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Èçâåñòíî, ÷òî ïðè èäåíòèôèêàöèè è êëàññèôèêàöèè
õðîìîñîì îäíèì èç îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ ÿâëÿåòñÿ öåíò-
ðîìåðíûé èíäåêñ (ÖÈ). Â öåëîì ÖÈ õðîìîñîì õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ ïîñòîÿíñòâîì â êàðèîòèïå îïðåäåëåííîãî âèäà.
Âîçìîæíûå ïðè÷èíû èçìåíåíèÿ ÖÈ õðîìîñîì — ýòî
ñòðóêòóðíûå ìàëûå è áîëüøèå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì.
Êðîìå òîãî, ïðè÷èíîé íåáîëüøîé èçìåí÷èâîñòè ÖÈ ìî-
æåò áûòü âàðèàáåëüíîñòü ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ðàéîíîâ
õðîìîñîì. Â êëèíè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðè àíàëèçå ïîâðåæ-
äåíèé õðîìîñîì ìåòîä îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà íåðåäêî èñïîëüçóåòñÿ íàðÿäó ñ äðó-
ãèìè ìåòîäàìè èññëåäîâàíèÿ õðîìîñîì. Ìèêðîôîòîìåò-
ðè÷åñêèå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ ÄÍÊ õðîìîñîì íà ïðåïà-
ðàòàõ ÿâëÿþòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè, ÷åì èçìåðåíèÿ
äëèíû õðîìîñîì. Ïî íàøèì äàííûì, ìèêðîôëóîðèìåò-
ðè÷åñêèé ìåòîä ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â
èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ñ òî÷íîñòüþ äî 4.5 ôã.

Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ õðîìîñîì íå çàâèñÿò îò ñòåïåíè ñïèðàëèçàöèè õðî-
ìîñîì, à âàðèàáåëüíîñòü ïî ðàçìåðàì õðîìîñîì âûøå âà-
ðèàáåëüíîñòè ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, íåðåäêî
îïðåäåëÿëè âàðèàöèè ÄÍÊ òàì, ãäå îíè íå ìîãëè áûòü îá-
íàðóæåíû ñ ïîìîùüþ äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ.
Ïðàêòè÷åñêè íè îäíî èññëåäîâàíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà ïðè áîëåçíÿõ, ñâÿçàííûõ ñ õðîìî-
ñîìíûìè àáåððàöèÿìè, íå îáõîäèòñÿ áåç ñâåäåíèé î ñî-
äåðæàíèè ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ åãî íîðìàëüíîãî êàðèîòè-
ïà. Ñ ïîìîùüþ ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà íàìè
áûëî èçìåðåíî ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ, èõ p- è
q-ïëå÷àõ. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïîëó÷èëè ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ëèìôî-
öèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè 3 âíåøíå íîðìàëüíûõ äî-
íîðîâ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäó-
àëüíûõ õðîìîñîìàõ ñíà÷àëà èõ èäåíòèôèöèðîâàëè, èñ-
ïîëüçóÿ äèôôåðåíöèàëüíîå Q-îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ Hoechst 33258, à çàòåì òå æå
õðîìîñîìû ïîñëå óäàëåíèÿ êðàñèòåëÿ îêðàøèâàëè ïî
Ô¸ëüãåíó, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ðåàêòèâà òèïà Øèôôà
ýòèäèóì áðîìèä-SO2. Ìèêðîôëóîðèìåòðèþ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà èçîáðàæåíèé. ÖÈ ÄÍÊ õðîìîñî-

ìû îïðåäåëÿëè êàê îòíîøåíèå èíòåãðàëüíîé ÿðêîñòè
äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîìû ê èíòåãðàëüíîé ÿðêîñòè öå-
ëîé õðîìîñîìû. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ
äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Excel. Â ðåçó-
ëüòàòå ïðîäåëàííîé ðàáîòû áûëè èçìåðåíû ñðåäíèå çíà-
÷åíèÿ ÖÈ ÄÍÊ ñ îøèáêàìè, ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ è
êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè âñåõ õðîìîñîì, âêëþ÷àÿ õðîìî-
ñîìû X è Y, êàðèîòèïà ÷åëîâåêà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàë ñõîäñòâî íàøèõ äàííûõ
ñ äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ.

ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀÒÈÍÎÂÛÅ ÁËÎÊÈ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÃÅÐ-
ÌÀÐÈß CALLIPHORA ERYTHROCEPHALA (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE). © Ò. Â. Àíàíüèíà. Íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèé èíñòèòóò áèîëîãèè è áèîôèçèêè Òîìñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, tany_a@list.ru

Ãåòåðîõðîìàòèí èãðàåò âàæíóþ ðîëü â îðãàíèçàöèè è
ïîääåðæàíèè òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû èíòåðôàçíîãî ÿäðà
(îáåñïå÷èâàåò ìåæõðîìîñîìíûå âçàèìîäåéñòâèÿ íà îñíî-
âå ýêòîïè÷åñêîé êîíúþãàöèè è ðåàëèçóåò ñâÿçü õðîìîñîì
ñ îáîëî÷êîé ÿäðà). Íàøå èññëåäîâàíèå íàïðàâëåíî íà
èçó÷åíèå ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ãåòåðîõðîìàòè-
íîâûõ áëîêîâ â ÿäðàõ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâ-
êè êëåòîê. Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû êëåòêè èç ïåðåäíåãî îòäåëà îâàðèîë Calli-
phora erythrocephala (Mg) — ãåðìàðèÿ. Ýòè êëåòêè
(öèñòîöèòû) îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå äåëåíèÿ öèñòîáëà-
ñòîâ — êëåòîê, ïðîèçâîäíûõ îò ïîëîâûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ÿè÷íèêîâ. Äåëåíèå öèñòîáëàñòà è ïðîèçâîäíûõ îò
íåãî êëåòîê íå çàêàí÷èâàåòñÿ öèòîòîìèåé, è â ðåçóëüòàòå
÷åòûðåõ ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé îáðàçóåòñÿ ãðóïïà (öèñ-
òà) èç 16 ñâÿçàííûõ ìåæäó ñîáîé öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè
ìîñòèêàìè êëåòîê. Â îáëàñòè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìîñòè-
êîâ ôîðìèðóþòñÿ êîëüöåâûå êàíàëû.

Èçó÷àëè 16-êëåòî÷íûå öèñòû èç îòäåëîâ ãåðìàðèÿ 2à,
2b è 3. Áûë ïðîâåäåí àíàëèç ãåîìåòðèè ñîåäèíåíèé êëå-
òîê â öèñòàõ è èçó÷åíî ðàñïðåäåëåíèå ãåòåðîõðîìàòèíî-
âûõ áëîêîâ â ÿäðàõ öèñòîöèòîâ C. erythrocephala. Äëÿ
àíàëèçà ñîåäèíåíèÿ öèñòîöèòîâ â öèñòàõ ãåðìàðèÿ êîëü-
öåâûå êàíàëû áûëè îêðàøåíû ôàëëîèäèíîì, êîíúþãèðî-
âàííûì ñ FITC, è ïîëó÷åíû ãðàôè÷åñêèå ðåêîíñòðóêöèè
îòäåëüíûõ öèñò, ïîçâîëÿþùèå îïðåäåëèòü, â ðåçóëüòàòå
êàêîãî èç ÷åòûðåõ ìèòîçîâ ïðîèçîøëà òà èëè èíàÿ êëåòêà.
Äëÿ èçó÷åíèÿ êîëè÷åñòâà è ðàñïîëîæåíèÿ ãåòåðîõðîìàòè-
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íîâûõ áëîêîâ ÿäðà îêðàøèâàëè DAPI. Ïðè óìåíüøåíèè
èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ôëóîðîõðîìà (â ïðîãðàììå
AxioVision 4.7) â ÿäðàõ âûÿâëÿþòñÿ áëîêè áîëåå èíòåí-
ñèâíî îêðàøåííîãî õðîìàòèíà. Áûëè ïîëó÷åíû ñåðèè îï-
òè÷åñêèõ ñðåçîâ, íà îñíîâàíèè êîòîðûõ ïðîâåäåíà ãðàôè-
÷åñêàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ ðàñïîëîæåíèÿ áëîêîâ â ïðîñòðàí-
ñòâå ÿäðà. Ïðè ñðàâíåíèè ÿäåð öèñòîöèòîâ îòäåëüíûõ
öèñò îêàçàëîñü, ÷òî èìååò ìåñòî ðàçëè÷èå â êîëè÷åñòâå,
ðàçìåðàõ è ðàñïîëîæåíèè ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ áëîêîâ
ìåæäó êëåòêàìè îäíîé öèñòû. ßäðà, ñôîðìèðîâàâøèåñÿ
ïîñëå ÷åòâåðòîãî ìèòîçà, ìîãóò çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àòüñÿ
ïî ýòèì ïðèçíàêàì ìåæäó ñîáîé è îòëè÷àòüñÿ îò ÿäåð,
ñôîðìèðîâàâøèõñÿ â ðåçóëüòàòå ïåðâîãî è âòîðîãî ìèòî-
çîâ. Â äâóõ ïðî-îîöèòàõ èç ðåãèîíîâ 2à è 2b òàêæå îòìå-
÷àþòñÿ ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå è ðàñïîëîæåíèè áëîêîâ.
Ïðè ñìåùåíèè öèñòû â ðåãèîí 3 õðîìàòèí îäíîãî èç
ïðî-îîöèòîâ íà÷èíàåò êîíäåíñèðîâàòüñÿ, â äðóãèõ êëåò-
êàõ öèñòû ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ áëîêîâ ñòàíîâèòñÿ áîëü-
øå (2—5 âìåñòî 1—3 â öèñòàõ èç ðåãèîíîâ 2à è 2b) è îíè
óìåíüøàþòñÿ â ðàçìåðàõ. Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå äèíàìè-
êè ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ áëîêîâ íà ðàííèõ ýòàïàõ äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê ïîçâîëèò ïîëó÷èòü äàííûå î âîññòà-
íîâëåíèè ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäðà ïîñëå äå-
ëåíèÿ êëåòêè è îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, êàêèå
âíóòðèÿäåðíûå àññîöèàöèè ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ðàéîíîâ
âîñïðîèçâîäÿòñÿ ïîñëå äåëåíèÿ è ÿâëÿþòñÿ ñòàáèëüíûìè.

ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÛÉ ÌÓÒÀÃÅÍÅÇ ÃÅÍÀ dRNaseZ ÄÐÎ-
ÇÎÔÈËÛ. © Î. Â. Àíäðååíêîâ,1 Å. È. Âîëêîâà,1 Ñ. À. Äå-
ìàêîâ,1 Ý. Á. Äóáðîâñêèé,2 È. Ô. Æèìóëåâ.1 1 Èíñòèòóò ìî-
ëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñè-
áèðñê, volk@mcb.nsc.ru, è 2 Óíèâåðñèòåò Ôîðäõýìà
(Fordham University), ÑØÀ.

Ãåí RNaseZ(L) äðîçîôèëû (dRNaseZ) êîäèðóåò áåëîê,
îñóùåñòâëÿþùèé ïðîöåññèíã òÐÍÊ. Îí ÿâëÿåòñÿ ÷ëåíîì
ñåìåéñòâà ELAC1/ELAC2, èìåþùèì ãîìîëîãè ó âñåõ æè-
âûõ îðãàíèçìîâ. Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
ýòîò ãåí âîâëå÷åí â òàêèå ôóíäàìåíòàëüíûå áèîëîãè÷å-
ñêèå ïðîöåññû, êàê ðîñò è ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê, ìèòî-
õîíäðèàëüíûé áèîãåíåç è ðåãóëÿöèÿ ãåíîâ. Ãåí ÷åëîâåêà
ELAC2, êîòîðûé êîäèðóåò ãîìîëîã dRNaseZL, ñâÿçàí ñ
ìèòîõîíäðèàëüíîçàâèñèìûìè çàáîëåâàíèÿìè è ïîâû-
øåííûì ðèñêîì ðàêà ïðîñòàòû. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè
ELAC2 â ïàòîëîãèÿõ ÷åëîâåêà àêòóàëåí ôóíêöèîíàëüíûé
àíàëèç RNaseZL íà ìîäåëè äðîçîôèëû. Ãåí dRNaseZ äðî-
çîôèëû áûë èäåíòèôèöèðîâàí è êëîíèðîâàí ãðóïïîé
àìåðèêàíñêèõ èññëåäîâàòåëåé ïîä ðóêîâîäñòâîì ïðîô.
Äóáðîâñêîãî (Dubrovsky et al., 2004). Àâòîðû ïîêàçàëè,
÷òî îí íåîáõîäèì äëÿ ïðîöåññèíãà 3R-êîíöîâ êàê ÿäåð-
íîé, òàê è ìèòîõîíäðèàëüíîé òÐÍÊ (Xie et al., 2011).
Ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî áåëîê
dRNaseZ ìîæåò èìåòü íåñêîëüêî áèîëîãè÷åñêèõ ôóíê-
öèé, ïðè÷åì ÷àñòü èç íèõ, ïî-âèäèìîìó, íå ñâÿçàíà ñ
åãî êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ. Â ðàìêàõ ñîâìåñòíî-
ãî ïðîåêòà ñ ãðóïïîé ïðîô. Äóáðîâñêîãî äëÿ äàëüíåéøå-
ãî èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé áåëêà dRNaseZ
ìû èñïîëüçîâàëè íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé è ñîâðåìåííûé
ìåòîä ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè — «ãåíîìíóþ èíæå-
íåðèþ».

Íà ïåðâîì ýòàïå ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ íà îñíîâå BAC-êëî-
íà CH322-103J20 ìû ñèíòåçèðîâàëè 3R- è 5R-ãåíîìíûå
ôðàãìåíòû, ôëàíêèðóþùèå ãåí dRNaseZ. Ýòè ôðàãìåíòû
áûëè ïîñëåäîâàòåëüíî êëîíèðîâàíû â âåêòîð pGX-attP.

Ïóòåì Ð-ýëåìåíò-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè êîíñò-
ðóêöèÿ áûëà âñòàâëåíà â òðåòüþ õðîìîñîìó ãåíîìà äðî-
çîôèëû è ïîëó÷åíà «äîíîðíàÿ ëèíèÿ». Ñêðåùèâàíèå ìóõ
«äîíîðíîé» ëèíèè ñ ìóõàìè, íåñóùèìè òðàíñãåí FLP ðå-
êîìáèíàçû ïîä êîíòðîëåì òåïëîâîãî øîêà, èíäóöèðóåò
âûðåçàíèå ÄÍÊ äîíîðíîãî âåêòîðà ïî FRT-ñàéòàì. Â ðå-
çóëüòàòå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ãåí dRNaseZ çàìå-
ùàåòñÿ íà ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé ðåïîðòåð [white+],
îêðóæåííûé loxP-ñàéòàìè, ñöåïëåííûé ñ attP. Ñðåäè ïî÷-
òè 15 000 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ïîòîìêîâ áûëî íàéäåíî
11 êðàñíîãëàçûõ ìóõ. Äëÿ 4 ïîëó÷åííûõ ëèíèé áûëà ïðî-
âåäåíà ÏÖÐ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãåíîìíûìè ïðàéìåðà-
ìè, è ñîáûòèå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè áûëî äîêàçà-
íî. Äàëåå ñ ïîìîùüþ Cre-ðåêîìáèíàçû âûðåçàëè [white+]
ïî loxP-ñàéòàì â îäíîé èç îòîáðàííûõ ëèíèé. Òàêèì îá-
ðàçîì, áûëà ïîëó÷åíà «áàçîâàÿ» ëèíèÿ DdRNaseZ
[w–]/CyO, ãåíîìíàÿ ÄÍÊ êîòîðîé áûëà òàêæå ïðîâåðåíà ñ
ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ è ñåêâåíèðîâàíà.
Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, äåëåöèÿ ãåíà dRNaseZ è åãî çà-
ìåùåíèå ñàéòîì attP âûçâàëè ëåòàëüíîñòü ãîìîçèãîòíûõ
ïîòîìêîâ. Äàëåå ìû ïðîâåëè ðåèíòåãðàöèþ ïîëíîðàç-
ìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà dRNaseZ ñ ïîìîùüþ
jÑ31-èíòåãðàçû ïî ñàéòàì attP/attB. Äëÿ ýòîãî íàìè áûëà
ñîçäàíà òðàíñãåííàÿ êîíñòðóêöèÿ íà îñíîâå âåêòîðà
pGE-attB-GMR, â êîòîðóþ áûëè êëîíèðîâàíû ãåí dRNa-
seZ è êîðîòêèé ó÷àñòîê, êîäèðóþùèé V5-ýïèòîï, äëÿ ïî-
ñëåäóþùåé äåòåêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ â êëåòêå ïðîäóêòà
ýòîãî ãåíà ñ ïîìîùüþ àíòèòåë. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè
ýòîãî âåêòîðà â áàçîâóþ ëèíèþ, ñîäåðæàùóþ èñòî÷íèê
ñïåöèôè÷åñêîé jÑ31-èíòåãðàçû, ïðîèçîøëî «ñïàñåíèå»
ìóòàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîëó÷èëè áàçîâóþ ëèíèþ è
ïîëíîðàçìåðíóþ êîíñòðóêöèþ ãåíà dRNaseZ, «ñïàñàþ-
ùóþ» ôåíîòèï, ÷òî ïîçâîëÿåò â äàëüíåéøåì íàïðàâëåííî
è ýôôåêòèâíî ìîäèôèöèðîâàòü èçó÷àåìûé ãåí â ëþáîé
æåëàåìûé àëëåëü.
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Àêâàòîðèÿ ðîññèéñêîé ÷àñòè Ñåâåðíîé Ïàöèôèêè ÿâ-
ëÿåòñÿ çîíîé àêòèâíîãî ïðîìûñëà ìîðñêèõ áèîðåñóðñîâ,
ýôôåêòèâíîñòü êîòîðîãî ñâÿçàíà ñ ðåãóëÿðíûì ìîíèòî-
ðèíãîì ñîñòîÿíèÿ ïîïóëÿöèé êîììåð÷åñêè çíà÷èìûõ âè-
äîâ ñ öåëüþ îòñëåæèâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèé, â òîì
÷èñëå ãåíîìíûõ è ïðîëèôåðàòèâíûõ àíîìàëèé. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ïðîèçâåäåí àíàëèç âêëþ÷åíèÿ áðîìäåçîêñè-
óðèäèíà (ÁÄÓ) è ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ ãåìîöèòîâ
ïîëîâîçðåëûõ äâóñòâîð÷àòûõ ìîëëþñêîâ Anadara broug-
htonii èç Àìóðñêîãî çàë. — çîíû ïîâûøåííîé àíòðîïî-
ãåííîé íàãðóçêè, ïðèëåãàþùåé ê óðáàíèçèðîâàííûì òåð-
ðèòîðèÿì ã. Âëàäèâîñòîêà è åãî àãðàðíî-ïðîìûøëåííûõ
ïðèãîðîäîâ.

Ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç âêëþ÷åíèÿ ÁÄÓ (èìïóëü-
ñíàÿ ìåòêà) ïîêàçàë, ÷òî ó âñåõ èññëåäîâàííûõ îñîáåé
÷àñòü ãåìîöèòîâ íàõîäèëàñü â ñîñòîÿíèè ñèíòåçà ÄÍÊ.
Ñðåäè ìå÷åíûõ êëåòîê âñòðå÷àëèñü êàê ãèàëèíîöèòû (ìî-
ëîäûå ãåìîöèòû, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñïîñîáíûå ê ïðîëè-
ôåðàöèè), òàê è ãðàíóëîöèòû (òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöè-
ðîâàííûå ãåìîöèòû). Ïðè ýòîì ó 70 % æèâîòíûõ ìåòè-

640 XVII Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì «Ñòðóêòóðà è ôóíêöèè êëåòî÷íîãî ÿäðà»



ëèñü òîëüêî ãðàíóëîöèòû (îò 1 äî 3 %); â ýòîì ñëó÷àå
äîëÿ ìå÷åíûõ êëåòîê íå ïðåâûøàëà 3 % îò âñåõ ãåìîöè-
òîâ, ïîñêîëüêó ãðàíóëîöèòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äîìè-
íèðóþùèé êëåòî÷íûé ìîðôîòèï (~ 99 %) â äàííîé êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ó îñòàëüíûõ îñîáåé ÁÄÓ òàêæå âêëþ-
÷àëè îò 30 äî 65 % ãèàëèíîöèòîâ, çà ñ÷åò ÷åãî äîëÿ
ìå÷åíûõ êëåòîê â ðàñ÷åòå íà âñþ êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ
âàðüèðîâàëà îò 2.5 äî 6.2 %. Êîëè÷åñòâî ìå÷åíûõ ãåìî-
öèòîâ î÷åíü ñëàáî êîððåëèðîâàëî ñ îáùåé êîíöåíòðàöèåé
êëåòîê â ãåìîëèìôå (êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè 0.17).

Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè â èññëåäîâàííîé
âûáîðêå äëÿ ãèàëèíîöèòîâ áûëî îáíàðóæåíî íåñêîëüêî
âàðèàíòîâ ÄÍÊ-ïðîôèëåé: 1) ñèììåòðè÷íûé 2ñ-ïèê ñ êî-
ýôôèöèåíòîì âàðèàöèè k 8 % (ñîîòâåòñòâóåò ñòàáèëüíî-
ìó ñîñòîÿíèþ ãåíîìà), ïðèñóòñòâóåò äî 10 % ãè-
ïåð-2ñ-êëåòîê (40 % îñîáåé); 2) ñèììåòðè÷íûé 2ñ-ïèê ñ
êîýôôèöèåíòîì âàðèàöèè > 8 % (ñîîòâåòñòâóåò ïîâû-
øåííîé âàðèàáåëüíîñòè ðàçìåðà ãåíîìà; 10 % îñîáåé);
3) 2ñ-ïèê, àñèììåòðè÷íûé çà ñ÷åò ïîÿâëåíèÿ ãèïîäèïëî-
èäíûõ êëåòîê (10 % îñîáåé); 4) îò 10 äî 30 % êëåòîê ôîð-
ìèðóþò äîïîëíèòåëüíûå ãèïåðäèïëîèäíûå ïèêè, â
îñíîâíîì íà óðîâíå çíà÷åíèé ìàññû ÄÍÊ 3ñ (40 % îñî-
áåé). Õàðàêòåð ÄÍÊ-ïðîôèëåé äëÿ ãðàíóëîöèòîâ áûë äî-
ñòàòî÷íî ñòàíäàðòíûì ó âñåõ èññëåäîâàííûõ æèâîòíûõ:
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê (îò 98.5 äî 99.8 %)
ôîðìèðîâàëè íà ãèñòîãðàììå ñèììåòðè÷íûé 2ñ-ïèê ñ êî-
ýôôèöèåíòîì âàðèàöèè ~ 8 %, îñòàëüíûå êëåòêè áûëè ãè-
ïåðäèïëîèäíûìè. Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ãðàíóëîöèòû äîìè-
íèðóþò â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, îáùàÿ äîëÿ ãèïåðäèïëî-
èäíûõ ãåìîöèòîâ ó âñåõ èññëåäîâàííûõ æèâîòíûõ
îêàçûâàåòñÿ íèçêîé (1.0 � 0.1 %).

Äëÿ âñåé èññëåäîâàííîé âûáîðêè êîððåëÿöèÿ ìåæäó
êîëè÷åñòâîì ìå÷åííûõ ÁÄÓ êëåòîê è êîëè÷åñòâîì ãèïåð-
äèïëîèäíûõ êëåòîê îêàçàëàñü îòðèöàòåëüíîé. Êðîìå
òîãî, áîëüøèíñòâî ãèïåðäèïëîèäíûõ êëåòîê íå äîñòèãà-
ëî çíà÷åíèé ìàññû ÄÍÊ 4ñ. Òàêèì îáðàçîì, ðåïëèêàöèÿ
ÄÍÊ â êëåòêàõ ãåìîëèìôû âðÿä ëè ñâÿçàíà ñ èõ ïðîëèôå-
ðàöèåé — ýòà ñòàäèÿ ãåìîïîýçà, ñêîðåå âñåãî, ïðîèñõîäèò
â ëîêàëèçîâàííûõ î÷àãàõ. Åñëè öèðêóëèðóþùèå ãåìîöè-
òû è âñòóïàþò â S-ôàçó, òî äî G2-ïåðèîäà è ìèòîçà äîõî-
äÿò ëèøü åäèíèöû. Âîçìîæíî, îáíàðóæåííàÿ íàìè ðåï-
ëèêàöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ â ðàìêàõ ðåïàðàöèè ïîâðåæäå-
íèé ÄÍÊ èëè îòðàæàåò ðàçâèòèå âèðóñíûõ èíôåêöèé.
Âûñîêàÿ âñòðå÷àåìîñòü àíîìàëèé â ðàñïðåäåëåíèè ãèàëè-
íîöèòîâ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î
íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà àíàäàð â Àìóðñêîì çàë. è íå èñê-
ëþ÷àåò àíåóïëîèäèè è ïîëèïëîèäèè. Ðåãèñòðàöèÿ íå-
ñòàíäàðòíûõ ÄÍÊ-ïðîôèëåé â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ äâó-
ñòâîð÷àòûõ ìîëëþñêîâ îáû÷íî ðàññìàòðèâàåòñÿ â áèîèí-
äèêàöèè êàê ïîêàçàòåëü ãåíîòîêñè÷íîñòè âîäíîé ñðåäû.
Îòñóòñòâèå ýòèõ æå àíîìàëèé â ãðàíóëîöèòàõ ìîæåò áûòü
ðåçóëüòàòîì îòñåâà ìóòàíòíûõ êëåòîê íà áîëåå ðàííèõ
ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè.
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Â òðîôîöèòàõ ÿè÷íèêîâ ìàëÿðèéíûõ êîìàðîâ Ano-
pheles ïîëèòåííûå õðîìîñîìû èìåþò ìîùíûå ïðèêðåï-
ëåíèÿ ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå, êîòîðûå ìîæíî îáíàðóæèòü íà

ïîëóäàâëåíûõ ïðåïàðàòàõ. Áëèçêèå âèäû ìàëÿðèéíûõ êî-
ìàðîâ êîìïëåêñà maculipennis ðàçëè÷àþòñÿ ïî íàëè÷èþ
èëè îòñóòñòâèþ ïðèêðåïëåíèÿ ó îòäåëüíûõ õðîìîñîì, ïî
ëîêàëèçàöèè ðàéîíîâ ïðèêðåïëåíèÿ íà õðîìîñîìå è ïî
ìîðôîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ýòèõ ðàéîíîâ (Ñòåã-
íèé, 1979, 1993, 2006). Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíû âèäîñïå-
öèôè÷íûå îñîáåííîñòè ëîêàëèçàöèè íàèáîëåå ïðîòÿæåí-
íûõ ðàéîíîâ âçàèìîäåéñòâèÿ õðîìîñîì òðîôîöèòîâ ê
ÿäåðíîé ëàìèíå ñ ïîìîùüþ èììóíîîêðàøèâàíèÿ àíòèòå-
ëàìè ê ëàìèíó Â (Àðòåìîâ è äð., 2013). Â äàííîé ðàáîòå
áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ó Õ-õðîìîñîìû Àn. bekle-
mishevi ÷åòûðå ðàéîíà ïðèêðåïëåíèÿ — À, Â, Ñ è D; ó
Àn. atroparvus — òðè ðàéîíà ïðèêðåïëåíèÿ — 2Ñ, 3A è
3C; ó Õ-õðîìîñîìû An. messeae òðè ðàéîíà ïðèêðåïëå-
íèÿ — 1C, 1D è 2B-C. Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
áûëî îïðåäåëèòü, ðàñïîëîæåíû ëè ðàéîíû âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé â ãîìåîëîãè÷íûõ ðàéîíàõ X-õðî-
ìîñîìû ó ðàçíûõ âèäîâ.

Íåêîòîðûå ðàéîíû Õ-õðîìîñîì òðîôîöèòîâ, êîòîðûå
ñâÿçûâàþòñÿ ñ ëàìèíîì Â, áûëè ìèêðîäèññåêòèðîâàíû, è
ÄÍÊ-ïðîáû ýòèõ ðàéîíîâ èñïîëüçîâàíû äëÿ ïåðåêðåñò-
íîé ìåæâèäîâîé ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ñ
õðîìîñîìàìè âèäîâ An. beklemishevi, An. atroparvus è
An. messeae.

Ãîìåîëîãè÷íûå ðàéîíó À Õ-õðîìîñîìû An. beklemi-
shevi ðàéîíû Õ-õðîìîñîìû An. messeae (ðàéîí 2B-C) è
An. atroparvus (2C) ñîõðàíÿþò ñâÿçü ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé.
Îáùåå ïðîèñõîæäåíèå ýòèõ ðàéîíîâ ïîäòâåðæäàåòñÿ òàê-
æå FISH ÄÍÊ-ïðîáû 2Ñ An. atroparvus c Õ-õðîìîñîìîé
An. messeae — ñèãíàë ëîêàëèçîâàëñÿ â ðàéîíå 2B-C. Ãî-
ìåîëîãè÷íûå ðàéîíó B ðàéîíû An. messeae è An. atropar-
vus íå îáíàðóæèâàþò êîíòàêòîâ ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äîêàçûâàþò ñóùåñòâîâàíèå íàðÿäó
ñ ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûìè ðàéîíàìè âçàèìîäåéñò-
âèÿ õðîìîñîì ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé ðàéîíîâ, êîòîðûå ïðè-
îáðåëè èëè óòðàòèëè ñïîñîáíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
ëàìèíîé â õîäå ýâîëþöèè.

