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Ðîëü ÿäåðíûõ ëàìèíîâ À/C â îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå ÌÌÑÊ

ßäåðíûå ëàìèíû ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè áåëêàìè ÿäåðíîé îáîëî÷êè è îáåñïå÷èâàþò ïðî÷íîñòü ÿäåð-
íîé ìåìáðàíû êëåòêè. Ðàíåå ïîëàãàëè, ÷òî ëàìèíû âûïîëíÿþò ëèøü ñòðóêòóðíóþ ôóíêöèþ â êëåòêå, íî
â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñòàëî ïîíÿòíî, ÷òî ëàìèíû òàêæå ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ãåí
LMNA êîäèðóåò ëàìèí À ëèáî Ñ â çàâèñèìîñòè îò ñèíòåçèðóåìîé ñïëàéñ-ôîðìû. Ñàìàÿ èçâåñòíàÿ ìóòà-
öèÿ â ãåíå LMNA âûçûâàåò òÿæåëîå íàðóøåíèå ðàçâèòèÿ — ñèíäðîì ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ, èëè
ïðîãåðèþ. Ýòî èçâåñòíîå çàáîëåâàíèå ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî ðåäêèì. Â òî æå âðåìÿ ãîðàçäî ÷àùå òî÷å÷-
íûå ìóòàöèè ãåíà LMNA, êîäèðóþùåãî ëàìèí À/Ñ, ïðèâîäÿò ê òàê íàçûâàåìûì ëàìèíîïàòèÿì — çàáî-
ëåâàíèÿì, ïðè êîòîðûõ ïðîèñõîäèò ïîðàæåíèå îäíîãî èç òèïîâ òêàíåé ïðåèìóùåñòâåííî ìåçåíõèìíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïðè ýòîì ìóòàöèè ïðîÿâëÿþòñÿ òêàíåñïåöèôè÷íî — îïðåäåëåííûå ìóòàöèè ïðèâîäÿò
ê âîçíèêíîâåíèþ âñåãäà îäíîãî ôåíîòèïà çàáîëåâàíèÿ. Ïðèðîäà ýòîãî ÿâëåíèÿ, êàê è ìåõàíèçìû, ïî-
ñðåäñòâîì êîòîðûõ ëàìèíû ìîãóò ðåãóëèðîâàòü äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, îñòàþòñÿ ñëàáî èçó÷åííûìè.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ òêàíåñïåöèôè÷íûõ ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà äèô-
ôåðåíöèðîâêó ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) ÷åëîâåêà â îñòåîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè, à òàêæå âîçìîæíîå ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch. Äëÿ ýòîãî â ÌÌÑÊ ââî-
äèëè ôîðìû LMNA, íåñóùèå ðàíåå îïèñàííûå ìóòàöèè, êîòîðûå âûçûâàþò ðàçëè÷íûå ïî òèïó çàòðîíó-
òîé òêàíè ëàìèíîïàòèè, è àíàëèçèðîâàëè èõ âëèÿíèå íà ýôôåêòèâíîñòü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÌÑÊ. Ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ÷å-
ðåç 21 ñóò ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè, à òàêæå ïðè ïîìîùè îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ñïåöèôè-
÷åñêèõ ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè SPP1, IBSP è BGLAP. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìóòàöèè, âû-
çûâàþùèå ðàçíûå òèïû ëàìèíîïàòèé, ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà ýôôåêòèâíîñòü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÌÑÊ, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ íà ìîðôîëîãè÷åñêîì óðîâíå è íà óðîâíå ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ
ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Îäíè ìóòàöèè ïîâûøàëè ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè, à
äðóãèå ñíèæàëè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåïîñðåäñòâåííîì ó÷àñòèè ëàìèíîâ A/C â ðåãóëÿöèè äèôôåðåí-
öèðîâêè ÌÌÑÊ. Ââåäåíèå ìóòàíòíûõ ôîðì LMNA â ÌÌÑÊ ñîâìåñòíî ñ ââåäåíèåì àêòèâèðîâàííîãî
äîìåíà Notch èçìåíÿëî ýêñïðåññèþ îñíîâíîé ìèøåíè ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch — HEY1. Òàêèì îáðàçîì,
ìóòàöèè LMNA âëèÿþò íà âçàèìîäåéñòâèå ëàìèíà A/C ñ êîìïîíåíòàìè ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch, è ýòî
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ýòèõ ìóòàöèé íà äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëàìèíû À/Ñ, îñòåîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå
ñòðîìàëüíûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè,
ÆÒ — æèðîâàÿ òêàíü, LMNA — ëàìèí A/C, LMNAwt — ëàìèí A/C äèêîãî òèïà, SPP1 — îñòåîïîíòèí,
IBSP — ñèàëîïðîòåèí, BGLAP — îñòåîêàëüöèí.

ßäåðíûå ëàìèíû — ïðåäñòàâèòåëè ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ — ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè áåëêàìè ÿäåðíîé
îáîëî÷êè, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò ïðî÷íîñòü ÿäåðíîé
ìåìáðàíû êëåòêè (Zuela et al., 2012). Ñóùåñòâóþò äâå
ãðóïïû ÿäåðíûõ ëàìèíîâ — À è B. Ëàìèíû ãðóïïû À â
îòëè÷èå îò ëàìèíîâ ãðóïïû B îòñóòñòâóþò â ðàííèõ ýìá-
ðèîíàõ è íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ òîëüêî â ïðîöåññå
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Ëàìèíû ýòîé ãðóïïû ñîñòîÿò
èç äâóõ èçîôîðì — ëàìèíîâ À è Ñ, ÿâëÿþùèõñÿ ïðîèç-
âîäíûìè îäíîãî ãåíà LMNA è ôîðìèðóþùèõñÿ ïóòåì

àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà (Hutchison, Worman, 2004).
Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñòàëî ïîíÿòíî, ÷òî ëàìèíû A/C èãðà-
þò íå òîëüêî ñòðóêòóðíóþ ðîëü â êëåòêå. Òàê, íàïðèìåð,
ïîêàçàíî âçàèìîäåéñòâèå ëàìèíîâ ñ ãèñòîíàìè è ÄÍÊ,
îïèñàíî ó÷àñòèå ÿäåðíûõ ëàìèíîâ â ïðîñòðàíñòâåííîé
îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà è ðåãóëÿöèè ãåíîâ, à òàêæå ó÷àñ-
òèå ëàìèíîâ â òðàíñêðèïöèè è ðåïëèêàöèè (Dittmer, Mis-
teli, 2011). Ñ ïîìîùüþ áåëêîâ ÿäåðíîé ìåìáðàíû ëàìèíû
âçàèìîäåéñòâóþò è ñ öèòîñêåëåòîì (Burke, Stewart, 2013).
Ìóòàöèè â ãåíå LMNA ìîãóò ïðèâîäèòü ê òÿæåëûì
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íàñëåäñòâåííûì çàáîëåâàíèÿì — ëàìèíîïàòèÿì, ñàìàÿ
èçâåñòíàÿ èç êîòîðûõ — ïðîãåðèÿ, èëè ñèíäðîì ïðåæ-
äåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ. Îñòàëüíûå æå ëàìèíîïàòèè
âûðàæàþòñÿ â èçáèðàòåëüíîì äåãåíåðàòèâíîì ïîðàæåíèè
ðàçëè÷íûõ òêàíåé ïðåèìóùåñòâåííî ìåçåíõèìíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ (Schreiber, Kennedy, 2013). LMNA ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ âñåõ òèïîâ
òêàíåé, è â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ íåÿñíûì ïðåèìó-
ùåñòâåííîå ïîðàæåíèå òêàíåé ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ — ìûøå÷íîé, æèðîâîé è êîñòíîé — ïðè ìóòàöèÿõ
â ãåíå LMNA. Íåñìîòðÿ íà áîëüøóþ àêòóàëüíîñòü èññëå-
äîâàíèé â ñâÿçè ñ òÿæåñòüþ òå÷åíèÿ è íåáëàãîïðèÿòíûì
ïðîãíîçîì áîëüøèíñòâà ëàìèíîïàòèé, ìåõàíèçìû, ïî-
ñðåäñòâîì êîòîðûõ ÿäåðíûå ëàìèíû âûçûâàþò ðàçâèòèå
ðàçëè÷íûõ íà ïåðâûé âçãëÿä çàáîëåâàíèé ñ ïîðàæåíèåì
ðàçíûõ ñèñòåì è îðãàíîâ, îñòàþòñÿ íåðàñêðûòûìè.

Îäíèì èç îñíîâíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, îòâå÷àþùèõ
çà ìåæêëåòî÷íóþ ñèãíàëèçàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó êëå-
òîê, ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëüíûé ïóòü Notch. Ýòîò ñèãíàëüíûé
ïóòü, â ÷àñòíîñòè, ðåãóëèðóåò ðàçâèòèå ñêåëåòà è êîñòíîé
òêàíè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîäóêò ìóòàíòíîé ôîðìû
LMNA, âûçûâàþùèé ïðîãåðèþ, îêàçûâàåò âëèÿíèå íà
ôóíêöèîíèðîâàíèå ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch (Scaffidi,
Misteli, 2008).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå LMNA,
âûçûâàþùèå ðàçëè÷íûå òèïû ëàìèíîïàòèé, ïî-ðàçíîìó
âëèÿþò íà ýôôåêòèâíîñòü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè
(ÌÌÑÊ) (Ìàëàøè÷åâà è äð., 2013). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà äèôôå-
ðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè,
à òàêæå âîçìîæíîå ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå ñèãíàëüíîãî
ïóòè Notch. Äëÿ ýòîãî â ÌÌÑÊ ââîäèëè ôîðìû ãåíà
LMNA, íåñóùèå ðàíåå îïèñàííûå ìóòàöèè è âûçûâàþ-
ùèå ðàçëè÷íûå òèïû ëàìèíîïàòèé ñ ïðåèìóùåñòâåííûì
ïîðàæåíèåì îäíîãî èç òèïîâ òêàíè — ìûøå÷íîé, æèðî-
âîé ëèáî êîñòíîé. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìóòàöèè, ñâÿçàííûå
ñ ðàçíûìè çàáîëåâàíèÿìè, ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà ýôôåê-
òèâíîñòü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ. Òàêæå
ìû ïîêàçàëè, ÷òî îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, ó÷àñòâóþùèõ â
ðåãóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ, ìîæåò áûòü âçàè-
ìîäåéñòâèå ëàìèíîâ A/C ñ êîìïîíåíòàìè ñèãíàëüíîãî
ïóòè Notch.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è. êÄÍÊ ãåíà
LMNA èç âåêòîðà pCDHblast MCSNard OST-LMNA (Ad-
dgene, ÑØÀ) êëîíèðîâàëè â ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð
pLVTHM (Malashicheva et al., 2007). Çàòåì ïóòåì íàïðàâ-
ëåííîãî ìóòàãåíåçà ïðè ïîìîùè ÏÖÐ ïîëó÷èëè 6 ãåíåòè-
÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, íåñóùèõ ìóòàíòíûå ôîðìû LMNA
ñî ñëåäóþùèìè òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè — G232E, G465D,
R471C, R482L, R527C è R571C. Ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð,
íåñóùèé âíóòðèêëåòî÷íûé äîìåí ãåíà NOTCH1 (NICD),
áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí À. Í. Òîìèëèíûì (Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ). Äëÿ ñîçäàíèÿ ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö èñ-
ïîëüçîâàëè ïëàçìèäû, íåñóùèå ôóíêöèîíàëüíûå ãåíû
âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà è ãåíû, íåîáõîäèìûå
äëÿ åãî ñáîðêè, êàê ýòî áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ìàëàøè÷åâà
è äð., 2008).

Ê ó ë ü ò ó ð û ê ë å ò î ê è è õ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à.
Â èññëåäîâàíèè áûëè èñïîëüçîâàíû êóëüòóðû ÌÌÑÊ
3—6-ãî ïàññàæà, ïîëó÷åííûå îò çäîðîâûõ äîíîðîâ ïî ìå-

òîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Dmitrieva et al., 2012). Êóëüòó-
ðû êëåòîê âåëè íà ÷àøêàõ Ïåòðè (Corning, ÑØÀ) â ñðåäå
a-MEM (Ïàíýêî, Ìîñêâà) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíà-
ëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (Hyclone, ÑØÀ), 50 åä./ìë ïåíè-
öèëëèíà è 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Invitrogene, ÑØÀ) â
àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðè-
íàäëåæíîñòè ïîëó÷åííûõ êóëüòóð ê ÌÌÑÊ íà ïðîòî÷-
íîì öèòîôëóîðèìåòðå GuavaEasyCyte6 (Millipore, ÑØÀ)
ïðîâîäèëè èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ CD19, CD34, CD45,
CD73, CD90, CD105, CD146 è CD166 (BD, ÑØÀ) ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå (Dmitrieva et al., 2012). Äëÿ îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ê ñòàíäàðòíîé ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè ñëåäóþùèå ôàêòîðû: 50 ìêÌ àñ-
êîðáèíîâîé êèñëîòû, 1 ìêÌ äåêñàìåòàçîíà è 10 ìÌ
áåòà-ãëèöåðîôîñôàòà (Sigma, ÑØÀ).

