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IV êîíôåðåíöèÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ
Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé

Ó×ÀÑÒÈÅ ÀÊÒÈÍÑÂßÇÛÂÀÞÙÅÃÎ ÁÅËÊÀ ÀËÜ-
ÔÀ-ÀÊÒÈÍÈÍÀ 4 Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ
NF-kB-ÇÀÂÈÑÈÌÛÕ ÃÅÍÎÂ. © Â. Þ. Àêñåíîâà, Í. Â. Ïà-
íþøåâ, Ä. Ã. Òåíòëåð. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è Ëàáî-
ðàòîðèÿ ìîëåêóëÿðíîé ôàðìàêîëîãèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî òåõíîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà (Òåõíè÷å-
ñêîãî óíèâåðñèòåòà), vasilisina@gmail.com

Àëüôà-àêòèíèí 4 (Actn4) — îäèí èç êëþ÷åâûõ áåë-
êîâ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ôîðìè-
ðîâàíèè òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ôèáðèëë è
îáðàçîâàíèè ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Êðîìå òîãî, Actn4
ñïîñîáåí ìèãðèðîâàòü â ÿäðî, ãäå îí âçàèìîäåéñòâóåò ñ
òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè è áåëêàìè ñåìåéñòâà
hnRNP, ó÷àñòâóþùèìè â ñïëàéñèíãå è òðàíñïîðòå ìÐÍÊ.
Èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè Actn4 íàáëþäàåòñÿ â íåêî-
òîðûõ òèïàõ îïóõîëåé, ÷òî àññîöèèðóþò ñ åãî âëèÿíèåì
íà ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè êëåòîê. Ïðåäâàðè-
òåëüíûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî îâåðýêñïðåññèÿ Actn4 óñè-
ëèâàåò ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ RelA/p65-çàâèñèìûõ ãåíîâ
(íàïðèìåð, ãåíà ìàòðèêñíîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû 3
(MMP3)), íî òîëüêî ïðè àêòèâàöèè ñàìîãî NF-kB.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ RelA/p65 è Actn4
ñ ïðîìîòîðíûìè îáëàñòÿìè ãåíîâ-ìèøåíåé NF-kB áûë
ïðîâåäåí ëþöèôåðàçíûé òåñò íà àêòèâàöèþ ïðîìîòîðà
ãåíà MMP-3. Ñîãëàñíî ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, îâåðýêñ-
ïðåññèÿ RelA/p65 ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè
ëþöèôåðàçû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèìåíèìîñòè äàííîé
êîíñòðóêöèè äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ Actn4 íà àêòèâ-
íîñòü RelA/p65 â îòíîøåíèè ïðîìîòîðà ãåíà MMP-3.

Òàêæå îäíîé èç ïîñòàâëåííûõ íàìè çàäà÷ áûëî âûÿñ-
íèòü, ÿâëÿåòñÿ ëè êîàêòèâàöèÿ NF-kB ñëåäñòâèåì ïðÿìî-
ãî âçàèìîäåéñòâèÿ Actn4 è ð65/RelA íà ïðîìîòîðàõ ðåãó-
ëèðóåìûõ ãåíîâ. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è áûëî ïðèíÿòî
ðåøåíèå èñïîëüçîâàòü ìåòîä õðîìàòèíîâîé èììóíîïðå-
öèïèòàöèè. Íàìè áûëî ïðîâåäåíî âûäåëåíèå êîìïëåêñîâ
RelA/p65 ñ õðîìàòèíîì (ó÷àñòêàìè ïðîìîòîðîâ NF-kB-
ðåãóëèðóåìûõ ãåíîâ MMP-3, TNC è BAX) è îïðåäåëåíî
ïðèñóòñòâèå â íèõ RelA/p65, Actn4 è ÄÍÊ. Â õîäå äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé ïëàíèðóåòñÿ âûÿâèòü ãðóïïû ãå-
íîâ, ðåãóëèðóåìûå Actn4 íà ôîíå àêòèâàöèè RelA/p65.
Èññëåäîâàíèÿ áóäóò ïðîâåäåíû íà êëåòêàõ HEK293T ñ
ïîäàâëåíèåì èëè îâåðýêñïðåññèåé Actn4 ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ìåòîäà õðîìàòèíîâîé èììóíî-
ïðåöèïèòàöèè (ChIP, ChIP-seq, ChIP-Western).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 12-04-32194-ìîë_à è 14-04-01910-à) è ãðàíòà ïðà-

âèòåëüñòâà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè äëÿ ãîñóäàðñòâåííîé
ïîääåðæêè íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé, ïðîâîäèìûõ ïîä ðó-
êîâîäñòâîì âåäóùèõ ó÷åíûõ â ðîññèéñêèõ îáðàçîâàòåëü-
íûõ ó÷ðåæäåíèÿõ âûñøåãî ïðîôåññèîíàëüíîãî îáðàçî-
âàíèÿ, îò 21 îêòÿáðÿ 2011 ã. (¹ 11.G34.31.0069).

ÂËÈßÍÈÅ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈÈ
ÈÎÍÎÂ ÕËÎÐÀ ÍÀ ÄÅÑÅÍÑÈÒÈÇÀÖÈÞ ÃÀÌÊ-ÎÏÎ-
ÑÐÅÄÎÂÀÍÍÛÕ ÈÎÍÍÛÕ ÒÎÊÎÂ ÍÅÉÐÎÍÎÂ ÊÎÐÛ
ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑÛ. © Ä. Â. Àìàõèí, Â. À. Ñå-
ìåíîâ, Í. Ï. Âåñåëêèí. Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëî-
ãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò- Ïåòåð-
áóðã, dmitry.amakhin@gmail.com

Â èçîëèðîâàííûõ íåéðîíàõ ïðåôðîíòàëüíîé êîðû ãî-
ëîâíîãî ìîçãà êðûñû ìåòîäîì ïýò÷-êëàìï â êîíôèãóðà-
öèè «öåëàÿ êëåòêà» â óñëîâèÿõ ôèêñàöèè ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà áûëà èññëåäîâàíà äåñåíñèòèçàöèÿ èîííûõ òî-
êîâ, âûçûâàåìûõ àïïëèêàöèåé ÃÀÌÊ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè
äëèòåëüíîé àïïëèêàöèè ÃÀÌÊ ðåãèñòðèðóåìàÿ äàííûì
ìåòîäîì àìïëèòóäà èîííûõ òîêîâ ñíèæàåòñÿ. Ñóùåñòâó-
þò ñâèäåòåëüñòâà òîãî, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ýòî ïàäåíèå àì-
ïëèòóäû îáóñëîâëåíî íå ïåðåõîäîì ÃÀÌÊÀ-ðåöåïòîðîâ
â äåñåíñèòèçèðîâàííîå ñîñòîÿíèå, à èçìåíåíèÿìè âíóò-
ðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ õëîðà, ïðîèñõîäÿùèìè
â õîäå àïïëèêàöèè. Â öåëÿõ èññëåäîâàíèÿ ïðèðîäû íà-
áëþäàåìîé äåñåíñèòèçàöèè òîêîâ áûëî ïðèìåíåíî ìîäå-
ëèðîâàíèå îòâåòîâ íåéðîíà íà îñíîâå èçìåðåííûõ ïàðà-
ìåòðîâ — ïîòåíöèàëà ðåâåðñèè èîííîãî òîêà è ñîïðîòèâ-
ëåíèÿ ñèñòåìû íåéðîí—ìèêðîïèïåòêà. Ìîäåëèðîâàíèå
îòâåòîâ èçîëèðîâàííûõ íåéðîíîâ ïîêàçàëî, ÷òî â õîäå àï-
ïëèêàöèè ïðîèñõîäèò ðîñò ñóììàðíîãî ñîïðîòèâëåíèÿ
ÃÀÌÊÀ-ðåöåïòîðîâ, ïðè ýòîì ñêîðîñòü ïðèðîñòà ñîïðî-
òèâëåíèÿ çàâèñèò îò âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
èîíîâ õëîðà. Òàêæå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â
õîäå îòâåòà íà àïïëèêàöèþ ÃÀÌÊ âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ èîíîâ õëîðà ìîæåò èçìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè
îò ñâîåãî èçíà÷àëüíîãî óðîâíÿ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò êîëè÷åñòâåííî
îïèñàòü ïðîöåññ ïàäåíèÿ àìïëèòóäû îòâåòà â õîäå ïðîâå-
äåíèÿ àïïëèêàöèè ÃÀÌÊ, à òàêæå îáúÿñíèòü ñóùåñòâåí-
íûå ðàçëè÷èÿ â êèíåòèêå ÃÀÌÊ-îïîñðåäîâàííûõ îòâå-
òîâ, çàðåãèñòðèðîâàííûõ ìåòîäîì âíóòðèêëåòî÷íîãî îò-
âåäåíèÿ è ìåòîäîì ïýò÷-êëàìï â êîíôèãóðàöèè «öåëàÿ
êëåòêà».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
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åêò 11-04-00868) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìåõà-
íèçìû èíòåãðàöèè ìîëåêóëÿðíûõ ñèñòåì ïðè ðåàëèçà-
öèè ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé».

ÓÐÎÂÍÈ ÏËÎÈÄÍÎÑÒÈ È ÃÈÏÅÐÒÐÎÔÈÈ ÊÀÐ-
ÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ ËÅÂÎÃÎ ÆÅËÓÄÎ×ÊÀ ÑÅÐÄÖÀ
ÊÐÛÑ ÍÀ ÐÀÇÍÛÕ ÑÐÎÊÀÕ ÏÎÑËÅ ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍ-
ÒÀËÜÍÎÃÎ ÈÍÔÀÐÊÒÀ ÌÈÎÊÀÐÄÀ. © Å. Â. Áàéäþê,
Ã. À. Ñàêóòà, À. Â. Ñòåïàíîâ, Á. Í. Êóäðÿâöåâ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, katya_bay@mail.ru

Èøåìè÷åñêèå ïîðàæåíèÿ ñåðäöà, â òîì ÷èñëå èí-
ôàðêò ìèîêàðäà (ÈÌ), ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷à-
þùèìèñÿ ïàòîëîãèÿìè ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû ÷å-
ëîâåêà. ÈÌ îáû÷íî çàòðàãèâàåò ëåâûé æåëóäî÷åê (ËÆ)
ñåðäöà è ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèáåëüþ äî 40 % êàðäèîìèîöè-
òîâ (ÊÌÖ). Ïîñëå îñòðîãî ïåðèîäà íà ìåñòå íåêðîòèçèðî-
âàííûõ êëåòîê îáðàçóåòñÿ ðóáöîâàÿ òêàíü è áîëåçíü ïåðå-
õîäèò â õðîíè÷åñêóþ ôîðìó, êîòîðóþ îïðåäåëÿþò êàê
õðîíè÷åñêóþ ñåðäå÷íóþ íåäîñòàòî÷íîñòü (ÕÑÍ). Ïðè ïå-
ðåõîäå îò îñòðîé ôàçû ïîâðåæäåíèÿ â õðîíè÷åñêóþ ïðî-
èñõîäèò ïåðåñòðîéêà ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ñåðäöà — ðå-
ìîäåëèðîâàíèå. Â äàííîé ðàáîòå èññëåäîâàëè óðîâíè
ïëîèäíîñòè è ñòåïåíü ãèïåðòðîôèè ÊÌÖ íà ðàçíûõ ýòà-
ïàõ ðåìîäåëèðîâàíèÿ ïîñòèíôàðêòíîãî ìèîêàðäà.

Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà âçðîñëûõ áåëûõ êðûñàõ-ñàìöàõ
ëèíèè Âèñòàð, ó êîòîðûõ âûçûâàëè ÈÌ ìåòîäîì ïåðìà-
íåíòíîãî ëèãèðîâàíèÿ ëåâîé êîðîíàðíîé àðòåðèè. Óðîâ-
íè ïëîèäíîñòè è ñòåïåíü ãèïåðòðîôèè ÊÌÖ îïðåäåëÿëè
÷åðåç 2, 6 è 26 íåä ïîñëå ïðîâåäåíèÿ îïåðàöèè íà ïðåïà-
ðàòàõ-ìàçêàõ èçîëèðîâàííûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ìåòî-
äîì ùåëî÷íîé äèññîöèàöèè òêàíè. Óðîâíè ïëîèäíîñòè
ÊÌÖ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî
ìåòîäà íà ïðåïàðàòàõ-ìàçêàõ, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó.
Îêàçàëîñü, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå ÊÌÖ ïî êëàññàì ïëîèäíî-
ñòè áûëî îäèíàêîâûì â ïåðèèíôàðêòíîé è èíòàêòíîé çî-
íàõ ËÆ êðûñ ñ ÈÌ è íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëüíûõ çíà-
÷åíèé íà âñåõ ñðîêàõ ýêñïåðèìåíòà. Íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àþùèìñÿ êëàññîì ÊÌÖ â ËÆ ñåðäöà êðûñ áûëè
äâóÿäåðíûå êëåòêè ñ äèïëîèäíûìè ÿäðàìè (>82 %).

Ñòåïåíü ãèïåðòðîôèè ÊÌÖ îïðåäåëÿëè ïóòåì èçìå-
ðåíèÿ ñóõîé ìàññû êëåòîê ñ ïîìîùüþ èíòåðôåðåíöèîí-
íîãî ìèêðîñêîïà. Èçìåðåíèå ñóõîé ìàññû ÊÌÖ êðûñ ÷å-
ðåç 2 íåä ïîñëå íà÷àëà îïûòà ïîêàçàëî, ÷òî ó êðûñ ñ ÕÑÍ
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè íàáëþäàåòñÿ
åå óìåíüøåíèå ïðèìåðíî â 1.5 ðàçà (Ð < 0.05) êàê â ïåðè-
èíôàðêòíîé, òàê è èíòàêòíîé çîíàõ ËÆ. Åñëè ó êîíòðîëü-
íûõ êðûñ ñóõàÿ ìàññà ñîñòàâëÿëà 4797.8 � 329.2 ïã, òî ó
êðûñ ñ ÕÑÍ îíà ñíèæàëàñü äî 3105.6 � 238.8 ïã â èíòàêò-
íîé è äî 3631.4 � 165.8 ïã â ïåðèèíôàðêòíîé çîíàõ. ×å-
ðåç 6 íåä ïîñëå ïðîâåäåíèÿ îïåðàöèè ó êðûñ ñ ÕÑÍ íà-
áëþäàëàñü ãèïåðòðîôèÿ ÊÌÖ â ËÆ ñåðäöà, ïðè÷åì ñóõàÿ
ìàññà êëåòîê â èíòàêòíîé (9104.3 � 438.8 ïã) è ïåðèèí-
ôàðêòíîé (9358.9 � 433.5 ïã) çîíàõ íå ðàçëè÷àëàñü è ïðå-
âûøàëà òàêîâóþ ó êîíòðîëüíûõ êðûñ (5481.7 �
� 527.6 ïã) â ñðåäíåì â 1.6 ðàçà (P < 0.05). ×åðåç 26 íåä
ïîñëå ÈÌ ãèïåðòðîôèÿ ÊÌÖ ñîõðàíÿëàñü òîëüêî â ïåðè-
èíôàðêòíîé çîíå, ãäå ñóõàÿ ìàññà êëåòîê áûëà ðàâíà
8495.3 � 176.4 ïã, è íà 24 % (P < 0.05) ïðåâûøàëà çíà÷å-
íèÿ äàííîãî ïàðàìåòðà äëÿ êîíòðîëüíûõ (6750.4 �
� 200.3 ïã) êðûñ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàñïðåäåëåíèå ÊÌÖ ËÆ ñåðäöà ïî
êëàññàì ïëîèäíîñòè â ïðîöåññå ïîñòèíôàðêòíîãî ðåìîäå-
ëèðîâàíèÿ ñåðäöà íå èçìåíÿåòñÿ è íå îòëè÷àåòñÿ îò äàí-

íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ó îäíîâîçðàñòíûõ êîíòðîëüíûõ æè-
âîòíûõ. Îñíîâíûì ìåõàíèçìîì ðîñòà ëåâîãî æåëóäî÷êà
ñåðäöà ïðè åãî ðåìîäåëèðîâàíèè ÿâëÿåòñÿ ãèïåðòðîôèÿ
ìèîöèòîâ.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 14-04-00730 à).

ÐÎËÜ ßÄÅÐÍÛÕ ËÀÌÈÍÎÂ À/Ñ Â ÎÑÒÅÎÃÅÍÍÎÉ
ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÅ ÌÓËÜÒÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅ-
ÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Ì. À. Áîãäà-
íîâà, À. Á. Ìàëàøè÷åâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð ñåðäöà, êðî-
âè è ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, mar-bogdanova@mail.ru

ßäåðíûå ëàìèíû ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè áåëêàìè ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè è îáåñïå÷èâàþò ïðî÷íîñòü ÿäåðíîé ìåìá-
ðàíû êëåòêè, à òàêæå âçàèìîäåéñòâèå âíåÿäåðíûõ ñòðóê-
òóð ñ êîìïîíåíòàìè ÿäðà êëåòêè. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñòà-
ëî ïîíÿòíî, ÷òî ëàìèíû èãðàþò íå òîëüêî ñòðóêòóðíóþ,
íî è ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü â êëåòêå. Ñàìàÿ èçâåñòíàÿ èç
ìîäèôèêàöèé ëàìèíîâ ôîðìà — ïðîãåðèí — âûçûâàåò
òÿæåëîå íàðóøåíèå ðàçâèòèÿ — ñèíäðîì ïðåæäåâðåìåí-
íîãî 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 ïðîèñõîæ-
äåíèÿ. Ïðè ýòîì ìóòàöèè ïðîÿâëÿþòñÿ òêàíåñïåöèôè÷-
íî — îïðåäåëåííûå ìóòàöèè ïðèâîäÿò ê âîçíèêíîâåíèþ
âñåãäà îäíîãî ôåíîòèïà çàáîëåâàíèÿ. Ïðèðîäà ýòîãî ÿâ-
ëåíèÿ, êàê è ìåõàíèçìû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ëàìèíû
ìîãóò ðåãóëèðîâàòü äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, îñòàþòñÿ
ñëàáî èçó÷åííûìè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëå-
äîâàòü âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ òêàíåñïåöèôè÷íûõ ìóòàöèé â
ãåíå LMNA íà äèôôåðåíöèðîâêó ìóëüòèïîòåíòíûõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) ÷åëîâåêà â îñòåî-
ãåííîì íàïðàâëåíèè, à òàêæå èññëåäîâàòü âîçìîæíîå
ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch. Äëÿ
ýòîãî â ÌÌÑÊ ââîäèëè ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà À/Ñ,
íåñóùèå ðàíåå îïèñàííûå ìóòàöèè ãåíà LMNA, âûçûâàþ-
ùèå ðàçëè÷íûå ïî òèïó çàòðîíóòîé òêàíè ëàìèíîïàòèè, è
àíàëèçèðîâàëè, êàê ýòî âëèÿåò íà ýôôåêòèâíîñòü îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ. Ýôôåêòèâíîñòü äèô-
ôåðåíöèðîâêè îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê ÷åðåç 21 äåíü ïîñëå èíäóêöèè äèôåðåíöè-
ðîâêè, à òàêæå ïðè ïîìîùè îöåíêè óðîâíÿ ýñêñïðåññèè
ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
SPP1, IBSP è BGLAP. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìóòàöèè, âûçûâà-
þùèå ðàçíûå òèïû ëàìèíîïàòèé, ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà
ýôôåêòèâíîñòü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ,
÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ íà ìîðôîëîãè÷åñêîì óðîâíå è íà óðîâíå
ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Îäíè ìóòàöèè ïîâûøàëè ýôôåêòèâíîñòü
äèôôåðåíöèðîâêè, à äðóãèå — ñíèæàëè. Òàêèì îáðàçîì,
ëàìèíû A/C ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÌÑÊ, ìîäóëèðóÿ èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë â
çàâèñèìîñòè îò òêàíåñïåöèôè÷íîñòè ìóòàöèé. Ââåäåíèå
ìóòàíòíûõ ëàìèíîâ â ÌÑÊ ñîâìåñòíî ñ ââåäåíèåì àêòè-
âèðîâàííîãî äîìåíà Notch èçìåíÿëî ýêñïðåññèþ îñíîâ-
íîé ìèøåíè ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch — HEY1. Òàêèì îá-
ðàçîì, ìóòàöèè LMNA âëèÿþò íà âçàèìîäåéñòâèå ëàìèíà
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A/C ñ êîìïîíåíòàìè ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch, è ýòî ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ýòèõ ìóòàöèé íà
äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê.

ÐÎËÜ ÑÈÃÍÀËÜÍÎÃÎ ÏÓÒÈ NOTCH Â ÄÈÔÔÅÐÅÍ-
ÖÈÐÎÂÊÅ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ì. À. Áîãäàíîâà,
À. Ì. Ìàëàøè÷åâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð ñåðäöà, êðîâè è
ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà, mar-bogdano-
va@mail.ru

Ñèãíàëüíûé ïóòü Notch ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâíûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, âëèÿþùèõ íà ïðîöåññ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Â ñâÿçè ñ ýòèì ñóùåñòâóåò áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî äîñòàòî÷íî ðàñïðîñòðàíåííûõ çàáîëåâà-
íèé, ñâÿçàííûõ ñ ìóòàöèÿìè ãåíîâ-êîìïîíåíòîâ ýòîãî
ïóòè. Îäíàêî ðîëü Notch-ñèãíàëèíãà â ïðîöåññå êëåòî÷-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíà. Èññëåäîâà-
íèÿ, êàñàþùèåñÿ ýòîãî âîïðîñà, âåñüìà ïðîòèâîðå÷èâû, â
îñíîâíîì ñâÿçàíû ñ èçó÷åíèåì êîñòíûõ çàáîëåâàíèé è çà-
òðàãèâàþò ïðåèìóùåñòâåííî òîëüêî îñòåîãåííîå íàï-
ðàâëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïîýòîìó
öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëî èçó÷åíèå ðîëè ñèã-
íàëüíîãî ïóòè Notch â àäèïîãåííîé è îñòåîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà,
âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè (ÌÑÊ ÆÒ). Äëÿ ýòîãî ìû
òðàíñäóöèðîâàëè ÌÑÊ ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèåé, íå-
ñóùåé âåêòîð NICD ãåíà, êîäèðóþùèé âíóòðèêëåòî÷íûé
äîìåí ðåöåïòîðà Notch1, äàëåå ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ
èíäóêòîðîâ ìû çàïóñêàëè îñòåîãåííóþ è àäèïîãåííóþ
äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, çàòåì íàáëþäàëè ðåçóëüòàò
íà ìîðôîëîãè÷åñêîì óðîâíå è íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãå-
íîâ. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî äî-
ìåíà Notch (NICD) ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ãåíîâ ñèãíàëü-
íîãî ïóòè Notch; êðîìå òîãî, ïðè äèôôåðåíöèðîâêå
êëåòîê â îáîèõ íàïðàâëåíèÿõ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå
ýêñïðåññèè äàííûõ ãåíîâ, ÷òî ãîâîðèò î çàïóñêå
Notch-ñèãíàëèíãà â ïðîöåññå êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè. È íàêîíåö, ââåäåíèå ýêçîãåííîãî Notch (NICD) ñíè-
æàåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, â íàøåì èññëå-
äîâàíèè àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch ìåøàåò
äèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ â äâóõ íàïðàâëåíèÿõ. Ýòîò ðåçó-
ëüòàò, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì è ìîæåò çàâè-
ñåòü îò ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ.

ÏÀÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÅ ÓÂÅËÈ×ÅÍÈÅ ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËß-
ÅÌÎÃÎ ÂÕÎÄÀ ÊÀËÜÖÈß Â ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÛÕ ÌÎ-
ÄÅËßÕ ÁÎËÅÇÍÈ ÕÀÍÒÈÍÃÒÎÍÀ. © Â. À. Âèãîíò,
Þ. À. Êîëîáêîâà, Î. À. Çèìèíà, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vvigand@gmail.
com

Áîëåçíü Õàíòèíãòîíà (ÁÕ) ÿâëÿåòñÿ àóòîñîìíî-äîìè-
íàíòíûì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâàíèåì, âûçûâàå-
ìûì óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ãëóòàìèíêîäèðóþùèõ ïîâòîðîâ
â ïåðâîì ýêçîíå ãåíà áåëêà õàíòèíãòèíà. Â íîðìå äëèíà
ïîëèãëóòàìèíîâîãî òðàêòà íå äîëæíà ïðåâûøàòü
35 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà. Âîçðàñò, â êîòîðîì íà÷èíàþò
ïðîÿâëÿòüñÿ ñèìïòîìû çàáîëåâàíèÿ, ðàâíî êàê è ñòåïåíü
òÿæåñòè çàáîëåâàíèÿ íàïðÿìóþ çàâèñÿò îò êîëè÷åñòâà
òðèíóêëåîòèäíûõ ïîâòîðîâ, êîäèðóþùèõ ïîëèãëóòàìè-
íîâûé òðàêò õàíòèíãòèíà

Íà äàííûé ìîìåíò ñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé ìóòàíò-
íîãî õàíòèíãòèíà è ïðîöåññàìè äåãåíåðàöèè íåéðîíîâ äî
êîíöà íåÿñíà. Òåì íå ìåíåå â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿåòñÿ
âñå áîëüøå ðàáîò, â êîòîðûõ ïàòîãåíåç íåéðîäåãåíåðà-
òèâíûõ çàáîëåâàíèé, â òîì ÷èñëå ÁÕ, ñâÿçûâàþò ñ íàðó-
øåíèÿìè íåéðîíàëüíîé êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè.

Ìû ñìîäåëèðîâàëè ÁÕ â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíè-
ÿõ ñ ïîìîùüþ äîñòàâêè â êëåòêè ãåíåòè÷åñêîãî êîíñòðóê-
òà äëÿ ýêñïðåññèè ãåíà ïàòîëîãè÷åñêîãî ìóòàíòíîãî õàí-
òèíãòèíà ñ äëèíîé òðàêòà 138 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà (èëè
êîíñòðóêòà äëÿ ýêñïðåññèè ïåðâîãî ýêçîíà ìóòàíòíîãî
õàíòèíãòèíà, ñîäåðæàùåãî â ñåáå ïîëèãëóòàìèíîâûé
òðàêò 138Q). Äîñòàâêà â êëåòêè îñóùåñòâëÿëàñü ñ ïîìî-
ùüþ òðàíñôåêöèè ëèáî ëåíòèâèðóñíîãî çàðàæåíèÿ.

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(patch-clamp â êîíôèãóðàöèè whole-cell) ìû èññëåäîâàëè
äåïîóïðàâëÿåìûå òîêè êàëüöèÿ â ìîäåëÿõ ÁÕ íà êëåòêàõ
÷åëîâå÷åñêîé íåéðîáëàñòîìû (SK-N-SH), ìûøèíîé íåé-
ðîáëàñòîìû (Neuro2A) è â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íåéðîíîâ
ñòðèàòóìà, èçîëèðîâàííûõ èç íîâîðîæäåííûõ ìûøàò
(MSN).

Äàííûå ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî-
êàçàëè, ÷òî äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ ñóùåñòâåííî
ïîâûøåí ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì âî âñåõ ïðèâåäåííûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ìîäåëèðóþùèõ ÁÕ.

Òàêæå ìû ïîêàçàëè íàëè÷èå àíîìàëüíî áîëüøîãî äå-
ïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ â Õàíòèíãòîí-ñïåöè-
ôè÷íûõ ÷åëîâå÷åñêèõ íåéðîíàõ. Ýòè íåéðîíû áûëè ïî-
ëó÷åíû ïóòåì äèôôåðåíöèðîâêè èíäóöèðîâàííûõ ïëþ-
ðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ (iPS) êëåòîê, ïîëó÷åííûõ
ðåïðîãðàììèðîâàíèåì ôèáðîáëàñòîâ, èçîëèðîâàííûõ ó
ïàöèåíòîâ ñ ÁÕ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êàê
íåéðîíû, ïîëó÷åííûå èç íîðìàëüíûõ êëåòîê iPS, òàê è
íåéðîíû, äèôôåðåíöèðîâàííûå èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê. Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â äàííîé
ìîäåëè ìû èìåëè äåëî ñ ýíäîãåííîé ýêñïðåññèåé ìóòàíò-
íîãî õàíòèíãòèíà, à òàêæå òî, ÷òî êîëè÷åñòâî îñòàòêîâ
ãëóòàìèíà â òðàêòå áûëî âñåãî 40—45, ò. å. áëèçêî ê ìè-
íèìàëüíîé äëèíå òðàêòà, ïðè êîòîðîì íàáëþäàåòñÿ ìàíè-
ôåñòàöèÿ çàáîëåâàíèÿ. Äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû áûëè
íàïðàâëåíû íà èññëåäîâàíèå ïîòåíöèàëüíîãî òåðàïåâòè-
÷åñêîãî àãåíòà EVP4593. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñîåäèíåíèå
EVP4593 ñïîñîáíî èíãèáèðîâàòü òîêè ÷åðåç äåïîóïðàâ-
ëÿåìûå êàíàëû â ìîäåëÿõ ÁÕ íà êëåòêàõ SK-N-SH, MSN,
à òàêæå íà ÷åëîâå÷åñêèõ íåéðîíàõ.

Áûëî ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî äåïîóïðàâëÿå-
ìûé âõîä êàëüöèÿ ÿâëÿåòñÿ íîâîé ïåðñïåêòèâíîé ìèøå-
íüþ äëÿ ðàçðàáîòêè òåðàïåâòè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê ëå÷åíèþ
ÁÕ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ», ãðàíòà ERA-NET è ñòèïåíäèè ïðåçèäåí-
òà ÐÔ.

ÓÍÈÊÀËÜÍÛÅ ÏÐÎÒÅÊÒÎÐÍÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÐÅ-
ÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÎÃÎ ÁÅËÊÀ IBPA (HSP20) ÌÈÊÎ-
ÏËÀÇÌÛ ACHOLEPLASMA LAIDLAWII. © È. Å. Âèøíÿ-
êîâ,1, * À. Ë. Ðóíîâ,1 À. Ð. Êàþìîâ,2 Ñ. À. Ëåâèöêèé,3
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Acholeplasma laidlawii âõîäèò â òîï-5 êîíòàìèíàíòîâ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð è ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííîé ìèêîïëàç-
ìîé, îáëàäàþùåé ñïîñîáíîñòüþ æèòü âíå îðãàíèçìà-õî-
çÿèíà. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî â çíà÷èòåëüíîé ìåðå ïîâû-
øåííàÿ óñòîé÷èâîñòü ìèêîïëàçìû äàííîãî âèäà ê ñòðåñ-
ñàì îáóñëîâëåíà íàëè÷èåì ó íåå ìàëîãî áåëêà òåïëîâîãî
øîêà — IbpA (Hsp20). Â äàííîé ðàáîòå ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ñâåðõïðîäóêöèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà IbpA â êëåò-
êàõ øòàììà-ïðîäóöåíòà Escherichia coli BL21 (DE3) ïðè-
âîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè êèøå÷-
íîé ïàëî÷êè ê âîçäåéñòâèþ ñèëüíîãî òåïëîâîãî øîêà.
Êëåòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé pibpA, ñêîíñò-
ðóèðîâàííîé íà îñíîâå âåêòîðà pET-15b è íåñóùåé ïîë-
íîðàçìåðíûé ãåí ibpA A. laidlawii, âûðàùèâàëè íà æèä-
êîé ñðåäå LB, ñîäåðæàùåé ñåëåêòèâíûå àíòèáèîòèêè,
ïðè 37 °Ñ (200 îá/ìèí) äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD600 =
= 0.6. Çàòåì äîáàâëÿëè èíäóêòîð IPTG, èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 2 ÷ â òåõ æå óñëîâèÿõ, ïîñëå ÷åãî êóëüòóðó ðàçäå-
ëÿëè íà ðàâíûå ïî îáúåìó ÷àñòè. Îäíó ÷àñòü èíêóáèðîâà-
ëè ïðè 46 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí, äðóãóþ îñòàâëÿëè íà
37 °Ñ. Ñðàçó âñëåä çà ýòèì äåëàëè ñåðèéíûå ðàçâåäåíèÿ,
âûñåâàëè êëåòêè E. coli íà L-àãàð, è êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 12 ÷, ïîñëå ÷åãî ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñò-
âî ÊÎÅ. Êîíòðîëåì ñëóæèë øòàìì E. coli, òðàíñôîðìè-
ðîâàííûé èñõîäíûì âåêòîðîì pET-15b. ×òîáû ó÷åñòü
âëèÿíèå èíäóêòîðà, ïðîâîäèëè äîïîëíèòåëüíûé ýêñïåðè-
ìåíò â òåõ æå óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êàê êîíòðîëü-
íîãî, òàê è îïûòíîãî øòàììîâ, áåç äîáàâëåíèÿ IPTG.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñâåðõïðîäóêöèÿ IbpA îáåñïå÷èâàåò
áîëåå ÷åì 20-êðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà æèçíåñïî-
ñîáíûõ êëåòîê E. coli ïðè òåïëîâîì øîêå ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. ×òîáû ïîíÿòü, êàêèì îáðàçîì ðåêîìáèíàíò-
íûé IbpA ïîâûøàåò òåðìîóñòîé÷èâîñòü êëåòîê E. coli, íå-
îáõîäèìî îïðåäåëèòü åãî áåëêè-ñóáñòðàòû. Äëÿ ýòèõ öå-
ëåé ìû àäàïòèðîâàëè ìåòîä His6 pull-down, èñïîëüçóÿ
øàïåðîííûå ñâîéñòâà ìÁÒØ. Áûë ïîëó÷åí êëåòî÷íûé ýê-
ñòðàêò áåëêîâ E. coli â áóôåðå À, êîòîðûé ðàçäåëèëè
íà ÷åòûðå ðàâíûå ÷àñòè. Äâå ÷àñòè, â îäíó èç êîòî-
ðûõ áûë äîáàâëåí IbpA, ïîäâåðãëè òåìïåðàòóðíîìó âîç-
äåéñòâèþ (46 °Ñ, 30 ìèí), äðóãèå äâå ÷àñòè, â îäíó èç êî-
òîðûõ òàêæå äîáàâèëè ìÁÒØ, õðàíèëè â òå÷åíèå 0.5 ÷
ïðè 4 °Ñ. Çàòåì ìàòåðèàë âñåõ ÷åòûðåõ ôðàêöèé íàíîñè-
ëè íà Ni-NTA-àãàðîçó, ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì ñ
äîáàâëåíèåì 20 ìÌ èìèäàçîëà è 500 ìÌ NaCl, ÷òîáû
óäàëèòü âñå íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàâøèåñÿ êàê ñ àãàðîçîé,
òàê è ñ ìÁÒØ áåëêè. Êîìïëåêñû IbpA—ñóáñòðàò ýëþèðî-
âàëè áóôåðîì À, ñîäåðæàùèì 200 ìÌ èìèäàçîëà è
500 ìÌ NaCl, áåëêîâûå ïàòòåðíû àíàëèçèðîâàëè ïðè
ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ, ïîñëå ÷åãî áåëêè ýêñòðà-
ãèðîâàëè èç ãåëÿ, ïîäâåðãàëè òðèïñèíîëèçó è àíàëèçèðî-
âàëè ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Áûëî èäåíòèôèöèðî-
âàíî 12 ìàæîðíûõ áåëêîâ E. coli, ñïåöèôè÷åñêè âçàèìî-
äåéñòâóþùèõ ñ IbpA ïðè íàãðåâå. Òàêèì îáðàçîì, IbpA
A. laidlawii ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì ïðîòåêòîðîì, çàùèùàþ-
ùèì áåëêè E. coli îò òåïëîâîé äåíàòóðàöèè è ñïîñîáñòâó-
þùèì ìíîãîêðàòíîìó óâåëè÷åíèþ æèçíåñòîéêîñòè
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ñèëüíîãî òåïëî-
âîãî øîêà.
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ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ HDAC ÍÀ ÐÅÏÀÐÀÖÈÞ
ÏÎÂÐÅÆÄÅÍÍÎÉ ÄÍÊ. © Î. Î. Ãíåäèíà, Ì. Â. Èãîò-
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Êàê èçâåñòíî, èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç
(HDAC) ñïîñîáíû ïîäàâèòü îïóõîëåîáðàçîâàíèå, ïîñêî-
ëüêó âûçûâàþò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà, èíäóöèðóþò
ïðåæäåâðåìåííîå êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, èëè àïîïòîç. Ìà-
ëîèçó÷åííûì äåéñòâèåì èíãèáèòîðîâ ÿâëÿåòñÿ èõ âëèÿ-
íèå íà ñïîñîáíîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ðåïàðè-
ðîâàòü äâóõíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ (DSBs), êîòîðûå ÿâëÿ-
þòñÿ íàèáîëåå ñåðüåçíûìè äëÿ êëåòêè ïîâðåæäåíèÿìè.
Îò ñïîñîáíîñòè êëåòêè ê ðåïàðàöèè ïîëó÷åííûõ ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ çàâèñèò åå äàëüíåéøàÿ ñóäüáà, è ñíèæåíèå
ýôôåêòèâíîñòè ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè âåäåò íàïðÿìóþ ê
èíäóêöèè îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà è(èëè) àïîïòîçà.
Âûáîð ìåõàíèçìà ðåïàðàöèè DSBs âî ìíîãîì îïðåäåëÿ-
åòñÿ ôàçîé êëåòî÷íîãî öèêëà. Ìåõàíèçì ïî òèïó ãîìîëî-
ãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (HR) âîññòàíàâëèâàåò ÄÍÊ äî âõî-
äà êëåòêè â ôàçó ìèòîçà, âî âðåìÿ èëè ñðàçó ïîñëå ðåïëè-
êàöèè ÄÍÊ â ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà S èëè G2, êîãäà
ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû ÿâëÿþòñÿ áîëåå äîñòóïíûìè.
Â îòëè÷èå îò HR ðåïàðàöèÿ ïî òèïó íåãîìîëîãè÷íîãî ñî-
åäèíåíèÿ êîíöîâ (NHEJ) ïðåîáëàäàåò â ôàçå G1 êëåòî÷íî-
ãî öèêëà, êîãäà êëåòêè ðàñòóò, íî åùå íå ãîòîâû ê äåëå-
íèþ. Ðåïàðàöèÿ ýòîãî òèïà èñïîëüçóåòñÿ ðåæå âíå ôàçû
G1, íî ñîõðàíÿåò íåêîòîðóþ àêòèâíîñòü â òå÷åíèå âñåãî
êëåòî÷íîãî öèêëà. Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà äëÿ âîññòàíîâëå-
íèÿ DSBs, ïðèâíåñåííûõ ãåíîòîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè, òà-
êèìè êàê îáëó÷åíèå, èñïîëüçóåòñÿ â îñíîâíîì ðåïàðàöèÿ
NHEJ (Jeggo, Lavin, 2009). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
èíãèáèòîðû HDAC â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
E1A+Ras ïðèâîäÿò ê âîçíèêíîâåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî
áëîêà G1/S, à òàêæå ê íàêîïëåíèþ ôîêóñîâ ðåïàðàöèè
ÄÍÊ, ìàðêèðîâàííûõ ôîñôîðèëèðîâàííûì ãèñòîíîì
H2AX (Abramova et al., 2011). Äëÿ òîãî ÷òîáû èññëåäî-
âàòü âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ HDAC íà ðåïàðàöèþ ïîâðåæ-
äåííîé ÄÍÊ, ìû èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó pGL3-basic, íå-
ñóùóþ ðåïîðòåðíûé ãåí ëþöèôåðàçû, â êîòîðóþ ðàçíû-
ìè ñïîñîáàìè âíîñèëèñü äâóõíèòåâûå ðàçðûâû,
ïðèâîäÿùèå ê íåâîçìîæíîñòè ýêñïðåññèè ãåíà ëþöèôå-
ðàçû. Ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèè â ïðèñóòñòâèè è â îòñóò-
ñòâèå èíãèáèòîðà HDAC — áóòèðàòà íàòðèÿ (NaB) —
îöåíèâàëè êîëè÷åñòâåííî, ìåòîäîì âîññòàíîâëåíèÿ (ðå-
àêòèâàöèè) òðàíñêðèïöèè ëþöèôåðàçû (HCR, host cell re-
activation assay). Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ èíãèáèòîðîâ
HDAC íà ðåïàðàöèþ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïî ìå-
õàíèçìó NHEJ äâóõíèòåâûå ðàçðûâû â pGL3-basic âíîñè-
ëè äåéñòâèåì ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè ïî ñàéòó âíóòðè
ðåïîðòåðíîãî ãåíà. Ïîâðåæäåííîé ïëàçìèäîé è êîíòðî-
ëüíîé, èíòàêòíîé, ïëàçìèäîé òðàíñôèöèðîâàëè êëåòêè
E1A+Ras, ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðà-
öèè â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå NaB. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëè-
ÿíèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC íà ðåïàðàöèþ ïî ìåõàíèçìó HR
òðàíñôåêöèþ ïðîâîäèëè íàáîðîì èç äâóõ ïëàçìèä
pGL3-basic, ðåñòðèöèðîâàííûõ äâóìÿ íàáîðàìè ýíäîíóê-
ëåàç ñ îáðàçîâàíèåì ïåðåêðûâàþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ. Äàí-
íûå àíàëèçà HCR ïîêàçàëè, ÷òî â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ E1A+Ras áóòèðàò íàòðèÿ ïîäàâëÿåò ðåïàðàöèþ
DSBs, ðåàëèçóåìóþ ïî ìåõàíèçìó NHEJ. Îäíàêî â êëåò-
êàõ ëèíèè NIH3T3, íå ÿâëÿþùèõñÿ òðàíñôîðìèðîâàííû-
ìè, à òàêæå â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ REF52 ïîäîáíîãî ýô-
ôåêòà ïîäàâëåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè ïðè äåéñò-
âèè NaB íå íàáëþäàëîñü. Â ñâîþ î÷åðåäü ðåïàðàöèÿ ïî
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ìåõàíèçìó HR â òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíîì êëåò-
êàõ E1A+Ras íå èíãèáèðóåòñÿ áóòèðàòîì íàòðèÿ.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÌÎÄÅËÅÉ ÌÈÎÃÅÍÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍ-
ÖÈÐÎÂÊÈ IN VITRO Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ ÊËÅÒÎÊ
ËÈÍÈÈ Ñ2Ñ12 È ÑÀÒÅËËÈÒÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÛØÈ.
© À. ß. Äàâûäîâà, Ð. È. Äìèòðèåâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð
ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà,
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Ïðè íåêîòîðûõ ïàòîëîãèÿõ, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ íà-
ðóøåíèåì öåëîñòíîñòè ìûøå÷íîé òêàíè, ïðîãðàììà ðå-
ãåíåðàöèè íàðóøàåòñÿ, ìûøå÷íàÿ òêàíü äåãðàäèðóåò è
ñêåëåòíûå ìûøöû çàñåëÿþòñÿ àäèïîöèòàìè. Íåèçâåñòíî
êàê ïðîèñõîæäåíèå àäèïîöèòîâ â ìûøå÷íîé òêàíè, òàê è
òî, êàêèå ñòèìóëû ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü èõ ôîðìèðîâà-
íèþ in vivo. Ðàçðàáîòêà àäåêâàòíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ìîäåëåé èññëåäîâàíèÿ ðåãåíåðàöèè ìûøå÷íîé òêàíè in
vitro ïîçâîëèò ðàñêðûòü ìåõàíèçìû ðàçâèòèÿ òàêèõ çàáî-
ëåâàíèé è áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü ðàçðàáîòêå íîâûõ òåðà-
ïåâòè÷åñêèõ ñòðàòåãèé. Â äàííîé ðàáîòå áûëà ïðåäïðèíÿ-
òà ïîïûòêà ïðÿìîãî ñðàâíåíèÿ äâóõ êëåòî÷íûõ ìîäåëåé
èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè:
ëèíèè ìûøèíûõ ìèîáëàñòîâ Ñ2Ñ12 è ìîäåëè, âêëþ÷àþ-
ùåé â ñåáÿ ðåçèäåíòíûå êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè äâóõ òè-
ïîâ, ñàòåëëèòíûå êëåòêè (ÑÊ) è ôèáðî-àäèïîãåííûå êëåò-
êè-ïðåäøåñòâåííèêè ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(ÔÀÊ). ÑÊ è ÔÀÊ âûäåëÿëè ïî îïèñàííîìó ðàíåå ìåòî-
äó. Ñòèìóëÿöèþ ìèîãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâîê ïðîâîäèëè ðàíåå îïèñàííûìè ìåòîäàìè, äèíàìèêó
ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâîê îöåíèâàëè ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñå êëåòêè â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ
(äåíü 0) èìåþò ìèîãåííóþ ïðèðîäó è ÿâëÿþòñÿ Myf5+
(ýêñïðåññèÿ âûðàæåíà â óñëîâíûõ åäèíèöàõ): ÔÀÊ —
2.3 � 0.8, Ñ2Ñ12 — 6.0 � 0.9, ÑÊ — 3.3 �0.3. Ïðè ýòîì
óðîâåíü ýêñïðåññèè àäèïîìàðêåðîâ â äåíü 0 áûë ñóùåñò-
âåííî âûøå ó ÔÀÊ (Ucp1 — 459.5 � 25.4, PPARg —
79.6 � 17.9, Fabp4 — 7329.9 � 1173.7), ÷åì â ÑÊ (Ucp1 —
9.0 � 2.3, PPARg — 17.6 � 1.1, Fabp4 — 70.4 � 10.4) è
Ñ2Ñ12 (Ucp1 — 1.6 � 0.2, PPARg — 2.3 � 0.6, Fabp4 —
1.6 � 0.4). Òàêæå áûëè ïîêàçàíû ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ
â äèíàìèêå ýêñïðåññèè ìèîìàðêåðîâ â õîäå ìèîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè. Òàê, äëÿ Ñ2Ñ12 (äåíü 0—äåíü 15)
áûëè ïîêàçàíû ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè Myf5
(c 5.9 � 0.9 äî 3.1 � 0.3) è ðîñò ýêñïðåññèè ïîçäíèõ ìàð-
êåðîâ Mrf4 (c 1.6 � 0.5 äî 4.7 � 0.6), MyoD (c 1.6 � 0.5 äî
5.4 � 0.4) è MyoG (c 1.5 � 0.4 äî 71.4 � 6.3). ÑÊ äåìîíñò-
ðèðîâàëè áîëåå âûñîêèé áàçàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè
ìèîìàðêåðîâ (äåíü 0): Mrf4 — 323.8 � 8.1, MyoD —
1790.1 � 273.5; MyoG — 559.3 � 70.2, à òàêæå è çàìåò-
íûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè è ðîñò ýêñïðåññèè ïîçäíåãî
ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâêè Mrf4 óæå ê 4-ìó äíþ ïîñëå
ñòèìóëÿöèè äî 736.5 � 46.0. Ñìåøàííàÿ êóëüòóðà ÑÊ è
ÔÀÊ ïðè ñòèìóëÿöèè àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
óæå íà 4-é äåíü ïîêàçàëà ÿðêî âûðàæåííóþ ìîðôîëîãè-
÷åñêóþ êàðòèíó ôîðìèðîâàíèÿ ìèîòðóáîê è íàèáîëåå ñó-
ùåñòâåííûé ðîñò ýêñïðåññèè ïîçäíåãî ìàðêåðà äèôôå-
ðåíöèðîâêè Mrf4 (äî 2411.1 � 49.9) íà ôîíå óâåëè÷åíèÿ
ýêñïðåññèè òàêèõ àäèïîìàðêåðîâ, êàê PPARg (ñ 17.6 � 1.1
äî 53.8 � 0.3), Pgc1a (ñ 45.2 � 2.3 äî 140.9 � 5.3) è Fabp4
(ñ 70.4 � 10.4 äî 11954.2 � 2247.4). Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî
ÑÊ ââèäó ëó÷øåé ìîðôîëîãè÷åñêîé êàðòèíû è äèíàìèêè
ãåííîé ýêñïðåññèè ëó÷øå ïîäõîäÿò äëÿ ðàçðàáîòêè ìîäå-