FISH ÄÍÊ-ïðîáû ðàéîíà 3Ñ An. atroparvus ïîêàçàëà
ñóùåñòâîâàíèå äâóõ ãîìåîëîãè÷íûõ ðàéîíîâ ó An. mes-
seae (ðàéîíû 1Ñ è 3A). Ïðè ýòîì ðàéîí 1Ñ An. messeae
âçàèìîäåéñòâóåò ñ ëàìèíîì, à 3A íå îáíàðóæèâàåò âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ïðèìåíÿåìûìè íàìè ìåòîäàìè. Ïîïûòêà
ãèáðèäèçîâàòü ÄÍÊ-ïðîáó ðàéîíà 1Ñ An. messeae ñ õðî-
ìîñîìàìè An. atroparvus ïðèâåëà ê ñõîäíîìó ðåçóëüòàòó,
êîãäà ó Õ-õðîìîñîìû ýòîãî âèäà îáíàðóæèëèñü íå îäèí,
à äâà ãîìåîëîãè÷íûõ ðàéîíà 3Ñ è 1Ñ. 3Ñ èìååò êîíòàêò ñ
ëàìèíîé, à 1Ñ — íåò. Ðåçóëüòàòû äâóõ ïîñëåäíèõ FISH
ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû ëîêàëèçàöèåé â ðàéîíàõ 1Ñ
An. messeae è 3Ñ An. atroparvus òî÷êè ðàçðûâà ôèêñèðî-
âàííîé èíâåðñèè. Ïðè ýòîì ðàéîí êîíòàêòà ñ ÿäåðíîé ëà-
ìèíîé ó ïðåäêîâîãî âèäà íå áûë ðàçäåëåí èíâåðñèåé íà
äâå ÷àñòè, à îñòàâàëñÿ òîëüêî ïî îäíó ñòîðîíó îò òî÷êè
ðàçðûâà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü äðóãîå îáúÿñíåíèå ïîëó-
÷åííûì ðåçóëüòàòàì. Ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè ðàéîíîâ
âçàèìîäåéñòâèÿ õðîìîñîì ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé ó An. mes-
seae (ðàéîí 1Ñ) è An. atroparvus (ðàéîí 3A) íå ñâÿçàíû ñ
õðîìîñîìíûìè ïåðåñòðîéêàìè, à ïðîèçîøëè ïóòåì ïåðå-
äà÷è ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, îòâåòñòâåííûõ çà ïðè-
êðåïëåíèå, îò îäíîãî ðàéîíà äðóãîìó. Òàêóþ ïåðåäà÷ó
ìîãëè áû îáåñïå÷èòü ìîáèëüíûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû
(Avramova et al., 1998).

Àâòîðû ïëàíèðóþò ïðîâåñòè áîëåå ïîäðîáíûé àíà-
ëèç ðåîðãàíèçàöèè àðõèòåêòóðû Õ-õðîìîñîìû òðîôîöè-
òîâ â õîäå ýâîëþöèè ìàëÿðèéíûõ êîìàðîâ, ïðèâëåêàÿ
äðóãèå áëèçêèå âèäû Anopheles êîìïëåêñà maculipennis.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 641



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïîâûøåíèÿ êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè Òîìñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

ÐÎËÜ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ Â ÎÑÍÎÂÍÛÕ ÔÓÍÊÖÈßÕ
ßÄÐÀ: ÎÁÇÎÐ È ÍÎÂÛÅ ÃÈÏÎÒÅÇÛ. © È. Ã. Àðõèïîâ.
Íàöèîíàëüíûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò èì. À. À. Áîãî-
ìîëüöà, Êèåâ, Óêðàèíà, fichino@mail.ru

Ñèñòåìà óáèêâèòèíçàâèñèìîãî ïðîòåàñîìíîãî ïðîòå-
îëèçà (ÓÏÏ) âûïîëíÿåò ôóíêöèþ ñïåöèôè÷åñêîé íåëèçî-
ñîìíîé äåãðàäàöèè âíóðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ è èìååò âàæ-
íîå ðåãóëÿòîðíîå çíà÷åíèå. Èçâåñòíûå íà ñåãîäíÿøíèé
äåíü ôóíêöèè ïðîòåàñîìû ñâÿçàíû â îñíîâíîì ñ åå ïðî-
òåîëèòè÷åñêèìè àêòèâíîñòÿìè, îäíàêî âñå áîëüøå ðàáîò
ïîñâÿùàåòñÿ íåïðîòåîëèòè÷åñêèì àêòèâíîñòÿì ïðîòåàñî-
ìû, â òîì ÷èñëå ýíäîðèáîíóêëåàçíîé è ÀÒÔàçíîé, ïîêà-
çûâàÿ, ÷òî ó÷àñòèå ïðîòåàñîìû â êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ
îñóùåñòâëÿåòñÿ êîìïëåêñíî. ÓÏÏ ó÷àñòâóåò ïðàêòè÷åñêè
âî âñåõ ïðîöåññàõ â êëåòêå, â òîì ÷èñëå â âûïîëíåíèè
âñåõ áàçèñíûõ ôóíêöèé ÿäðà êëåòêè — õðàíåíèÿ, ïåðåäà-
÷è è ðåàëèçàöèè ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè.

Õðàíåíèþ ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè ÓÏÏ ñïîñîá-
ñòâóåò çà ñ÷åò ó÷àñòèÿ â ïðîöåññàõ ðåïàðàöèè ÄÍÊ, êàê
çà ñ÷åò ïðÿìîãî âîçäåéñòâèÿ íà ôåðìåíòû ýêñöèçèîí-
íîé ðåïàðàöèè, òàê è çà ñ÷åò äåãðàäàöèè êîðîâûõ ãèñòî-
íîâ.

Â ïåðåäà÷å ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè âàæíà ðåãóëÿ-
öèÿ ïðîõîæäåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà çà ñ÷åò ÓÏÏ-çàâèñè-
ìîé ðåãóëÿöèè öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç äåãðàäàöèè ðåï-
ëèñîìû. Â ñïåðìàòîãåíåçå ïðè ìåòàìîðôîçå ÿäðà áóäó-
ùåãî ñïåðìàòîçîèäà ÓÏÏ äåãðàäèðóåò êîðîâûå ãèñòîíû,
ñïîñîáñòâóÿ óïëîòíåíèþ õðîìàòèíà.

Îñîáîãî âíèìàíèÿ, íà íàø âçãëÿä, çàñëóæèâàåò òî,
÷òî ÓÏÏ ïðèíèìàåò ó÷àñòèå ïðàêòè÷åñêè íà âñåõ ýòàïàõ
ðåàëèçàöèè ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè. Òàê, íà ýòàïå
òðàíñêðèïöèè äåãðàäàöèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ,
èõ àêòèâàòîðîâ è êîàêòèâàòîðîâ íóæíà äëÿ ñâîåâðåìåí-
íîãî «âûâåäåíèÿ èõ èç èãðû». Áîëåå òîãî, ÓÏÏ îáåñïå÷è-
âàåò ïðèâëå÷åíèå íåêîòîðûõ àêòèâàòîðîâ ê ïðîìîòîðíîé
îáëàñòè ãåíîâ è ìàòóðàöèþ êîìïëåêñîâ ýëîíãàöèè.

Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìíîãèå ôàêòîðû ÓÏÏ ïðè-
íèìàþò ó÷àñòèå â ïðîöåññå ñïëàéñèíãà ÐÍÊ. Óáèêâèòè-
íèðîâàíèåì ðåãóëèðóåòñÿ àêòèâíîñòü ðÿäà ôàêòîðîâ
ñïëàéñèíãà, è íåäàâíî òàêîé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè áûë
îïèñàí äëÿ ó÷àñòâóþùåãî â ïðîöåññèíãå ïðå-ìÐÍÊ
hPrp19. Òàêæå â ïðîöåññèíãå ÐÍÊ ó÷àñòâóåò ñóáúåäèíèöà
DSS1 ïóòåì ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ
äâóõöåïî÷å÷íûõ ÐÍÊ àäåíîçèí äåçàìèíàç. Ðîëü ðåãóëè-
ðóþùåãî óáèêâèòèíèðîâàíèÿ â ñïëàéñèíãå ïîêàçàíà òàê-
æå äëÿ Prp8, U4/U6-U5 snRNP. Îäíàêî ñâèäåòåëüñòâà î
âëèÿíèè èíãèáèòîðà ïðîòåàñîìû MG132 íà 24 ôàêòîðà
ñïëàéñèíãà íàòàëêèâàþò íà ìûñëü î íåïîñðåäñòâåííîì
ó÷àñòèè ïðîòåàñîìû â ñïëàéñèíãå, ÷òî åùå ïðåäñòîèò
ïðîâåðèòü. Ïîìèìî ýòîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÓÏÏ ñïî-
ñîáñòâóåò îáëåã÷åíèþ ýêñïîðòà ÐÍÊ èç ÿäðà.

Äëÿ âñåõ òðåõ ôóíêöèé íåîáõîäèìû îáåñïå÷åíèå äè-
íàìèêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, à òàêæå ðåìîäåëèðîâàíèÿ
õðîìàòèíà. ÓÏÏ çàäåéñòâîâàí â äåãðàäàöèè áåòà-êàòåíè-
íà êàê îñíîâíîãî êîìïîíåíòà ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, ÷òî ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âîçìîæíîé ðîëè ÓÏÏ â ðåãóëÿ-
öèè äèíàìèêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà. À òàêæå ïðîòåàñîìà
ó÷àñòâóåò â ðåìîäåëèðîâàíèè õðîìàòèíà êàê çà ñ÷åò ïðî-
òåîëèòè÷åñêèõ, òàê è çà ñ÷åò ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòåé. Áî-

ëåå òîãî, óáèêâèòèíèðîâàíèå ãèñòîíîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ãåíîìà.

Íå ìåíåå èíòåðåñíîé îêàçûâàåòñÿ âåñüìà ñïåöè-
ôè÷íàÿ ýíäîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîìû, êîòîðàÿ
ïîêàçàíà â îòíîøåíèè ðÐÍÊ è ìÐÍÊ, ñîäåðæàùèõ
AUUUA-ïîâòîðû è íå òîëüêî. Ó÷èòûâàÿ âûøåóïîìÿíó-
òîå ó÷àñòèå ïðîòåàñîìû â ìàòóðàöèè ìÐÍÊ, ìû äîïóñêà-
åì ãèïîòåçó î íåïîñðåäñòâåííîì ó÷àñòèè ïðîòåàñîìû â
ñîçðåâàíèè è ñòàáèëüíîñòè íå òîëüêî ìÐÍÊ, íî è íåêîäè-
ðóþùèõ ÐÍÊ.

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèç ôóíêöèé ïðîòåàñîìû â ÿäðå
êëåòêè ïîêàçûâàåò åå øèðîêèé ñïåêòð ó÷àñòèÿ â ðåãóëÿ-
öèè ìíîãèõ êëþ÷åâûõ àñïåêòîâ åãî äåÿòåëüíîñòè. Ìû âè-
äèì îñîáî ïåðñïåêòèâíûì èçó÷åíèå ðîëè ÓÏÏ â ðåãóëÿ-
öèè íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ.

ÂËÈßÍÈÅ ÑÒÀÒÓÑÀ ÌÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÄÍÊ ÍÀ
ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÓÞ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÞ ÐÈÁÎÍÓÊËÅÎÏÐÎ-
ÒÅÈÍÎÂÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ßÄÅÐ ÌÅÐÈÑÒÅÌÀ-
ÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ ÏØÅÍÈÖÛ TRITICUM AESTI-
VUM L. © Å. Í. Áàðàíîâà,1 Å. Ì. Ëàçàðåâà.2 1 Âñåðîñ-
ñèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ñåëüñêîõî-
çÿéñòâåííîé áèîòåõíîëîãèè, Ìîñêâà, greenpro2007@ram-
bler.ru, è 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ñóùåñòâåííîé ñîñòàâëÿþùåé ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãó-
ëÿöèè ãåíîìà ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, êî-
òîðîå ïðîèñõîäèò ïóòåì ïðèñîåäèíåíèè ìåòèëüíîé ãðóï-
ïû ê öèòîçèíó â ñîñòàâå CpG-äèíóêëåîòèäà â ïîçèöèè Ñ5
öèòîçèíîâîãî êîëüöà. Ñíèæåíèå ìåòèëèðîâàíèÿ íåîáõî-
äèìî äëÿ àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè. Äåìåòèëèðîâàíèå ìî-
æåò áûòü âûçâàíî ýêñïåðèìåíòàëüíî ñ ïîìîùüþ àíàëîãà
îñíîâàíèÿ ÄÍÊ 5-àçàöèòèäèíà (5-àçàÖ). ÀÖ âêëþ÷àåòñÿ â
ÄÍÊ â õîäå ðåïëèêàöèè è äåéñòâóåò êàê èíãèáèòîð ìåòè-
ëàçû, ñíèæàÿ, òàêèì îáðàçîì, óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ. Ìîäåëüþ äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ äåìåòèëèðîâàíèÿ íà
ýêñïðåññèþ ÿâëÿþòñÿ ãåíû, êîäèðóþùèå ð-ÐÍÊ (Chen,
Pikaard, 1997). Â ðàáîòå èçó÷åíî âëèÿíèå àíàëîãà îñíîâà-
íèÿ ÄÍÊ 5-àçàÖ íà óëüòðàñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ
ÿäåðíûõ êîìïàðòìåíòîâ êëåòîê ìåðèñòåìû êîðíåé ïøå-
íèöû. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè 5-àçàÖ â òðåõ ðàç-
ëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ — 25, 100 è 500 ìêÌ, âðåìÿ âîç-
äåéñòâèÿ — 30 ÷. Èçìåíåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ
îöåíèâàëè áèîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì, â êà÷åñòâå öèòîëî-
ãè÷åñêîãî ìàðêåðà èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ñåðåáðåíèå ëàòåíòíûõ îðãàíèçàòîðîâ ÿäðû-
øåê â ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ (Chen et al., 1998). Óëüò-
ðàñòðóêòóðó ÿäåð èçó÷àëè ìåòîäîì ÒÝÌ. Â êîíòðîëå
èíòåðôàçíûå êëåòêè ìåðèñòåìû ïøåíèöû ñîäåðæàò îò
1 äî 4, ðåæå 5—6 ÿäðûøåê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàçìåðàì.
Â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ âûÿâëÿþòñÿ äâå ïàðû ãîìîëî-
ãè÷íûõ õðîìîñîì ñ àêòèâíûìè ÿäðûøêîâûìè îðãàíèçà-
òîðàìè (ßÎ), ïî öåíòðîìåðíîìó èíäåêñó è ìîðôîëîãèè
ñîîòâåòñòâóþùèìè õðîìîñîìàì 1Â è 6Â. ßÎ âèçóàëèçè-
ðóþòñÿ êàê êîìïàêòíûå áëîêè èëè ïðîòÿæåííûå àðãåíòî-
ôèëüíûå ñòðóêòóðû. Ïîñëå îáðàáîòêè 5-àçàÑ íà ïðåïàðà-
òàõ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê âûÿâëÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå
ëîêóñû ñåðåáðåíèÿ, õîòÿ âñòðå÷àþòñÿ ìåòàôàçíûå êëåò-
êè, ñîäåðæàùèå àêòèâíûå ßÎÐ òîëüêî íà õðîìîñîìàõ 1Â
è 6Â. Ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 5-àçàÖ 25 è 100 ìêÌ òàêèõ êëå-
òîê áîëüøèíñòâî (70 %), â òî âðåìÿ êàê ïðè êîíöåíòðà-
öèè 500 ìêÌ âñå ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè èìåþò àêòèâèðî-
âàííûå ëàòåíòíûå ßÎÐ. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá
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àêòèâàöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðÐÍÊ, â õðîìîñîìàõ, ñî-
äåðæàùèõ ëàòåíòíûå îðãàíèçàòîðû ÿäðûøåê. Íà ìàêðî-
è óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíÿõ âûÿâëåíû ñëåäóþùèå ýô-
ôåêòû äåéñòâèÿ àçàöèòèäèíà: 1) ÷àñòè÷íî áëîêèðóåòñÿ
ðîñò êîðíåé óæå ïðè êîíöåíòðàöèè 25 ìêÌ; 2) ÷àñòè÷íî
èíãèáèðóåòñÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ìåðè-
ñòåìû; 3) â ÿäðàõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê âîçðàñòàåò êîëè÷å-
ñòâî ÿäðûøåê, ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 5-àçàÖ 100 è 500 ìêÌ
âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè (1—2 íà 1000), ñîäåðæàùèå 10 ÿäðû-
øåê è áîëåå; 4) ïðè äîçàõ 5-àçàÖ 100 è 500 ìêÌ â íåêîòî-
ðûõ ÿäðàõ ôîðìèðóþòñÿ ìíîæåñòâåííûå (îò 5—8 äî íå-
ñêîëüêèõ äåñÿòêîâ íà ÿäðî) àðãåíòîôèëüíûå ñòðóêòóðû;
5) ïî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, â ÿäðàõ ïîñëå
äåéñòâèÿ 5-àçàÖ ôîðìèðóþòñÿ ñëåäóþùèå ñòðóêòóðíûå
êîìïëåêñû: ñêîïëåíèÿ ôèáðèëëÿðíûõ ÐÍÏ-÷àñòèö â âèäå
òðóáî÷åê (30—40 íì), îâàëüíûå ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç
ôèáðèëë, îáîãàùåííûõ ãðàíóëàìè (ìèêðîÿäðûøêè),
ôèáðèëëÿðíûå êîìïëåêñû (ïóôôû). Àíàëîãè÷íûå ñòðóê-
òóðû ìîæíî íàáëþäàòü â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, îä-
íàêî â îãðàíè÷åííîì êîëè÷åñòâå è íå âî âñåõ ÿäðàõ. Êàê
ïîêàçûâàåò èíãèáèòîðíûé àíàëèç, ïîñëå îáðàáîòêè ïðî-
ðîñòêîâ àêòèíîìèöèíîì Ä íàáëþäàþòñÿ ðåçêîå èçìåíå-
íèå ìîðôîëîãèè ÿäðûøåê (ïîòåðÿ ÷àñòè ãðàíóëÿðíîãî
êîìïîíåíòà, ïîÿâëåíèå â öåíòðàëüíîé îáëàñòè äåêîìïàê-
òèçîâàííîãî õðîìàòèíà) è êîíòðàêòàöèÿ ÐÍÏ-êîìïëåêñîâ
2-ãî è 3-ãî òèïîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå îáñóæäàþòñÿ â
ðàìêàõ ãèïîòåçû î íåñêîëüêèõ òèïàõ îðãàíèçàöèè òðàíñ-
êðèïöèîííî àêòèâíûõ ëîêóñîâ õðîìîñîì.

ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÅ ÏÐÅÄÑÒÀÂËÅÍÈß Î ÑÒÐÎÅÍÈÈ È
ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈÈ ßÄÅÐÍÎÃÎ ÀÏÏÀÐÀÒÀ
ÄÈÀÒÎÌÎÂÛÕ ÂÎÄÎÐÎÑËÅÉ. © Å. Ä. Áåäîøâèëè.
Ëèìíîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò ÑÎ ÐÀÍ, Èðêóòñê, bedoshvi-
li@lin.irk.ru

Äèàòîìîâûå âîäîðîñëè (îòäåë Bacillariophyta) — îä-
íîêëåòî÷íûå ýóêàðèîòè÷åñêèå îðãàíèçìû. Íà äîëþ äèà-
òîìåé, îáèòàþùèõ â ìèðîâîì îêåàíå, ïðèõîäèòñÿ 20 %
ãëîáàëüíîé ïåðâè÷íîé ïðîäóêöèè îðãàíè÷åñêîãî âåùåñò-
âà. Îñîáåííîñòüþ ýòîé ãðóïïû âîäîðîñëåé ÿâëÿåòñÿ íà-
ëè÷èå êðåìíåçåìíîãî ýêçîñêåëåòà, ýëåìåíòû êîòîðîãî
ôîðìèðóþòñÿ âíóòðèêëåòî÷íî è èìåþò âèäîñïåöèôè÷å-
ñêîå ñòðîåíèå. Áîëüøàÿ ÷àñòü èññëåäîâàíèé äèàòîìîâûõ
âîäîðîñëåé ïîñâÿùåíà èìåííî êðåìíåçåìíûì ïàíöèðÿì,
à èññëåäîâàíèÿ ñòðîåíèÿ êëåòîê ñðàâíèòåëüíî ðåäêè. Îä-
íàêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ öèòîëîãè÷åñêèå äàííûå, òàêèå
êàê îñîáåííîñòè ÿäåðíîãî àïïàðàòà, èñïîëüçóþòñÿ äëÿ
ïîääåðæêè ðàçëè÷íûõ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ãèïîòåç.

Â êëåòêàõ äèàòîìåé åäèíñòâåííîå ÿäðî ëåæèò â öåíò-
ðå êëåòêè, íà îäíîé èç ñòâîðîê èëè ðÿäîì ñ ïîÿñêîâûìè
îáîäêàìè. Ó áîëüøèíñòâà äèàòîìîâûõ âîäîðîñëåé ÿäðî
ýëëèïñîèäíîå èëè ñôåðè÷åñêîå, íî âñòðå÷àþòñÿ è íåêîòî-
ðûå èíòåðåñíûå èñêëþ÷åíèÿ: êîíóñîâèäíîå ÿäðî (Aulaco-
seira), äâóäîëüíîå ÿäðî (Lauderia annulata Cleve), ÿäðî
Í-îáðàçíîé ôîðìû (Surirella Turpin), ÿäðî ñ äâóìÿ íèòå-
âèäíûìè âûïÿ÷èâàíèÿìè, òÿíóùèìèñÿ ê ïîëþñàì êëåòêè
(Synedra ulna), ãëóáîêèå èíâàãèíàöèè, â êîòîðûå èíîãäà
çàõîäÿò öèñòåðíû ÝÏÐ (Synedra acus). Õîòÿ òî÷íîå çíà÷å-
íèå ýòèõ ìîäèôèêàöèé íå âûÿñíåíî, ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
îíè ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü óâåëè÷åíèþ ïîâåðõíîñòè ÿäðà
è óñêîðåíèþ òðàíñïîðòà âåùåñòâ.

Â ñîâðåìåííûõ èññëåäîâàíèÿõ âçàèìíîå ðàñïîëîæå-
íèå ÿäðà è àïïàðàòà Ãîëüäæè èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ïîääåðæ-
êè ôèëîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Ìåäëèí è Êà÷ìàðñêà

(Medlin, Kaczmarska, 2004) ñèñòåìàòèçèðîâàëè äàííûå î
õàðàêòåðå ðàñïîëîæåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè â êëåòêàõ
äèàòîìåé è âûäåëèëè òðè òèïà: 1) äèêòèîñîìû àññîöèè-
ðîâàíû ñ öèñòåðíîé ÝÏÐ è ìèòîõîíäðèÿìè (öåíòðè÷å-
ñêèå âîäîðîñëè ñ ðàäèàëüíîé ñèììåòðèåé, çà èñêëþ÷åíè-
åì ïîðÿäêà Aulacoseirales); 2) äèêòèîñîìû îêðóæàþò
ÿäðî è îáðàçóþò âîêðóã íåãî îáîëî÷êó (äèàòîìåè èç ïî-
ðÿäêîâ Thalassiosirales è Aulacoseirales Crawford, áîëü-
øèíñòâî ïåííàòíûõ è áèïîëÿðíûõ öåíòðè÷åñêèõ äèàòî-
ìåé); 3) íàðóæíàÿ îáîëî÷êà ÿäðà îáðàçóåò âûïÿ÷èâàíèÿ,
âäîëü êîòîðûõ ðàñïîëàãàþòñÿ ïàðû äèêòèîñîì (Biddul-
phiopsis titiana (Grunow) von Stosch & Simonsen).

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî äàííûõ î òàêîì âàæíîì
àñïåêòå, êàê êîëè÷åñòâî õðîìîñîì ó äèàòîìåé, áûëî ïî-
ëó÷åíî â ïåðâîé ïîëîâèíå ÕÕ â. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ìå-
òàôàçå õðîìàòèí ôîðìèðóåò ïëîòíîå êîëüöî, â êîòîðîì
îáû÷íî íåâîçìîæíî ðàçëè÷èòü îòäåëüíûå õðîìîñîìû,
ïîýòîìó êîëè÷åñòâî õðîìîñîì îïðåäåëÿëè â ïðîôàçå
ìåéîçà èëè ìèòîçà. Äàííûå î êîëè÷åñòâå õðîìîñîì, ïîëó-
÷åííûå òîëüêî äëÿ 44 èç òûñÿ÷ èçâåñòíûõ âèäîâ, èñïîëü-
çóþòñÿ äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ íåñêîëüêèõ ãèïîòåç îá ýâîëþ-
öèè äèàòîìåé.

Â òå÷åíèå êëåòî÷íîãî öèêëà ïîëîæåíèå, çàíèìàåìîå
ÿäðîì, ìîæåò áûòü ðàçëè÷íûì. Äëÿ öåíòðè÷åñêèõ è ïåí-
íàòíûõ âèäîâ ïîðÿäîê ýòèõ ïåðåìåùåíèé ðàçëè÷àåòñÿ. Âî
âñåõ ñëó÷àÿõ ÿäðî äåëèòñÿ, êîãäà íàõîäèòñÿ íàïðîòèâ ïî-
ÿñêîâûõ îáîäêîâ. Ïîçæå äî÷åðíèå ÿäðà ìîãóò îñòàâàòüñÿ
òåñíî ñâÿçàííûìè ñî ñòâîðêîé, ïîêà îíà ôîðìèðóåòñÿ, çà-
òåì äî÷åðíåå ÿäðî îòîäâèãàåòñÿ îò ñòâîðêè è çàíèìàåò
ñâîå èíòåðôàçíîå ïîëîæåíèå. Ñ ïîâåðõíîñòüþ ÿäðà ñâÿ-
çàíî ýëåêòðîííî-ïëîòíàÿ ãðàíóëà è ìèêðîòðóáî÷êîâûé
öåíòð. Ïðè ìèòîçå ìèêðîòðóáî÷êîâûé öåíòð òðàíñôîð-
ìèðóåòñÿ â âåðåòåíî äåëåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàññìîòðåíèå öèòîëîãè÷åñêèõ äàí-
íûõ, òàêèõ êàê ÷èñëî õðîìîñîì è êëåòî÷íîå ñòðîåíèå,
îñîáåííî ïåðñïåêòèâíî äëÿ ïîääåðæêè ðàçëè÷íûõ òåîðèé
îá ýâîëþöèè äèàòîìåé.

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÀÒÎÌÍÎ-ÑÈËÎÂÎÉ ÌÈÊÐÎÑÊÎ-
ÏÈÈ Â ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÈ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÌÀÊÐÎ-
ÍÓÊËÅÓÑÀ ÈÍÔÓÇÎÐÈÉ. © Ê. À. Áåíêåí, Å. Â. Ñàáàíå-
åâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÀÑÌ) ïîçâîëÿåò ïî-
ëó÷àòü èíôîðìàöèþ î ïîâåðõíîñòè áèîëîãè÷åñêèõ îáúåê-
òîâ áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ôèêñàöèè ìàòåðèàëà è ñòðîèòü
òðåõìåðíîå èçîáðàæåíèå îáúåêòà ñ âûñîêèì óðîâíåì ðàç-
ðåøåíèÿ. Ïðè èññëåäîâàíèè îðãàíèçàöèè ÿäåðíîãî ìàòå-
ðèàëà ïðèìåíåíèå ÀÑÌ â ñî÷åòàíèè ñ ôåðìåíòàòèâíîé
îáðàáîòêîé äàåò âîçìîæíîñòü îïðåäåëèòü ïðèðîäó àíàëè-
çèðóåìîé ñòðóêòóðû, â ÷àñòíîñòè äèôôåðåíöèðîâàòü
ÄÍÏ- è ÐÍÏ-êîìïëåêñû, à ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà
ôàëëîèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ áèîòèíîì, ñ ïîñëåäó-
þùåé èíêóáàöèåé ñ êîìïëåêñîì ñòðåïòàâèäèí—êîëëî-
èäíîå çîëîòî ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ëîêàëèçàöèþ ÿäåðíî-
ãî àêòèíà â îòäåëüíûõ êîìïàðòìåíòàõ. Îäíîâðåìåííîå
ïðèìåíåíèå ÀÑÌ è êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþ-
ùåé ìèêðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíî ìå-
÷åííîãî ôàëëîèäèíà íåðåäêî ïðàêòèêóåòñÿ â êà÷åñòâå
êîíòðîëüíîãî ýêñïåðèìåíòà.

Ïîäîáíûå ïîäõîäû ïðèìåíÿëèñü äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðåõ-
ìåðíîãî èçîáðàæåíèÿ ýêñòðàõðîìîñîìíûõ ÿäðûøåê è
õðîìàòèíîâûõ òåëåö ìàêðîíóêëåóñîâ èíôóçîðèé. Âûäå-
ëåííûé èç ÿäðà ìàòåðèàë èññëåäîâàëè ïîëóêîíòàêòíûì

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 643



ìåòîäîì ÀÑÌ. Ïîëó÷åííûå òðåõìåðíûå èçîáðàæåíèÿ
ýêñòðàõðîìîñîìíûõ ÿäðûøåê õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ äàí-
íûìè òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è ïîä-
òâåðæäàþò âûñêàçàííóþ ðàíåå ãèïîòåçó î ñóáúåäèíè÷-
íîì ñòðîåíèè ñëîæíûõ ÿäðûøåê èíôóçîðèé. Ñóáúåäèíè-
öà ÿäðûøêà èìååò áîáîâèäíóþ ôîðìó, à â åå öåíòðå
ðàñïîëàãàåòñÿ ñôåðè÷åñêîå õðîìàòèíîâîå òåëüöå.

Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ òðåõìåðíîãî
èçîáðàæåíèÿ ìèêðîõðîìîñîì ìàêðîíóêëåóñà.