Ò ð à í ñ ä ó ê ö è ÿ Ì Ì Ñ Ê. ×åðåç 1 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà
ÌÌÑÊ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè êîíöåíòðàò
âèðóñíûõ ÷àñòèö, ÷åðåç 6 ÷ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåíÿëè
íà ñâåæóþ. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè êîíòðîëèðîâàëè
ïðè ïîìîùè èñïîëüçîâàíèÿ âèðóñà, íåñóùåãî GFP, â ïà-
ðàëëåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, è îíà ñîñòàâëÿëà 90—95 %.

Ï î ä ñ ÷ å ò ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò è ä è ô ô å ð å í ö è ð î â-
ê è. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè èíòàêòíûå êëåòêè,
òðàíñäóöèðîâàííûå êîíòðîëüíûì âèðóñîì, íåñóùèì ãåí
ëàìèíà äèêîãî òèïà (LMNAwt) ëèáî ãåí ëàìèíà ñ îäíîé
èç 6 èññëåäóåìûõ ìóòàöèé (ñì. âûøå). Â òðàíñäóöèðî-
âàííûõ è êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ èíäóöèðîâàëè îñòåîãåí-
íóþ äèôôåðåíöèðîâêó è àíàëèçèðîâàëè äèôôåðåíöèðî-
âàííûå ïîïóëÿöèè êëåòîê äâóìÿ ïóòÿìè.

1. ×åðåç 21 ñóò ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòêè îêðàøèâàëè ñïåöèôè÷åñêèì êðàñèòåëåì, âûÿâëÿ-
þùèì îòëîæåíèÿ ôîñôàòà êàëüöèÿ (àëèçàðèíîâûé êðàñ-
íûé; Sigma, ÑØÀ), ïîëó÷àëè ìèêðîôîòîãðàôèè ñ ïîìî-
ùüþ ìèêðîñêîïà «Àêñèî Îáñåðâåð» ñ îáúåêòèâîì LD
«A-Plan» 20X/0.3 Ph (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è êàìåðû Ca-
mera Jenoptic ProgRes MF (Jenoptic, Ãåðìàíèÿ) è çàòåì
ïðîâîäèëè àíàëèç ìàññèâà ìèêðîôîòîãðàôèé ñ îáñ÷åòîì
ñîîòíîøåíèÿ îáëàñòåé äèôôåðåíöèðîâàííûõ è íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû MosaiX (Carl
Zeiss Microsystems, Ãåðìàíèÿ).

2. Ïðîâîäèëè àíàëèç ýêñïðåññèè îñòåîãåííûõ ìàðêå-
ðîâ íà 4, 14 è 21-å ñóò ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè
ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ
âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà TRIzol (Invitrogen, ÑØÀ).
Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Ëèò-
âà). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè èñ-
ïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèå ñèñòåìû ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè SYBR Green (Åâðîãåí, Ðîññèÿ). Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷å-
ñêèå ìàðêåðû — SPP1 (îñòåîïîíòèí), IBSP (ñèàëîïðîòå-
èí) è BGLAP (îñòåîêàëüöèí). Âëèÿíèå ìóòàíòíûõ ôîðì
LMNA íà ñèãíàëüíûé ïóòü Notch îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè
îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà HEY1 ìåòîäîì êîëè÷åñò-
âåííîé ÏÖÐ. Â êà÷åñòâå ýíäîãåííîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçî-
âàëè ãåí GAPDH. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
ïðàéìåðû:

HEY1 F TGGATCACCTGAAAATGCTG, HEY1 R CG-
AAATCCCAAACTCCGATA, IBSP F TGCCACTCACTG-
CCTTGAGCC, IBSP R GAGAAAGCACAGGCCATTCC-
CA, BGLAP F TGGCCGCACTTTGCATCGCT, BGLAP R
TTGCTGGACTCTGCACCGCT, SPP1 F GCCACATGGC-
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TAAACCCTGACCC, SPP1 R TGTGGTCATGGCTTTC-
GTTGGACT, GAPDH FAATGAAGGGGTCATTGATGG è
GAPDH R AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ìó-
òàíòíûõ ôîðì LMNA íà ñèãíàëüíûé ïóòü Notch ÌÌÑÊ
òðàíñäóöèðîâàëè îäíîâðåìåííî âèðóñîì, íåñóùèì îäíó
èç ôîðì LMNA (äèêîãî òèïà ëèáî ìóòàíòíóþ), à òàêæå
âèðóñîì, íåñóùèì äîìåí NICD. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
4 ñóò, çàòåì ëèçèðîâàëè è ïîäòâåðæäàëè ñîäåðæàíèå
NICD ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäè-
êå ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê áåëêó Notch1 (Santa Cruz,
ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè âòîðè÷íûå àíòèòåëà, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (BioRad, ÑØÀ). Äåòåêöèþ
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû óñèëåííîé õåìèëþ-
ìèíåñöåíöèè (Thermo Scientific, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ íà ïðèáîðå ChemiDoc (Bio-
Rad, ÑØÀ). Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñ-
ïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Statistica, ãðàôèêè ñòðîèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Microsoft Exel.

Î ï ð å ä å ë å í è å ó ð î â í ÿ à ê ò è â à ö è è ð å ï î ð-
ò å ð í û õ ê î í ñ ò ð ó ê ö è é. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ àê-
òèâàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch èñïîëüçîâàëè ðåïîðòåð-
íóþ ëþöèôåðàçíóþ êîíñòðóêöèþ 12�CSL-luc (ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíà ïðîô. U. Lendahl, Êàðîëèíñêèé èíñòèòóò,
Ñòîêãîëüì, Øâåöèÿ) (Hansson et al., 2010), íåñóùóþ ãåí
ëþöèôåðàçû ïîä êîíòðîëåì ìèíèìàëüíîãî ïðîìîòîðà,
ïåðåä êîòîðûì íàõîäÿòñÿ 12 ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ôàêòîðà
CSL (CBF1/RBP-Jk), êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ÿâëÿåòñÿ
íåïîñðåäñòâåííîé ìèøåíüþ ñâÿçûâàíèÿ àêòèâèðîâàííî-
ãî äîìåíà NICD. Â êëåòêè ëèíèè 293HEK ââîäèëè ðåïîð-
òåðíóþ ïëàçìèäó CSL-luc ìåòîäîì êàëüöèé-ôîñôàòíîé
òðàíñôåêöèè è ïëàçìèäó, íåñóùóþ ãåí LMNA äèêîãî
òèïà ëèáî ñ îäíîé èç èññëåäóåìûõ ìóòàöèé. ×åðåç 48 ÷
êëåòêè ëèçèðîâàëè è èçìåðÿëè ëþöèôåðàçíóþ àêòèâ-
íîñòü íà ïðèáîðå Synergy2 (BioTek, ÑØÀ).