ëè, ÷åì Ñ2Ñ12. Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåæêëåòî÷íûå
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ÑÊ è ÔÀÊ ìîãóò èãðàòü âàæíóþ
ðîëü â ðàçâèòèè è ðåãåíåðàöèè ìûøå÷íîé òêàíè. Äàëü-
íåéøèå èññëåäîâàíèÿ íåîáõîäèìû äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõà-
íèçìîâ ðåãóëÿöèè âçàèìîäåéñòâèÿ ÔÀÊ è ÑÊ è ðîëè ýòèõ
ìåõàíèçìîâ â ïðîöåññàõ ðåãåíåðàöèè è äåãåíåðàöèè ìû-
øå÷íîé òêàíè.

ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÄÎÌÅÍÀ ÓÁÈÊÂÈÒÈÍËÈÃÀÇÛ
PIRH2, ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÓÞÙÅÃÎ Ñ MDM2.
© À. À. Äàêñ, Î. Þ. Øóâàëîâ, O. A. Ôåäîðîâà, Í. À. Áàð-
ëåâ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé òåõíîëîãè÷åñêèé
èíñòèòóò (Òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò) è Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexandra.daks@gmail.com

Áåëîê p53 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ îíêîñóïðåñ-
ñîðîâ áëàãîäàðÿ êëþ÷åâîé ðîëè â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêëà è çàïóñêå àïîïòîçà. Íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
äàííîãî áåëêà è ñíèæåíèå åãî óðîâíÿ â êëåòêå ìîãóò ïðè-
âîäèòü ê èçìåíåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êëåòîê è
â êîíå÷íîì èòîãå — ê îïóõîëåîáðàçîâàíèþ. Îäíèì èç
îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè óðîâíÿ p53 â êëåòêå ÿâ-
ëÿåòñÿ óáèêâèòèíçàâèñèìàÿ ïðîòåàñîìíàÿ äåãðàäàöèÿ.

Ïðîöåññ óáèêâèòèíèëèðîâàíèÿ áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè
p53, êàòàëèçèðóåòñÿ òðåìÿ ôåðìåíòàòèâíûìè êàñêàäàìè.
Ôåðìåíòû ïåðâîãî êàñêàäà — E1 — àêòèâèðóþùèå, âòî-
ðîãî — E2 — êîíúþãèðóþùèå, òðåòüåãî — E3 — ëèãèðó-
þùèå. Èìåííî E3-ëèãàçû îïðåäåëÿþò ñïåöèôè÷íîñòü ðå-
àêöèè óáèêâèòèíèëèðîâàíèÿ, ò. å. òî, êàêîé èìåííî áåëîê
áóäåò êîâàëåíòíî ìîäèôèöèðîâàí óáèêâèòèíîì.

Áåëêè Pirh2 è Mdm2 ÿâëÿþòñÿ E3-óáèêâèòèíëèãàçà-
ìè, ìîäèôèöèðóùèìè áåëîê p53. Ñâåðõýêñïðåññèÿ äàí-
íûõ áåëêîâ õàðàêòåðíà äëÿ ìíîãèõ òèïîâ ðàêà, â òîì ÷èñ-
ëå ðàêà ëåãêèõ è ðàêà ïðîñòàòû. Ïîìèìî ñâÿçûâàíèÿ ñ p53
äëÿ äàííûõ áåëêîâ ïîêàçàíî, ÷òî Pirh2 è Mdm2 âçàèìî-
äåéñòâóþò äðóã ñ äðóãîì. Ïðè ñâåðõýêñïðåññèè îäíîãî èç
äàííûõ áåëêîâ ñòàáèëèçèðóåòñÿ äðóãîé. Ïîìèìî ýòîãî,
ïîêàçàíî ñèíåðãè÷íîå äåéñòâèå Pirh2 è Mdm2 â îòíîøå-
íèè p53. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíûì íàïðàâëåíèåì ðàç-
ðàáîòêè ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ ÿâëÿåòñÿ ïîëó-
÷åíèå íèçêîìîëåêóëÿðíûõ èíãèáèòîðîâ ñâÿçûâàíèÿ áåë-
êîâ Pirh2 è Mdm2. Äëÿ ýòîãî íåîáõîäèìî íàèáîëåå ïîëíî
îõàðàêòåðèçîâàòü ó÷àñòêè äàííûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûå â
èõ âçàèìîäåéñòâèå äðóã ñ äðóãîì.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èçâåñòíî, ÷òî ó÷àñòîê Mdm2,
îòâåòñòâåííûé çà âçàèìîäåéñòâèå ñ Pirh2, âêëþ÷àåò â
ñåáÿ 151—491-þ àìèíîêèñëîòû, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò öåíò-
ðàëüíîìó «êèñëîìó» äîìåíó è Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó òèïà
«öèíêîâûé ïàëåö» äàííîãî áåëêà. Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî
èçîôîðìà Pirh2Ñ, ó êîòîðîé îòñóòñòâóåò Ñ-êîíöåâîé äî-
ìåí, ñïîñîáíà âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ Mdm2.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîìåíà Pirh2, âçàèìîäåéñòâóþùåãî
ñ Mdm2, íàìè áûëà îñóùåñòâëåíà êîòðàíñôåêöèÿ âåêòî-
ðàìè, êîäèðóþùèìè îòäåëüíûå äîìåíû áåëêà Pirh2:
CTD(Pirh2)-3FLAG, RING (Pirh2)-3FLAG è NTD(Pirh2)-
3FLAG, à òàêæå âåêòîðîì, êîäèðóþùèì ó÷àñòîê áåëêà
Mdm2, êîòîðûé, ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, îòâå÷àåò çà
âçàèìîäåéñòâèå ñ Pirh2 (151—491-ÿ àìèíîêèñëîòû). Ïî-
ñëå ýòîãî áûëà ïðîâåäåíà êîèììóíîïðåöèïèòàöèÿ áåë-
êîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ êàæäûì èç äîìåíîâ Pirh2, ïðè
ïîìîùè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê FLAG-ïåïòèäó. Mdm2
âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòèíãà è ïîñëåäóþùåãî
îêðàøèâàíèÿ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷å-
ñêè ñâÿçûâàþùèìè Mdm2. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ íåïðÿìîãî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 365



âçàèìîäåéñòâèÿ Pirh2 è Mdm2, îïîñðåäîâàííîãî áåëêîì
p53, áûëà âûáðàíà íîêàóòíàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ HCT 116
(p53–/–).

Íàìè âïåðâûå áûë îïðåäåëåí äîìåí áåëêà Pirh2, îò-
âåòñòâåííûé çà âçàèìîäåéñòâèå ñ Mdm2, ÷òî â áóäóùåì
îáëåã÷èò ïîèñê íèçêîìîëåêóëÿðíûõ èíãèáèòîðîâ âçàèìî-
äåéñòâèÿ ìåæäó Pirh2 è Mdm2.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðàâèòåëüñòâà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
¹ 11.G34.31.0069 îò 21.10.2011 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-32242
ìîë_à è 13-04-01024 À).

ÐÎËÜ ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÕ ËÈÏÈÄÎÂ Â ÔÎÐÌÈÐÎÂÀ-
ÍÈÈ È ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈÈ ÏÎËÈÅÍÎÂÛÕ ÏÎÐ
Â ËÈÏÈÄÍÛÕ ÁÈÑËÎßÕ. © Ñ. Ñ. Åôèìîâà, Ë. Â. Ùà-
ãèíà, Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ssefimova@mail.ru

Ïîëèåíîâûå ìàêðîëèäíûå àíòèáèîòèêè íà ñåãîäíÿø-
íèé äåíü ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè ýôôåêòèâíûìè ïðîòèâîãðèá-
êîâûìè ñîåäèíåíèÿìè, íåñìîòðÿ íà èõ âûñîêóþ òîêñè÷-
íîñòü. Ïðåïàðàòû íà èõ îñíîâå èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ
ïîðàæåííûõ ãðèáêîâîé èíôåêöèåé ïàöèåíòîâ ñ èììóíî-
äåôèöèòûì ñòàòóñîì, â ÷àñòíîñòè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
îðãàíîâ èëè áîëüíûõ ÑÏÈÄîì. Òîêñè÷íîñòü ïîëèåíîâûõ
àíòèáèîòèêîâ ðåçêî îãðàíè÷èâàåò èõ ïðèìåíåíèå è òðå-
áóåò ñîçäàíèÿ íîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì. Â ñâÿçè ñ ýòèì
îñíîâíûì íàïðàâëåíèåì ðàáîò ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå èõ ëè-
ïèäîàññîöèèðîâàííûõ ôîðì (Shigemi et al., 2011). Òàêîé
ïîäõîä òðåáóåò äåòàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ
ñâÿçûâàíèÿ ïîëèåíîâûõ ìàêðîëèäîâ ñ ëèïèäíîé ñîñòàâ-
ëÿþùåé ìåìáðàíû. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïîñëåäíèõ èñïîëüçîâà-
ëè ìåìáðàíîàêòèâíûå ñîåäèíåíèÿ, äèïîëüíûå ìîäèôèêà-
òîðû, êîòîðûå ñïîñîáíû èçìåíÿòü ñêà÷îê ïîòåíöèàëà íà
ãðàíèöå ðàçäåëà ìåìáðàíà—ðàñòâîð (Efimova, Ostroumo-
va, 2012) è âëèÿòü íà ôàçîâîå ðàçäåëåíèå â ìåìáðàíå (Os-
troumova et al., 2014).

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü óñòàíîâëåíèå âëèÿíèÿ ôëî-
ðåòèíà è RH 421 íà ðàâíîâåñíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê,
èíäóöèðîâàííûé ïîëèåíîâûì àíòèáèîòèêîì àìôîòåðè-
öèíîì Â (I) â ëèïèäíûõ áèñëîÿõ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ðàç-
ëè÷íûå ôîñôî- è ñôèíãîëèïèäû. Áèñëîéíûå ëèïèäíûå
ìåìáðàíû ôîðìèðîâàëè ïî ìåòîäó Ìîíòàëà è Ìþëëåðà
(Montal, Muller, 1972) èç ñìåñè ôîñôîëèïèä : ýðãîñòåðèí
(Ýðã) (67 : 33 Ì%) èëè ôîñôîëèïèä : Ýðã : ñôèíãîëèïèä
(53 : 27 : 20 Ì%) â 2 M KCl (ðÍ 7.0). Áûëè âûáðàíû ôîñ-
ôîëèïèäû äèôèòàíîèëôîñôîñåðèí (ÄÔÔÑ), ïàëüìèòîî-
ëåèëôîñôîõîëèí (ÏÎÔÕ), äèîëåèëôîñôîñåðèí (ÄÎÔÑ),
äèîëåèëýòàíîëàìèí (ÄÎÔÝ) è äèîëåèëôîñôîõîëèí
(ÄÎÔÕ) è ñôèíãîëèïèäû N-ñòåàðîèë-ôèòîñôèíãîçèí èç
Saccharomyces cerevisiae (ÑÔÑ), ñôèíãîìèåëèí èç ìîçãà
ñâèíåé (ÑÌ) è N-ñòåàðîèë-D-ýðèòðî-ñôèíãàíèí (ÑÝÑ).

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ââåäåíèå 20 ìêÌ ôëîðåòèíà â îêî-
ëîìåìáðàííûé ðàñòâîð ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó óâå-
ëè÷åíèþ I â Ýðã-ñîäåðæàùèõ áèñëîÿõ èç ÏÎÔÕ (â 12 ðàç)
è ÄÎÔÕ (â 4 ðàçà), â òî âðåìÿ êàê ýòîò ìîäèôèêàòîð íå
âëèÿåò íà I â Ýðã-ñîäåðæàùèõ ìåìáðàíàõ, ñôîðìèðîâàí-
íûõ ñ ó÷àñòèåì ÄÔÔÕ, ÄÔÔÑ, ÄÎÔÝ è ÄÎÔÑ. Äîáàâêà
5 ìêÌ RH 421 âûçûâàåò ìíîãîêðàòíîå óâåëè÷åíèå I ÷åðåç
Ýðã-ñîäåðæàùèå áèñëîè èç ÄÔÔÕ (â 15 ðàç) è ÄÔÔÑ
(â 42 ðàçà) è íå âëèÿåò íà I â Ýðã-ñîäåðæàùèõ ìåìáðàíàõ,
âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ÏÎÔÕ, ÄÎÔÕ, ÄÎÔÝ è ÄÎÔÑ. Ïî-

êàçàíî, ÷òî äîáàâêà 20 ìêÌ ôëîðåòèíà â îêîëîìåìáðàí-
íûé ðàñòâîð óâåëè÷èâàåò â 2 ðàçà I ÷åðåç ÄÔÔÕ/
Ýðã/ÑÔÑ-ìåìáðàíû, à 5 ìêÌ RH 421 — ÷åðåç ÄÔÔÑ/
Ýðã/ÑÔÑ-áèñëîè. Ïðè çàìåíå ñôèíãîëèïèäíîé èëè ôîñ-
ôîëèïèäíîé ñîñòàâëÿþùåé â óêàçàííûõ ñìåñÿõ óâåëè÷å-
íèÿ I â ïðèñóòñòâèè ìîäèôèêàòîðîâ íå íàáëþäàëîñü. Âîç-
ìîæíîé ïðè÷èíîé íàáëþäàåìûõ ðàçëè÷èé ÿâëÿåòñÿ âëèÿ-
íèå ôëîðåòèíà è RH 421 íà ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà
ñòåðèíî- è ñôèíãîëèïèäîîáîãàùåííûõ óïîðÿäî÷åííûõ
ìåìáðàííûõ äîìåíîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ìîëåêóëû ïî-
ëèåíîâîãî àíòèáèîòèêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 12-04-33121), ÍØ-1721.2014.4 è ïðîãðàì-
ìû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëî-
ãèÿ».

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ
ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ Â ÎÒÂÅÒ ÍÀ ÃÅÍÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÉ
ÑÒÐÅÑÑ. © Þ. ß. Çàéêîâà, À. Ñ. Öèìîõà. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vat-julia@yandex.ru

Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà (ÓÏÑ) îñóùåñòâ-
ëÿåò á*îëüøóþ ÷àñòü ðåãóëèðóåìîãî ïðîòåîëèçà â êëåòêå,
çàíèìàÿ îäíî èç êëþ÷åâûõ ìåñò â ðåãóëÿöèè îñíîâíûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ (ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè,
ïðîäâèæåíèè êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, ðåïàðàöèè
ÄÍÊ è äð.). Ïðîòåîëèòè÷åñêèì ÿäðîì ýòîé ñèñòåìû ÿâëÿ-
þòñÿ 26S ïðîòåàñîìû — ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûå áåëêîâûå
êîìïëåêñû, êîòîðûå ñîñòîÿò èç ïðîòåîëèòè÷åñêîé êîðî-
âîé ÷àñòèöû, 20S ïðîòåàñîìû è îäíîãî èëè äâóõ 19S ðå-
ãóëÿòîðîâ.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîòåàñîìû
ïðèñóòñòâóþò â öèòîïëàçìå è â ÿäðàõ âñåõ ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê, îäíàêî ðàñïðåäåëåíèå ïðîòåàñîì ìåæäó ÿä-
ðîì è öèòîïëàçìîé ñèëüíî ðàçëè÷àåòñÿ â çàâèñèìîñòè êàê
îò òèïà êëåòîê, òàê è îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ñà-
ìèõ êëåòîê. Ïîëàãàþò, ÷òî òàêîå ðàñïðåäåëåíèå ïðîòåà-
ñîì îïðåäåëÿåòñÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîé ôóíêöèåé â ñèëó ñî-
ïóòñòâóþùåãî ïðèñóòñòâèÿ äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ÓÏÑ.
Èçâåñòíî, ÷òî ïðè èíäóêöèè ãåíîòîêñè÷åñêîãî ñòðåññà ñ
ïîìîùüþ äîêñîðóáèöèíà íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå ïðî-
òåàñîì â ÿäðå. Ëèòåðàòóðíûå äàííûå óòâåðæäàþò, ÷òî
ïðîòåàñîìû ñâÿçûâàþò äîêñîðóáèöèí è òðàíñïîðòèðóþò
åãî â ÿäðî. Âîçíèêàåò âîïðîñ: ïðîèñõîäèò ëè ðåêðóòèðî-
âàíèå ïðîòåàñîì â îòâåò íà ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ, âû-
çâàííûé â êëåòêàõ äðóãèìè àãåíòàìè?

Ìû èñïîëüçîâàëè ìîäåëü èíäóêöèè ãåíîòîêñè÷åñêî-
ãî ñòðåññà â êëåòêàõ ëèíèè HeLa, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðó-
þùèõ ñëèòûé ñ çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì (EGFP)
ïðîòåàñîìíûé áåëîê PSMB4. Ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ â
êëåòêàõ âûçûâàëè âîçäåéñòâèåì äîêñîðóáèöèíà è
öèñ-ïëàòèíà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè íåîáðà-
áîòàííûå êëåòêè è êëåòêè ïîä äåéñòâèåì îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà (ïðè ïîìîùè ïåðåêèñè âîäîðîäà). Ðàñïðåäåëåíèå
ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è àïîïòîòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â êëåò-
êàõ ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè. Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ïðîòåàñîì âèçó-
àëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè.
Âîçäåéñòâèå íà êëåòêè äîêñîðóáèöèíà è öèñ-ïëàòèíà âû-
çûâàëî ïåðåðàñïðåäåëåíèå ïðîòåàñîì â êëåòêå: ïðè óâå-
ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ ìû
íàáëþäàëè òðàíñïîðò ïðîòåàñîì èç öèòîïëàçìû â ÿäðà,
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÷òî íåóäèâèòåëüíî â ñèëó çíà÷èìîñòè óáèêâèòèí-ïðîòåà-
ñîìíîãî ïðîòåîëèçà â ðåãóëÿöèè ðåïàðàöèè ÄÍÊ è àïîï-
òîçå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-01397a).

ÄÀÂËÅÍÈÅ ÖÈÒÎÇÎËß ÊÀÊ ÄÂÈÃÀÒÅËÜ ÊËÅÒÎ×-
ÍÎÉ ÌÈÃÐÀÖÈÈ. © Å. À. Çàòóëîâñêèé. Êåìáðèäæñêèé
óíèâåðñèòåò, Âåëèêîáðèòàíèÿ, ZatulovskyE@mail.ru

Êëåòî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü èãðàåò öåíòðàëüíóþ ðîëü â
òàêèõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, êàê èììóííûé îòâåò, ýì-
áðèîíàëüíîå ðàçâèòèå, çàæèâëåíèå ðàí è íåéðîãåíåç, à
òàêæå îïðåäåëàåò ñïîñîáíîñòü îïóõîëåé ðàñïðîñòðàíÿòü-
ñÿ è ìåòàñòàçèðîâàòü. Â ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ äîñòèãíóò
áîëüøîé ïðîãðåññ â èçó÷åíèè ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ êëå-
òî÷íîé ìèãðàöèè. Òàê, ñîãëàñíî íàèáîëåå îáùåïðèíÿòîé
ïàðàäèãìå, àêòèâíàÿ ïîëèìåðèçàöèÿ ðàçâåòâëåííûõ ñåòåé
F-àêòèíà íà ïåðåäíåì êðàå êëåòêè ñîçäàåò äàâëåíèå, êîòî-
ðîå òîëêàåò ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó âïåðåä. Ïîñëå
ýòîãî ñôîðìèðîâàâøååñÿ çà ñ÷åò äàâëåíèÿ àêòèíà âûïÿ-
÷èâàíèå â ïåðåäíåé ÷àñòè êëåòêè — íàïðèìåð ïñåâäîïî-
äèÿ èëè ëàìåëëîïîäèÿ, ôîðìèðóåò àäãåçèâíûå êîíòàêòû,
à çàäíèé êðàé êëåòêè ïîäòÿãèâàåòñÿ ñ ïîìîùüþ ëîêàëü-
íîãî ñîêðàùåíèÿ àêòîìèîçèíîâîãî êîðòåêñà. Çà ñ÷åò ýòî-
ãî îáåñïå÷èâàåòñÿ îáùåå ïåðåìåùåíèå êëåòêè âïåðåä.
Îïèñàííûé ìåõàíèçì áûë ïîäòâåðæäåí ìíîæåñòâîì ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ ìèãðàöèè êëåòîê íà òâåðäîé
ïîäëîæêå. Îäíàêî â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò áûë îïóá-
ëèêîâàí ðÿä ñòàòåé, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî îïè-
ñàííûé ìåõàíèçì íå ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì. Îêàçàëîñü,
÷òî â áîëåå ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, êîãäà êëåòêè, â
òîì ÷èñëå è îïóõîëåâûå, äâèæóòñÿ ñêâîçü òðåõìåðíûé
ìàòðèêñ èëè ôðàãìåíò òêàíè, âìåñòî ïñåâäîïîäèé îíè àê-
òèâíî ôîðìèðóþò äðóãîé òèï êëåòî÷íûõ âûïÿ÷èâàíèé,
íàçûâàåìûé «áëåáàìè». Áëåáû â îòëè÷èå îò ïñåâäîïîäèé
è ëàìåëëîïîäèé ðàñòóò íå â ðåçóëüòàòå ïîëèìåðèçàöèè
àêòèíà, à ïîä äåéñòâèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî äàâëåíèÿ öè-
òîçîëÿ: êîãäà â ðåçóëüòàòå ñîêðàùåíèÿ àêòîìèîçèíîâîãî
êîðòåêñà äàâëåíèå â êëåòêå âîçðàñòàåò, ïîä äåéñòâèåì
ýòèõ ãèäðîñòàòè÷åñêèõ ñèë ó÷àñòîê ìåìáðàíû ìîæåò ëî-
êàëüíî îòêðåïèòüñÿ îò ëåæàùåãî ïîä íåé àêòèíîâîãî êîð-
òåêñà, è òîãäà â äàííîì ìåñòå ôîðìèðóåòñÿ ãëàäêîå âûïÿ-
÷èâàíèå ñôåðè÷åñêîé ôîðìû — áëåá. Åñëè òàêèå áëåáû
îáðàçóþòñÿ â çíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå ïðåèìóùåñòâåí-
íî íà îäíîì è òîì æå êðàå êëåòêè, òî ýòî îáåñïå÷èâàåò
îáùåå ïåðåìåùåíèå êëåòêè â íàïðàâëåíèè ôîðìèðîâàíèÿ
âûïÿ÷èâàíèé. Â äàííîé ðàáîòå èññëåäóåòñÿ ðîëü áëåáîâ â
íàïðàâëåííîì äâèæåíèè êëåòîê — õåìîòàêñèñå. Äëÿ ýòî-
ãî èñïîëüçîâàíà ïîïóëÿðíàÿ êëåòî÷íàÿ ìîäåëü — ñîöèà-
ëüíàÿ àìåáà Dictyostelium discoideum. Ïîêàçàíî, ÷òî â
ïðîöåññå õåìîòàêñèñà êëåòêè D. discoideum ñïîñîáíû
ôîðìèðîâàòü íà ïåðåäíåì êðàå êàê ïñåâäîïîäèè, òàê è
áëåáû, ïðè÷åì ñîîòíîøåíèå ýòèõ ñòðóêòóð ñìåùàåòñÿ
â ñòîðîíó áëåáîâ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ êëåòîê è èõ îáúå-
äèíåíèÿ â òðåõìåðíûå ìíîãîêëåòî÷íûå àãðåãàòû. Âûäâè-
íóòà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ìåõàíè÷åñêîå ñîïðîòèâëåíèå
ñðåäû ñòèìóëèðóåò êëåòêè ê ïåðåêëþ÷åíèþ ñ àêòèíçàâè-
ñèìîãî ðåæèìà äâèæåíèÿ íà èñïîëüçîâàíèå ãèäðîñòàòè-
÷åñêîãî äàâëåíèÿ öèòîçîëÿ, ïîñêîëüêó ïîñëåäíèé äàåò
âîçìîæíîñòü ïðèëàãàòü ê ñðåäå áoëüøóþ ñèëó. Òàêæå â
äàííîé ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ìåñòî ôîðìèðî-

âàíèÿ áëåáîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè íàïðÿìóþ îïðåäåëÿ-
åòñÿ íàïðàâëåíèåì ãðàäèåíòà õåìîàòòðàêòàíòà — áëåáû
îáðàçóþòñÿ â òîé ÷àñòè êëåòêè, êîòîðàÿ íàõîäèòñÿ áëèæå
ê èñòî÷íèêó ýòîãî âåùåñòâà. Äàëåå èññëåäóþòñÿ è îáñóæ-
äàþòñÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû, îïðåäåëÿþùèå ìåñòî
ôîðìèðîâàíèÿ áëåáîâ, âêëþ÷àÿ ëîêàëüíóþ ìîäèôèêà-
öèþ ëèïèäíîãî ñîñòàâà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, èçìå-
íåíèÿ â áåëêàõ àêòèíîâîãî êîðòåêñà, à òàêæå ãåîìåòðèþ
ìåìáðàíû.

ÐÎËÜ ÊÀËÜÖÈÅÂÛÕ ÑÅÍÑÎÐÎÂ STIM1 È STIM2
Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ.
© Â. Î. Êàìàëåòäèíîâà, Ã. Í. Ìîæàåâà, À. Â. Øàëûãèí.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elifein-
@mail.ru

Èîíû êàëüöèÿ (Ca2+) — âàæíåéøèé âòîðè÷íûé ïî-
ñðåäíèê, ðåãóëèðóþùèé øèðîêèé ñïåêòð âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïðîöåññîâ. Â ðåãóëÿöèè êàëüöèåâîãî ãîìåîñòàçà è ãå-
íåðàöèè êàëüöèåâûõ ñèãíàëîâ êëþ÷åâóþ ðîëü èãðàþò äå-
ïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû, àêòèâèðóþùèåñÿ ïîñëå îïóñòîøåíèÿ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ êàëüöèåâûõ äåïî. Ñèãíàë îò îïóñòîøåííîãî
äåïî ê êàíàëàì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïåðåäàþò êà-
ëüöèåâûå ñåíñîðû ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà áåë-
êè STIM1 è STIM2.

Â ñîñòàâ äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ âõîäÿò áåëêè
äâóõ ñåìåéñòâ — Orai è TRPC. Áåëîê STIM1 àêòèâèðóåò
êàíàëû Orai è TRPC, áåëîê STIM2 òàêæå ó÷àñòâóåò â àê-
òèâàöèè êàíàëîâ Orai, îäíàêî íåèçâåñòíî, ìîæåò ëè îí
ðåãóëèðîâàòü äðóãèå äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû. Öåëü ýòîé
ðàáîòû — âûÿñíèòü, ðàçëè÷àåòñÿ ëè ðåãóëÿöèÿ ðàçíûõ
äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ áåëêàìè STIM1 è STIM2.

Â êëåòêàõ ëèíèè HEK293 áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû êà-
ëüöèåâûå êàíàëû ñ ðàçíûìè ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèìè
ñâîéñòâàìè — Imin, Imax è INS (Bugaj et al., 2005).

Ìåòîäîì patch-clamp â êîíôèãóðàöèè cell-attached
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèè HEK293 â îòâåò íà
îïóñòîøåíèå äåïî ñ ïîìîùüþ ïðèëîæåíèÿ 1 ìêÌ òàïñè-
ãàðãèíà (Tg) ê âíåøíåé ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðà-
íû àêòèâèðóþòñÿ êàíàëû Imax è INS. Ïîñëåäóþùåå äîáàâ-
ëåíèå ÓÒÔ âûçûâàëî àêòèâàöèþ êàíàëîâ Imin, Imax è INS.
Ïðè îâåðýêñïðåññèè áåëêà STIM1 îïóñòîøåíèå äåïî ñ
ïîìîùüþ 1 ìêÌ Tg òàêæå íå âûçûâàëî àêòèâàöèè êàíà-
ëîâ Imin, â òî âðåìÿ êàê ðåãèñòðèðîâàëèñü êàíàëû Imax è INS.
Ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå 100 ìêÌ ÓÒÔ âûçûâàëî àêòè-
âàöèþ êàíàëîâ Imin, Imax è INS. Ïðè íîêäàóíå êàëüöèåâîãî
ñåíñîðà STIM1 êàíàëû Imin ñòàíîâèëèñü äåïîóïðàâëÿåìû-
ìè è àêòèâèðîâàëèñü â îòâåò íà äîáàâëåíèå 1 ìêÌ Tg, êà-
íàëû Imax ðåãèñòðèðîâàëèñü çíà÷èòåëüíî ðåæå, à êàíàëû
INS íå àêòèâèðîâàëèñü ñîâñåì. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
êàíàëû Imin ðåãóëèðóþòñÿ äðóãèì êàëüöèåâûì ñåíñîðîì, à
èìåííî áåëêîì STIM2.

Ñëåäóþùåé çàäà÷åé áûëî îòäåëèòü àêòèâàöèþ áåëêà
STIM2 îò STIM1. Áåëêè STIM2 áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê
èçìåíåíèþ êîíöåíòðàöèè Ca2+, ÷åì áåëêè STIM1, è àêòè-
âèðóþòñÿ óæå ïðè ÷àñòè÷íîì îïóñòîøåíèè äåïî. Ìåòî-
äîì èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ c ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà Fura-2ÀÌ áûëî ïîêàçàíî,
÷òî 10 íÌ Tg âûçûâàåò ÷àñòè÷íîå îïóñòîøåíèå äåïî. Ìå-
òîäîì patch-clamp â êîíôèãóðàöèè cell-attached áûëî âû-
ÿâëåíî, ÷òî äîáàâëåíèå ê íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíû 10 íÌ Tg àêòèâèðóåò êàíàëû Imin â êëåòêàõ
ëèíèè HEK293. Ïðè ïîñëåäóþùåì äîáàâëåíèè 100 ìêÌ
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ÓÒÔ êàíàëû Imin àêòèâèðîâàëèñü ÷àùå. ×àñòè÷íîå îïóñ-
òîøåíèå äåïî ñ ïîìîùüþ 10 íÌ Tg â êëåòêàõ, ñ îâåðýêñï-
ðåññèåé ãåíà STIM2 êàíàëû Imin ðåãèñòðèðîâàëèñü çíà÷è-
òåëüíî ÷àùå. Â êëåòêàõ ñ íîêäàóíîì ãåíà STIM2 1 ìêÌ
Tg íå âûçûâàåò àêòèâàöèè êàíàëîâ Imin. Ïîñëåäóþùåå äî-
áàâëåíèå ÓÒÔ â òîì æå ýêñïåðèìåíòå àêòèâèðóåò êàíà-
ëû Imin.

Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü ñëå-
äóþùèå âûâîäû. Êàíàëû INS ðåãóëèðóþòñÿ òîëüêî áåë-
êîì STIM1. Êàíàëû Imin äîçîçàâèñèìî ðåãóëèðóþòñÿ áåë-
êîì STIM2. Ïî-âèäèìîìó, ÷óâñòâèòåëüíîñòü êàíàëîâ Imin

ê ñîñòîÿíèþ äåïî çàâèñèò îò ñîîòíîøåíèÿ àêòèâèðîâàí-
íûõ áåëêîâ STIM1 è STIM2. Êàíàëû Imax ìîãóò ðåãóëèðî-
âàòüñÿ êàê STIM1, òàê è STIM2. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ðàçíûå òèïû êàíàëîâ ðåãóëè-
ðóþòñÿ êàëüöèåâûìè ñåíñîðàìè STIM1 è STIM2 íåîäè-
íàêîâî.

ÒÎ×Å×ÍÀß ÌÓÒÀÖÈß GLN147PRO Â ÒÐÎÏÎÌÈÎÇÈ-
ÍÅ, ÂÛÇÛÂÀÞÙÀß ÍÅÌÀËÈÍÎÂÓÞ ÌÈÎÏÀÒÈÞ,
ÐÀÇÎÁÙÀÅÒ ÑÎÃËÀÑÎÂÀÍÍÛÅ ÊÎÍÔÎÐÌÀÖÈÎÍ-
ÍÛÅ ÏÅÐÅÑÒÐÎÉÊÈ ÀÊÒÎÌÈÎÇÈÍÀ. © Î. Å. Êàðïè-
÷åâà,1 À. Î. Ñèìîíÿí,1, 2 ×. Ñ. Ðåäâóä,3 Þ. Ñ. Áîðîâèêîâ.1

1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò è 3 Îêñôîðäñêèé
óíèâåðñèòåò, Âåëèêîáðèòàíèÿ, olexiya6@ya.ru

Íåìàëèíîâàÿ ìèîïàòèÿ — îäíî èç íàñëåäñòâåííûõ
çàáîëåâàíèé ñêåëåòíûõ ìûøö ÷åëîâåêà, õàðàêòåðèçóþ-
ùååñÿ ñëàáîñòüþ è ãèïîòîíèåé ìûøö, à òàêæå ïðèñóòñò-
âèåì àãðåãàòîâ ñàðêîìåðíûõ áåëêîâ íà ïåðèôåðèè ìû-
øå÷íûõ âîëîêîí, òàê íàçûâàåìûõ íåìàëèíîâûõ òåë. Èç-
âåñòíî, ÷òî ðàçâèòèå ýòîãî çàáîëåâàíèÿ ñâÿçàíî ñ
òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè â ãåíàõ, êîäèðóþùèõ áåëêè òîí-
êîãî ôèëàìåíòà. Äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà
íàðóøåíèÿ ñîêðàòèòåëüíîé ôóíêöèè ìûøö áûëà ýêñï-
ðåññèðîâàíà b-èçîôîðìà òðîïîìèîçèíà ÷åëîâåêà «äèêîãî
òèïà» è ñ ìóòàöèåé Gln147Pro, âûçûâàþùåé íåìàëèíî-
âóþ ìèîïàòèþ. Ìåòîä êðóãîâîãî äèõðîèçìà íå âûÿâèë
èçìåíåíèé âî âòîðè÷íîé ñòðóêòóðå ìóòàíòíîé ôîðìû
òðîïîìèîçèíà. Íåñìîòðÿ íà ýòî, ìóòàöèÿ çíà÷èòåëüíî
ñíèæàåò ñðîäñòâî ìåæäó òðîïîìèîçèíîì è F-àêòèíîì,
÷òî ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ âûñîêîñêîðîñòíîãî ñîîñàæ-
äåíèÿ áåëêîâ. Îäíàêî â ìûøå÷íîì âîëîêíå â îòëè÷èå
îò ðàñòâîðà áåëêîâ òðîïîìèîçèí ñ ìóòàöèåé Gln147Pro
ñâÿçûâàåòñÿ ñ àêòèíîì â äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå, ÷òî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì òðîïîìèîçè-
íà, ñïåöèôè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîãî ôëóîðåñöåíò-
íûì çîíäîì 5-IAF. Ìåòîäîì ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðè-
ìåòðèè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî òðîïîìèîçèí ñ ìóòàöèåé
Gln147Pro èçìåíÿåò ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå àêòèíîâîé
íèòè, óâåëè÷èâàÿ êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àê-
òèíà ïðè ñèëüíîì âçàèìîäåéñòâèè ìèîçèíà è àêòèíà è
óìåíüøàÿ èõ êîëè÷åñòâî ïðè ñëàáîì âçàèìîäåéñòâèè. Â
ïðèñóòñòâèè ìóòàíòíîé ôîðìû òðîïîìèîçèíà íàðóøàåò-
ñÿ îáðàçîâàíèå ñîîòâåòñòâóþùåãî ñòðóêòóðíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà ïðè ñèëüíîé è ñëàáîé ôîðìàõ ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ àêòèíîì. Êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîéêè ãî-
ëîâêè ìèîçèíà ïðè ïåðåõîäå àêòîìèîçèíà èç ñëàáîé â
ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ, ñóùåñòâåííûå äëÿ ãåíåðà-
öèè ñèëû â ìûøöå, èíãèáèðóþòñÿ. Íàðóøåíèå ñîãëàñî-
âàííûõ êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåñòðîåê àêòîìèîçèíà â ÀÒ-
Ôàçíîì öèêëå ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ìû-
øå÷íîé ñëàáîñòè.