ÊÀÐÈÎÑÔÅÐÀ È ÅÅ ÊÀÏÑÓËÀ — ÓÍÈÊÀËÜÍÛÅ
ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ßÄÅÐ ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÎÎÖÈÒÎÂ.
© Ä. Ñ. Áîãîëþáîâ,1 À. Ì. Êèñåëåâ,1, 2 Ô. Ì. Áàòàëîâà,1

È. Ñ. Ñòåïàíîâà,1 Î. È. Ïîäãîðíàÿ.1, 3 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, dmitr@mail.cytspb.rssi.ru, 2 Ôåäåðàëüíûé ìåäè-
öèíñêèé èññëåäîâàòåëüñêèé öåíòð èì. Â. À. Àëìàçîâà
Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è
3 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Â ñîîáùåíèè ïðåäñòàâëåí îáçîð ñîáñòâåííûõ è ëèòå-
ðàòóðíûõ äàííûõ î ñòðîåíèè, ìîëåêóëÿðíîì ñîñòàâå è
äèíàìèêå êàðèîñôåðû (êàðèîñîìû) — îñîáîé ýâîëþöè-
îííî êîíñåðâàòèâíîé ôîðìå ñóùåñòâîâàíèÿ õðîìîñîìíî-
ãî àïïàðàòà â ÿäðå ðàñòóùèõ îîöèòîâ (ðåæå ñïåðìàòîöè-
òîâ) ìíîãèõ æèâîòíûõ. Êàðèîñôåðà ôîðìèðóåòñÿ â ðå-
çóëüòàòå êîíöåíòðàöèè âñåõ õðîìîñîì ïîëîâîé êëåòêè â
îãðàíè÷åííîì îáúåìå ÿäðà. Åå ôóíêöèè è áèîëîãè÷åñêîå
çíà÷åíèå îñòàþòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçâåñòíûìè, íåñìîòðÿ
íà áîëåå ÷åì 100-ëåòíþþ èñòîðèþ èçó÷åíèÿ. Ñ÷èòàþò,
÷òî ôîðìèðîâàíèå êàðèîñôåðû ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí
èç ìåõàíèçìîâ èíàêòèâàöèè õðîìîñîì è ïîäãîòîâêè èõ ê
ïîñëåäóþùåìó ðåäóêöèîííîìó äåëåíèþ. Â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ õðîìîñîìû, ñîáðàííûå â êàðèîñôåðó, àññîöèèðî-
âàíû ñ ýêñòðàõðîìîñîìíûì ìàòåðèàëîì ðàçëè÷íîé ïðè-
ðîäû. Èíîãäà ïëîòíî óïàêîâàííûé ýêñòðàõðîìîñîìíûé
ìàòåðèàë ôîðìèðóåò îñîáóþ âíåøíþþ ñòðóêòóðó — êàï-
ñóëó êàðèîñôåðû, èçîëèðóþùóþ õðîìàòèí îò îñòàëüíîé
÷àñòè íóêëåîïëàçìû. Ñëîæíî óñòðîåííûå êàïñóëû ðàçâè-
âàþòñÿ ïðè ñîõðàíåíèè êàðèîñôåðîé îñòàòî÷íîé òðàíñ-
êðèïöèè, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ ïåðèõðîìàòèíîâûì êîìïàðò-
ìåíòîì — áîãàòîé ïåðèõðîìàòèíîâûìè ôèáðèëëàìè ïîã-
ðàíè÷íîé çîíîé ìåæäó áëîêàìè êîíäåíñèðîâàííîãî
õðîìàòèíà è âíóòðåííåé ÷àñòüþ êàïñóëû.

Òðàäèöèîííî êàïñóëó êàðèîñôåðû ðàññìàòðèâàþò
êàê ñïåöèàëèçèðîâàííûé ýëåìåíò ÿäåðíîãî ìàòðèêñà.
Ìàæîðíûìè áåëêàìè êàïñóëû êàðèîñôåðû èññëåäîâàí-
íûõ îáúåêòîâ ÿâëÿþòñÿ, â ÷àñòíîñòè, F-àêòèí è ëàìèí B.
Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî â êàïñóëå êà-
ðèîñôåðû ñêîíöåíòðèðîâàíà çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ÐÍÊ
ÿäðà îîöèòà (ïî äàííûì îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ èçîëèðî-
âàííûõ ÿäåð àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì). Ñðåäè ÐÍÊ êàï-
ñóëû êàðèîñôåðû (íà ïðèìåðå ëàáîðàòîðíîãî íàñåêîìîãî
Tribolium castaneum) âûÿâëåíû ïîëèàäåíèëèðîâàííûå
ÐÍÊ (îïûòû ñ ìèêðîèíúåêöèÿìè ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åí-
íûõ ìåòèëîëèãîðèáîíóêëåîòèäíûõ çîíäîâ, êîìïëåìåí-
òàðíûõ ïîëè(A)-«õâîñòàì» ÐÍÊ) è ìàëûå ÿäåðíûå (sn)
ÐÍÊ (äàííûå êîíôîêàëüíîé è èììóíîýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè). Îäíàêî îòëè÷íîãî îò snÐÍÏ ôàêòîðà ñïëàé-
ñèíãà SC35 (SR-áåëîê) â ñîñòàâå êàïñóëû êàðèîñôåðû íå
îáíàðóæåíî. Íàîáîðîò, ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê Y14 —
ôàêòîð ñïëàéñèíãà è îäèí èç öåíòðàëüíûõ êîìïîíåíòîâ
êîìïëåêñà ñâÿçè ýêçîíîâ (EJC) — âõîäèò â ñîñòàâ êàï-
ñóëû êàðèîñôåðû. Åãî ëîêàëèçàöèÿ ïîäòâåðæäåíà ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîèíúåêöèé â îîïëàçìó ñèíòåçèðîâàííîé in

vitro ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ãåííîé èíæåíåðèè 5R-êýïèðî-
âàííîé ìÐÍÊ, íåñóùåé â ñâîåì ñîñòàâå êîäèðóþùèå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà Y14 è myc-ýïèòîïà â êà÷åñòâå
ìåòêè (tag). Ïîìèìî êàïñóëû êàðèîñôåðû ñëèòûé áåëîê
Y14-myc áûë ëîêàëèçîâàí â ïåðèõðîìàòèíîâîì êîìïàðò-
ìåíòå êàðèîñôåðû â óñëîâèÿõ ñîõðàíåíèÿ îñòàòî÷íîé
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè â ïîçäíèõ âèòåëëîãåííûõ
îîöèòàõ.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû ðàñøèðèòü ïðåä-
ñòàâëåíèÿ î êàïñóëå êàðèîñôåðû êàê îá îñîáîì ýêñòðà-
õðîìîñîìíîì äîìåíå ÿäåð ðàñòóùèõ îîöèòîâ. Ïî-âèäè-
ìîìó, êàïñóëà êàðèîñôåðû ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íå òîëüêî
ñòðóêòóðíûé «ñêàôôîëä», ïîääåðæèâàþùèé êàðèîñôåðó
(êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû) â îïðåäåëåííîì ó÷àñòêå
êðóïíîãî ÿäðà îîöèòà. Îíà ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ñïåöèàëèçè-
ðîâàííîé ñòðóêòóðîé, ó÷àñòâóþùåé â õðàíåíèè è óïàêîâ-
êå ïðîäóêòîâ õðîìîñîìíîé àêòèâíîñòè è ìîëåêóëÿðíûõ
ôàêòîðîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðè ñîõðàíåíèè êàðèîñôåðîé
îñòàòî÷íîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÉ ÊÎÌÏÀÐÒ-
ÌÅÍÒÀËÈÇÀÖÈÈ ßÄÐÀ ÍÀ ÍÀ×ÀËÜÍÛÕ ÑÒÀÄÈßÕ
ÝÌÁÐÈÎÃÅÍÅÇÀ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ. © È. Î. Áîãî-
ëþáîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ibo-
gol@mail.ru

ßäðà ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ñâîåîáðàçíóþ è äèíàìè÷íóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷å-
íèÿ ïðîöåññîâ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ. Êàê èçâåñòíî, â íà÷àëå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâè-
òèÿ â íåñêîëüêî ýòàïîâ ïðîõîäÿò ïðîöåññû àêòèâàöèè
ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà, êîòîðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ íå
òîëüêî âûðàæåííûìè èçìåíåíèÿìè òðàíñêðèïöèîííîé
àêòèâíîñòè è ïðîôèëÿ ñèíòåçèðóåìûõ áåëêîâ, íî è ñòðóê-
òóðíûìè ïåðåñòðîéêàìè íà ñóáêëåòî÷íîì óðîâíå, êîòî-
ðûå çàòðàãèâàþò ðàçëè÷íûå ÿäåðíûå äîìåíû. Ñïåöèôèêà
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ÿäåð ðàííèõ
ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïîìèìî çíà÷èòåëüíûõ èçìå-
íåíèé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè îïðåäåëÿåòñÿ òàêæå
ïðîöåññàìè ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ de novo, êî-
òîðûå íà÷èíàþòñÿ ñ ìîìåíòà îáðàçîâàíèÿ ìóæñêîãî è
æåíñêîãî ïðîíóêëåóñîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ÿäðà ýìáðèîíîâ
ìëåêîïèòàþùèõ îáëàäàþò öåëûì ðÿäîì õàðàêòåðíûõ
îñîáåííîñòåé ñâîåé äîìåííîé îðãàíèçàöèè ïî ñðàâíåíèþ
ñ ÿäðàìè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Â ÷èñëå òàêèõ îñîáåííîñòåé â ïåðâóþ î÷åðåäü ñëåäó-
åò îòìåòèòü îñîáûå ñòðóêòóðû, îïèñàííûå â ýìáðèîíàõ
âñåõ èçó÷åííûõ ìëåêîïèòàþùèõ, — ïðîÿäðûøêè (nucle-
olus precursor bodies). Íà ýìáðèîíàõ ðàçíûõ æèâîòíûõ
ïîêàçàíî, ÷òî ýòè äîìåíû äàþò íà÷àëî ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíûì ÿäðûøêàì. Â òî æå âðåìÿ íàêîïëåííûå äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîÿäðûøêè ìîãóò áûòü
òàêæå âîâëå÷åíû è â äðóãèå ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå ïðå-
îáðàçîâàíèÿ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð ïîìèìî íóêëåîëîãåíåçà.
Äðóãèì èíòåðåñíûì ôåíîìåíîì, õàðàêòåðíûì äëÿ ðàííå-
ãî ýìáðèîãåíåçà ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿåòñÿ ìîðôîëîãè÷å-
ñêàÿ è ìîëåêóëÿðíàÿ ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèè êîèëèí-
ñîäåðæàùèõ òåëåö, îïèñàííàÿ äëÿ ðàííèõ ñòàäèé äðîá-
ëåíèÿ ýìáðèîíîâ ìûøè. Äàííîå íàáëþäåíèå òðåáóåò
äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé ñ öåëüþ óñòàíîâëåíèÿ ñòåïåíè
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ñîîòâåòñòâèÿ ýòèõ òåëåö êàíîíè÷åñêèì òåëüöàì Êàõàëà.
Êðîìå òîãî, ðàííèå ýòàïû ýìáðèîãåíåçà ìëåêîïèòàþùèõ
õàðàêòåðèçóþòñÿ èíòåíñèâíûìè ïðîöåññàìè âíóòðèÿäåð-
íîãî ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ òðàíñ-
êðèïöèè è ïîñòòðàíñêðèïöèîííîãî ìåòàáîëèçìà ìÐÍÊ è
ôîðìèðîâàíèÿ äåôèíèòèâíîãî ìîëåêóëÿðíîãî ñîñòàâà
ðÿäà óíèâåðñàëüíûõ ÿäåðíûõ äîìåíîâ, íàïðèìåð êëàñòå-
ðîâ èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë.

Â äîêëàäå áóäåò ïðåäñòàâëåí îáçîð ñîáñòâåííûõ è
ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ î äèíàìèêå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíûõ ïðåîáðàçîâàíèé îñíîâíûõ ÿäåðíûõ äîìåíîâ â
ðàííåì ýìáðèîãåíåçå ìûøè â êîíòåêñòå ñîáûòèé àêòèâà-
öèè ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» ïðåçèäè-
óìà ÐÀÍ.

ÂËÈßÍÈÅ ÃÈÏÎÒÎÍÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÑÒÐÅÑÑÀ ÍÀ
ÂÍÓÒÐÈßÄÅÐÍÓÞ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÞ ÀÊÒÈÍÀ Ó
ÄÂÓÕÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÇÀÐÎÄÛØÅÉ ÌÛØÈ. © Í. À. Áî-
ãîëþáîâà,1 Â. Â. Ìàòðåíè÷åâ.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, nataly_bogoly@mail.ru, è 2 Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåð-
ñèòåò.

Íåñìîòðÿ íà âïå÷àòëÿþùèå óñïåõè, äîñòèãíóòûå â
èçó÷åíèè áèîëîãèè ÿäåðíîãî àêòèíà, öåëûé ðÿä îñîáåí-
íîñòåé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòîãî áåëêà â ÿäðå îñòàåòñÿ íå-
äîñòàòî÷íî èññëåäîâàííûì. Â ÷àñòíîñòè, îùóùàåòñÿ íå-
äîñòàòîê ñðàâíèòåëüíûõ äàííûõ îá îðãàíèçàöèè àêòèíî-
âîãî êîìïîíåíòà êàðèîñêåëåòà â ÿäðàõ êëåòîê ðàçíîãî
òèïà è ïðîèñõîæäåíèÿ; ïîêà îñòàåòñÿ íåÿñíûì, ñóùåñòâó-
åò àêòèí â êëåòêå â ôîðìå åäèíîãî ïóëà èëè æå ÿäåðíîé è
öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñóáïîïóëÿöèé; îñòàåòñÿ íåîáúÿñ-
íåííûì ôåíîìåí ïîÿâëåíèÿ â ÿäðå ïîëèìåðíîãî àêòèíà â
îòâåò íà ñòðåññîâîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêó.

Â äàííîé ðàáîòå ìû ïðåäñòàâëÿåì ñâåäåíèÿ î âëèÿ-
íèè ãèïîòîíè÷åñêîãî ñòðåññà, à èìåííî ñíèæåíèÿ îñìî-
òè÷íîñòè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ
îïòèìàëüíûì çíà÷åíèåì, íà ëîêàëèçàöèþ àêòèíà â ÿäðå è
öèòîïëàçìå çàðîäûøåé ìûøè, íàõîäÿùèõñÿ â êîíöå
äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ. Ìû èñïîëüçîâàëè ôëóî-
ðåñöåííûé êîíúþãàò ÄÍÊàçû I äëÿ ìå÷åíèÿ ìîíîìåðíîãî
àêòèíà, TRITC-ôàëëîèäèí — äëÿ ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà,
à òàêæå àíòèòåëà ê ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî äîìåíà àêòè-
íà, êîòîðûå âèçóàëèçèðóþò àêòèí áåç ó÷åòà ïðèíèìàåìûõ
èì ôóíêöèîíàëüíûõ ôîðì.

Â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé ìå÷åííûé ôàëëîè-
äèíîì ôèáðèëëÿðíûé àêòèí îáíàðóæåí íå áûë, íóêëåî-
ïëàçìà ñîäåðæàëà ìîíîìåðíûé àêòèí, îäíàêî ïðîÿäðûø-
êè — àññîöèèðîâàííûå ñ êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì
ÿäåðíûå ñòðóêòóðû, òèïè÷íûå äëÿ ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà
ìëåêîïèòàþùèõ, ôëóîðåñöåíòíîé ÄÍÊàçîé I íå ìåòè-
ëèñü. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àêòèíà ïîäòâåðæ-
äàëî íàëè÷èå àêòèíà â íóêëåîïëàçìå ïðè åãî îòñóòñòâèè â
ñîñòàâå ïðîÿäðûøåê.

Ó ïîìåùåííûõ â ãèïîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ çàðîäûøåé
â òå÷åíèå ïåðâûõ 10—15 ìèí ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå
îáúåìà áëàñòîìåðîâ äî òîé ìàêñèìàëüíîé âåëè÷èíû, êî-
òîðàÿ ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà â ïðåäåëàõ áëåñòÿùåé îáî-
ëî÷êè. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíîé ÄÍÊàçîé I ó
áîëüøèíñòâà çàðîäûøåé íàáëþäàëè îòñóòñòâèå ñâå÷åíèÿ
ÿäåð, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü ëèáî íà ðåçêîå ñíèæåíèå â íèõ

ñîäåðæàíèÿ ìîíîìåðíîãî àêòèíà, ëèáî íà ïîÿâëåíèå êîí-
êóðåíòíîé ïî îòíîøåíèþ ê ìàðêåðó àññîöèàöèè ìîíîìå-
ðîâ àêòèíà ñ êàêèì-ëèáî áåëêîì. Â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ
ïîÿâèëñÿ ðàíåå òàì îòñóòñòâîâàâøèé ìå÷åííûé ôàëëîè-
äèíîì àêòèí, êîòîðûé âèçóàëèçèðîâàëñÿ â íóêëåîïëàçìå,
íî íå â ïðîÿäðûøêàõ.

Îïèñàííûé âûøå õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ìîíîìåð-
íîãî è ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà íàáëþäàëñÿ è â ÿäðàõ ýìá-
ðèîíîâ, èíêóáèðîâàííûõ â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå â òå÷å-
íèå 30—40 ìèí, êîãäà áëàãîäàðÿ ôóíêöèîíèðîâàíèþ ðå-
ãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ îáúåì áëàñòîìåðîâ óìåíüøàåòñÿ
ïî÷òè äî íîðìû. Îäíàêî õàðàêòåð ìå÷åíèÿ ÿäåð òàêèõ çà-
ðîäûøåé àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî äîìåíà
ìîëåêóëû àêòèíà ñóùåñòâåííî îòëè÷àëñÿ îò íàáëþäàâ-
øåãîñÿ â êîíòðîëüíîé ãðóïïå: ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ãèïîòî-
íèè â ãðàíèöàõ ÿäåð áëàñòîìåðîâ íàáëþäàëîñü ðàâíîìåð-
íîå ñâå÷åíèå, ìåñòà ëîêàëèçàöèè ïðîÿäðûøåê ìîãëè
áûòü âûÿâëåíû òîëüêî ïðè èñïîëüçîâàíèè äâîéíîãî îêðà-
øèâàíèÿ DAPI.

Îñíîâûâàÿñü íà íàøèõ íàáëþäåíèÿõ, ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî â ðàííèõ ýìáðèîíàëüíûõ ÿäðàõ ãèïîòîíè÷å-
ñêèé ñòðåññ èíäóöèðóåò ïîëèìåðèçàöèþ ñîäåðæàùåãîñÿ
â íèõ ìîíîìåðíîãî àêòèíà è ÷òî ó çàðîäûøåé, óñïåøíî
êîìïåíñèðîâàâøèõ ðåçêîå óâåëè÷åíèå îáúåìà, ÷àñòü
ÿäåðíîãî àêòèíà, íå ÿâëÿþùåãîñÿ íè ìîíîìåðíûì, íè
ôèáðèëëÿðíûì, ñîëîêàëèçîâàíà ñ ïðîÿäðûøêàìè.

ÂËÈßÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÛÕ ÔÎÐÌ ÊÈÑËÎÐÎÄÀ ÍÀ ÄÈ-
ÍÀÌÈÊÓ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ È
ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅ-
ÊÀ. © ß. Ã. Áîðèñîâ,1 Î. Ã. Ëþáëèíñêàÿ,1 Þ. Â. Îáèäèíà,2

Þ. Ñ. Èâàíîâ,2 Í. À. Ïóãîâêèíà,1 Í.Í. Íèêîëüñêèé.1, 2 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Îòäåëåíèå
ìåäèöèíñêîé ôèçèêè è áèîèíæåíåðèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî ïîëèòåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà,
gis.ib88@gmail.com

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîêàçàíî, ÷òî àêòèâíûå ôîðìû
êèñëîðîäà (ÀÔÊ) ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðî-
ëèôåðàöèè, âûñòóïàÿ ìåäèàòîðàìè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è
óáèêâèòèíèðîâàíèÿ êëþ÷åâûõ ìîëåêóë êëåòî÷íîãî öèêëà
(Verbon et al., 2012). Â ðàáîòàõ (Menon et al., 2003; Havens
et al., 2006) äëÿ ôèáðîáëàñòîâ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ÷åëîâåêà è ìûøè ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóåò âçàè-
ìîñâÿçü ìåæäó ïðîãðåññèåé êëåòî÷íîãî öèêëà è âíóòðè-
êëåòî÷íûì óðîâíåì ÀÔÊ. Íà ïîçäíåé G1-ñòàäèè öèêëà
íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýíäîãåííûõ ÀÔÊ, êîòî-
ðûé äîñòèãàåò ìàêñèìóìà íà ãðàíèöå ìåæäó G1- è S-ôàçà-
ìè. Â òî æå âðåìÿ îáðàáîòêà êëåòîê àíòèîêñèäàíòàìè
ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå
G1—S. Êîìïëåêñíûé ìîëåêóëÿðíûé àíàëèç (Havens et al.,
2006) ïîêàçàë, ÷òî àðåñò êëåòî÷íîãî öèêëà, îáóñëîâ-
ëåííûé äåéñòâèåì àíòèîêñèäàíòîâ, âûçâàí íåñïîñîáíî-
ñòüþ êëåòîê íàêîïèòü öèêëèíû-À, óáèêâèòèíèðóåìûå
APC/C-êîìïëåêñîì, êîòîðûé â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ èíàê-
òèâèðóåòñÿ â ïîçäíåé G1-ôàçå öèêëà. Òàêèì îáðàçîì, äàí-
íûå íàáëþäåíèÿ óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñóùåñòâóåò
ÀÔÊ-îïîñðåäîâàííûé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ïðîõîæäåíèÿ
G1—S-ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ. Îä-
íàêî èíôîðìàöèÿ î ðàáîòå äàííûõ ìåõàíèçìîâ â ñòâîëî-
âûõ êëåòêàõ îòñóòñòâóåò. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî
èçó÷èòü âëèÿíèå ÀÔÊ íà äèíàìèêó ïåðåõîäà G1—S â ìå-
çåíõèìíûõ è ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëî-
âåêà.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 645



Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè êóëü-
òóðû ýíäîìåòðèàëüíûõ (ýÌÑÊ) è ýìáðèîíàëüíûõ (ÝÑÊ)
ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ è îõàðàêòåðèçî-
âàííûõ â Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ (Êîæóõàðîâà è äð.,
2009; Çåìåëüêî è äð., 2011). Óðîâåíü ýíäîãåííûõ ÀÔÊ
èçìåðÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Äëÿ ñèíõðî-
íèçàöèè ýÌÑÊ â G0/G1-ôàçå öèêëà èñïîëüçîâàëè ìåòîä
êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ èëè ïåðåâîäà êëåòîê íà áåññû-
âîðîòî÷íóþ ñðåäó. Â ñëó÷àå ÝÑÊ ñèíõðîíèçàöèþ îñóùå-
ñòâëÿëè â ôàçå G2/M íîêàäàçîëîì. Äëÿ ïîíèæåíèÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ ïðèìåíÿëè àíòèîêñèäàíòû
Tempol è N-acetyl-L-cysteine (NAC) â äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé îò 1 äî 10 ìM, à òàêæå ðåñâåðàòðîë â êîíöåíòðàöèè
20—60 ìêÌ.

Ýêñïåðèìåíòû ñ ñèíõðîííûìè êóëüòóðàìè ýÌÑÊ ïî-
êàçàëè ïîñëåäîâàòåëüíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ, ïðåä-
øåñòâóþùåå ïåðåõîäó â S-ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà. Îáðà-
áîòêà àíòèîêñèäàíòàìè ïðèâåëà ê ñíèæåíèþ ýíäîãåííîãî
óðîâíÿ ÀÔÊ è áëîêèðîâàíèþ íà ãðàíèöå S-ôàçû. Èññëå-
äîâàíèå ñèíõðîííûõ êóëüòóð ÝÑÊ íå ïîêàçàëî äîñòîâåð-
íîãî èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ÀÔÊ íà ïðîòÿæåíèè êëåòî÷íîãî
öèêëà. Îäíàêî îáðàáîòêà àíòèîêñèäàíòàìè ïðèâîäèëà ê
G1-àðåñòó êëåòî÷íîãî öèêëà êàê ñèíõðîííûõ, òàê è àñèíõ-
ðîííûõ êóëüòóð ÝÑÊ. Òàêèì îáðàçîì, íàøè ýêñïåðèìåí-
òû äîêàçûâàþò âëèÿíèå ÀÔÊ íà äèíàìèêó êëåòî÷íîãî
öèêëà ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Âûÿñíåíèå ìåõàíèç-
ìîâ ÀÔÊ-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè öèêëà òðåáóåò ìîëåêó-
ëÿðíîãî àíàëèçà, êîòîðûé ïðîâîäèòñÿ â äàííûé ìîìåíò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 14-04-01903-à).

ÐÎËÜ ð38ÌÀÐÊ Â ÐÀÇÂÈÒÈÈ ÏÐÅÆÄÅÂÐÅÌÅÍÍÎÃÎ
ÑÒÀÐÅÍÈß ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÝÍÄÎÌÅÒÐÈß
×ÅËÎÂÅÊÀ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÎÊÈÑËÈÒÅËÜÍÎÃÎ
ÑÒÐÅÑÑÀ. © À. Â. Áîðîäêèíà, À. Í. Øàòðîâà, Í. Í. Íè-
êîëüñêèé, Å. Á. Áóðîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, borodkina618@gmail.com

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èññëåäîâàíèå ôåíîìåíà êëåòî÷íî-
ãî ñòàðåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîëó÷èëî øèðîêîå ðàñ-
ïðîñòðàíåíèå. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî èìåííî ñòàðåíèå òêàíå-
ñïåöèôè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ëåæèò â îñíîâå îáùåãî
ñòàðåíèÿ îðãàíèçìà. Áîëåå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýô-
ôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê â ðåãåíåðàòèâ-
íîé ìåäèöèíå â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò êàê îò âîç-
ðàñòà äîíîðà, òàê è îò âîçðàñòà ðåöèïèåíòà (ïðè òðàíñ-
ïëàíòàöèè ïîæèëûì ðåöèïèåíòàì ñòâîëîâûå êëåòêè
äîíîðà ïîìåùàþòñÿ â íåáëàãîïðèÿòíîå ìèêðîîêðóæåíèå,
÷òî ìîæåò èíäóöèðîâàòü èõ ñòàðåíèå). Òàêèì îáðàçîì,
ðàçðàáîòêà ñòðàòåãèé «îìîëîæåíèÿ» (ïðåäîòâðàùåíèÿ
ñòàðåíèÿ) ñòâîëîâûõ êëåòîê èìååò íåïîñðåäñòâåííóþ
ïðàêòè÷åñêóþ çíà÷èìîñòü.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåéñòâèå Í2Î2 â ñóá-
ëåòàëüíîé êîíöåíòðàöèè (200 ìêÌ) â òå÷åíèå 1 ÷ èíäóöè-
ðóåò ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (ÑÊÝ). Îñíîâíûìè õàðàê-
òåðíûìè ïðèçíàêàìè ïðîöåññà ñòàðåíèÿ ÿâëÿþòñÿ íåîá-
ðàòèìàÿ îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè âñëåäñòâèå áëîêà êëå-
òî÷íîãî öèêëà, à òàêæå ðàçâèòèå ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ (óâå-
ëè÷åíèå ðàçìåðà êëåòîê è SA-b-Gal-àêòèâíîñòè). Ïðè
èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìà èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ÑÊÝ

ìû îáíàðóæèëè áûñòðóþ (÷åðåç 5 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ
Í2Î2) àêòèâàöèþ ñòðåññ-êèíàçû ð38, êîòîðàÿ ñîõðàíÿëàñü
â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ (ìèíèìóì 8 ñóò).
Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü âîâëå÷åííîñòü
êèíàçû ð38 â ïðîöåññ êàê èíäóêöèè, òàê è óñòàíîâëåíèÿ
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ÑÊÝ. Ñ öåëüþ ïîäòâåð-
æäåíèÿ ðîëè ð38ÌÀÐÊ áûë èñïîëüçîâàí ñïåöèôè÷åñêèé
èíãèáèòîð SB203580 (SB). Íà îñíîâàíèè îöåíêè âûæèâà-
åìîñòè êëåòîê ïðè äåéñòâèè SB ìåòîäîì ÌÒÒ íàìè áûëà
âûáðàíà êîíöåíòðàöèÿ 5 ìêÌ, êîòîðàÿ ïðàêòè÷åñêè íå
âëèÿëà íà æèçíåñïîñîáíîñòü ÑÊÝ. Äëÿ âûáîðà óñëîâèé
îáðàáîòêè SB áûëî ïðîâåðåíî íåñêîëüêî ïîäõîäîâ:
1) ïðåäîáðàáîòêà SB â òå÷åíèå 40 ìèí, 2) äîáàâëåíèå èí-
ãèáèòîðà ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ ëèáî
3) ñðàçó ïîñëå îáðàáîòêè Í2Î2 ïðè äàëüíåéøåì ïîñòîÿí-
íîì ïðèñóòñòâèè SB â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Íåñìîòðÿ íà
òî ÷òî â ïåðâûõ äâóõ âàðèàíòàõ ìû íàáëþäàëè íåçíà÷èòå-
ëüíûå ôåíîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ (óìåíüøåíèå ðàçìåðà
êëåòîê è SA-b-Gal-îêðàñêè), òàêèå ñïîñîáû îáðàáîòêè
Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ÑÊÝ íå ïðèâîäèëè ê âîññòàíîâ-
ëåíèþ ïðîëèôåðàöèè. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì îêàçàëñÿ
òðåòèé ïîäõîä, êîòîðûé ïîçâîëèë ïðåäîòâðàòèòü ïåðìà-
íåíòíîå èíãèáèðîâàíèå ðîñòà êëåòîê, âûçûâàåìîå äåéñò-
âèåì Í2Î2, è ðàçâèòèå ôåíîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé, ñâÿ-
çàííûõ ñî ñòàðåíèåì. Èíòåðåñíî, ÷òî äîáàâëåíèå SB âíå
çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó
óìåíüøåíèþ óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ), ïîâûøåíèå êîòîðûõ õàðàêòåðíî äëÿ
ñòàðûõ êëåòîê. Èñõîäÿ èç òîãî ÷òî ìèòîõîíäðèè ÿâëÿþò-
ñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ, äàëåå
ìû ïðîâåðèëè âëèÿíèå SB íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèòî-
õîíäðèé. Îêàçàëîñü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ð38 ñïîñîáñòâî-
âàëî óìåíüøåíèþ óðîâíÿ ìèòîõîíäðèàëüíûõ ïåðî-
êñèäîâ, ñíèæåíèþ ìèòîõîíäðèàëüíîé ìàññû è ïðîïîðöè-
îíàëüíîìó ñíèæåíèþ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïîòåíöèàëà.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ñòàðåþùèõ ÑÊÝ ð38ÌÀÐÊ
âîâëåêàåòñÿ â ïðîäóêöèþ ÀÔÊ, îïîñðåäîâàííóþ óâåëè-
÷åíèåì ÷èñëà ôóíêöèîíèðóþùèõ ìèòîõîíäðèé.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî çàê-
ëþ÷èòü, ÷òî êèíàçà ð38 ó÷àñòâóåò êàê â èíèöèàöèè, òàê
è â ðàçâèòèè ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â ÑÊÝ â óñ-
ëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, òîãäà êàê èíãèáèðîâàíèå
åå àêòèâíîñòè ÷àñòè÷íî ïðåäîòâðàùàåò èíäóêöèþ ñòàðå-
íèÿ.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ N-ÀÖÅÒÈË-L-ÖÈÑÒÅÈÍÀ ÄËß ÏÐÅ-
ÄÎÒÂÐÀÙÅÍÈß Í2Î2-ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÏÐÅÆ-
ÄÅÂÐÅÌÅÍÍÎÃÎ ÑÒÀÐÅÍÈß ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÝÍÄÎÌÅÒÐÈß ×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. Â. Áîðîäêèíà,
À. Í. Øàòðîâà, Í. Í. Íèêîëüñêèé, Å. Á. Áóðîâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, borodkina618@gma-
il.com

Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ), òà-
êèå êàê O
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•– , OH• , O2 è H2O2 ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ìíî-
æåñòâà êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ ïðîëèôåðàöèþ,
äèôôåðåíöèðîâêó, îïóõîëåâóþ òðàíñôîðìàöèþ, àïîïòîç
è êëåòî÷íîå ñòàðåíèå. Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå êëåòî÷-
íîå ñòàðåíèå, îïðåäåëÿåìîå êàê íåîáðàòèìûé àðåñò êëå-
òî÷íîãî öèêëà, ïðèíÿòî ñ÷èòàòü õàðàêòåðíîé ðåàêöèåé
ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê íà ñóáëåòàëüíûå ñòðåññîâûå
âîçäåéñòâèÿ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû (UV- è g-èçëó÷åíèå,
H2O2, èíãèáèòîðû ãèñòîíäåàöåòèëàçû è ò. ä.). Ðàíåå ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà
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(ÑÊÝ) â îòâåò íà äåéñòâèå Í2Î2 â ñóáëåòàëüíîé êîíöåíò-
ðàöèè (200 ìêÌ) âõîäÿò â ñîñòîÿíèå ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ, õàðàêòåðèçóþùååñÿ áëîêîì êëåòî÷íîãî öèêëà,
íåîáðàòèìûì òîðìîæåíèåì ïðîëèôåðàöèè, ãèïåðòðî-
ôèåé êëåòîê è óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè SA-b-Gal. Èñ-
ïîëüçóÿ ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü H2DCF-DA (10 ìêÌ),
ìû îáíàðóæèëè, ÷òî Í2Î2 áûñòðî ïðîíèêàëà âíóòðü êëå-
òîê, è óæå ÷åðåç 15 ìèí óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ â
Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ äîñòèãàë ìàêñèìàëüíîãî çíà-
÷åíèÿ, îäíàêî ÷åðåç 1 ÷ óðîâåíü ÀÔÊ ïàäàë íèæå êîíò-
ðîëüíîãî, âåðîÿòíî çà ñ÷åò àêòèâàöèè ôåðìåíòîâ àíòèîê-
ñèäàíòíîé çàùèòû. Ñëåäîâàòåëüíî, ýêçîãåííàÿ Í2Î2 ïîë-
íîñòüþ óòèëèçèðîâàëàñü êëåòêàìè â òå÷åíèå 1 ÷. ×åðåç
5 ÷ ïîñëå îêîí÷àíèÿ îáðàáîòêè óðîâåíü ýíäîãåííûõ ÀÔÊ
ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàëñÿ (âïëîòü äî 5 ñóò) è äàëåå ïîä-
äåðæèâàëñÿ íà âûñîêîì óðîâíå. Òàêèì îáðàçîì, î÷åâèä-
íî, ÷òî ðàçâèòèå ñòàðåíèÿ â ÑÊÝ ñâÿçàíî ñ ïîâûøåííîé
ïðîäóêöèåé ÀÔÊ. Ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì èññëåäî-
âàòü äåéñòâèå âåùåñòâ, ñíèæàþùèõ ïðîäóêöèþ ÀÔÊ â
Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ÑÊÝ, ñ öåëüþ ïðåäîòâðàùåíèÿ
ñòàðåíèÿ. Áûëè èñïîëüçîâàíû àíòèîêñèäàíòû ðàçëè÷íîãî
ñïåêòðà äåéñòâèÿ: äèôåíèëåíèîäîíèÿ õëîðèä (DPI) —
èíãèáèòîð ÍÀÄÔ�Í-îêñèäàçû è N-àöåòèë-L-öèñòåèí
(NAC) — ïðåäøåñòâåííèê ñèíòåçà ãëóòàòèîíà. Â ðå-
çóëüòàòå îáðàáîòêè DPI (0.25 ìêÌ) íàáëþäàëè ëèøü íå-
áîëüøîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ â Í2Î2-ñòèìóëèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ, óìåíüøåíèå ðàçìåðà êëåòîê è àêòèâíîñòè
SA-b-Gal. Ñóùåñòâåííûé íåäîñòàòîê äåéñòâèÿ DPI çà-
êëþ÷àëñÿ â èíäóêöèè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G1,
ïðèâîäÿùåãî ê îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè êàê êîíòðîëü-
íûõ, òàê è Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê. Ïðèíèìàÿ âî âíè-
ìàíèå âûøåñêàçàííîå, äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå DPI
êàê âîçìîæíîãî ðåãóëÿòîðà ïðîöåññà ñòàðåíèÿ áûëî ïðå-
êðàùåíî. Ïðè âûáîðå óñëîâèé îáðàáîòêè êëåòîê NAC
(10 ìêÌ) áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ïîñòîÿííîå ïðèñóòñòâèå àí-
òèîêñèäàíòà â ðîñòîâîé ñðåäå ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó
èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè ÑÊÝ è òîðìîæåíèþ ïðîëèôå-
ðàöèè, ïîýòîìó NAC ñðàçó óäàëÿëè èç èíêóáàöèîííîé
ñðåäû ïîñëå Í2Î2-îáðàáîòêè. Áûëè ïðîòåñòèðîâàíû
äâà âàðèàíòà: 1) ïðåäîáðàáîòêà NAC ñ ïîñëåäóþùèì
äåéñòâèåì Í2Î2 â ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòà; 2) ñîâìå-
ñòíîå äåéñòâèå NAC è Í2Î2. Èñïîëüçîâàíèå îáîèõ âàðè-
àíòîâ ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó ïîäàâëåíèþ óðîâíÿ ýí-
äîãåííûõ ÀÔÊ, ïðè÷åì ýòîò ýôôåêò ñîõðàíÿëñÿ â òå÷å-
íèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, íåñìîòðÿ íà óäàëåíèå NAC
ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè ñ Í2Î2. Òåì íå ìåíåå ïðå-
äîòâðàùåíèå ðàçâèòèÿ ñòàðåíèÿ êëåòîê îáåñïå÷èâàëî
èñïîëüçîâàíèå òîëüêî 2-ãî âàðèàíòà. Ïðè ýòîì íàá-
ëþäàëè ñóùåñòâåííîå âîññòàíîâëåíèå ïðîëèôåðàöèè,
óìåíüøåíèå àêòèâíîñòè SA-b-Gal è ðàçìåðà êëåòîê
ïî ñðàâíåíèþ ñ Í2Î2-îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðîöåññ èíäó-
öèðîâàííîãî ñòðåññîì ñòàðåíèÿ â ÑÊÝ ñâÿçàí ñ ïîñòîÿí-
íî ïîâûøåííîé ïðîäóêöèåé ÀÔÊ, òîãäà êàê ñíèæåíèå
óðîâíÿ ÀÔÊ ïðè èñïîëüçîâàíèè NAC ïðèâîäèò ê ÷àñ-
òè÷íîìó ïðåäîòâðàùåíèþ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ
êëåòîê.

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÒÐÅÕÌÅÐÍÎÉ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÏÐÈ-
ÖÅÍÒÐÎÌÅÐÍÛÕ ÐÀÉÎÍÎÂ ÏÎËÈÒÅÍÍÛÕ ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌ ÒÐÎÔÎÖÈÒÎÂ Â ÎÎÃÅÍÅÇÅ DROSOPHILA
MELANOGASTER. © È. Ý. Âàññåðëàóô, Ê. Å. Óñîâ,
Â. Í. Ñòåãíèé. Íàöèîíàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé Òîì-
ñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, I-2811-na@yandex.ru

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû
õðîìîñîì X è 3 â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ ÿè÷íèêîâ Drosophila
melanogaster áëèçêî àññîöèèðîâàíû ïî îòíîøåíèþ äðóã
ê äðóãó, à õðîìîñîìà 2 ðàñïîëàãàåòñÿ íàïðîòèâ íèõ. Êðî-
ìå òîãî, èíîãäà âûÿâëÿëèñü ÿäðà ñ äðóãèì òèïîì âçàèì-
íîãî ðàñïîëîæåíèÿ õðîìîñîì — ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéî-
íû õðîìîñîì 2 è 3 ñáëèæåíû äðóã ñ äðóãîì, à õðîìî-
ñîìà X îáîñîáëåíà îò íèõ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
âûÿâëåííûå ðàçíûå ìîðôîòèïû ÿäåð òðîôîöèòîâ ñâÿçàíû
ñ íàëè÷èåì äèíàìèêè ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè
ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ
îîãåíåçà. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûë
èñïîëüçîâàí ìåòîä 3D-èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðî-
ñêîïèè. Â ðåçóëüòàòå èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ëîêàëèçà-
öèè àíòèòåë ïðîòèâ áåëêîâ ëàìèíà Dm0 è HP1 â èíòàêò-
íûõ ÿäðàõ òðîôîöèòîâ D. melanogaster óäàëîñü âèçóàëè-
çèðîâàòü ÿäåðíóþ îáîëî÷êó è ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû
âñåõ õðîìîñîì. Äàëåå íàìè áûë ïðîâåäåí àíàëèç ïðî-
ñòðàíñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ
õðîìîñîì â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ îâàðèîë ÿè÷íèêîâ. Â êàæ-
äîé îâàðèîëå ìû èçó÷àëè ïî òðè ôîëëèêóëà, â êîòîðûõ
ñîäåðæàëèñü ÿäðà ñ õðîìîñîìàìè, ïðèãîäíûìè äëÿ àíà-
ëèçà. Â ïåðâîì ôîëëèêóëå ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû õðî-
ìîñîì 2 è 3 áëèçêî ðàñïîëîæåíû äðóã ê äðóãó è êîíòàê-
òèðóþò ñ îáîëî÷êîé ÿäðà, à Õ-õðîìîñîìà îáîñîáëåíà îò
íèõ è êîíòàêòèðóåò ñ îáîëî÷êîé ÿäðà íå òîëüêî ïðèöåíò-
ðîìåðíûì ðàéîíîì, íî è òåëîìåðíûì (1-é ìîðôîòèï ÿäåð
òðîôîöèòîâ). Òàêèõ ÿäåð â ñðåäíåì âûÿâëÿëîñü îêîëî
65 %. Â îñòàëüíûõ ÿäðàõ ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû âñåõ
õðîìîñîì, êîíòàêòèðóþùèå ñ îáîëî÷êîé ÿäðà, ðàâíîìåð-
íî óäàëåíû äðóã îò äðóãà (2-é ìîðôîòèï ÿäåð òðîôîöè-
òîâ), ïðè÷åì òàêîå ðàñïîëîæåíèå õðîìîñîì, êàê ïðàâèëî,
âûÿâëÿëîñü ó ÿäåð, áëèçêî ðàñïîëîæåííûõ ê îîöèòó.
ßäåð ñ òàêèì ìîðôîòèïîì âî âòîðîì ôîëëèêóëå íàáëþ-
äàëîñü áîëüøå, ÷åì â ïåðâîì ôîëëèêóëå; èõ ÷èñëî ñîñòàâ-
ëÿëî îò îáùåãî ÷èñëà ÿäåð â îäíîì ôîëëèêóëå îêîëî
47 %. Â òî æå âðåìÿ ÿäåð ñ 1-ì ìîðôîòèïîì ñòàíîâèëîñü
ìåíüøå (40 %). Òàêæå âî âòîðîì ôîëëèêóëå íàáëþäàëñÿ
è äðóãîé ìîðôîòèï (3-é ìîðôîòèï ÿäåð òðîôîöèòîâ) —
ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû õðîìîñîì X è 3, êîíòàêòèðóþ-
ùèå ñ îáîëî÷êîé ÿäðà, áëèçêî ðàñïîëîæåíû äðóã ê äðóãó,
à ïðèöåíòðîìåðíûé ðàéîí õðîìîñîìû 2 îòäàëåí îò íèõ.
Òàêèõ ÿäåð â òðåòüåì ôîëëèêóëå âûÿâëÿëîñü áîëüøå, ÷åì
âî âòîðîì, îêîëî 44 %, à ÿäåð ñ 1-ì ìîðôîòèïîì íàáëþ-
äàëîñü íàìíîãî ìåíüøå, îêîëî 20 %. Ïîëó÷åííûå íàìè
ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî â õîäå îîãåíåçà îáðàçóþòñÿ òðè
ìîðôîòèïà ÿäåð òðîôîöèòîâ. Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ îîãåíåçà
ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû õðîìîñîì 2 è 3 îáðàçóþò äèô-
ôóçíûé õðîìîöåíòð, à Õ-õðîìîñîìà îáîñîáëåíà îò íèõ,
íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ îîãåíåçà ïðèöåíòðîìåðíûé
ðàéîí õðîìîñîìû 3 îòäàëÿåòñÿ îò õðîìîñîìû 2, à çàòåì
âûÿâëÿåòñÿ âáëèçè ñ ïðèöåíòðîìåðíûì ðàéîíîì Õ-õðî-
ìîñîìû.

Òàêèì îáðàçîì, ó D. melanogaster â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ
íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ îîãåíåçà âûÿâëåíà äèíàìèêà ïðî-
ñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ
ïîëèòåííûõ õðîìîñîì, ÷òî, âåðîÿòíî, èìååò êàêîå-òî
ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà êîìïàíèè ÎÏÒÝÊ (2014 ã.), à òàêæå ïðè ÷àñòè÷íîé
ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-01625).

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 647



ÎÒ ÏÎËÈÒÅÍÈÈ Ê ÏÎËÈÏËÎÈÄÈÈ: ÏÐÅÎÁÐÀÇÎÂÀ-
ÍÈÅ ÑÒÓÊÒÓÐÛ ÕÐÎÌÎÑÎÌ Â ßÄÐÀÕ ÒÐÎÔÎÖÈ-
ÒÎÂ CALLIPHORA ERYTHROCEPHALA MG (CALLI-
PHORIDAE: DIPTERA). © À. Å. Âåäåðíèêîâ, Â. Í. Ñòåã-
íèé. Íàöèîíàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé Òîìñêèé
ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, genes51@mail2000.ru

Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî èçìåíåíèå ñòðóêòóðû õðîìî-
ñîì òðîôîöèòîâ Calliphora erythrocephala (Calliphoridae:
Diptera) íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ èìàãî (â ïåðâûå íå-
ñêîëüêî ñóòîê ïîñëå âûõîäà èç ïóïàðèÿ). Ïðè ýòîì â ÿä-
ðàõ òðîôîöèòîâ ïåðâîíà÷àëüíî õðîìàòèí èìååò ðåòèêó-
ëÿðíóþ ñòðóêòóðó, çàòåì èç îòäåëüíûõ õðîìàòèíîâûõ
ôèáðèëë ôîðìèðóþòñÿ ïîëèòåííûå õðîìîñîìû. Â äàëü-
íåéøåì ïðîèñõîäÿò êîìïàêòèçàöèÿ ïîëèòåííûõ õðîìî-
ñîì, èõ óòîëùåíèå è óêîðà÷èâàíèå — ôîðìèðóþòñÿ òàê
íàçûâàåìûå ïîìïîíîâèäíûå õðîìîñîìû, èìåþùèå
îêðóãëóþ ôîðìó (Bier, 1958; Ñòåãíèé, 1999).

Çàòåì â òðîôîöèòàõ ÿè÷íèêîâ ïðîèñõîäèò ðàçîáùå-
íèå ïîìïîíîâèäíûõ õðîìîñîì íà ýíäîõðîìîñîìû. Îíè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïëîòíî êîìïàêòèçîâàííûå ìåëêèå
(~ 1 ìêì â òîëùèíó è ~ 3 ìêì â äëèíó) ïàðíûå ïàëî÷êî-
âèäíûå îáðàçîâàíèÿ. Î÷åâèäíî, îíè ÿâëÿþòñÿ ãîìîëîãà-
ìè ïîëèòåííûõ õðîìîñîì, ñèíòåçèðîâàííûõ â ïðîöåññå
ïðåäøåñòâóþùèõ ýíäîìèòîòè÷åñêèõ öèêëîâ ðåïëèêàöèè.
Â ðåçóëüòàòå ïîäñ÷åòà íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êàæäàÿ
ïîìïîíîâèäíàÿ õðîìîñîìà (çà èñêëþ÷åíèåì ïîëîâîé) ðàç-
îáùàåòñÿ íà 64 ïàðû ýíäîõðîìîñîì. Ñëåäóåò ó÷åñòü, ÷òî
òåîðåòè÷åñêè âîçìîæíîå êîëè÷åñòâî ýíäîõðîìîñîì, íà êî-
òîðîå ðàçîáùàåòñÿ êàæäàÿ ïîìïîíîâèäíàÿ õðîìîñîìà,
ðàâíÿåòñÿ 2n + 1, ãäå n — ÷èñëî ïðåäøåñòâóþùèõ ýíäîöèê-
ëîâ. Ñîîòâåòñòâåííî ïëîèäíîñòü ÿäðà íà ýòîé ñòàäèè ïî-
ëèòåíèçàöèè ñîñòàâëÿåò 128Ñ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ.

Ñîâðåìåííûå èññëåäîâàíèÿ óêàçûâàþò íà àíàëîãè÷-
íîå ïðåîáðàçîâàíèå õðîìàòèíà â ïèòàþùèõ êëåòêàõ ó
äðîçîôèëû (Dej, Spradling, 1999). Â ýòîé ðàáîòå àâòîðû
ïîêàçàëè ñåñòðèíñêóþ ïðèðîäó îáúåäèíåííûõ â ïàðû
õðîìàòèä, à òàêæå òî, ÷òî õðîìàòèäû óäåðæèâàþòñÿ âìåñ-
òå çà ñ÷åò íàëè÷èÿ íåäîðåïëèöèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ.
Ïðè ýòîì áûëî äîêàçàíî, ÷òî íåäîðåïëèêàöèÿ çàòðàãèâà-
åò ëèøü ýíäîöèêë, ïðåäøåñòâóþùèé ðàçîáùåíèþ (ó Dro-
sophila — ïÿòûé). Íà âñåõ áîëåå ðàííèõ ñòàäèÿõ õðîìîñî-
ìû ðåïëèöèðóþòñÿ ïîëíîñòüþ. Â ïðîòèâíîì ñëó÷àå îáúå-
äèíåíèå õðîìàòèä ïðîèñõîäèëî áû íå â ïàðû, à â
á*îëüøèå ïî ÷èñëåííîñòè ãðóïïû (2n).

Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ è ëèòåðàòóð-
íûõ äàííûõ ñëåäóåò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïÿòü ýíäîöèêëîâ òðî-
ôîöèòîâ C. erythrocephala õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîëíîé
ðåïëèêàöèåé õðîìàòèíà. Ïîñëåäóþùèé, øåñòîé, ýíäî-
öèêë õàðàêòåðèçóåòñÿ óêîðî÷åííîé ñèíòåòè÷åñêîé ôàçîé.
Â ðåçóëüòàòå îêàçûâàþòñÿ íåäîïðåäñòàâëåííûìè ïîçäíî-
ðåïëèöèðóåìûå äîìåíû õðîìîñîì. Ýòî è ïðèâîäèò ê ïàð-
íîìó îáúåäèíåíèþ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä è ôîðìèðîâà-
íèþ 64-ïëîèäíîãî ïîëèòåííîãî ÿäðà.

ÀÍÀËÈÇ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ Â ÑÒÐÓÊÒÓÐÅ ÈÍÒÅÐÔÀÇÍÎ-
ÃÎ ßÄÐÀ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â
ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ. © ß. È. Âîëüäãîðí,
À. Â. Ëàâðîâ. Ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð
ÐÀÌÍ, Ëàáîðàòîðèÿ ìóòàãåíåçà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, amri-
ta86@yandex.ru

Íåñëó÷àéíîå, ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíîå ðàñïîëî-
æåíèå õðîìîñîì â ÿäðå, ïî-âèäèìîìó, ïðèñóùå áîëüøèí-

ñòâó âûñøèõ ýóêàðèîò è èãðàåò îïðåäåëåííóþ ðîëü â ðå-
ãóëÿöèè ðÿäà æèçíåííî âàæíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ,
âêëþ÷àÿ êëåòî÷íóþ äèôôåðåíöèðîâêó. Àêòèâíî òðàíñ-
êðèáèðóåìûå õðîìîñîìû îáû÷íî ðàñïîëîæåíû áëèæå ê
öåíòðó ÿäðà, â òî âðåìÿ êàê áåäíûå ãåíàìè è ìåíåå àêòèâ-
íûå õðîìîñîìû ÷àñòî ñìåùåíû ê ïåðèôåðèè. Õðîìîñîìà
ìîæåò ìåíÿòü ñâîå ïîëîæåíèå â ÿäðå ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ
èëè óìåíüøåíèÿ àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèè. Â íàøåé ðà-
áîòå ïðè ïîìîùè ìåòîäà FISH, ôëóîðåñöåíòíîé è êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè áûëî èçó÷åíî ïîëîæåíèå îòäåëü-
íûõ õðîìîñîì â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâîê â
àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Òàêæå áûëî
ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ïîëîæåíèÿ äàííûõ õðîìîñîì íà
ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ, òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî äëè-
òåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ìîæåò ïðèâîäèòü ê èõ
ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêå. Áûëî èññëåäîâàíî 19 êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð, áîëåå 400 òûñ. ÿäåð. Ïîêàçàíî îòñóòñò-
âèå çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ñ
ïîìîùüþ òðåõìåðíîé è äâóõìåðíîé ìèêðîñêîïèè. Áûëî
âûÿâëåíî áîëåå äèñòàëüíîå ïîëîæåíèå õðîìîñîì 18 è 12
â ÿäðàõ ïîñëå àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (äëÿ õðî-
ìîñîìû 18 ìåäèàíû � ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ ñîñòàâ-
ëÿþò 46 � 21 è 53 � 21 % äî è ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè
ñîîòâåòñòâåííî; äëÿ õðîìîñîìû 12 ìåäèàíû � ñòàíäàðò-
íûå îòêëîíåíèÿ ñîñòàâëÿþò 59 � 23 è 62 � 20 %, äî è
ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè ñîîòâåòñòâåííî), ÷òî äëÿ õðîìî-
ñîìû 12 ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ äåçàêòèâàöèåé ðÿäà ðàñïî-
ëîæåííûõ íà ýòîé õðîìîñîìå ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìàëî-
äèôôåðåíöèðîâàííûì ñòàòóñîì êëåòêè. Òàêæå áûëè âû-
ÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â ïîëîæåíèè õðîìîñîìû X íà ðàííèõ è
ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè â îñòåîãåííîì
íàïðàâëåíèè.

ÈÌÌÓÍÎÃÈÑÒÎÕÈÌÈ×ÅÑÊÎÅ ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÀÑ-
ÑÎÖÈÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ Ñ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÅÉ ßÄÅÐÍÎ-
ÃÎ ÁÅËÊÀ Ki-67 Â ÊËÅÒÎ×ÍÎÌ ÖÈÊËÅ ÃÅÏÀÒÎÖÈ-
ÒÎÂ. © Å. À. Âîðîòåëÿê, Ã. Â. Äåëîíå, À. Ë. Ðèïïà,
È. Â. Óðûâàåâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëü-
öîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, uryvaeva.idb@bk.ru

ßäåðíûé áåëîê õðîìàòèíà è ÿäðûøåê pKi-67 ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ â êëåòêàõ â ôàçàõ G1, S, G2 è M ìèòîòè÷åñêîãî
öèêëà, íî íå ýêñïðåññèðóåòñÿ â ñîñòîÿíèè ïðîëèôåðàòèâ-
íîãî ïîêîÿ — ôàçå G0. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ
íà àíòèãåí pKi-67, âûÿâëÿþùàÿ ôðàêöèþ ðîñòà òêàíè,
îñîáåííî êëåòêè â G1-ôàçå, èñïîëüçóåòñÿ â ìåäèöèíå äëÿ
äèàãíîñòèêè è ïðîãíîçèðîâàíèÿ ðÿäà îïóõîëåé.

Ñèíòåç pKi-67 ïðîèñõîäèò â òå÷åíèå àêòèâíûõ ñòà-
äèé, è ñ ïðîãðåññèåé êëåòî÷íîãî öèêëà ñîäåðæàíèå åãî â
ÿäðå ðåçêî âîçðàñòàåò. Â çàâèñèìîñòè îò ïîçèöèè êëåòêè
èçìåíÿþòñÿ òàêæå ëîêàëèçàöèÿ è ñâÿçü áåëêà ñ ðàçíûìè
äîìåíàìè ÿäðà. Åñëè â èíòåðôàçíîì ÿäðå pKi-67 ïðåèìó-
ùåñòâåííî âûÿâëÿåòñÿ â ÿäðûøêàõ, òî íà çàêëþ÷èòåëü-
íûõ ýòàïàõ ìèòîçà îí îáíàðóæèâàåòñÿ â ïîâåðõíîñòíîì
áåëêîâîì ñëîå õðîìîñîì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýêñïðåññèþ pKi-67 â êëåòî÷íîì
öèêëå ãåïàòîöèòîâ èçó÷àëè íà ìîäåëÿõ ðåãåíåðàöèè ïå÷å-
íè ìûøè. Áåëîê Ki-67 îêðàøèâàëè ìåòîäîì èììóíîãè-
ñòîõèìèè â ïàðàôèíîâûõ ñðåçàõ òîëùèíîé 2 ìêì. Â ìàòå-
ðèàëå ðàáîòû ïðåäñòàâëåíû 2 òèïà ìîäåëåé êëåòî÷íîãî
öèêëà: âûõîä ãåïàòîöèòîâ â öèêë èç ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ
(G0—G1) è ïîâòîðíîå öèêëèðîâàíèå äî÷åðíèõ ïîñòìèòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê (M—G1).
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Ôàçà G1 ïåðâîãî èíäóöèðîâàííîãî öèêëà (G0—G1)
ïðîäîëæàåòñÿ îêîëî 24 ÷. Â ïðîáàõ ïå÷åíè, âçÿòûõ ÷åðåç
20—22 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè, ò. å. äî íà÷àëà
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, â ôàçå G1, ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò
Ki-67-ïîçèòèâíûå ãåïàòîöèòû. Îäíàêî â òêàíè ïå÷åíè ðå-
ãóëÿðíî âñòðå÷àþòñÿ îêðàøåííûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
ïå÷åíè è ëåéêîöèòû â ïðîñâåòå ñèíóñîèäîâ. Ñ íà÷àëîì
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ïîñëå 24 ÷ ÷àñòîòà Ki-67-ïîçèòèâíûõ
ãåïàòîöèòîâ êîððåëèðóåò ñ óðîâíåì âêëþ÷åíèÿ áðîìäå-
çîêñèóðèäèíà.

Äðóãàÿ ìîäåëü êëåòî÷íîãî öèêëà îòíîñèòñÿ ê ïîïóëÿ-
öèÿì ïîñòîÿííî èëè ïîâòîðíî öèêëèðóþùèõ êëåòîê â
îïóõîëÿõ è êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, áûñòðî ðàñòóùèõ è îá-
íîâëÿþùèõñÿ òêàíÿõ.

Â ñðåçàõ ðåãåíåðèðóþùåé ïå÷åíè ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå
ìàññèâíîãî ïîâðåæäåíèÿ, ñòèìóëèðóþùåãî ïîâòîðíûå
öèêëû, ÷àñòîòà Ki-67 ïîçèòèâíûõ ãåïàòîöèòîâ äîñòèãàëà
70 %. Ñðåäè íèõ äî 15 % êëåòîê íàõîäÿòñÿ â ìåòà-àíà-òå-
ëîôàçå ìèòîçà è âûäåëÿþòñÿ íàèáîëåå ÿðêîé îêðàñêîé.
Îñòàëüíàÿ ïîïóëÿöèÿ ãåïàòîöèòîâ ñîäåðæèò êëåòêè â ôà-
çàõ G1, S è G2 ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà. Â ýòîé ïîïóëÿöèè â
ñîîòâåòñòâèè ñî ñòðóêòóðíûìè îñîáåííîñòÿìè îêðàøèâà-
íèÿ áåëêà Ki-67 áûëî âûäåëåíî 5 òèïîâ êëåòîê â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ êëàññèôèêàöèåé, ðàçðàáîòàííîé íà îñíîâå àíàëè-
çà äîïîëíèòåëüíûõ ìàðêåðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà êóëüòóðû
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (Becker et al.,
2006).