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó Statistica, ãðàôèêè ñòðîèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììû Microsoft Exel.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ñðåäà
a-MEM (Ïàíýêî, Ðîññèÿ); ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êî-
ðîâ (Hyclone, ÑØÀ); ïåíèöèëëèí, ñòðåïòîìèöèí è ðåà-
ãåíò äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ Trizol (Invirogen, ÑØÀ); àñêîð-
áèíîâàÿ êèñëîòà, äåêñàìåòàçîí è áåòà-ãëèöåðîôîñôàò,
êðàñèòåëü àëèçàðèíîâûé êðàñíûé (Sigma, ÑØÀ); íàáîð
äëÿ ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè Reveart Aid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Ëèòâà); íàáîð äëÿ
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè SYBR Green (Åâðîãåí, Ðîññèÿ);
àíòèòåëà ê áåëêó Notch (Santa Cruz, ÑØÀ); âòîðè÷íûå àí-
òèòåëà ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Biorad, ÑØÀ); ñèñòåìà óñè-
ëåííîé õåìîëþìèíåñöåíöèè (Thermo Scientific, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Î ö å í ê à â ë è ÿ í è ÿ ì ó ò à ö è é ã å í à L M N A í à
ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó Ì Ì Ñ Ê. Èçâåñòíî, ÷òî ðàçëè÷-
íûå ìóòàöèè â ãåíå LMNA ìîãóò ïðèâîäèòü ê ôîðìàì ëà-
ìèíîïàòèé, ôåíîòèïè÷åñêè ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî òèïó çà-
òðîíóòîé òêàíè ãëàâíûì îáðàçîì ìåçåíõèìíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ — æèðîâîé, êîñòíîé èëè ìûøå÷íîé. ÌÌÑÊ
íàèáîëåå ýôôåêòèâíî ìîæíî äèôôåðåíöèðîâàòü in vitro â
àäèïî- è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Ðàíåå íàìè áûëî ïî-
êàçàíî âëèÿíèå ëàìèíîâ íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÌÑÊ â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè (Ìàëàøè÷åâà è äð.,
2013). Íà ïåðâîì ýòàïå íàñòîÿùåé ðàáîòû ìû ïðîâåðèëè,
êàê ìóòàöèè LMNA, ïðèâîäÿùèå in vivo ê ïîðàæåíèþ ðàç-
íûõ òèïîâ òêàíåé (îáóñëîâëèâàþùèå ðàçëè÷íûå ôîðìû
ëàìèíîïàòèé), âëèÿþò íà äèôôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ â îñ-
òåîãåííîì íàïðàâëåíèè. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ÌÌÑÊ
æèðîâîé òêàíè çäîðîâûõ äîíîðîâ, îõàðàêòåðèçîâàííûå ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íà ñòàíäàðòíûå
äëÿ ÌÌÑÊ ìàðêåðû è ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà (Dmit-
rieva et al., 2012).

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ìóòàíòíûõ ôîðì LMNA íà äèô-
ôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ áûëè ñîçäàíû ëåíòèâèðóñíûå êîí-
ñòðóêöèè, íåñóùèå òî÷å÷íûå ìóòàöèè ãåíà LMNA. Â ðà-

262 Ì. À. Áîãäàíîâà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ, òðàíñäóöèðîâàííûõ êîíòðîëüíûì âèðóñîì, íå-
ñóùèì ëàìèí äèêîãî òèïà (WT L) è ãåíû ëàìèíà ñ ìóòàöèÿìè (îáîçíà÷åíû öèôðàìè).

a — ôîòîãðàôèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, îêðàøåííûõ Alizarin Red, íà 21-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè, 20�; á — ðåçóëüòàòû àâòîìàòèçèðîâàííîãî îáñ÷åòà
ìàññèâà ôîòîãðàôèé; ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíàÿ ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè (÷èñëî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê íà åäèíèöó ïëîùàäè).
Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Çâåçäî÷êà — P < 0.05. ÍÄ — íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè, Ä — äèô-

ôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè.



áîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ìóòàöèè, çàòðàãèâàþùèå ñëåäó-
þùèå òêàíè: G232E — ìûøå÷íóþ, G465D è R482L —
æèðîâóþ, R471C è R527C — êîñòíóþ. Òàêæå áûëà èñïî-
ëüçîâàíà ìóòàöèÿ (R571C), ïðèâîäÿùàÿ ê ôîðìèðîâàíèþ
òàê íàçûâàåìîãî êàðäèîãåííîãî ôåíîòèïà. Ó ïàöèåíòîâ ñ
òàêîé ìóòàöèåé íå îòìå÷àåòñÿ ÿðêî âûðàæåííîãî ïîðàæå-
íèÿ îäíîé èç òêàíåé, íî íàáëþäàåòñÿ âûðàæåííàÿ ñåðäå÷-
íàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü (êàðäèîìèîïàòèÿ). ÌÌÑÊ òðàíñäó-
öèðîâàëè ëåíòèâèðóñàìè, íåñóùèìè ìóòàíòûå ôîðìû
ãåíà LMNA ëèáî LMNAwt â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ. Ïîñëå
òðàíñäóêöèè ñîîòâåòñòâóþùèìè âèðóñàìè â ÌÌÑÊ èí-
äóöèðîâàëè îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ìóòàöèé ãåíà LMNA íà ïðîöåññ
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ áûëà ïðîâåäåíà ìîðôîëîãè÷å-
ñêàÿ îöåíêà êóëüòóð (ðèñ. 1, à), à çàòåì îöåíêà óðîâíÿ
äèôôåðåíöèðîâêè èññëåäóåìûõ êóëüòóð ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììíîãî àíàëèçà áîëüøîãî ìàññèâà ìèêðîôîòîãðàôèé
êóëüòóð êëåòîê, îêðàøåííûõ êðàñèòåëåì àëèçàðèíîâûì
êðàñíûì íà 21-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè. Èç äàííûõ, ïðåä-
ñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1, à, âèäíî, ÷òî äèôôåðåíöèðóþùèå-
ñÿ êëåòêè, òðàíñäóöèðîâàííûå âèðóñàìè, íåñóùèìè ìó-
òàíòíûå ôîðìû LMNA, ìîðôîëîãè÷åñêè îòëè÷àþòñÿ îò
êîíòðîëüíûõ êëåòîê, òðàíñäóöèðîâàííûõ LMNAwt. Ïðè
ïîäñ÷åòå êîëè÷åñòâà äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê íàè-
áîëüøèå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê îòìå÷åíû äëÿ
ìóòàöèé 471 è 571 (ðèñ. 1, á).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåñ-
ñèþ ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-