ÀÍÎÌÀËÜÍÎÅ ÓÂÅËÈ×ÅÍÈÅ ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÎ-
ÃÎ ÂÕÎÄÀ ÊÀËÜÖÈß Â ÊËÅÒÊÀÕ, ÌÎÄÅËÈÐÓÞ-
ÙÈÕ ÁÎËÅÇÍÜ ÕÀÍÒÈÍÃÒÎÍÀ. © Þ. À. Êîëîáêîâà,
Â. À. Âèãîíò, Î. À. Çèìèíà, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, kolobkova_yulia@
mail.ru

Êàëüöèé ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì âòîðè÷íûì ïî-
ñðåäíèêîì â êëåòêå. Îäèí èç íàèáîëåå îáùèõ òèïîâ ïðè-
òîêà êàëüöèÿ èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû — äåïîóïðàâëÿåìûé
êàëüöèåâûé âõîä. Äëÿ åãî àêòèâàöèè íåîáõîäèìî ïîíè-
æåíèå êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Íàëè÷èå äåïîóïðàâëÿåìîãî êàëüöèåâîãî âõîäà ïîêàçàíî
êàê äëÿ ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòîê, òàê è äëÿ íåéðîíîâ.
Áîëåçíü Õàíòèíãòîíà (ÁÕ) ÿâëÿåòñÿ àóòîñîìíî-äîìèíàí-
òíûì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâàíèåì, âûçûâàåìûì
óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ãëóòàìèíêîäèðóþùèõ ïîâòîðîâ â
ïåðâîì ýêçîíå ãåíà áåëêà õàíòèíãòèíà. Â íîðìå äëèíà ïî-
ëèãëóòàìèíîâîãî òðàêòà íå äîëæíà ïðåâûøàòü 35 îñòàò-
êîâ ãëóòàìèíà, â òî âðåìÿ êàê ïðè çàáîëåâàíèè íàáëþäà-
þòñÿ òðàêòû äëèíîé äî 90 ãëóòàìèíîâ è áîëåå. Íà äàí-
íûé ìîìåíò ñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé ìóòàíòíîãî
õàíòèíãòèíà è ïðîöåññàìè äåãåíåðàöèè íåéðîíîâ äî êîí-
öà íåÿñíà. Òåì íå ìåíåå â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿåòñÿ âñå
áîëüøå ðàáîò, â êîòîðûõ ïàòîãåíåç íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ
çàáîëåâàíèé, â òîì ÷èñëå ÁÕ, ñâÿçûâàþò ñ íàðóøåíèÿìè
íåéðîíàëüíîé êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè. Ïðè ÁÕ â ïåð-
âóþ î÷åðåäü ïîðàæàþòñÿ ñðåäèííûå øèïèêîâûå íåéðîíû
ñòðèàòóìà (MSN). Ïîýòîìó îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò
èçó÷åíèå íàðóøåíèÿ êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè â ìîäåëè
ÁÕ íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå MSN. Äëÿ òîãî ÷òîáû ñìîäå-
ëèðîâàòü ÁÕ â êëåòêàõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íåéðîíîâ
ñòðèàòóìà ìûøè, ìû ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñíîé èíôåê-
öèè ñâåðõýêñïðåññèðîâàëè 1-é ýêçîí ìóòàíòíîãî áåëêà
õàíòèíãòèíà, ñîäåðæàùåãî ïîëèãëóòàìèíîâûé òðàêò äëè-
íîé 138 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà (êëåòêè MSN-138Q). Äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ äåïîóïðàâëÿåìîãî êàëüöèåâîãî âõîäà â ýòèõ
êëåòêàõ îïóñòîøåíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ êàëüöèåâûõ äåïî
âûçûâàëè ñ ïîìîùüþ òàïñèãàðãèíà. Òàïñèãàðãèí ÿâëÿåò-
ñÿ íåîáðàòèìûì áëîêàòîðîì êàëüöèåâûõ ÀÒÔàç ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, è ïðè åãî àïïëèêàöèè êàëü-
öèé âûõîäèò èç äåïî ïàññèâíî ÷åðåç êàíàëû óòå÷êè, ÷òî
ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î íàáëþäàåìîì ïîñëåäóþùåì âõîäå
êàëüöèÿ êàê îá îïîñðåäîâàííîì äåïîóïðàâëÿåìûìè êàíà-
ëàìè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåí-
íûõ íàìè ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ (ìå-
òîä patch-clamp â êîíôèãóðàöèè whole-cell) áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî äåïî-óïðàâëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ â êëåòêàõ
MSN-138Q ñóùåñòâåííî (â 2 ðàçà) âûøå, ÷åì â êëåòêàõ,
ýêñïðåññèðóþùèõ õàíòèíãòèí ñ äëèíîé òðàêòà 15 îñòàò-
êîâ ãëóòàìèíà (÷òî ÿâëÿåòñÿ íîðìîé), è â èíòàêòíûõ
êëåòêàõ MSN. Âàæíûìè ó÷àñòíèêàìè ðåãóëÿöèè äå-
ïîóïðàâëÿåìîãî êàëüöèåâîãî âõîäà â êëåòêàõ ÿâëÿþò-
ñÿ êàíàëîîáðàçóþùèé áåëîê TRPC1 è áåëîê STIM1 —
ñåíñîð êàëüöèÿ â ëþìåíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëó-
ìà. Äëÿ òîãî ÷òîáû èññëåäîâàòü ðîëü STIM1 è TRPC1 â
ïîääåðæàíèè äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà â êëåòêàõ
MSN-138Q, ìû ïîäàâèëè ýêñïðåññèþ èõ ãåíîâ â ýòèõ
êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ. Ðåãè-
ñòðàöèÿ äåïîóïðàâëÿåìûõ òîêîâ ïîêàçàëà, ÷òî â íåéðîíàõ
MSN-138Q, ìîäåëèðóþùèõ ÁÕ, äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä
êàëüöèÿ â óñëîâèÿõ ñóïðåññèè áåëêîâ STIM1 è TRPC1
ñíèæàëñÿ, ïðèìåðíî íà 60—70 %. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó-
÷åííûå íàìè äàííûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî äåïîóïðàâëÿå-
ìûé âõîä êàëüöèÿ â íåéðîíû ïîääåðæèâàåòñÿ êàíàëàìè,
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íåñóùèìè â êà÷åñòâå ñóáúåäèíèöû áåëîê TRPC1, è òðå-
áóåò ïðèñóòñòâèÿ ñåíñîðà êàëüöèÿ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì
ðåòèêóëóìå, áåëêà STIM1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÓËÜÒÐÀÑÒÐÓÊÒÓÐÀ ÆÅËÒÎ×ÍÎÃÎ ÑÈÍÖÈÒÈÀËÜ-
ÍÎÃÎ ÑËÎß ËÈ×ÈÍÎÊ DANIO RERIO (TELEOSTEI).
© Å. À. Êîíäàêîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, 23eak@mail.ru

Æåëòî÷íûé ñèíöèòèàëüíûé ñëîé (ÆÑÑ) çàðîäû-
øåé è ëè÷èíîê Teleostei — ýòî ïðîâèçîðíàÿ ñòðóêòóðà,
ôîðìèðóþùàÿñÿ íà ñòàäèè áëàñòóëû è âûïîëíÿþùàÿ
òðîôè÷åñêóþ (ìåòàáîëèçì æåëòêà) è ìîðôîãåíåòè÷åñêóþ
ôóíêöèè, à òàêæå ÿâëÿþùàÿñÿ ìåñòîì ñèíòåçà âåùåñòâ,
ó÷àñòâóþùèõ â ðåàêöèÿõ âðîæäåííîãî èììóíèòåòà. Óëü-
òðàñòðóêòóðà ÆÑÑ èçó÷åíà ëèøü ó íåáîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà âèäîâ Êîñòèñòûõ ðûá, îñîáåííîñòè ÆÑÑ Danio rerio
ìàëî èçó÷åíû. Èçâåñòíî, ÷òî â õîäå ëè÷èíî÷íîãî ðàçâè-
òèÿ Êîñòèñòûõ ðûá óñâîåíèå æåëòêà èäåò íàèáîëåå àê-
òèâíî. Öåëü ýòîé ðàáîòû — îïèñàíèå óëüòðàñòðóêòóðû
ÆÑÑ ëè÷èíîê D. rerio â âîçðàñòå 4—5 ñóò ïîñëå îïëîäî-
òâîðåíèÿ ìåòîäîì òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè. Â õîäå ëè÷èíî÷íîãî ïåðèîäà, íà 4—5-é äåíü ïîñ-
ëå îïëîäîòâîðåíèÿ, ó ðàçíûõ èíäèâèäîâ äàæå èç îäíîé
ïàðòèè èêðû íàáëþäàåòñÿ ðàçíàÿ ñêîðîñòü óòèëèçàöèè
æåëòêà è ïîñëåäóþùèõ ïðîöåññîâ. ÆÑÑ ëè÷èíîê D. rerio
âî âðåìÿ íàèáîëåå èíòåíñèâíîé óòèëèçàöèè æåëòêà íå
ñòðàòèôèöèðîâàí ïî ðàñïðåäåëåíèþ îðãàíåëë â îòëè÷èå
îò ÆÑÑ íåêîòîðûõ äðóãèõ âèäîâ Teleostei, õîòÿ ìèòîõîí-
äðèè ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëàãàþòñÿ àïèêàëüíî. Óëüò-
ðàñòðóêòóðíûå õàðàêòåðèñòèêè ÆÑÑ ðàçëè÷àþòñÿ âäîëü
äîðñîâåíòðàëüíîé îñè, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îòðàæàåò ðàç-
ëè÷èÿ â èõ ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêå. Ó ëè÷èíîê ñî çíà-
÷èòåëüíûì îáúåìîì æåëòêà â óòîëùåííûõ äîðñîëàòå-
ðàëüíûõ îáëàñòÿõ ÆÑÑ ñîäåðæèòñÿ íàèáîëüøåå êîëè÷å-
ñòâî æåëòî÷íûõ âêëþ÷åíèé, âñòðå÷àþòñÿ ìèòîõîíäðèè
íåïðàâèëüíîé ôîðìû. Íàèáîëåå õàðàêòåðíàÿ ôîðìà
ìèòîõîíäðèé ÆÑÑ D. rerio ýëëèïòè÷åñêàÿ, âñòðå÷àþòñÿ
òàêæå èçîãíóòûå, ãðóøåâèäíûå, ãàíòåëåîáðàçíûå ìèòî-
õîíäðèè. Â äîðñàëüíîé è äîðñîëàòåðàëüíîé îáëàñòÿõ ìè-
òîõîíäðèè ìîãóò áûòü îðèåíòèðîâàíû êàê ïåðïåíäèêó-
ëÿðíî, òàê è ïàðàëëåëüíî ïîâåðõíîñòè ÆÑÑ, òîãäà êàê â
ëàòåðàëüíûõ îáëàñòÿõ ÆÑÑ îíè ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïî-
ëàãàþòñÿ ïàðàëëåëüíî ïîâåðõíîñòè. Ðàçìåðû ìèòîõîíä-
ðèé âàðüèðóþò. Äîðñàëüíî ÆÑÑ òîíüøå, ÷åì â äðóãèõ
ó÷àñòêàõ, ñ íèì êîíòàêòèðóþò êðóïíûå ïëàñòèíêè æåëò-
êà. Ìèòîõîíäðèè è ÿäðà ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ è ôîðìû
îêðóæåíû øÝÏÐ. Ìèêðîâîðñèíêè àïèêàëüíîé ïîâåðõíî-
ñòè ÆÑÑ íàèáîëåå ãóñòî ðàñïîëîæåíû äîðñàëüíî è äî-
ðñîëàòåðàëüíî. Â õîäå äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ óìåíüøàåò-
ñÿ îáúåì æåëòêà. ÆÑÑ óòîëùàåòñÿ, óâåëè÷èâàåòñÿ çîíà
ëèçèñà æåëòêà (áàçàëüíàÿ, îáðàùåííàÿ ê æåëòêó îáëàñòü
ÆÑÑ, ñîäåðæàùàÿ íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî æåëòî÷íûõ
âêëþ÷åíèé). Â ýòî âðåìÿ îíà íàèáîëåå âûðàæåíà â âåíò-
ðàëüíîé îáëàñòè. Â öèòîïëàçìå ÆÑÑ âîçðàñòàåò êîëè÷å-
ñòâî ãîìîãåííûõ è ãåòåðîãåííûõ âêëþ÷åíèé — ýòî æåë-
òî÷íûå âêëþ÷åíèÿ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ èõ ïåðåðàáîòêè.
Èõ ìíîãîîáðàçèå áûëî îïèñàíî íàìè â ïðåäûäóùåé ðàáî-
òå. Öèòîïëàçìà ÆÑÑ îêðóæàåò êðóïíûå ôðàãìåíòû æåëò-

êà. Óäëèíÿþòñÿ ìèêðîâîðñèíêè. Âñå ýòî — ìíîãî÷èñëåí-
íûå ìèòîõîíäðèè, êðóïíûå ñî ñâåòëîé êàðèîïëàçìîé
ÿäðà ñëîæíîé ôîðìû è áîëüøîå êîëè÷åñòâî âêëþ÷å-
íèé — ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâíîé ðàáîòå ÆÑÑ. ÆÑÑ
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíî îðãàíèçîâàííóþ ñèñòåìó, âû-
ïîëíÿþùóþ âàæíåéøèå ôóíêöèè â ðàçâèòèè Teleostei, è
èññëåäîâàíèå åãî ñòðóêòóðû è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ íåîá-
õîäèìî äëÿ ïîíèìàíèÿ áèîëîãèè ïðîâèçîðíûõ ñèñòåì.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÂÈÌÅÍÒÈÍÎÂÛÕ
ÔÈËÀÌÅÍÒÎÂ È ÌÎÐÔÎËÎÃÈÈ ÑÎÑÓÄÈÑÒÛÕ
ÃËÀÄÊÎÌÛØÅ×ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â ÍÎÐÌÅ È ÏÐÈ
ÀÍÅÂÐÈÇÌÅ ÀÎÐÒÛ. © À. Á. Ìàëàøè÷åâà, Å. À. Êîíäà-
êîâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðè-
íîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò,
23eak@mail.ru

Èçâåñòíî, ÷òî àíåâðèçìû àîðòû ó ïàöèåíòîâ ñ áèêóñ-
ïèäàëüíûì àîðòàëüíûì êëàïàíîì (ÁÀÊ) è òðèêóñïèäàëü-
íûì àîðòàëüíûì êëàïàíîì (ÒÀÊ) ðàçëè÷àþòñÿ ïî ãèñòî-
ëîãè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì, ìåòàáîëèçìó è ýêñïðåññèè
ðÿäà ãåíîâ (Blunder et al., 2012; Kjellqvist et al., 2013).
Â íîðìå in vivo ñîñóäèñòûå ãëàäêîìûøå÷íûå êëåòêè íà-
õîäÿòñÿ â äèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè è õàðàêòåðè-
çóþòñÿ «ñîêðàòèìûì» ôåíîòèïîì, à ïðè ñîñóäèñòûõ ïà-
òîëîãèÿõ ôåíîòèï êëåòîê ìåíÿåòñÿ íà «ñèíòåòè÷åñêèé»;
â ÷àñòíîñòè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè àíåâðèçìå ãðóäíîãî
îòäåëà àîðòû (ñ ÒÀÊ) â íèõ óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî âè-
ìåíòèíà (Branchetti et al., 2013; Kjellqvist et al., 2013). Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ñîñóäèñòûõ ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê
òàêæå ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ôåíîòèïà ñ «ñîêðàòèìîãî»
íà «ñèíòåòè÷åñêèé» (Worth et al., 2001).

Öåëü äàííîé ðàáîòû — ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòè-
êà âèìåíòèíîâûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ è îñîáåí-
íîñòåé ìîðôîëîãèè ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê àîðòû â
íîðìå, ó ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé àîðòû è ÁÀÊ, à òàêæå ñ
àíåâðèçìîé àîðòû è ÒÀÊ.

Áûë èçó÷åí ìàòåðèàë, ïîëó÷åííûé îò 18 ëèö: 7 èç íèõ
ñ àíåâðèçìîé àîðòû è ÁÀÊ, 1 — ñ ÁÀÊ è ïîãðàíè÷íûì
ðàñøèðåíèåì, 3 — ñ àíåâðèçìîé àîðòû è ÒÀÊ è 7 çäîðî-
âûõ äîíîðîâ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè íà ñòåêëàõ ñ ïîìîùüþ
4%-íîãî ðàñòâîðà ïàðàôîðìàëüäåãèäà è ïðîâîäèëè èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå.

Äëÿ êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé àîðòû õàðàêòåð-
íî ìåíåå óïîðÿäî÷åííîå, ÷åì ó êëåòîê äîíîðîâ, ðàñïîëî-
æåíèå âèìåíèíîâûõ ôèëàìåíòîâ óæå íà 1-ì ïàññàæå. Äëÿ
êëåòîê ïàöèåíòîâ õàðàêòåðíî îáðàçîâàíèå îòðîñòêîâ, â
òîì ÷èñëå ðàçäâîåííûõ è âåòâÿùèõñÿ. Êëåòêè ïàöèåíòîâ
ñ ÁÀÊ íà 2-ì è 3-ì ïàññàæàõ â ñðåäíåì êðóïíåå êëåòîê
äîíîðîâ è ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé àîðòû è ÒÀÊ. Êðóï-
íûå è(èëè) äâóÿäåðíûå êëåòêè, êëåòêè ñ îòðîñòêàìè, à
òàêæå êëåòêè ñ äåçîðãàíèçîâàííûì âèìåíòèíîâûì öèòî-
ñêåëåòîì âñòðå÷àþòñÿ è ñðåäè äîíîðñêèõ êëåòîê óæå íà
2-ì ïàññàæå, ïðè÷åì èõ êîëè÷åñòâî óâåëè÷èâàåòñÿ ñî âðå-
ìåíåì, îäíàêî èõ ìåíüøå, ÷åì ñðåäè êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ
ÁÀÊ. Êëåòêè äîíîðîâ è ïàöèåíòîâ ñ ÒÀÊ ñïîñîáíû ñî-
õðàíÿòü ñîêðàòèìûé ôåíîòèï äî 4-ãî ïàññàæà âêëþ÷è-
òåëüíî. Ñðåäè êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé àîðòû è
ÁÀÊ íà 3-ì ïàññàæå âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè ñîêðàòèìîãî ôå-
íîòèïà. Ðàçëè÷èå ìåæäó êóëüòóðàìè êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ
ÁÀÊ è êóëüòóðàìè êëåòîê äîíîðîâ è ïàöèåíòîâ ñ ÒÀÊ ñî-
ñòîèò â ñîîòíîøåíèè êîëè÷åñòâ êëåòîê «ñîêðàòèìîãî» è
«ñèíòåòè÷åñêîãî» ôåíîòèïîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
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ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôåíîòèï ãëàäêîìûøå÷íûõ
êëåòîê àîðòû ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé àîðòû è ÁÀÊ ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè áûñòðåå ìåíÿåòñÿ ñ «ñîêðàòèìîãî» íà
«ñèíòåòè÷åñêèé». Ãåíåòè÷åñêèå îñíîâû óêàçàííûõ îñî-
áåííîñòåé ñîñóäèñòûõ ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê òðåáóþò
äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

NOTCH-ÇÀÂÈÑÈÌÀß ÐÅÃÓËßÖÈß ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜ-
ÍÎ-ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÎÃÎ ÏÅÐÅÕÎÄÀ ÍÀÐÓØÅÍÀ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÏÀÖÈÅÍÒÎÂ Ñ ÂÐÎÆÄÅÍÍÛÌÈ ÏÎ-
ÐÎÊÀÌÈ ÀÎÐÒÀËÜÍÎÃÎ ÊËÀÏÀÍÀ È ÀÎÐÒÛ.
© À. Ñ. Êîñòèíà, À. Á. Ìàëàøè÷åâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð
ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, kosalek23@mail.ru

Ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä è åãî ðàçíîâèä-
íîñòü — ýíäîòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä (ÝÌÏ) —
ýòî áèîëîãè÷åñêèé ïðîöåññ, ïðè êîòîðîì ïîëÿðèçîâàííàÿ
ýïèòåëèàëüíàÿ èëè ýíäîòåëèàëüíàÿ êëåòêà ïðåòåðïåâàåò
ìíîæåñòâåííûå èçìåíåíèÿ è ïðèîáðåòàåò ìåçåíõèìíûé
ôåíîòèï. Ñèãíàëüíûé ïóòü Notch ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì â
ðåãóëÿöèè ÝÌÏ â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. Èçâåñòíî, ÷òî
ìóòàöèè â ãåíàõ-êîìïîíåíòàõ êàñêàäà Notch ñâÿçàíû ñ
ðÿäîì âðîæäåííûõ äåôåêòîâ ðàçâèòèÿ âûõîäíîãî òðàêòà
ëåâîãî æåëóäî÷êà. Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè
ãåíà Notch1 ñâÿçàíû ñ âðîæäåííûìè àíîìàëèÿìè ðàçâè-
òèÿ àîðòàëüíîãî êëàïàíà è àîðòû, îäíàêî ìåõàíèçìû ðåà-
ëèçàöèè ãåíåòè÷åñêèõ ìóòàöèé ïî-ïðåæíåìó îñòàþòñÿ
íåÿñíûìè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî Notch-çàâèñèìàÿ ðåãó-
ëÿöèÿ ÝÌÏ íàðóøåíà â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïàöèåí-
òîâ ñ âðîæäåííûìè ïîðîêàìè àîðòàëüíîãî êëàïàíà è àîð-
òû. Â äàííîé ðàáîòå èçó÷àëè èíäóêöèþ ÝÏÌ â ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòêàõ àîðòû ÷åëîâåêà, à òàêæå â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ ïóïîâèííîé âåíû ÷åëîâåêà. Ìû ïîêàçàëè ðàçíè-
öó â ýôôåêòèâíîñòè ÝÌÏ â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ àð-
òåðèàëüíîãî è âåíîçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â çàâèñèìîñòè
îò ïðèðîäû èíäóêòîðà. Ëèãàíäû ðåöåïòîðà Notch1, òàêèå
êàê Dll1 è Jag1, à òàêæå òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà
TGFb1 îêàçûâàþòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè â îòíîøå-
íèè àðòåðèàëüíîãî ýíäîòåëèÿ, â òî âðåìÿ êàê âíóòðèêëå-
òî÷íûé äîìåí Notch1 (NICD) îáåñïå÷èâàåò áîëåå ýôôåê-
òèâíóþ èíäóêöèþ ÝÌÏ â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ âåíîç-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ðàçíèöà â ñòåïåíè ÝÌÏ íàèáîëåå
ýôôåêòèâíî âûÿâëÿåòñÿ ïî ýêñïðåññèè ãåíà ãëàäêîìû-
øå÷íîãî àêòèíà — îäíîãî èç îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ÝÌÏ.

Çàòåì ìû ñðàâíèëè ñïîñîáíîñòü ê ÝÌÏ ýíäîòåëèÿ
àîðòû çäîðîâûõ äîíîðîâ è êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ïàöè-
åíòîâ ñ ïîðîêîì ðàçâèòèÿ àîðòàëüíîãî êëàïàíà. Äëÿ èí-
äóêöèè ÝÌÏ èñïîëüçîâàëè äâå ðàçëè÷íûå ñèñòåìû, îäíà
èç êîòîðûõ îñíîâàíà íà ñîêóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê, âûðà-
áàòûâàþùèõ ëèãàíäû, è êëåòîê, ïîäâåðãàþùèõñÿ ÝÌÏ.
Â äðóãîé ñèñòåìå çàïóñê ÝÌÏ ïðîèñõîäèë ïóòåì âíåñå-
íèÿ ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèè ñ ëèãàíäîì íåïîñðåäñò-
âåííî â êëåòêè, ïîäâåðãàþùèåñÿ ïåðåõîäó. Ïîêàçàíî, ÷òî
ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê, íåñóùèõ ëèãàíäû, è êëåòîê, â
êîòîðûõ èíäóöèðóåòñÿ ÝÌÏ, îêàçûâàåòñÿ áîëåå ýôôåê-
òèâíûì ñïîñîáîì çàïóñêà ÝÌÏ, íåæåëè ïðÿìàÿ èíäóê-
öèÿ. Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè
çäîðîâûõ äîíîðîâ ýôôåêòèâíåå ïîäâåðãàþòñÿ ÝÌÏ, ÷åì
ýíäîòåëèé ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ ïîðîêè ðàçâèòèÿ âûíîñÿ-
ùåãî òðàêòà àîðòû è(èëè) àîðòàëüíîãî êëàïàíà. Ïîäðîá-
íûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî ïðàêòè÷åñêè
âñå ìàðêåðû ÝÌÏ, èñïîëüçóåìûå â ðàáîòå, ÿâëÿþòñÿ ýô-

ôåêòèâíûìè ïîêàçàòåëÿìè ñòåïåíè òðàíñôîðìàöèè, íî â
îòíîøåíèè ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ. Òàê, ãåíû SLUG è
HEY ýêñïðåññèðóþòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè âíóòðèêëåòî÷-
íûì äîìåíîì Notch1, ãåíû SNAIL è FSPS100A4 ïðîÿâëÿ-
þòñÿ ïðè èíäóêöèè ëèãàíäàìè Dll1 è Jag1, à HES ìàðêè-
ðóåò ÝÌÏ, èíäóöèðîâàííûé âëèÿíèåì òðàíñôîðìèðóþ-
ùåãî ôàêòîðà ðîñòà TGFb. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî Notch-çàâèñèìàÿ ðåãóëÿöèÿ
ÝÌÏ íàðóøåíà â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïàöèåíòîâ ñ
âðîæäåííûìè ïîðîêàìè àîðòàëüíîãî êëàïàíà è àîðòû.

ÃÈÑÒÎÍÎÂÛÅ ÄÅÇÀÖÅÒÈËÀÇÛ SIRT1 È SIRT6
ÏÐÈ ÎÄÍÎÌ ÈÇ ÑÈÍÄÐÎÌÎÂ ÏÐÅÆÄÅÂÐÅÌÅÍÍÎ-
ÃÎ ÑÒÀÐÅÍÈß — ÀÒÀÊÑÈÈ-ÒÅËÅÀÍÃÈÝÊÒÀÇÈÈ.
© Ì. Ë. Êóðàíîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò è Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, maryakuranova@gmail.com

Ñèíäðîì àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ) ÿâëÿåòñÿ òÿ-
æåëûì íàñëåäñòâåííûì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâà-
íèåì ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ, ðàçâèâàþùèìñÿ ïðè
íàëè÷èè ìóòàöèé â îáîèõ àëëåëÿõ ãåíà atm (OMIM çàáî-
ëåâàíèÿ: 208900, OMIM ãåíà atm: 607585). Ãåí ëîêàëèçî-
âàí â 11-é õðîìîñîìå (11q23) (NC_000011.9
(108093559..108239829)), èìååò ðàçìåð 150 ò. ï. í. è ñî-
äåðæèò 66 ýêçîíîâ (Savitsky et al., 1995; Lavin, Khanna,
1999; Pulverer, 2003), êîäèðóåò êëþ÷åâîé áåëîê êëåòî÷íî-
ãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ — ïðîòåèíêèíàçó ÀÒÌ,
ÿâëÿþùóþñÿ ðåãóëÿòîðîì ìåõàíèçìà êëåòî÷íîãî îòâåòà
íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è âîçíèêíîâåíèå êîíôîðìàöèîí-
íûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà. Äëÿ áîëüíûõ õàðàêòåðíû ïà-
òîëîãèÿ öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû, êîæè, ãëàç, èììó-
íîëîãè÷åñêèå íàðóøåíèÿ, âûñîêàÿ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü
ê íåîïëàçèÿì è ïðîãåðîèäíûå ÷åðòû.

Êàê áûëî ïîêàçàíî ìíîãèìè ãðóïïàìè ó÷åíûõ, â ïðî-
öåññàõ ñòàðåíèÿ è íåéðîäåãåíåðàöèè âàæíóþ ðîëü îñóùå-
ñòâëÿþò ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû — ñèðòóèíû, èëè
SIRT-áåëêè (Silent Information Regulators). Â õîäå ñòàðå-
íèÿ, à òàêæå ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ ìîæåò èçìåíÿòüñÿ ýê-
ñïðåññèÿ ãåíîâ, ïðè ýòîì ñèðòóèíû ìîãóò îòñîåäèíÿòüñÿ
îò ëîêóñîâ ìîë÷àùèõ ãåíîâ è ïåðåìåùàòüñÿ ê ïîâðåæäåí-
íûì ó÷àñòêàì ÄÍÊ, ãäå ñïîñîáñòâóþò èõ ðåïàðàöèè.

Ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè íàìè
áûëî èññëåäîâàíî ñîäåðæàíèå ñèðòóèíîâ Sirt1 è Sirt6 â
êëåòêàõ îò ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ñèíäðîìîì ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ÀÒ: ïàöèåíòêè ñ òÿæåëîé ôîðìîé
çàáîëåâàíèÿ, áîëåå ëåãêîé (ñòåðòîé) ôîðìîé ÀÒ è äâóõ
ïàöèåíòîâ ñ ìîçàè÷íîé (áîëåå ëåãêîé) ôîðìîé ÀÒ. Â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ áûëà èñïîëüçîâàíà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ îò
çäîðîâîãî äîíîðà 8 ëåò. Êëåòêè îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ìûøè è êðîëèêà ê áåëêàì Sirt1 è Sirt6 ñîîòâåòñò-
âåííî (1 : 100, Cell Signlling), à çàòåì àíàëèçèðîâàëè ñðåä-
íþþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè è äèàïàçîíû èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä. ôëîóðåñöåíöèè).
Ñ êàæäîãî îáðàçöà àíàëèçèðîâàëè ïî 300 êëåòîê. Èçìåðå-
íèå ñòàòèñòè÷åñêèõ äàííûõ ïðîèçâîäèëè â ïðîãðàììå
Excel.

Â õîäå ðàáîòû íàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî â ÿäðàõ
êëåòîê áîëüíûõ ÀÒ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè äåàöå-
òèëàçû SIRT6 äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â êëåòêàõ çäîðîâîãî
äîíîðà. Êàêèõ-ëèáî îñîáåííîñòåé â èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè äåàöåòèëàçû SIRT1 â ÿäðàõ êëåòîê è àêòèâíî-
ñòè ïðîòåèíêèíàçû ÀÒÌ íå âûÿâëåíî. Èíòåðåñíûì îêà-
çàëñÿ ðàçáðîñ ïî äèàïàçîíàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
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öèè: â äâóõ ëèíèÿõ ìîçàè÷íîé (áîëåå ëåãêîé) ôîðìû ÀÒ ñ
âûðàæåííîé ãåòåðîãåííîñòüþ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ðà-
íåå â ýòèõ äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ íàìè áûëà îïèñàíà ãå-
òåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèé ïî êîëè÷åñòâó êëåòîê, ñîäåðæà-
ùèõ àêòèâíóþ ôîñôîðèëèðîâàííóþ ôîðìó êèíàçû ÀÒÌ
(÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ëþäåé, íå ñòðàäàþùèõ ÀÒ) è íå ñî-
äåðæàùèõ äàííûõ ôîêóñîâ (÷òî õàðàêòåðíî äëÿ áîëü-
íûõ ÀÒ). Â ýòèõ äâóõ ëèíèÿõ äåòåêòèðîâàëèñü äâà
ïèêà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè. Ïðè÷åì â çàâèñèìî-
ñòè îò ñîîòíîøåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ íîðìàëüíî
ôóíêöèîíèðóþùåé êèíàçîé ÀÒÌ è êîëè÷åñòâà êëåòîê
áåç òàêîâîé âåëè÷èíû ïèêîâ â äèàïàçîíàõ òîæå îêàçàëèñü
ðàçëè÷íûìè.

ÏÐÎÖÅÑÑ ÏÅÐÅÍÎÑÀ ÍÅÉÐÎÄÅÃÅÍÅÐÀÒÈÂÍÛÕ
ÏÀÒÎËÎÃÈÉ ÌÎÆÅÒ ÁÛÒÜ ÑÂßÇÀÍ Ñ ÂÛÕÎÄÎÌ
ÃËÈÖÅÐÀËÜÄÅÃÈÄ-3-ÔÎÑÔÀÒÄÅÃÈÄÐÎÃÅÍÀÇÛ
ÂÎ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÅ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÎ. © Â. Ô. Ëàçà-
ðåâ, À. Ä. Íèêîòèíà, Å. Ð. Ìèõàéëîâà, È. Â. Ãóæîâà,
Á. À. Ìàðãóëèñ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, vl.lazarev@gmail.com

Ìíîãèå íåéðîäåãåíåðàòèâíûå ïàòîëîãèè òðàäèöèîí-
íî ñâÿçûâàþò ñ ïîÿâëåíèåì ìóòàíòíûõ áåëêîâ, êîòîðûå
ôîðìèðóþò àãðåãàòû â êëåòêàõ ìîçãà è â ìåæêëåòî÷íîì
ïðîñòðàíñòâå. Â ïîñëåäíèå ãîäû áûë óñòàíîâëåí ôàêò ïå-
ðåìåùåíèÿ òàêèõ áåëêîâ îò ïàòîãåííûõ êëåòîê ê íîð-
ìàëüíûì, õàðàêòåðíîãî äëÿ ïðèîí-ïîäîáíîãî ðàñïðîñòðà-
íåíèÿ ïàòîëîãèè. Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî â ôîðìèðî-
âàíèè îëèãîìåðîâ è àãðåãàòîâ ïîìèìî íåïîñðåäñòâåííî
ìóòàíòíûõ áåëêîâ ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå è äðóãèå
êëåòî÷íûå áåëêè. Ïî íàøèì äàííûì è äàííûì èç ëèòå-
ðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ, îäíèì èç ïîëèïåïòèäîâ, ïðè-
íèìàþùèõ àêòèâíîå ó÷àñòèå â ïàòîãåííîì ïðîöåññå ïðè
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ ïàòîëîãèÿõ, ÿâëÿåòñÿ ãëèöåðàëüäå-
ãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà (ÃÀÔÄ). Ýòîò ôåðìåíò ñïî-
ñîáåí íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òàêèìè ïà-
òîãåííûìè áåëêàìè, êàê ìóòàíòíûé õàíòèíãòèí, ÑÎÄ1,
áåòà-àìèëîèä è äð. Â òî æå âðåìÿ ó÷àñòèå ÃÀÔÄ â ìèãðà-
öèè ìóòàíòíûõ áåëêîâ, âûçûâàþùèõ ãèáåëü íåéðîíîâ,
ñîâåðøåííî íå èçó÷åíî. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èñ-
ñëåäîâàíèå ìåæêëåòî÷íîãî òðàíñïîðòà ÃÀÔÄ è ñîïðî-
âîæäàþùåãî ýòî ÿâëåíèå òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà.

Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ ýôôåêòà îêñèäàòèâíîãî
ñòðåññà íà êëåòêè íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ãèáåëü êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ ïî-
ÿâëåíèåì â ðîñòîâîé ñðåäå ÃÀÔÄ. Äàëüíåéøèå èññëåäî-
âàíèÿ íà æèâîòíûõ ìîäåëÿõ áîëåçíåé Àëüöãåéìåðà è
Õàíòèíãòîíà ïîäòâåðäèëè âûõîä ÃÀÔÄ â ñïèííîìîçãî-
âóþ æèäêîñòü. Ýòè äàííûå ïîáóäèëè íàñ ïðîâåðèòü ñïî-
ñîáíîñòü ÃÀÔÄ âõîäèòü â äðóãèå êëåòêè. Ïî äàííûì ýêñ-
ïåðèìåíòîâ íà êóëüòóðå ïåðâè÷íûõ íåéðîíîâ, ìå÷åí-
íàÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé ÃÀÔÄ ñïîñîáíà ïðîíèêàòü
â êëåòêó è äàæå ôîðìèðîâàòü àãðåãàòû â öèòîïëàçìå.
Îñîáåííî ñëåäóåò îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî ôåðìåíò ñïî-
ñîáåí ïðîíèêàòü â íåéðîíû ñîâìåñòíî ñ áåòà-àìèëîèäîì
è êîëîêàëèçîâàòüñÿ â àãðåàãàòàõ ñ ïàòîãåííûì ïîëè-
ïåïòèäîì. Ñëåäóþùèì ýòàïîì ðàáîò áûëî èçó÷åíèå âîç-
ìîæíîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÃÀÔÄ, îêàçàâøå-
ãîñÿ âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Èñïîëüçóÿ ìåòîä
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ëàêòàòäåãèäðîåíàçû â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ÃÀÔÄ ñàì ïî ñåáå,
òàê æå êàê è áåòà-àìèëîèä è ðåêîìáèíàíòíûé ôðàãìåíò
ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà, òîêñè÷åí. Áîëåå òîãî, ÃÀÔÄ,

âñòóïàÿ â êîìïëåêñ ñ ïàòîãåííûìè áåëêàìè, óñèëèâàåò èõ
òîêñè÷íîñòü.

Ñðàâíèâàÿ ïðåäñòàâëåííûå çäåñü ðåçóëüòàòû ñ äàí-
íûìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå íàìè è äðóãèìè êîëëåêòèâà-
ìè, ìû ìîæåì ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ÃÀÔÄ ïðèíèìàåò
ó÷àñòèå â ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ ïàòîãåííîãî ïðîöåññà ïðè
íåéðîäåãåíåðàöèè. Îí ñïîñîáåí íåïîñðåäñòâåííî âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü ñ ìîíîìåðàìè è îëèãîìåðàìè ìóòàíòíûõ
áåëêîâ, ôîðìèðóÿ ïðè ýòîì òîêñè÷íûå àãðåãàòû. Ïåðåìå-
ùåíèå ÃÀÔÄ â ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî òàêæå ñïî-
ñîáñòâóåò ãèáåëè íåðâíûõ êëåòîê è ðàñïðîñòðàíåíèþ
íåéðîäåãåíåðàöèè. Íàøè ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò
èñêëþ÷èòåëüíóþ çíà÷èìîñòü ÃÀÔÄ ïðè ðàçâèòèè è ðàñ-
ïðîñòðàíåíèè íåêîòîðûõ ïàòîëîãèé è ïåðñïåêòèâû ôåð-
ìåíòà â êà÷åñòâå íîâîé ìèøåíè äëÿ òåðàïèè ñîöèàëüíî
çíà÷èìûõ çàáîëåâàíèé.

ÐÅÃÈÎÍÀËÜÍÀß ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÃÅÒÅÐÎÃÅÍ-
ÍÎÑÒÜ ÃËÀÄÊÎÌÛØÅ×ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÀÎÐÒÛ ÊÐÛ-
ÑÛ. © Ê. À. Ëåâ÷óê, À. Á. Ìàëàøè÷åâà. Ôåäåðàëüíûé
öåíãòð ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìà-
çîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé óíèâåðñèòåò, ksenialevchuk@mail.ru

Àîðòà â òðàäèöèîííîì ïîíèìàíèè ÿâëÿåòñÿ ýëàñòè÷å-
ñêîé àðòåðèåé, ñîñòîÿùåé èç âíóòðåííåãî ñëîÿ (t. intima),
ïðåäñòàâëåííîãî êëåòêàìè ýíäîòåëèÿ, íàðóæíîãî ñëîÿ
(t. adventitia), ïðåäñòàâëåííîãî ðûõëîé âîëîêíèñòîé ñîå-
äèíèòåëüíîé òêàíüþ, è ìîùíî ðàçâèòîãî ñðåäíåãî ñëîÿ
(t. media), ñîñòîÿùåãî èç öèðêóëÿðíî ðàñïîëîæåííûõ
ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê, îêðóæåííûõ âîëîêíàìè êîë-
ëàãåíà è îñîáûìè ñòðóêòóðàìè — îêîí÷àòûìè ýëàñòè-
÷åñêèìè ìåìáðàíàìè, ïðèäàþùèìè àîðòå ñïîñîáíîñòü
ïðîòèâîñòîÿòü äàâëåíèþ òîêà êðîâè, âûáðàñûâàåìîãî èç
ñåðäöà. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ñî-
ñðåäîòî÷åíî íà ôàêòàõ ðåãèîíàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè êëå-
òî÷íîãî ñîñòàâà àîðòû. Ïðîñëåæèâàíèå ñóäüáû êëåòîê
ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîãî ìàðêèðîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î
íàëè÷èè çàâèñèìîñòè îòâåòà êëåòîê íà ðàçëè÷íûå ôàêòî-
ðû îò ýìáðèîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ðàçëè÷íûõ ó÷àñò-
êîâ àîðòû. Òàêèì îáðàçîì, ýòî ñòèðàåò ïðèâû÷íîå âîñ-
ïðèÿòèå àîðòû êàê ñîñóäà ñ îäèíàêîâûìè ñâîéñòâàìè
êëåòîê ïî âñåé äëèíå. Ðåãèîíàëüíàÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ãå-
òåðîãåííîñòü êëåòîê ïðèñóùà ïî ìåíüøåé ìåðå òðåì ó÷à-
ñòêàì, îäíàêî ðàçíûå èñòî÷íèêè ïðåäîñòàâëÿþò èíôîð-
ìàöèþ î äâóõ è äàæå ÷åòûðåõ.

