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Êóðàíîâà è äð.
Ìîçàè÷íûå ôîðìû àòàêñèè-òåëåàíãèýêòàçèè

Àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ) — òÿæåëîå íàñëåäñòâåííîå àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîå íåéðîäåãåíåðà-
òèâíîå çàáîëåâàíèå óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, ðàçâèâàþùååñÿ ïðè íàëè÷èè ìóòàöèé â îáîèõ àëëåëÿõ ãåíà
atm, êîäèðóþùåãî êëþ÷åâîé áåëîê êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ — ïðîòåèíêèíàçó ÀÒÌ. Â
íîðìå ïðè âîçíèêíîâåíèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïðîòåèíêèíàçà ÀÒÌ àâòîôîñôîðèëèðóåòñÿ, è â
êëåòêå ïîÿâëÿåòñÿ åå àêòèâíàÿ ôîðìà — ôîñôî-ÀÒÌ (Ð-ÀÒÌ). Íàìè áûëè îáíàðóæåíû è îïèñàíû ìîçà-
è÷íûå ôîðìû ÀÒ, êëåòêè êîòîðûõ èìåþò äâå ñóáïîïóëÿöèè: ñ íîðìàëüíûì ãåíîì atm ïðè êîòîðîì âû-
ÿâëÿåòñÿ Ð-ÀÒÌ, è ñ ìóòàíòíûì âàðèàíòîì ãåíà atm, ïðè êîòîðîì Ð-ÀÒÌ íå âûÿâëÿåòñÿ. Â ÿäðàõ ïåð-
âè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ ïàöèåíòîâ ñ ðàçëè÷íûìè ôîðìàìè ÀÒ áûëè èññëåäîâàíû ýïèãåíåòè÷åñêèå ìàðêå-
ðû — ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû SIRT1 è SIRT6 — è òðèìåòèëèðîâàííûå ôîðìû ãèñòîíà Í3 — H3K9me3
è H3K27me3, è âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà SIRT6 ïðè ÀÒ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ, ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû SIRT1 è SIRT6, òðèìåòè-
ëèðîâàííûå ôîðìû ãèñòîíà Í3 — H3K9me3 è H3K27me3.

Àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ÀÒ) — òÿæåëîå ïðîãðåññè-
ðóþùåå ìóëüòèñèñòåìíîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëå-
âàíèå, íàñëåäóåìîå ïî àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîìó òèïó
(OMIM çàáîëåâàíèÿ: 208900, OMIM ãåíà atm: 607585).
ÀÒ âõîäèò â ÷èñëî áîëåçíåé ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ
íàðÿäó ñ ñèíäðîìàìè Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà è Âåðíåðà
(Ìèõåëüñîí, Ãàìàëåé, 2013). Äëÿ ïàöèåíòîâ õàðàêòåðíû
ïàòîëîãèÿ öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (ÖÍÑ), êîæ-
íî-êîíúþíêòèâàëüíûå òåëåàíãèýêòàçèè, îñëàáëåíèå èì-
ìóíèòåòà, âûñîêàÿ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê íåîïëàçèÿì,
ðåçêî ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èîíèçèðóþùåìó
èçëó÷åíèþ è îãðàíè÷åííàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ ñïîñîá-
íîñòü êëåòîê. Êëèíè÷åñêàÿ êàðòèíà ó ðàçíûõ ïàöèåíòîâ
ÀÒ ñõîæà, íî â òî æå âðåìÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ îïðåäåëåí-
íûì êëèíè÷åñêèì ïîëèìîðôèçìîì, ñî÷åòàÿ â ñåáå îäíî-
âðåìåííî ïðèçíàêè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ è ïîâûøåííî-
ãî ðèñêà êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè (Lanzy et al., 1992;
Ñïèâàê, 1999; Shiloh, 2003).

Ïðè÷èíîé äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ìóòàöèÿ â
îáîèõ àëëåëÿõ ãåíà atm (ataxia-telangiectasia mutated), ëî-
êàëèçîâàííîãî â 11-é õðîìîñîìå (11q23), èìåþùåãî ðàç-
ìåð 150 ò. ï. í. è ìîë. ìàññó 350 êÄà, ñîäåðæàùåãî 66 ýê-
çîíîâ (Savitsky et al., 1995; Lavin, 1999; Pulverer, 2003).
Ïîâûøåííûé ðèñê ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé
îáíàðóæèâàåòñÿ òàêæå ó êðîâíûõ ðîäñòâåííèêîâ ïðîáàí-
äîâ — ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàöèé â ãåíå atm
(Ñïèâàê, 1999; Cancannon, 2002). ×àñòîòà çàáîëåâàíèÿ
âàðüèðóåò â ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ îò 1 : 40 000 äî
1 : 100 000—300 000 íàñåëåíèÿ, íî â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ìó-
òàöèÿ ÷àñòî ïðèâîäèò ê ãèáåëè ïëîäà äî ðîæäåíèÿ, äîëÿ
ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé ãåíà atm â ïîïóëÿöèè çíà÷èòå-
ëüíî âûøå, ÷åì ìîæíî îæèäàòü ïî ðàñïðîñòðàíåííîñòè

ñàìîãî çàáîëåâàíèÿ, è ñîñòàâëÿåò îò 1 äî 7 %. Íà äàííûé
ìîìåíò îïèñàíî áîëåå 100 ìóòàöèé â ãåíå atm, ïðèâîäÿ-
ùèõ ê ÀÒ (Lanzy et al., 1992; Sandoval et al., 1996).