ðîâêè (SPP1, IBSP è BGLAP) ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè. Ìû ïðîâåðèëè, êàê èçìåíÿåòñÿ ýêñï-
ðåññèÿ îñòåîãåííûõ ìàðêåðîâ â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÌÑÊ (ðèñ. 2). Äëÿ âñåõ òðåõ èñïîëüçîâàííûõ ìàðêåðîâ
áûëî ïîëó÷åíî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ñî-
îòâåòñòâóþùåãî ãåíà ê 14-ì ñóò îñòåîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè. Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü âëèÿíèå âèðóñíîé
òðàíñäóêöèè íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ, ìû
ñðàâíèëè ýêñïðåññèþ îñòåîãåííûõ ìàðêåðîâ â êëåòêàõ ñ
òðàíñäóêöèåé LMNAwt è áåç íåå (ðèñ. 2). Óâåëè÷åíèå ýêñ-
ïðåññèè ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè ïðîèñõîäèò â òðàíñ-
äóöèðîâàííûõ LMNAwt êëåòêàõ òàê æå, êàê è â íåòðàíñ-
äóöèðîâàííûõ. Òàêèì îáðàçîì, ââåäåíèå ýêçîãåííîãî ëà-
ìèíà ïðè ïîìîùè ëåíòèâèðóñíîé òðàíñäóêöèè ñàìî ïî
ñåáå íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ñòåïåíü èíäóêöèè ìàðêåðîâ
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Ðèñ. 2. Ñðàâíåíèå äèíàìèêè ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè IBSP, BGLAP è SPP1 íà óðîâíå ìÐÍÊ (ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè) ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÌÌÑÊ áåç òðàíñ-
äóêöèè (Ê) è òðàíñäóöèðîâàííûõ LMNA äèêîãî òèïà

(LMNAwt).

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ îò íà÷àëà äèôôåðåíöèðîâêè (0 ñóò îáîçíà÷àåò
îòñóòñòâèå äèôôåðåíöèðîâêè); ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü
ìÐÍÊ ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà. Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû

âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà ýêñïðåññèþ îñòåî-
ãåííûõ ìàðêåðîâ IBSP, BGLAP è SPP1 íà óðîâíå ìÐÍÊ (ÏÖÐ

â ðåàëüíîì âðåìåíè) ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÌÌÑÊ.

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ îò íà÷àëà äèôôåðåíöèðîâêè; ïî âåðòèêàëè —
îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà. Âåðòèêàëüíûìè
îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Çâåçäî÷-
êà — P < 0.05. Óðîâåíü ýêñïðåññèè íîðìèðîâàëñÿ íà ñîîòâåòñòâóþùèé

óðîâåíü â êëåòêàõ, òðàíñäóöèðîâàííûõ ëàìèíîì äèêîãî òèïà (WT).



äèôôåðåíöèðîâêè è ìîæåò áûòü ïðèìåíåíî äëÿ äàëüíåé-
øåé îöåíêè ââåäåíèÿ ìóòàíòíûõ ôîðì LMNA íà ýôôåê-
òèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè.

Çàòåì ìû ïðîâåðèëè, êàê âëèÿþò ìóòàíòíûå ôîðìû
ãåíà LMNA íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÌÑÊ â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè. Ââåäåíèå ìó-
òàíòíûõ ôîðì LMNA â ÌÌÑÊ ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèÿì â
ýêñïðåññèè ìàðêåðíûõ ãåíîâ â ÌÌÑÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè, íåñóùèìè LMNAwt (ðèñ. 3). Íà óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðà IBSP â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè íàèáîëü-
øåå âëèÿíèå îêàçàëè ìóòàöèè 471, 527 è 571. Óðîâåíü
ìàðêåðà BGLAP çíà÷èìî èçìåíÿëñÿ äëÿ âñåõ ìóòàöèé.
Â îòíîøåíèè SPP1 íàèáîëüøèé ýôôåêò óñèëåíèÿ ýêñï-
ðåññèè îêàçàëè ìóòàöèè 471 è 527. Â öåëîì ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ââåäåíèå ìóòàíòíûõ ôîðì
LMNA îêàçûâàåò âëèÿíèå íà äèôôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ,
ïðè÷åì äëÿ êàæäîé èç èññëåäîâàííûõ ìóòàöèé õàðàêòåð-
íû ñïåöèôè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ ýòîãî âëèÿíèÿ.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ðàáîòû ñòàëî èññëåäîâàíèå âîç-
ìîæíûõ ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ðàçíûõ ìóòàöèé LMNA íà
îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ. Êàê óïîìèíà-
ëîñü ðàíåå, îäíèì èç âàæíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, âëèÿþ-
ùèõ íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ ñèã-
íàëüíûé ïóòü Notch, äëÿ êîòîðîãî ïîêàçàíî ó÷àñòèå â
ïðîöåññàõ äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê, â ÷àñòíîñòè â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè (Zhu
et al., 2008). Îäíàêî âçàèìîäåéñòâèå ýòîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè ñ ëàìèíàìè ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíî. Çàäà÷åé ñëåäó-
þùåãî ýòàïà ðàáîòû ñòàëè îöåíêà âîçìîæíîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ëàìèíîâ A/C è ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch.

Ýêçîãåííîå ââåäåíèå àêòèâèðîâàííîãî äîìåíà áåëêà
Notch — NICD (NICD-Notch intracellular domain) — ñëó-
æèò ýêñïåðèìåíòàëüíîé èìèòàöèåé àêòèâàöèè ñèãíàëüíî-
ãî ïóòè Notch. Ãåí HEY ÿâëÿåòñÿ îñíîâíîé òðàíñêðèïöè-
îííîé ìèøåíüþ ìóëüòèáåëêîâîãî êîìïëåêñà, êîòîðûé
ñîáèðàåòñÿ â êëåòêå â ðåçóëüòàòå àêòèâàöèè ñèãíàëüíîãî
ïóòè Notch (Andersson et al., 2011). Â ñîñòàâ ýòîãî êîìï-
ëåêñà âõîäèò òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð CSL, êîòîðûé
ïðè àêòèâàöèè èíèöèèðóåò òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ-ìè-
øåíåé Notch. Ìû ïðîâåðèëè, ïðîèñõîäèò ëè àêòèâàöèÿ
ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch â ÌÌÑÊ ïî óðîâíþ àêòèâàöèè
ýêñïðåññèè ãåíà HEY è âëèÿåò ëè íà óðîâåíü àêòèâàöèè
ýêçîãåííîå ââåäåíèå LMNAwt (ðèñ. 4, á). Ðåçóëüòàòû, ïðè-
âåäåííûå íà ðèñ. 4, á, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî NICD àêòèâè-
ðóåò ýêñïðåññèþ HEY è ââåäåíèå LMNAwt íå âëèÿåò íà
àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè HEY â îòâåò íà ââåäåíèå NICD.