Â äàííîé ðàáîòå áûëè âûáðàíû òðè ó÷àñòêà àîðòû
ëèíåéíûõ êðûñ: âîñõîäÿùàÿ ãðóäíàÿ àîðòà — ïðîèñõî-
äèò èç êëåòîê íåðâíîãî ãðåáíÿ, íèñõîäÿùàÿ ãðóäíàÿ àîð-
òà — ïðîèñõîäèò èç ñîìèòîâ, áðþøíàÿ àîðòà — ïðîèñõî-
äèò èç ñïëàíõíè÷åñêîé ìåçîäåðìû. Çàäà÷à ðàáîòû — õà-
ðàêòåðèñòèêà è ñðàâíåíèå ìåæäó ñîáîé ïîïóëÿöèé
ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ñòåíêè àîð-
òû, â åå îáëàñòÿõ, ðàçëè÷íûõ ïî ýìáðèîíàëüíîìó ïðîèñ-
õîæäåíèþ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñïîñîá-
íîñòåé áûëè ïîñòðîåíû êðèâûå ðîñòà ãëàäêîìûøå÷íûõ
êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ àîðòû ëèíåéíûõ
êðûñ. Áîëåå èíòåíñèâíî ïðîëèôåðèðóþò êëåòêè âîñõîäÿ-
ùåãî îòäåëà àîðòû ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè íèñõîäÿùåé
ãðóäíîé àîðòû. Äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèãíà-
ëüíîãî ïóòè TGF-beta è äîêàçàòåëüñòâà åãî çíà÷èìîñòè
äëÿ ðàçíûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê àîðòû èñïîëüçîâàëè ìåòîä
Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ ïðåäøåñòâóþùåé èíäóêöèåé êîíô-
ëþýíòíûõ êëåòîê ýòèì ôàêòîðîì. Íàáëþäàëèñü ðàçëè÷èÿ
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â óðîâíÿõ ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ-ìàðêåðîâ: ãëàäêîìûøå÷íî-
ãî àêòèíà, ãëàäêîìûøå÷íîãî 22 àëüôà, âèìåíòèíà ìåæäó
êîíòðîëüíûìè ïðîáàìè è èíäóöèðîâàííûìè òðàíñôîð-
ìèðóþùèì ôàêòîðîì. Ïîìèìî ýòîãî, äëÿ õàðàêòåðèñòèêè
ôóíêöèîíàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè íåïîñðåäñòâåííî â òêà-
íè íà ïðîòÿæåíèè àîðòû áûë ïðîàíàëèçèðîâàí óðîâåíü
ñîêðàòèòåëüíûõ áåëêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ãëàäêîìûøå÷-
íûõ êëåòîê àîðòû. Óðîâåíü ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà è
SM22 àëüôà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå â îáëàñòè âîñõîäÿùåãî
ãðóäíîãî îòäåëà, à âûøå âñåãî — â îáëàñòè áèôóðêàöèè.
Óðîâåíü âèìåíòèíà, ïî ïîëó÷åííûì äàííûì, ïðèáëèçè-
òåëüíî îäèíàêîâ íà âñåì ïðîòÿæåíèè àîðòû. Òàêèì îáðà-
çîì, ãëàäêîìûøå÷íûå êëåòêè àîðòû êðûñû îáëàäàþò ðàç-
ëè÷íûìè ôóíêöèîíàëüíûìè ñâîéñòâàìè â çàâèñèìîñòè
îò èõ ýìáðèîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

ÈÑÊÓÑÑÒÂÅÍÍÛÅ ÕÐÎÌÎÑÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ: ÍÎ-
ÂÛÉ ÏÎÄÕÎÄ Ê ÒÐÀÍÑÃÅÍÅÇÓ. © Ì. À. Ëèñêîâûõ,1

Í. Êóïðèíà,2 Â. Ëàðèîíîâ,2 Ñ. Â. Ïîíîìàðöåâ,1 Å. Ïîïîâà,3

Ì. Áàäåð,3 Í. Â. Àëåíèíà,3 À. Í. Òîìèëèí.1 1 Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ, 2 Íàöèîíàëüíûé
èíñòèòóò çäîðîâüÿ, Íàöèîíàëüíûé èíñòèòóò ðàêà, Áåòåç-
äà, ÑØÀ, è 3 Öåíòð ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû èì. Ìàêñà
Äåëüáðþêà, Áåðëèí, Ãåðìàíèÿ, liskovykh@mail.ru

Èñêóññòâåííûå õðîìîñîìû (ÈÕ) óæå íà ïðîòÿæåíèè
áîëåå ÷åì 20 ëåò ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ïåðñïåêòèâíàÿ
àëüòåðíàòèâà äðóãèì âåêòîðíûì ñèñòåìàì, òàêèì êàê âè-
ðóñíàÿ è òðàíñãåííàÿ. ÈÕ îáëàäàþò ïðàêòè÷åñêè íåîã-
ðàíè÷åííîé åìêîñòüþ è ñïîñîáíû ñòàáèëüíî ïîääåðæè-
âàòüñÿ â âèäå îòäåëüíûõ õðîìîñîì, òåì ñàìûì íå íåñóò â
ñåáå ðèñêà èíñåðöèîííîãî ìóòàãàíåçà. Òåì íå ìåíåå äî
ïîñëåäíåãî âðåìåíè ÈÕ íå ïîëó÷àëè øèðîêîãî ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ ââèäó íåîïðåäåëåííîñòè ñîñòàâà è íåóïðàâëÿå-
ìîñòè. Ñèòóàöèÿ â êîðíå èçìåíèëàñü íåäàâíî, êîãäà áûë
ïðåäëîæåí ñïîñîá ñîçäàíèÿ ÈÕ de novo íà îñíîâå èçâåñò-
íûõ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Â äîêëàäå îáñóæäàþòñÿ
ïåðñïåêòèâû èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ âåêòîðîâ â òêàíåçàìå-
ùåíèè è ãåíîòåðàïèè çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà.

Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, òàêèå êàê ýìáðè-
îíàëüíûå èëè èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå, ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé èäåàëüíûé âåêòîð äëÿ äîñòàâêè ÈÕ ïî-
ñðåäñòâîì òêàíåçàìåùåíèÿ. Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ â êîíòåêñòå èñïîëüçîâàíèÿ
ÈÕ èç-çà ñâîèõ óíèêàëüíûõ ñâîéñòâ: îíè îáëàäàþò ïðàê-
òè÷åñêè íåîãðàíè÷åííûì ïîòåíöèàëîì ñàìîâîñïðîèçâî-
äèìîñòè, à òàêæå äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì.
Â äîêëàäå áóäåò ïîäðîáíî îñâåùåíà ïðèíöèïèàëüíàÿ
âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê, íåñóùèõ ÈÕ â ñâîåì ãåíîìå. Ïîëó÷åííûå ýìáðèîíà-
ëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, íåñóùèå ÈÕ â ñâîåì ãåíîìå, îá-
ëàäàëè âñåìè ñâîéñòâàìè ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê, ÷òî áûëî ïîäòâåðæäåíî ïðè ïîìîùè îêðàñêè íà
îñíîâíûå ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ (Oct4,
Nanog è SSEA1), òåñòà íà ôîðìèðîâàíèå òåðàòîì ñ ïîñëå-
äóþùèì ãèñòîëîãè÷åñêèì àíàëèçîì. Àâòîíîìíîñòü è
ñòàáèëüíîñòü ÈÕ áûëè ïîäòâåðæäåíû ìåòîäîì FISH-àíà-
ëèçà.

Ñëåäóþùèì íå ìåíåå âàæíûì àñïåêòîì äîêëàäà ÿâ-
ëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ õèìåðíîãî îðãàíèçìà ïðè
èíúåêöèè âûøåîïèñàííûõ êëåòîê â áëàñòîöèñòû ìû-
øåé-ðåöèïèåíòîâ. Â ïåðâóþ î÷åðåäü èíòåðåñíî ñàìî ïî
ñåáå ñîçäàíèå òàêîãî îðãàíèçìà, òàê êàê áóäåò ïîäòâåðæ-
äåíà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïîëíîñòüþ ñèíòåòè÷å-

ñêîãî ãåíåòè÷åñêîãî ýëåìåíòà â ýêñïåðèìåíòàõ ïî
òðàíñãåíåçó, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðåäñòàâëÿåò íå òîëüêî
ïðàêòè÷åñêèé, íî è ôóíäàìåíòàëüíûé èíòåðåñ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà International Academy of Life Science (IALS), ãðàíòà
Boehringer Ingelheim Fonds (BIF), DAAD (A/12/87445),
ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ
(ÑÏ-3805.2013.4), ÃÊ 8850 îò 14.11.2012, Ïðîãðàììû
ÌÊÁ, ôèíàíñèðîâàíèÿ è â ðàìêàõ ðàçâèòèÿ Öåíòðà èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðè Ñêîëêîâñêîì èíñòè-
òóòå íàóêè è òåõíîëîãèè (Ñêîëòåõå).

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÑÈÍÒÅÇÀ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ ÂÍÅÊËÅ-
ÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ ÏÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ
ÄÅÐÌÀËÜÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ Â ÐÀÇ-
ÍÛÕ ÓÑËÎÂÈßÕ. © Î. À. Ìèëåíèíà, È. Â. Âîðîíêèíà,
È. È. Åðìàêîâà, Í. Ì. Þäèíöåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ollimils@gmail.com

Ðåãåíåðàòèâíàÿ ìåäèöèíà — îäíà èç âåäóùèõ îáëàñ-
òåé ñîâðåìåííîé ìåäèöèíû. Åå öåëü — âîññòàíîâëåíèå
ñòðóêòóðû è ôóíêöèé ïîâðåæäåííûõ òêàíåé ïóòåì òðàíñ-
ïëàíòàöèè âûðàùåííûõ in vitro êëåòîê. Êëåòêè äåðìû è
êîìïëåêñû êëåòîê ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà (ÂÊÌ) èñïîëüçóþòñÿ êàê òêàíåâûå çàìåñòèòåëè.
Îñíîâíûå êëåòêè äåðìû — ôèáðîáëàñòû — ïðîäóöèðó-
þò áîëüøèíñòâî êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ â ïðîöåññå ðåãåíåðà-
öèè êîæè ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ. Äîëÿ ðàçíûõ ìîëåêóë ÂÊÌ
øèðîêî âàðüèðóåò â çàâèñèìîñòè îò òèïà òêàíè. Òàêæå
ñîñòàâ îêðóæàþùåãî êëåòêè ÂÊÌ çàâèñèò îò óñëîâèé
êóëüòèâèðîâàíèÿ, íåïîñðåäñòâåííî âëèÿþùèõ íà êëåòî÷-
íóþ àäãåçèþ, ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó. Èçó÷å-
íèå ñîñòàâà è ñòðóêòóðû ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìîãî ôèáðî-
áëàñòàìè äåðìû ÷åëîâåêà â ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, âàæíî äëÿ ñîçäàíèÿ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ íà èõ
îñíîâå.

Öåëü äàííîé ðàáîòû — èññëåäîâàíèå ðàçëè÷èé â ñî-
ñòàâå è ñòðóêòóðå ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìîãî ôèáðîáëàñòàìè
÷åëîâåêà â ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ: â äâóõìåð-
íîé (íà òâåðäîé è ìÿãêîé ïîäëîæêàõ) è òðåõìåðíîé ñèñ-
òåìàõ.

Â ïåðâîé ÷àñòè ðàáîòû áûëè èñïîëüçîâàíû ôèáðî-
áëàñòû êîæè ÷åëîâåêà, âûäåëåííûå èç íîðìàëüíîé è ðóá-
öîâîé òêàíåé. Êëåòêè íà 4—5-ì ïàññàæàõ îòêðåïëÿëè îò
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê ñ ïîìîùüþ òðèï-
ñèí-âåðñåíà è ïåðåñåâàëè íà ïëàñòèêîâûå ñòåêëà (òâåðäàÿ
ïîäëîæêà) è íà ïîâåðõíîñòü ïåðôòîðäåêàëèíà (ìÿãêàÿ
ïîäëîæêà). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 3 ñóò, çàòåì îñòîðîæ-
íî óäàëÿëè ïåðôòîðäåêàëèí è ôèêñèðîâàëè êëåòêè íà ëå-
æàùèõ ïîä íèì ñòåêëàõ. Ïðåïàðàòû îáðàáàòûâàëè ïî ìå-
òîäó íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè, îêðàøèâàëè òðè
ìàæîðíûõ áåëêà (êîëëàãåí I òèïà, ëàìèíèí è ôèáðîíåê-
òèí), äâà ãëèêîçàìèíîãëèêàíà (ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà è
õîíäðîèòèíñóëüôàò) è äâà ïðîòåîãëèêàíà (äåêîðèí è âåð-
ñèêàí). Çàòåì ïðîâîäèëè êà÷åñòâåííóþ è êîëè÷åñòâåí-
íóþ îöåíêè ãîòîâûõ ïðåïàðàòîâ. Áûëè îáíàðóæåíû ðàç-
ëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ
ìåæäó êëåòêàìè äâóõ òèïîâ, ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè,
òîëùèíå è äëèíå áåëêîâûõ ôèáðèëë.

Èçâåñòíî, ÷òî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò áûñòðî ðåàãèðó-
åò íà êàêèå-ëèáî èçìåíåíèÿ â ìèêðîîêðóæåíèè êëåòîê.
Ïî ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà ìîæíî îöåíèòü ðàçëè÷èÿ â ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíî-
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ñòè êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ. Ïðåïàðà-
òû îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè íà âèíêóëèí â ñî÷åòàíèè ñ
ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Ãîòîâûå ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà.

Âî âòîðîé ÷àñòè ðàáîòû ïëàíèðóåòñÿ ïðîâåñòè àíàëî-
ãè÷íûå ýêñïåðèìåíòû ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè â
3D-ñèñòåìå.

Ïî ïåðâîé ÷àñòè ðàáîòû ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðå-
çóëüòàòû. Ðàçðàáîòàíû ìåòîäèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ äåðìà-
ëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ â äâóõôàçíîé ñèñòåìå íà ïîâåðõíî-
ñòè ïåðôòîðäåêàëèíà è ìåòîä ïîäãîòîâêè ïðåïàðàòîâ äëÿ
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïðè òàêîì êóëüòèâèðîâàíèè.
Îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ â ìèêðîêðóæåíèè äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ, âûäåëåííûõ èç ðóáöîâîé è íîðìàëüíîé
òêàíåé. Âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ôèáðîáëà-
ñòîâ â 2D-ñèñòåìå íà ïîäëîæêàõ ñ ðàçíîé àäãåçèåé.

ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÓÑËÎÂÈÉ ÈÍÄÓÊÖÈÈ ÏÎÂÅÐÕ-
ÍÎÑÒÍÎÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ CD25 Â Ò-ËÈÌÔÎÖÈÒÀÕ
×ÅËÎÂÅÊÀ È Ò-ÊËÅÒÊÀÕ JURKAT. © Å. Â. Ìèòþøî-
âà, È. È. Ìàðàõîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, elena-mityushova@yandex.ru

Ýêñïðåññèÿ a-öåïè ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 (ÈË-2)
è ôîðìèðîâàíèå ïîëíîöåííîãî ðåöåïòîðà ÈË-2 ÿâëÿþòñÿ
ðåøàþùèì ìîìåíòîì â öåïè ñîáûòèé, ðåãóëèðóþùèõ
ïðîëèôåðàöèþ è èììóííûé îòâåò Ò-ëèìôîöèòîâ. Íà-
ðóøåíèå ìåõàíèçìîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ýêñïðåññèþ
a-ñóáúåäèíèöû â Ò-ëèìôîöèòàõ, ëåæèò â îñíîâå àóòîèì-
ìóííûõ çàáîëåâàíèé. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èññëå-
äîâàíèå ìåõàíèçìîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ïîâåðõíîñòíóþ
ýêñïðåññèþ a-öåïè ðåöåïòîðà ÈË-2 â íîðìàëüíûõ ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà è òðàíñôîðìèðîâàííûõ Ò-êëåòêàõ ëè-
íèè Jurkat. Îá óðîâíå ýêñïðåññèè a-öåïè ðåöåïòîðà ÈË-2
ñóäèëè ïî èçìåíåíèþ ÷èñëåííîñòè êëåòîê, ýêñïîíèðóþ-
ùèõ ìàðêåð CD25 (ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè). Íà ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà,
ñòèìóëèðîâàííûõ ê ïðîëèôåðàöèè ôèòîãåìàããëþòè-
íèíîì (ÔÃÀ), óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè àêòèâàöèè Ò-ëèì-
ôîöèòîâ ñèãíàë äëÿ çàïóñêà ýêñïðåññèè ÈË-2Ða ïîñòóïà-
åò ñ Ò-ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà ÷åðåç Src-êèíàçíûé ñèã-
íàëüíûé ïóòü. Íà ïîçäíåé æå ñòàäèè ïðîëèôåðàòèâíîãî
îòâåòà âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè CD25 äîëæåí ðåãó-
ëèðîâàòüñÿ ÷åðåç ðåöåïòîð ÈË-2 ñ ó÷àñòèåì JAK-êèíàç,
àññîöèèðîâàííûõ ñ ýòèì ðåöåïòîðîì, è JAK/STAT-ñèã-
íàëüíîãî ïóòè. Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿùàÿñÿ âî âðåìåíè âûñî-
êàÿ àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà STAT5 ÿâëÿ-
åòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ïîâåðõíîñòíîé ýêñïðåññèè
CD25. WHI-P131, ñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð òèðîçèíêèíàçû
JAK3, ïðåïÿòñòâóåò ïîÿâëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì STAT5 íà âñåõ ñðîêàõ äåéñòâèÿ ÔÃÀ, îòìåíÿåò ýêñ-
ïðåññèþ CD25, áëàñòòðàíñôîðìàöèþ è çàïóñê ïðîëèôå-
ðàòèâíîãî îòâåòà, îñòàíàâëèâàÿ ëèìôîöèòû â ôàçå G1.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ýêçîãåííûé ÈË-2 èíäóöèðóåò ïîâåðõ-
íîñòíóþ ýêñïðåññèþ CD25 òîëüêî â êîìïåòåíòíûõ (íî íå
â ïîêîÿùèõñÿ) Ò-ëèìôîöèòàõ êðîâè ÷åëîâåêà è îäíîâðå-
ìåííî ïîâûøàåò óðîâåíü àêòèâíîñòè STAT5. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî â ðàñòóùèõ êóëüòóðàõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
Ò-êëåòîê Jurkat â ïðèñóòñòâèè ÔÃÀ (5 ìêã/ìë) èëè ÔÃÀ ñ
ôîðáîëîâûì ýôèðîì ïîÿâëÿþòñÿ êëåòêè, íåñóùèå CD25,
÷èñëåííîñòü êîòîðûõ ÷åðåç 1 ñóò ñîñòàâëÿåò 25—70 %
âñåé ïîïóëÿöèè Ò-êëåòîê. WHI-P131 òîðìîçèò ðîñò êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð Jurkat, âûçûâàÿ îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî

öèêëà â ôàçå G2/M. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ
WHI-P131 íà ýêñïðåññèþ CD25 áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãè-
áèòîð ñíèæàåò ÷èñëåííîñòü ìåëêèõ êëåòîê CD25+ â êóëü-
òóðå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, óâåëè÷èâàÿ ÷èñëåí-
íîñòü êðóïíûõ êëåòîê CD25+. Ïîñëåäíåå íàáëþäåíèå
îáúÿñíÿåòñÿ âîçðàñòàíèåì ÷èñëà êëåòîê ñ áëîêîì êëåòî÷-
íîãî öèêëà â ôàçå G2/M. Âûÿâëåíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ àê-
òèâíîñòè STAT5 ïðè èíäóêöèè ïîâåðõíîñòíîé ýêñïðåñ-
ñèè CD25 â êëåòêàõ Jurkat. Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî
JÀÊ3/STAT5-ïóòü ñèãíàëèçàöèè ó÷àñòâóåò â ïîääåðæà-
íèè óñòîé÷èâîé âî âðåìåíè ýêñïðåññèè àëüôà-öåïè ðå-
öåïòîðà ÈË-2 êàê â íîðìàëüíûõ, òàê è â òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ Ò-ëèìôîöèòàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» (2013—2018 ãã.), ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ
«Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-4957.2012.4), ôåäå-
ðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäà-
ãîãè÷åñêèå êàäðû Ðîññèè» (2009—2011 ãã.), Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00234-à).

ÒÀÍÄÅÌÍÛÅ ÏÎÂÒÎÐÛ IN SILICO È IN SITU Ó ÒÐÅÕ
ÂÈÄÎÂ ÐÎÄÀ MUS. © Ä. È. Îñòðîìûøåíñêèé. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, necroforus@gma-
il.com

Òàíäåìíîïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ÒÏ)
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûé äëÿ ýóêàðèîò êëàññ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ. Óíèêàëüíîñòü ñâîéñòâ — ñëåä-
ñòâèå èõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè: îíè ñîñòîÿò èç ìíîãî-
êðàòíî òàíäåìíîïîâòîðÿþùèõñÿ («ãîëîâà-ê-õâîñòó») êî-
ðîòêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (ìîíîìåðîâ). ÒÏ åñòü
òîëüêî ó ýóêàðèîòè÷åñêèõ, íî íå ïðîêàðèîòè÷åñêèõ îð-
ãàíèçìîâ. Èõ ñîäåðæàíèå â ãåíîìå ó âûñøèõ ýóêàðèîò
ìîæåò äîñòèãàòü äåñÿòêîâ ïðîöåíòîâ. ÒÏ ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè ñòðóêòóðíî çíà÷èìûõ ÷àñòåé
õðîìîñîì, òàêèõ êàê òåëîìåðû, öåíòðîìåðû è ãåòåðîõðî-
ìàòèíîâûå ðàéîíû. Ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå è ìåõà-
íèçìû ýâîëþöèè ÒÏ â ãåíîìàõ ýóêàðèîò îñòàþòñÿ íåâû-
ÿñíåííûìè. Ïðè÷èíîé ýòîãî ÿâëÿåòñÿ îãðàíè÷åííûé àð-
ñåíàë ìåòîäîâ èçó÷åíèÿ ÒÏ. Óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ
èçó÷åíèÿ ÒÏ è èõ ýâîëþöèè ÿâëÿåòñÿ ðîä Mus. Ãåíîì
M. musculus îòñåêâåíèðîâàí â 2003, ïîñòîÿííî óñîâåð-
øåíñòâóåòñÿ, ñðàâíèòåëüíî õîðîøî ñîáðàí, åñòü áàçû
äàííûõ íåêàðòèðîâàííûõ êîíòèãîâ. Ó M. musculus êëî-
íèðîâàíû 2 öåíòðîìåðíûõ è 2 ïåðèöåíòðîìåðíûõ ÒÏ.
Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî êëîíèðîâàííûå ñàòÄÍÊ M. musculus
ó M. spicilegus îáíàðóæèëè ñõîäíûé ñ èñõîäíûì âèäîì
ñèãíàë. Îäíàêî ó M. caroli åñòü òîëüêî ïåðèöåíòðîìåð-
íûå ÒÏ. Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áèîèíôîðìàòè÷åêèì
àíàëèçîì â ïîëíîãåíîìíîé ñáîðêå ãåíîìà ìûøè (WGS)
âûÿâëåíî 8 ñåìåéñòâ ÒÏ, ñîñòîÿùèõ èç 62 ïîäñåìåéñòâ,
èç êîòîðûõ òîëüêî 2 ïîäñåìåéñòâà îïèñàíû ðàíåå êàê
êëîíèðîâàííûå ñàòÄÍÊ (Komissarov et al., 2011). Ìû
ñêîíñòðóèðîâàëè ïðîáû ê íàéäåííûì ÒÏ äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH). Ïîêàçàíî,
÷òî ÒÏ äåòåêòèðóþòñÿ íà áîëüøåì êîëè÷åñòâå õðîìîñîì
M. musculus, ÷åì íàéäåíî â ñîáðàííîì ýòàëîííîì ãåíîìå.
Ýòî ñâÿçàíî ñ íåïîëíîòîé ãåíîìíîé ñáîðêè. Ó áëèçêîðîä-
ñòâåííîãî M. musculus âèäà M. spicilegus íàáëþäàëè
ñõîæèé ïàòòåðí ðàñïðåäåëåíèÿ ñèãíàëîâ; ó áîëåå ýâîëþ-
öèîííî äàëåêîãî âèäà M. caroli äåòåêòèðîâàëè òîëüêî îò-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 373



äåëüíûå ÒÏ íà çíà÷èòåëüíî ìåíüøåì ÷èñëå õðîìîñîì;
åñòü óíèêàëüíûå äëÿ âèäà ÒÏ. Ïîêàçàíî íàëè÷èå ÒÏ, äå-
òåêòèðóåìûõ ãèáðèäèçàöèåé in situ, âî ôðàãìåíòàðíîé
áàçå äàííûõ ãåíîìà M. caroli èç Sequence Read Archive.
Äâà êëîíèðîâàííûõ ÒÏ M. caroli íå îáíàðóæåíû ó äâóõ
äðóãèõ èññëåäîâàííûõ âèäîâ. Òàêèì îáðàçîì, ó ðîäà Mus
ïîäòâåðæäàåòñÿ âèäîñïåöèôè÷íîñòü ÒÏ: åñëè áëèçêîðîä-
ñòâåííûå âèäû ñîäåðæàò ñõîäíûé íàáîð ÒÏ, òî áîëåå
ýâîëþöèîííî äàëåêèé âèä òîãî æå ðîäà îáëàäàåò ñîáñò-
âåííûì íàáîðîì ÒÏ.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÁÅËÎÊ-ÁÅËÊÎÂÎÃÎ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒ-
ÂÈß Å3-ÓÁÈÊÂÈÒÈÍ ËÈÃÀÇ COP1 È MDM2.
© À. Â. Ïåòóõîâ, Î. Þ. Øóâàëîâ, Ã. Ñ. Èâàíîâ, Î. À. Ôå-
äîðîâà, Í. À. Áàðëåâ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
òåõíîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò (Òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò) è
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexeysakha-
lin@gmail.com

Èçó÷åíèå áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé ïðèîáðå-
òàåò âñå áîëüøóþ àêòóàëüíîñòü â ñâåòå ðàçðàáîòêè íîâûõ
ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ. Áåëîê-îíêîñóïðåññîð
p53, êîíòðîëèðóþùèé ïåðåõîä êëåòîê èç ôàçû G1 â ôà-
çó S êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàêæå ó÷àñòâóþùèé â àêòèâàöèè
àïîïòîçà, ÷àñòî ìóòèðîâàí èëè åãî ýêñïðåññèÿ ïîäàâëåíà
â ðàêîâûõ êëåòêàõ. Ñîîòâåòñòâåííî åãî ðåàêòèâàöèÿ
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ
ïîäõîäîâ â êîíòåêñòå ñîçäàíèÿ íîâûõ ïðîòèâîîïóõî-
ëåâûõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðåïàðàòîâ. Îäíàêî ðåàêòè-
âàöèÿ íàòèâíîãî p53 çàòðóäíåíà òåì, ÷òî áåëîê áûñòðî
äåãðàäèðóåò çà ñ÷åò óáèêâèòèíçàâèñèìîé ïðîòåàñîìíîé
äåãðàäàöèè. Èç ñïåöèôè÷åñêèõ Å3-óáèêâèòèíëèãàç, íåãà-
òèâíî ðåãóëèðóþùèõ àêòèâíîñòü è ñòàáèëüíîñòü p53, ïî-
ìèìî MDM2, íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò òàêæå
Pirh2 è COP1. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî Å3-óáèêâèòèíëèãàçà
COP1 êðîìå ñâîåé ïðåäïîëàãàåìîé îíêîãåííîé ôóíêöèè
âûïîëíÿåò òàêæå è îíêîñóïðåññîðíóþ ôóíêöèþ ÷åðåç ðå-
ãóëÿöèþ àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ñ-Jun,
òàêèì îáðàçîì îïîñðåäîâàííî ó÷àñòâóÿ â êëåòî÷íîì îò-
âåòå íà ðîñòîâûå ôàêòîðû, îêñèäàòèâíûé ñòðåññ, ÓÔ-îá-
ëó÷åíèå è ñèñòåìíîå âîñïàëåíèå.

Â äàííîé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíûé àíàëèç äîìåíîâ áåëêà COP1 íà ïðåäìåò åãî
âçàèìîäåéñòâèÿ in vitro ñ äðóãîé ð53-ñïåöèôè÷åñêîé
Å3-óáèêâèòèíëèãàçîé, MDM2. Äëÿ èçó÷åíèÿ ýòèõ âçàèìî-
äåéñòâèé, ñ îäíîé ñòîðîíû, íàìè áûëà ïðîèçâåäåíà
òðàíñôåêöèÿ êëåòîê ýêñïðåññèîííûìè ýóêàðèîòè÷åñêèìè
âåêòîðàìè pIRES-hrGFP-1a, ñîäåðæàùèìè ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè, êîäèðóþùèå áåëîê COP1 è åãî äåëåöèîííûå âà-
ðèàíòû (DRING, DWD40 è DññWD40). Äëÿ òðàíñôåêöèè
èñïîëüçîâàëè îïóõîëåâûå ëèíèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî
p53 ñòàòóñó, Í1299 (ð53–) è U2OS (ð53+). Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, íàìè áûëè âûäåëåíû èç E. coli è àôôèííî î÷èùå-
íû ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê MDM2 è åãî äåëåöèîííûå âà-
ðèàíòû (1-491, 1-332, 61-491 è 237-288), ñëèòûå ñ GST.
Áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó GST-MDM2 è
COP1 èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ èíêóáàöèè î÷èùåííûõ ðåêîì-
áèíàíòíûõ áåëêîâ ñ êëåòî÷íûìè ýêñòðàêòàìè òðàíñôèöè-
ðîâàííûõ ëèíèé è ïîñëåäóþùåãî Âåñòåðí-áëîòèíãà. Ìû
ïîäòâåðäèëè ðàíåå îïóáëèêîâàííûå äàííûå î ôèçè÷å-
ñêîì âçàèìîäåéñòâèè E3-óáèêâèòèíëèãàç MDM2 è COP1,
à òàêæå î ëîêàëèçàöèè ðàçëè÷íûõ äåëåöèîííûõ âàðèàí-
òîâ COP1 â êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ. Êðîìå òîãî, áûëà
èçó÷åíà ðîëü coiled-coil äîìåíà COP1 âî âçàèìîäåéñòâèè

ñ MDM2 è âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î âîçìîæíîñòè ñî-
õðàíåíèÿ p53-óáèêâèòèíèëèðóþùåé àêòèâíîñòè MDM2
ïîñëå åãî ñòàáèëèçàöèè COP1 ÷åðåç áåëîê-áåëêîâûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ.

Ðåçóëüòàòû äàííîé ðàáîòû â áóäóùåì ïîçâîëÿò ðàç-
ðàáîòàòü ðàöèîíàëüíûå ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ èíãèáèòî-
ðîâ âçàèìîäåéñòâèÿ COP1-MDM2 äëÿ ïðèìåíåíèÿ â ïðî-
òèâîðàêîâîé òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðàâèòåëüñòâà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
¹ 11.G34.31.0069 îò 21.10.2011 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-01024 À).

ÀÊÒÈÍ — ÃËÎÁÓËßÐÍÛÉ ÈËÈ ÂÍÓÒÐÅÍÍÅ ÍÅÓ-
ÏÎÐßÄÎ×ÅÍÍÛÉ ÁÅËÎÊ? © Î. È. Ïîâàðîâà,1 Ê. Ê. Òó-
ðîâåðîâ,1, 2 È. Ì. Êóçíåöîâà.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò, olp@incras.ru

Â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî ôóíê-
öèÿ áåëêà çàâèñèò îò ñâîðà÷èâàíèÿ åãî â óíèêàëüíóþ íà-
òèâíóþ òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó. Çà ïîñëåäíèå 15 ëåò íàêî-
ïèëèñü äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî ìíîãèå
áåëêè ìîãóò âûïîëíÿòü ñâîþ ôóíêöèþ, áóäó÷è ÷àñòè÷íî
èëè ïîëíîñòüþ íåóïîðÿäî÷åííûìè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ýòè áåëêè íàçûâàþò «âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûìè» (int-
rinsically disordered proteins). Îñíîâíûìè îòëè÷èòåëüíû-
ìè îñîáåííîñòÿìè òàêèõ áåëêîâ ÿâëÿþòñÿ íåñïîñîáíîñòü
ôîðìèðîâàòü êðèñòàëëû, íèçêèé ñèãíàë êðóãîâîãî äèõðî-
èçìà â äàëüíåé è áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà, áîëüøèå
ãèäðîäèíàìè÷åñêèå ðàçìåðû è ïîäâåðæåííîñòü ïðîòåî-
ëèçó. Ñïîñîáíîñòü âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûõ áåëêîâ
ôîðìèðîâàòü êîìïëåêñ ñî ñâîèìè ïàðòíåðàìè ëåæèò â
îñíîâå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ — ñïåöèôè÷å-
ñêîì óçíàâàíèè ïàðòíåðîâ (ëèãàíäîâ, äðóãèõ áåëêîâ, íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò è ò. ä.), îáðàçîâàíèè ñ íèìè êîìïëåêñîâ
è ó÷àñòèè çà ñ÷åò ýòîãî â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ, êîíòðîëå è
ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Õîòÿ
ìíîãèå áåëêè âîâëå÷åíû â ýòè ïðîöåññû, îñîáîå âíèìà-
íèå óäåëÿåòñÿ ãëàâíûì ðåãóëÿòîðíûì áåëêàì, êîòîðûå
èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýòèõ ñëîæíûõ ïðî-
öåññîâ, ÿâëÿþùèìñÿ ôàêòè÷åñêè èõ «äèðèæåðàìè» è ïî-
ëó÷èâøèì â ëèòåðàòóðå íàçâàíèå õàáîâ (hubs) — ñåòåâûõ
êîíöåíòðàòîðîâ. Ìíîãèå èç ýòèõ áåëêîâ ÿâëÿþòñÿ âíóò-
ðåííå íåóïîðÿäî÷åííûìè. Ê ÷èñëó òàêèõ áåëêîâ îòíîñÿò-
ñÿ, íàïðèìåð, ñèíóêëåèí, áåëîê ð53, áåëêè HMG è ðÿä
äðóãèõ. Ê âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûì áåëêàì, ñ íàøåé
òî÷êè çðåíèÿ, ìîæåò áûòü îòíåñåí è àêòèí, õîòÿ äî ñèõ
ïîð åãî ïðèíÿòî áûëî ñ÷èòàòü ãëîáóëÿðíûì. Äåéñòâè-
òåëüíî, àêòèí, êàê è äðóãèå âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûå
áåëêè, íå ìîæåò ñâåðíóòüñÿ â òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó áåç
ó÷àñòèÿ øàïåðîíîâ. Êðîìå øàïåðîíîâ â ôîëäèíãå àêòèíà
íåîáõîäèìû ëèãàíäû — êàëüöèé è ÀÒÔ. Ðàçâîðà÷èâàíèå
àêòèíà in vitro ÿâëÿåòñÿ íåîáðàòèìûì ïðîöåññîì, ýòî çíà-
÷èò, ÷òî èíôîðìàöèè î ñòðóêòóðå áåëêà, çàêîäèðîâàííîé
â åãî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íåäîñòàòî÷íî
äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû. Àêòèí âñåãäà
ñóùåñòâóåò â êîìïëåêñå: âî âðåìÿ ôîëäèíãà ïîëèïåïòèä-
íàÿ öåïü àêòèíà ñíà÷àëà âçàèìîäåéñòâóåò ñ Hsp70, çàòåì ñ
ïðåôîëäèíîì è, íàêîíåö, ñ øàïåðîíèíîì ÑÑÒ; ôèáðèë-
ëÿðíûé àêòèí îáðàçîâàí çà ñ÷åò ñàìîàññîöèàöèè ìîëåêóë
ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà; â öèòîïëàçìå èëè ÿäðå ãëîáóëÿð-
íûé àêòèí íàõîäèòñÿ â êîìïëåêñå ñ àêòèíñâÿçûâàþùèìè
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áåëêàìè. Êàê è äðóãèå âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûå áåë-
êè, àêòèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ïàðò-
íåðîâ. Âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ìíîãî÷èñëåííûìè àêòèíñâÿçû-
âàþùèìè áåëêàìè, àêòèí âûñòóïàåò â ðîëè áåëêà-õàáà,
÷òî õàðàêòåðíî äëÿ âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûõ áåëêîâ.
Àêòèí ìíîãîôóíêöèîíàëåí è âåçäåñóù. Îí ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû ìûøå÷íîãî ñî-
êðàùåíèÿ, ôîðìèðóåò öèòîñêåëåò êëåòêè, îáíàðóæåí â
ÿäðå êëåòêè, ãäå íàðÿäó ñ ôóíêöèÿìè, êîòîðûå îí âûïîë-
íÿåò â öèòîïëàçìå, ôîðìèðóÿ öèòîñêåëåò, îí òàêæå âû-
ñòóïàåò â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðíîãî áåëêà, ó÷àñòâóþùåãî â
ïðîöåññàõ òðàíñêðèïöèè è ðåìîäóëÿöèè õðîìàòèíà.

ÌÅÒÎÄ ÏÎËÓ×ÅÍÈß ÑÔÅÐÎÏËÀÑÒÎÂ ÄÈÍÎÔËÀ-
ÃÅËËßÒ PROROCENTRUM MINIMUM, ÏÐÈÃÎÄÍÛÕ
ÄËß ÐÅÃÈÑÒÐÀÖÈÈ ÈÎÍÍÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ.
© È. À. Ïîçäíÿêîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, pozdnyakov@cytspb.rssi.ru

Ìåòîä ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà íà ìåìáðàíå
(patch clamp) óæå íåñêîëüêî äåñÿòèëåòèé ÿâëÿåòñÿ ìîù-
íûì èíñòðóìåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ èîííûõ êàíàëîâ, îäíàêî
îí èñïîëüçóåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì ïðè ðàáîòå ñ êëåòêàìè
æèâîòíûõ è âûñøèõ ðàñòåíèé. Ïðèìåíåíèå ýòîãî ìåòîäà
ê êëåòêàì äðóãèõ ãðóïï ýóêàðèîò âñå åùå îñòàåòñÿ íåòðè-
âèàëüíîé çàäà÷åé. Ãëàâíûìè ïðîáëåìàìè ïðè ïðèìåíå-
íèè ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà ê ýóêàðèîòè-
÷åñêèì ìèêðîîðãàíèçìàì ÿâëÿþòñÿ ïîäâèæíîñòü êëåòîê
è íàëè÷èå ñëîæíûõ êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ, ïðåïÿòñòâóþ-
ùèõ îáðàçîâàíèþ ïëîòíîãî êîíòàêòà ìåæäó ðåãèñòðè-
ðóþùåé ìèêðîïèïåòêîé è ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé.
Ðåøåíèå ýòèõ ïðîáëåì îñîáåííî àêòóàëüíî äëÿ àðìèðî-
âàííûõ äèíîôëàãåëëÿò, ÷üè ìíîãîñëîéíûå êëåòî÷íûå ïî-
êðîâû âêëþ÷àþò â ñåáÿ æåñòêèé ñëîé ñîäåðæàùèõ öåë-
ëþëîçó òåêàëüíûõ ïëàñòèí, ðàñïîëîæåííûõ ïîä ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíîé. Â õîäå âûïîëíåíèÿ íàñòîÿùåé
ðàáîòû áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü
ñôåðîïëàñòû èç êëåòîê äèíîôëàãåëëÿò Prorocentrum mini-
mum, êîòîðûå ïðèãîäíû äëÿ ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé. Ìåòîä îñíîâàí íà èíäóöèðîâàíèè ýêäèçèñà
(ñáðîñà êëåòî÷íûõ ïîêðîâîâ) ó P. minimum â ñî÷åòàíèè ñ
èíãèáèðîâàíèåì ñèíòåçà öåëëþëîçû 2,6-äèõëîðáåíçîíèò-
ðèëîì (ÄÕÁ). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÄÕÁ â êîíöåíòðàöèÿõ
âûøå 50 ìêÌ íå òîëüêî èíãèáèðóåò ñèíòåç öåëëþëîçû ó
P. minimum, íî è ÿâëÿåòñÿ èíäóêòîðîì ýêäèçèñà, íå ìåíåå
ýôôåêòèâíûì, ÷åì èíûå ïðîòåñòèðîâàííûå íàìè ôàêòî-
ðû. Ïðè ýòîì ïðîöåíò ýêäèçèðóþùèõ êëåòîê çàâèñèò îò
ôàçû ðîñòà êóëüòóðû íà ìîìåíò âîçäåéñòâèÿ ÄÕÁ è âñå-
ãäà â íåñêîëüêî ðàç ïðåâûøàåò óðîâåíü ýêäèçèñà â êîíò-
ðîëå. Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì ñôåðîïëàñòû ñïîñîáíû
îáðàçîâûâàòü ïëîòíûé êîíòàêò ñ ðåãèñòðèðóþùåé ìèêðî-
ïèïåòêîé (ñîïðîòèâëåíèå áîëåå 1 ÃÎì) â 40 % ñëó÷àåâ.
Äàííûé ïîäõîä ïîçâîëèë íàì âïåðâûå ïîëó÷èòü çàïèñè
îäèíî÷íûõ êàíàëîâ äèíîôëàãåëëÿò. Çàðåãèñòðèðîâàííûå
íàìè êàíàëû îáëàäàþò êàòèîííîé ñåëåêòèâíîñòüþ è
ñðàâíèòåëüíî âûñîêîé ïðîâîäèìîñòüþ (87 è 54 ïÑì).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-31952-ìîë_à è 13-04-00703-à).