Ïîëàãàþò, ÷òî ïîñëå çàâåðøåíèÿ ìèòîçà pKi-67 äå-
ãðàäèðóåò è â íîâîì öèêëå ñèíòåçèðóåòñÿ âíîâü. Â íà÷àëå
ñëåäóþùåé ïîñòìèòîòè÷åñêîé ôàçû G1 (M—G1) áåëîê
Ki-67 âûÿâëÿåòñÿ â íóêëåîïëàçìå â âèäå ðàçáðîñàííûõ â
íåé ìíîãî÷èñëåííûõ ìåëêèõ ïÿòíûøåê èëè ãðàíóë. Ýòó
êîðîòêóþ ñòàäèþ ðàñöåíèâàþò êàê ðàííþþ ôàçó G1. Õà-
ðàêòåðíûé òèï îêðàøèâàíèÿ ÿäåð â ñëåäóþùåé ôàçå
(ïîçäíåé G1—ðàííåé ôàçå S), ïîëó÷èâøåé îáîçíà÷åíèå
«ÿãóàð», îïðåäåëÿþò êðóïíûå ïîäîáíûå ÿäðûøêó ñòðóê-
òóðû íàðÿäó ñ áîëåå ìåëêèìè ãðàíóëàìè. Â ôàçå ïðîäîë-
æàþùåéñÿ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ (S-ôàçå) Ki-67-ïîçèòèâíîå
îêðàøèâàíèå îãðàíè÷åíî òîëüêî ÿäðûøêàìè. Â ñëåäóþ-
ùåé ôàçå, îáîçíà÷àåìîé êàê G2-òèï îêðàøèâàíèÿ, âñå ÿä-
ðûøêè ñëèâàþòñÿ, îáðàçóÿ ãèãàíòñêóþ äîëü÷àòóþ ñòðóê-
òóðó, îêðàøåííóþ ÿð÷å, ÷åì â ïðåäûäóùåé ñòàäèè. Â òà-
êîé ñòðóêòóðå ìîãóò ïðîñìàòðèâàòüñÿ ïðîôàçíûå
õðîìîñîìû.

Îïèñàííûå íàìè âïåðâûå â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ
ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè áåëêà Ki-67 â êëå-
òî÷íîì öèêëå ÿâëÿþòñÿ óíèâåðñàëüíûìè, îíè íå çàâèñÿò
îò òèïà êëåòîê è òêàíåé, òàêæå è îò âèäîâîé ïðèíàäëåæ-
íîñòè.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß ÐÈÁÎÑÎÌ-
ÍÛÕ ÃÅÍÎÂ Â ÎÎÃÅÍÅÇÅ ÏÒÈÖ. © Å.Ð. Ãàãèíñêàÿ.
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, ele-
na.gaginskaya@gmail.com

Â îòëè÷èå îò îîöèòîâ ðûá è àìôèáèé â îîöèòàõ ïòèö
ðèáîñîìíûå ãåíû íå àìïëèôèöèðóþòñÿ. Ñèíòåç ÄÍÊ â
ðàííåì ìåéîçå ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ òåòðàïëîèäíîãî
êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðå, ò. å. îòðàæàåò ìåéîòè÷åñêóþ ðå-
äóïëèêàöèþ õðîìîñîì è íå ñâÿçàí ñ àìïëèôèêàöèåé ÿä-
ðûøêîâîãî îðãàíèçàòîðà. Îòñóòñòâèå àìïëèôèêàöèè
ðÄÍÊ â îîãåíåçå ïòèö áûëî ïîêàçàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäîâ òèìèäèíîâîé ðàäèîàâòîãðàôèè (Êàëèíèíà, Ãà-
ãèíñêàÿ, 1983) è ãèáðèäèçàöèè in situ (Ãàãèíñêàÿ, Ãðóçî-

âà, 1975). Áîëåå òîãî, â îòëè÷èå îò ìëåêîïèòàþùèõ ó ïî-
ëîâîçðåëûõ ñàìîê ïòèö ÿäðûøêîâûå îðãàíèçàòîðû â
îîöèòàõ âîîáùå íå ôóíêöèîíèðóþò, è ñîîòâåòñòâåííî íè
íà îäíîé èç ñòàäèé ðîñòà îîöèòà â åãî ÿäðå íå ôîðìèðóåò-
ñÿ ÿäðûøêî (Ãàãèíñêàÿ, 1972; Gaginskaya et al., 2009). Ñó-
ùåñòâóþò êîñâåííûå ñâèäåòåëüñòâà òîãî, ÷òî èíàêòèâà-
öèÿ ðèáîñîìíûõ ãåíîâ â ÿäðå îîöèòà ó ïòèö êîìïåíñèðó-
åòñÿ àêòèâíîñòüþ êëåòîê ôîëëèêóëÿðíîãî ýïèòåëèÿ
(Press, 1964; Ãàãèíñêàÿ, Ãðóçîâà, 1969; Schjeide et al.,
1970; Ãàãèíñêàÿ, ×èíü, 1980). Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî
àêòèâíîå ïîñòóïëåíèå ÐÍÊ íåèçâåñòíîé ïðèðîäû èç ôîë-
ëèêóëà â îîöèò ïðèóðî÷åíî ê ïåðèîäó âèòåëëîãåíåçà, ò. å.
ê ïåðèîäó, êîãäà â ÿäðàõ îîöèòîâ äðóãèõ ïîçâîíî÷íûõ
ðÐÍÊ ñèíòåçèðóåòñÿ íàèáîëåå èíòåíñèâíî (Davidson,
1986). Â ÿè÷íèêàõ êóð îïèñàíû ñïåöèôè÷åñêèå îðãàíåë-
ëû (òðàíñîñîìû), â êîòîðûõ ìàòåðèàë (ïðåäïîëîæèòåëü-
íî ðèáîñîìû) òðàíñïîðòèðóåòñÿ èç ôîëëèêóëÿðíûõ êëå-
òîê â öèòîïëàçìó îîöèòà (Press, 1964; Bellairs, 1965;
Schjeide et al., 1970; ×èíü, Ãàãèíñêàÿ, 1980). Ïîëíûé íà-
áîð õîðîøî ðàçâèòûõ è àêòèâíûõ â òðàíñêðèïöèè õðîìî-
ñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê, ñ îäíîé ñòîðîíû, è èíàêòèâà-
öèÿ ðèáîñîìíûõ ãåíîâ â îîöèòàõ ïîëîâîçðåëûõ ïòèö —
ñ äðóãîé — îñîáåííîñòü, ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àþùàÿ
îîãåíåç ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Aves îò îîãåíåçà âñåõ äðó-
ãèõ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ. Ýòà îñîáåííîñòü ïîçâîëÿåò
ðàññìàòðèâàòü îîãåíåç ïòèö êàê ïðîìåæóòî÷íûé ìåæäó
àâòîòðîôíûì è ãåòåðîòðîôíûì ñïîñîáàìè ðàçâèòèÿ ÿé-
öåêëåòêè.

Â òî æå âðåìÿ â ÿè÷íèêå ó íåïîëîâîçðåëûõ ñàìîê ïî-
ïóëÿöèÿ çàðîäûøåâûõ êëåòîê íåîäíîðîäíà: ÷àñòü îîöè-
òîâ ðàííåé äèïëîòåííîé ñòàäèè ñîäåðæèò â ÿäðå îäíî
èëè äâà ÿäðûøêà, êîòîðûå ôóíêöèîíèðóþò íåäîëãî, ðàñ-
ïàäàþòñÿ íà ìåëêèå ôðàãìåíòû è èñ÷åçàþò äî íà÷àëà â
îîöèòå âèòåëëîãåíåçà (Ãàãèíñêàÿ, ×èíü, 1980). Íà ïðèìå-
ðå öûïëåíêà ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåðæàùèå ÿäðûøêî îîöèòû
âñòóïàþò â ôàçó ðîñòà äî íàñòóïëåíèÿ ïîëîâîé çðåëîñòè
ñàìêè, òîãäà êàê îîöèòû ñ èíàêòèâèðîâàííûì ÿäðûøêî-
âûì îðãàíèçàòîðîì îñòàþòñÿ íà ðàííåé äèïëîòåíå è, î÷å-
âèäíî, ñîñòàâëÿþò òó ÷àñòü ïîïóëÿöèè çàðîäûøåâûõ êëå-
òîê, êîòîðàÿ äèôôåðåíöèðóåòñÿ è ñîçðåâàåò â ãîíàäå
âçðîñëîé ïòèöû (×èíü è äð., 1979; Ãàãèíñêàÿ, ×èíü, 1980).
Ïî äàííûì ðàäèîàâòîãðàôèè è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè,
ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÿäðûøêà â îîöèòàõ öûïëåíêà
íåâåëèêà, à êëåòêè ôîëëèêóëÿðíîãî ýïèòåëèÿ âûïîëíÿþò
òó æå ôóíêöèþ, ÷òî è â ÿè÷íèêàõ âçðîñëûõ ñàìîê. Ïîâåäå-
íèå ÿäðûøêà â ðàñòóùèõ îîöèòàõ íåïîëîâîçðåëûõ ïòèö
âåñüìà íàïîìèíàåò òàêîâîå â îîöèòàõ ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñòàäèé ó íåêîòîðûõ ðåïòèëèé, â ÷àñòíîñòè ÿùåðèö, àãàì è
êðóãëîãîëîâîê (Êóëèêîâà, 1963; Àððîíåò, 1969). Äèíàìè-
êà, ðåãóëÿöèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ðèáîñîìíûõ
ãåíîâ â æåíñêèõ ïîëîâûõ êëåòêàõ ó ïòèö è ýâîëþöèîííûå
àñïåêòû îïèñàííîãî ôåíîìåíà òðåáóþò èññëåäîâàíèÿ íà
ñîâðåìåííîì ìåòîäè÷åñêîì óðîâíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ ÍØ-3553.4.2014 è ãðàíòà Ñ.-Ïåòåð-
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Êàðèîòèï äîìàøíåé êóðèöû Gallus g. domesticus ñî-
ñòîèò èç 78 õðîìîñîì, ñðåäè êîòîðûõ 28 ïàð — ìèêðî-
õðîìîñîìû, êîòîðûå ñîäåðæàò 35 % ãåíîìà è ñîñòàâëÿþò
åãî ÷àñòü, îáîãàùåííóþ ãåíàìè. Â íàèáîëåå êîíäåíñèðî-
âàííîì ñîñòîÿíèè (â ìåòàôàçå ìèòîçà) ìèêðîõðîìîñîìû
èìåþò äëèíó ìåíåå 2 ìêì, ïðè÷åì ñàìûå ìåëêèå íàõî-
äÿòñÿ íà ãðàíè ðàçðåøåíèÿ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà. Ïîìè-
ìî î÷åíü ìåëêèõ ðàçìåðîâ ìèêðîõðîìîñîìû êóðèöû îò-
ëè÷àþòñÿ îò ìàêðîõðîìîñîì âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ÃÖ-ïàð â ÄÍÊ è, ïî-âèäèìîìó, âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ïîâòîðîâ. Â ñèëó óêàçàííûõ îñîáåííîñòåé ñàìûå ìàëåíü-
êèå ìèêðîõðîìîñîìû íå ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû
â «ïðîòî÷íîì êàðèîòèïå» è íå îòðàæåíû â ñáîðêå ñåêâå-
íèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé õðîìîñîì êóðèöû
(GGA 29—31, 33—38).

Â ðàñòóùèõ îîöèòàõ êóðèöû âñå õðîìîñîìû ïðåîáðà-
çóþòñÿ â òàê íàçûâàåìûå ëàìïîâûå ùåòêè. Íà ñòàäèè
ëàìïîâûõ ùåòîê õðîìîñîìû õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ, áëàãîäàðÿ ÷åìó èìåþò
ãèãàíòñêèå ðàçìåðû (ïðèìåðíî â 20—30 ðàç äëèííåå ñî-
îòâåòñòâóþùèõ õðîìîñîì íà ñòàäèè ìåòàôàçû) è õàðàê-
òåðíóþ õðîìîìåðíî-ïåòëåâóþ ñòðóêòóðó, áëàãîäàðÿ ÷åìó
êàæäàÿ õðîìîñîìà õîðîøî óçíàâàåìà ïî âíåøíåìó âèäó,
÷òî îñîáåííî âàæíî äëÿ èäåíòèôèêàöèè ñàìûõ ìåëêèõ
õðîìîñîì â íàáîðå.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÷àñòè ìèêðîõðîìîñîì è ïîñòðîå-
íèÿ èõ öèòîãåíåòè÷åñêèõ êàðò ìû èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñ-
öåíòíóþ ãèáðèäèçàöèþ in situ (FISH) èçîëèðîâàííûõ èç
çàðîäûøåâîãî ïóçûðüêà ëàìïîâûõ ùåòîê ñ èìåþùèìèñÿ
â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè ÂÀÑ-êëîíàìè, ñîäåðæàùèìè
ôðàãìåíòû ÄÍÊ ìèêðîõðîìîñîì ñðåäíèõ ðàçìåðîâ (GGA
17—28). Èñïîëüçóÿ ìåòîä FISH, ìû òàêæå îõàðàêòåðèçî-
âàëè ìèêðîõðîìîñîìû, ñîäåðæàùèå òàíäåìíûé ïîâòîð
ÐÎ41. Íåñóùèå ÐÎ41 ìèêðîõðîìîñîìû îáðàçóþò îäíó
õèàçìó, õðîìàòèí ñàìûõ ìåëêèõ èç íèõ óïàêîâàí â äâà
õðîìîìåðà, è îíè èìåþò ðàçìåð ìåíåå 2 ìêì íà ñòàäèè
ëàìïîâûõ ùåòîê. Ñóäÿ ïî âñåìó, èìåííî ýòè ìåëêèå ëàì-
ïîâûå ùåòêè ñîîòâåòñòâóþò íåîõàðàêòåðèçîâàííûì õðî-
ìîñîìàì êàðèîòèïà G. g. domesticus.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ ÍØ-3553.4.2014 è ãðàíòà Ñ.-Ïåòåð-
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ìàñ» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.
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ÍÎÂ ÑÅÌÅÉÑÒÂ MAGE-A È MAGE-B Â ÏËÞÐÈÏÎ-
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Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ
ñïîñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêå â ñîìàòè÷åñêèå è ïîëîâûå
êëåòêè in vivo è in vitro, à òàêæå ê íåîãðàíè÷åííîìó ñàìî-
îáíîâëåíèþ, ñîïîñòàâèìîìó ñ ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåí-
öèàëîì ðàêîâûõ êëåòîê. Ýìáðèîíàëüíûå òåðàòîêàðöè-
íîìíûå êëåòêè, ìàëèãíèçèðîâàííûå àíàëîãè ïëþðèïî-
òåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê èç îïóõîëåé ðåïðîäóêòèâíûõ
îðãàíîâ, ñïîñîáíû ëèøü ê îãðàíè÷åííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå. Ðàçëè÷íûå ãåíåòè÷åñêèå íàðóøåíèÿ â ïëþðèïî-
òåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìîãóò ïðèâîäèòü ê òðàíñôîð-
ìàöèè è ìàëèãíèçàöèè, ò. å. ïåðåõîäó â ñòàòóñ òåðàòîêàð-

öèíîìíûõ êëåòîê. Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ïîèñê íîâûõ
ìàðêåðîâ òðàíñôîðìàöèè ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Ñ ýòîé öåëüþ â íîðìàëüíûõ ïëþðèïîòåíòíûõ
ñòâîëîâûõ è ýìáðèîíàëüíûõ òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ
ìûøè áûëè èññëåäîâàíû ïðîôèëè ýêñïðåññèè ðàêîâî-òå-
ñòèêóëÿðíûõ àíòèãåíîâ ñåìåéñòâ Mage-a è Mage-b, êîòî-
ðûå èìåþò ñïåöèôè÷åñêèé ïàòòåðí ýêñïðåññèè â ðàêîâûõ
êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ ãèñòîëîãè÷åñêèõ òèïîâ, à â íîðìå ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ òîëüêî â íåêîòîðûõ ýìáðèîíàëüíûõ òêàíÿõ
è ñåìåííèêàõ âçðîñëûõ æèâîòíûõ.

Äëÿ àíàëèçà ìåõàíèçìîâ äèôôåðåíöèðîâêè ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è íàðóøåíèÿ ñïåöèàëèçà-
öèè òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòîê ìûøè áûëè èññëåäîâàíû
ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ðàêîâî-òåñòèêóëÿðíûõ àíòèãåíîâ
ñåìåéñòâ Mage-a è Mage-b â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòêàõ è êëåòêàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå
ðåòèíîåâîé êèñëîòîé. Êîëè÷åñòâåííûé ÏÖÐ-àíàëèç ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ Mage-a2, Mage-à4, Mage-à6, Mage-à8 è Ma-
ge-b1, Mage-b3, Mage-b4, Mage-b5 ïîêàçàë, ÷òî ïàòòåðíû
ýêñïðåñèè ýòèõ ãåíîâ ñõîäíû â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ (ÝÑÊ R1) è ýìáðèîíàëüíûõ òåðàòîêàðöèíîìíûõ
(ÝÒÊ F9) êëåòêàõ ìûøè. Ïðè ýòîì óðîâíè ýêñïðåññèè
Mage-a2 è Mage-à6 áûëè çíà÷èòåëüíî âûøå â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÝÒÊ F9, ÷åì ÝÑÊ R1. Îäíàêî ïðîôèëè è
óðîâíè ýêñïðåññèè âñåõ èçó÷åííûõ ãåíîâ áûëè ïðàêòè÷å-
ñêè èäåíòè÷íû â ÝÒÊ F9 è ÝÑÊ R1, äèôôåðåíöèðóþùèõ-
ñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ðåòèíîåâîé êèñëîòû. Íà îñíîâàíèè
ýòèõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ãåíû Mage-a2 è
Mage-à6 ýêñïðåññèðóþòñÿ íà áîëåå âûñîêîì óðîâíå â ìà-
ëèãíèçèðîâàííûõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè
ïëþðèïîòåíòíûìè ýìáðèîíàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêà-
ìè ìûøè. Ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â äèôôåðåí-
öèðóþùèõñÿ ïîïóëÿöèÿõ ÝÒÊ F9 êîððåëèðóåò ñ óìåíü-
øåíèåì ÷èñëà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ òåðàòîêàðöèíîì-
íûõ êëåòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, ýêñïðåññèÿ ðÿäà àíòèãåíîâ
ñåìåéñòâ Mage-a è Mage-b ìîæåò áûòü àññîöèèðîâàíà ñ
íåäèôôåðåíöèðîâàííûì ñòàòóñîì ïëþðèïîòåíòíûõ
ñòâîëîâûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòîê, ïðè÷åì ïîâû-
øåííûé óðîâåíü ýêñïðåñèè Mage-a2 è Mage-à6 õàðàêòå-
ðåí äëÿ ìàëèãíèçèðîâàííûõ òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòîê.
Ïîëó÷åííûå äàííûå âàæíû äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ,
ðåãóëèðóþùèõ ñàìîîáíîâëåíèå è äèôôåðåíöèðîâêó
ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè.
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Â õîäå ñòàíîâëåíèÿ è ýâîëþöèè ýóêàðèîò ìåéîç âîç-
íèê îäíîâðåìåííî ñ ìèòîçîì èëè âñêîðå ïîñëå íåãî (Egel,
Penny, 2008). Âàæíûì ïðèîáðåòåíèåì, îòëè÷àþùèì
ìåéîç îò ìèòîçà, ñòàëî ôîðìèðîâàíèå âðåìåííûõ õðîìî-
ñîìíûõ îñåé, ñîñòîÿùèõ èç ìåéîç-ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ,
êîòîðûå ñòàëè âíóòðèÿäåðíûì êîìïàðòìåíòîì äëÿ ëîêà-
ëèçàöèè ôåðìåíòîâ ðåêîìáèíàöèè ãîìîëîãè÷íûõ õðîìî-
ñîì. Ó âûñøèõ ýóêàðèîò îäèíî÷íûå õðîìîñîìíûå îñè,
ñîåäèíåííûå áåëêîâûìè ìîñòèêàìè, ïðåîáðàçîâàëèñü â
ïàðíûå ñòðóêòóðû — ñèíàïòîíåìíûå êîìïëåêñû (ÑÊ),
÷òî ïðèâåëî ê ñîçäàíèþ êëàññè÷åñêîãî ìåéîçà.
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Â äàííîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ïðîòåîìû ïðèìåðíî
5 òûñ. âèäîâ îðãàíèçìîâ èç îñíîâíûõ òàêñîíîâ ýóêàðèîò
(èçó÷åíî áîëåå 11 ìëí áåëêîâ) è ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
NCBI Protein BLAST ïðîâåëè ïîèñê áåëêîâ, ñõîäíûõ ñ
èçâåñòíûìè 33 áåëêàìè ÑÊ ñåìè ìîäåëüíûõ (äëÿ èçó÷å-
íèÿ ìåéîçà) âèäîâ ýóêàðèîò îò äðîææåé äî ìûøè. Àìè-
íîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîäåëüíûõ áåëêîâ ÑÊ
áûëè âçÿòû èç áàç äàííûõ NCBI è UniProtKB/TrEMBL.
Êîíòðîëåì ñëóæèëè ñëó÷àéíûå àìèíîêèñëîòíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ãåíåðèðîâàííûå èç àìèíîêèñëîòíî-
ãî ñîñòàâà îðèãèíàëüíûõ áåëêîâ ïðîãðàììîé RandSeq.
Êàæäûé ìîäåëüíûé áåëîê ÑÊ è åãî «ñëó÷àéíûé» àíà-
ëîã ñëóæèëè «óäî÷êàìè» (query) äëÿ ïîèñêà ñõîäíûõ áåë-
êîâ â ïðîòåîìàõ èçó÷àåìîé ãðóïïû ýóêàðèîò. Ïîêà-
çàòåëåì ñõîäñòâà ñëóæèë ïàðàìåòð Score. Â ñëó÷àå áëèç-
êèõ ïîêàçàòåëåé ñõîäñòâà íàòèâíîãî è «ñëó÷àéíîãî»
áåëêîâ ñðàâíèâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èõ Score ïî 10 ëó÷-
øèì ðåçóëüòàòàì ïîèñêà. Ñðàâíåíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ t-òåñòà Ñòüþäåíòà. Çíà÷åíèÿ Score çàâèñÿò îò äëèíû
ìîëåêóëû, ïîýòîìó ñðàâíèâàòü ýòè ïîêàçàòåëè äëÿ áåëêîâ
ðàçíîé âåëè÷èíû íåêîððåêòíî. Îäíàêî ñðàâíåíèå èõ
«ïî âåðòèêàëè», ò. å. äëÿ ðàçíûõ ãðóïï ýóêàðèîò, âïîëíå
óìåñòíî.

Áåëêè ëàòåðàëüíûõ ýëåìåíòîâ ÑÊ, íåñóùèå äîìåí
HORMA (Hop1, HIM-3, ASY1 è ASY2), èìåþò ñõîäíûå
áåëêè (ñ òàêèì æå äîìåíîì) â ïðîòåîìàõ ìíîãèõ ýóêàðè-
îò. Äîìåí HORMA ñòðóêòóðèðóåò õðîìîñîìû è ðåêðóòè-
ðóåò äðóãèå áåëêè. Áåëêè ïîïåðå÷íûõ ôèáðèëë ÑÊ, îáëà-
äàþùèå ñõîäíîé âòîðè÷íîé àëüôà-ñïèðàëüíîé ñòðóêòó-
ðîé (Zip1, Ñ(3)G, SYP-1, ZYP1a è ZYP1b, SYCP1), çà
ïðåäåëàìè ñâîèõ òàêñîíîâ èìåþò î÷åíü íåáîëüøîå, íî
äîñòîâåðíîå ñõîäñòâî ñ áåëêàìè ýóêàðèîò ðàçíîé ñòåïåíè
îðãàíèçàöèè, ÷òî, âèäèìî, îáóñëîâëåíî ñïåöèôèêîé
èìåííî àëüôà-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ áåëêà.

Â íåêîòîðûõ ãðóïïàõ ýóêàðèîò ìû íå âûÿâèëè áåë-
êîâ, ñêîëü-íèáóäü ñõîäíûõ ñ èçâåñòíûìè ìîäåëüíû-
ìè áåëêàìè ÑÊ, çà èñêëþ÷åíèåì áåëêà FKBP6 ìûøè —
ôåðìåíòà ïåïòèäèë-ïðîëèë-öèñ-òðàíñ-èçîìåðàçû. Äëÿ
áîëüøèíñòâà òàêñîíîâ íåãàòèâíûé ðåçóëüòàò ìîæåò
îáúÿñíÿòüñÿ ìàëûì êîëè÷åñòâîì àííîòèðîâàííûõ áåë-
êîâ â áàçàõ äàííûõ. Îäíàêî ó áóðûõ âîäîðîñëåé, äèíî-
ôëàãåëëÿò, õðÿùåâûõ ðûá, ðèçàðèé è êîëü÷àòûõ ÷åðâåé
àííîòèðîâàíî äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ, ïîýòî-
ìó îòñóòñòâèå ó íèõ áåëêîâ, ñõîäíûõ ñ èçâåñòíûìè áåë-
êàìè ÑÊ, ìîæíî îáúÿñíèòü ëèáî ôîðìèðîâàíèåì ó íèõ
ÑÊ èç íåèçâåñòíûõ ïîêà áåëêîâ, ëèáî îòñóòñòâèåì ÑÊ â
ìåéîçå ó ýòèõ âèäîâ, ÷òî èíîãäà ïîäòâåðæäàåòñÿ öèòîëî-
ãè÷åñêè.

Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò ãèïîòåçó î òîì,
÷òî â êàæäîé èç ñàìîñòîÿòåëüíî ðàçâèâàâøèõñÿ ýâîëþöè-
îííûõ ëèíèé ìíîãîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò (êðàñíûå è áó-
ðûå âîäîðîñëè, çåëåíûå âîäîðîñëè è ðàñòåíèÿ, ãðèáû,
æèâîòíûå) èìååòñÿ îáùèé íàáîð áàçîâûõ ìåéîòè÷åñêèõ
áåëêîâ, íî, êðîìå ýòîãî, åñòü ñïåöèôè÷íûé äëÿ êàæäîé
ëèíèè íàáîð ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå áåëêîâ ñè-
íàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà.

ÐÀÇÍÎÎÁÐÀÇÈÅ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎÉ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ
ßÄÅÐ Ó ÂÈÄÎÂ ÐÎÄÀ PELOMYXA (AMOEBOZOA, AR-
CHAMOEBAE, PELOMYXIDAE). © À. Â. Ãóäêîâ,1

Ì. À. Áåðäèåâà,2 Ë. Â. ×èñòÿêîâà,2 Ä. Ñ. Áîãîëþáîâ.1 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pelgo-
od1@gmail.com, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò.

Ïðåäñòàâèòåëè ðîäà Pelomyxa — ýòî ñâîáîäíîæèâó-
ùèå àíàýðîáíûå èëè ìèêðîàýðîáíûå ýóêàðèîòíûå ìèêðî-
îðãàíèçìû ñ àìåáîèäíûì òèïîì êëåòî÷íîé îðãàíèçàöèè,
îáëàäàþùèå â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íåñêîëüêèìè èëè
ìíîãî÷èñëåííûìè íåïîäâèæíûìè èëè ìàëîïîäâèæíûìè
æãóòèêàìè, íå ó÷àñòâóþùèìè â êëåòî÷íîé ëîêîìîöèè; â
æèçíåííîì öèêëå ïåëîìèêñ, êàê ïðàâèëî, èìååòñÿ ìíîãî-
ÿäåðíàÿ ñòàäèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî 11 âèäîâ ïå-
ëîìèêñ — P. palustris, P. prima, P. belevskii, P. tertia, P. bi-
nucleata, P. paradoxa, P. corona, P. stagnalis, P. gruberi,
P. flava è P. secunda.

Óäèâèòåëüíîé è óíèêàëüíîé ñðåäè ïðîòèñòîâ îñîáåí-
íîñòüþ ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Pelomyxa ÿâëÿþòñÿ ÷ðåçâû-
÷àéíîå ðàçíîîáðàçèå è ñóãóáàÿ âèäîñïåöèôè÷íîñòü îðãà-
íèçàöèè èõ ÿäåð. Ñîãëàñíî òðàäèöèîííîé êëàññèôèêàöèè
Ðàéêîâà (1982), ó ïåëîìèêñ âñòðå÷àþòñÿ ÿäðà êàê «îâó-
ëÿðíîãî», òàê è «âåçèêóëÿðíîãî» òèïîâ. «Îâóëÿðíûå»
ÿäðà õàðàêòåðíû äëÿ âèäîâ P. palustris, P. belevskii, P. se-
cunda è P. flava, «âåçèêóëÿðíûå» ñâîéñòâåííû P. stagna-
lis, P. prima è P. gruberi. Îäíàêî ÿäðà îñòàëüíûõ âèäîâ íå
ìîãóò áûòü îäíîçíà÷íî êëàññèôèöèðîâàíû â ñîîòâåòñò-
âèè ñ äàííîé êëàññèôèêàöèåé, ïîýòîìó ìû óñëîâíî âûäå-
ëÿåì ñðåäè íèõ «íåòèïè÷íûå âåçèêóëÿðíûå» (P. binuclea-
ta) è «íåòèïè÷íûå îâóëÿðíûå» (P. corona, P. paradoxa è
P. tertia). Ïðè ýòîì äàæå â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ÿäðà îòíî-
ñÿòñÿ ê îäíîìó è òîìó æå òèïó, îíè âåñüìà ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àþòñÿ â äåòàëÿõ ñâîåãî ñòðîåíèÿ. Âíóòðèÿäåðíûå
îáðàçîâàíèÿ â êëåòêàõ ïåëîìèêñ ìîðôîëîãè÷åñêè â áîëü-
øèíñòâå ñëó÷àåâ âûãëÿäÿò î÷åíü íåîáû÷íî è ñ òðóäîì
ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê êàêîìó-ëèáî êîíêðåòíîìó èç èç-
âåñòíûõ òèïîâ ÿäåðíûõ ñóáêîìïàðòìåíòîâ. Ó P. stagnalis
è P. paradoxa â ñîñòàâå ÿäðûøåê îáíàðóæèâàþòñÿ íå-
áîëüøèå ìîðôîëîãè÷åñêè ÷åòêî äèôôåðåíöèðîâàííûå
òåëüöà ñ õàðàêòåðíîé ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèåé, êîòîðûå
ïîëó÷èëè ñïåöèàëüíîå íàçâàíèå ãëîìåðóëîñîìû (îò ëàò.
glomero — ñêðó÷èâàòü â êëóáîê). Ïîíÿòíî, ÷òî áåç ïðîâå-
äåíèÿ ñïåöèàëüíûõ öèòî- è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ òåñ-
òîâ òî÷íî îïðåäåëèòü ïðèðîäó ýòèõ è äðóãèõ âíóòðèÿäåð-
íûõ îáðàçîâàíèé íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì.