Äàëåå ìû ïðîâåðèëè, êàê âëèÿåò íà àêòèâàöèþ HEY
îäíîâðåìåííîå ââåäåíèå â ÌÌÑÊ äîìåíà NICD è ìóòàí-
òíûõ ôîðì LMNA (ðèñ. 4, â). Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå
óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè HEY ïðîèñõîäèëî òîëüêî ïðè ââå-
äåíèè ìóòàöèè 527. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîäòâåðäèòü, ÷òî íà-
áëþäàåìîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè HEY äåéñòâèòåëüíî
ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâàöèè CSL,
ìû èñïîëüçîâàëè ðåïîðòåðíóþ ëþöèôåðàçíóþ êîíñòðóê-
öèþ, â ñîñòàâ êîòîðîé âõîäÿò 12 CSL-çàâèñèìûõ ïîâòî-
ðîâ. Àêòèâàöèÿ ãåíà ëþöèôåðàçû ñâèäåòåëüñòâóåò îá àê-
òèâàöèè CSL-òðàíñêðèïöèè. Íà ðèñ. 4, ã ïðåäñòàâëåíû
ðåçóëüòàòû àíàëèçà àêòèâàöèè CSL-çàâèñèìîé òðàíñ-
êðèïöèè ïðè ââåäåíèè ëèøü NICD â ÌÌÑÊ è çàòåì ïðè
îäíîâðåìåííîì ââåäåíèè NICD ñîâìåñòíî ñ LMNAwt

264 Ì. À. Áîãäàíîâà è äð.

Ðèñ. 4. Âçàèìîäåéñòâèå ëàìèíîâ è ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch.

à — âûÿâëåíèå ýêçîãåííîãî NICD â ÌÌÑÊ, òðàíñäóöèðîâàííûõ êîíòðîëüíîé (WT) è ìóòàíòíûìè (îáîçíà÷åíû öèôðàìè) ôîðìàìè LMNA; á — àêòè-
âàöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà HEY â ÌÌÑÊ ïðè ââåäåíèè NICD; ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ; â — âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà ýêñ-
ïðåññèþ HEY â ÌÌÑÊ ïðè ýêçîãåííîì ââåäåíèè NICD â êëåòêàõ, òðàíñäóöèðîâàííûõ LMNAwt (WT) è ãåíàìè LMNA ñ ìóòàöèÿìè (îáîçíà÷åíû öèôðà-
ìè); ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ; ã — âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà CSL-çàâèñèìóþ òðàíñêðèïöèþ. Êëåòêè ëèíèè HEK293
òðàíñôèöèðîâàëè ðåïîðòåðíûì ëþöèôåðàçíûì âåêòîðîì CSL-luc, âåêòîðîì, íåñóùèì NICD, è âåêòîðîì, íåñóùèì LMNAwt ëèáî ìóòàíòíûé LMNA.
Ïî âåðòèêàëè — ëþöèôåðàçíàÿ àêòèâíîñòü (îòí. åä.). Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Çâåçäî÷êà —

P < 0.05. Óðîâåíü ýêñïðåññèè íîðìèðîâàëñÿ íà ñîîòâåòñòâóþùèé óðîâåíü â êëåòêàõ, òðàíñäóöèðîâàííûõ ëàìèíîì äèêîãî òèïà (WT L).



ëèáî ñ îäíîé èç ÷åòûðåõ èññëåäîâàííûõ ìóòàöèé — 465,
482, 527 èëè 571. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò,
÷òî ïðè ââåäåíèè NICD â ÌÌÑÊ àêòèâèðóåòñÿ CSL-çàâè-
ñèìàÿ òðàíñêðèïöèÿ êàê â íåòðàíñäóöèðîâàííûõ êëåòêàõ,
òàê è ïðè ââåäåíèè LMNAwt. Ââåäåíèå ìóòàíòíûõ ôîðì
LMNA çíà÷èìî óâåëè÷èâàåò CSL-çàâèñèìóþ òðàíñêðèï-
öèþ òîëüêî ïðè ââåäåíèè ìóòàöèè 527, òîãäà êàê ïðè ââå-
äåíèè äðóãèõ ìóòàöèé çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé îáíàðóæèòü
íå óäàëîñü. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå LMNA ìîãóò çàòðàãèâàòü
ôóíêöèîíèðîâàíèå ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch â ÌÌÑÊ, òàê
÷òî ìîæíî ãîâîðèòü î âçàèìîäåéñòâèè ëàìèíîâ A/C ñ
êîìïîíåíòàìè ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè.

Îáñóæäåíèå

Ëàìèíû — îäíè èç íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åííûõ áåë-
êîâ, îäíàêî ìíîãèå èõ ñâîéñòâà îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè
(Zuela et al., 2012). Òàê, ñëàáî èçó÷åííûìè îñòàþòñÿ ñâîé-
ñòâà ëàìèíîâ ïî èõ âçàèìîäåéñòâèþ ñ ïóòÿìè âíóòðèêëå-
òî÷íîé ñèãíàëèçàöèè è ó÷àñòèþ â îïðåäåëåíèè âûáîðà
êëåòêîé îäíîãî èç âîçìîæíûõ ïóòåé — ïðîäîëæåíèÿ êëå-
òî÷íîãî öèêëà, çàïóñêà ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè èëè
âñòóïëåíèÿ â àïîïòîç. Îñîáåííî âàæíî èññëåäîâàíèå
ñâîéñòâ ëàìèíîâ A/C, â ñâåòå òîãî ÷òî ìóòàöèè ãåíà
LMNA ïðèâîäÿò ê ñåðüåçíûì çàáîëåâàíèÿì. Ëàìèíîïà-
òèè, âûçâàííûå ðàçëè÷íûìè ìóòàöèÿìè â ãåíàõ ëàìèíîâ,
ÿâëÿþòñÿ «çåðêàëîì» íàðóøåíèÿ ôóíêöèé ëàìèíîâ, à
ñàìè ìóòàöèè — óäîáíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ òåõ íàðóøåíèé, ê êîòîðûì îíè ïðèâîäÿò. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ïðîâåäåíà îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè îñòåîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîä âëèÿíèåì ìóòàöèé â ãåíå LMNA,
ñâÿçàííûõ c êîíêðåòíûì ôåíîòèïîì — íàðóøåíèåì ðàç-
âèòèÿ òîé èëè èíîé òêàíè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ìóòàöèè â
ðàçíîé ñòåïåíè âëèÿþò íà ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê îñòåîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå êàê íà óðîâíå ýêñïðåññèè ñïåöè-
ôè÷åñêèõ îñòåîãåííûõ ìàðêåðîâ SPP1, BGLAP è IBSP,
òàê è íà ìîðôîëîãè÷åñêîì óðîâíå.