Ãåí atm êîäèðóåò êëþ÷åâîé áåëîê êëåòî÷íîãî îòâåòà
íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ — ïðîòåèíêèíàçó ÀÒÌ. Ýòîò áå-
ëîê, íåàêòèâíûé èëè îòñóòñòâóþùèé â êëåòêàõ ïàöèåí-
òîâ ñ ÀÒ, ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì ìåõàíèçìà
êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è âîçíèêíîâåíèå
êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà (Shiloh, 2003;
Lavin, 2008). Ïðè ýòîì â íîðìå ÀÒÌ, îáû÷íî íàõîäÿùàÿ-
ñÿ â íåàêòèâíîé äèìåðíîé ôîðìå, àâòîôîñôîðèëèðóåòñÿ
ïî ñåðèíó â 1981-ì ïîëîæåíèè è äèññîöèèðóåò íà äâå àê-
òèâíûå ïðîòåèíêèíàçû — ôîñôî-ÀÒÌ (Ð-ÀÒÌ), ìîìåí-
òàëüíî íà÷èíàþùèå ôîñôîðèëèðîâàíèå áîëåå ÷åì
600 áåëêîâ-ìèøåíåé, êàê àêòèâèðóÿ, òàê è èíãèáèðóÿ èõ
àêòèâíîñòü (Bakkenist et al., 2003; Lavin, 2008). Ïðè ÀÒ
ôóíêöèîíèðîâàíèå áåëêà ÀÒÌ íàðóøåíî è, êàê ñëåäñò-
âèå, ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì àäåêâàòíûé îòâåò êëåòêè
íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ íåðå-
ïàðèðóåìûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ. Â ýòèõ óñëîâèÿõ ðåçêî
ïîâûøàåòñÿ ðèñê êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè èëè âåðîÿò-
íîñòü áûñòðîãî ïåðåõîäà ê ñîñòîÿíèþ íåîáðàòèìîãî ïðå-
êðàùåíèÿ ïðîëèôåðàöèè, ò. å. ïðåæäåâðåìåííîìó êëåòî÷-
íîìó ñòàðåíèþ (Lavin, 2008). Íà îñíîâàíèè äàííûõ î
ôóíêöèîíèðîâàíèè áåëêà ÀÒÌ íàìè ñîâìåñòíî ñ âðà÷à-
ìè-êëèíèöèñòàìè áûë ðàçðàáîòàí è àïðîáèðîâàí íà êëå-
òî÷íûõ ëèíèÿõ ýêñïðåññ-òåñò äëÿ äèàãíîñòèêè ÀÒ (Êóðà-
íîâà è äð., 2013).

Ïðè òàêèõ ñåðüåçíûõ íàðóøåíèÿõ êëåòî÷íîãî îòâåòà
íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, êàê ïðè ÀÒ, ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå
êîíôîðìàöèè õðîìàòèíà (Shiloh, 2003; Lavin, 2008).
Ñòðóêòóðà õðîìàòèíà è ýêñïðåññèÿ ãåíîâ çàâèñÿò îò ýïè-
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ãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, ïðîõîäÿùèõ â ñàìîé ÄÍÊ. Õðî-
ìàòèí ñîäåðæèò êàê ÄÍÊ, òàê è ãèñòîíîâûå è íåãèñòîíî-
âûå áåëêè, ôîðìèðóþùèå íóêëåîñîìó (H2A, H2B, H3 è
H4 è ëèíêåðíûé ãèñòîí H1). Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ìåíÿåòñÿ
ïðè ïîìîùè ðàçëè÷íûõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ, â
òîì ÷èñëå ìîäèôèêàöèåé ãèñòîíîâ: àöåòèëèðîâàíèåì,
ìåòèëèðîâàíèåì, ôîñôîðèëèðîâàíèåì, èçìåíÿþùèõ àê-
òèâíîñòü ÄÍÊ. Àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ äåëàåò ñòðóêòó-
ðó õðîìàòèíà áîëåå îòêðûòîé äëÿ òðàíñêðèïöèè, â òî
âðåìÿ êàê äåàöåòèëèðîâàíèå è ïîñëåäóþùåå ìåòèëèðîâà-
íèå ïðèâîäÿò ê óïëîòíåíèþ õðîìàòèíà, ÷òî âåäåò ê ïî-
äàâëåíèþ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ (Serravallo et al., 2009).

Ïðè èçó÷åíèè ãèñòîíîâîãî êîäà ñòàðåíèÿ â êóëüòóðàõ
äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ñíèæå-
íèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, ñîäåðæàùèõ òðèìåòèëèðîâàííûå
ìîäèôèêàöèè ãèñòîíà Í3, ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî ñâÿçà-
íî ñ âîçðàñòîì äîíîðà. Ðåçêî ñíèæåííîå êîëè÷åñòâî êëå-
òîê, ñîäåðæàùèõ Í3K9me3, ïîêàçàíî ïðè ïðîãåðèè äå-
òåé — ñèíäðîìå Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà (Scaffidi, Miste-
li, 2006; Shumaker et al., 2006).

Äàííûå ðÿäà ðàáîò ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî óðîâåíü
Í3K27me3 ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ èëè óìåíüøàåòñÿ â ñïå-
öèôè÷åñêèõ ñàéòàõ â çàâèñèìîñòè îò âèäà îïóõîëè (Kon-
do et al., 2008; Ke et al., 2009; McCabe et al., 2012). Ïîêàçà-
íî, ÷òî òðèìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà H3 ïî ëèçèíó â 27-ì
ïîëîæåíèè àññîöèèðîâàíî ñ ðåïðåññèåé òðàíñêðèïöèè è
ðåãóëèðóåòñÿ ãèñòîíîâîé ìåòèëòðàíñôåðàçîé, ñïåöèôè÷-
íîé äëÿ Í3K27, ÿâëÿþùåéñÿ ÷àñòüþ êîìïëåêñà PRC2
(Polycomb repressive complex 2) (Cao et al., 2002). Ñóùåñò-
âóåò ìíåíèå, ÷òî äàííàÿ ìîäèôèêàöèÿ ãèñòîíà Í3K27me3
è ãðóïïà áåëêîâ Polycomb ÿâëÿþòñÿ ïðîìîóòåðàìè äëÿ
îáðàçîâàíèÿ çàêðûòîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà, ðåïðåññè-
ðóÿ, òàêèì îáðàçîì, òðàíñêðèïöèþ (Francis et al., 2004;
Eskeland et al., 2010). Â ýìáðèîãåíåçå Í3K27me3 êîíòðî-
ëèðóåò ìîë÷àíèå ãåíà HoX è èíàêòèâàöèþ X-õðîìîñîìû,
÷òî íåîáõîäèìî äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ.

Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå Í3K9 è Í3K27
õàðàêòåðíî äëÿ îáëàñòåé òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíîãî
õðîìàòèíà, ïðè÷åì ìîäèôèêàöèÿ H3K9me3 àññîöèèðîâà-
íà ñî ñòðóêòóðàìè êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (Pe-
ters et al., 2003; Rice et al., 2003), à H3K27me3 ÿâëÿåòñÿ
ìàðêåðîì ôàêóëüòàòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (Bernstein
et al., 2002; Chadwick, Willard, 2004).