Íå ìåíåå ðàçíîîáðàçíû è ñïåöèôè÷íû ñòðóêòóðíûå
óñëîæíåíèÿ íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè ÿäåðíîé îáîëî÷êè ó
âèäîâ ïåëîìèêñ, îáëàäàþùèõ ÿäðàìè «îâóëÿðíîãî» òèïà.
Òàê, ïîâåðõ íàðóæíîé ÿäåðíîé ìåìáðàíû ìîãóò ðàñïîëà-
ãàòüñÿ äîïîëíèòåëüíûå ñëîè — ïðîèçâîäíûå êàíàëîâ è
ïóçûðüêîâ ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà; ýòî ìîæåò
áûòü îäèí èëè íåñêîëüêî ñëîåâ êîðîòêèõ ìèêðîòðóáî÷åê,
ëåæàùèõ ïàðàëëåëüíî äðóã äðóãó è ïîâåðõíîñòè ÿäðà; ýòî
ìîãóò áûòü íåáîëüøèå âåçèêóëû ñ ýëåêòðîííî-ïëîòíûì
ñîäåðæèìûì, ðàñïîëàãàþùèåñÿ íåïîñðåäñòâåííî â îêî-
ëîÿäåðíîì ïðîñòðàíñòâå, è ò. ä.

ÍÎÂÛÅ ÏÎÄÕÎÄÛ Ê ÈÇÓ×ÅÍÈÞ ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÎÃÎ
ÀÏÏÀÐÀÒÀ Ó ÀÃÀÌÍÛÕ ÑÂÎÁÎÄÍÎÆÈÂÓÙÈÕ
ÀÌÅÁ ÒÈÏÀ AMOEBA PROTEUS. © À. Â. Ãóäêîâ,
Ñ. Þ. Äåìèí, À. Ë. Þäèí, Þ. È. Ïîäëèïàåâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pelgood1@gmail.com

Ñâîáîäíîæèâóùèå àìåáû òèïà Amoeba proteus óæå
áîëåå äâóõ âåêîâ ÿâëÿþòñÿ êëàññè÷åñêèì ìîäåëüíûì
îáúåêòîì êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Â ÷àñòíîñòè, îíè ïðèâëå-
êàþò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé êàê îáëèãàòíî àãàìíûå
ýóêàðèîòíûå ìèêðîîðãàíèçìû. Îäíàêî ñîâðåìåííûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì àìåá âî ìíîãîì òîðìîçÿòñÿ
âñëåäñòâèå íåäîñòàòî÷íîé èçó÷åííîñòè èõ õðîìîñîìíîãî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 651



àïïàðàòà. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî õðîìîñîìû A. proteus
î÷åíü ìåëêèå è èõ ÷èñëî äîñòèãàåò 500 èëè áîëåå (Yudin,
1990; Ìàðàõîâà è äð., 1993), íî ýòè äàííûå íîñÿò ëèøü
ïðåäïîëîæèòåëüíûé õàðàêòåð. Îñòàåòñÿ îòêðûòûì âî-
ïðîñ è î ñòåïåíè ïëîèäíîñòè èõ ÿäðà. Ðåøåíèå åãî çà-
òðóäíåíî èç-çà àãàìíîñòè àìåá è ñëàáî âûðàæåííîé èí-
äèâèäóàëüíîñòè õðîìîñîì, õîòÿ ïîëèïëîèäíîñòü ÿäðà
ýòèõ îðãàíèçìîâ «íåîäíîêðàòíî ïîäîçðåâàëàñü» (Raikov,
1982). Êëåòî÷íûé öèêë A. proteus èìååò ðÿä îñîáåííî-
ñòåé, îñëîæíÿþùèõ èñïîëüçîâàíèå îïðåäåëåíèÿ ñîäåð-
æàíèÿ ÄÍÊ êàê ìåðû ïëîèäíîñòè: â öèêëå îòñóòñòâóåò
ôàçà G1, à ñðàçó ïî îêîí÷àíèè êàðèîêèíåçà íà÷èíàåòñÿ
ñèíòåòè÷åñêàÿ ôàçà (S), ïðè÷åì åñëè â ìîìåíò îêîí÷àíèÿ
êàðèîêèíåçà êîëè÷åñòâî ÄÍÊ óñëîâíî ïðèíÿòü çà åäèíè-
öó, òî ê íà÷àëó ôàçû G2 åãî êîëè÷åñòâî â ÿäðå ìîæåò óâå-
ëè÷èâàòüñÿ â 3.9 ðàçà (òàê íàçûâàåìàÿ ãèïåððåïëèêàöèÿ
ÄÍÊ), îäíàêî â äàëüíåéøåì â õîäå ôàçû G2 ÷àñòü ÄÍÊ
ýëèìèíèðóåòñÿ (Afon’kin, 1989; Ìàõëèí, 1993). Îáèëèå
ýíäîöèòîáèîíòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â öèòîïëàçìå è ñî-
äåðæèìîå ïèùåâàðèòåëüíûõ âàêóîëåé àìåá ïðèâîäÿò ê
íåîáõîäèìîñòè âûäåëåíèÿ ÿäðà èç êëåòêè äëÿ ïðîâåäåíèÿ
êîððåêòíûõ êîëè÷åñòâåííûõ èçìåðåíèé, ÷òî äåëàåò íå-
âîçìîæíûì èçìåðåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õîäå ìèòîçà
ìåòîäîì öèòîôëóîðèìåòðèè. Íàêîíåö, äî ñèõ ïîð íåèçâå-
ñòíî, ðàçëè÷àþòñÿ ëè êàðèîòèïû ó øòàììîâ îäíîãî âèäà,
íî ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ÷òî èìååò ïðèíöèïèàëüíîå
çíà÷åíèå äëÿ àíàëèçà ïðîáëåìû âèäà ó ýòèõ îáëèãàòíî
àãàìíûõ îðãàíèçìîâ, èìåþùèõ âñåñâåòíîå ðàñïðîñòðàíå-
íèå.

Îäíîé èç òðàäèöèîííûõ ïðîáëåì âñåõ ïðåäûäóùèõ
ðàáîò ñ îðãàíèçìàìè òèïà A. proteus ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷åíèå
àäåêâàòíîãî äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîëè÷åñòâà äåëÿùèõñÿ
êëåòîê. Ìû ïðåäëàãàåì äëÿ ðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà èñ-
ïîëüçîâàòü íîâûé, íåäàâíî ðàçðàáîòàííûé íàìè âûñîêî-
ýôôåêòèâíûé ìåòîä ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íîãî öèêëà
àìåá â êóëüòóðå ïóòåì èõ ïèíîöèòàðíîãî êîðìëåíèÿ,
ïðèâîäÿùèé ê ïðèáëèçèòåëüíî 90%-íîé ñèíõðîíèçàöèè
êëåòîê ïî ÿäåðíîìó öèêëó â çàâèñèìîñòè îò øòàììà è
óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ (Podlipaeva et al.,
2013). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ õðîìîñîì ìû ïðåä-
ëàãàåì èñïîëüçîâàòü ìåòîä, íåäàâíî ðàçðàáîòàííûé äëÿ
êëåòîê íàñåêîìûõ è ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå a high-pressure
squash technique (Sharakhova et al., 2011), êîòîðûé ïîçâî-
ëÿåò ïîëó÷àòü äâóõìåðíûå ñïðýäû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
ñ âûñîêèì îïòè÷åñêèì ðàçðåøåíèåì èõ òîíêîé ñòðóêòó-
ðû. Ýòîò ìåòîä ñóùåñòâåííî ìîäèôèöèðîâàí íàìè ïðè-
ìåíèòåëüíî ê àìåáîèäíûì îðãàíèçìàì òèïà A. proteus è ñ
óñïåõîì îïðîáîâàí íà äâóõ êîëëåêöèîííûõ øòàììàõ ýòî-
ãî âèäà (øòàììû B è CONT). Óæå ïåðâûå ïðåäâàðèòåëü-
íûå äàííûå, ïîëó÷åííûå íàìè â ðåçóëüòàòå èññëåäîâà-
íèÿ, ñâèäåòåëüñòâóþò îá îøèáî÷íîñòè òðàäèöèîííûõ
ïðåäñòàâëåíèé îá îðãàíèçàöèè õðîìîñîìíîãî àïïàðàòà ó
ýòèõ íèçøèõ ýóêàðèîò.

ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß ÁÅËÊÎÂ, ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÓÞ-
ÙÈÕ Ñ E3-ÓÁÈÊÂÈÒÈÍËÈÃÀÇÎÉ PIRH2. © À. À. Äàêñ,1

O. A. Ôåäîðîâà,1, 2 Ï. Í. Êóðûëêî,1 Í. À. Áàðëåâ.1, 2 1Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé òåõíîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò
(òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò), alexandra.daks@gmail.com, è
2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Áåëîê Pirh2 (RCHY1) ÿâëÿåòñÿ Å3-óáèêâèòèíëèãàçîé,
ìîäèôèöèðóþùåé ãëàâíûé îíêîñóïðåññîð êëåòêè p53 è
íàïðàâëÿþùåé åãî íà ïðîòåàñîìíóþ äåãðàäàöèþ. Ïî-

âðåæäåíèå ÄÍÊ ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ð53 çà ñ÷åò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ýòîãî áåëêà ïî ñàéòó Ser15. Äàííàÿ
ìîäèôèêàöèÿ ïðåïÿòñòâóåò âçàèìîäåéñòâèþ ð53 ñ åãî
ãëàâíûì íåãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì — Mdm2, îäíàêî â îò-
ëè÷èå îò Mdm2 Pirh2 ñïîñîáåí ìîäèôèöèðîâàòü òàêóþ
àêòèâèðîâàííóþ ôîðìó ð53 è íàïðàâëÿòü åå íà äåãðàäà-
öèþ. Òàêèì îáðàçîì, çàêîíîìåðíî, ÷òî ñâåðõýêñïðåññèÿ
Pirh2 íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ ìíîãèõ òèïîâ îïóõîëåé, íà-
ïðèìåð ïðè ðàêå ïðîñòàòû, ðàêå ëåãêèõ è äð. Ìèøåíÿìè
Pirh2 ÿâëÿþòñÿ è äðóãèå áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íîãî öèêëà, àïîïòîçà è îòâåòå íà ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ, íàïðèìåð Cdk9, p27 è PolH, îäíàêî ðîëü áåëêà Pirh2
â äàííûõ ïðîöåññàõ îñòàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî èçó÷åííîé.
Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðèáëèçèòüñÿ ê ïîíèìàíèþ ìåõàíèçìîâ
Pirh2-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè êàíöåðîãåíåçà, ðåïàðàöèè
ÄÍÊ è äðóãèõ âàæíåéøèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, ñ ïî-
ìîùüþ MALDI-TOF ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ìû èäåíòèôè-
öèðîâàëè ÿäåðíûå áåëêè, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ E3-óáèê-
âèòèíëèãàçîé Pirh2.

Ñ ýòîé öåëüþ ìû ñêîíñòðóèðîâàëè âåêòîð, êîäèðóþ-
ùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà
Pirh-GST, èíäóöèðîâàëè ýêñïðåññèþ äàííîãî âåêòîðà â
êëåòêàõ E. coli è âûäåëèëè áåëîê èç áàêòåðèàëüíîãî ëèçà-
òà ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ãëóòàòèîí-ñå-
ôàðîçå. Ïîñëå ýòîãî ìû îñóùåñòâèëè èíêóáàöèþ
Pirh2-GST ñ ÿäåðíûìè ýêñòðàêòàìè, ïîëó÷åííûìè èç êëå-
òîê H1299 ðàêà ëåãêîãî ÷åëîâåêà, îáðàáîòàííûõ è íå îá-
ðàáîòàííûõ ïðîòèâîðàêîâûì ïðåïàðàòîì äîêñîðóáèöè-
íîì äëÿ èíäóêöèè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ. Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñâÿçàâ-
øèåñÿ áåëêè èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ MALDI-TOF
MS/MS ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ñïåêòðîâ ïåïòèäîâ áûëî âûÿâ-
ëåíî îêîëî 150 íîâûõ áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ
Pirh2. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ñðåäè íèõ èäåíòèôèöèðîâàíî
íåñêîëüêî âàæíåéøèõ ó÷àñòíèêîâ êëåòî÷íîãî îòâåòà íà
ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ. Òàê, ìû ïîêàçàëè, ÷òî E3-óáèêâèòèí-
ëèãàçà Pirh2 íàïðÿìóþ âçàèìîäåéñòâóåò ñ òàêèìè áåëêà-
ìè, êàê DDB1 (ýêñöèçèîííàÿ ðåïàðàöèÿ), RAD18 (ïî-
ñòðåïëèêàòèâíàÿ ðåïàðàöèÿ), RAD21 (ðåïàðàöèÿ äâóöå-
ïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ) è äð. Ìû òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî
Pirh2 ñâÿçûâàåòñÿ ñ áåëêîì Ku70 — ñóáúåäèíèöåé ãåòå-
ðîäèìåðíîãî êîìïëåêñà Ku70—Ku80, îñóùåñòâëÿþùåãî
ðåïàðàöèþ äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ. Ýòî âçàèìîäåéñò-
âèå ìû ïîäòâåðäèëè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòà è ïîñëå-
äóþùåé îêðàñêè àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê áåëêó
Ku70. Íà îñíîâå äàííûõ èììóíîîêðàøèâàíèÿ ìîæíî ñäå-
ëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê äîêñîðóáè-
öèíîì êîëè÷åñòâî Ku70, ñâÿçàâøåãîñÿ ñ Pirh2, ìåíüøå ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì áåç îáðàáîòêè. Ýòî õîðîøî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè îá óáèêâèòèíçàâèñèìîé äåãðàäàöèè
Ku70 â îòâåò íà àïîïòîòè÷åñêèå ñòèìóëû. Èçâåñòíî, ÷òî
äåãðàäàöèÿ Ku70 ïîçâîëÿåò àïîïòîòè÷åñêîìó áåëêó Bax
àêòèâèðîâàòü ìèòîõîíäðèàëüíûé ïóòü êëåòî÷íîé ñìåðòè.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óáèêâèòèíëèãàçà Mdm2 ìîäè-
ôèöèðóåò Ku70 ñ ïîñëåäóþùåé ïðîòåàñîìíîé äåãðàäà-
öèåé ïîñëåäíåãî. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî E3-ëèãàçà Pirh2
òàêæå ñïîñîáíà óáèêâèòèíèðîâàòü Ku70 â îòâåò íà ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ, òàêèì îáðàçîì âëèÿÿ íà ðåãóëÿöèþ ïðî-
öåññà êëåòî÷íîé ñìåðòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà
ïðàâèòåëüñòâà Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè ¹ 11.G34.31.0069
îò 21.10.2011 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-32242-ìîë_à è 13-04-01024-à).
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ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ßÄÅÐ ÖÈÑÒÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â
ÑÅÌÅÍÍÈÊÀÕ ÌÎËËÞÑÊÀ LITTORINA SAXATILIS.
© C. Þ. Äåìèí,1 À. È. Ãðàíîâè÷,2 Í. À. Ìèõàéëîâà.1, 2 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, serghei.de-
min@gmail.com, è 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ïî äàííûì ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé ìåòîäîì DIC,
ñåìåííèêè ìîðñêîãî ïåðåäíåæàáåðíîãî ìîëëþñêà Littori-
na saxatilis (Olivi, 1792) èìåþò ëîáóëÿðíî-öèñòíóþ îðãà-
íèçàöèþ, äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå îáíàðóæåííóþ ó
äðóãèõ ìîëëþñêîâ, îäíàêî ñõîäíóþ ñ òàêîâîé ó ìîäåëü-
íîãî îáúåêòà Drosophila melanogaster. Âìåñòå ñ òåì îôîð-
ìëåííîé íèøè ãîíàäû, â êîòîðîé ðàñïîëîæåíû ñòâîëî-
âûå êëåòêè ó äðîçîôèëû, ó ìîëëþñêîâ íå îáíàðóæèâà-
åòñÿ. Êàê è ó äðîçîôèëû (http://flybase.org/static_pages/
termlink/termlink.html), ó ëèòòîðèíû íà ýòàïå ïåðâè÷íîé
äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê ôîðìèðóþòñÿ ãîíè-
îáëàñòíûå öèñòû, ñîñòîÿùèå èç êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ — ïåðâè÷íîãî ñïåðìàòîãîíèÿ, ïðîèñõîäÿùåãî
èç ñòâîëîâîé êëåòêè çàðîäûøåâîé ëèíèè, è öèñòíîé êëåò-
êè ñîìàòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Íà ïðåïàðàòàõ ñïðýäîâ
ÿäåð è õðîìîñîì, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì âûñîêîãî äàâëå-
íèÿ (250 êã/ñì2) è îêðàøåííûõ ÄÍÊ-òðîïíûìè ôëóîðîõ-
ðîìàìè DAPI è õðîìîìèöèíîì À3, à òàêæå àçîòíîêèñëûì
ñåðåáðîì è êðàñèòåëåì Ãèìçà, òàêèå öèñòû îáíàðóæèâà-
þòñÿ â âèäå ñïàðåííûõ ÿäåð äèïëîèäíûõ ðàçìåðîâ. Ñóäü-
áà ïåðâè÷íîãî ñïåðìàòîãîíèÿ â ãîíèîáëàñòíûõ öèñòàõ
ìîëëþñêîâ â îòëè÷èå îò òàêîâîé ó äðîçîôèëû ñòðîãî íå
îïðåäåëåíà. ×èñëî ôîðìèðóþùèõñÿ âòîðè÷íûõ ñïåðìà-
òîãîíèåâ â õîäå äàëüíåéøåé äèôôåðåíöèðîâêè ñïåðìàòî-
öèñòû âàðüèðóåò îò 1 äî 8, ó D. melanogaster èõ âñåãäà 16.
Òàê æå êàê è ó äðîçîôèëû, äåëåíèÿ ÿäðà öèñòíîé êëåòêè â
ñîñòàâå ñïåðìàòîöèñòû íå ïðîèñõîäèò. Äèôôåðåíöèðîâ-
êà ñïåðìàòîöèñòû çàâåðøàåòñÿ âìåñòå ñî ñïåðìèîãåíå-
çîì, ïî îêîí÷àíèè êîòîðîãî îáîëî÷êà öèñòû ëîêàëüíî
ðàçðûâàåòñÿ, òàê ÷òî ñîçðåâàþùèå ñïåðìèè âûõîäÿò â ëî-
áóëÿðíûé êàíàëåö, çàòåì â öåíòðàëüíóþ ïîëîñòü ãîíàäû
è äàëåå — â ñåìÿâûíîñÿùèé ïðîòîê.

Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ñâîáîäíàÿ îò ñïåðìèåâ öèñòà
íå ïîãèáàåò. Ôîðìèðóÿ ëîáîïîäèþ, îíà ñïîñîáíà ê ìèã-
ðàöèè è çàõâàòó ñâîáîäíûõ ñïåðìàòîãîíèåâ. Ñâîáîäíàÿ
öèñòíàÿ êëåòêà ìîæåò ïîäâåðãàòüñÿ äàëüíåéøåé äèôôå-
ðåíöèðîâêå ïóòåì ýíäîðåäóïëèêàöèè ÿäðà. Íà àñïåðìè-
÷åñêèõ ìóòàíòàõ D. melanogaster, â ãîíàäàõ êîòîðûõ îò-
ñóòñòâóþò êëåòêè çàðîäûøåâîé ëèíèè, ïîêàçàíî, ÷òî öè-
ñòíûå êëåòêè ñïîñîáíû ê ìèòîòè÷åñêèì äåëåíèÿì, òàê
÷òî ïîñëå ìèãðàöèè â ïîëîñòü ãîíàäû îíè ôîðìèðóþò íå-
áîëüøèå êëàñòåðû (Gonczy, DiNardo, 1996; Spradling
et al., 2011). Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ÷èñëî ðàóíäîâ ýíäîðå-
äóïëèêàöèè ÿäðà öèñòíîé êëåòêè ëèòòîðèíû ìîæåò âàðü-
èðîâàòü îò 1 äî ìèíèìóì 4—5 äëÿ ìîëëþñêîâ, îáèòàþ-
ùèõ â óñëîâèÿõ Êðàéíåãî Ñåâåðà (Áåëîå, Áàðåíöåâî è
Íîðâåæñêîå ìîðÿ). Â ïîïóëÿöèÿõ ìîëëþñêîâ L. saxatilis
Àòëàíòè÷åñêîãî ïîáåðåæüÿ Ïîðòóãàëèè ÷àñòîòà ýíäîðå-
äóïëèöèðîâàííûõ öèñòíûõ êëåòîê â ãîíàäå è ÷èñëî ðàóí-
äîâ ýíäîðåäóïëèêàöèè ÿäðà ñóùåñòâåííî íèæå. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ìåõàíèçì ýíäîðåäóïëèêàöèè ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé òèïè÷íûé ýíäîìèòîç ñ áëîêîì ñåãðåãàöèè äî÷åðíèõ
õðîìîñîì â ýíäî-àíàôàçå. Ïðè ñàìûõ âûñîêèõ óðîâíÿõ
ýíäîðåäóïëèêàöèè â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ öèñòíûõ êëåòîê
ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ ïîìïîíîâèäíûå ïîëèòåííûå õðî-
ìîñîìû.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäî-
âàíèÿ ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëå-

òî÷íûõ òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðîãðàììû
ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ»
è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 14-04-10195-ê è 12-04-00312-à).

ÀÕÈÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÉ ÌÅÉÎÇ Ó ÑÀÌÖÎÂ ÌÎÐÑÊÎ-
ÃÎ ÌÎËËÞÑÊÀ LITTORINA SAXATILIS. © C. Þ. Äå-
ìèí,1 Í. À. Ìèõàéëîâà,1, 2 Â. Í. Ñòåôàíîâà,1 À.È. Ãðàíî-
âè÷.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ser-
ghei.demin@gmail.com, è 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ó ðàçäåëüíîïîëûõ áåñïîçâîíî÷íûõ ñ õðîìîñîìíûì
òèïîì îïðåäåëåíèÿ ïîëà îñîáè ãåòåðîãàìåòíîãî ïîëà ìî-
ãóò èìåòü àòèïè÷íûé àõèàçìàòè÷åñêèé ìåéîç (ÀÌ) (Êóç-
íåöîâà, Ãðîçåâà, 2010). ÀÌ îáíàðóæåí ó ñàìöîâ ïðåñíî-
âîäíûõ ãàñòðîïîä ðîäà Bithynia (Debus, 1978), äëÿ ìîð-
ñêèõ ìîëëþñêîâ äàííûé òèï ìåéîçà íå óñòàíîâëåí.
Ìîðñêîé ìîëëþñê Littorina saxatilis èìååò òèï îïðåäåëå-
íèÿ ïîëà XY, ïðè ýòîì ãåòåðîãàìåòíûì ïîëîì ÿâëÿþòñÿ
ñàìöû (Rolan-Alvarez et al., 1996). Îòñóòñòâèå äàííûõ îá
îðãàíèçàöèè ñåìåííèêîâ ïîëîâîçðåëûõ ìîëëþñêîâ è ïðî-
òåêàíèè ìåéîçà â ñîçðåâàþùèõ ñïåðìàòîöèòàõ íå ïîçâîëÿ-
ëî îïðåäåëèòü òèï ìåéîçà.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ìåòîäû ïðèæèçíåííûõ íà-
áëþäåíèé ñåìåííèêîâ L. saxatilis íà ïðåäåëå îïòè÷åñêîãî
ðàçðåøåíèÿ (DIC-ìèêðîñêîïèÿ), à òàêæå òåõíèêà ñïðý-
äèíãà ÿäåð è õðîìîñîì ñ ïîìîùüþ âûñîêîãî äàâëåíèÿ
(250 êã/ñì2). Îêðàøèâàíèå ÀÒ-áîãàòûõ ó÷àñòêîâ õðîìî-
ñîì ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì DAPI, GC-áîãàòûõ ó÷à-
ñòêîâ — õðîìîìèöèíà À3, äëÿ âûÿâëåíèÿ ÿäðûøåê è
Ag-NORs íà õðîìîñîìàõ èñïîëüçîâàëè ìåòîä îêðàøèâà-
íèÿ àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì (Howell, Black, 1979).

Ïîêàçàíî, ÷òî ñïåðìàòîöèòû L. saxatilis íàõîäÿòñÿ â
ñîñòàâå äâóõêëåòî÷íûõ èëè ìíîãîêëåòî÷íûõ öèñò, ÷òî
õàðàêòåðíî äëÿ ëîáóëÿðíî-öèñòíîãî òèïà îðãàíèçàöèè òå-
ñòèêóë, âî ìíîãîì ñõîäíîãî ñ òèïîì îðãàíèçàöèè ñåìåí-
íèêîâ Drosophila melanogaster. Â ñîñòàâ öèñòû âõîäÿò
îäíà öèñòíàÿ êëåòêà, èìåþùàÿ ñîìàòè÷åñêîå ïðîèñõîæ-
äåíèå, è îäèí èëè íåñêîëüêî ñïåðìàòîöèòîâ. Íà ñïðýäàõ
ìåéîöèòîâ ïðè âñåõ òèïàõ îêðàøèâàíèÿ â ëåïòîòå-
íå—ðàííåé ïàõèòåíå íàáëþäàþòñÿ ñòðóêòóðû ïåðèôåðè-
÷åñêîãî õðîìàòèíà òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê. Ïðèæèçíåííûå
íàáëþäåíèÿ çèãîòåííûõ ñïåðìàòîöèñò è îêðàøèâàíèå
DAPI âûÿâëÿþò êîðîòêèå ó÷àñòêè (çèãè) êîíäåíñèðîâàí-
íîãî õðîìàòèíà. Ê ïîçäíåé ïàõèòåíå ïðîèñõîäèò ðåäóê-
öèÿ ñòðóêòóð òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê. Âìåñòî êëàññè÷åñêîé
õèàçìàòè÷åñêîé äèïëîòåíû, õàðàêòåðíîé äëÿ ìåéîöèòîâ
ñàìîê L. saxatilis, ó ñàìöîâ íàáëþäàåòñÿ ïîâòîðíàÿ àãðå-
ãàöèÿ õðîìîñîì áèâàëåíòà â îäíîíèòåâóþ ñòðóêòóðó
(compact stage). Êàê è ó ìîëëþñêîâ ðîäà Bithynia, õðîìî-
ñîìíûå ôèãóðû äèàêèíåçà L. saxatilis âíåøíå íàïîìèíà-
þò êàðòèíó õèàçìàòè÷åñêîãî äèàêèíåçà, îäíàêî óëüòðà-
ñòðóêòóðíûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ðåêîìáèíàöè-
îííûå ïóçûðüêè ïðè ÀÌ çàòðàãèâàþò òîëüêî ìàòåðèàë
ïåðèôåðè÷åñêèõ ïåòåëü õðîìàòèíà, à íå îñåâûõ ñòðóêòóð
õðîìîñîì (Debus, 1978). Â ñïåðìàòîöèòàõ L. saxatilis â
ìåòàôàçå I îáíàðóæèâàþòñÿ 3 ñòàäèè — àãðåãàöèè óíèâà-
ëåíòîâ â áèâàëåíòå, ïðîäîëüíîãî ðàñùåïëåíèÿ áèâàëåí-
òîâ è èõ ñåãðåãàöèè. Â èíòåðâàëå ëåïòîòåíà—compact sta-
ge ÀÌ ó ñïåðìàòîöèòîâ I ïîðÿäêà âûÿâëÿþòñÿ 1—2 êîì-
ïàêòíûõ ÿäðûøêà, â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ñïåðìàòîöèòîâ
II ïîðÿäêà — îò 4 äî 6. Â ÿäðàõ ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòèä

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 653



÷èñëî ÿäðûøåê óìåíüøàåòñÿ äî 1—4, â ïðîôàçå 2-ãî äå-
ëåíèÿ ìåéîçà ÿäðûøêè íå âûÿâëÿþòñÿ. Ag-NORs íå âû-
ÿâëÿþòñÿ íè íà îäíîé èç ñòàäèé ìåéîçà. Îáñóæäàþòñÿ
ðîëü ÀÌ â ñíèæåíèè óðîâíÿ ãåíåòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè
ó ñàìöîâ L. saxatilis è ýâîëþöèîííîå çíà÷åíèå ÀÌ ïðè
ôîðìèðîâàíèè êîìïëåêñîâ êðèïòè÷åñêèõ âèäîâ ìîëëþ-
ñêîâ.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäî-
âàíèÿ ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-10195-ê è 12-04-00312-à).

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÝÍÄÎÌÅÒÐÈÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÄËß ÑÒÈÌÓËßÖÈÈ ÐÀÇÂÈÒÈß ÝÍÄÎÌÅÒ-
ÐÈß ÊÐÛÑ. © À. Ï. Äîìíèíà, Â. Ì. Ìèõàéëîâ, Í. Í. Íè-
êîëüñêèé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, al-
domnina@mail.ru

Ïðè íàñòóïëåíèè áåðåìåííîñòè êëåòêè ñòðîìû ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñëîÿ ýíäîìåòðèÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ãîðìî-
íîâ æåëòîãî òåëà ïðåâðàùàþòñÿ â äåöèäóàëüíûå êëåòêè è
ó÷àñòâóþò â èìïëàíòàöèè ýìáðèîíà è â ôîðìèðîâàíèè
ïëàöåíòû. Ïîâðåæäåíèå èëè íåäîñòàòî÷íîå ðàçâèòèå
ôóíêöèîíàëüíîãî ñëîÿ ýíäîìåòðèÿ ïðèâîäèò ê âîçíèêíî-
âåíèþ ñïàåê (ñèíåõèé) è áåñïëîäèþ.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü åäèíñòâåííûì ñïîñîáîì ëå÷å-
íèÿ âíóòðèìàòî÷íûõ ñèíåõèé ÿâëÿåòñÿ îïåðàòèâíûé ìå-
òîä ñ ïîñëåäóþùåé öèêëè÷åñêîé ãîðìîíîòåðàïèåé â òå-
÷åíèå 3—6 ìåñ. Îäíàêî èìåþòñÿ äàííûå ïî óñïåøíîìó
ïðèìåíåíèþ àóòîëîãè÷íûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà äëÿ ëå-
÷åíèÿ íàèáîëåå òÿæåëîé ôîðìû äàííîãî çàáîëåâàíèÿ —
ñèíäðîìà Àøåðìàíà (Nagori et al., 2011; Zhao et al., 2013).