Ïðè îêðàñêå äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÌÑÊ ìû íà-
áëþäàëè èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêîé êàðòèíû îñòåîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ
ìóòàöèé, õîòÿ ïðÿìîé ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê âûÿâèë çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ ëèøü äëÿ
ìóòàöèé 471 è 571.

Íàèáîëüøåå âëèÿíèå íà óñèëåíèå ýêñïðåññèè îñòåî-
ãåííûõ ìàðêåðîâ îêàçàëè ìóòàöèè 471 è 527. Ñòåïåíü îñ-
òåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðè ýòèõ ìóòàöèÿõ, çàòðàãè-
âàþùèõ êîñòíóþ òêàíü, óâåëè÷èâàåòñÿ äëÿ âñåõ èññëåäó-
åìûõ ìàðêåðîâ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ çàêîíîìåðíûì. Ìóòàöèÿ
465, çàòðàãèâàþùàÿ æèðîâóþ òêàíü, îêàçàëà íàèìåíüøåå
äåéñòâèå íà âñåõ ñðîêàõ äèôôåðåíöèðîâêè è ïðè âñåõ èñ-
ïîëüçóåìûõ ìàðêåðàõ; ñòåïåíü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè ïðè ýòîé ìóòàöèè ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ îò
äèêîãî òèïà. ×òî êàñàåòñÿ îñòàëüíûõ ìóòàöèé, èõ ýôôåêò
ðàçëè÷àåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîãî ìàðêåðà.
Íàèáîëüøåå èçìåíåíèå ñòåïåíè ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîä
âîçäåéñòâèåì ìóòàíòíûõ ôîðì ëàìèíîâ îòìå÷àåòñÿ äëÿ
ðàííèõ ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (SPP1 è
IBSP), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå âûñêàçàííûìè ïðåäïîëî-
æåíèÿìè î âîâëå÷åíèè ëàìèíîâ A/C â íàèáîëåå ðàííèå
êëåòî÷íûå ñîáûòèÿ, îïðåäåëÿþùèå òêàíåñïåöèôè÷íîñòü.
Âåðîÿòíî, ÷òî â ñâÿçè ñ ýòèì ýôôåêò èññëåäóåìûõ ìóòà-

öèé íà ýêñïðåññèþ ïîçäíåãî ìàðêåðà BGLAP íàèìåíåå
âûðàæåí.

Â íàñòîÿùèé ìîìåíò îïóáëèêîâàíû äàííûå èññëåäî-
âàíèé, ïðîâîäèâøèõñÿ â íàïðàâëåíèè èçó÷åíèÿ ðîëè ëà-
ìèíîâ A/C â äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ (Scaffidi et al., 2008; Rauner et al., 2009; Zhang
et al., 2011). Íåñìîòðÿ íà áîëüøîé îáúåì è èíôîðìàòèâ-
íîñòü äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â ýòèõ èññëåäîâàíèÿõ, íåîáõî-
äèìî îòìåòèòü, ÷òî îíè ïðîâîäèëèñü ñ èñïîëüçîâàíèåì
siRNA ëèáî íîêàóòíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé íà ìûøàõ è íà
èììîðòàëèçèðîâàííûõ ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ îò áîëüíûõ
ïðîãåðèåé. Â ïåðâîì ñëó÷àå ìîäåëü èçó÷åíèÿ îñíîâàíà íà
ïîëíîì îòñóòñòâèè ýêñïðåññèè ëàìèíà â êëåòêàõ, ÷òî íå
îòðàæàåò ôèçèîëîãè÷åñêîé ñèòóàöèè, íàáëþäàåìîé ïðè
ëàìèíîïàòèÿõ. Âî âòîðîì ñëó÷àå ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìî-
äåëü ïðîãåðèè íå ìîæåò áûòü ýêñòðàïîëèðîâàíà íà áîëü-
øèíñòâî íàèáîëåå êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ ëàìèíîïàòèé,
ïîñêîëüêó ïàòîãåíåç ïðîãåðèè ñâÿçàí ñ íàðóøåíèåì ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèè ëàìèíîâ, à íå ñ âëèÿíè-
åì ìóòàöèé íà ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ áåëêà. Òàêèì îáðà-
çîì, íàøå èññëåäîâàíèå ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ ìóòàöèé
ãåíà LMNA íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ ÿâëÿåò-
ñÿ âåñüìà àêòóàëüíûì.

Cíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè LMNA ïóòåì ââåäåíèÿ
siRNA ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ýôôåêòèâíîñòè îñòåîäèô-
ôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ ó ìûøåé, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ïå-
ðåêëþ÷åíèå äèôôåðåíöèðîâêè ñ îñòåîãåííîé íà æèðî-
âóþ (Akter et al. 2009). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî â îðãàíèçìå
òðàíñãåííûõ ìûøåé, ó êîòîðûõ óäàëåí ãåí LMNA, ïðàê-
òè÷åñêè íå ôîðìèðóåòñÿ êîñòíàÿ òêàíü. Òàêèì îáðàçîì,
ðîëü ëàìèíîâ A/C â îñòåîäèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê ïîä-
òâåðæäàåòñÿ ðàáîòàìè äðóãèõ àâòîðîâ, îäíàêî âëèÿíèå
ñïåêòðà ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà äèôôåðåíöèðîâêó
ÌÌÑÊ ðàíåå íå áûëî èññëåäîâàíî. Â íàñòîÿùåé è ïðå-
äûäóùåé (Ìàëàøè÷åâà è äð., 2013) ðàáîòàõ ïðè ââåäåíèè
ðàçíûõ òàíåñïåöèôè÷íûõ ìóòàöèé ìû íå íàáëþäàëè êà-
êîãî-òî îäíîãî ýôôåêòà íà äèôôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ.
Ââåäåííûå ìóòàöèè íå âûêëþ÷àþò ôóíêöèè ëàìèíîâ
A/C, à ìîäèôèöèðóþò èõ òàê, ÷òî â ñëó÷àå íåêîòîðûõ ìó-
òàöèé ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè íå òîëüêî íå
ñíèæàåòñÿ, íî äàæå óâåëè÷èâàåòñÿ.