Îïèñàíû ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ èç-
ìåíåíèÿ õðîìàòèíà — õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè (Shu-
maker et al., 2006) è óâåëè÷åíèå ñòåõèîìåòðèè ãèñòîíîâ
(Medvedev, 1984), îêàçûâàþùèå âëèÿíèå íà ñòàòóñ òðàíñ-
êðèïöèè è ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèè ÄÍÊ (Ramírez et al.,
2007). Â êëåòêàõ êàæäîé òêàíè ôóíêöèîíèðóþò òîëüêî
ãåíû, êîäèðóþùèå ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ äàííîé òêàíè áåë-

êè. «Ìîë÷àíèå» äðóãèõ ãåíîâ îáåñïå÷èâàþò ñïåöèàëüíûå
áåëêè — ñèðòóèíû. Âïåðâûå ýòè áåëêè áûëè îïèñàíû ó
äðîææåé è ïîëó÷èëè íàçâàíèå SIR (Silent Information Re-
gulators). Òàêèõ áåëêîâ ó Saccharomyces cerevisea îïèñà-
íî 4, ó ÷åëîâåêà îáíàðóæåíî 7 ãîìîëîãîâ îäíîãî èç
íèõ — SIR2, îáîçíà÷àåìûõ SIRT1-7, ñ ìîë. ìàññîé îò 34
äî 62 êÄà. Ñèðòóèíû ïðèíàäëåæàò ê III êëàññó ãèñòîíäå-
çàöåòèëàç, èìåþùèõ NAD+-çàâèñèìûé êàòàëèòè÷åñêèé
êîðîâûé äîìåí. Îíè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â êîíòðîëå îá-
ìåíà âåùåñòâ è ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå
â ïðîöåññàõ âîñïàëåíèÿ, çëîêà÷åñòâåííîãî ðîñòà è ìíîãèõ
äðóãèõ. SIRT1 è SIRT6 ðàñïîëàãàþòñÿ â ÿäðå è ïðîÿâëÿþò
ñâîå äåéñòâèå ÷åðåç ìîäóëÿöèþ ãèñòîíîâ è íåãèñòîíîâûõ
ìèøåíåé. Ëèòåðàòóðíûå äàííûå óêàçûâàþò íà çàâèñè-
ìîñòü ýêñïðåññèè SIRT1 îò âîçðàñòà: íàïðèìåð, â ðàáîòå
Ðàìèðåç è ñîàâòîðîâ (Ramirez et al., 2007) ïîêàçàíî, ÷òî â
íåêîòîðûõ òêàíÿõ ñ âîçðàñòîì ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå ýêñï-
ðåññèè äàííîé äåàöåòèëàçû. Ïðè ñèíäðîìå Êàóäåí (ìóòà-
öèÿ â ãåíå PTEN) SIRT1 âîâëå÷åí â ýïèãåíåòè÷åñêóþ ðåãó-
ëÿöèþ ñîâìåñòíî ñ ÄÍÊ ìåòèëòðàíñôåððàçîé 1.

SIRT6, äåàöåòèëèðóÿ ëèçèí 9 ãèñòîíà H3, îñëàáëÿåò
ïåðåäà÷ó ñèãíàëà NF-kB íà õðîìàòèí, èíãèáèðóÿ àïîïòîç
(Kawahara et al., 2009; Mahajan et al., 2011), è ìîäóëèðóåò
òåëîìåðíûé õðîìàòèí, ïðåäîòâðàùàÿ òåëîìåðíóþ äèñ-
ôóíêöèþ è êëåòî÷íîå ñòàðåíèå (Michishita et al., 2008).
Ýòè ðåçóëüòàòû äàþò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî óâåëè÷åíèå
àêòèâíîñòè (êîëè÷åñòâà) SIRT6 çàìåäëÿåò âîçðàñòíûå ôè-
çèîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ÷òî ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîæåò
ïîìî÷ü íàéòè ïîäõîäû ê óâåëè÷åíèþ ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòè æèçíè. Ðàáîòà Êèì ñ ñîàâòîðàìè (Kim et al., 2010) ïî-
êàçàëà, ÷òî SIRT1 ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè ýêñïðåññèè
SIRT6 ïðè íåäîñòàòêå ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ êàê â åñòåñò-
âåííûõ óñëîâèÿõ, òàê è in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà
ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòàõ, ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåíòîâ c
ÀÒ; â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè çäîðîâîãî
äîíîðà 11 ëåò VH-10. Òàêæå â èññëåäîâàíèå áûëè âêëþ-
÷åíû ïåðâè÷íûå ôèáðîáëàñòû ïàöèåíòà ñ ñèíäðîìîì
Ñåêêåëÿ (Ss1SP), ïàöèåíòêè ñ ìóòàöèåé 5382insC â ãåíå
BRCA1 (BRCA1SP) è ïàöèåíòà ñ íåóñòàíîâëåííûì ðàäèî-
÷óâñòâèòåëüíûì ñèíäðîìîì, ðàíåå îøèáî÷íî äèàãíî-
ñòèðîâàíûì êàê ÀÒ (AT2SP). Âñå ýòè ëèíèè, êðîìå çäî-
ðîâîãî êîíòðîëÿ VH-10, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîãî Àäîé
Êîëüìàí (Ñòîêãîëüì), áûëè ïîëó÷åíû â íàøåé Ëàáîðàòî-
ðèè ðàäèàöèîííîé öèòîëîãèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ.
Äàííûå î êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.
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Ò à á ë è ö à 1

Èññëåäóåìûå ëèíèè ïàöèåíòîâ

Ëèíèÿ Çàáîëåâàíèå, ôîðìà Âîçðàñò (ëåò) Ïàññàæ

ÀÒ1SP ÀÒ, ëåãêàÿ ôîðìà 8 15

ÀÒ6SP Òî æå 26 8

ÀÒ8SP ÀÒ, òÿæåëàÿ ôîðìà 12 10

ÀÒ9SP ÀÒ, ëåãêàÿ ôîðìà 3 6

BRCA1SP Ìóòàöèÿ 5382insC â ãåíå BRCA1 30 2

Ss1SP Ñèíäðîì Ñåêêåëÿ 0.9 2

ÀÒ2SP Ðàäèî÷óâñòâèòåëüíûé ñèíäðîì 4 16

VH-10 Çäîðîâûé äîíîð 11 22



Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ, íà
÷àøêàõ Ïåòðè (Nunclon, ÑØÀ), íà ñðåäå DMEM (Sigma,
ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà (Sigma) è àíòèáèîòèêîâ (100 åä./ìë ïå-
íèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà; êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè â èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ ñîäåðæàíè-
åì 5 % CO2.