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëîñü çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî
ïóáëèêàöèé î âûäåëåíèè è èñïîëüçîâàíèè ñòâîëîâûõ
êëåòîê ýíäîìåòðèÿ (Chan et al., 2004; Cho et al., 2004; Gar-
gett, 2006).

Íàìè áûëè ïîëó÷åíû è îõàðàêòåðèçîâàíû ëèíèè ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê èç äåñêâàìèðîâàííîãî ýí-
äîìåòðèÿ, ñîäåðæàùåãîñÿ â ìåíñòðóàëüíîé êðîâè ÷åëîâå-
êà (ýÌÑÊ) (Çåìåëüêî è äð., 2011). Êëåòêè ýòèõ ëèíèé îá-
ëàäàþò âñåìè ñâîéñòâàìè, ïðèñóùèìè ìåçåíõèìíûì
ñòâîëîâûì êëåòêàì: ñàìîîáíîâëåíèåì, ýêñïðåññèåé ñïå-
öèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è ìóëüòèïîòåíòíîñòüþ. ýÌÑÊ èìå-
þò ïîçèòèâíóþ ýêñïðåññèþ òàêèõ ìàðêåðîâ, êàê CD73,
CD90 è CD105, à òàêæå CD13, CD29 è CD44. Îòñóòñòâèå
ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ CD19, CD34, CD45,
CD117, CD130 è HLA-DR (êëàññà II) õàðàêòåðèçóåò êëåò-
êè âûäåëåííûõ ëèíèé êàê èìåþùèå ìåçåíõèìíûé ñòðî-
ìàëüíûé, à íå ãåìîïîýòè÷åñêèé ôåíîòèï. Ìóëüòèïîòåíò-
íîñòü âûäåëåííûõ ýÌÑÊ ïîäòâåðæäåíà èõ ñïîñîáíîñòüþ
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â äðóãèå òèïû êëåòîê ìåçîäåðìû,
òàêèå êàê îñòåîáëàñòû è àäèïîöèòû. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ
àêòèâíîñòü ýÌÑÊ â êóëüòóðå îöåíèâàåòñÿ êàê âûñîêàÿ,
âðåìÿ óäâîåíèÿ â ñðåäíåì ñîñòàâëÿåò 23—24 ÷. Ïðîñòîé
è íåèíâàçèâíûé äëÿ äîíîðà ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ, àêòèâíàÿ
ïðîëèôåðàöèÿ è ìóëüòèïîòåíòíîñòü äåëàþò ýòè êëåòêè
ïåðñïåêòèâíûì ñóáñòðàòîì äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè.

Òåðàïåâòè÷åñêèå ñâîéñòâ ýÌÑÊ in vivo ìû èçó÷àëè
íà ìîäåëè ïñåâäîáåðåìåííîñòè ó êðûñ. Áûëî îáíàðóæå-
íî, ÷òî òðàíñïëàíòàöèÿ ýÌÑÊ â ìàòêó ïñåäîáåðåìåííûì

êðûñàì ñòèìóëèðóåò ðàçâèòèå äåöèäóàëüíîé òêàíè. Ãèñ-
òîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî òðàíñïëàíòàöèÿ ýÌÑÊ
âåäåò ê óâåëè÷åíèþ ðàçìåðà äåöèäóà çà ñ÷åò áîëåå èíòåí-
ñèâíîãî ðàçâèòèÿ è ïðîëèôåðàöèè âñåõ òêàíåâûõ ýëåìåí-
òîâ. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñòèìóëèðóþùèõ ñâîéñòâ ýÌÑÊ,
à íå èõ êñåíîãåííîãî äëÿ êðûñ ñòàòóñà ïðîâîäèëè ýêñïå-
ðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÊÊÌ)
êðûñû â àíàëîãè÷íîé ìîäåëè. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
òðàíñïëàíòàöèÿ ÊÊÌ êðûñû îêàçûâàåò òàêîé æå ýôôåêò,
êàê è òðàíñïëàíòàöèÿ ýÌÑÊ ÷åëîâåêà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå îòêðûâàþò äàëü-
íåéøèå ïåðñïåêòèâû äëÿ äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
ýÌÑÊ íà ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ýíäîìåòðèÿ è âîç-
ìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ýÌÑÊ äëÿ ëå÷åíèÿ ôîðì áåñïëî-
äèÿ, ñâÿçàííîãî ñ íåäîñòàòî÷íûì ðàçâèòèåì ýíäîìåòðèÿ.

ÑÏËÀÉÑÈÍÃ-ÔÀÊÒÎÐÛ ÊÀÊ ÏÎÇÈÖÈÎÍÍÛÅ ÐÅ-
ÃÓËßÒÎÐÛ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ Â ÒÊÀÍßÕ ÄÐÎ-
ÇÎÔÈËÛ. © Ò. Ä. Äóáàòîëîâà, Ñ. À. Êîïûë, Ë. Â. Îìåëü-
ÿí÷óê. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÑÎ
ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, ome@mcb.nsc.ru

Ïîèñê ãåíîâ ìèòîçà ñ ïîìîùüþ ÐÍÊè-ïîäõîäà â êëå-
òî÷íûõ êóëüòóðàõ ïîêàçàë, ÷òî ñðåäè èäåíòèôèöèðîâàí-
íûõ 142 ãåíîâ ìèòîçà 17 ÿâëÿþòñÿ ñïëàéñèíã-ôàêòîðàìè
(Somma et al., 2008). Ðÿä ïîëíîãåíîìíûõ èññëåäîâàíèé
ïðîäåìîíñòðèðîâàë, ÷òî ñïëàéñèíã-ôàêòîðû äðîçîôèëû
âîâëå÷åíû òàêæå è â êîíòðîëü êëåòî÷íîãî öèêëà (Kondo,
Perrimon, 2011; Neumuller et al., 2011). Â ÷àñòíîñòè, ïî
äàííûì ýòèõ ðàáîò, èíàêòèâàöèÿ ñïëàéñèíã-ôàêòîðà SF2
âûçûâàåò óâåëè÷åíèå äëèòåëüíîñòè ôàçû G2 êëåòî÷íîãî
öèêëà â êóëüòóðå êëåòîê.

Ìû èññëåäîâàëè, êàêèì îáðàçîì èíàêòèâàöèÿ SF2
âëèÿåò íà êëåòî÷íûé öèêë â êðûëîâîì è ãëàçíîì èìàãè-
íàëüíûõ äèñêàõ äðîçîôèëû, ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè è àíàëèçà äèíàìèêè ðîñòà ìîçàè÷íûõ êëîíîâ.
Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ñîîòíîøå-
íèå ñòàäèé êëåòî÷íîãî öèêëà, à êëîíàëüíûé àíàëèç — åãî
îáùóþ äëèòåëüíîñòü. Ñîâîêóïíîñòü ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ
ïîçâîëèëà íàì îïðåäåëèòü ôèçè÷åñêóþ äëèòåëüíîñòü îò-
äåëüíûõ ñòàäèé êëåòî÷íîãî öèêëà (êîíòðîëü: G1 = 2.25 ÷,
G2(M) = 4.86, S = 1.28 ÷; îïûò: G1 = 1.89 ÷, G2(M) = 7.22,
S = 1.30 ÷) è ïîêàçàëà, ÷òî â òêàíÿõ ýôôåêò òàêîé æå, êàê
è â êëåòî÷íîé êóëüòóðå (Dubatolova et al., 2013).

Ïðîâåäåííûé íàìè àíàëèç äèñïåðñèè ìîçàè÷íûõ êëî-
íîâ ïî ðàçìåðàì ïðîäåìîíñòðèðîâàë, ÷òî äèñïåðñèÿ áî-
ëüøå â ñëó÷àå èíàêòèâàöèè SF2. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â
ïîëüçó òîãî, ÷òî ýôôåêò èíàêòèâàöèè â èìàãèíàëüíîì äè-
ñêå íîñèò íå îáùèé, à ðåãèîíàëüíûé õàðàêòåð. Äëÿ ïðî-
âåðêè ãèïîòåçû î ðåãèîíàëüíîì õàðàêòåðå âëèÿíèÿ ñïëàé-
ñèíã-ôàêòîðîâ íà êëåòî÷íûé öèêë ìû èññëåäîâàëè ïàò-
òåðí ýêñïðåññèè äðóãîãî ñïëàéñèíã-ôàêòîðà (CG13298) ñ
ïîìîùüþ áåëêîâîé ëîâóøêè (èíàêòèâàöèÿ ýòîãî ãåíà â
êëåòî÷íîé êóëüòóðå, ïî äàííûì ðÿäà àâòîðîâ (Goshima
et al., 2007), âûçûâàåò àíîìàëèè âåðåòåíà äåëåíèÿ).
Â êðûëîâîì è íîæíîì èìàãèíàëüíûõ äèñêàõ áûë îáíà-
ðóæåí êðàéíå ðåëüåôíûé ïàòòåðí ýêñïðåññèè. Ýòî ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ïðàâèëüíîñòè íàøèõ ïðåäïîëîæåíèé îá
ó÷àñòèè ñïëàéñèíã-ôàêòîðîâ â ïîçèöèîííîì êîíòðîëå
äëèòåëüíîñòè ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà íà óðîâíå òêàíè.

ÔÈÇÈÎËÎÃÈß ÒÅËÎÌÅÐ ÁÓÐÎÇÓÁÊÈ ÈÁÅÐÈÉÑÊÎÉ
SOREX GRANARIUS. © Í. Ñ. Æäàíîâà,1 Þ. Ì. Ìèíèíà,1
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È. Äðàñêîâèê,2 Ò. Â. Êàðàìûøåâà,1 Ê. Íîâî,2 Â. Ëè,2

Ì. Ý. Çâåðåâà,3 Ä. À. Ñêâîðöîâ,3 Í. Á. Ðóáöîâ,1 À. Ëîíäî-
íî.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñè-
áèðñê, Ðîññèÿ, 2 Èíñòèòóò Êþðè, Ïàðèæ, Ôðàíöèÿ, è 3Ìî-
ñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà, Ðîññèÿ, zhdanova@bionet.nsc.ru

Òåëîìåðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íóêëåîïðîòåèíîâûå
ñòðóêòóðû, êýïèðóþùèå êîíöû õðîìîñîì è ïðåäîòâðàùà-
þùèå èõ ñëèÿíèÿ. Òåëîìåðû ñîäåðæàò ïîâòîðÿþùèåñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÒÒÀÃÃÃ íà îòñòàþùåé â õîäå ðåïëè-
êàöèè íèòè ÄÍÊ è áåëêîâûé çàùèòíûé êîìïëåêñ shelte-
rin, êîòîðûé ñðåäè ïðî÷èõ ôóíêöèé îñóùåñòâëÿåò âçàè-
ìîäåéñòâèå îäíîíèò÷àòîãî Ã-îáîãàùåííîãî êîíöà òåëî-
ìåðû ñ äâóíèò÷àòûìè òåëîìåðíûìè ïîâòîðàìè. Äëèíà
òåëîìåð ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ôóíêöèîíàëüíûì ïîêàçàòåëåì.
Ó ÷åëîâåêà è äèêèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ îíà, êàê ïðà-
âèëî, íå ïðåâûøàåò íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ò. ï. í. è ïîä-
äåðæèâàåòñÿ ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà òåëîìåðàçû. Íî â
10—15 % îïóõîëåé ÷åëîâåêà äëèíà òåëîìåð ïîääåðæèâà-
åòñÿ ñ ïîìîùüþ ìåõàíèçìà ALT (Alternative Telomere
Lengthening), îñíîâàííîãî íà ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè. Îäèí èç âèäîâ áóðîçóáîê, Sorex granarius, õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ òåëîìåðàìè íåîáû÷íîé äëèíû, ëîêàëèçàöèè è
ñòðóêòóðû. Íà ïðîêñèìàëüíûõ êîíöàõ 32 àêðîöåíòðèêîâ
ýòîãî âèäà ëîêàëèçîâàíû òåëîìåðû, ñîäåðæàùèå â ñðåä-
íåì 213 ò. ï. í. òåëîìåðíîãî ïîâòîðà. Ýòè òåëîìåðû ëèáî
ïðåðûâèñòûå ñ âêëþ÷åíèÿìè ðÄÍÊ, ëèáî áëîêè ðÄÍÊ
ïðèëåãàþò ê òåëîìåðàì. Íà îñòàëüíûõ êîíöàõ õðîìîñîì
ëîêàëèçîâàíû êîðîòêèå òåëîìåðû ðàçìåðîì 3.8 ò. ï. í.
Îäíàêî òåëîìåðû âèäà-áëèçíåöà S. araneus ñõîæè ñ òåëî-
ìåðàìè ÷åëîâåêà. Òàêèì îáðàçîì, äàæå áëèçêîðîäñòâåí-
íûå âèäû, êàðèîòèïû êîòîðûõ ñîñòàâëåíû ïðàêòè÷åñêè
èç èäåíòè÷íûõ õðîìîñîìíûõ ïëå÷, ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ïî
ñòðóêòóðå òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ. Ïî-âèäèìîìó, íåîáû÷-
íàÿ ñòðóêòóðà òåëîìåð S. granarius ñòàëà ïðè÷èíîé òîãî,
÷òî â îòëè÷èå îò äðóãèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ òåëîìåð-
íûé òðàíñêðèïòîì S. granarius ñîäåðæèò êàê Ö-, òàê è
Ã-îáîãàùåííûå ìîëåêóëû ÐÍÊ. Èçó÷åíèå ôèçèîëîãèè
äëèííûõ òåëîìåð ïîêàçàëî, ÷òî ïîääåðæàíèå èõ äëèíû â
ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòàõ îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò òåëîìå-
ðàçû, àêòèâíîñòü êîòîðîé ïî÷òè â 1.5 ðàçà ïðåâûøàåò åå
àêòèâíîñòü â êëåòêàõ HeLa. Ïðè ïåðåõîäå ôèáðîáëàñòîâ
S. granarius èç ñòàòóñà ïåðâè÷íûõ â ñòàòóñ ïåðåâèâàåìûõ
íàáëþäàëîñü íåêîòîðîå ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè òåëîìå-
ðàçû, íî íå áûëî ïðèçíàêîâ êðèçèñà êëåòî÷íîãî ðîñòà è
ïîÿâëåíèÿ êðóïíûõ ñòðóêòóðíûõ õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðî-
åê. Âîçìîæíî, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ ýòèõ êëåòîê ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ íå èíãèáèðîâàíèåì—àêòèâàöèåé òåëîìåðàçû, à
ïðîñòî ïîâûøåíèåì åå àêòèâíîñòè. Êðîìå òîãî, â ïåðâè÷-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ S. granarius ìû îáíàðóæèëè íåêîòî-
ðûå ïðèçíàêè ALT-àêòèâíîñòè, óêàçûâàþùèå íà ó÷àñòèå
ðåêîìáèíàöèîííûõ ïðîöåññîâ â îïðåäåëåíèè äëèíû òå-
ëîìåð ýòîãî âèäà, â òîì ÷èñëå ïîñòðåïëèêàöèîííûå ñåñò-
ðèíñêèå îáìåíû â äëèííûõ òåëîìåðàõ è íàëè÷èå êîëüöå-
âîé òåëîìåðíîé ÄÍÊ. Òàêæå â íèõ áûëè âûÿâëåíû
APBs-òåëüöà è êîëîêîëèçàöèÿ ñ íèìè Rap1 shelterin. Ýòè
äàííûå è äàííûå ïî 3D-àíàëèçó ÷èñëà òåëîìåð ñâèäå-
òåëüñòâóþò î ôèçè÷åñêîé âîçìîæíîñòè îáðàçîâàíèÿ ìåæ-
õðîìîñîìíûõ òåëîìåðíûõ îáìåíîâ. Êðîìå òîãî, â êëåò-
êàõ ýòîãî âèäà ìû íàáëþäàëè âûñîêîå ÷èñëî äèñôóíêöè-
îíàëüíûõ äëèííûõ è êîðîòêèõ òåëîìåð (32 íà ìåòàôàçó),
èç íèõ çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü áûëà ñïîíòàííûìè, â òî âðåìÿ
êàê â äèïëîèäíûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà è, êàê ìû ïîêàçàëè,
S. araneus è êðûñ, ÷èñëî äèñôóíêöèîíàëüíûõ òåëîìåð íå

ïðåâûøàåò 5 íà ìåòàôàçó. Òåì íå ìåíåå âñå òåëîìåðû S.
granarius âûïîëíÿþò ôóíêöèþ çàùèòû êîíöîâ õðîìîñîì.
Òàêèì îáðàçîì, äëèíà òåëîìåð â äèïëîèäíûõ êëåòêàõ S.
granarius îïðåäåëÿåòñÿ áàëàíñîì àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû
è èíòåíñèâíîñòüþ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå áþä-
æåòíîãî ïðîåêòà Èíñòèòóòà öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ
ÐÀÍ VI.45.1.6. «Ìîëåêóëÿðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ îðãà-
íèçàöèÿ è ýâîëþöèÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ õðîìîñîì» è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00157).

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÐÎÑÒÀ ßÄÅÐÍÎÉ ÎÁÎËÎ×ÊÈ.
© Î. À. Æèðîíêèíà,1, 2 Â. Ä. ×åðåïàíèíåö,1, 2 Î. Ñ. Ñòðåë-
êîâà,2, 3 Ñ. Þ. Êóð÷àøîâà,2 È. È. Êèðååâ.1, 2 1 Áèîëîãè÷å-
ñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåð-
ñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, temchromatinlab@gmail.com,
2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 3 Ôà-
êóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

ßäåðíàÿ îáîëî÷êà — ìíîãîêîìïîíåíòíàÿ âíóòðèêëå-
òî÷íàÿ ñòðóêòóðà, îñíîâíûìè ôóíêöèÿìè êîòîðîé ÿâëÿ-
þòñÿ îáåñïå÷åíèå òîíêîðåãóëèðóåìîãî áàðüåðà ìåæäó
ÿäåðíûì è öèòîïëàçìàòè÷åñêèì êîìïàðòìåíòàìè, îáåñ-
ïå÷åíèå ìåõàíè÷åñêîé ïðî÷íîñòè ÿäðà è ýïèãåíåòè÷åñêàÿ
ðåãóëÿöèÿ õðîìàòèíà çà ñ÷åò åãî çàÿêîðèâàíèÿ íà ïåðèôå-
ðèè. Ðîñò ÿäåðíîé îáîëî÷êè íà ïðîòÿæåíèè êëåòî÷íîãî
öèêëà — íåîáõîäèìîå óñëîâèå ïîääåðæàíèÿ ïîñòîÿíñòâà
ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîîòíîøåíèÿ â ðÿäó êëåòî÷-
íûõ äåëåíèé. Ïðè ýòîì ïîòðåáíîñòü â íîâîñèíòåçèðîâàí-
íîé ÿäåðíîé îáîëî÷êå íåîäèíàêîâà íà ïðîòÿæåíèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà: ðåïëèêàöèÿ ïåðèôåðè÷åñêîãî õðîìàòèíà
âî âòîðîé ïîëîâèíå S-ôàçû ìîæåò âûçûâàòü íåîáõîäè-
ìîñòü â äîïîëíèòåëüíûõ ïîñàäî÷íûõ ìåñòàõ äëÿ ãåòåðî-
õðîìàòèíà. Êðîìå òîãî, ñèíòåç ëàìèíà B1 íà÷èíàåòñÿ
òîëüêî â S-ôàçå.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ äèíàìèêè ðîñòà ÿäåðíîé îáîëî÷êè
áûë ïðîèçâåäåí âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûé ôëóîðåñöåíò-
íûé ìèêðîñêîïè÷åñêèé ñêðèíèíã êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
êóëüòóðû 3Ò3. Àâòîìàòèçèðîâàííûé ñòàòèñòè÷åñêèé àíà-
ëèç êëåòîê ïî òðåì ïàðàìåòðàì (ïëîùàäü ÿäðà, êîëè÷åñò-
âî ÄÍÊ è ðåïëèêàòèâíûé ñòàòóñ êëåòêè) ïîçâîëèë ïîêà-
çàòü, ÷òî ñêîðîñòü ðîñòà ÿäðà íå ðàçëè÷àåòñÿ íà ñòàäè-
ÿõ G1, S è G2. Äëèòåëüíûé (áîëåå 24 ÷) ïðèæèçíåííûé èí-
äèâèäóàëüíûé àíàëèç êëåòîê êóëüòóðû ÑÏÝÂ, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ ëàìèí À-GFP, òàêæå ïîêàçàë ðàâíîìåðíûé ðîñò
ÿäåðíîé îáîëî÷êè ìåæäó äâóìÿ ìèòîçàìè. Òàêèì îáðà-
çîì, ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà ðàñòåò ðàâíîìåðíî íà ïðîòÿæåíèè
èíòåðôàçû, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ñèíòåçà ëàìèíà Â1 â
ôàçå G1. Äåôèöèò ëàìèíîâ Â1 â ôàçå G1 ìîæåò êîìïåíñè-
ðîâàòüñÿ çà ñ÷åò ñìåíû ìåõàíèçìîâ ðîñòà: ðîñò ðàñòÿæå-
íèåì â ôàçå G1 è ðîñò âñòðàèâàíèåì íà÷èíàÿ ñ S-ôàçû
ëèáî çà ñ÷åò çàïàñàíèÿ ëàìèíîâ Â1 â ïðåäûäóùåì êëå-
òî÷íîì öèêëå.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà ðîñòà ÿäåðíîé îáîëî÷êè
áûëà èçìåðåíà ñêîðîñòü âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê êóëüòóðû ÍÒ1080, ýêñïðåññèðóþùèõ ëàìèí
Â1-GFP è PCNA-RFP. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîé ðàçíèöû
ìåæäó ïîïóëÿöèÿìè, íàõîäÿùèìèñÿ â S-ôàçå è âíå åå,
âûÿâëåíî íå áûëî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î åäèíîì ìåõà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 655



íèçìå ðîñòà ÿäåðíîé îáîëî÷êè íà ïðîòÿæåíèè èíòåðôà-
çû. Íåñìîòðÿ íà íèçêóþ ñêîðîñòü âîññòàíîâëåíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè, êîòîðàÿ â ñðåäíåì ñîñòàâèëà 3.25 � 2.47 %, åå
äîñòàòî÷íî äëÿ óäâîåíèÿ ÿäåðíîé îáîëî÷êè.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñèíõðîííîé ïîïóëÿöèè êëåòîê
CHO ïîêàçàë, ÷òî â G2-ôàçå ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå ëà-
ìèíà Â1 â íåïîëèìåðèçîâàííîé ôðàêöèè. Òàêèì îáðàçîì,
êîìïåíñàöèÿ äåôèöèòà ëàìèíà Â1 â ôàçå G1 ïðîèñõîäèò
çà ñ÷åò çàïàñàíèÿ ëàìèíà Â1 â íåïîëèìåðèçîâàííîì ñî-
ñòîÿíèè íà ïðîòÿæåíèè ïðåäûäóùåãî êëåòî÷íîãî öèêëà,
÷òî ïîçâîëÿåò áåñïðåïÿòñòâåííî ðàâíîìåðíî íàðàùèâàòü
ïëîùàäü ÿäåðíîé îáîëî÷êè íà ïðîòÿæåíèè âñåé èíòåð-
ôàçû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 13-04-00885).

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÝÓÊÀ-
ÐÈÎÒ: ÊÎÌÏÀÊÒÍÎÑÒÜ ÈËÈ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ?
© Î. À. Æèðîíêèíà,1, 2 Â. Ä. ×åðåïàíèíåö,1, 2 Î. Ñ. Ñòðåë-
êîâà,3 Ø. Äåíã,4 À. Áåëüìîíò,4 È. È. Êèðååâ.1, 2 1 Íàó÷íî-
èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëî-
ãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, temchromatinlab
@gmail.com, 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, 3 Ôà-
êóëüòåò áèîèíôîðìàòèêè è áèîèíæåíåðèè Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è
4 Îòäåëåíèå êëåòî÷íîé áèîëîãèè è áèîëîãèè ðàçâèòèÿ,
Óíèâåðñèòåò øòàòà Èëëèíîéñ, Óðáàíà-Øàìïåéí, ÑØÀ.

Ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà êëåòîê ýóêàðèîò îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ìíîãîóðîâ-
íåâîé óïàêîâêè ÄÍÊ â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè (õðîìàòèíà).
Ñïîñîá óïàêîâêè õðîìàòèíà ÷åòêî êîððåëèðóåò ñ ôóíê-
öèîíàëüíûì ñîñòîÿíèåì íàõîäÿùèõñÿ â íåì ó÷àñòêîâ ãå-
íîìà è ìîæåò ÿâëÿòüñÿ äîïîëíèòåëüíûì ìåõàíèçìîì
ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè, à òàêæå
îêàçûâàòü ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà äðóãèå êëåòî÷íûå
ïðîöåññû ñ ó÷àñòèåì ÄÍÊ (ðåïëèêàöèþ, ðåïàðàöèþ è
ñåãðåãàöèþ). Òðàäèöèîííî ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àêòèâíî òðàíñ-
êðèáèðóþùèåñÿ ãåíû àññîöèèðîâàíû ñ ñèëüíî äåêîíäåí-
ñèðîâàííûì õðîìàòèíîì (ýóõðîìàòèíîì), èìåþùèì êîí-
ôîðìàöèþ íóêëåîñîìíûõ ôèáðèëë. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè,
÷òî èñêóññòâåííûå õðîìîñîìíûå ëîêóñû äåìîíñòðèðóþò
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü áåç çíà÷èòåëüíîé äåêîí-
äåíñàöèè õðîìàòèíà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâà-
ëè ñïîñîá óêëàäêè ÄÍÊ â ñîñòàâå òðàíñêðèïöèîííî àê-
òèâíîãî ýóõðîìàòèíà, èñïîëüçóÿ íåäåñòðóêòèâíûå ìåòî-
äû ìå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà
íà îñíîâå âðåìåíè èõ ðåïëèêàöèè. Ïðèìåíåíèå ìåòîäîâ
ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñ ñóïåððàçðåøåíèåì (ìèê-
ðîñêîïèÿ ñî ñòðóêòóðèðîâàííûì îñâåùåíèåì è ëîêàëè-
çàöèîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ) â ñî÷åòàíèè ñ èììóíîýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèåé ïîêàçàëî, ÷òî ðàíîðåïëèöèðóþùèéñÿ
ýóõðîìàòèí ïîäîáíî ãåòåðîõðîìàòèíó îðãàíèçîâàí â
âèäå ôèáðèëë âûñøåãî ïîðÿäêà — õðîìîíåì äèàìåòðîì
äî 200 íì. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ëèíåéíûõ ïàðàìåòðîâ
ýòèõ ôèáðèëë â ôèêñèðîâàííûõ è æèâûõ êëåòêàõ ïîçâî-
ëÿåò èñêëþ÷èòü àðòåôàêòíîñòü íàáëþäàåìûõ ñòðóêòóð.
Áîëåå òîãî, àíàëèç äèíàìèêè ñòðóêòóðíûõ ïðåîáðàçîâà-
íèé õðîìàòèíà â ïðîöåññå è ïî çàâåðøåíèè ðåïëèêàöèè
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî è ïðîöåññ ñèíòåçà ÄÍÊ íå òðåáóåò

ãëîáàëüíîé äåêîìïàêòèçàöèè ÄÍÊ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîäòâåðæäàþò ðàíåå âûñêàçàííîå ïðåäïîëîæåíèå î âîç-
ìîæíîñòè îñóùåñòâëåíèÿ ñèíòåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ íà
âûñîêîñòðóêòóðèðîâàííîé õðîìàòèíîâîé ìàòðèöå è çà-
ñòàâëÿþò ïåðåñìîòðåòü òðàäèöèîííûå âçãëÿäû íà ñòðóê-
òóðíóþ îðãàíèçàöèþ õðîìàòèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 13-04-00885).

ÂËÈßÍÈÅ ÑÒÐÅÑÑÀ ÍÀ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÏÐÎÒÅÀ-
ÑÎÌ Â ÊËÅÒÊÅ. © Þ. ß. Çàéêîâà, À. Ñ. Öèìîõà. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vat-julia@yan-
dex.ru

Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà îñóùåñòâëÿåò ïðî-
ãðàììèðîâàííûé ïðîòåîëèç è ïðîöåññèíã ðàçëè÷íûõ ðå-
ãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ âî ìíîæåñòâå êëåòî÷-
íûõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ ðåãóëÿöèþ òðàíñêðèïöèè, ðåïà-
ðàöèþ ÄÍÊ, ïðîäâèæåíèå êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó öèêëó,
èììóííûé îòâåò è àïîïòîç. 26S ïðîòåàñîìà, ñîñòîÿùàÿ èç
ïðîòåîëèòè÷åñêîé êîðîâîé ÷àñòèöû (20S ïðîòåàñîìû) è
îäíîãî èëè äâóõ 19S ðåãóëÿòîðîâ, ÿâëÿåòñÿ ïðîòåîëèòè-
÷åñêèì «ÿäðîì» ýòîé ñèñòåìû.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîòåàñîìû
ïðèñóòñòâóþò â öèòîïëàçìå è â ÿäðàõ âñåõ ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê. Îäíàêî êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîì
ìåæäó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé ñèëüíî ðàçëè÷àåòñÿ â çàâè-
ñèìîñòè îò òèïà êëåòîê è îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ
ñàìèõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äèôôåðåíöèðîâêå èëè â
îòâåò íà êèñëîðîäíîå è ãëþêîçíîå ãîëîäàíèå ïðîòåàñîìû
íàêàïëèâàþòñÿ â ÿäðå êëåòîê. Ïîëàãàþò, ÷òî âíóòðèêëå-
òî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ïðîòåàñîì îïðåäåëÿåòñÿ èõ ïðîòå-
îëèòè÷åñêîé ôóíêöèåé, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå ïðè-
ñóòñòâèåì è äðóãèõ êîìïîíåíò óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé
ñèñòåìû. Âîçíèêàåò âîïðîñ: êàê ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïðîòåà-
ñîìû â êëåòêå â îòâåò íà äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ
àãåíòîâ èëè ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå?