ÐÎËÜ ÁÅËÊÀ DDX5 Â ÑÁÎÐÊÅ ßÄÅÐÍÛÕ ÑÒÐÅÑÑ-
ÒÅËÅÖ ÏÐÈ ÒÅÏËÎÂÎÌ ÑÒÐÅÑÑÅ. © Í. Â. Ïîíî-

ìàðöåâ, Í. È. Åíóêàøâèëè. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ponomartsev@yandex.ru

Îäíèì èç èíòåðåñíåéøèõ ñâîéñòâ æèâûõ îðãàíèçìîâ
ÿâëÿåòñÿ îòâåò êëåòîê íà èçìåíåíèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû.
Âñå îðãàíèçìû â òå÷åíèå âñåé ñâîåé æèçíè ïîäâåðãàþòñÿ
ðàçëè÷íûì ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì. Äëÿ ïîääåðæàíèÿ
æèçíè â îðãàíèçìàõ ñôîðìèðîâàëèñü àäàïòèâíûå ìåõà-
íèçìû, çàïóñêàþùèåñÿ â îòâåò íà òî èëè èíîå âîçäåéñò-
âèå. Îäíèì èç îñíîâíûõ çâåíüåâ ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ
îòâåòà êëåòêè íà ñòðåññ ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ ôàêòîðà òåï-
ëîâîãî øîêà-1 (HSF-1). Åãî àêòèâàöèÿ ïðèâîäèò ê òðàíñ-
êðèïöèè ãåíîâ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà. Ãðàíóëû HSF-1
îáíàðóæåíû â ïðèöåíòðîìåðíûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ
ðàéîíàõ îïðåäåëåííûõ õðîìîñîì, ãäå ýòîò áåëîê ó÷àñòâó-
åò â ôîðìèðîâàíèè ÿäåðíûõ ñòðåññ-òåëåö (ßÑÒ). ßÑÒ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâûå ñòðóêòóðû,
êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåáÿ ðàçëè÷íûå ôàêòîðû ñïëàéñèíãà
è äðóãèå ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè. Íà ñåãîäíÿ ðîëü ßÑÒ
â îòâåòå êëåòêè íà ñòðåññ ñëàáî èçó÷åíà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî îíè ó÷àñòâóþò â ðåïðîãðàììèðîâàíèè ãåííîé ýêñï-
ðåññèè âî âðåìÿ ñòðåññà. Ïîìèìî ýòîãî, èçâåñòíî, ÷òî
ñòðåññèíäóöèðîâàííîå ñâÿçûâàíèå HSF-1 c ïðèöåíòðî-
ìåðíûìè ðàéîíàìè õðîìîñîì ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâà-
öèåé òðàíñêðèïöèè ïðèöåíòðîìåðíîé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ3
÷åëîâåêà (HS3), òðàíñêðèïòû êîòîðîé òàêæå ó÷àñòâóåò â
ôîðìèðîâàíèè ßÑÒ. Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëîñü, ÷òî ñàòåë-
ëèòíàÿ ÄÍÊ íå òðàíñêðèáèðóåòñÿ. Íà ñåãîäíÿ ñóùåñòâóåò
áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàáîò, äîêàçûâàþùèõ òðàíñêðèïöè-
îííóþ àêòèâíîñòü ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ, îäíàêî ìåõàíèçìû
è ó÷àñòíèêè àêòèâàöèè òàêîé òðàíñêðèïöèè ìàëî èçó÷å-
íû. Îäíèì èç ïðåäïîëàãàåìûõ ó÷àñòíèêîâ àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèè HS3 ÿâëÿåòñÿ áåëîê DDX5, îòíîñÿùèéñÿ ê
ñåìåéñòâó DEAD-áîêññîäåðæàùèõ ÐÍÊ-õåëèêàç. Ïîêàçà-
íî, ÷òî îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ HS3 è êîëîêàëèçóåòñÿ ñ íèì âî
âðåìÿ åãî òðàíñêðèïöèè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî áåëîê
DDX5 âîâëåêàåòñÿ â îòâåò êëåòêè íà òåïëîâîé ñòðåññ, àê-
òèâèðóÿ òðàíñêðèïöèþ HS3 è ó÷àñòâóÿ â ñáîðêå ßÑÒ.
Â ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ÷åëîâå÷åñêóþ êëåòî÷íóþ ëè-
íèþ U937. Êëåòêè ïîäâåðãàëè òåïëîâîìó âîçäåéñòâèþ â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 43 °Ñ. Ìû îöåíèâàëè äèíàìèêó òðàíñ-
êðèïöèè HS3 è ãåíà ddx5 ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ÎÒ-ÏÖÐ.
Äèíàìèêó ýêñïðåññèè áåëêà DDX5 àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäîâ èììóíîöèòîõèìèè è ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè. Òàêæå ìû ïðîâåëè èíàêòèâàöèþ áåëêà DDX5 ìå-
òîäîì òðàíñôåêöèè êëåòîê siÐÍÊ, èíàêòèâèðóþùåé
ìÐÍÊ ddx5, è îöåíèëè âëèÿíèå èíàêòèâàöèè DDX5 íà
òðàíñêðèïöèþ HS3 è ñáîðêó ßÑÒ, ìàðêåðîì êîòîðûõ ÿâ-
ëÿåòñÿ áåëîê HSF-1, èììóíîöèòîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè
è ïîñëåäóþùåé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèåé. Íàìè ïî-
êàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè áåëêà DDX5 è
òðàíñêðèïòîâ HS3 ïðîèñõîäèò â ïåðâûå 15 ìèí òåïëîâî-
ãî âîçäåéñòâèÿ. Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ñðàçó ïîñëå 1 ÷ òåï-
ëîâîãî âîçäåéñòâèÿ è â òå÷åíèå 2 ÷ ïîñëå íåãî áåëîê
DDX5 îáðàçóåò ãðàíóëû â ÿäðàõ êëåòîê, êîòîðûå ïåðå-
êðûâàþòñÿ ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî ñ ãðàíóëàìè HSF-1.
Èíàêòèâàöèÿ áåëêà DDX5 â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðè-
âîäèëà ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè òðàíñêðèïòà HS3. Òàê-
æå â êëåòêàõ ñ èíàêòèâèðîâàííûì DDX5 íå íàáëþäàëîñü
ñáîðêè ßÑÒ, îïðåäåëÿåìîé ïî îáðàçîâàíèþ ãðàíóë
HSF-1. Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, áåëîê
DDX5 ó÷àñòâóåò â îòâåòå êëåòêè íà òåïëîâîé ñòðåññ, ó÷à-
ñòâóÿ â òðàíñêðèïöèè HS3 è â ñòðåññèíäóöèðóåìîé ñáîð-
êå ßÑÒ.
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Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 11-04-01676à è 11-04-01639à).

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÈÑÊÓÑÑÒÂÅÍÍÎÉ ÕÐÎÌÎÑÎÌÛ
×ÅËÎÂÅÊÀ ÄËß ËÅ×ÅÍÈß ÒßÆÅËÎÃÎ ÊÎÌÁÈÍÈ-
ÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÈÌÌÓÍÎÄÅÔÈÖÈÒÀ ÍÀ ÏÐÈÌÅÐÅ
ÌÓÒÀÍÒÍÛÕ ÌÛØÅÉ. © Ñ. Â. Ïîíîìàðöåâ, Ì. À. Ëèñ-
êîâûõ, À. Í. Òîìèëèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ponomartsevsv@gmail.com

Èñêóññòâåííàÿ õðîìîñîìà ÷åëîâåêà (ÈÕ×) — óäîá-
íûé âåêòîð äëÿ äîñòàâêè ãåíîâ â êëåòêó. Ïî ñðàâíåíèþ ñ
äðóãèìè âåêòîðíûìè ñèñòåìàìè, òàêèìè êàê âèðóñíûå,
ÈÕ× îáëàäàåò ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ, ñðåäè êîòîðûõ íåèí-
âàçèâíîñòü â ãåíîì, âîçìîæíîñòü ïåðåíîñà ãåíåòè÷åñêèõ
êîíñòðóêöèé áîëüøîé äëèíû è ñòàáèëüíîñòü â ãåíîìå
êëåòêè õîçÿèíà.

Ìû ïîñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó ïðîâåðèòü âîçìîæ-
íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ÈÕ× â ãåíîòåðàïèè. Ìîäåëüíûé
îáúåêò, âûáðàííûé íàìè, èììóíîäåôèöèòíûå ìûøè, ìó-
òàíòíûå ïî ãåíó IL2rg (ãåí ãàììà-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòî-
ðà ê èíòåðëåéêèíó 2). Äëÿ ìûøåé, ìóòàíòíûõ ïî äàííîìó
ãåíó, îòìå÷åíû íåäîðàçâèòèå òèìóñà, îòñóòñòâèå èëè
êðàéíå ìàëîå êîëè÷åñòâî Ò- è B-êëåòîê, à òàêæå ïîëíîå
îòñóòñòâèå NK (natural killer) êëåòîê. Ó ÷åëîâåêà ìóòàöèè
â ãåíå IL2rg ïðèâîäÿò ê òàêèì æå ïîñëåäñòâèÿì è ÿâëÿþò-
ñÿ îäíîé èç ïðè÷èí ñèíäðîìà òÿæåëîãî êîìáèíèðîâàííî-
ãî èììóíîäåôèöèòà, êîòîðûé âîçíèêàåò ïðèìåðíî ó 1 èç
100 000 íîâîðîæäåííûõ. Â íàøè öåëè âõîäÿò ïîëó÷åíèå
èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ìóòàíòíûõ
ìûøåé, íåñóùèõ â ñâîåì ãåíîìå ÈÕ× ñ íîðìàëüíûì ãå-
íîì IL2rg, ââåäåíèå ïîëó÷åííûõ êëåòîê â îðãàíèçì áîëü-
íûõ ìûøåé è îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè äàííîãî ïîäõîäà â
óñòðàíåíèè ñèìïòîìîâ òÿæåëîãî êîìáèíèðîâàííîãî èì-
ìóíîäåôèöèòà.

CHO-êëåòêè, íåñóùèå â ñâîåì ãåíîìå ÈÕ×, ñèíòåçè-
ðîâàííóþ â ëàáîðàòîðèè Âëàäèìèðà Ëàðèîíîâà (Labora-
tories of Molecular Pharmacology, National Cancer Institute,
Bethesda, MD, ÑØÀ), áûëè ïðåäîñòàâëåíû íàì â ðàìêàõ
íàó÷íîãî ñîòðóäíè÷åñòâà.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íàìè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðå-
çóëüòàòû.

1. Ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ êëîíèðîâàíèÿ
ïîëó÷åíû âåêòîð 5760, íåñóùèé ãåí IL2rg è èíñóëÿòîðû
cHS4, è âåêòîð 6160, â êîòîðîì âìåñòå ñ ãåíîì IL2RG
ïðèñóòñòâóþò èíñóëÿòîðû tRNA, êîòîðûå, êàê áûëî ïî-
êàçàíî äëÿ CHO-êëåòîê, îáåñïå÷èâàåò âûñîêóþ çàùèòó
ýêñïðåññèè ãåíà îò ýïèãåíåòè÷åñêîãî ãëóøåíèÿ (Lee et al.,
2013).

2. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåêîìáèíàöèè cre-lox íàìè ïî-
ëó÷åíû êëåòêè CHO, íåñóùèå â ñâîåì ãåíîìå ÈÕ× ñî
âñòðîåííûì â íåå âåêòîðîì 5760. Ñ ïîìîùüþ rtPCR ó
ýòèõ êëåòîê ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ãåíà IL2RG, ÷òî ãîâîðèò
î òîì, ÷òî íàøà ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ äåéñòâèòåëüíî
ðàáîòàåò è ãåí IL2rg íàõîäèòñÿ â àêòèâíîì ñîñòîÿíèè.
Íàìè áûëè îòîáðàíû 2 êëîíà, äëÿ êîòîðûõ ïîêàçàíî ñ ïî-
ìîùüþ FISH-ãèáðèäèçàöèè íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ,
÷òî ÈÕ×, íåñóùàÿ ãåí IL2rg, íå èíòåãðèðîâàíà â ãåíîì, à
ÿâëÿåòñÿ àâòîíîìíîé.

Ïåðå÷èñëåííûå ðåçóëüòàòû ÿâëÿþòñÿ ïðîìåæóòî÷íû-
ìè. Â êîíå÷íîì ñ÷åòå ìû ïëàíèðóåì ïîëó÷åíèå èÏÑ êëå-
òîê IL2rg ìóòàíòíûõ ìûøåé, ïåðåíîñ â ýòè êëåòêè íàøèõ
ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé è ââåäåíèå ïîëó÷åííûõ êëå-

òîê â îðãàíèçì áîëüíûõ ìûøåé ñ ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèìè
öåëÿìè.

Ðàáîòà ïðîâîäèòñÿ ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôîí-
äà Ñêîëêîâî (ãðàíò «ÑêîëÒåõ»).

ÐÎËÜ ÑÎÃËÀÑÎÂÀÍÍÎÉ ÑÒÈÌÓËßÖÈÈ ÑÈÑÒÅÌÛ
ÍÀÒÐÈÉÓÐÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÏÅÏÒÈÄÎÂ È PPARG-ÑÈÃ-
ÍÀËÜÍÎÃÎ ÏÓÒÈ Â ÐÀÇÂÈÒÈÈ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÊÅ ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ.
© À. Â. Ðåâèòöåð, Ð. È. Äìèòðèåâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð
ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, eetytnet@gmail.com

Ñóùåñòâóåò ðÿä çàáîëåâàíèé è ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñî-
ñòîÿíèé, ïðè êîòîðûõ ïðîèñõîäèò çàìåíà ôóíêöèîíàëü-
íîé òêàíè íà æèðîâóþ. Ïðè ñòàðåíèè, ñàõàðíîì äèàáåòå
âòîðîãî òèïà, îæèðåíèè, îñòåîïîðîçå ïðîèñõîäèò çà-
ìåùåíèå êîñòíîé òêàíè íà æèðîâóþ, îáóñëîâëåííîå íà-
ðóøåíèÿìè â ñîãëàñîâàííûõ ìåõàíèçìàõ îáíîâëåíèÿ
êëåòîê êîñòíîé òêàíè (îñòåîöèòîâ, îñòåîáëàñòîâ è àäèïî-
öèòîâ) èç ìóëüòèïîòåíòíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíî-
ãî ìîçãà (ÌÌÑÊ). Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ýòèõ íàðó-
øåíèé îñòàþòñÿ íåðàñêðûòûìè, è öåëüþ íàøåé ðàáîòû
ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé, êîòîðûå ðåãóëèðóþòñÿ PPARg, ñ ñèñòå-
ìîé íàòðèéóðåíòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ. PPARg-ðåöåïòîðû
ÿâëÿþòñÿ öåíòðàëüíûìè ðåãóëÿòîðàìè ýíåðãåòè÷åñêîãî
ãîìåîñòàçà, ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû è ëèïèäîâ, äèíàìèêè
ýêñïðåññèè äèôôåðåíöèàöèè àäèïîöèòîâ, ÷òî îáóñëîâëè-
âàåò ïåðñïåêòèâíîñòü èõ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. Ñèñ-
òåìà íàòðèéóðåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ òàêæå ó÷àñòâóåò â ðå-
ãóëÿöèè ìåòàáîëèçìà æèðîâîé òêàíè. Ì å ò î ä û. ÌÌÑÊ
ïîëó÷àëè ïî ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì. Ïðîòîêîëû äèôôå-
ðåíöèðîâêè áûëè îïòèìèçèðîâàíû ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ
ýôôåêòèâíîñòè. Äèíàìèêó ýêñïðåññèè îöåíèâàëè ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè.
Îöåíèâàëè áàçàëüíûé óðîâåíü (Ä0), óðîâåíü ÷åðåç 7 äíåé
ïîñëå ñòèìóëÿöèè (Ä7) è óðîâåíü ÷åðåç 11 äíåé ïîñëå
ñòèìóëÿöèè (Ä11). Ýêñïðåñèîííûå äàííûå ïîêàçàíû â
óñëîâíûõ åäèíèöàõ. Ð å ç ó ë ü ò à ò û. Â õîäå àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ in vitro áûëà ïîêàçàíà ñîãëàñî-
âàííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè êîìïëåêñà PPARg/Pgc1a.
PPARg: Ä0 4+1.5; Ä7 493+ 205; Ä11 384+92. Pgc1a: Ä0
11.6+4.5; Ä7 235+160; Ä11 90+45. Òàêæå ïîõîæèì îáðà-
çîì âûãëÿäåëà è äèíàìèêà ýêñïðåññèè ìàðêåðà áóðîé æè-
ðîâîé òêàíè Ucp1 : Ä0 6+2; Ä7 17+4.7; Ä11 12+3. Èññëå-
äîâàíèå äèíàìèêè ýêñïðåññèè ðåãóëÿòîðíîãî ðåöåïòîðà
ñèñòåìû íàòðèéóðåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ NPRA è êëè-
ðàíñ-ðåöåïòîðà NPRC â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè òàêæå
ïðîäåìîíñòðèðîâàëî ñîãëàñîâàííóþ ðåãóëÿöèþ ýêñïðåñ-
ñèè ñèñòåìû â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè: NPRA: Ä0 37+16;
Ä7 7446+2427; Ä11 5680+1870; NPRC: Ä0 9+5; Ä7 12+5;
Ä11 8+2. Ïðåèìóùåñòâåííàÿ ñòèìóëÿöèÿ NPRA ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî àêòèâíîñòü ñèñòåìû íàòðèéóðåòè÷å-
ñêèõ ïåïòèäîâ âîçðàñòàåò â õîäå ñîçðåâàíèÿ æèðîâîé òêà-
íè. Îáðàáîòêà çðåëûõ àäèïîöèòîâ àãîíèñòîì PPARg ðå-
öåïòîðà ðîçèãëèòàçîíà (2 ìêì, 16 ÷) âûçâàëà ïÿòèêðàòíóþ
ñòèìóëÿöèþ ýêñïðåññèè NPRA, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîç-
ìîæíîñòè ñîãëàñîâàííîé ñòèìóëÿöèè ñèñòåìû íàòðèéóðå-
òè÷åñêèõ ïåïòèäîâ è PPARg-ñèãíàëüíîãî ïóòè â ðàçâèòèè
è äèôôåðåíöèðîâêå æèðîâîé òêàíè êîñòíîãî ìîçãà.

Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ áóðîé æèðîâîé òêàíè (Pgc1a è
Ucp1) íà âñåõ ýòàïàõ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïî-
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êàçûâàåò, ÷òî âûáðàííàÿ ìîäåëü ìîæåò ýôôåêòèâíî îòðà-
æàòü ñìåøàííûé ôåíîòèï æèðîâîé òêàíè êîñòíîãî ìîçãà,
êîòîðàÿ èìååò ïðèçíàêè êàê áåëîé, òàê è áóðîé æèðîâîé
òêàíè. Äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèé ýòèõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé ìîæåò âûÿâèòü íîâûå òåðàïåâòè÷åñêèå
ìèøåíè ïðè çàáîëåâàíèÿõ, îáóñëîâëåííûõ íàðóøåíèÿìè
â ñîãëàñîâàííûõ ìåõàíèçìàõ îáíîâëåíèÿ êëåòîê êîñòíîé
òêàíè.

ÁÈÎÌÀÐÊÅÐÛ ÂÈÐÓÑÍÛÕ ÌÈÎÊÀÐÄÈÒÎÂ: ÂÛÁÎÐ
ÐÅÔÅÐÅÍÒÍÛÕ ÃÅÍÎÂ ÄËß ÀÍÀËÈÇÀ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏ-
ÖÈÈ. © À. Ë. Ðóíîâ,1 À. Ä. Ãðèãîðüåâà,2 À. Ã. Ìèòòåí-
áåðã,1 Ì. Ñ. Âîíñêèé.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è Ôåäå-
ðàëüíûé öåíòð ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè èì.
Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, tsinakan@gmail.com

Ìèîêàðäèò îïðåäåëÿþò êàê âîñïàëèòåëüíûé ïðîöåññ
â ñåðäå÷íîé ìûøöå. Çàáîëåâàíèÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé
ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ ãëàâíîé ïðè÷èíîé ñìåðòè ëþäåé â ðàç-
âèòûõ ñòðàíàõ. Äèôôåðåíöèàëüíàÿ äèàãíîñòèêà ìèîêàð-
äèòà äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ ñëîæíîé, íî âîñòðåáîâàííîé çà-
äà÷åé.

Âîñïàëèòåëüíûé ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèÿ-
ìè â ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ îðãàíèçìà, à óðîâíè ñî-
äåðæàíèÿ ìÐÍÊ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå
áèîìàðêåðîâ ïàòîëîãèè. Àíàëèç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ
ïîçâîëÿåò íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçâèòèå ìèîêàðäèòà
ïðèâîäèò ê èçìåíåíèÿì ýêñïðåññèè ãåíîâ íå òîëüêî â çà-
òðîíóòûõ âîñïàëèòåëüíûì ïðîöåññîì òêàíÿõ ñåðäöà, íî è
â òîì ÷èñëå â êëåòêàõ êðîâè. Äëÿ äîñòîâåðíîé îöåíêè èç-
ìåíåíèé â ñîäåðæàíèè ìÐÍÊ âàæåí âûáîð ðåôåðåíòíûõ
ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ íå çàâèñèò îò ðàçâèòèÿ çàáîëå-
âàíèÿ. Çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû áûë âûáîð ãåíîâ, ýêñïðåñ-
ñèÿ êîòîðûõ íå ìåíÿåòñÿ â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ïðè ìèîêàð-
äèòå.

Â êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ â ðåôåðåíòíûå ãåíû äëÿ íîð-
ìèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè áûëî îòîáðàíî 6 êîíñòèòóòèâ-
íî ýêñïðåññèðóþùèõñÿ ãåíîâ «äîìàøíåãî õîçÿéñòâà»,
ñëàáî ðåàãèðóþùèõ íà áîëüøèíñòâî âíåøíèõ âîç-
äåéñòâèé: ãåíû ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû
(GAPDH), áåòà-àêòèíà (ACTB), ãèïîêñàíòèí ãóàíèí
ôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçû (HPRT1), ãèäðîêñèìåòèë-
áèëàíñèíòàçû (HMBS), ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà L5 (RPL5)
è áåòà-2 ìèêðîãëîáóëèíà (B2M). Ýêñïðåññèþ ãåíîâ
îöåíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ ìåòî-
äîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîñëå îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè (ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ). Ñèñòåìû ïðàéìåðîâ áûëè ñêîíñò-
ðóèðîâàíû ñ ó÷åòîì ýêçîí-èíòðîííîé ñòðóêòóðû, ÷òîáû
èñêëþ÷èòü àìïëèôèêàöèþ ãåíîìíîé ÄÍÊ. Ïîñëå îïòè-
ìèçàöèè óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ áûëî ïîêàçàíî
ôîðìèðîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîäóêòà íà ìàòðèöå
êÄÍÊ, òîãäà êàê íà ãåíîìíîé ÄÍÊ àìïëèôèêàöèÿ íå ïðî-
õîäèëà.

Ïðåïàðàòû ìÐÍÊ âûäåëÿëè èç ëåéêîöèòîâ ïàöèåíòîâ
ñ ðàçëè÷íûìè ôîðìàìè êàðäèîìèîïàòèé (20 îáðàçöîâ) è
ëåéêîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ (20 îáðàçöîâ). Ïðè ïîëó÷å-
íèè ëåéêîöèòàðíîé ìàññû îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿëè
ïðåäîòâðàùåíèþ äåãðàäàöèè ÐÍÊ. ìÐÍÊ âûäåëÿëè èç
ëåéêîöèòàðíîé ìàññû ìåòîäîì ôåíîëüíîé ýêñòðàêöèè.
×èñòîòó è êîíöåíòðàöèþ âûäåëåííîé ÐÍÊ îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè. Öåëîñòíîñòü ìÐÍÊ îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùåì ãåëå.

Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ äàííûå àíàëèçèðîâà-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâîáîäíî ðàñïðîñòðàíÿåìûõ ïðî-

ãðàììíûõ ïàêåòîâ geNorm, NormFinder è BestKeeper. Ñî-
ïîñòàâëåíèå ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ, èäåíòèôèöèðîâàííûõ ñ
ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ àëãîðèòìîâ, ïîçâîëÿåò âûáðàòü èõ
îïòèìàëüíóþ êîìáèíàöèþ äëÿ íîðìàëèçàöèè ðåçóëüòà-
òîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ ïðè èññëåäîâàíèè èçìåíåíèé ïðîôèëåé
ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðè ìèîêàðäèòàõ.

ÍÀÐÓØÅÍÈß ÏÀÌßÒÈ, ÑÂßÇÀÍÍÛÅ Ñ ÁÎËÅÇÍÜÞ
ÀËÜÖÃÅÉÌÅÐÀ, ÌÎÃÓÒ ÁÛÒÜ ÂÛÇÂÀÍÛ ÃÈÏÅÐÀÊ-
ÒÈÂÍÎÑÒÜÞ ÊÀÍÀËÎÂ ORAI. © Ì. À. Ðÿçàíöåâà,1

À. À. Ïàíîâà,2 Å. Â. Êàçíà÷ååâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, mariaandreevnar@gmail.com

Áîëåçíü Àëüöãåéìåðà — íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáî-
ëåâàíèå, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ ñåðüåçíûìè íàðóøåíè-
ÿìè ïàìÿòè. Äî 50 % ñëó÷àåâ íàñëåäñòâåííîé áîëåçíè
Àëüöãåéìåðà (ÍÁÀ) ñâÿçàíû ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå áåëêà
ïðåñåíèëèí-1 (PS1). Áåëîê PS1 ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ ýí-
äîïðîòåîëèçà ñòàíîâèòñÿ àêòèâíûì êîìïîíåíòîì ôåð-
ìåíòàòèâíîãî êîìïëåêñà ãàììà-ñåêðåòàçû. Ðàíåå áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå áåëêà PS1 ìîãóò ïðèâîäèòü
ê íàðóøåíèþ ðåãóëÿöèè êàëüöèåâîãî ãîìåîñòàçà â íåéðî-
íàõ, â òîì ÷èñëå ê íàðóøåíèÿì àêòèâíîñòè äåïîóïðàâëÿå-
ìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ. Îäíàêî ðîëü ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè áåëêà PS1 â äàííûõ íàðóøåíèÿõ íå áûëà èçó-
÷åíà. Äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû âîâëå÷åíû â
ðåãóëÿöèþ êëþ÷åâûõ ïðîöåññîâ â íåéðîíàõ, òàêèõ êàê
äîëãîâðåìåííàÿ ïîòåíöèàöèÿ è âûáðîñ íåéðîìåäèàòîðà.
Ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñíîé òðàíñäóêöèè ìóòàíòíûõ ãå-
íîâ PS1 íàìè áûëè ñîçäàíû êëåòî÷íûå ìîäåëè ÍÁÀ íà
îñíîâå íåéðîáëàñòîìû ìûøè Neuro2a è ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðû íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ìûøåé. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëè òðàíñäóêöèþ PS1 äèêîãî òèïà. Óðîâåíü
ýíäîïðîòåîëèçà ìóòàíòíûõ áåëêîâ îòñëåæèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ SDS-PAGE-ýëåêòðîôîðåçà òîòàëüíûõ ëèçàòîâ è
Âåñòåðí-áëîòà. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ó ðÿäà ìóòàíòîâ,
ñâÿçàííûõ ñ ÍÁÀ, ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå ïðîõîæäå-
íèÿ ýíäîïðîòåîëèçà ñ ïîñëåäóþùèì íàêîïëåíèåì ïîëíî-
ðàçìåðíîãî áåëêà. Òàêæå ïðîõîæäåíèå ýíäîïðîòåîëèçà
çàìåäëÿëè ñ ïîìîùüþ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ èíãèáèòî-
ðîâ àêòèâíîñòè ãàììà-ñåêðåòàçíîãî êîìïëåêñà. Ïîäîáíîå
íàêîïëåíèå ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà PS1 ïîêàçàíî ðàíåå
â òêàíÿõ ãîëîâíîãî ìîçãà ïàöèåíòîâ ñ ÍÁÀ. Ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà è èçìåðåíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ ñ ôëóîðåñöåíò-
íûì çîíäîì Fura2-AM áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ôàðìàêî-
ëîãè÷åñêîå èíãèáèðîâàíèå, íàðóøàþùåå ýíäîïðîòåîëèç,
èëè ýêñïðåññèÿ ìóòàíòà ñ ïîëíîé ïîòåðåé ôåðìåíòà-
òèâíîé àêòèâíîñòè, ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè
äåïîóïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ Orai1. Ýêñïðåñ-
ñèÿ êîíòðîëüíîãî PS1 äèêîãî òèïà ïðèâîäèëà ê óâåëè-
÷åíèþ êîëè÷åñòâà áåëêà, ïðîøåäøåãî ýíäîïðîòåîëèç,
îòíîñèòåëüíî êîëè÷åñòâà ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà PS1.
Îäíàêî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ôðàãìåíòà PS1, âõîäÿùå-
ãî â êîìïëåêñ ãàììà-ñåêðåòàçû, íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ
íà àêòèâíîñòü äåïî-óïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ.
Íàêîïëåíèå ÷åëîâå÷åñêîãî áåëêà PS1 â íåéðîíàõ
áûëî ñìîäåëèðîâàíî â òðàíñãåííîé ìîäåëè ÁÀ íà îñíîâå
Drosophila melanogaster. Ñàìöû, ìîäåëèðóþùèå ÁÀ, ïî-
êàçàëè ðàçâèâàþùèåñÿ ñ âîçðàñòîì íàðóøåíèÿ ïàìÿòè â
ñòàíäàðòèçèðîâàííûõ òåñòàõ, íàïðàâëåííûõ íà ïðîâåðêó
ïàìÿòè, îñíîâàííûõ íà ñòåðåîòèïíîì ïîëîâîì ïîâåäå-
íèè. Êîðìëåíèå âçðîñëûõ îñîáåé èíãèáèòîðàìè äå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 377



ïîóïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ óñòðàíÿëî ïàòîëîãè-
÷åñêèé ôåíîòèï. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî,
÷òî ïîòåðÿ ôåðìåíòàòèâíîé ôóíêöèè è íàêîïëåíèå ïîë-
íîðàçìåðíîãî áåëêà PS1, ïîäîáíîå òîìó, ÷òî îáíàðóæåíî
â òêàíÿõ ãîëîâíîãî ìîçãà ïàöèåíòîâ ñ ÍÁÀ, ïðèâîäÿò ê
èçìåíåíèÿì àêòèâíîñòè äåïîóïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ
êàíàëîâ â íåéðîíàõ è ìîãóò áûòü ïðè÷èíîé íàðóøåíèÿ
ïàìÿòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-31280), Carl Zeiss («ÎÏÒÝÊ»), Era.Net-Rus,
ïðîãðàììû ÌÊÁ è ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÑÏ-2492.2013.4).

ÂÈÇÓÀËÈÇÀÖÈß ÄÈÍÀÌÈÊÈ ÈÍÒÅÐÍÀËÈÇÀÖÈÈ
ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÝÔÐ. © À. Â. Ñàëîâà, Ò. Í. Áåëÿåâà,
Å. À. Ëåîíòüåâà, Å. Ñ. Êîðíèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, avsalova@gmail.com

ÝÔÐ-ðåöåïòîðíàÿ ñèñòåìà îòâå÷àåò çà ïðîëèôåðà-
öèþ, äèôôåðåíöèðîâêó, âûæèâàíèå ïðè àïîïòîçå è êëå-
òî÷íóþ ïîäâèæíîñòü. Ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ
ñ ëèãàíäîì ïðîèñõîäÿò ñòèìóëÿöèÿ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ
è ýíäîöèòîç ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Â õîäå ýòîãî
ïðîöåññà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû ïîïàäàþò â ðàí-
íèå ñîðòèðóþùèå ýíäîñîìû, îòêóäà ðåöåïòîð ìîæåò ðå-
öèêëèðîâàòü èëè ïîïàäàòü â ïîçäíèå ýíäîñîìû äëÿ ïî-
ñëåäóþùåé äåãðàäàöèè â ëèçîñîìàõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èçó÷åíèå íà÷àëüíûõ ýòàïîâ ýíäîöèòîçà ïðèâëåêàåò ïðè-
ñòàëüíîå âíèìàíèå, ïîñêîëüêó èìåííî àêòèâàöèÿ è èí-
òåðíàëèçàöèÿ ðåöåïòîðà çàïóñêàþò ïðîëèôåðàòèâíûå è
àíòèàïîïòîçíûå ïðîãðàììû êëåòîê. Ýòè èññëåäîâàíèÿ
ÿâëÿþòñÿ îñîáåííî àêòóàëüíûìè, òàê êàê ãèïåðýêñïðåñ-
ñèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ îïóõîëåé ýïè-
òåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Â íàøåé ðàáîòå äëÿ èçó÷å-
íèÿ äèíàìèêè èíòåðíàëèçàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðèìåíÿ-
ëè ìåòîäû ôëóîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè.
Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ ñ ðàçíûì óðîâíåì ãèïåðýêñ-
ïðåññèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ — HeLa (+) è A431 (++). Ìû èñ-
ïîëüçîâàëè òðàäèöèîííûé ìåòîä âèçóàëèçàöèè ðåöåïòîðà
ÝÔÐ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë, à òàêæå ìåòîä âûÿâëåíèÿ ðå-
öåïòîðà ñ ïðèìåíåíèåì ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî ÝÔÐ.
Äëÿ ýòîãî â ïåðâîì ñëó÷àå ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè äî-
áàâëåíèåì ÝÔÐ ñ ïîñëåäóþùåé ôèêñàöèåé êëåòîê è
îêðàñêîé àíòèòåëàìè íà ðåöåïòîð; âî âòîðîì ñëó÷àå ýí-
äîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè äîáàâëåíèåì ÝÔÐ, ìå÷åííîãî
ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé (ïóòåì ïðèñîåäèíåíèÿ áèîòèíè-
ëèðîâàííîãî ÝÔÐ ê êîíúþãèðîâàííîé ñî ñòðåïòàâèäèíîì
ìåòêå). Â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè áûëè âûáðàíû
ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû — êâàíòîâûå òî÷êè
(ÊÒ) è öèàíèíîâûé ôëóîðîôîð Cy3. Ñ ïîìîùüþ ýòèõ ìå-
òîäîâ áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû êëþ÷åâûå ìîìåíòû íà÷à-
ëüíûõ ýòàïîâ ýíäîöèòîçà: ñâÿçûâàíèå ñ ðåöåïòîðàìè íà
ìåìáðàíå, ôîðìèðîâàíèå îêàéìëåííûõ ÿìîê, èõ îòøíó-
ðîâûâàíèå îò ìåìáðàíû, îáðàçîâàíèå è ãîìîòèïè÷åñêèå
ñëèÿíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì. Îêàçàëîñü, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü
èíòåðíàëèçàöèè çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèé èñïîëüçóåìûõ
ëèãàíäîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ñ ðàçíûì óðîâíåì
ãèïåðýêñïðåññèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ ðàçëè÷àþòñÿ ïî õàðàê-
òåðó îáðàçîâàíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü,
÷òî âûÿâëåíèå ðåöåïòîðà èëè ëèãàíäà ïðè îòñëåæèâàíèè
äèíàìèêè ýíäîöèòîçà ïîçâîëÿåò îöåíèòü ðàçëè÷íûå ñòî-
ðîíû ýòîãî ïðîöåññà.

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

ÌÓÒÀÖÈß Â ÃÅÍÅ ÁÅËÊÀ ÏÐÅÑÅÍÈËÈÍ-1 ÏÐÈÂÎ-
ÄÈÒ Ê ÃÈÏÅÐÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÊÀËÜÖÈÅÂÎÃÎ ÑÅÍÑÎ-
ÐÀ STIM2. © Ê. Â. Ñêîáåëåâà, Ì. À. Ðÿçàíöåâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ks.skobeleva@ya.ru

Áîëåçíü Àëüöãåéìåðà (ÁÀ) — òÿæåëîå íåéðîäåãåíå-
ðàòèâíîå çàáîëåâàíèå. Ãèñòîëîãè÷åñêèìè ìàðêåðàìè ýòî-
ãî çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ íåéðîôèáðèëëÿðíûå êëóáêè è
àìèëîèäíûå áëÿøêè â íåðâíûõ òêàíÿõ. Ðàçëè÷àþò ñïîðà-
äè÷åñêóþ è íàñëåäñòâåííóþ áîëåçíü Àëüöãåéìåðà (ÍÁÀ).
Â 50 % ñëó÷àåâ ÍÁÀ îáíàðóæåíû ìóòàöèè â ãåíå, êîäè-
ðóþùåì ïðåñåíèëèí-1 (PS1). Áåëîê PS1 õîðîøî èçâåñòåí
êàê êîìïîíåíò êîìïëåêñà ãàììà-ñåêðåòàçû, ó÷àñòâóþùåé
â ðàçðåçàíèè áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà àìèëîèäà. Â ñâÿçè ñ
ýòèì ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ ñâÿçûâàëè ïàòîëîãèþ ÁÀ
ñ íàðóøåíèÿìè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè PS1. Îäíàêî
áûëè îáíàðóæåíû ìóòàöèè â ãåíå áåëêà PS1, âûçûâàþ-
ùèå ÁÀ, íî íå íàðóøàþùèå ôåðìåíòàòèâíîé ôóíêöèè
áåëêà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèÿ PS1 M146V ïðèâîäèò
ê èçìåíåíèÿì â ðåãóëÿöèè êàëüöèåâîãî ãîìåîñòàçà â íåé-
ðîíàõ, âêëþ÷àÿ íàðóøåíèå äåïîíèðîâàíèÿ êàëüöèÿ ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêèì ðåòèêóëóìîì (ÝÐ).

Êëåòêè íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH áûëè
òðàíñôèöèðîâàíû êîíñòðóêöèåé, íåñóùåé ãåí áåëêà PS1
äèêîãî òèïà è ãåí áåëêà PS1 ñ ìóòàöèåé M146V. Ñîäåð-
æàíèå Ca2+ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà Fura-2AM. Äëÿ îöåíêè êîëè-
÷åñòâà ñîäåðæàùåãîñÿ â êëåòêå Ca2+ èñïîëüçîâàëè èîíî-
ìèöèí, ïðèâîäÿùèé ê îïóñòîøåíèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ
êàëüöèåâûõ äåïî. Äëÿ èçìåðåíèÿ äåïîóïðàâëÿåìîãî âõî-
äà Ca2+ â êëåòêó èñïîëüçîâàëè òàïñèãàðãèí, äåéñòâèå êî-
òîðîãî âûçûâàåò îïóñòîøåíèå êàëüöèåâûõ äåïî.

Îáíàðóæåíî, ÷òî â ìîäåëüíûõ êëåòêàõ ÍÁÀ ïîâûøå-
íî ñîäåðæàíèå Ca2+ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè PS1 äèêîãî òèïà.
Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà êàëüöèåâîãî ñåíñîðà STIM2
ïðè ïîìîùè shRNA ñíèæàëî ñîäåðæàíèå Ca2+ â ÝÐ ìî-
äåëüíûõ êëåòêîê ÍÁÀ äî êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé. Ïîëàãà-
þò, ÷òî êàëüöèåâûé ñåíñîð STIM2 àêòèâèðóåò ïðåèìóùå-
ñòâåííî äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû, îáðàçî-
âàííûå ñóáúåäèíèöåé TRPC1. Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè
ãåíà TRPC1 òàêæå ñíèæàëî ñîäåðæàíèå Ca2+ âî âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî â ìîäåëüíûõ êëåòêàõ ÍÁÀ ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì. Òàêæå ìû èññëåäîâàëè äåïîóïðàâëÿåìûé
êàëüöèåâûé âõîä â êëåòêó ÷åðåç 9 è 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåê-
öèè. ×åðåç 9 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷å-
íèå êàëüöèåâîãî âõîäà â ìîäåëüíûõ êëåòêàõ ÍÁÀ, à ÷åðåç
24 ÷ — åãî ïîäàâëåíèå. Âîçìîæíî, ÷òî èìåííî óâåëè÷å-
íèå äåïîóïðàâëÿåìîãî êàëüöèåâîãî âõîäà â ìîäåëüíûõ
êëåòêàõ ÍÁÀ â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå òðàíñôåêöèè âûçûâàåò
ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè Ca2+ â ÝÐ. Èçâåñòíî, ÷òî
STIM1 è STIM2 èìåþò ðàçíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê Ca2+.
Ïîýòîìó êàëüöèåâûé ñåíñîð STIM1, èìåþùèé ñèëüíîå
ñðîäñòâî ê Ca2+, àêòèâèðóåòñÿ òîëüêî ïðè ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîì îïóñòîøåíèè äåïî. Ïîëíîãî îïóñòîøåíèÿ äåïî â
ìîäåëüíûõ êëåòêàõ ÍÁÀ íå ïðîèñõîäèò èç-çà åãî ïåðå-
ïîëíåííîñòè, ïîýòîìó STIM1 íå àêòèâèðóåòñÿ, ÷òî âûçû-
âàåò ÷àñòè÷íîå ïîäàâëåíèå äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà Ca2+

â êëåòêó. Òàêèì îáðàçîì, îáíàðóæåíî, ÷òî â ìîäåëüíûõ
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êëåòêàõ ÍÁÀ, ýêñïðåññèðóþùèõ PS1 ñ ìóòàöèåé M146V,
èñòî÷íèêîì ïàòîëîãè÷åñêîãî íàðóøåíèÿ äåïîíèðîâàíèÿ
Ca2+ ìîæåò áûòü àêòèâíîñòü êàëüöèåâîãî ñåíñîðà STIM2.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-31280), Carl Zeiss («ÎÏÒÝÊ»), ïðîãðàììû
ÌÊÁ, ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ, ERA. Net-Rus, ÍØ —
1721.2014.4.