Ì å ò î ä î ì í å ï ð ÿ ì î é è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í -
ö è è â ÿäðàõ êëåòîê âûÿâëÿëè àêòèâíóþ ôîðìó ïðîòåèí-
êèíàçû ÀÒÌ (Ð-ÀÒÌ, ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ïî ñåðèíó
â 1981-ì ïîëîæåíèè), ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû SIRT1,
SIRT6 è òðèìåòèëèðîâàííûå ôîðìû ãèñòîíà Í3. Â êà÷å-
ñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè IgG ìûøè ïðîòèâ áåë-
êà Ð-ÀÒÌ (Thermo Scientific, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100,
SIRT1 è H3K9me3 (Cell Signaling, ÑØÀ) â ðàçâåäå-
íèè 1 : 100 è IgG êðîëèêà ïðîòèâ áåëêà SIRT6 è
H3K27me3 (Cell Signaling, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100.
Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè IgG ïðî-
òèâ IgG ìûøè è êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC, â ðàç-
âåäåíèè 1 : 500 (Sigma-Aldrich Co., ÑØÀ). Â êà÷åñò-
âå êîíòðîëÿ ñïåöèôè÷íîñòè èììóííîé ðåàêöèè èñïîëü-
çîâàëè êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå òîëüêî ñî âòîðûìè
àíòèòåëàìè. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ áûñòðîãî «âûãîðà-
íèÿ» ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè èñïîëüçîâàëè àíòèôåéäèíã
ñ ÄÀÏÈ (Invitrogen, ÑØÀ). Âñå òåñòû ïðîâîäèëè 3 ðàçà è
áîëåå. ÄÍÊ èññëåäóåìûõ êëåòîê ïîâðåæäàëè ðåíòãåíîâ-
ñêèì îáëó÷åíèåì íà óñòàíîâêå ÐÓÌ-17 â äîçå 2 Ãð èëè
ðàäèîìèìåòèêîì (áëåîìèöèíîì â êîíöåíòðàöèè 50—
100 ìêã/ìë).

Ì è ê ð î ñ ê î ï è þ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëü-
íîãî ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 PASCAL. Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè ôëóîðîôîðîâ áûë èñïîëüçîâàí àðãîíîâûé (488 íì) è
ãåëèåâî-íåîíîâûå (543 íì) ëàçåðû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîá-
ðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ñêàíèðóþùèé ìîäóëü ìèêðîñêîïà
ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà è ñîîòâåòñòâóþùåãî ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ LSM 5 PASCAL. Äëÿ àíàëèçà ïîëó-

÷åííûõ èçîáðàæåíèé (îïðåäåëåíèå óðîâíÿ èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè) èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû LSM 5
PASCAL è WCIF ImageJ 1.37m.

Ðåçóëüòàòû

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í î é ô î ð ì û ï ð î ò å è í ê è -
í à ç û À Ò Ì (P - A T M) ì å ò î ä î ì í å ï ð ÿ ì î é è ì ì ó -
í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Àêòèâíóþ ôîðìó ïðîòåèíêèíàçû
ÀÒÌ (p-ATM) âûÿâëÿëè ïðè ïîìîùè ýêñïðåññ-òåñòà,
îñíîâàííîãî íà ìåòîäå íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè
(Êóðàíîâà è äð., 2013). Ïðè îêðàøèâàíèè ïðåïàðàòîâ êëå-
òîê, ïîëó÷åííûõ ïîñëå èíäóêöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ, àíòèòåëàìè ê àêòèâíîé ôîðìå ïðîòåèíêèíàçû ÀÒÌ
(ôîñôî-ÀÒÌ) îíà âûÿâëÿëàñü â ÿäðàõ êëåòîê çäîðîâîãî
äîíîðà VH-10, ÿäðàõ êëåòîê ïàöèåíòêè ñ ìóòàöèåé
5382insC â ãåíå BRCA1 (BRCA1SP) è ïàöèåíòà ñ ñèíäðî-
ìîì Ñåêêåëÿ (Ss1SP), ïàöèåíò ñ ñèíäðîìîì ðàäèî÷óâñò-
âèòåëüíîñòè íåÿñíîé ýòèîëîãèè ÀÒ2SP. Â ÿäðàõ êëåòîê
áîëüíûõ ÀÒ — ÀÒ6SP è ÀÒ8SP — ôîñôî-ÀÒÌ ïîñëå ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ íå âûÿâëÿëàñü. Â òî æå âðåìÿ êëåòêè ëè-
íèé AT1SP è AT9SP îêðàøèâàëèñü íåîäíîðîäíî, ïðîÿâ-
ëÿëàñü èõ âûðàæåííàÿ ãåòåðîãåííîñòü: â ÿäðàõ ÷àñòè êëå-
òîê âûÿâëÿëèñü ôîêóñû P-ATM, à â ÿäðàõ äðóãèõ — íåò
(ðèñ. 1). Â îñíîâíîì ôîêóñû â îáåèõ ëèíèÿõ ëîêàëèçîâà-
ëèñü â ÿäðå, íî ó íåáîëüøîãî ïðîöåíòà êëåòîê Ð-ÀÒÌ îá-
íàðóæèâàëàñü êàê â öèòîïëàçìå, òàê è â ÿäðå îäíîâðåìåí-
íî. Äàííûå î êîëè÷åñòâåííîì ñîîòíîøåíèè ðàçëè÷íûõ
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Ðèñ. 1. Ìîçàè÷íàÿ êóëüòóðà ëèíèé AT1SP è AT9SP.

Ñïðàâà — ñîîòâåòñòâóþùèå êëåòêè DAPI.

Ò à á ë è ö à 2

Äîëÿ êëåòîê ñ àêòèâíîé ôîðìîé P-ATM, %

Ëèíèÿ Â öèòîïëàçìå Â ÿäðå Áåç ôîêóñîâ

AT1SP 6.1 63.05 24.75

AT9SP 3.3 53.08 31.82
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Ðèñ. 2. Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç SIRT1è SIRT6 â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ.

Ðèñ. 3. Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òðèìåòèëèðîâàííûõ ôîðì ãèñòîíà Í3 (H3K9me3 è H3K27me3) â èññëåäóåìûõ ëè-
íèÿõ (â óñë. åä. ôëóîðåñöåíöèè).



ïî ñîäåðæàíèþ Ð-ÀÒÌ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ïðåäñòàâëå-
íû â òàáë. 2.