Ìû ïîëàãàåì, ÷òî íàáëþäàåìûé ðàçíûé ýôôåêò îò
ðàçíûõ ìóòàöèé ìîæåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ñïîñîáíîñòü
êëåòîê ê äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê ðåãóëèðóåòñÿ êàêèì-òî
áàëàíñîì ëàìèíîâûõ ôîðì è ÷òî íàðóøåíèå ýòîãî áàëàí-
ñà ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñäâèãó äèôôåðåíöèðîâêè â òó èëè
èíóþ ñòîðîíó. Âåðîÿòíî, ïîýòîìó ðàçíûå ìóòàöèè îäíî-
ãî è òîãî æå ãåíà ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ ýòîé ñïîñîáíî-
ñòè è êàê ñëåäñòâèå — ê ðàçíûì ôåíîòèïàì çàáîëåâàíèÿ.
Íåäàâíî îáíàðóæåíî ôèçè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ëàìè-
íîâ À/C ñ õðîìàòèíîì (Lund et al., 2013). Ïîêàçàíî, ÷òî
ëàìèíû À/C ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ðàçíûìè ó÷àñòêà-
ìè õðîìàòèíà, âêëþ÷àÿ ïðîìîòîðíûå îáëàñòè, è ñïåêòð
ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ èçìåíÿåòñÿ â õîäå äèôôåðåíöèðîâ-
êè (Lund et al., 2013). Òàêèì îáðàçîì, êîíêðåòíûå ìóòà-
öèè äåéñòâèòåëüíî ìîãóò ïî-ðàçíîìó âêëþ÷àòü èëè âû-
êëþ÷àòü äåéñòâèå îïðåäåëåííûõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå è îò-
âåòñòâåííûõ çà äèôôåðåíöèðîâêó, è ïðîèñõîäèò ýòî,
ïî-âèäèìîìó, íà ýïèãåíåòè÷åñêîì óðîâíå. Äàëüíåéøàÿ
ðàáîòà ïî âûÿñíåíèþ ýòîãî âîïðîñà íà êîíêðåòíûõ êëå-
òî÷íûõ ìîäåëÿõ ïîìîæåò ïðîÿñíèòü ýòîò âîïðîñ.

Âîïðîñ î òîì, ñ êàêèìè èìåííî êàñêàäàìè âíóòðèêëå-
òî÷íîé ñåòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà âçàèìîäåéñòâóþò ëàìèíû
A/C, îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Òàê, íà ìîäåëè ïðîãåðèè áûëà
ïîêàçàíà àêòèâàöèÿ êîìïîíåíòîâ ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch
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è åãî òðàíñêðèïöèîííûõ ìèøåíåé HEY è HES â ÌÌÑÊ
(Scaffidi et al., 2008). Â òî æå âðåìÿ äðóãèå àâòîðû òàêæå
íà ìîäåëè ïðîãåðèè íå ñìîãëè ïîäòâåðäèòü ýòè äàííûå
(Zhang et al., 2011). Íàøè ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò â ïîëüçó íà-
ëè÷èÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ëàìèíîâ A/C è ñèãíàëüíîãî ïóòè
Notch. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå ìóòàöèè 527 ïðèâîäèò
ê óñèëåíèþ Notch-çàâèñèìîé òðàíñêðèïöèè ãåíà HEY.
Ñèãíàëüíûé ïóòü Notch ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç áàçîâûõ ïóòåé
ìåæêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè, îïðåäåëÿþùèõ âûáîð êëåò-
êîé îäíîãî èç âîçìîæíûõ ïóòåé — ïðîäîëæåíèÿ êëåòî÷-
íîãî öèêëà, çàïóñêà äèôôåðåíöèðîâêè èëè âñòóïëåíèÿ â
àïîïòîç. Òàêæå Notch ìîæåò îïðåäåëÿòü ñîîòíîøåíèå
ñòâîëîâûõ ñâîéñòâ è ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå (Andersson et al., 2011). Ìû ïîëàãàåì, ÷òî íàøè
äàííûå î âîçìîæíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ëàìèíîâ A/Ñ è
êîìïîíåíòîâ ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè óêàçûâàþò íà òî,
÷òî èçìåíåíèå ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê äèôôåðåíöèðîâêå
ïðè ìóòàöèÿõ â ãåíå LMNA ìîæåò ïðîèñõîäèòü ïðè ó÷àñ-
òèè Notch. Äåòàëè âçàèìîäåéñòâèÿ ëàìèíîâ è ñèãíàëüíî-
ãî ïóòè Notch, à òàêæå åãî âëèÿíèå íà äèôôåðåíöèðîâêó
êëåòîê áóäóò ñëóæèòü ïðåäìåòîì íàøèõ ïîñëåäóþùèõ
èññëåäîâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ â ðàìêàõ ÔÖÏ
«Êàäðû» (ñîãëàøåíèå ¹ 8105 îò 23.10.2012) è
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 14-04-01265).
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NUCLEAR LAMINS REGULATE OSTEOGENIC DIFFERENTIATION

OF MESENCHYMAL STEM CELLS
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Nuclear lamins are the major proteins of nuclear envelope and provide the strength of nuclear membrane as
well as the interaction of extra-nuclear structures with components of cell nucleus. Recently, it became clear
that lamins not only play a structural role in the cell, but could also regulate cell fate, for example lamins could
influence cell differentiation via interaction with components of the Notch signaling pathway. Human mutati-
ons in LMNA, encoding lamin A/C lead to diseases commonly referred to as laminopathies. Different mutations
cause tissue specific phenotypes that affect predominantly a tissue of mesenchymal origin. The nature of this

266 Ì. À. Áîãäàíîâà è äð.



phenomenon, as well as the mechanisms by which lamins regulate cell differentiation remain poorly understo-
od. The aim of this study was to investigate the effect of different mutations of the LMNA on human mesen-
chymal stem cell (MSC) osteogenic differentiation, and to explore a possible interaction of lamins and
Notch signaling pathway. We modified human MSC with mutant LMNA bearing known mutations with tissue
specific phenotype associated with different laminopathies. We have shown that mutations associated with dif-
ferent diseases have different effects on the efficiency of MSC osteogenic differentiation and on the expression
of specific osteogenic markers SPP1, IBSP and BGLAP. We have also shown that one of the mechanisms invol-
ved in the regulation of MSC differentiation may be an interaction of lamins A/C with components of Notch
signaling.
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