ÂËÈßÍÈÅ ÀÃÐÅÃÀÒÍÛÕ È ÍÅÀÃÐÅÃÀÒÍÛÕ ÌÓÒÀ-
ÖÈÉ ÃÅÍÀ ÄÅÑÌÈÍÀ ÍÀ ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÌÈÒÎ-
ÕÎÍÄÐÈÉ Â ÌÛØÅ×ÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Í. À. Ñìîëè-
íà, À. À. Êîñòàðåâà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð ñåðäöà, êðîâè è
ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
natalia.smolina@ki.se

Äåñìèí ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì ïðîìåæóòî÷íûì ôèëàìåí-
òîì ìûøå÷íîé òêàíè. Èçâåñòíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå äåñ-
ìèíà àññîöèèðîâàíû ñ ðàçâèòèåì êàðäèîìèîïàòèé è äèñ-
òàëüíûõ ìèîïàòèé. Íî ïàòîãåíåç çàáîëåâàíèÿ äî êîíöà íå
èçó÷åí. Äåñìèí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïðîñòðàíñòâåííîé
ëîêàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé â ñàðêîïëàçìå. Â ñêåëåòíîé
ìóñêóëàòóðå ìûøåé, íîêàóòíûõ ïî äåñìèíó, áûëî îïèñà-
íî óìåíüøåíèå ÷èñëà ìèòîõîíäðèé, ïðè÷åì èõ ìîðôîëî-
ãèÿ áûëà ñèëüíî èçìåíåíà, òàêæå áûëî íàðóøåíî âíóòðè-
êëåòî÷íîå ðàñïîëîæåíèå. Ðàíåå â íàøåé ãðóïïå áûëà ñî-
çäàíà ìûøèíàÿ ìîäåëü, ãäå æèâîòíûå íåñëè äåñìèí
L345P. Àíàëèç ìèîôèáðèëë è êàðäèîìèîöèòîâ ïîêàçàë
ðàñïóõàíèå ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìàòðèêñà. Òàêæå áûëè
îïèñàíû èçìåíåíèÿ â çàõâàòå è âûñâîáîæäåíèè ìèòîõîí-
äðèàëüíîãî êàëüöèÿ. L345P — àãðåãàòíàÿ ìóòàöèÿ ãåíà
äåñìèíà, íî ñóùåñòâóþò òàêæå íåàãðåãàòíûå ìóòàöèè.
Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ñðàâíåíèå ýôôåêòîâ, îêàçû-
âàåìûõ àãðåãàòíûìè è íåàãðåãàòíûìè ìóòàöèÿìè ãåíà
äåñìèíà íà ìèòîõîíäðèè. Èçìåíåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîãî
êàëüöèÿ èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå îöåíêè öåëîñòíîñòè ìè-
òîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ
ìèòîõîíäðèé. Ñàòåëëèòíûå êëåòêè áûëè ïîëó÷åíû èç
ìûøöû m. soleus îò ñàìöîâ ëèíèè C57BL/6 â âîçðàñòå
4—5 íåä. Êëåòêè áûëè òðàíñäóöèðîâàíû ëåíòèâèðóñàìè,
êîäèðóþùèìè ãåí äåñìèíà äèêîãî òèïà èëè ìóòàíòíóþ
ôîðìó ñ àãðåãàòíûìè ìóòàöèÿìè — A357P, L370P, ñ íå-
àãðåãàòíîé ìóòàöèåé — D399Y. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè òðàíñäóêöèè èñïîëüçîâàëè ëåíòèâèðóñ, êî-
äèðóþùèé GFP. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðîëèôåðàòèâ-
íîé ñðåäå, ïî äîñòèæåíèè ñóáêîíôëþýíòíîñòè ñðåäó
çàìåíÿëè íà äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ. Äèôôåðåíöèðîâêó
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 10 äíåé è ïîëó÷åííûå ìèîòðóáêè
áðàëè â àíàëèç. Êëåòêè íàãðóæàëè ôëóîðåñöåíòíûì êðà-
ñèòåëåì rhod-2 AM. Êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè ðàñòâîðîì
2 ìÌ õëîð-ì-êðåçîëà (CmC) èëè ýëåêòðè÷åñòâîì. Èçìå-
íåíèÿ â èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà äåòåê-
òèðîâàëè ïîä êîíôîêàëüíûì ìèêðîñêîïîì. Ïîëó÷åííûå
èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàì-
ìû ImageJ. Èçìåíÿëè ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà â
îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè êëåòêè áåç ñòèìóëÿöèè (F0) è â
êàæäûé ìîìåíò âðåìåíè â òå÷åíèå ñòèìóëÿöèè (F). Ñîîò-
íîøåíèå F/F0 èñïîëüçîâàëè äëÿ îöåíêè êàëüöèåâûõ ïåðå-
õîäîâ â ìèòîõîíäðèÿõ. Â ñâîåì àíàëèçå ìû ñðàâíèâàëè
àìïëèòóäû, ïîëó÷åííûå ïðè ðàçíûõ ñòèìóëÿöèÿõ, äëÿ
ðàçíûõ ñîñòîÿíèé ãåíà äåñìèíà. Ìèîòðóáêè îòâå÷àëè íà
õèìè÷åñêóþ è ýëåêòðè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ îñöèëëÿöèÿìè
ìèòîõîíäðèàëüíîãî êàëüöèÿ. Ïðè âîçäåéñòâèè CmC áûëî

ïîêàçàíî, ÷òî ñîîòíîøåíèå F/F0 äëÿ êëåòîê, íåñóùèõ äåñ-
ìèí äèêîãî òèïà, çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì äëÿ êëåòîê, íå-
ñóùèõ ìóòàöèþ (P < 0.05). Ïðè ñðàâíåíèè îòâåòîâ íà
ýëåêòðè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ îêàçàëîñü, ÷òî ñîîòíîøåíèÿ
F/F0 íå ðàçëè÷àþòñÿ ïðè ïðèìåíåíèè ñòèìóëÿöèè ñ ÷àñ-
òîòàìè 10 è 100 Hz, ïðè ýòîì ñîîòíîøåíèå F/F0 ïðè ñòè-
ìóëÿöèè 1 Hz çíà÷èòåëüíî ìåíüøå (P < 0.05). Ïîëó÷åí-
íûå äëÿ äèêîãî òèïà ñîîòíîøåíèÿ F/F0 áûëè âûøå, ÷åì
äëÿ àãðåãàòíûõ ìóòàíòíûõ ôîðì, îäíàêî äëÿ íåàãðåãàò-
íîé ôîðìû çíà÷èòåëüíîãî îòëè÷èÿ F/F0 çàðåãèñòðèðîâà-
íî íå áûëî (P < 0.05). Çàõâàò êàëüöèÿ ìèòîõîíäðèÿìè
ðàçëè÷àåòñÿ â êëåòêàõ, íåñóùèõ äåñìèí äèêîãî òèïà è ìó-
òàíòíûé äåñìèí. Âàæíûì êðèòåðèåì ÿâëÿåòñÿ òèï ìóòà-
öèè: àãðåãàòíûå ìóòàöèè ñïîñîáíû çíà÷èòåëüíî ñíèæàòü
êîëè÷åñòâî çàõâà÷åííîãî êàëüöèÿ, â òî âðåìÿ êàê íåàãðå-
ãàòíûå ìóòàöèè òàêîãî ýôôåêòà íå èìåþò.

ÔÈÇÈÊÎ-ÕÈÌÈ×ÅÑÊÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍ-
ÒÍÎÃÎ ÁÅËÊÀ iRFP — ÁËÈÆÍÅÈÍÔÐÀÊÐÀÑÍÎÃÎ
ÁÈÎÌÀÐÊÅÐÀ ÍÎÂÎÃÎ ÏÎÊÎËÅÍÈß. © Îëå-
ñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, Ã. Ñ. Áóáëèêîâ, Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî,
Ê. Ê. Òóðîâåðîâ, È. Ì. Êóçíåöîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, lvs@incras.ru

Ïðèæèçíåííàÿ âèçóàëèçàöèÿ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿ-
ùèõ â êëåòêàõ, òêàíÿõ è â öåëîì îðãàíèçìå ñ âûñîêèì
ðàçðåøåíèåì â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè, ÿâëÿåòñÿ îä-
íîé èç ôóíäàìåíòàëüíûõ ïðîáëåì ìîëåêóëÿðíîé è êëå-
òî÷íîé áèîëîãèè. Ñóùåñòâåííîé âåõîé â ðàçâèòèè ýòîãî
íàïðàâëåíèÿ ÿâèëèñü îòêðûòèå GFP-ïîäîáíûõ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ áåëêîâ è îñîçíàíèå òîãî, ÷òî íà èõ áàçå ìîæíî
ïîëó÷àòü áåëêè ñëèÿíèÿ ñ áåëêàìè-ìèøåíÿìè, ò. å. èñïî-
ëüçîâàòü èõ â êà÷åñòâå áèîìàðêåðîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïîëó-
÷àòü èíôîðìàöèþ î ëîêàëèçàöèè öåëåâûõ áåëêîâ è ïðîòå-
êàíèè ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ îíè ó÷àñòâóþò.

Ïðè ñîçäàíèè íîâûõ ìóòàíòíûõ ôîðì ñ óëó÷øåííû-
ìè õàðàêòåðèñòèêàìè îäíà èç çàäà÷ ñîñòîÿëà â ñîçäàíèè
ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ ñ íàèáîëåå äëèííîâîëíîâûì
ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî ïîçâîëÿëî áû óéòè îò ôî-
íîâîãî ñâå÷åíèÿ êëåòêè. Îäíàêî äàæå ôëóîðåñöåíòíûå
áåëêè, èìåþùèå íàèáîëåå äëèííîâîëíîâîå ïîëîæåíèå
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè, íå ïîïàäàëè â
ñïåêòðàëüíóþ îáëàñòü, îòâå÷àþùóþ òàê íàçûâàåìîìó
áëèæíåèíôðàêðàñíîìó îêíó ïðîçðà÷íîñòè áèîëîãè÷å-
ñêèõ òêàíåé, ãäå óæå íå ïîãëîùàþò ãåì ãåìîãëîáèíà è
ìåëàíèí, íî åùå íå ïîãëîùàåò âîäà. Ðåøåíèåì ýòîé ïðîá-
ëåìû ìîæåò ñòàòü èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåí-
òíûõ ìàðêåðîâ êîìïëåêñîâ áàêòåðèàëüíûõ ôèòîõðîìîâ ñ
áèëèâåðäèíîì.

Îáúåêòîì íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàë áëèæíåèíô-
ðàêðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê iRFP, ïîëó÷åííûé íà
îñíîâå áàêòåðèàëüíîãî ôèòîõðîìà RpBphP2 èç Rhodopse-
udomonas palustris. Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñïåêòðàëü-
íûå ñâîéñòâà áëèæíåèíôðàêðàñíîãî áåëêà iRFP â õîëî- è
àïîôîðìå è èçó÷åíû ïðîöåññû äåíàòóðàöèè-ðåíàòóðàöèè
ýòèõ ôîðì áåëêà ïîä äåéñòâèåì õèìè÷åñêîãî äåíàòóðàíòà
ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà (GdnHCl). Îõàðàêòåðèçîâàíî ñâÿ-
çûâàíèå iRFP â àïîôîðìå ñ áèëèâåðäèíîì.

Ïîêàçàíî, ÷òî âòîðè÷íàÿ è òðåòè÷íàÿ ñòðóêòóðà áåëêà
ïðè ñâÿçûâàíèè áèëèâåðäèíà íå ïðåòåðïåâàåò ñóùåñòâåí-
íûõ èçìåíåíèé. Ïðè ýòîì ñâÿçûâàíèå áèëèâåðäèíà ïðè-
âîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó òóøåíèþ òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè iRFP â ðåçóëüòàòå áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà
ýíåðãèè îò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ê õðîìîôîðó áåëêà.
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Èçó÷åíèå ïðîöåññîâ äåíàòóðàöèè ôëóîðåñöåíòíîãî
áåëêà iRFP â àïî- è õîëîôîðìå ïîä äåéñòâèåì GdnHCl
ïîêàçàëî, ÷òî íàëè÷èå òàêîé ñëîæíîé ñòðóêòóðû, êàê óçåë
òèïà «âîñüìåðêà», íå ïðåïÿòñòâóåò ýôôåêòèâíîìó ôîë-
äèíãó áåëêà, à íåîáðàòèìîñòü äåíàòóðàöèè iRFP â õîëî-
ôîðìå è àãðåãàöèÿ ìîëåêóë áåëêà ïðè ðåíàòóðàöèè èç
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ ñâÿçàíû ñî âñòðàèâà-
íèåì õðîìîôîðà â áåëêîâóþ ãëîáóëó.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëè-
çà ïîêàçàíî, ÷òî áèëèâåðäèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ iRFP â
àïîôîðìå â ñîîòíîøåíèè 1 : 1, ò. å. äîñòèãàåòñÿ ïîëíîå
íàñûùåíèå áåëêà áèëèâåðäèíîì, è ÷òî êîíôîðìàöèÿ è
ìèêðîîêðóæåíèå õðîìîôîðà â îáðàçóþùåìñÿ êîìïëåêñå
òàêèå æå, êàê â íàòèâíîì iRFP.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-01842), ïðîãðàììû ÌÊÁ ÐÀÍ è ñòèïåíäèè
ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÑÏ-65-2012.4).

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÔÎËÄÈÍÃÀ ÁÅËÊÎÂ Ñ ÒÎÏÎËÎ-
ÃÈÅÉ ÁÅÒÀ-ÁÎ×ÎÍÊÀ ÍÀ ÏÐÈÌÅÐÅ ÎÄÎÐÀÍÒÑÂß-
ÇÛÂÀÞÙÅÃÎ ÁÅËÊÀ. © Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, Îëå-
ñÿ Â. Ñòåïàíåíêî, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sov@incras.ru

Âîïðîñ î òîì, êàê áåëêè ïðèîáðåòàþò â ïðîöåññå
ôîëäèíãà íàòèâíîå, ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîå ñîñòîÿíèå,
ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì â ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè. Ñîâðåìåí-
íàÿ òåîðèÿ ôîëäèíãà áåëêîâ, íàãëÿäíî ïðåäñòàâëåííàÿ â
ìîäåëè ýíåðãåòè÷åñêîé ïîâåðõíîñòè, îáúÿñíÿåò ôîðìè-
ðîâàíèå êîìïàêòíîãî, âûñîêîîðãàíèçîâàííîãî íàòèâíîãî
ñîñòîÿíèÿ ãëîáóëÿðíûõ áåëêîâ, îáðàçîâàíèå îëèãîìåðîâ,
àìîðôíûõ àãðåòàòîâ èëè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, à òàêæå
îïðåäåëÿþùóþ ðîëü âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó íàòèâíî-íå-
óïîðÿäî÷åííûìè áåëêàìè è èõ ïàðòíåðàìè. Íåñìîòðÿ íà
ïðîãðåññ â ïîíèìàíèè ôîëäèíãà áåëêîâ, íàøè ïðåäñòàâ-
ëåíèÿ î ñâîðà÷èâàíèè áåëêîâ ñ òîïîëîãèåé òèïà b-áî÷îí-
êà îãðàíè÷åííû.

Áåëêè áîëüøîé ãðóïïû îäîðàíòñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ
(OBP), ïðèíàäëåæàùåé ñåìåéñòâó ëèïîêàëèíîâ, èìå-
þò ñòðóêòóðó òèïà b-áî÷îíêà. Áî÷îíîê êëàññè÷åñêîãî
OBP îáðàçîâàí èç âîñüìè b-âåòâåé (îñòàòêè 9—120), êî-
ðîòêîãî a-ñïèðàëüíîãî ó÷àñòêà (îñòàòêè 124—141), çà êî-
òîðûì ñëåäóþò 9-ÿ b-âåòâü áî÷îíêà (îñòàòêè 146—148) è
íåóïîðÿäî÷åííûé Ñ-êîíöåâîé ó÷àñòîê áåëêà (îñòàòêè
149—157). Âíóòðåííÿÿ ïîëîñòü b-áî÷îíêà, ñôîðìèðîâàí-
íàÿ ïðåèìóùåñòâåííî ãèäðîôîáíûìè è àðîìàòè÷åñêè-
ìè îñòàòêàìè, òàê æå êàê îòäåëüíûå ïåòëåâûå ó÷àñòêè,
ñâÿçûâàþùèå b-âåòâè áî÷îíêà, ñëóæàò ñàéòîì ñâÿçûâà-
íèÿ ëèãàíäà. Áåëêè ýòîé ãðóïïû ïðèâëåêàþò çíà÷èòåëü-
íûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé êàê ïåðñïåêòèâíûé îáúåêò
äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ îïòè÷åñêèõ áèîñåíñîðíûõ ñèñòåì
íà îïàñíûå, â òîì ÷èñëå âçðûâ÷àòûå è òîêñè÷íûå, âåùå-
ñòâà. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî OBP îáëàäàþò âûñîêîé
ñòðóêòóðíîé ïëàñòè÷íîñòüþ ëèãàíäñâÿçûâàþùåãî öåíò-
ðà, ïîçâîëÿþùåãî íàñòðàèâàòü åãî íà âçàèìîäåéñòâèå ñ
ëèãàíäîì, ñòðóêòóðíî îòëè÷àþùèìñÿ îò ïðèðîäíîãî ëè-
ãàíäà áåëêà.

Äèìåðíûé áû÷èé OBP (bOBP) õàðàêòåðèçóåòñÿ óíè-
êàëüíîé óêëàäêîé ïîëèïåïòèäíîé öåïè, îòëè÷àþùåéñÿ
îò óêëàäêè áîëüøèíñòâà îäîðàíòñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ,
èìåþùèõ ìîíîìåðíóþ ñòðóêòóðó. Â ñòðóêòóðå bOBP
a-ñïèðàëüíûé ó÷àñòîê êàæäîé ìîíîìåðíîé ñóáúåäèíèöû

áåëêà ïðèíàäëåæèò b-áî÷îíêó äðóãîé ñóáúåäèíèöû áåë-
êà. Òàêîé ñïîñîá îáðàçîâàíèÿ äèìåðîâ è äàæå îëèãîìå-
ðîâ, èçâåñòíûé êàê «îáìåí äîìåíàìè», áûë îáíàðóæåí âî
ìíîãèõ áåëêàõ. Ïîëàãàþò, ÷òî «îáìåí äîìåíàìè» âëèÿåò
íà ñòàáèëüíîñòü áåëêà â öåëîì, óâåëè÷èâàÿ ïëîùàäü
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ñóáúåäèíèöàìè áåëêà. Â íåêîòî-
ðûõ ñëó÷àÿõ ýòîò ìåõàíèçì ôîðìèðîâàíèÿ ÷åòâåðòè÷íîé
ñòðóêòóðû áåëêà ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ íîâûõ ôóíê-
öèé ó áåëêîâûõ îëèãîìåðîâ, íå íàáëþäàåìûõ ó ìîíîìåð-
íûõ áåëêîâ. Ðåçóëüòàòû íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçà-
ëè, ÷òî ìåõàíèçì îëèãîìåðèçàöèè ïîñðåäñòâîì «îáìåíà
äîìåíàìè» çàäåéñòâîâàí íà ðàííèõ ýòàïàõ ôîðìèðîâàíèÿ
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë.

Â äàííîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè îñîáåííîñòè ïðî-
öåññîâ ôîëäèíãà áåëêîâ ñ òîïîëîãèåé b-áî÷îíêà è âëèÿ-
íèå ìåõàíèçìà «îáìåíà äîìåíîâ» íà ñòàáèëüíîñòü è ïðî-
öåññû ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ b-áî÷îíêà íà ïðè-
ìåðå ðåêîìáèíàíòíîãî bOBP. Ïîëó÷åííûå äàííûå áûëè
ñîïîñòàâëåíû ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâàíèÿ ñòàáèëüíîñòè
è ïðîöåññîâ ôîëäèíãà bOBP, âûäåëåííîãî èç íàçàëüíîé
òêàíè áûêà, è åãî ìóòàíòíûõ ôîðì, íå ñêëîííûõ ê äèìå-
ðèçàöèè ïîñðåäñòâîì «îáìåíà äîìåíîâ».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé
ïîääåðæêå ïðîãðàììû ÌÊÁ ÐÀÍ è ñòèïåíäèè ïðåçèäåí-
òà ÐÔ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ (ÑÏ-563.2012.4).

ÝËÅÊÒÐÎÍÍÎ-ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈ×ÅÑÊÎÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀ-
ÍÈÅ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ ÊÐÛÑ ÏÐÈ ÕÐÎÍÈ×Å-
ÑÊÎÉ ÑÅÐÄÅ×ÍÎÉ ÍÅÄÎÑÒÀÒÎ×ÍÎÑÒÈ. © À. Â. Ñòå-
ïàíîâ, À. Ï. Ðóäåíêî, Å. Â. Áàéäþê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, katya_bay@mail.ru

Èíôàðêò ìèîêàðäà (ÈÌ) è ðàçâèâàþùàÿñÿ âïîñëåäñò-
âèè õðîíè÷åñêàÿ ñåðäå÷íàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü (ÕÑÍ) ÿâëÿ-
þòñÿ îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè ñìåðòíîñòè âî ìíîãèõ ñòðà-
íàõ ìèðà. ÕÑÍ õàðàêòåðèçóåòñÿ íåñïîñîáíîñòüþ ñåðäöà
îáåñïå÷èâàòü àäåêâàòíûé ñåðäå÷íûé âûáðîñ â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ïîòðåáíîñòÿìè îðãàíèçìà, ÷òî ïðèâîäèò ê ñîñ-
òîÿíèþ ãèïîêñèè â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ. Ìèîêàðä
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç àêòèâíûõ ïîòðåáèòåëåé êèñëîðîäà,
ïîýòîìó íåäîñòàòîê êèñëîðîäà âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå
íàðóøåíèÿ åãî ñòðóêòóðû è ôóíêöèè. Íàèáîëåå ÷óâñòâè-
òåëüíûìè ê ãèïîêñèè ñòðóêòóðàìè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ìè-
òîõîíäðèè, îäíàêî ìîðôîëîãèÿ è ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòî-
ÿíèå ìèòîõîíäðèé êàðäèîìèîöèòîâ (ÊÌÖ) ïðè äàííîì
çàáîëåâàíèè ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó èññëåäîâàíû íåäî-
ñòàòî÷íî.

Â äàííîé ðàáîòå ïðîâåäåíî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè-
÷åñêîå èññëåäîâàíèå ÊÌÖ ëåâîãî æåëóäî÷êà (ËÆ) ñåðä-
öà êðûñ ÷åðåç 6 ìåñ ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ÈÌ, êîòî-
ðûé âûçûâàëè ìåòîäîì ïåðìàíåíòíîãî ëèãèðîâàíèÿ ëå-
âîé êîðîíàðíîé àðòåðèè. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû ËÆ äëÿ
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïîëó÷àëè
íà óëüòðàòîìå LKB III (Øâåöèÿ) è ïðîñìàòðèâàëè â ýëåê-
òðîííîì ìèêðîñêîïå LIBRA 120 Carl Zeiss (Ãåðìàíèÿ).
Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ìèîêàðäà
êðûñ ÷åðåç 6 ìåñ ïîñëå îïåðàöèè ïîçâîëèëî âûÿâèòü çíà-
÷èòåëüíûé ïîëèìîðôèçì óëüòðàñòðóêòóðû ÊÌÖ. Ìèî-
ôèáðèëëû â öèòîïëàçìå ÊÌÖ êðûñ ñ ÕÑÍ ðàñïîëàãàëèñü
ìåíåå óïîðÿäî÷åííî, ÷åì â öèòîïëàçìå ÊÌÖ êîíòðîëü-
íûõ æèâîòíûõ, âñòðå÷àëèñü êëåòêè ñ ðàçîáðàííûìè
ñàðêîìåðàìè è äåñòðóêöèåé äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð, â òîì ÷èñëå ìèòîõîíäðèé. Ýòè èçìåíåíèÿ áûëè
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îñîáåííî âûðàæåíû â ïåðèèíôàðêòíîé çîíå ËÆ. Ìîðôî-
ìåòðè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ìèòîõîíäðèé ïîêàçàëî, ÷òî
îáúåìíàÿ ïëîòíîñòü ìèòîõîíäðèé íå ðàçëè÷àëàñü âî âñåõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ. Â ñðåäíåì ìèòîõîíäðèè çà-
íèìàëè îêîëî 30 % öèòîïëàçìû ÊÌÖ. Îäíàêî ó êðûñ ñ
ÕÑÍ â ÊÌÖ ïðîèñõîäèëî èçìåíåíèå ñîîòíîøåíèÿ ïëî-
ùàäè ìèòîõîíäðèé ê ïëîùàäè, çàíèìàåìîé ìèîôèáðèë-
ëàìè. Â ïåðèèíôàðêòíîé çîíå ËÆ êðûñ îíî óâåëè÷èâà-
ëîñü íà 20.6 % (P < 0.05) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ. Â èí-
òàêòíîé çîíå ËÆ êðûñ ñ ÕÑÍ ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå
ñðåäíåé ïëîùàäè ìèòîõîíäðèé íà 29.5 % (P < 0.05). Êîí-
öåíòðàöèÿ âíóòðåííèõ ìåìáðàí ìèòîõîíäðèé (ÊÂÌÌ)
íà åäèíèöó ïëîùàäè öèòîïëàçìû â ÊÌÖ ïåðèèíôàðêò-
íîé çîíû ËÆ áûëà íà 26.3 % íèæå (P < 0.05), ÷åì â êîíò-
ðîëå. Îáùàÿ ïðîòÿæåííîñòü ÂÌÌ â ËÆ êðûñ ñ ÕÑÍ
áûëà íà 37.5 % íèæå (P < 0.01), ÷åì â ËÆ êîíòðîëüíûõ
æèâîòíûõ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î çíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè óðîâíÿ ýíåðãåòè÷å-
ñêîãî ìåòàáîëèçìà ÊÌÖ ËÆ êðûñ ñ ÕÑÍ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 14-04-31853 ìîë_à).

ÐÅÃÓËßÖÈß ÍÀÒÐÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ, ÑÂßÇÀÍÍÀß
Ñ ÄÈÍÀÌÈÊÎÉ ÏÐÈÌÅÌÁÐÀÍÍÎÃÎ ÀÊÒÈÍÀ,
Â ÊËÅÒÊÀÕ ÏÎ×ÊÈ M-1 È ËÈÌÔÎÌÛ U937.
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Âêëàä ëèïèäíîãî áèñëîÿ è ïðèìåìáðàííîãî öèòîñêå-
ëåòà — îäèí èç öåíòðàëüíûõ âîïðîñîâ â èçó÷åíèè ðåãó-
ëÿöèè èîííûõ êàíàëîâ â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ.
Ðàíåå ïîêàçàíà ôóíêöèîíàëüíàÿ ñâÿçü àêòèâíîñòè ïîòåí-
öèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ ñ äèíàìèêîé ïðè-
ìåìáðàííîãî àêòèíà â êëåòêàõ ëåéêåìèè K562. Îñíîâ-
íàÿ çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — ñðàâíèòåëüíîå èññëå-
äîâàíèå öèòîñêåëåòçàâèñèìîé ðåãóëÿöèè íàòðèåâûõ
êàíàëîâ â êëåòêàõ ëèìôîìû U937 è ñîáèðàòåëüíûõ òðó-
áî÷åê ïî÷êè Ì-1. Â îïûòàõ ïàò÷-êëàìï íà êëåòêàõ U937
îáíàðóæåíà àêòèâàöèÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ (ïðîâîäèìîñòü
10—11 ïÑì) ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà Ä êàê â èíòàêò-
íîé êëåòêå (cell-attached), òàê è â èçîëèðîâàííîì ôðàã-
ìåíòå (inside-out). Äîáàâëåíèå ê öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ñòîðîíå ìåìáðàíû ãëîáóëÿðíîãî (G) àêòèíà, ïîëèìåðèçó-
þùåãîñÿ ïðè ïîâûøåíèè èîííîé ñèëû ðàñòâîðà, ïðè-
âîäèëî ê áûñòðîé (2—3 ìèí) èíàêòèâàöèè êàíàëîâ. Ïðè
ïîäà÷å ïðåäâàðèòåëüíî ñôîðìèðîâàííûõ ôèëàìåíòîâ ñó-
ùåñòâåííûõ èçìåíåíèé àêòèâíîñòè íå íàáëþäàëè. Èìåþ-
ùèåñÿ ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ñõîäñòâî îñíîâíîãî ìå-
õàíèçìà, êîíòðîëèðóþùåãî àêòèâíîñòü êàíàëîâ â êëåòêàõ
U937 è K562 : ðàçáîðêà êîðòèêàëüíûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ
ñïîñîáñòâóåò îòêðûâàíèþ êàíàëîâ, à ïîëèìåðèçàöèÿ àê-
òèíà, íàïðîòèâ, ïðèâîäèò ê èõ èíàêòèâàöèè, ò. å. ïåðåõî-
äó â çàêðûòîå ñîñòîÿíèå. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ïîòåíöè-
àëíåçàâèñèìûå íàòðèåâûå êàíàëû â êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ êðîâè (U937 è K562) î÷åíü áëèçêè ïî ôóíêöèî-
íàëüíûì ñâîéñòâàì è ìîëåêóëÿðíîé ïðèðîäå. Ðåçóëüòàòû
ÎÒ-ÏÖÐ è èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà ïîçâîëÿþò èäåíòèôè-
öèðîâàòü èõ êàê àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå
êàíàëû ñåìåéñòâà ENaC.

Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè êàíàëîâ ENaC ïðè äåéñòâèè
äåñòðóêòîðîâ F-àêòèíà áûëî ïîêàçàíî ðàíåå íà ðàç-
ëè÷íûõ îáúåêòàõ, âêëþ÷àÿ íàòèâíûé ýïèòåëèé ïî÷å÷íûõ
êàíàëüöåâ. Îäíàêî êîíêðåòíûå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè êà-
íàëîâ ENaC ñ ó÷àñòèåì ìèêðîôèëàìåíòîâ îñòàþòñÿ íåÿñ-
íûìè. Êëåòêè Ì-1, â êîòîðûõ ýêñïðåññèðóþòñÿ àìèëî-
ðèä-÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû ENaC, ÿâëÿþòñÿ îäíîé èç
ðàñïðîñòðàíåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé ïî÷å÷íî-
ãî ýïèòåëèÿ. Â îòëè÷èå îò êëåòîê U937 ìû íàáëþäàëè äî-
âîëüíî âûñîêóþ ôîíîâóþ àêòèâíîñòü êàòèîííûõ êàíàëîâ
ðàçëè÷íîé ïðîâîäèìîñòè è ñåëåêòèâíîñòè â êëåòêàõ Ì-1.
Ñðåäè íèõ íàáëþäàëèñü êàíàëû, ïîäîáíûå ñåìåéñòâó
TRPC, à òàêæå êàíàëû ñ ïðîâîäèìîñòüþ 12—14 ïÑì, êè-
íåòè÷åñêèå ñâîéñòâà êîòîðûõ ïîçâîëÿëè îòíåñòè èõ ê
ENaC. Â íàøèõ îïûòàõ ïîêàçàíî ïîâûøåíèå âåðîÿòíîñòè
îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ ENaC ïðè äåéñòâèè öèòîõàëàçèíà Ä
(cell-attached è inside-out). Â ýêñïåðèìåíòàõ inside-out ñ
èñïîëüçîâàíèåì G-àêòèíà èññëåäîâàëè âëèÿíèå ñáîðêè
ôèëàìåíòîâ íà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû
íà àêòèâíîñòü êàíàëîâ. Â íåñêîëüêèõ îïûòàõ íàáëþäàëè
èíàêòèâàöèþ êàíàëîâ ENaC, âåðîÿòíî îáóñëîâëåííóþ
ïîëèìåðèçàöèåé àêòèíà. Õîòÿ êîðòèêàëüíûå àêòèíîâûå
ñòðóêòóðû â êëåòêè êðîâè è ýïèòåëèÿ ïî÷åê ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷íû, èõ ñâÿçü ñ êàíàëàìè ENaC, âåðîÿòíî, ðåàëèçó-
åòñÿ ñõîäíûì îáðàçîì. Âûÿâëåííûé öèòîñêåëåòçàâèñè-
ìûé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ìîæåò îïîñðåäîâàòü âëèÿíèå
ãîðìîíîâ è ôàêòîðîâ ðîñòà íà àêòèâíîñòü íàòðèåâûõ êà-
íàëîâ â ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-32143_ìîë-à) è ãðàíòà Carl Zeiss («ÎÏÒÝÊ»).
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ÍÛÕ ÔÈÁÐÈËË ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ËÈÇÎÖÈÌÀ. © À. È. Ñó-
ëàöêàÿ, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ansul@mail.ru

Àìèëîèäîçû — ýòî áîëüøàÿ ãðóïïà çàáîëåâàíèé, õà-
ðàêòåðèçóþùèõñÿ îáðàçîâàíèåì â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ è
òêàíÿõ îðãàíèçìà âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûõ áåëêîâûõ äå-
ïîçèòîâ â âèäå íåðàñòâîðèìûõ ôèáðèëë. Íàêîïëåíèå
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë îáíàðóæåíî ïðè òàêèõ çàáîëåâàíè-
ÿõ, êàê áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, äèà-
áåò âòîðîãî òèïà, äèàëèçíûé àìèëîèäîç è äð. Ïðîöåññû,
ëåæàùèå â îñíîâå àãðåãàöèè áåëêîâ è åå ïàòîëîãè÷åñêîãî
ïðîÿâëåíèÿ ïðè áîëåçíÿõ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷åíû íå-
äîñòàòî÷íî. Âûÿñíåíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ àìèëî-
èäîçîâ, óñòàíîâëåíèå áåëêîâîé ïðèðîäû äåïîçèòîâ è èõ
ñâîéñòâ, ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ïðèæèçíåííîé äèàãíîñòèêè
ýòèõ çàáîëåâàíèé è ðàçâèòèå òåðàïåâòè÷åñêèõ ìåòîäîâ èõ
ëå÷åíèÿ ÿâëÿþòñÿ àêòóàëüíûìè çàäà÷àìè. Óñïåøíîñòü ðå-
øåíèÿ ýòèõ çàäà÷ âî ìíîãîì çàâèñèò îò ôóíäàìåíòàëüíûõ
çíàíèé î ñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòÿõ àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë, îáðàçóþùèõ äåïîçèòû, èõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîé-
ñòâàõ, ôàêòîðàõ, ðåãóëèðóþùèõ èõ îáðàçîâàíèå è ðàçðó-
øåíèå, èõ âëèÿíèè íà æèçíåäåÿòåëüíîñòü êëåòîê è ò. ä.

Ëèòåðàòóðíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñòðóêòóðà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ è äàæå íà îñíîâå îäíîãî è òîãî æå áåë-
êà, íåñìîòðÿ íà îáùåå ñõîäñòâî â ñòðîåíèè, ìîæåò ñóùå-
ñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà
èññëåäîâàíèå ïîëèìîðôèçìà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà
îñíîâå àìèëîèäîãåííîãî áåëêà ëèçîöèìà.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 381



Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì èíêó-
áèðîâàíèÿ ëèçîöèìà ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ è èññëåäî-
âàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ðÿäà ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ìåòî-
äîâ. Äàííûå ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, êàê è îæèäàëîñü,
ïîäòâåðäèëè îáùåå ñõîäñòâî àðõèòåêòóðû èññëåäóåìûõ
àãðåãàòîâ — îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äëèííûå òîíêèå íå-
ðàçâåòâëåííûå îáðàçîâàíèÿ. Îñíîâíîé ïîäõîä, êîòîðûé
áûë èñïîëüçîâàí äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, îñíîâàí íà èññëåäîâàíèè èõ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñî ñïåöèôè÷åñêèì ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì
òèîôëàâèíîì Ò (ThT). Ñ èñïîëüçîâàíèåì àáñîðáöèîííîé
è ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè ðàñòâîðîâ, ïîëó÷åííûõ
ìåòîäîì ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà, áûëè îïðåäåëåíû
÷èñëî ìîä ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ ôèáðèëëàìè, êîíñòàíòû ñâÿ-
çûâàíèÿ è ÷èñëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ äëÿ êàæäîé èç ìîä, à
òàêæå ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ, êîýôôèöèåíòû ìîëÿðíîé ýê-
ñòèíêöèè è êâàíòîâûå âûõîäû ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ,
âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷èè ïàðàìåò-
ðîâ ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà
îñíîâå ëèçîöèìà, ïîëó÷åííûìè ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ,
è õàðàêòåðèñòèê ñâÿçàííîãî êðàñèòåëÿ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò
ïðåäïîëîæåíèÿ î ïîëèìîðôèçìå èññëåäóåìûõ ôèáðèëë.

Òàêèì îáðàçîì, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäëîæåííûé
íàìè ïîäõîä ÷óâñòâèòåëåí äàæå ê íåáîëüøèì ðàçëè÷èÿì
â ñòðóêòóðå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, êîòîðûå ñëîæíî (åñëè
âîîáùå âîçìîæíî) îáíàðóæèòü ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ
ñîâðåìåííûõ ìåòîäèê. Ðåçóëüòàòû ðàáîòû ìîãóò èìåòü
ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå êàê äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé, òàê è äëÿ ìåäèöèíû, ïîñêîëüêó ôèáðèëëû íà
îñíîâå îäíîãî è òîãî æå áåëêà, îáðàçîâàííûå ïðè ðàçëè÷-
íûõ óñëîâèÿõ ôèáðèëëîãåíåçà, ìîãóò îáëàäàòü ðàçëè÷íîé
òîêñè÷íîñòüþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 13-04-02068-à è 12-04-01651-à) è Ñîâåòà ïî ãðàí-
òàì ïðåçèäåíòà ÐÔ (ñòèïåíäèÿ ¹ ÑÏ-776.2012.4).
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Êàíàëû ñåìåéñòâà TRP èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðàçíî-
îáðàçíûõ ïðîöåññàõ: îò ôîòîðåöåïöèè, îñìîðåãóëÿöèè,
îñÿçàíèÿ è îáîíÿíèÿ è èîííîãî ãîìåîñòàçà äî êàëüöèåâî-
ãî îáìåíà â êëåòêàõ. Îñíîâíîå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé
â îáëàñòè ðåãóëÿöèè êàíàëîâ ñåìåéñòâà TRP äî íåäàâíåãî
âðåìåíè áûëî ñôîêóñèðîâàíî íà èçó÷åíèè áèîôèçè÷å-
ñêèõ õàðàêòåðèñòèê ýòèõ êàíàëîâ è ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ,
êîíòðîëèðóþùèõ èõ àêòèâíîñòü íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíå, òîãäà êàê ðåãóëÿöèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé äèíàìèêè
êàíàëîâ TRP â êëåòêå íà äàííûé ìîìåíò èçó÷åíà íåäîñòà-
òî÷íî. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêàïëèâàåòñÿ âñå áîëüøå äàí-
íûõ, óêàçûâàþùèõ íà çíà÷èòåëüíóþ ðîëü òðàíñïîðòà êà-
íàëîâ TRP â ðåãóëÿöèè èõ îáùåé àêòèâíîñòè. Êàíàëû
TRPV5/V6 ÿâëÿþòñÿ êàëüöèé-ñåëåêòèâíûìè êàíàëàìè ñå-
ìåéñòâà TRP è èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ãîìåîñòàçå êàëüöèÿ
â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ îðãàíèçìà. Ðàíåå â ðàáîòàõ
ðàçëè÷íûõ ëàáîðàòîðèé, â ñèñòåìàõ ñ èñêóññòâåííî ýêñï-
ðåññèðîâàííûìè êàíàëàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàíàëû
TRPV5/V6 ïîäâåðæåíû àêòèâíîìó Ca2+-çàâèñèìîìó ðå-
öèêëèðîâàíèþ è ÷òî òðàíñïîðò âåçèêóë ñ ýòèìè êàíàëàìè

â êëåòêå îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ êëàòðèí/äèíàìèíçà-
âèñèìîãî ýíäîöèòîçà.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè ýêñïðåññèþ è ôóíêöèîíàëüíóþ
àêòèâíîñòü êàíàëîâ TRPV5/V6 â êëåòêàõ Jurkat. Êàíàëû
TRPV5/V6 êîíñòèòóòèâíî àêòèâíû, ïîýòîìó ïîâåðõíîñò-
íàÿ ýêñïðåññèÿ ýòèõ êàíàëîâ, êîòîðàÿ çàâèñèò îò âåçè-
êóëÿðíîãî òðàíñïîðòà, îïðåäåëÿåò îáùóþ àêòèâíîñòü
ýòèõ êàíàëîâ. Â íàøåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå
âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè êàíà-
ëîâ TRPV5/V6 â êëåòêàõ Jurkat. Ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå
ýêñïåðèìåíòû (patch-clamp, êîíôèãóðàöèè outside-out
è whole-cell) ïîêàçàëè ïîñòåïåííîå èíãèáèðîâàíèå àê-
òèâíîñòè êàíàëîâ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â íàðóæíûé ðàñ-
òâîð áëîêàòîðà äèíàìèíçàâèñèìîãî ýíäîöèòîçà Dyna-
sore (100 ìêÌ). Ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì êàëü-
öèé-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà Fura-2AM ïîêàçàëè
áëîêèðîâàíèå êàëüöèåâîãî âõîäà â îòâåò íà èçìåíåíèå
êîíöåíòðàöèè âíåêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â êëåòêàõ Jurkat ïî-
ñëå 5-ìèíóòíîé èíêóáàöèè ñ Dynasore (100 ìêÌ). Ýòè
äàííûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá ó÷àñòèè ýêòî/ýíäîöè-
òîçà â ðåãóëÿöèè îáùåé êëåòî÷íîé àêòèâíîñòè êàíàëîâ
TRPV5/V6, ó÷àñòâóþùèõ â êîíòðîëå óðîâíÿ êàëüöèÿ â
êëåòêàõ ëèíèè Jurkat.
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Îäíèì èç âàæíåéøèõ ñóïðåññîðîâ îáðàçîâàíèÿ çëî-
êà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð p53, ìóòàöèè êîòîðîãî îáíàðóæèâàþòñÿ áîëåå ÷åì â
50 % ñëó÷àåâ ðàêîâûõ îïóõîëåé. Áåëîê p53 ýêñïðåññèðó-
åòñÿ âî âñåõ êëåòêàõ îðãàíèçìà è ÿâëÿåòñÿ êîðîòêîæèâó-
ùèì áåëêîì, êîòîðûé áûñòðî ðàñùåïëÿåòñÿ ïðîòåàñîìà-
ìè. Îäíàêî â îòâåò íà ðàçëè÷íûå ñòðåññîâûå ñòèìóëû,
ïðåæäå âñåãî ïðè íàðóøåíèè öåëîñòíîñòè ÄÍÊ, ïðîèñõî-
äèò ñòàáèëèçàöèÿ p53. Àêòèâèðîâàííûé p53 ÿâëÿåòñÿ
òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, êîòîðûé âûïîëíÿåò ðîëü
îíêîñóïðåññîðà ÷åðåç ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ-ìè-
øåíåé. Áåëîê p53 ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñî ñïåöè-
ôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ è ñòèìóëèðîâàòü
ýêñïðåññèþ ìíîæåñòâà ãåíîâ, âêëþ÷àÿ p21, GADD45 è
bax. Ýòè áåëêè ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè ðåãóëÿòîðàìè êëå-
òî÷íîãî öèêëà, ðåïàðàöèè ÄÍÊ è àïîïòîçà, è òàêèì îáðà-
çîì p53 ïðåäîòâðàùàåò äåëåíèå ïîâðåæäåííûõ êëåòîê.
Îáíàðóæåíèå íîâûõ ãåíîâ-ìèøåíåé òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà p53 èìååò êàê ôóíäàìåíòàëüíîå, òàê è ïðèêëàä-
íîå çíà÷åíèå äëÿ ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè. Íà îñíîâå äàí-
íûõ ïî ýêñïðåññèè ð53-çàâèñèìûõ ãåíîâ, ïîëó÷åííûõ ñ
ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè ÐÍÊ ñ ìèêðî÷èïàìè, â êà÷åñòâå
îäíèõ èç êàíäèäàòîâ íà íîâûå ãåíû-ìèøåíè áûëè âûáðà-
íû ãåíû ñåìåéñòâà áåëêîâ ÿäåðíûõ ðåöåïòîðîâ NR4A1,
NR4A2 è NR4A3. Áåëêè ýòîãî ñåìåéñòâà ðåöåïòîðîâ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è èãðà-
þò âàæíóþ ðîëü â êëåòî÷íîì îòâåòå íà ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ, äèôôåðåíöèðîâêå è àïîïòîçå. Â äàííîé ðàáîòå
áûëè èñïîëüçîâàíû ÷åòûðå êëåòî÷íûå ëèíèè — U2-OS
p53+, U2-OSp53KD (íîêäàóí ãåíà p53), HCT-116 p53+ è
HCT-116 p53– (íîêàóò ãåíà p53). Äëÿ ñòàáèëèçàöèè áåëêà
p53 â U2-OS p53+ è HCT116 p53+ êëåòêè îáðàáàòûâàëè
ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì äîêñîðóáèöèíîì â òå÷å-
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íèå 9, 12 è 24 ÷. Íàêîïëåíèå p53 êîíòðîëèðîâàëè êîëè-
÷åñòâåííî íà óðîâíå ìÐÍÊ ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ, à òàêæå
êà÷åñòâåííî îöåíèâàëè óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêîâ ñ ïî-
ìîùüþ Âåñòåðí-áëîòèíãà. Óðîâåíü ýêñïðåññèè NR4A1,
NR4A2 è NR4A3 èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåìåéñòâà NR4A ïðè àêòèâà-
öèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà p53 äîñòîâåðíî îòëè÷à-
åòñÿ îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ãäå p53
íå àêòèâèðîâàí èëè îòñóòñòâóåò. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ñåìåéñòâà NR4A òðàíñ-
êðèïöèîííûì ôàêòîðîì p53 â îòâåò íà ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ, ÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î íîâîì ìåõàíèçìå ó÷àñòèÿ
ð53 â êëåòî÷íîì îòâåòå íà ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðàâèòåëüñòâà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
¹ 11.G34.31.0069 îò 21.10.2011, Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-32242
ìîë_à, 13-04-01024 À è 12-04-01397 A).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÑÎÂÌÅÑÒÍÎÃÎ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈß
ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ HDAC È ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÕ
ÀÃÅÍÒÎÂ ÍÀ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ.
© Å. À. Ôèëèïïîâà, Ì. Â. Èãîòòè, Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà,
Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, filippova-liza@list.ru

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDACi) ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé íîâûé êëàññ ïîòåíöèàëüíûõ ïðîòèâîîïó-
õîëåâûõ àãåíòîâ áëàãîäàðÿ èõ ñïîñîáíîñòè èçáèðàòåëüíî
ïîäàâëÿòü ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê,
äåéñòâóÿ â äîçàõ, íåòîêñè÷íûõ äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê.
Îíè ñïîñîáñòâóþò àöåòèëèðîâàíèþ ãèñòîíîâ, ÷òî ïðèâî-
äèò ê äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè ðÿäà ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî
öèêëà, äèôôåðåíöèðîâêó, àïîïòîç è èììóííûé îòâåò. Ïî-
ñëåäíèå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî HDACi ìî-
ãóò ìîäóëèðîâàòü ñèãíàëüíûå ïóòè, êîíòðîëèðóþùèå îò-
âåò êëåòêè íà äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ è
ðàçëè÷íûõ ñòðåññ-ôàêòîðîâ, òåì ñàìûì ïîâûøàÿ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü êëåòêè ê äåéñòâèþ öèòîñòàòèêîâ. Ïîýòîìó
âåñüìà ïåðñïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ êîìáèíèðîâàííîå
èñïîëüçîâàíèå HDACi è ðàçëè÷íûõ öèòîñòàòè÷åñêèõ
àãåíòîâ äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíîãî ïîäàâëåíèÿ ðàçâèòèÿ
îïóõîëåé èëè èíäóêöèè â íèõ àïîïòîçà. Îäíàêî â íàñ-
òîÿùåå âðåìÿ òî÷íûå ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ
HDACi îêàçûâàþò ïîäîáíûé ýôôåêò íà òðàíñôîðìèðî-
âàííûå êëåòêè, îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè.