Êëèíè÷åñêè ó ïàöèåíòîâ AT1SP è AT9SP çàáîëåâà-
íèå ïðîòåêàëî â áîëåå ëåãêîé ôîðìå, ÷åì ó äðóãèõ. Èñõî-
äÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ãîâîðèòü î ìîçàè÷-
íîé ôîðìå ÀÒ, ê êîòîðîé îòíîñÿòñÿ ïðîáàíäû AT1SP è
AT9SP, òàê êàê ïîëó÷åííûå îò íèõ ëèíèè ïåðâè÷íûõ
ôèáðîáëàñòîâ ñîäåðæàò äâà ðàçíûõ òèïà êëåòîê — ñ àê-
òèâíîé ôîðìîé ïðîòåèíêèíàçû ÀÒÌ è áåç íåå. «Ìîçàè÷-
íîñòü» êóëüòóð AT1SP è AT9SP äîñòàòî÷íî õîðîøî âèä-
íà íà ðèñ. 1 è 2. Âåðîÿòíî, òàêîé ìîçàèöèçì ñâÿçàí ñ òåì,
÷òî ãåí atm èìååò äîñòàòî÷íî áîëüøîé ðàçìåð —
150 ò. ï. í. — è ðàñïîëîæåí äèñòàëüíî íà äëèííîì ïëå÷å
õðîìîñîìû 11 (Savitsky et al., 1995; Lavin, Khanna, 1999;
Peters et al., 2003), à òàêæå ñ òåì, ÷òî áîëüøèíñòâî áîëü-
íûõ ÿâëÿþòñÿ êîïìàóíäàìè, ò. å. íåñóò íà ìàòåðèíñêîé
è îòöîâñêîé õðîìîñîìàõ ðàçëè÷íûå ìóòàöèè. Â ýòîì
ñëó÷àå â íåêîòîðûõ êëåòêàõ âîçìîæíî âîññòàíîâëåíèå
íîðìàëüíîãî àëëåëÿ ýòîãî ãåíà ïóòåì ãîìîëîãè÷åñêîé ðå-
êîìáèíàöèè. Åñëè ýòî ïðîèñõîäèò íà ðàííèõ ñòàäèÿõ
äðîáëåíèÿ çèãîòû, òî âçðîñëûé îðãàíèçì îêàçûâàåòñÿ ìî-

çàè÷íûì. Äåòåêòèðóåìûå â öèòîïëàçìå ôîêóñû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î íàðóøåíèÿõ òðàíñïîðòèðîâêè áåëêà ÀÒÌ â
ÿäðî êëåòêè, êàê ýòî áûëî îïèñàíî â ñëó÷àå ñ ëèíèåé ïèã-
ìåíòíîé êñåðîäåðìû ÕÐ2SP (Êóðàíîâà è äð., 2013).

Â û ÿ â ë å í è å ã è ñ ò î í î â û õ ä å à ö å ò è ë à ç S I R T 1
è S I R T 6. Ïðè îêðàøèâàíèè êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòèòåë ê ãèñòîíîâûì äåàöåòèëàçàì SIRT1è SIRT6 ñ ïî-
ñëåäóþùèì èçìåðåíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó èññëåäóåìûìè êëåòî÷-
íûìè ëèíèÿìè. Äàííûå ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Âèäíû äîñòîâåðíûå ðàç-
ëè÷èÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðàõ êëåòîê çäî-
ðîâîãî äîíîðà è ïðîáàíäîâ. Â êëåòêàõ AT9SP è AT8SP
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè SIRT1 áûëà äîñòîâåðíî
ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â 1.5 ðàçà, â êëåòêàõ
AT1SP è AT6SP äîñòîâåðíî ïîâûøåíà â 1.7 è 3.7 ðàçà ñî-
îòâåòñòâåííî. Â êëåòêàõ äðóãèõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé —
Ss1SP, AT2SP è BRCA1SP — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè SIRT1 ñóùåñòâåííî ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì â 5 ðàç è áîëåå. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû íå ïî-
çâîëÿþò ñäåëàòü îïðåäåëåííûå âûâîäû î íàëè÷èè àññî-
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Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî äèàïàçîíàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä.) SIRT1 â ÿäðàõ èíòàêòíûõ êëåòîê èññëåäó-
åìûõ ëèíèé.

Ïî âåðòèêàëè — äèàïàçîíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä. ôëóîðåñöåíöèè); ïî ãîðèçîíòàëè — äîëÿ êëåòîê â îáîçíà÷åííîì äèàïàçîíå, %.



öèàöèè áåëêà SIRT1 ñ ÀÒ, íåñìîòðÿ íà èìåþùèåñÿ â
ëèòåðàòóðå òàêèå äàííûå (Serravallo et al., 2009).

Ðàçáðîñ ïî äèàïàçîíàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè SIRT1 â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ îêàçàëñÿ ðàçëè÷íûì è
ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 4.

Ïðè àíàëèçå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè SIRT6
îáíàðóæåíû ñóùåñòâåííûå îòëè÷èÿ îò SIRT1. Âî âñåõ
èçó÷åííûõ íàìè ëèíèÿõ ÀÒ — êàê êëàññè÷åñêîé ôîðìû,
òàê è ìîçàè÷íîé — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè SIRT6
äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, à âî âñåõ äðóãèõ èçó-
÷åííûõ ëèíèÿõ ñóùåñòâåííî íèæå. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿ-
þò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî SIRT6 â îòëè÷èå îò SIRT1 ñïåöè-
ôè÷åñêè ñâÿçàí ñ ïðîòåèíêèíàçîé ÀÒÌ èëè åå áåëêàìè-
ìèøåíÿìè è ìîæåò ìîäóëèðîâàòü àêòèâíîñòü èõ òðàíñ-
êðèïöèè.

È í ò å í ñ è â í î ñ ò ü ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è ò ð è ì å ò è -
ë è ð î â à í í û õ ô î ð ì ã è ñ ò î í à Í 3 — H 3 K 9 m e 3 è
H 3 K 2 7 m e 3. Ïðè îêðàøèâàíèè êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíè-
åì àíòèòåë ê òðèìåòèëèðîâàííûì ôîðìàì ãèñòîíà Í3 —
H3K9me3 è H3K27me3 — ñ ïîñëåäóþùèì èçìåðåíèåì
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ
ìåæäó èññëåäóåìûìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè. Äàííûå
ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 3. Íà ðèñóíêå âèäíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ñðåäíåé

èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðàõ êëåòîê çäîðîâîãî
äîíîðà è ïðîáàíäîâ: íàèáîëüøàÿ ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè H3K9me3 — â 2 ðàçà äîñòîâåðíî âûøå
êîíòðîëÿ — âûÿâëåíà â ÿäðàõ êëåòîê ëèíèè AT1SP (ÀÒ
ìîçàè÷íîé ôîðìû); â ÿäðàõ êëåòîê AT8SP (ïàöèåíòà ñ òÿ-
æåëîé ôîðìîé ÀÒ) ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè H3K9me3 äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëÿ, â
ÿäðàõ êëåòîê AT6SP (ëåãêàÿ ôîðìà ÀÒ) è AT9SP (ìîçàèê)
óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè îêàçàëñÿ â 1.5 ðàçà äîñòîâåðíî
íèæå êîíòðîëÿ. Òàêèì îáðàçîì, íèêàêîé çàêîíîìåðíîñòè
â èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè H3K9me3, ñâÿçàííîé ñ
ÀÒ, ìû íå íàáëþäàëè.

Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè H3K27me3
ñàìîé âûñîêîé îêàçàëàñü â ÿäðàõ êëåòîê AT8SP (ïàöèåí-
òà ñ òÿæåëîé ôîðìîé ÀÒ) — â 4.3 ðàçà äîñòîâåðíî âûøå
êîíòðîëÿ. Â ÿäðàõ êëåòîê îñòàëüíûõ ëèíèé AT1SP,
AT6SP è AT9SP (áîëåå ëåãêîé ôîðìû ÀÒ è ìîçàèêîâ)
ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè H3K27me3 áûëà
ïðèìåðíî îäèíàêîâîé è äîñòîâåðíî â 2 ðàçà âûøå êîíò-
ðîëÿ. Òàêèì îáðàçîì, äàííûé ìàðêåð âî âñåõ èçó÷åííûõ
ñëó÷àÿõ äîñòîâåðíî îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëÿ, ïðè÷åì ïðè
òÿæåëîé ôîðìå çàáîëåâàíèÿ ýòî îòëè÷èå íàèáîëåå âûðà-
æåíî. Ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü
H3K27me3 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðèçíàêîâ ÀÒ, è, âåðîÿòíî,
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Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî äèàïàçîíàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä.) SIRT6 â ÿäðàõ èíòàêòíûõ êëåòîê èññëåäó-
åìûõ ëèíèé.

Ïî âåðòèêàëè — äèàïàçîíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä. ôëóîðåñöåíöèè); ïî ãîðèçîíòàëè — äîëÿ êëåòîê â îáîçíà÷åííîì äèàïàçîíå, %.



ñòåïåíü åãî âûðàæåííîñòè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïðè
ïðîãíîçå òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ.

Î ñ î á å í í î ñ ò è ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è ê ë å ò î ê ï ð è
ì î ç à è ÷ í î é ô î ð ì å À Ò. Àíàëèçèðóÿ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê èññëåäóåìûõ ëèíèé ïî äèàïàçî-
íàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ëèíèè AT1SP è AT9SP îò÷åòëèâî îáðàçóþò 2 ïèêà
ïðè îêðàøèâàíèè íà SIRT6, ò. å. ìîæíî ãîâîðèòü î äâóõ
êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèÿõ (ðèñ. 4—7). Ýòè äàííûå ïîä-
òâåðæäàþò íàøå ïðåäïîëîæåíèå î ôîðìèðîâàíèè
ïîä âëèÿíèåì ìîçàèöèçìà äâóõ ñóáïîïóëÿöèé êëåòîê,
â êîòîðûõ áåëêè, ñâÿçàííûå ñ ÀÒÌ èëè åå áåëêàìè-ìè-
øåíÿìè, âåäóò ñåáÿ ïî-ðàçíîìó. Ïðè àíàëèçå äèàïàçîíîâ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè SIRT1 áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî òîëüêî â ëèíèè AT1SP îò÷åòëèâî âûäåëÿþòñÿ
äâà «ïèêà». Ýòî åùå ðàç ïîäòâåðæäàåò íàøå ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî, íåñìîòðÿ íà èìåþùèåñÿ ëèòåðàòóðíûå
äàííûå î ðîëè SIRT1 ïðè ñòàðåíèè (Serravallo et al.,
2009), ãèñòîíîâàÿ äåàöåòèëàçà SIRT1 íå èìååò ÿâíîé àñ-
ñîöèàöèè ñ ÀÒ.

Ïðè ðàçáèåíèè íà äèàïàçîíû èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè H3K9me3 äâà «ïèêà» èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè íàáëþäàëèñü, òàê æå êàê è ïðè îêðàøèâàíèè íà
SIRT1, â êëåòêàõ ëèíèè îäíîãî èç ïðîáàíäîâ ñ ìîçàè÷íîé

ôîðìîé çàáîëåâàíèÿ — AT1SP (ðèñ. 6). Ïðè àíàëèçå äèà-
ïàçîíîâ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè H3K27me3 «ïè-
êîâ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè» íå íàáëþäàëîñü íè â
îäíîé èç èññëåäîâàííûõ ëèíèé. Íî â êëåòêàõ ïðîáàíäîâ
íàáëþäàåòñÿ ñäâèã â çîíó á *oëüøèõ ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 7).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýïèãåíåòè÷åñêèå ìåõàíèçìû ñòà-
ðåíèÿ îòíîñÿò ê îáëàñòè ìîëåêóëÿðíîé ãåðîíòîëîãèè, àê-
òèâíî èçó÷àåìîé âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ, è êîëè÷åñòâî
ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ èì, ïîñòîÿííî ðàñòåò. Íàø
èíòåðåñ ê ñèðòóèíàì ïðè ÀÒ áûë îñíîâàí â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü íà òîì, ÷òî ïðè ýòîì çàáîëåâàíèè îòìå÷àåòñÿ óìåíü-
øåíèå êîëè÷åñòâà äåàöåòèëàçû SIRT1, ÷òî îïèñàíî ðàíåå
ïðè ñòàðåíèè êëåòîê (Sommer et al., 2006; Pallas et al.,
2008; Herranz et al., 2010; Satoh et al., 2010). Ñóùåñòâóþò
òàêæå äàííûå î ðîëè SIRT1 â äåàöåòèëèðîâàíèè TIP60 ñ
ïîñëåäóþùèì èíãèáèðîâàíèåì TIP60/ÀÒÌ/p53-îïîñðå-
äîâàííîãî àïîïòîçà (Serravallo et al., 2009). Òî, ÷òî íàìè
íå áûëî îáíàðóæåíî óìåíüøåíèÿ êîëè÷åñòâà ãèñòíîâîé
äåàöåòèëàçû SIRT1, ïîäòâåðæäàåò íàøå ïðåäñòàâëåíèå î
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Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî äèàïàçîíàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä.) òðèìåòèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà Í3
(H3K9me3) â ÿäðàõ èíòàêòíûõ êëåòîê èññëåäóåìûõ ëèíèé.

Ïî âåðòèêàëè — äèàïàçîíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä. ôëóîðåñöåíöèè); ïî ãîðèçîíòàëè — äîëÿ êëåòîê â îáîçíà÷åííîì äèàïàçîíå, %.



