çîíû 3. Îòíîñèòåëüíîå ñîîòíîøåíèå áåëêà è ÃÀÃ ìåæ-
äó ñðåäîé è êëåòêàìè î÷åíü áëèçêî âî âñåõ çîíàõ, ò. å.
ïðîäóêòèâíîñòü êëåòîê â îòíîøåíèè ÏÃ/ÃÀÃ ñîõðàíÿåòñÿ

â êëåòêàõ âñåõ çîí. Íî ñîîòíîøåíèÿ ðàçíûõ õèìè÷åñêèõ
êîìïîíåíòîâ ÃÀÃ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ðàçíûõ èõ âèäîâ, ðàç-
ëè÷íî. Òàê, â ñðåäå êëåòîê îñòåîôèòîâ è õðÿùà 3-é çîíû
ïðåîáëàäàþò õîíäðîèòèíñóëüôàòû (ÕÑ)-ÀÑ, òîãäà êàê â
äðóãèõ çîíàõ ÿâíî âûðàæåíî ïðèñóòñòâèå ÕÑ-Â — áîëåå
âûñîêîñóëüôàòèðîâàííîãî ÃÀÃ. Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè
âñåõ çîí õðÿùà ñîõðàíÿþò ñèíòåòè÷åñêèé ïîòåíöèàë, íî
äåìîíñòðèðóþò äèôôåðåíöèàëüíûé ñèíòåç ðàçëè÷íûõ
âèäîâ ÃÀÃ.
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