Áûëà èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü ñåíñèáèëèçàöèè èí-
ãèáèòîðîì HDAC áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaB) òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê ê äåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ öèòîòîêñè÷åñêèõ
àãåíòîâ, èñïîëüçóåìûõ â òåðàïèè ðàêà. Äëÿ ýòîãî áûëè
èñïîëüçîâàíû àãåíòû, íàöåëåííûå íà ðàçëè÷íûå ôàçû
êëåòî÷íîãî öèêëà, — èíãèáèòîðû ïîëèìåðèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê (êîëõèöèí è òàêñîë), òîðìîçÿùèå ïðîëèôåðà-
öèþ íà ñòàäèè ìèòîçà, à òàêæå èíãèáèòîð òîïîèçîìåðàçû
II (ýòîïîçèä), ïðèâîäÿùèé ê èíãèáèðîâàíèþ ïåðåõîäà
S/G2.

Îöåíêà âûæèâàåìîñòè êëåòîê, ïðîâîäèìàÿ ñ ïîìî-
ùüþ ÌÒÒ-àíàëèçà, ïîêàçàëà, ÷òî NaB ñïîñîáñòâóåò ïî-
âûøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè îíêîãåíòðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê E1A+Ras ê äåéñòâèþ âñåõ èññëåäîâàííûõ öè-
òîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå äàþò

îñíîâàíèÿ çàêëþ÷èòü, ÷òî êîíöåíòðàöèþ òàêñîëà è êîë-
öåìèäà ìîæíî ñíèçèòü â 4 ðàçà ïðè ñîâìåñòíîì èñïîëüçî-
âàíèè ñ NaB äëÿ äîñòèæåíèÿ òàêîãî æå ñíèæåíèÿ
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, êàê ïðè èñïîëüçîâàíèè îäíîãî
òàêñîëà èëè êîëöåìèäà ñîîòâåòñòâåííî. Â ãèñòîãðàììàõ
FACS-àíàëèçà îïðåäåëÿëè óâåëè÷åíèå ñóáäèïëîèäíîãî
ïèêà ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òàêñîëà è NaB, ÷òî óêàçû-
âàåò íà âîçìîæíóþ èíäóêöèþ àïîïòîçà. Ïðè ýòîì NaB íå
âûçûâàë óñèëåíèÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè â êëåòêàõ, îá-
ðàáîòàííûõ êîëöåìèäîì. Îäíàêî ñîâìåñòíîå äåéñòâèå
NaB è êîëöåìèäà ïðèâîäèëî ê ñèëüíîìó ïîäàâëåíèþ
êëîíîãåííîé âûæèâàåìîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçîâàííûå êîíöåíòðàöèè
âåùåñòâ ïðèâîäèëè ê àääèòèâíîìó ýôôåêòó, ò. å. îòñóòñò-
âîâàëî âëèÿíèå îäíîãî âåùåñòâà íà õàðàêòåð äåéñòâèÿ
äðóãîãî. Ïðè ýòîì ñèíåðãè÷íûé ýôôåêò íàáëþäàëñÿ ïðè
êîìáèíèðîâàííîì äåéñòâèè ýòîïîçèäà è NaB. Òàê, ýô-
ôåêò ñíèæåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè NaB è ýòîïîçèäà ïðåâû-
øàåò ñóììó ýôôåêòîâ, íàáëþäàåìûõ ïðè èçîëèðîâàííîì
äåéñòâèè âåùåñòâ, ò. å. íàáëþäàåòñÿ óñèëåíèå òîêñè÷åñ-
êîãî äåéñòâèÿ âåùåñòâ.

ÑÏÅÊÒÐÀËÜÍÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÀÍÀËÎÃÀ ÒÈÎÔËÀ-
ÂÈÍÀ Ò Ñ ÐÀÑØÈÐÅÍÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÎÉ p-ÑÎÏÐß-
ÆÅÍÍÛÕ ÑÂßÇÅÉ. © Å. Ì. Ôèëèïïîâà,1, 2 Î. È. Ïîâàðî-
âà,2 À. À. Ìàñêåâè÷,3 È. Ì. Êóçíåöîâà.1, 2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðã-
ñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò,
2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 3 Ãðîä-
íåíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èì. ßíêè Êóïàëû,
olp@incras.ru

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôëóîðåñöåíòíûå ìåòîäû èññëåäî-
âàíèÿ èñïîëüçóþòñÿ âî âñåõ îáëàñòÿõ áèîëîãèè. Ôëóîðåñ-
öåíòíûå êðàñèòåëè íàøëè ñâîå ïðèìåíåíèå íå òîëüêî â
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ — äëÿ âèçóàëèçàöèè
ðàçëè÷íûõ áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ è òêàíÿõ,
äëÿ àíàëèçà ñòðóêòóðû áèîìàêðîìîëåêóë è èõ êîìïëåê-
ñîâ â ðàñòâîðå, íî è â ìåäèöèíå — äëÿ äèàãíîñòèêè ïàòî-
ëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé, â ñîöèàëüíî çíà÷èìûõ áèîñåíñîð-
íûõ ñèñòåìàõ — äëÿ îáíàðóæåíèÿ è îïðåäåëåíèÿ ðàçëè÷-
íûõ àíàëèòîâ, íàïðèìåð äëÿ îáíàðóæåíèÿ íàðêîòè÷åñêèõ
è âçðûâ÷àòûõ âåùåñòâ, äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
âðåäíûõ âåùåñòâ â îêðóæàþùåé ñðåäå. Ïðè èçó÷åíèè
ïðîöåññîâ ôîëäèíãà è íàðóøåíèé ôîëäèíãà áåëêîâ íà-
øëè ïðèìåíåíèå òàêèå ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû, êàê
1,8-àíèëèíî-íàôòàëèí ñóëüôîíàò (ÀÍÑ) è òèîôëàâèí Ò
(ThT). Ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü ÀÍÑ èñïîëüçóåòñÿ äëÿ
òåñòèðîâàíèÿ ãèäðîôîáíûõ êëàñòåðîâ â ñòðóêòóðå èññëå-
äóåìûõ îáúåêòîâ. Áåíçòèàçîëüíûé êðàñèòåëü ThT èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ îáíàðóæåíèÿ, èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû è êèíå-
òèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë — óïîðÿäî÷åí-
íûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ, âîçíèêíîâåíèå êîòîðûõ
ñîïóòñòâóåò ðÿäó òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, òàêèõ
êàê áîëåçíè Àëüöãåéìåðà è Ïàðêèíñîíà, ïðèîííûå çàáî-
ëåâàíèÿ è ò. ä. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â âîäíîì ðàñòâî-
ðå ThT èìååò íèçêèé êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè,
êîòîðûé ïðè èíêîðïîðàöèè êðàñèòåëÿ â àìèëîèäíûå
ôèáðèëëû âîçðàñòàåò â òûñÿ÷è ðàç. Áîëüøîå ïðàêòè÷å-
ñêîå çíà÷åíèå èìååò ñîçäàíèå àíàëîãîâ ThT ñ «óëó÷øåí-
íûìè» õàðàêòåðèñòèêàìè, â ÷àñòíîñòè ñ áîëåå äëèííî-
âîëíîâûìè ïîëîñàìè ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè.

Â ðàáîòå áûëè èçó÷åíû ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà àíà-
ëîãà ThÒ, â êîòîðîì àìèíîáåíçîëüíîå è áåíçòèàçîëüíîå
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êîëüöà ðàçäåëåíû ïîëèåíîâîé öåïî÷êîé ñ äâóìÿ äâîéíû-
ìè ñâÿçÿìè. Êàê è îæèäàëîñü, àíàëîã ÒhT èìååò çíà÷èòå-
ëüíî áîëåå äëèííîâîëíîâûé ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ è ôëóî-
ðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ÒhT. Ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ
àíàëîãà ÒhT íàáëþäàåòñÿ ïðè äëèíå âîëíû 512 íì,
ÒhT — 412 íì, ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè — 590 è 490 íì
ñîîòâåòñòâåííî. Ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ, âñòðîåí-
íîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, îïðåäåëåííûé ñ èñïîëüçî-
âàíèåì àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè ðàñòâîðîâ, ïîëó-
÷åííûõ ìåòîäîì ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà, ÿâëÿåòñÿ
ñóùåñòâåííî áîëåå äëèííîâîëíîâûì ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñïåêòðîì ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â âîäíîì ðàñòâîðå. Êâàí-
òîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè àíàëîãà ÒhT ïðè âñòðàèâà-
íèè â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò,
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ñäâèãàåòñÿ â äëèííîâîëíîâóþ
ñòîðîíó. Ìàêñèìóì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè íàáëþäàåòñÿ
ïðè äëèíå âîëíû 710 íì, ñîîòâåòñòâóþùåé ãðàíè÷íîìó
çíà÷åíèþ òàê íàçûâàåìîãî ñïåêòðàëüíîãî îêíà ïðîçðà÷-
íîñòè áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé, â êîòîðîì íå ïîãëîùàþò åñ-
òåñòâåííûå õðîìîôîðû áèîòêàíåé (ãåìîãëîáèí è ìåëà-
íèí) è åùå íå ïîãëîùàåò âîäà. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ÿâëÿåò-
ñÿ ñóùåñòâåííûì øàãîì ê ñîçäàíèþ ôëóîðåñöåíòíûõ
êðàñèòåëåé, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ïðîâå-
äåíèÿ íåïîñðåäñòâåííîãî òåñòèðîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë â æèâûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-90024-Áåë).

ÒÐÅÃÀËÎÇÀ/ÌÀËÜÒÎÇÀÑÂßÇÛÂÀÞÙÈÉ ÁÅËÎÊ
ÊÀÊ ÎÑÍÎÂÀ ÄËß ÑÎÇÄÀÍÈß ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÃÎ
ÝËÅÌÅÍÒÀ ÁÈÎÑÅÍÑÎÐÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ ÍÀ ÃËÞ-
ÊÎÇÓ. © À. Â. Ôîíèí, Î. È. Ïîâàðîâà, Îëüãà Â. Ñòåïà-
íåíêî, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexfonin@incras.ru

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé íàáëþäàåòñÿ óñ-
òîé÷èâûé ðîñò ÷èñëà áîëüíûõ äèàáåòîì. Äëÿ ïðåäîòâðà-
ùåíèÿ íåáëàãîïðèÿòíûõ ïîñëåäñòâèé ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ
ñàõàðà â êðîâè íåîáõîäèì åãî íåïðåðûâíûé èëè äîñòà-
òî÷íî ðåãóëÿðíûé êîíòðîëü. Â ñâÿçè ñ ýòèì àêòóàëüíîé
ÿâëÿåòñÿ çàäà÷à ñîçäàíèÿ óñòðîéñòâ, ïîçâîëÿþùèõ íåïðå-
ðûâíî è íåèíâàçèâíî èçìåðÿòü óðîâåíü ãëþêîçû â êðîâè
÷åëîâåêà. Ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ðàçâèòèÿ íåïðå-
ðûâíûõ ìåòîäîâ ìîíèòîðèíãà ãëþêîçû ÿâëÿåòñÿ ðàçðà-
áîòêà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû, ÷óâñòâèòåëüíûé ýëåìåíò
êîòîðîé ïðåäñòàâëÿë áû ñîáîé áåëîê, ðåàêöèÿ êîòîðîãî ñ
ãëþêîçîé íîñèëà áû îáðàòèìûé õàðàêòåð. Äëÿ ýòèõ öåëåé
÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ êîíêàíàâàëèí À è D-ãëþêîçà/D-ãà-
ëàêòîçàñâÿçûâàþùèé áåëîê. Îäíàêî ýòè áåëêè îáëàäàþò
îòíîñèòåëüíî íåâûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ. Ìû ïðåäëàãàåì
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèî-
ñåíñîðíîé ñèñòåìû íà ãëþêîçó âûñîêîñòàáèëüíûé òðåãà-
ëîçà/ìàëüòîçàñâÿçûâàþùèé áåëîê (TMBP) èç ïåðèïëàç-
ìû òåðìîôèëüíûõ áàêòåðèé Thermococcus litoralis. Ýòîò
áåëîê ïîìèìî ñâîèõ ïðèðîäíûõ ñóáñòðàòîâ ñïîñîáåí ñâÿ-
çûâàòü ãëþêîçó ñ êîíñòàíòîé äèññîöèàöèè êîìïëåêñà áå-
ëîê—ãëþêîçà 3—8 ìÌ. Ñîáñòâåííàÿ ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèÿ
ÒÌÂÐ èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî ïðè âçàèìîäåéñòâèè
ýòîãî áåëêà ñ ãëþêîçîé. Ïîýòîìó äëÿ ðåãèñòðàöèè âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ÒÌÂÐ ñ ãëþêîçîé íàìè áûëà èññëåäîâàíà
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòå-
ëåé, êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíÿåìûõ ê áåëêó. Òàêèì êðàñèòå-

ëåì ÿâëÿåòñÿ BADAN (6-áðîìàöåòèë-àìèíîíàôòàëèí).
Ïðèñîåäèíåíèå BADAN ê TMBP âîçìîæíî òîëüêî ïî öè-
ñòåèíîâûì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêàì. ÒÌÂÐ ñîäåðæèò
îäèí ñîáñòâåííûé öèñòåèíîâûé îñòàòîê, ðàñïîëîæåííûé
â àêòèâíîì öåíòðå áåëêà. Íàìè íå îáíàðóæåíî èçìåíåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè BADAN, ïðèñîåäèíåííîãî ê äèêîìó òèïó
ÒÌÂÐ ïðè êîìïëåêñîîáðàçîâàíèè ýòîãî áåëêà ñ ãëþêî-
çîé. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî öèñòåèíîâûé îñòàòîê 182
ðàñïîëîæåí ãëóáîêî âíóòðè ëèãàíäñâÿçûâàþùåãî öåíòðà
ÒÌÂÐ è ìèêðîîêðóæåíèå ýòîãî îñòàòêà ïðàêòè÷åñêè íå
èçìåíÿåòñÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè áåëêà ñ ãëþêîçîé. Èç
àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû ÒÌÂÐ â êîìïëåêñå
ñ òðåãàëîçîé, à òàêæå íà îñíîâàíèè çíàíèé, ïîëó÷åííûõ
ïðè ðàáîòå ñ äðóãèìè áåëêàìè, ñëåäóåò, ÷òî íàèáîëåå
ïåðñïåêòèâíîé îáëàñòüþ äëÿ ïðèñîåäèíåíèÿ êðàñèòåëÿ
ÿâëÿþòñÿ ïåðèôåðèéíûå ó÷àñòêè àêòèâíîãî öåíòðà
ÒÌÂÐ. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëè ñîçäàíû ìóòàíòíûå ôîðìû
ÒÌÂÐ/C182S/A14C è ÒÌÂÐ/C182S/A43C (çàìåíà Ñ182S
ââåäåíà äëÿ èñêëþ÷åíèÿ ñâÿçûâàíèÿ BADAN c ÒÌÂÐ ïî
182-ìó ïîëîæåíèþ). Äëÿ òîãî ÷òîáû áèîñåíñîðíàÿ ñèñòå-
ìà íåïðåðûâíî ðåàãèðîâàëà íà èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñà-
õàðà, êîíñòàíòà äèññîöèàöèè êîìïëåêñà áåëîê—ãëþêîçà
äîëæíà ÷èñëåííî ñîîòâåòñòâîâàòü èñêîìîìó äèàïàçîíó
êîíöåíòðàöèé ãëþêîçû. Êîíñòàíòà äèññîöèàöèè êîìï-
ëåêñà ÒÌÂÐ/C182S/A14C-BADAN-Glc (3.4 ìÌ) ñîîòâåò-
ñòâóåò êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû â êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé
(3—8 ìÌ). Ìû ðàññìàòðèâàåì ìóòàíòíóþ ôîðìó
TMBP/C182S/A14C ñ ïðèñîåäèíåííûì ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì BADAN êàê îñíîâó äëÿ ñîçäàíèÿ ñåðèè ìå-
÷åííûõ êðàñèòåëÿìè ìóòàíòíûõ ôîðì ÒÌÂÐ ñ ðàçëè÷-
íûì ñðîäñòâîì ê ãëþêîçå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñî-
âåòà ïî ãðàíòàì ïðåçèäåíòà ÐÔ (ñòèïåíäèè
ÑÏ-2390.2012.4 è ÑÏ-563.2012.4).

ÌÎÐÔÎÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÊËÅÒÎÊ
MDCK ÏÐÈ ÑÒÈÌÓËßÖÈÈ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÀ ÂÎÄÛ È
ÈÎÍÎÂ ÂÀÇÎÏÐÅÑÑÈÍÎÌ È ÔÎÐÑÊÎËÈÍÎÌ.
© Ì. Ð. Õàìèòîâà, À. Í. Ãîðøêîâ, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê.
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Ïîääåðæàíèå âîäíî-ñîëåâîãî áàëàíñà ÿâëÿåòñÿ æèç-
íåííî âàæíîé ôóíêöèåé æèâûõ îðãàíèçìîâ. Ó ìëåêîïè-
òàþùèõ ýôôåêòèâíàÿ îñìîðåãóëÿöèÿ äîñòèãàåòñÿ ãëàâ-
íûì îáðàçîì çà ñ÷åò ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû êîíöåí-
òðèðîâàíèÿ ìî÷è â ïî÷êàõ. Ñèñòåìà êîíöåíòðèðîâàíèÿ
ìî÷è îðãàíèçîâàíà ïî ïðèíöèïó ïðîòèâîòî÷íîé ìóëüòè-
ïëèêàöèè è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíûé ìîëåêóëÿðíûé
ìåõàíèçì, ñîñòîÿùèé èç áîëüøîãî íàáîðà áåëêîâ-òðàíñ-
ïîðòåðîâ è êàíàëüíûõ áåëêîâ äëÿ ðàçëè÷íûõ èîíîâ, ìî-
÷åâèíû è âîäû. Ýòè òðàíñïîðòíûå áåëêè ñòðîãî ñïå-
öèôè÷íûì ñïîñîáîì ëîêàëèçîâàíû â àïèêàëüíûõ è áà-
çàëüíûõ ìåìáðàíàõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ
îòäåëîâ íåôðîíà. Êëåòêè MDCK1 ÿâëÿþòñÿ êóëüòóðàëü-
íîé ìîäåëüþ ñîáèðàòåëüíûõ òðóáîê ïî÷êè. Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå áûëà ïðîèçâåäåíà îöåíêà ñâÿçè ìåæäó ñòðóêòóð-
íîé äèíàìèêîé àêòèíà â êëåòêàõ MDCK1 (ìåòîäîì ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè) è äèíàìèêîé òðàíñïîðòà èîíîâ
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà èçìåðåíèÿ òðàñýïèòåëèàëüíîãî ýëåêò-
ðè÷åñêîãî ñîïðîòèâëåíèÿ (TEER). Âî âñåõ èññëåäîâàíè-
ÿõ êëåòêè áûëè èñïîëüçîâàíû â âèäå êîíôëþýíòíîãî ìî-
íîñëîÿ ÷åðåç 3—4 äíÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èç óëüòðàñòðóê-
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òóðíîãî àíàëèçà ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
êîíôëþýíòíûå ìîíîñëîè ýòèõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ïîëÿðèçîâàííûå ýïèòåëèàëüíûå ñëîè ñî ñòðóêòóðíî
ðàçëè÷àþùèìèñÿ áàçàëüíîé è àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòÿìè
è âûðàæåííûìè çîíàìè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Â õîäå
ðàáîòû áûëè âûïîëíåíû ýêñïåðèìåíòû ïî âîçäåéñòâèþ
íà êëåòêè MDCK àðãèíèí-âàçîïðåññèíà (ÀÂÏ) â êîíöåí-
òðàöèè 10—6 Ì è àêòèâàòîðà àäåíèëàòöèêëàçû ôîð-
ñêîëèíà â êîíöåíòðàöèè 10—5 Ì. Äëÿ îöåíêè èíòåí-
ñèâíîñòè èîííîãî òðàíñïîðòà â ýïèòåëèè èçìåðèëè òðàñ-
ýïèòåëèàëüíîå ýëåêòðè÷åñêîå ñîïðîòèâëåíèå. Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ TEER ìîíî-
ñëîÿ MDCK1, âûðàùåííûõ íà ïîðèñòûõ ïîëèýôèðíûõ
ìåìáðàííûõ ôèëüòðàõ, ñîñòàâëÿåò 3000—4000 Îì�ñì2.
Âîçäåéñòâèå êàê âàçîïðåññèíà, òàê è àêòèâàòîðà àäåíè-
ëàòöèêëàçû ôîðñêîëèíà ïðèâîäèò ê 2—3-êðàòíîìó ñíè-
æåíèþ TEER ìîíîñëîÿ ÷åðåç 5 ìèí, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
î ñòèìóëÿöèè òðàíñïîðòà âîäû è èîíîâ â êëåòêàõ MDCK
ïðè âîçäåéñòâèè ýòèõ âåùåñòâ. ×òîáû óñòàíîâèòü âëèÿ-
íèå ÀÂÏ íà îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ìû
ïðîâåëè ôëóîðåñöåíòíî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç ýòèõ
êëåòîê, îêðàøåííûõ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Áûëî îáíà-
ðóæåíî, ÷òî âîçäåéñòâèå ÀÂÏ âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå èç-
ìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê
MDCK. Ïðîèñõîäèò äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà êàê â àïè-
êàëüíîé, òàê è â áàçàëüíîé îáëàñòÿõ êëåòîê. Â òî æå
âðåìÿ àêòèí â îáëàñòè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ íå ïðå-
òåðïåâàåò ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé. Ñðåäíåå çíà÷åíèå
îáùåé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê MDCK, îáðàáîòàííûõ âà-
çîïðåññèíîì, ñ àïèêàëüíîé ñòîðîíû â 1.98 ðàçà ìåíüøå
ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ îáùåé ôëóîðåñöåíöèè êîíòðîëüíûõ
êëåòîê. À ñðåäíåå çíà÷åíèå îáùåé ôëóîðåñöåíöèè ñ áàçî-
ëàòåðàëüíîé ñòîðîíû ó êëåòîê MDCK, îáðàáîòàííûõ
âàçîïðåññèíîì, â 1.82 ðàçà ìåíüøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ
êëåòîê. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âàæ-
íîé ðîëè àêòèíà â ïðîöåññàõ òðàíñýïèòåëèàëüíîãî òðàíñ-
ïîðòà èîíîâ è âîäû â âàçîïðåññèí-÷óâñòâèòåëüíûõ ýïè-
òåëèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00101 À).
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Ïåòåðáóðã, è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåð-
ñèòåò, hudiakov.aa@gmail.com

Òåõíîëîãèÿ èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (èÏÑÊ) íàøëà ïðèìåíåíèå â áîëüøîì êî-
ëè÷åñòâå èññëåäîâàíèé ñ ìîìåíòà èõ ïåðâîãî ïîëó÷åíèÿ â
2006 ã. Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé è äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íîé ñïîñîáíîñòè èÏÑÊ ñòàëî âîçìîæíûì èç
îãðàíè÷åííîãî êîëè÷åñòâà ëåãêîäîñòóïíîãî áèîïñèéíîãî
ìàòåðèàëà (êîæà èëè æèðîâàÿ òêàíü) ïîëó÷àòü êóëüòóðû
êëåòîê îò êîíêðåòíûõ ïàöèåíòîâ, ñõîæèå ïî ñâîèì õàðàê-
òåðèñòèêàì ñ ïåðâè÷íûìè êóëüòóðàìè. Ïîëó÷åíèå ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê îò ïàöèåíòîâ ÿâëÿåòñÿ òðóäîåìêèì
ìåòîäîì, à ýíäîòåëèé è ãëàäêîìûøå÷íûå êëåòêè òðóäíî-
äîñòóïíû. Ïîòðåáíîñòü æå â èçó÷åíèè ýòèõ òèïîâ êëåòîê

âûñîêà â ñâÿçè ñ ïîâðåæäåíèåì ýòèõ êëåòîê ïðè ðàçëè÷-
íûõ ïàòîëîãèÿõ.

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ èç äîíîðñêîé æèðîâîé òêàíè
áûëà ïîëó÷åíà êóëüòóðà ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, êîòîðûå çàòåì áûëè ðå-
ïðîãðàììèðîâàíû â èÏÑÊ ïóòåì ëåíòèâèðóñíîé òðàíñ-
äóêöèè ïîëèöèñòðîííûì âåêòîðîì, íåñóùèì êîäèðóþ-
ùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ OCT4, SOX2, KLF4 è
c-MYC. Äàëåå ïîëó÷åííûå èÏÑÊ äèôôåðåíöèðîâàëè â
íàïðàâëåíèè ýíäîòåëèàëüíûõ è ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê
ïðè ïîìîùè èíãèáèòîðà GSK-3 êèíàçû, çàïóñêàþùåãî
äèôôåðåíöèðîâêó â ìåçåíõèìíîì íàïðàâëåíèè, è ñòèìó-
ëÿöèè ôàêòîðàìè BMP4, VEGF è PDGF (Tan et al., 2013).

Â ðåçóëüòàòå áûëà ïîëó÷åíà ñìåøàííàÿ ïîïóëÿöèÿ
êëåòîê, ýêñïðåññèðîâàâøèõ ìàðêåðû ãëàäêîìûøå÷íûõ
(ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí) èëè ýíäîòåëèàëüíûõ (ôàêòîð
ôîí Âèëëèáðàíäòà) êëåòîê. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ âûÿâëÿ-
ëàñü ïðè ïîìîùè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè è ìå-
òîäà ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

Ðàçäåëèòü ïîëó÷åííûå êóëüòóðû ïîìîæåò îïèñàííûé
â ëèòåðàòóðå ñîðòèíã ïî ìàðêåðàì CD34, KDR è PDGFRa,
ðåçóëüòàòîì êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ñóáïîïóëÿöèè CD34+
KDR+ è CD34– PDGFRa+, ñîîòâåòñòâóþùèå ýíäîòåëè-
àëüíûì è ãëàäêîìûøå÷íûì êëåòêàì.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÐÎËÈ ÑÈÃÍÀËÜÍÎÃÎ ÏÓÒÈ PPAR-
GAMMA Â ÐÀÇÂÈÒÈÈ ÀÐÈÒÌÎÃÅÍÍÎÉ ÊÀÐÄÈÎ-
ÌÈÎÏÀÒÈÈ ÏÐÀÂÎÃÎ ÆÅËÓÄÎ×ÊÀ. © À. À. Õóäÿêîâ,
À. Á. Ìàëàøè÷åâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ôåäåðàëü-
íûé öåíòð ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àë-
ìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, hudiakov.aa@gmail.com

Àðèòìîãåííàÿ êàðäèîìèîïàòèÿ ïðàâîãî æåëóäî÷êà
(ÀÊÏÆ) ðàçâèâàåòñÿ â ïîñòýìáðèîíàëüíîì ïåðèîäå è
ïðîÿâëÿåòñÿ æåëóäî÷êîâûìè àðèòìèÿìè è âíåçàïíîé
ñìåðòüþ. Ïàòîãåíåç çàáîëåâàíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ çàìå-
ùåíèåì ìûøå÷íîé òêàíè íà ñîåäèíèòåëüíî-æèðîâóþ
ïðåèìóùåñòâåííî â ïðàâîì æåëóäî÷êå. Ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ðàçâèòèÿ ÀÊÏÆ, îñòàþòñÿ
íåèçó÷åííûìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíàõ, êîäèðóþ-
ùèõ áåëêè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ — äåñìîñîì, àññî-
öèèðîâàíû ñ çàáîëåâàíèåì. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ ïëà-
êîãëîáèí, ñòðóêòóðíî è ôóíêöèîíàëüíî íàïîìèíàþùèé
îäèí èç ýôôåêòîðîâ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt áåòà-êàòåíèí.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàíòíûé ïëàêîãëîáèí ïðèâîäèò ê
ïîäàâëåíèþ êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/áå-
òà-êàòåíèí, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ïåðåêëþ÷å-
íèþ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ñ êàð-
äèîãåííîãî ïóòè íà àäèïîãåííûé è ðåêàïèòóëèðóåò ôåíî-
òèï ÀÊÏÆ ó ìûøåé ñ òàêèìè ìóòàöèÿìè ïëàêîãëîáèíà.
Êðîìå òîãî, áûëè ïîêàçàíû ïàòîëîãè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ ðå-
ãóëÿòîðà àäèïîãåíåçà PPAR-gamma â îáðàçöàõ ìèîêàðäà
ïðàâîãî æåëóäî÷êà è ñîâìåñòíàÿ êîàêòèâàöèÿ PPAR-alp-
ha è PPAR-gamma â êàðäèîìèîöèòàõ, ñîäåðæàùèõ ìóòàí-
òíûé ïëàêîôèëëèí. Ïðåäìåòîì äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ ïîèñê ñâÿçóþùåãî ýëåìåíòà ìåæäó ýòèìè äâóìÿ
ñèãíàëüíûìè êàñêàäàìè. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ îò ïàöèåí-
òà ñ ÀÊÏÆ, ÿâëÿþùåãîñÿ íîñèòåëåì ìóòàöèè â ãåíå
PKP2 (ïëàêîôèëëèíà), è çäîðîâûõ äîíîðîâ áûëè ïîëó÷å-
íû êóëüòóðû ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè (ÌÌÑÊ). Àíàëèç óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè PPAR-gamma ïîêàçàë, ÷òî ýêñïðåññèÿ ýòîãî ðå-
öåïòîðà â êëåòêàõ ïàöèåíòà ïîâûøåíà â 79.9 � 15.5 ðàçà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè çäîðîâûõ äîíîðîâ. Îäíàêî ïðè

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 385



èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ â àäèïîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè óðîâåíü ýêñïðåññèè PPAR-gamma ìåæäó ãðóï-
ïàìè íå ðàçëè÷àëñÿ. Â äàëüíåéøåì ïëàíèðóåòñÿ îöåíèòü,
ñâÿçàíî ëè ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè PPAR-gamma ñ êîëè-
÷åñòâîì ìóòàíòíîãî ïëàêîôèëëèíà â êëåòêå, ïðè ïîìîùè
ââåäåíèÿ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàêîôèëëè-
íà äèêîãî òèïà è åãî ìóòàíòíîé ôîðìû.

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÍÀÊÎÏËÅÍÈß ÏÐÎ- È ÌÀÊÐÎÃËÈÊÎ-
ÃÅÍÀ Â ÃÅÏÀÒÎÖÈÒÀÕ ÍÎÐÌÀËÜÍÎÉ È ÖÈÐÐÎÒÈ-
×ÅÑÊÎÉ ÏÅ×ÅÍÈ ÊÐÛÑ. © À. Þ. ×åñòíîâà, Í. Í. Áåç-
áîðîäêèíà, À. Â. Ìàëîâà, Á. Í. Êóäðÿâöåâ. Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, chestnova.anna@gmail.
com

Èçâåñòíî, ÷òî öèððîç ïå÷åíè (ÖÏ) âûçûâàåò ñåðüåç-
íûå íàðóøåíèÿ óãëåâîäíîãî ìåòàáîëèçìà, è â ÷àñòíîñòè
ìåòàáîëèçìà ãëèêîãåíà. Âàæíûì ïîêàçàòåëåì ñîñòîÿíèÿ
óãëåâîäíîãî ìåòàáîëèçìà â ïå÷åíè ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî
ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ, íî è ñòðóêòóðà åãî ìîëå-
êóë. Ê ñîæàëåíèþ, èìåþùèåñÿ äàííûå î ñîäåðæàíèè
ïðîãëèêîãåíà (ÏÃ) è ìàêðîãëèêîãåíà (ÌÃ) â ãåïàòîöèòàõ
öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò. Â ñâÿçè
ñ ýòèì èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðû ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ
ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè ïðåäñòàâëÿåò àêòóàëü-
íóþ çàäà÷ó.

Ñ ïîìîùüþ öèòîôëóîðèìåòðèè áûëî èññëåäîâàíî ñî-
äåðæàíèå ÏÃ è ÌÃ â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé è öèððîòè-
÷åñêîé ïå÷åíè êðûñ ïîñëå 48 ÷ ãîëîäàíèÿ è ÷åðåç 10, 20,
30, 45, 60, 75, 90 è 120 ìèí ïîñëå ïåðîðàëüíîãî ââåäåíèÿ
æèâîòíûì 30%-íîãî ðàñòâîðà ãëþêîçû. ÖÏ ó êðûñ áûë
ïîëó÷åí ïóòåì èíãàëÿöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ ïàðîâ CCl4.
Æèâîòíûõ, êîòîðûå íå ïîäâåðãàëèñü âîçäåéñòâèþ CCl4,
èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ. Ïðåïàðàòû-ìàçêè èçî-
ëèðîâàííûõ ãåïàòîöèòîâ, ïîëó÷åííûå îò îïûòíûõ è êîí-
òðîëüíûõ êðûñ, îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé
PAS-ðåàêöèè. Îêðàñêà ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå 40 ìèí
Au-SO2 âûÿâëÿëà ÌÃ, à èõ ïîñëåäóþùàÿ îêðàñêà â òå÷å-
íèå 50 ìèí EtBr-SO2 — ÏÃ. Èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïîëó÷à-
ëè, èñïîëüçóÿ ìèêðîñêîï Axioscope, CCD-êàìåðó
DFC360 FX (1392�1400) è îáúåêòèâ Plan-NEOFLUAR
20�/0.50. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè Au-SO2 è
EtBr-SO2 áûëè èñïîëüçîâàíû èíòåðôåðåíöèîííûå ñâåòî-
ôèëüòðû 450—490 è 546 íì, äëÿ ðåãèñòðàöèè — èíòåðôå-
ðåíöèîííûå ñâåòîôèëüòðû 515—565 è 590 íì ñîîòâåòñò-
âåííî. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê èçìåðÿëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Äëÿ êàæäîãî ïðåïàðàòà
áûëî èçìåðåíî 100—150 êëåòîê. Ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå
ãëèêîãåíà (ÑÃ) â êàæäîé êëåòêå áûëî ïðèíÿòî ðàâíûì
ñóììå ÌÃ è ÏÃ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî â îòëè÷èå îò íîðìàëüíîé ïå÷åíè
íàêîïëåíèå ÑÃ â ãåïàòîöèòàõ ïðè ÖÏ ïðîèñõîäèëî ñ çà-
äåðæêîé è íà÷èíàëîñü ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþ-
êîçû. Äàëåå ñîäåðæàíèå ÑÃ óâåëè÷èâàëîñü è â êîíöå ýêñ-
ïåðèìåíòà áûëî â 1.7 ðàçà âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ êðûñ
(Ð < 0.001). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà
ìîæåò ïðîèñõîäèòü ëèáî çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà âíåø-
íèõ ÿðóñîâ åãî ìîëåêóëû (óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÌÃ),
ëèáî ïóòåì îáðàçîâàíèÿ íîâûõ òî÷åê èíèöèàöèè åãî ñèí-
òåçà (óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÏÃ). Îêàçàëîñü, ÷òî èçìåíå-
íèÿ ÑÃ â êëåòêàõ êðûñ îáåèõ ãðóïï íà ðàçíûõ ýòàïàõ ðå-
ôèäèíãà ñâÿçàíû ãëàâíûì îáðàçîì ñ èçìåíåíèÿìè ñîäåð-
æàíèÿ ÌÃ (r = 0.906—0.999, P < 0.001). Óâåëè÷åíèå
ñîäåðæàíèÿ ÏÃ â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ êðûñ íàáëþ-

äàëîñü â èíòåðâàëàõ 0—30 è 45—75 ìèí. Â îòëè÷èå îò
íîðìû ñîäåðæàíèå ÏÃ ïðè öèððîçå ñòàëî âîçðàñòàòü
òîëüêî ïîñëå 60 ìèí, îäíàêî ÷åðåç 120 ìèí îíî áûëî
âûøå êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé â 1.5 ðàçà (P < 0.001). Êîýô-
ôèöèåíòû êîððåëÿöèè ìåæäó ÑÃ è ÏÃ â ñðåäíåì ñîñòàâ-
ëÿëè 0.863 (P < 0.001) â íîðìå è 0.772 (P < 0.001) ïðè
öèððîçå. Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíîé âêëàä â íàêîïëåíèå
ÑÃ â ãåïàòîöèòàõ êðûñ â õîäå ãëèêîãåíåçà âíîñèò ÌÃ êàê
â íîðìå, òàê è ïðè ÖÏ. Âêëàä ÏÃ íàèáîëåå ñóùåñòâåí â
íîðìàëüíîé ïå÷åíè â íà÷àëå ãëèêîãåíåçà (10—30 ìèí), à
â ïàòîëîãè÷åñêîé — íà áîëåå ïîçäíèõ åãî ýòàïàõ
(75—120 ìèí).