òîì, ÷òî â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ êàê áû áîðþòñÿ ìåæäó ñî-
áîé ïðîãðàììà óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ è ïðîãðàììà ìàëèã-
íèçàöèè, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñî÷åòàíèþ â êëèíè÷åñêîé
êàðòèíå äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ïðèçíàêîâ óñêîðåííîãî ñòà-
ðåíèÿ è ðåçêî ïîâûøåííîãî ðèñêà îíêîëîãè÷åñêèõ çàáî-
ëåâàíèé. Âåðîÿòíî, ðîëü SIRT1 â ÷àñòè÷íîì óñêîðåíèè
ñòàðåíèÿ ïðè ÀÒ íå ñòîëü çíà÷èìà, êàê ïðè åñòåñòâåííîì
ñòàðåíèè. Âîçìîæíî òàêæå, ýòî ñâÿçàíî êàê ñ òåì, ÷òî
ñàìà ïî ñåáå äåàöåòèëàçà SIRT1 ìíîãîôóíêöèîíàëüíà è
ó÷àñòâóåò âî ìíîãèõ ïðîöåññàõ (Serravallo et al., 2009),
òàê è ñ òåì, ÷òî äàííûé áåëîê ìû èçó÷àëè â ïåðâè÷íûõ
ôèáðîáëàñòàõ êîæè, à íå â îïèñàííûõ â ëèòåðàòóðå òêà-
íÿõ — ïå÷åíè, ïî÷êàõ, ìûøöàõ è ò. ä. (Rahman, Islam,
2011; Hwang et al., 2013). Â òî æå âðåìÿ âûÿâëåííîå ñíè-
æåíèå êîëè÷åñòâà äåàöåòèëàçû SIRT1 â êëåòêàõ
BRCA1SP ñîîòâåòñòâóåò ëèòåðàòóðíûì äàííûì î òîì,
÷òî òàêîå ñíèæåíèå, íàáëþäàåìîå ïðè BRCA1-àáëÿöèè,
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî
áåëêà ñóðâèâèíà ÷åðåç ñíèæåíèå SIRT1-çàâèñèìîãî äåà-
öåòèëèðîâàíèÿ Í3K9 â çîíå åãî ïðîìîóòîðà è êàê ñëåäñò-
âèå — óñèëåíèþ ðîñòà îïóõîëè (Wang et al., 2008).

Ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà SIRT6, îáíàðóæåííîå âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ âíå çàâèñèìîñòè îò
ôîðìû è ñòåïåíè òÿæåñòè çàáîëåâàíèÿ, ìîæåò áûòü îáú-
ÿñíåíî êîìïåíñàòîðíîé ðîëüþ äàííîãî ñèðòóèíà, ðàíåå
îïèñàííîé äëÿ äðóãèõ íàñëåäñòâåííûõ ñèíäðîìîâ, õàðàê-

òåðèçóþùèõñÿ, êàê è ÀÒ, òåëîìåðíîé äèñôóíêöèåé. Ïðè
âðîæäåííîì äèñêåðàòîçå (ìóòàöèÿ â ãåíå DCK1), ïðè
êîòîðîì îòìå÷åíî ðåçêîå óêîðî÷åíèå òåëîìåð, SIRT6 âî-
âëå÷åí â èõ ïîääåðæàíèå. Â íîðìå îí òàêæå ñòàáèëèçèðó-
åò ñâÿçü òåëîìåð ñ áåëêîì WRN (íóêëåàçà-ãåëèêàçà ñèíä-
ðîìà Âåðíåðà — WS) (Serravallo et al., 2009), à SIRT6-íî-
êàóòíûå ìûøè ïðîÿâëÿþò WS-ôåíîòèï (Roth et al., 2013).

Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè H3K9me3 â
ÿäðàõ êëåòîê áîëüíûõ ÀÒ ëåãêîé, òÿæåëîé è îäíîé èç ìî-
çàè÷íûõ ôîðì (AT6SP, AT8SP è AT9SP) îêàçàëàñü íèæå,
÷åì â êîíòðîëå. Ýòî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàáîòàìè, â êî-
òîðûõ ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåòñêîé ïðîãåðèè (ñèíäðîì Õàò-
÷èíñîíà—Ãèëôîðäà) è ó ïîæèëûõ äîíîðîâ â äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ íàáëþäàåòñÿ ñèëüíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (Scaffidi, Misteli, 2006; Shu-
maker et al., 2006). Â òî æå âðåìÿ òîò ôàêò, ÷òî âî âòîðîì
ñëó÷àå ìîçàè÷íîé ôîðìû çàáîëåâàíèÿ ÀÒ (AT1SP) ñðåä-
íÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè H3K9me3 îêàçàëàñü
äîñòîâåðíî âûøå êîíòðîëÿ â 2 ðàçà, íå ïîçâîëÿåò âîñïðè-
íèìàòü ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà H3K9me3 â êà÷åñòâå îäíîãî
èç ïðèçíàêîâ ÀÒ íà êëåòî÷íîì óðîâíå.

Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òðèìåòèëè-
ðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà Í3 â H3K27me3 â ÿäðàõ êëåòîê
âñåõ ïàöèåíòîâ ñ ÀÒ îêàçàëàñü äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â
êëåòêàõ çäîðîâîãî äîíîðà, ïðè÷åì ïðè òÿæåëîé ôîðìå
ÀÒ (AT8SP) — â 4 ðàçà âûøå êîíòðîëÿ. Ýòîò ðåçóëüòàò
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Ðèñ. 7. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî äèàïàçîíàì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä.) òðèìåòèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà Í3
(H3K27me3) â ÿäðàõ èíòàêòíûõ êëåòîê èññëåäóåìûõ ëèíèé.

Ïî âåðòèêàëè — äèàïàçîíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (â óñë. åä. ôëóîðåñöåíöèè); ïî ãîðèçîíòàëè — äîëÿ êëåòîê â îáîçíà÷åííîì äèàïàçîíå, %.



äàåò ïðàâî ïîëàãàòü, ÷òî èçìåíåíèÿ ôàêóëüòàòèâíîãî õðî-
ìàòèíà ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ìóòàöèåé â ãåíå ÀÒÌ.
Ê òîìó æå äàííûå òðèìåòèëèðîâàííûå ôîðìû Í3 ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå îíêîìàðêåðîâ (Hosogane etr al.,
2010), ÷òî åùå ðàç ïîäòâåðæëàåò íàøå ïðåäñòàâëåíèå î
íàëè÷èè â êëåòêàõ ÀÒ äâóõ ðàçíîíàïðàâëåííûõ ïðî-
ãðàìì.

Ìîçàèöèçì, ïîäîáíûé òîìó, ÷òî ìû îáíàðóæèëè ïðè
ÀÒ, áûë ðàíåå îïèñàí ïðè ñèíäðîìå Áëþìà. Ó áîëüíûõ,
÷üè ðîäèòåëè íå áûëè áëèçêèìè ðîäñòâåííèêàìè è ó êî-
òîðûõ ìîæíî áûëî ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå ðàçëè÷íûõ ìó-
òàöèé â àëëåëÿõ ãåíà BLM, ïîëó÷åííûõ îò îòöà è ìàòåðè,
íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøàÿ ãðóïïà ëèìôîöèòîâ ñ íîðìàëü-
íûì, à íå ïîâûøåííûì óðîâíåì ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä-
íûõ îáìåíîâ (ÑÕÎ) — âûñîêèé óðîâåíü ÑÕÎ ÿâëÿåòñÿ
íàäåæíûì öèòîãåíåòè÷åñêèì ìàðêåðîì ñèíäðîìà Áëþìà.
Íà îñíîâå ëèìôîöèòîâ òàêèõ ïàöèåíòîâ áûëè ïîëó÷åíû
ëèìôîáëàñòîèäíûå êëåòî÷íûå ëèíèè, â ÷àñòè êîòîðûõ
äåéñòâèòåëüíî íå áûëî ïîâûøåííîãî óðîâíÿ ÑÕÎ. Àâòî-
ðû ðàáîòû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî òàêîå ÿâëåíèå ìîæåò áûòü
ðåçóëüòàòîì âíóòðèãåííîé ðåêîìáèíàöèè (Ellis et al.,
1995). Äåéñòâèòåëüíî, ãîìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ ÷àñòî
áûâàåò çàäåéñòâîâàíà ïðè âîññòàíîâëåíèè íîðìàëüíîãî
àëëåëÿ ãåíà èç äâóõ ìóòàíòíûõ ñ ìóòàöèÿìè â ðàçíûõ
òî÷êàõ (Moynahan et al., 2001).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ìåòîä îáíàðóæåíèÿ ìîçàè÷íûõ
ôîðì ÀÒ òðåáóåò ïðåäâàðèòåëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è
äîñòàòî÷íî ñëîæíî ïîêàçàòü îäíîâðåìåííîå íàëè÷èå â
îäíîé è òîé æå êëåòêå àêòèâíîé ôîðìû ÀÒÌ (Ð-ÀÒÌ) è
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ (èáî ïîñëåäíèå ïðèíÿòî îïè-
ñûâàòü â èíòàêòíûõ êëåòêàõ), äàæå ïðè òàêîì îãðàíè÷å-
íèè ìû íàáëþäàåì ïîÿâëåíèå äâóõ ñóáïîïóëÿöèé, õàðàê-
òåðèçóþùèõñÿ ðàçíîé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè
SIRT6. Ýòî ïîçâîëÿåò ñ áîëüøîé óâåðåííîñòüþ óòâåðæ-
äàòü, ÷òî îáíàðóæåííàÿ ñâÿçü SIRT6 ñ ÀÒ èìååò äîñòî-
âåðíóþ ìîëåêóëÿðíóþ îñíîâó. Äëÿ òðèìåòèëèðîâàííîé
ôîðìû ãèñòîíà Í3 — H3K27me3, ïîâûøåííàÿ èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîòîðîé âûÿâëåíà âî âñåõ èçó÷åí-
íûõ ëèíèÿõ ÀÒ âíå çàâèñèìîñòè îò ôîðìû çàáîëåâàíèÿ,
íå áûëî îáíàðóæåíî äâóõ êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé, ðàç-
ëè÷àþùèõñÿ ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî íå
ïîçâîëÿåò íàì áûòü óâåðåííûìè â íàëè÷èè àññîöèàöèè
ýòîãî ìàðêåðà ñ ÀÒ.

Áåçóñëîâíî, ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå â êëåòêå ïðè
íàðóøåíèè îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ïðîòåêàþò â
êàæäîì ñëó÷àå èíäèâèäóàëüíî è çàâèñÿò îò ìíîãèõ ôàê-
òîðîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ëèøü ïðèîòêðûâàþò çàâåñó â
ýòîì âîïðîñå, êîòîðûé íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøåì èçó÷å-
íèè ñ ïðèâëå÷åíèåì áîëüøåãî êîëè÷åñòâà êëåòî÷íûõ ëè-
íèé êàê îò áîëüíûõ ÀÒ è äðóãèìè ñèíäðîìàìè, õàðàêòå-
ðèçóþùèìèñÿ íàðóøåíèåì ïðîöåññà ðåïàðàöèè ÄÍÊ è
ïðèçíàêàìè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, òàê è çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü ïîæèëîãî âîçðàñòà. Íî òåì íå ìå-
íåå çàôèêñèðîâàííûå íàìè ýïèãåíåòè÷åñêèå îñîáåííîñòè
ïðè ðàçëè÷íûõ ôîðìàõ ÀÒ è îáíàðóæåíèå ìîçàè÷íûõ
ôîðì ýòîãî çàáîëåâàíèÿ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
èçó÷åíèå èçìåíåíèé â êëåòêàõ ïðè íàðóøåíèè ôóíêöèé
ãåíà atm ìîæåò ïîìî÷ü êàê âûÿâèòü áîëåå ÷åòêèå ìàðêå-
ðû äëÿ äàííîãî ñëîæíîãî çàáîëåâàíèÿ, òàê è ïîäðîáíåå
îïèñàòü ýïèãåíåòè÷åñêèå ìåõàíèçìû, âëèÿþùèå íà êëå-
òî÷íîå è îðãàíèçìåííîå ñòàðåíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 12-06-00189à è 14—15-00943).
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Àtaxia-telangiectasia (AT) is a severe hereditary autosomal recessive neurodegenerative disease associated
with accelerated aging and caused by mutation in both alleles of atm gene. This gene encodes a key protein of
cell response to DNA damage — an ATM protein kinase. Normally, upon formation of DNA double strand bre-
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aks ATM is autophosphorylated and its active form phospho-ATM (P-ATM) appears. Here we describe a mosa-
ic form of AT in which cells of the same patient with normal atm gene demonstrated the accumulation of
P-ATM in response to DNA double-strand breaks-inducing factors whereas in cells bearing a mutant form of
atm P-ATM was not detected. The epigenetic markers such as histone deacetylases SIRT1 and SIRT6, and tri-
methylated forms of histone H3 — H3K9me3 and H3K27me3 — were studied in the nuclei of primary fibro-
blasts derived from patients with different forms of AT and the increase of SIRT6 level was revealed.

K e y w o r d s: ataxia-telangiectasia, histone deacetylases SIRT1 and SIRT6, trimethylated forms of histo-
ne H3 — H3K9me3 and H3K27me3.
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