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 14-04-32378 ìîë_à).
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il.com

Ñïîñîáíîñòü êëåòîê ðåàãèðîâàòü íà èçìåíåíèå ìåõà-
íè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ îêðóæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç äðåâ-
íåéøèõ ñåíñîðíûõ ñèñòåì â æèâîé ïðèðîäå. Îñíîâíûå
ó÷àñòíèêè ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé ìåõàíîòðàíñäóêöèè —
ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå èîííûå êàíàëû — áûëè îáíàðó-
æåíû â ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ
òêàíåé è îðãàíèçìîâ îò áàêòåðèé äî ìëåêîïèòàþùèõ. Äëÿ
êëåòîê ýóêàðèîò íàèáîëåå òèïè÷íûìè ÿâëÿþòñÿ êàòèîí-
íûå êàëüöèéïðîâîäÿùèå êàíàëû, àêòèâèðóþùèåñÿ ïðè
ðàñòÿæåíèè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (stretch-activated chan-
nels, SACs). Íåñìîòðÿ íà øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå, ýóêà-
ðèîòè÷åñêèå SAC-êàíàëû ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç íàèìåíåå
èçó÷åííûõ ñ òî÷êè çðåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ïðèðîäû è ñòå-
ïåíè ó÷àñòèÿ â ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèãíàëèíãà.
Â òî æå âðåìÿ äàííûé òèï êàíàëîâ ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé
èíòåðåñ ñ òî÷êè çðåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ôèçèîëîãèè è ìå-
äèöèíû. Â ÷àñòíîñòè, SAC-êàíàëû ìîãóò èãðàòü êëþ÷å-
âóþ ðîëü â ïðîöåññàõ êëåòî÷íîé àäãåçèè, ìèãðàöèè è êà-
ëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè. Âõîä êàëüöèÿ ïðè ìåõàíîçàâèñè-
ìîé àêòèâàöèè êàíàëîâ ìîæåò îáåñïå÷èâàòü ñîïðÿæåíèå
ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè ïðîöåññàìè, â ÷à-
ñòíîñòè âíîñèòü âêëàä â ìåòàñòàòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è
ïîâûøåííóþ èíâàçèâíóþ ñïîñîáíîñòü ðàêîâûõ êëåòîê.
Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà âûÿâëåíèþ îñîáåííîñòåé ïðî-
öåññîâ êëåòî÷íîé ìåõàíîòðàíñäóêöèè, ñâÿçàííûõ ñ ôóíê-
öèîíèðîâàíèåì SAC-êàíàëîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Äëÿ ðåãèñòðàöèè èîííûõ
òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû èñïîëüçîâàëè ìåòîä ëîêà-
ëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (ïàò÷-êëàìï) â êîíôèãóðà-
öèè cell-attached èëè inside-out. Ìåõàíè÷åñêóþ ñòèìóëÿ-
öèþ àêòèâíîñòè SAC-êàíàëîâ îñóùåñòâëÿëè ïîñðåäñòâîì
óìåíüøåíèÿ ãèäðîñòàòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ â ìèêðîïèïåò-
êå. Â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé áûëè âûáðà-
íû êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
âêëþ÷àÿ íîðìàëüíûå è òðàíñôîðìèðîâàííûå ýìáðèî-
íàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè (ëèíèè BALB/3T3 è
3T3B-SV40), êëåòêè ìèåëîèäíîé è ëèìôîèäíîé ëåéêå-
ìèè ÷åëîâåêà (ëèíèè K562 è Jurkat). Áûëà çàðåãèñòðèðî-
âàíà àêòèâàöèÿ SAC-êàíàëîâ âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è
ïîêàçàíà êàòèîííàÿ ïðèðîäà èîííûõ òîêîâ. Âûÿâëåíû
çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â êèíåòèêå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
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SAC-êàíàëîâ â êëåòêàõ êðîâè ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðèîíà-
ëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè. Äëÿ SAC-êàíàëîâ â êëåòêàõ
K562 è Jurkat õàðàêòåðíà áûñòðàÿ (ìåíåå 1 ñ) èíàêòèâà-
öèÿ ïîñëå ñíÿòèÿ ìåõàíè÷åñêîãî ñòèìóëà, â òî æå âðåìÿ
èíàêòèâàöèÿ SAC-êàíàëîâ â ôèáðîáëàñòàõ ïðîèñõîäèëà â
òå÷åíèå 2—5 ñ. Â ýêñïåðèìåíòàõ íà êëåòêàõ BALB/3Ò3 è
3Ò3B-SV40 (íî íå â êëåòêàõ êðîâè K562 è Jurkat) áûëà
îáíàðóæåíà àêòèâàöèÿ êàëèåâûõ êàíàëîâ, îáóñëîâëåííàÿ
ñòðåò÷èíäóöèðîâàííûì âõîäîì êàòèîíîâ, ïðåæäå âñåãî
êàëüöèÿ, â öèòîïëàçìó èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû. Ïîêàçàíî,
÷òî àêòèâíîñòü êàëèåâûõ êàíàëîâ ìîäóëèðóåòñÿ óðîâíåì
ñâîáîäíîãî èîíèçèðîâàííîãî êàëüöèÿ â öèòîçîëå. Ðåãèñò-
ðàöèÿ òîêîâ ÷åðåç îäèíî÷íûå êàíàëû, èõ êèíåòè÷åñêîå
ïîâåäåíèå è âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ïîçâîëÿþò
ïîëàãàòü, ÷òî ëîêàëüíîå ïîñòóïëåíèå èîíîâ êàëüöèÿ ÷å-
ðåç SAC-êàíàëû àêòèâèðóåò «êîëîêàëèçîâàííûå» êàëèå-
âûå êàíàëû. Îáíàðóæåííûé ôåíîìåí èíòåðåñåí ñ òî÷êè
çðåíèÿ âûÿñíåíèÿ ïóòåé ñîïðÿæåíèÿ ìåõàíîçàâèñèìîé
àêòèâàöèè êàíàëîâ ñ ïðîöåññàìè âíóòðèêëåòî÷íîé è ìåì-
áðàííîé ñèãíàëèçàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ êîìïàíèè ÎÏÒÝÊ.
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Ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ) ÷åëîâåêà ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ïåðñïåêòèâíûé ìàòåðèàë äëÿ ïðèìåíåíèÿ
èõ â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ êëåòî÷íîé òåðàïèè. Îñíîâíûìè
ïðåèìóùåñòâàìè ÑÊÝ ÿâëÿþòñÿ íåèíâàçèâíûé è äîñòóï-
íûé ìåòîä âûäåëåíèÿ êëåòîê, èõ ìóëüòèïîòåíòíîñòü, âû-
ñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü è ñòàáèëüíîñòü êàðèî-
òèïà ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè. Èçâåñòíî, ÷òî
èîííûå êàíàëû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû èãðàþò âàæ-
íóþ ðîëü â ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ âî âñåõ æèâûõ êëåòêàõ,
âêëþ÷àÿ ìèãðàöèþ, àäãåçèþ, êàëüöèåâóþ ñèãíàëèçàöèþ,
ïîääåðæàíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è äèôôåðåíöè-
ðîâêó. Âñå ýòè ïðîöåññû ìîãóò âëèÿòü íà îñîáåííîñòè
êóëüòèâèðîâàíèÿ è æèçíåäåÿòåëüíîñòè ÑÊÝ, à òàêæå
îïðåäåëÿòü ïîòåíöèàëüíûå íàïðàâëåíèÿ èñïîëüçîâàíèÿ
ÑÊÝ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Â äàííîé ðàáîòå âïåð-
âûå ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ êîíôèãóðàöèé ìåòîäà ëîêàëü-
íîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà (ïàò÷-êëàìï, patch-clamp) íà
óðîâíå îäèíî÷íûõ êàíàëîâ îõàðàêòåðèçîâàí ñïåêòð èîí-
íûõ êàíàëîâ â ÑÊÝ. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíå ÑÊÝ ôóíêöèîíèðóþò ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå (Ì×)
ñòðåò÷àêòèâèðóåìûå (stretch-activated, SAC) êàòèîííûå
èîííûå êàíàëû, àêòèâèðóþùèåñÿ ïðè ðàñòÿæåíèè êëå-
òî÷íîé ìåìáðàíû. Ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì îáíàðó-
æåííûå SAC-êàíàëû òèïè÷íû äëÿ êëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â ÑÊÝ ïðèñóòñòâóþò òàê-
æå êàëèåâûå ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå èîííûå êàíàëû
âûñîêîé ïðîâîäèìîñòè (ÊÊÂÏ, àìïëèòóäà òîêà 9 ïÀ ïðè
ïîääåðæèâàåìîì ïîòåíöèàëå íà ìåìáðàíå 30 ìÂ). Â íå-
ñêîëüêèõ ýêñïåðèìåíòàõ íàáëþäàëàñü îäíîâðåìåííàÿ
ñòðåò÷-çàâèñèìàÿ àêòèâàöèÿ SAC-êàíàëîâ è êàëèåâûõ êà-
íàëîâ. Îáíàðóæåíî òàêæå, ÷òî â êëåòêàõ ïðèñóòñòâóþò
êàëèåâûå êàíàëû íèçêîé ïðîâîäèìîñòè (ÊÊÍÏ, îêîëî

0.9 ïÀ ïðè 30 ìÂ), íå ðåàãèðóþùèå íà ðàñòÿæåíèå êëå-
òî÷íîé ìåìáðàíû. Ïîêàçàíî, ÷òî õàðàêòåðíîé îñîáåííî-
ñòüþ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êàëèåâûõ êàíàëîâ êàê âûñîêîé,
òàê è íèçêîé ïðîâîäèìîñòè ÿâëÿåòñÿ èõ êàëüöèé-çàâèñè-
ìîñòü, ò. å. ñïîñîáíîñòü ê àêòèâàöèè ïðè ïîâûøåíèè
óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ. Èññëåäîâàíèå êàëü-
öèé-çàâèñèìîñòè êàíàëîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîíôè-
ãóðàöèè inside-out, ïðè êîòîðîé âîçìîæåí äîñòóï ê âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ñòîðîíå èçîëèðîâàííîãî ìåìáðàííîãî ôðàã-
ìåíòà. Êîíöåíòðàöèþ èîíîâ êàëüöèÿ âàðüèðîâàëè â
äèàïàçîíå îò 10–8 äî 10–6 ìÌ (pCa = 8, 7 è 6). Ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàíî, ÷òî êàëèåâûå êàíàëû íèçêîé è âûñîêîé ïðîâî-
äèìîñòè ðàçëè÷àþòñÿ ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê óðîâíþ
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÊÊÍÏ àêòèâè-
ðóþòñÿ ïðè ïîâûøåíèè óðîâíÿ êàëüöèÿ îò 10–8 äî
10–7 ìÌ, ïðè äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè óðîâíÿ êàëüöèÿ (äî
10–6 ìÌ) íàáëþäàþòñÿ èçìåíåíèå èõ êèíåòèêè è èíàêòè-
âàöèÿ. Â òî æå âðåìÿ ïðè ïîâûøåíèè óðîâíÿ êàëüöèÿ äî
10–6 ìÌ àêòèâèðóþòñÿ ÊÊÂÏ. Òàêèì îáðàçîì, â ÑÊÝ
âïåðâûå îïèñàíû ðàçëè÷íûå èîííûå êàíàëû, âåðîÿòíî
èãðàþùèå âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññàõ æèçíåäåÿòåëüíîñòè
äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè. Çíàíèå îñîáåííîñòåé èîííîãî
òðàíñïîðòà è åãî ðåãóëÿöèè â ÑÊÝ ìîæåò áûòü ïåðñïåê-
òèâíî ñ òî÷êè çðåíèÿ âîçìîæíîñòåé äîïîëíèòåëüíîãî
«óïðàâëåíèÿ» äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèåé, à òàêæå ïðåä-
ñêàçàíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè è äèô-
ôåðåíöèðîâêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00700).
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ÌÅËËßÐÍÛÕ ËÈÏÎÑÎÌÀÕ. © Å. Ã. ×óëêîâ, Ë. Â. Ùà-
ãèíà, Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ev_chulkov@mail.ru

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ëèïèäíîãî áèñëîÿ îï-
ðåäåëÿþò ìíîãèå ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå â êëåòêå, òàêèå
êàê ñëèÿíèå ìåìáðàí, âçàèìîäåéñòâèå ýêçîãåííûõ ñîåäè-
íåíèé ñ ïëàçìàëåììîé è äð. Ìîäåëüíûì îáúåêòîì, ïî-
çâîëÿþùèì âèçóàëüíî õàðàêòåðèçîâàòü ïîâåäåíèå ëèïè-
äîâ â ìåìáðàíå, ìîãóò ñëóæèòü ãèãàíòñêèå ìîíîëàìåë-
ëÿðíûå ëèïîñîìû. Òàêèå ëèïîñîìû ìîæíî ïîëó÷èòü
ìåòîäîì ýëåêòðîôîðìàöèè. Äëÿ ýòîãî 20 ìêë èñõîäíîãî
ðàñòâîðà ëèïèäà â õëîðîôîðìå â êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë
íàíîñèëè íà ñòåêëà, ïîêðûòûå ñìåñüþ îêñèäîâ èíäèÿ è
òèòàíà. Ïîñëå èñïàðåíèÿ ðàñòâîðèòåëÿ ëèïèäíóþ ïëåíêó
ãèäðàòèðîâàëè 0.5 Ì ðàñòâîðîì ñîðáèòîëà è ïîäâåðãà-
ëè âîçäåéñòâèþ ïåðåìåííîãî íàïðÿæåíèÿ ñ ÷àñòîòîé
10 Ãö è àìïëèòóäîé 3 Â â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîëó÷åííàÿ ñóñ-
ïåíçèÿ ñîäåðæàëà ìîíîëàìåëëÿðíûå ëèïîñîìû äèàìåò-
ðîì 1—30 ìêì. Ëàòåðàëüíóþ ãåòåðîãåííîñòü âèçóàëèçè-
ðîâàëè ââåäåíèåì â èñõîäíûé ðàñòâîð ëèïèäà ôëóîðåñ-
öåíòíîãî êðàñèòåëÿ N-(ëèññàìèí ðîäàìèí Â ñóëüôîíèë)
äèïàëüìèòîèëôîñôàòèäèëýòàíîëàìèíà (Rh-DPPE). Íà-
áëþäåíèå ëèïîñîì îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîãî ìèêðîñêîïà 100�/1.4 HCX PL Leica TCS SP5 (Leica
Microsystems, Ìàíãåéì, Ãåðìàíèÿ). Èçâåñòíî, ÷òî â áè-
ñëîå Rh-DPPE âêëþ÷àåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â æèäêóþ
íåóïîðÿäî÷åííóþ (ld) ôàçó, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îíà ñòàíî-
âèòñÿ îêðàøåííîé è äîñòóïíîé äëÿ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî
íàáëþäåíèÿ (Juhasz et al., 2010). Æèäêàÿ óïîðÿäî÷åííàÿ
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(lo) è òâåðäàÿ (so) ôàçû îñòàþòñÿ íåîêðàøåííûìè. Äèñê-
ðèìèíàöèþ ôàç lo è so ìîæíî ïðîâåñòè íà îñíîâå èõ ìîð-
ôîëîãèè: ôàçà lo ïðåäñòàâëåíà êðóãëûìè äîìåíàìè —
ðàôòàìè, à so — äåíäðèòè÷åñêèìè äîìåíàìè íåïðàâèëü-
íîé ôîðìû (Samsonov et al., 2001). Ôàçîâîå ðàçäåëåíèå â
èçó÷àåìîé ñèñòåìå õàðàêòåðèçîâàëè ïðîöåíòíûì ñîîòíî-
øåíèåì ãîìîãåííî îêðàøåííûõ ëèïîñîì (ld), ëèïîñîì ñ
êðóãëûìè äîìåíàìè (ld+lo) è ëèïîñîì ñ äåíäðèòè÷åñêè-
ìè äîìåíàìè (ld+so). Èññëåäîâàíî ôàçîâîå ðàçäåëåíèå â
îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè áèîõàíèíà À, ôëîðåòèíà è
ìèðèöåòèíà â òðåõ ñèñòåìàõ: ëèïîñîìû èç 80 ìîë. % äèî-
ëåèëôîñôàòèäèëõîëèíà (ÄÎÔÕ) è 20 ìîë. % ñôèíãîìèå-
ëèíà ìîçãà (ÑÌ) (ÄÎÔÕ : ÑÌ), 50 ìîë. % ÄÎÔÕ è
50 ìîë. % äèìèðèñòîèëôîñôàòèäèëõîëèíà (ÄÌÔÕ)
(ÄÎÔÕ : ÄÌÔÕ), 50 ìîë. % ÄÎÔÕ è 50 ìîë. % äèïàëü-
ìèòîèëôîñôàòèäèëõîëèíà (ÄÏÔÕ) (ÄÎÔÕ : ÄÏÔÕ).
Â îòñóòñòâèå ôëàâîíîèäîâ âî âñåõ ñèñòåìàõ íå íàáëþäà-
ëè ôàçû lo, è áîëåå 90 % ëèïîñîì ÄÎÔÕ : ÑÌ è îêîëî
70 % ÄÎÔÕ : ÄÌÔÕ èëè ÄÎÔÕ : ÄÏÔÕ ñîäåðæàëè äî-
ìåíû so. Â 400 ìêÌ ðàñòâîðå áèîõàíèía À èëè ôëîðåòè-
ía êîëè÷åñòâî ëèïîñîì ÄÎÔÕ : ÑÌ ñ äîìåíàìè so
óìåíüøàëîñü ïðèáëèçèòåëüíî â 2 ðàçà, â ñëó÷àå ëèïîñîì
ÄÎÔÕ : ÄÌÔÕ è ÄÎÔÕ : ÄÏÔÕ — â 4 è 7 ðàç ñîîòâåò-
ñòâåííî è îêîëî 40 % ëèïîñîì ÄÎÔÕ : ÑÌ è 10 %
ÄÎÔÕ : ÄÏÔÕ ñîäåðæàëè êðóãëûå äîìåíû. Äîáàâêà ìè-
ðèöåòèíà íå ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè ëèïî-
ñîì. Íàáëþäàåìîå èçìåíåíèå ëàòåðàëüíîé ãåòåðîãåííî-
ñòè ëèïèäíîãî áèñëîÿ ìîæíî èíòåðïðåòèðîâàòü êàê ðàç-
æèæàþùåå äåéñòâèå áèîõàíèíà À è ôëîðåòèíà íà ôàçó so
ìåìáðàíû. Ìèðèöåòèí ïîäîáíîãî äåéñòâèÿ íå îêàçûâàë è
â îòëè÷èå îò áèîõàíèíà À è ôëîðåòèíà èíòåíñèâíî òóøèë
ôëóîðåñöåíöèþ Rh-DPPE. Ýòè ôàêòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
ðàçëè÷íîé ëîêàëèçàöèè èçó÷åííûõ ôëàâîíîèäîâ â ìåìá-
ðàíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé (ïðîåêò 12-04-33121), ÍØ-1721.2014.4 è ïðîã-
ðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÏÎËÈÌÎÐÔÈÇÌ ËÈÏÈÄÎÂ, ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÉ
ÔËÎÐÅÒÈÍÎÌ, ÁÈÎÕÀÍÈÍÎÌ À È ÌÈÐÈÖÅÒÈ-
ÍÎÌ. © Å. Ã. ×óëêîâ, Î. Â. Ñòåïàíåíêî, Ë. Â. Ùàãèíà,
Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, ev_chulkov@mail.ru

Â çàâèñèìîñòè îò ñîîòíîøåíèÿ ëèïèä/âîäà, pH, òåì-
ïåðàòóðû è äðóãèõ ôàêòîðîâ ëèïèäû ñïîñîáíû îáðàçîâû-
âàòü â âîäíûõ ñóñïåíçèÿõ áèñëîéíûå è ðàçëè÷íûå íåáè-
ñëîéíûå ñòðóêòóðû. Ðàçíîîáðàçíûå ïðåâðàùåíèÿ ìåæäó
íèìè íàçûâàþòñÿ ïîëèìîðôíûìè ôàçîâûìè ïåðåõîäàìè.
Îíè ïðèâëåêàþò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé â ñâÿçè ñ ó÷àñ-
òèåì â ïðîöåññàõ ëîêàëüíîé äåñòðóêöèè áèñëîÿ ïðè
òðàíñìåìáðàííîì òðàíñïîðòå, ýíäîöèòîçå è ýêçîöèòîçå,
âèðóñíûõ è áàêòåðèàëüíûõ èíâàçèÿõ, ñåêðåöèè áåëêîâ
è äð. (Cullis et al., 1986; Òàðàõîâñêèé, 2003). Íàìè èñ-
ñëåäîâàíî âëèÿíèå ôëàâîíîèäîâ, ôëîðåòèíà, áèîõàíèíà
À è ìèðèöåòèíà íà ïîëèìîðôèçì ëèïèäîâ â ñóñïåíçèè
ìîíîëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì, ñôîðìèðîâàííûõ èç ñìåñè
50 ìîë. % äèîëåèëôîñôàòèäèëõîëèíà (ÄÎÔÕ), 50 ìîë. %
äèìèðèñòîèëôîñôàòèäèëõîëèíà (ÄÌÔÕ) è 0.1 ìîë. %
N-(ëèññàìèí ðîäàìèí Â ñóëüôîíèë) äèïàëüìèòîèëôîñ-
ôàòèäèëýòàíîëàìèíà. Ëèïîñîìû äèàìåòðîì 1—30 ìêì

ïîëó÷àëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðìàöèè. Ôëàâîíîèäû äîáàâ-
ëÿëè â ñóñïåíçèþ äî êîíöåíòðàöèè 400 ìêÌ èç ñïèðòî-
âûõ ðàñòâîðîâ. Íàëè÷èå â ñîñòàâå ëèïîñîìàëüíûõ
ìåìáðàí ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ ïîçâîëèëî ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà 100�/1.4 HCX PL Le-
ica TCS SP5 (Leica Microsystems, Ìàíãåéì, Ãåðìàíèÿ) íà-
áëþäàòü ïîâåäåíèå ñèñòåì äî è ïîñëå ââåäåíèÿ â íèõ
ôëàâîíîèäîâ. Â îòñóòñòâèå ôëàâîíîèäîâ â ñóñïåíçèè
áûëè âèäíû òîëüêî ãèãàíòñêèå ìîíîëàìåëëÿðíûå âåçèêó-
ëû. Â ïðèñóòñòâèè ôëîðåòèíà ïîìèìî ëèïîñîì â ñóñïåí-
çèè îáíàðóæèâàëè øàðîîáðàçíûå ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå
èç òîíêèõ âûòÿíóòûõ èãîëü÷àòûõ îáðàçîâàíèé, èñõîäÿ-
ùèõ èç öåíòðà. Ïðè íàëè÷èè â ñóñïåíçèè áèîõàíèíà À
èëè ìèðèöåòèíà â îáðàçöå îáíàðóæèâàëèñü âîëîêíèñòûå
îáðàçîâàíèÿ íåïðàâèëüíîé ôîðìû. Ýòè íàáëþäåíèÿ ïî-
çâîëèëè ãîâîðèòü îá èíäóöèðîâàííîì ôëàâîíîèäàìè ïå-
ðåõîäå ëèïèäîâ èç áèñëîéíîé â íåáèñëîéíóþ ôàçó. Äëÿ
ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñ ïîìîùüþ äèôôå-
ðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîêàëîðèìåòðèè ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì êàëîðèìåòðà ÄÀÑÌ-4 (Áèîïðèáîð, Ïóùèíî,
Ðîññèÿ) áûëè ïîëó÷åíû òåðìîãðàììû îáðàçöîâ ëèïîñî-
ìàëüíûõ ñóñïåíçèé. Îáðàçöû ñîäåðæàëè 80 ìîë. %
ÄÌÔÕ è 20 ìîë. % ÄÎÔÕ (êîíöåíòðàöèÿ ëèïèäà 1 ìÌ)
â äåãàçèðîâàííîé âîäå â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 400
è 2000 ìêÌ ôëîðåòèíà. Â îòñóòñòâèå ôëîðåòèíà íà òåð-
ìîãðàììå íàáëþäàëñÿ îäèí ïèê ñ ìàêñèìóìîì îêîëî
16 °Ñ, êîòîðûé ìîæåò áûòü îòíåñåí ê òåðìîòðîïíîìó ôà-
çîâîìó ïåðåõîäó ÄÌÔÕ â áèñëîå èç òâåðäîé â æèäêóþ
íåóïîðÿäî÷åííóþ ôàçó. ÄÎÔÕ, èìåþùèé òåìïåðàòóðó
ïëàâëåíèÿ îêîëî –18 °Ñ, â èññëåäîâàííîì äèàïàçîíå òåì-
ïåðàòóð (îò 7 äî 90 °Ñ) ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ íå èñïûòûâàåò
(Koynova, Caffrey, 1998). Â ïðèñóòñòâèè ôëîðåòèíà îáíà-
ðóæèâàëñÿ äîïîëíèòåëüíûé ïèê ñ ìàêñèìóìîì â äèàïàçî-
íå 40—50 °Ñ, êîòîðûé ìîæíî îòíåñòè ê ôàçîâîìó ïåðå-
õîäó íåáèñëîéíîé ôàçû (Kim et al., 2013). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî ôëàâîíîèäû ñïîñîá-
íû èíèöèèðîâàòü îáðàçîâàíèå â ñóñïåíçèè íîâîé íåáè-
ñëîéíîé ôàçû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé (ïðîåêò 12-04-33121), ÍØ-1721.2014.4 è ïðîã-
ðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÊÀÐÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ ÀÍÀËÈÇ ÝÍÄÎÌÅÒÐÈÀËÜ-
ÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÑÓÁËÅÒÀËÜÍÎÃÎ ÒÅÐÌÎ-
ÑÒÐÅÑÑÀ. © Ì. À. Øèëèíà, Ë. Ë. Àëåêñååíêî, Ò. Ì. Ãðèí-
÷óê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
shili-mariya@yandex.ru

Ýíäîìåòðèàëüíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ýÌÑÊ) ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ èñ-
òî÷íèêîâ ìàòåðèàëà äëÿ çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè. Èñïîëüçîâàíèå êóëüòóðû ýÌÑÊ ÷åëîâåêà â ìåäèöèí-
ñêîé ïðàêòèêå ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå â íèõ íîðìàëüíîãî
íåïåðåñòðîåííîãî êàðèîòèïà.

Öåëü äàííîé ðàáîòû — àíàëèç ñòðóêòóðû êàðèîòèïà
ýÌÑÊ ÷åëîâåêà ïîñëå ñóáëåòàëüíîãî òåðìîñòðåññà, âû-
çâàííîãî êðàòêîâðåìåííûì ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îáúåêòû èññëåäîâàíèÿ —
êëåòêè äâóõ íåçàâèñèìûõ ëèíèé, ïîëó÷åííûõ ñîòðóäíè-
êàìè ãðóïïû ÃÌÄèÌÊ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ èç äå-
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ñêâèìèðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè. Íà
6—10-ì ïàññàæàõ (ëèíèè 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî) ýÌÑÊ â
òå÷åíèå 30 ìèí áûëè ïîäâåðãíóòû òåðìîñòðåññó (45 °C
âìåñòî 37 °Ñ â íîðìå). Ïîñëå ýòîãî èõ êóëüòèâèðîâàëè
5—6 ïàññàæåé â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37 °Ñ) è êàðèîòè-
ïèðîâàëè ïîñëå îêðàñêè õðîìîñîì äèôôåðåíöèàëüíî íà
G-äèñêè. Èäåíòèôèöèðîâàëè õðîìîñîìû â ñîîòâåòñòâèè
ñ Àòëàñîì õðîìîñîì ÷åëîâåêà (Ìàìàåâà, 2002). Àíàëèçè-
ðóåìûå ýÌÑÊ õàðàêòåðèçîâàëèñü ýêñïðåññèåé ïîâåðõíî-
ñòíûõ ìàðêåðîâ ìóëüòèïîòåíòíîñòè.

Â óñëîâèÿõ ñóáëåòàëüíîãî òåðìîñòðåññà â îáåèõ ëè-
íèÿõ íàðÿäó ñ êëåòêàìè, èìåþùèìè íîðìàëüíûé êàðèî-
òèï, áûëè âûÿâëåíû ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè ñ íàðóøå-
íèåì êîïèéíîñòè õðîìîñîì è õðîìîñîìíûìè ïîëîìêàìè.
Ìîíîñîìèþ íàáëþäàëè ïî õðîìîñîìàì 3 è 4 (ëèíèÿ 1)
è 12 è 16 (ëèíèÿ 2), òðèñîìèþ — ïî õðîìîñîìàì 1 è 6
(ëèíèÿ 1) è 3 è 13 (ëèíèÿ 2). Ïîëîìêè â õðîìîñîìàõ 1—4
(ëèíèÿ 1) è 7, 10—12 (ëèíèÿ 2) âñòðåòèëèñü íåîäíî-
êðàòíî.

Â êîíòðîëå êëåòêè ñ àíàëîãè÷íûìè êàðèîòèïè÷åñêè-
ìè äåôåêòàìè òàêæå âñòðå÷àëèñü, íî ïî ïðè÷èíå óíèêàëü-
íîñòè âûÿâëÿåìûõ èçìåíåíèé áûëè îòíåñåíû ê ðàçðÿäó
ñëó÷àéíûõ.

Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ýÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì ôàê-
òîðîì, äåñòàáèëèçèðóþùèì ñòðóêòóðû èõ êàðèîòèïà.

ÐÎËÜ ÏÐÎÄÓÊÒÀ ÃÅÍÀ ÐÅÒÈÍÎÁËÀÑÒÎÌÛ Â ÄÅ-
ÒÅÐÌÈÍÀÖÈÈ ÆÈÐÎÂÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ
ÏÎËÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ. © Ï. Ñ. Øèëî, Í. Ñ. Ïåòðîâ, Á. Â. Ïîïîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pyyyyy@yan-
dex.ru

Æèðîâûå êëåòêè, èçáûòî÷íîå îáðàçîâàíèå êîòîðûõ
âûçûâàåò îæèðåíèå, äèàáåò è äðóãèå çàáîëåâàíèÿ, äèôôå-
ðåíöèðóþòñÿ èç ïîëèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÌÑÊ). Â õîäå æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêè (ÆÄ)
âûäåëÿþò ôàçû äåòåðìèíàöèè (ÄÆÄ) è òåðìèíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè (ÒÆÄ). Ïðèðîäà ñèãíàëîâ, èíèöèèðó-
þùèõ îáðàçîâàíèå æèðîâûõ êëåòîê, íå î÷åíü õîðîøî
èçó÷åíà â îòëè÷èå îò ôàçû ÒÆÄ, ìåõàíèçì êîòîðîé â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîíÿòåí. Íàèáîëåå õîðîøî îõàðàê-
òåðèçîâàííîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ ëèíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
ìûøè Ñ3Í10Ò1/2 (10Ò1/2), èíäóöèáåëüíûõ ê äèôôå-
ðåíöèðîâêå â æèðîâûå, êîñòíûå, õðÿùåâûå è ìûøå÷íûå
êëåòêè. Ìåõàíèçì ÄÆÄ îñíîâàí íà âçàèìîäåéñòâèè
íåñêîëüêèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ñðåäè êîòîðûõ âàæíóþ
ðîëü èãðàåò ñèãíàëüíûé ïóòü ïðîäóêòà ãåíà ðåòèíî-
áëàñòîìû (pRb), ÿâëÿþùèéñÿ óíèâåðñàëüíûì ðåãóëÿ-
òîðîì êëåòî÷íîãî öèêëà. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿ-
åòñÿ èññëåäîâàíèå ðîëè pRb â ÄÆÄ. Ïðåäâàðèòåëüíî
ìû ïîëó÷èëè ëèíèè êëåòîê 10Ò1/2, ñòàáèëüíî ïðîäóöèðó-
þùèå ýêçîãåííûé pRb äèêîãî òèïà (DB/X), ãèïåðàêòèâ-
íóþ ôîðìó pRb, ñîäåðæàùóþ ìóòàöèè 8 ñàéòîâ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ (Dð34), èëè åãî ôóíêöèîíàëüíî íåàêòèâíóþ
ôîðìó (DS/N) ñ ìóòàöèåé â Ò-àíòèãåíñâÿçûâàþùåì äîìå-
íå. Ïîêàçàíî, ÷òî ñâåðõýêñïðåññèÿ ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâíîãî pRb â ëèíèÿõ DB/X è Dð34 ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ìàòåðèíñêèìè êëåòêàìè îáðàçîâàíèÿ æè-
ðîâûõ âêëþ÷åíèé, âûÿâëÿåìûõ ïðè îêðàñêå êëåòîê ìàñ-
ëÿíûì êðàñíûì ÷åðåç 7, 10 è 14 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ÆÄ.
Íàïðîòèâ, ñâåðõýêñïðåññèÿ íåàêòèâíîãî pRb â ëèíèè

DS/N ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ îáðàçîâàíèÿ æèðîâûõ âêëþ-
÷åíèé â äàííûõ óñëîâèÿõ. Ïðè ïîìîùè ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ) ïî-
êàçàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî ðå-
ãóëÿòîðà ÆÄ Ppar-g è ìàðêåðîâ æèðîâîé òêàíè Fabp4 è
àäèïîíåêòèíà ïðè èíäóêöèè ÆÄ â êëåòêàõ DB/X è Dð34
âûøå, ÷åì â DS/N. Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîâûøåííàÿ ïðîäóêöèÿ
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî, íî íå ìóòàíòíîãî pRb â ïîëè-
ïîòåíòíûõ ÌÑÊ ñïîñîáñòâóåò èíäóöèðîâàííîé ÆÄ.

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

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Ó ÏÀ-
ÖÈÅÍÒÎÂ Ñ ÀÍÅÂÐÈÇÌÎÉ ÂÎÑÕÎÄßÙÅÃÎ ÎÒÄÅ-
ËÀ ÃÐÓÄÍÎÉ ÀÎÐÒÛ. © À. À. Øèøêîâà, À. Á. Ìàëàøè÷å-
âà. Ôåäåðàëüíûé öåíòð ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðèíîëîãèè
èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è Ñ.-Ïåòåðáóðã-
ñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, anastasiia.shishkova-
@gmail.com

Àíåâðèçìà ãðóäíîãî îòäåëà àîðòû ðàçâèâàåòñÿ êàê
ðåçóëüòàò ñåðèè ñîáûòèé, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ
ñòðóêòóðû è ñîñòàâà âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñòåíêè àîð-
òû, è â ðåçóëüòàòå ýòèõ èçìåíåíèé ïðîèñõîäèò ðàñòÿ-
æåíèå ñîñóäèñòîé ñòåíêè. Îñíîâíûìè ñòðóêòóðíûìè è
ôóíêöèîíàëüíûìè êëåòî÷íûìè ýëåìåíòàìè, êîòîðûå ñî-
ñòàâëÿþò ñòåíêó àîðòû, ÿâëÿþòñÿ ýíäîòåëèàëüíûå è ãëàä-
êîìûøå÷íûå êëåòêè. Àíåâðèçìà àîðòû, êàê ïðàâèëî, ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ äèñôóíêöèåé ýíäîòåëèÿ. Öåëüþ äàííîé ðà-
áîòû áûëî èçó÷åíèå èçìåíåíèé, ïðîèñõîäÿùèõ â
ýíäîòåëèàëüíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ó ïàöèåíòîâ ñ
àíåâðèçìîé àîðòû. Êëåòêè ýíäîòåëèÿ àîðòû ïîëó÷àëè èç
ôðàãìåíòà ïîñòîïåðàöèîííîé òêàíè àîðòû ïàöèåíòîâ ýí-
çèìàòè÷åñêèì ìåòîäîì. Êîíòðîëüíûå ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè ïîëó÷àëè èç ôðàãìåíòîâ òêàíè àîðòû çäîðîâûõ
äîíîðîâ. Ïîïóëÿöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê äîíîðîâ è
ïàöèåíòîâ ñðàâíèëè ïî ìîðôîëîãèè êëåòîê, ñêîðîñòè
ïðîëèôåðàöèè è óðîâíþ ýêñïðåññèè ýíäîòåëèàëüíûõ è
ãëàäêîìûøå÷íûõ ìàðêåðîâ. Ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê äîíîðîâ áûëà äîñòîâåðíî âûøå,
÷åì ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèç-
ìîé àîðòû. Ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé îêðàñêå â îáåèõ
ïîïóëÿöèÿõ âûÿâëÿëè ìàðêåð ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
ôàêòîð Âèëëèáðàíäòà, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ýíäîòåëèàëüíóþ
ïðèðîäó ýòèõ êëåòîê. Â ïîïóëÿöèè êëåòîê îò ïàöèåíòîâ â
íåêîòîðûõ êëåòêàõ âûÿâëÿëè ìàðêåð ãëàäêîìûøå÷íûõ
êëåòîê — ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî â ýíäîòåëèàëüíîé ïîïóëÿöèè ïàöèåíòîâ ïðèñóò-
ñòâóþò êëåòêè ïåðåõîäíîãî ôåíîòèïà, ÷òî ìîæåò ñêàçû-
âàòüñÿ íà ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ ïàöèåíòîâ. Ïîïóëÿöèè êëå-
òîê òàêæå ñðàâíèëè ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíîâ ACTA2
(ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí), VWF (ôàêòîð Âèëëèáðàíäòà),
PECAM1 (ìàðêåð ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê) è ïîêàçàëè,
÷òî óðîâåíü ACTA2 äîñòîâåðíî âûøå â ïîïóëÿöèè ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê ïàöèåíòîâ, óðîâåíü VWF è PECAM1
äîñòîâåðíî âûøå â ïîïóëÿöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
çäîðîâûõ äîíîðîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
îá èçìåíåíèÿõ ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé àîðòû ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè çäîðîâûõ äîíîðîâ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 389
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Áåëîê ð53 ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì îíêîñóïðåññîðîì,
êîíòðîëèðóþùèì ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè, àïîïòîçà,
ñòàðåíèÿ è ìåòàáîëèçìà. Ó÷àñòèå ð53 â ñòîëü ðàçíîîá-
ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ âî ìíîãîì äîñòèãàåòñÿ çà
ñ÷åò ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé, ÷òî â èòîãå ïðè-
âîäèò ê ñóùåñòâîâàíèþ â êëåòêå ðàçëè÷íûõ ïóëîâ ð53,
äèôôåðåíöèàëüíî âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ðàçëè÷íûìè
áåëêàìè. Îäíèì èç êëþ÷åâûõ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäè-
ôèêàöèé ð53 ÿâëÿåòñÿ äèíàìè÷åñêîå ìåòèëèðîâàíèå àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ Ñ-êîíöåâîãî ðåãóëÿòîðíîãî ó÷àñò-
êà. Âàæíóþ ðîëü â ñòàáèëèçàöèè ð53 èãðàåò ìåòèëòðàíñ-
ôåðàçà Set7/9 (SETD7, Set9), ìîíîìåòèëèðóþùàÿ ð53 ïî
K372.

Ãëàâíûì íåãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì ð53 ÿâëÿåòñÿ
Å3-óáèêâèòèíëèãàçà MDM2, êîíòðîëèðóþùàÿ óðîâåíü
àêòèâíîñòè ð53 çà ñ÷åò ðàçíîîáðàçíûõ ìåõàíèçìîâ —
óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ñ ïîñëåäóþùåé ïðîòåàñîìíîé äåãðà-
äàöèåé, èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñëÿöèè è ôèçè÷åñêîãî áëîêè-
ðîâàíèÿ òðàíñàêòèâàòîðíîãî äîìåíà. Êðîìå òîãî, MDM2
âçàèìîäåéñòâóåò ñ øèðîêèì ñïåêòðîì áåëêîâ, òàê èëè
èíà÷å âëèÿþùèõ íà àêòèâíîñòü ð53.

Â äàííîé ðàáîòå ìû âïåðâûå ïîêàçàëè ôèçè÷åñêîå
âçàèìîäåéñòâèå MDM2 è Set7/9, à òàêæå âûÿâèëè ó÷àñòêè
â îáîèõ áåëêàõ, îòâåòñòâåííûå çà òàêîå âçàèìîäåéñòâèå.
Äëÿ ýòîãî íàìè áûëà ñîçäàíà ñåðèÿ âåêòîðíûõ êîíñòðóê-
öèé, íåñóùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëíîðàçìåðíûõ èçî-
ôîðì, à òàêæå îòäåëüíûå äîìåíû è äåëåöèîííûå âàðèàí-
òû MDM2 (GST-MDM2 1-491, 1-332, 1-102, 61-491,
237-288, D53-222 è D28-300) è Set7/9 (6His-Set7/9 1-366,
1-240, 1-138; GST-Set7/9 1-366, 1-128, 128-214, 214-335 è

214-336), ñëèòûå ñ GST è ãèñòèäèíîâîé ìåòêîé. Ñîîòâåò-
ñòâóþùèå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè áûëè ýêñïðåññèðîâàíû
â áàêòåðèàëüíîé ñèñòåìå è î÷èùåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì
Ni-NTA-àãàðîçû è GST-ñåôàðîçû.

Äàëåå ìû ïðîèíêóáèðîâàëè î÷èùåííûå âàðèàíòû
GST-MDM2 ñ ÿäåðíûì ýêñòðàêòîì, ïîëó÷åííûì èç ðàêî-
âûõ êëåòîê ëèíèè U2OS (îñòåîñàðêîìà ÷åëîâåêà). Â ðåçó-
ëüòàòå ïîñëåäóþùåãî Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê Set7/9, ìû
ïîêàçàëè âçàèìîäåéñòâèå äàííîé ìåòèëòðàíñôåðàçû ñ
MDM2, à òàêæå âûÿâèëè ó÷àñòîê MDM2, îòâåòñòâåííûé
çà ýòî âçàèìîäåéñòâèå.

Ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ ó÷àñòêà Set7/9, âçàèìîäåéñòâóþ-
ùåãî ñ MDM2, ìû ïðîèçâåëè èíêóáàöèþ ïîëó÷åííûõ
âàðèàíòîâ 6His- è GST-Set7/9 c ÿäåðíûì ýêñòðàêòîì, âû-
äåëåííûì èç êëåòî÷íîé ëèíèè U2OS, îáðàáîòàííûõ èí-
ãèáèòîðîì ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè MG132. Ñâÿçàâøèå-
ñÿ ñ 6His- è GST-âàðèàíòàìè Set7/9 áåëêè áûëè ðàçäåëå-
íû â ÏÀÀÃ ñ ïîñëåäóþùèì Âåñòåðí-áëîòèíãîì. MDM2
áûë äåòåêòèðîâàí ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë.

Òàêèì îáðàçîì ìû ïîêàçàëè âçàèìîäåéñòâèå
E3-óáèêâèòèíëèãàçû MDM2 è ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9
in vitro, à òàêæå âûÿâèëè ó÷àñòêè îáîèõ áåëêîâ, âîâëå÷åí-
íûå â äàííîå âçàèìîäåéñòâèå.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò óñòàíîâèòü ðîëü
ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé â ðåãóëÿöèè êàê ð53, òàê è äðóãèõ
âàæíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ.
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