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî øèðîêî
èñïîëüçóåìûõ â áèîëîãî-ìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèÿõ
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ — äîêñîðóáèöèí, öèñ-
ïëàòèí è ýòîïîçèä. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ÷àùå âñåãî âû-
çûâàþò âîçäåéñòâèåì íà êëåòêè ïåðîêñèäà âîäîðîäà.
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ ãåíîòîêñè÷åñêîãî è
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññîâ â êëåòêàõ íà âíóòðèêëåòî÷íîå
ðàñïðåäåëåíèå ïðîòåàñîì ìû èñïîëüçîâàëè êëåòêè ëè-
íèè HeLa, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèå ïðîòåàñîìíûé
áåëîê PSMB4, ñëèòûé ñ çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì áåë-
êîì EGFP. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è
äèíàìèêó àïîïòîçà â êëåòêàõ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Ëîêàëèçàöèþ ïðîòåàñîì âè-
çóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðèæèçíåííîé ôëóîðåñöåíò-
íîé ìèêðîñêîïèè, ÿäðà îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Hoechst
33258. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè èíäóêöèè ñòðåññà â êëåòêàõ
íàáëþäàåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå ïðîòå-
àñîì. Èíòåðåñíî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ è âðåìåíè èõ âîçäåéñòâèÿ
íà êëåòêè íàáëþäàåòñÿ ðåêðóòèðîâàíèå ïðîòåàñîì èç öè-
òîïëàçìû â ÿäðà êëåòîê. Ïåðâîíà÷àëüíî íàáëþäàåòñÿ íà-
êîïëåíèå ïðîòåàñîì â îáëàñòè ÿäåðíîé ìåìáðàíû, à çà-
òåì ïðîèñõîäèò òðàíñïîðò ïðîòåàñîì â ÿäðî ïðè ðàçâè-
òèè àïîïòîçà â êëåòêàõ, ÷òî íåóäèâèòåëüíî â ñèëó
êëþ÷åâîé ðîëè óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû â ðåãó-
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ëÿöèè ÄÍÊ-ðåïàðàöèè è àïîïòîçå. Äàííûå ïðèæèçíåí-
íîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ìû ïîäòâåðäèëè ïðè
ïîìîùè èììóíîàíàëèçà ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â îòäåëü-
íûõ êëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ (öèòîïëàçìå, íóêëåîïëàçìå è
áåëêàõ õðîìàòèíà). Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîêàçû-
âàþò, ÷òî êîëè÷åñòâî ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì âîçðàñòàåò â îò-
âåò íà äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ, è ñâèäå-
òåëüñòâóþò â ïîëüçó ó÷àñòèÿ ïðîòåàñîì â ðåãóëèðóåìîì
ïðîòåîëèçå â ÿäðàõ êëåòîê â îòâåò íà ãåíîòîêñè÷åñêèé
ñòðåññ.

ÄÅÊÎÍÄÅÍÑÀÖÈß ßÄÅÐÍÎÃÎ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÇÐÅ-
ËÛÕ ÑÏÅÐÌÀÒÎÇÎÈÄÎÂ ÌÛØÅÉ-ÃÈÁÐÈÄÎÂ
CBA/C57Bl6 È ÌÛØÅÉ ËÈÍÈÈ 129/IMG, ÌÓÒÀÍÒ-
ÍÛÕ ÏÎ ÃÅÍÓ ÄÍÊ-ÏÎËÈÌÅÐÀÇÛ ÉÎÒÀ, ÏÎÄ-
ÂÅÐÃØÈÕÑß ÂËÈßÍÈÞ ÍÀÍÎ×ÀÑÒÈÖ ÇÎËÎÒÀ IN
VITRO. © Ñ. Ò. Çàõèäîâ,1 Ò. Ë. Ìàðøàê,2 Ë. Å. Àíäðååâà,3

Â. Ì. Ðóäîé,4 Î. Â. Äåìåíòüåâà,4 Í. Ì. Ìóäæèðè,1, 2

Ñ. Ì. Ïàâëþ÷åíêîâà,1, 2 È. Â. Ìàêàðîâà.3 1 Áèîëîãè÷åñêèé
ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, 2 Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ
èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà. 4361.idb@bk.ru, 3 Èí-
ñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ è 4 Èíñòèòóò ôèçè÷å-
ñêîé õèìèè è ýëåêòðîõèìèè èì. À.Í. Ôðóìêèíà ÐÀÍ,
Ìîñêâà.

Ìîäåëüíàÿ ñèñòåìà äåêîíäåíñàöèè ÿäåðíîãî õðîìà-
òèíà â çðåëûõ ñïåðìàòîçîèäàõ ìëåêîïèòàþùèõ in vitro,
îñíîâàííàÿ íà èñïîëüçîâàíèè íàòðèé äîäåöèëñóëüôàòà
(ÍÄÑ) è òèîëîâîãî ðåàãåíòà äèòèîòðåèòîëà (ÄÒÒ), èìè-
òèðóåò ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ìóæñêîãî ïðîíóêëåóñà è
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ âûÿâëåíèÿ ñêðûòûõ íàðó-
øåíèé â ñòðóêòóðå ãàìåòè÷åñêîãî ÄÍÏ-êîìïëåêñà, â òîì
÷èñëå è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ðàçíîîáðàçíûõ ôàêòîðîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïðèìåíåíèåì äàííîé ìîäåëüíîé
ñèñòåìû â ñðàâíèòåëüíîì ïëàíå èçó÷åíû îñîáåííîñòè èç-
ìåíåíèé õðîìàòèíà â íàòèâíûõ ýïèäèäèìàëüíûõ ñïåðìè-
ÿõ ìûøåé F1 ãèáðèäîâ è ìóòàíòíûõ ïî ãåíó ÄÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû éîòà ìûøåé ëèíèè 129/IMG â îòâåò íà äåéñòâèå
íàíî÷àñòèö çîëîòà ðàçìåðîì 2—3 íì, â êîíöåíòðàöèè
1�1015 ÷àñòèö/ìë. Ïðèãîòîâëåíèå êîíòðîëüíûõ è îïûò-
íûõ îáðàçöîâ ñåìåíè, à òàêæå öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðà-
òîâ, èõ ôèêñàöèþ è îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè ïî ðàíåå
îïèñàííûì ìåòîäèêàì (Çàõèäîâ è äð., 2010).

Ñâåòîîïòè÷åñêèå íàáëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå
30 ìèí èíêóáàöèè ñïåðìàòîçîèäîâ â ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå (êîíòðîëü) èëè ãèäðîçîëå íàíî÷àñòèö çîëîòà
(îïûò) ïðè 23 °Ñ è ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêè â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì ÄÒÒ, â òå÷åíèå 1 ÷ â ïîïóëÿöèè ãàìåò îáíà-
ðóæèâàëèñü êëåòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ñòåïåíè äåêîí-
äåíñàöèè õðîìàòèíà. Óñëîâíî îíè áûëè ðàçäåëåíû íà
òðè îñíîâíûå ãðóïïû — íåäåêîíäåíñèðîâàííûå, ÷àñòè÷-
íî è ïîëíîñòüþ äåêîíäåíñèðîâàííûå. Ïðè ýòîì ó ìûøåé
ëèíèè 129/IMG â ïîïóëÿöèè «îçîëî÷åíûõ» ñïåðìàòî-
çîèäîâ â îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ áûëî îáíàðóæåíî ñðàâíè-
òåëüíî áîëüøîå ÷èñëî êëåòîê ñ ðàçíîîáðàçíûìè àíîìà-
ëèÿìè ÿäåðíûõ ôîðì. Ïîäñ÷åòû ïîêàçàëè, ÷òî ó ìûøåé
CBA/C57Bl6 ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè íåäåêîíäåíñèðîâàí-
íûõ, ÷àñòè÷íî è ïîëíîñòüþ äåêîíäåíñèðîâàííûõ ÿäåð â
êîíòðîëå è îïûòå ñîñòàâèëè 2 : 8 : 90 è 30 : 33 : 37 % ñî-
îòâåòñòâåííî. Ó ìûøåé ëèíèè 129/IMG â êîíòðîëå è
îïûòå âûõîä êëåòîê ñ íåäåêîíäåíñèðîâàííûìè, ÷àñòè÷íî
è ïîëíîñòüþ äåêîíäåíñèðîâàííûìè ÿäðàìè îêàçàëñÿ ðàâ-
íûì ñîîòâåòñòâåííî 0 : 13 : 87 è 8 : 27 : 65 %.

Èòàê, â ïîñëåäñòâèÿõ âëèÿíèÿ íàíî÷àñòèö çîëîòà íà
ÄÍÏ-êîìïëåêñ íàòèâíûõ ýïèäèäèìàëüíûõ ñïåðìàòîçîè-
äîâ ìûøåé-ãèáðèäîâ CBA/C57Bl6 è ìûøåé ëèíèè
129/IMG, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû éîòà, ñó-
ùåñòâóåò îáùàÿ çàêîíîìåðíîñòü: ïðè âûáðàííûõ óñëîâè-
ÿõ ýêñïåðèìåíòà â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîñëå èíêóáàöèè â çîëå
ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà íàáëþäàëîñü óìåíüøåíèå ÷èñëà
êëåòîê ñ ïîëíîñòüþ äåêîíäåíñèðîâàííûì ÿäåðíûì õðî-
ìàòèíîì. Äëÿ ïîïóëÿöèè çðåëûõ ãàìåò ìûøåé ëèíèè
129/IMG ýòîò «ýôôåêò óìåíüøåíèÿ» îêàçàëñÿ áîëåå ñëà-
áûì, ÷åì äëÿ ñïåðìèåâ ìûøåé-ãèáðèäîâ CBA/C57Bl6.
Ñëåäîâàòåëüíî, ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óêàçûâàåò íà ñó-
ùåñòâîâàíèå êàêèõ-òî òîíêèõ ðàçëè÷èé â óïàêîâêå
ÄÍÏ-êîìïëåêñà â ãàìåòàõ ñàìöîâ ìûøåé-ãèáðèäîâ
CBA/C57Bl6 è ìóòàíòíûõ ìûøåé ëèíèè 129/IMG.

Â ðàáîòå îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíûå ìîëåêóëÿðíî-ãåíå-
òè÷åñêèå îñíîâû ðàçëè÷èé â óïàêîâêå ÄÍÏ-êîìïëåêñà
çðåëûõ ãàìåò ñðàâíèâàåìûõ ëèíèé ìûøåé, à òàêæå ìåõà-
íèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ íàíîêîðïóñêóë çîëîòà ñ ÿäåðíûìè
ñòðóêòóðàìè ïîëîâûõ êëåòîê ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèç-
ìîâ.

ÌÈÊÐÎÄÈÑÑÅÊÖÈß ÃÈÃÀÍÒÑÊÈÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ ÈÇ
ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÎÎÖÈÒÎÂ ÊÓÐÈÖÛ ÊÀÊ ÏÎÄÕÎÄ Ê
ÏÎËÓ×ÅÍÈÞ ÂÛÑÎÊÎÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÄÍÊ-ÇÎÍ-
ÄÎÂ. © À. Ì. Çëîòèíà,1 Í. Êîñÿêîâà,2 Ò. Â. Êóëèêîâà,1

Ò. Ëèð,2 À. Â. Êðàñèêîâà.1 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé óíèâåðñèòåò è 2 Èíñòèòóò ãåíåòèêè ÷åëîâåêà,
Óíèâåðñèòåò Éåíû, Ãåðìàíèÿ, alla.krasikova@gmail.com

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ äëÿ äåòàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ õðî-
ìîñîì è èõ îòäåëüíûõ ðàéîíîâ ñòàëè øèðîêî ïðèìåíÿòü
ìåòîä ìèêðîäèññåêöèè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîäèññåê-
öèè ìîæíî ïîëó÷àòü øèðîêèå ïàíåëè öåëüíîõðîìîñîì-
íûõ è ëîêóñ-ñïåöèôè÷íûõ çîíäîâ, ìàðêèðóþùèõ õðîìî-
ñîìíûå ðàéîíû ëþáîé ïðîòÿæåííîñòè è ñëîæíîñòè îðãà-
íèçàöèè (â òîì ÷èñëå ðàéîíû âûñîêîïîâòîðÿþùèõñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ). Íàèáîëåå ÷àñòî òàêèå çîíäû
èñïîëüçóþò äëÿ äåòàëüíîãî êàðòèðîâàíèÿ ãðàíèö ýâîëþ-
öèîííûõ è êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ õðîìîñîìíûõ ïåðå-
ñòðîåê è äëÿ âûÿâëåíèÿ îðòîëîãè÷íûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì
â êàðèîòèïàõ ðàçíûõ òàêñîíîìè÷åñêèõ ãðóïï îðãàíèçìîâ.
Íàðÿäó ñ ïðåèìóùåñòâàìè ìåòîä ìèêðîäèññåêöèè õðîìî-
ñîì èìååò ðÿä îãðàíè÷åíèé. Òàê, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
äëÿ ìèêðîäèññåêöèè èñïîëüçóþò ìèòîòè÷åñêèå, ò. å. âû-
ñîêîêîìïàêòèçîâàííûå, õðîìîñîìû, ïðè ýòîì èçîëèðîâà-
íèå ó÷àñòêîâ, íå ïðåâûøàþùèõ ïî ðàçìåðó îäèí G-áýíä,
ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî. Êðîìå òîãî, äëÿ óñïåøíîé àìï-
ëèôèêàöèè ïîëó÷åííîãî ìàòåðèàëà ÄÍÊ, à òàêæå ñïåöè-
ôè÷íîé è ÿðêîé ãèáðèäèçàöèè îáû÷íî òðåáóåòñÿ íåñêîëü-
êî (íå ìåíåå 10—15) äèññåêòèðîâàííûõ êîïèé õðîìîñîì-
íîãî ó÷àñòêà, ÷òî çà÷àñòóþ íåäîñòèæèìî â ñâÿçè ñ
äåôèöèòîì èñõîäíîãî ìàòåðèàëà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå áûë ðàçðàáîòàí ïîäõîä
ê ïîëó÷åíèþ âûñîêîñïåöèôè÷íûõ öåëüíîõðîìîñîìíûõ è
ëîêóñ-ñïåöèôè÷íûõ çîíäîâ äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðè-
äèçàöèè in situ (FISH) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîäèññåêöèè
ãèãàíòñêèõ õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê (ËÙ). Äëÿ
õðîìîñîì òèïà ËÙ õàðàêòåðíû õðîìîìåðî-ïåòëåâàÿ îð-
ãàíèçàöèÿ è íàëè÷èå ðàçëè÷íûõ ìàðêåðíûõ ñòðóêòóð, â
òîì ÷èñëå òàê íàçûâàåìûõ ñëîæíûõ ïåòåëü. Êðîìå òîãî, â
ñðåäíåì õðîìîñîìû òèïà ËÙ ïòèö â 20—30 ðàç äëèííåå
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, ÷òî çíà÷èòåëü-
íî óïðîùàåò ïðîöåäóðó ìèêðîäèññåêöèè.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 657



Äèññåêöèþ õðîìîñîì òèïà ËÙ èç ðàñòóùèõ îîöèòîâ
äîìàøíåé êóðèöû Gallus gallus domesticus âûïîëíÿëè
ïðè ïîìîùè ñïåöèàëüíûõ ñòåêëÿííûõ èãë è èíâåðòèðî-
âàííîãî ìèêðîñêîïà, îñíàùåííîãî ìèêðîìàíèïóëÿòîðîì.
Äèññåêòèðîâàííûé ìàòåðèàë àìïëèôèöèðîâàëè ìåòîäîì
ÏÖÐ ñ âûðîæäåííûìè ïðàéìåðàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Sequenase T7. Ïîñëå ýòîãî ïîëó÷åííûå
ïðîäóêòû ìåòèëè ãàïòåíîì è èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìî-
ëåêóëÿðíûõ çîíäîâ äëÿ ïðîâåäåíèÿ FISH. Âàæíî ïîä÷åð-
êíóòü, ÷òî äëÿ ïîëó÷åíèÿ êàæäîãî èç çîíäîâ îêàçàëîñü
äîñòàòî÷íî ìàòåðèàëà ëèøü îäíîãî áèâàëåíòà. Òàê, íà-
ïðèìåð, â ðàáîòå áûëè ïîëó÷åíû ÄÍÊ-çîíäû èç ìàòåðèà-
ëà åäèíè÷íîãî ìàðêåðíîãî õðîìîìåðà íà õðîìîñîìå 1, èç
ìàòåðèàëà õðîìîìåðà è îòõîäÿùåé îò íåãî ëàòåðàëüíîé
ïåòëè íà õðîìîñîìå 3, èç ìàòåðèàëà ìàðêåðíîé ñòðóêòó-
ðû íà õðîìîñîìå 2, à òàêæå öåëüíîõðîìîñîìíûé çîíä ïî-
ëîâîé õðîìîñîìû W êóðèöû. Ñïåöèôè÷íîñòü è ÿðêîñòü
ñèãíàëîâ ãèáðèäèçàöèè áûëè ïðîâåðåíû ñ ïîìîùüþ
FISH íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ, õðîìîñîìàõ òèïà ËÙ è
íà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ êóðèöû.

Èñïîëüçîâàíèå äèññåêòèðîâàííîãî ìàòåðèàëà õðîìî-
ñîì òèïà ËÙ â êà÷åñòâå çîíäîâ äëÿ FISH, à òàêæå äàëü-
íåéøèé àíàëèç ýòîãî ìàòåðèàëà ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
ñåêâåíèðîâàíèÿ ñëåäóþùåãî ïîêîëåíèÿ ìîãóò ñëóæèòü
ïåðñïåêòèâíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ öèòîãåíåòè÷ñêèõ è öè-
òîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ìàðêåðíûõ ðàéîíîâ õðîìî-
ñîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè òåõíè÷åñêîé ïîääåðæêå ÐÖ
«Õðîìàñ», ÐÖ «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ
òåõíîëîãèé» è ÌÐÖ ïî íàïðàâëåíèþ «Íàíîòåõíîëîãèè»
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò).

ÐÎËÜ ÝÍÄÎÐÅÄÓÏËÈÊÀÖÈÈ Â ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÈ
ÑÈÑÒÅÌÛ ÖÈÒÎÊÅÐÀÒÈÍÎÂÛÕ ÔÈËÀÌÅÍÒÎÂ
ÊÀÊ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÀ ÁÀÐÜÅÐÀ ÍÀ ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÈ
ÔÅÒÎ-ÌÀÒÅÐÈÍÑÊÎÃÎ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß Â ÏËÀ-
ÖÅÍÒÅ ÊÐÛÑÛ. © Ò. Ã. Çûáèíà, Å. Â. Çûáèíà,
Ã. È. Øòåéí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Èíâàçèÿ òðîôîáëàñòà, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò èìïëàí-
òàöèþ ýìáðèîíà ïðè ïëàöåíòàöèè ó ãðûçóíîâ, âêëþ÷àåò â
ñåáÿ íåñêîëüêî ýòàïîâ. Â ÷àñòíîñòè, âòîðè÷íûå ÃÊÒ îá-
ðàçóþò íåïðåðûâíûé «ôðîíò» èíâàçèè, îäíîâðåìåííî
ïðîõîäÿ ñåðèþ öèêëîâ ýíäîðåäóïëèêàöèè äî óðîâíåé
ïëîèäíîñòè 256—1024ñ (Çûáèíà, 1986; Zybina, Zybina,
2005), òåì ñàìûì îáðàçóÿ áàðüåð ìåæäó ìàòåðèíñêîé è
ôåòàëüíîé ÷àñòÿìè ïëàöåíòû. Ïîä ñëîåì âòîðè÷íûõ ÃÊÒ
îáðàçóåòñÿ ñîåäèíèòåëüíàÿ çîíà (ÑÇ), ñîäåðæàùàÿ ïóë
îòíîñèòåëüíî íèçêîïîëèïëîèäíûõ (2ñ—64ñ) âûñîêîïðî-
ëèôåðàòèâíûõ êëåòîê òðîôîáëàñòà, ïîñëåäóþùàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà êîòîðûõ äàåò íà÷àëî ðÿäó ôóíêöèîíàëüíî
ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê ïëàöåíòû, â ÷àñòíîñòè ãëè-
êîãåíîâûì êëåòêàì. Òðåòè÷íûå ÃÊÒ (èíòåðñòèöèàëüíûå
è ýíäîâàñêóëÿðíûå) â îòëè÷èå îò âòîðè÷íûõ ÃÊÒ ãëóáîêî
ìèãðèðóþò â àëëîãåííûå ìàòåðèíñêèå òêàíè â âèäå åäè-
íè÷íûõ êëåòîê èëè èõ íåáîëüøèõ ñêîïëåíèé. Öåëü íàñòî-
ÿùåé ðàáîòû ñîñòîèò â èññëåäîâàíèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ öèòîêåðàòèíà â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáîâ
èíâàçèè ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûõ ñóáòèïîâ êëåòîê òðî-
ôîáëàñòà êðûñû, ðàçëè÷àþùèõñÿ è ñïîñîáàìè óìíîæå-
íèÿ ãåíîìà. Áûëî ïðîâåäåíî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå ìå-
÷åíèå ñðåçîâ ïëàöåíòû áåëûõ êðûñ àíòèòåëàìè Cytokera-

tin pan; äëÿ ëîêàëèçàöèè ãëèêîãåíîâûõ êëåòîê ïðîâîäèëè
PAS-ðåàêöèþ.

Äëÿ ðàçíûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê òðîôîáëàñòà áûëà âû-
ÿâëåíà ðàçëè÷íàÿ âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ öèòîêå-
ðàòèíà. Íàèáîëåå èíòåíñèâíîå ìå÷åíèå íàáëþäàëîñü â
âûñîêîýíäîïîëèïëîèäíûõ âòîðè÷íûõ ÃÊÒ. Îñîáåííî èí-
òåíñèâíî îêðàøåííûå òÿæè öèòîêåðàòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ íàáëþäàëèñü íà ïåðèôåðèè öèòîïëàçìû è â îáøèð-
íîé ñèñòåìå öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îòðîñòêîâ, êîòîðû-
ìè âòîðè÷íûå ÃÊÒ êîíòàêòèðóþò äðóã ñ äðóãîì. Òàêèì
îáðàçîì, öèòîêåðàòèíîâûå ôèëàìåíòû îáðàçóþò êàðêàñ
íåïðåðûâíîãî ñëîÿ âòîðè÷íûõ ÃÊÒ, ñëóæàùåãî áàðüå-
ðîì ìåæäó ìàòåðèíñêîé è ôåòàëüíîé ÷àñòÿìè ïëàöåíòû.
Îäíîâðåìåííî íåêîòîðûå âòîðè÷íûå ÃÊÒ ïðîíèçûâàþò
äåöèäóàëüíóþ òêàíü ñ ïîìîùüþ ñâîèõ ïàëüöåâèäíûõ îò-
ðîñòêîâ, îêðóæàÿ èõ îáøèðíûå ñêîïëåíèÿ è, âåðîÿòíî,
âûçûâàÿ èõ äåãðàäàöèþ. Ñõîäíîå ðàñïðåäåëåíèå öèòîêå-
ðàòèíà íàáëþäàëîñü â ãèãàíòñêèõ êëåòêàõ òðîôîñïîíãèó-
ìà ñîåäèíèòåëüíîé çîíû ïëàöåíòû, êîòîðûå âûñòèëàþò
ëàêóíû ñ ìàòåðèíñêîé êðîâüþ. Öèòîêåðàòèí áûë ðàñïðå-
äåëåí ïî âñåé öèòîïëàçìå, íî îñîáåííî èíòåíñèâíîå
îêðàøèâàíèå íàáëþäàëîñü íà ïåðèôåðèè êëåòîê è èõ îò-
ðîñòêîâ, êîòîðûìè ýòè êëåòêè ñîåäèíÿþòñÿ äðóã ñ äðó-
ãîì, îáðàçóÿ íåïðåðûâíóþ âûñòèëêó ëàêóíû. Ïðè ýíäî-
âàñêóëÿðíîé èíâàçèè öèòîêåðàòèí-ïîëîæèòåëüíûõ êëå-
òîê òðîôîáëàñòà ÷àñòî íàáëþäàëàñü ñâÿçü ïîñëåäíèõ ñî
ñëîåì âòîðè÷íûõ ÃÊÒ ñ ïîìîùüþ èíòåíñèâíî îêðàøåí-
íûõ öèòîêåðàòèí-ïîëîæèòåëüíûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
îòðîñòêîâ. Ïðîëèôåðèðóþùèå è äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ
êëåòêè òðîôîáëàñòà ÑÇ (â ÷àñòíîñòè, ïðåãëèêîãåíîâûå è
ãëèêîãåíîâûå êëåòêè òðîôîáëàñòà) õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå
ñëàáûì èììóíîîêðàøèâàíèåì öèòîêåðàòèíà, íåñêîëüêî
áîëåå èíòåíñèâíûì â ïåðèíóêëåàðíîé çîíå öèòîïëàçìû.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñèñòåìà
ïðîìåæóòî÷íûõ öèòîêåðàòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ïî-âèäè-
ìîìó, îáåñïå÷èâàåò íåïðåðûâíîñòü ñëîÿ âòîðè÷íûõ ÃÊÒ è
âûñòèëêè ìàòåðèíñêèõ êðîâåíîñíûõ ëàêóí êëåòêàìè òðî-
ôîñïîíãèóìà. Áëàãîäàðÿ ýíäîðåäóïëèêàöèè ðîñò ñëîÿ âòî-
ðè÷íûõ ÃÊÒ îñóùåñòâëÿåòñÿ áåç äåçèíòåãðàöèè ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ñîñòàâëÿþùèõ åãî êàðêàñ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ.

ÌÎÄÓËÈÐÎÂÀÍÈÅ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎ-
ÐÎÂ FOXO ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀÌÈ HDAC Â E1A+RAS-
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Ì. Â. Èãîò-
òè, Î. Î. Ãíåäèíà, Å. À. Ôèëèïïîâà, Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, marie.igot-
ti@gmail.com

Èññëåäîâàíèå ðàçëè÷íûõ êîìáèíàöèé ñîâìåñòíîãî
âëèÿíèÿ ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ è HDIs íà âíóòðèêëå-
òî÷íîå ñîäåðæàíèå ROS ïîêàçàëî, ÷òî NaB óâåëè÷èâàåò
êîëè÷åñòâî è ïðîëîíãèðóåò ñóùåñòâîâàíèå èíäóöèðîâàí-
íûõ ýòîïîçèäîì èëè àäðèàìèöèíîì âíóòðèêëåòî÷íûõ
ROS. Ïîëó÷åííûå äàííûå äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü
ðîëü HDIs â ñíèæåíèè ýôôåêòèâíîñòè ìåõàíèçìîâ èíàê-
òèâàöèè ROS.

Êëåòêè ïðîòèâîäåéñòâóþò íåáëàãîïðèÿòíûì ïîñëåä-
ñòâèÿì ROS, àêòèâèðóÿ ôåðìåíòàòèâíûå ñêàâåíäæåðû
ROS è(èëè) ãåíû ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Îäíèì èç âîçìîæíûõ
êàíäèäàòîâ, îïîñðåäóþùèõ èíäóöèðîâàííîå àêêóìóëè-
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ðîâàíèå ROS, ÿâëÿþòñÿ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ñå-
ìåéñòâà Foxo. Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ñåìåéñòâà
FRHD êëàññà Î — Foxo — âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ ðàç-
ëè÷íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ îñòàíîâêó
êëåòî÷íîãî öèêëà, àïîïòîç, ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, óñòîé÷è-
âîñòü ê ñòðåññîðíûì âîçäåéñòâèÿì è ìåòàáîëèçì. Òðàíñ-
êðèïöèîííûå ôàêòîðû ñåìåéñòâà Foxo ðåãóëèðóþò íàðÿ-
äó ïðî÷èõ òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ ÿâëÿ-
þòñÿ ôåðìåíòàìè, çàùèùàþùèìè êëåòêè îò ïîñòîÿííî
îáðàçóþùèõñÿ âûñîêîòîêñè÷íûõ ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ
êèñëîðîäà è âîäîðîäà. Ñðåäè íèõ òàêèå ôåðìåíòû, êàê
ñóïåðîêñèääèñìóòàçû (MnSOD è SOD2), ãëóòàòèîíïå-
ðîêñèäàçà è êàòàëàçà (Burgering, 2008). Àêòèâíîñòü òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Foxo ðåãóëèðóåòñÿ ïîñòòðàíñëÿ-
öèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè, òàêèìè êàê àöåòèëèðîâàíèå
è ôîñôîðèëèðîâàíèå. Àöåòèëèðîâàíèå ñíèæàåò òðàíñàê-
òèâèðóþùèå ñâîéñòâà Foxo, ïðåïÿòñòâóÿ ñàéò-ñïåöèôè-
÷åñêîìó ñâÿçûâàíèþ ñ ÄÍÊ (Nemoto, Finkel, 2002; Lehti-
nen et al., 2006), è ïðîìîòèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå Foxo,
âåäóùåå ê åãî äåãðàäàöèè (Daitoku et al., 2004). Ïîýòîìó
áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå èñïîëüçîâàííûõ èíãèáèòîðîâ
HDAC, èíäóöèðóþùèõ íàêîïëåíèå ROS, íà òðàíñêðèï-
öèîííûå ôàêòîðû Foxo.

Äàííûå ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçûâàþò, ÷òî HDIs íå âëèÿþò íà
òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ Foxo. Ïðè ýòîì òðàíñ-
êðèïöèÿ ãåíîâ-ìèøåíåé Foxo ïî-ðàçíîìó èçìåíÿåòñÿ ïðè
äåéñòâèè HDIs. Òðàíñêðèïöèÿ p27/Kip1, mdr1 è ddb1 ïà-
äàåò, òîãäà êàê òðàíñêðèïöèÿ p21/Waf1, gadd45, MnSOD,
bim è mmp-9 âîçðàñòàåò ñî âðåìåíåì äåéñòâèÿ HDIs. Äàí-
íûå èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè, à òàêæå èììó-
íîáëîòèíãà ïîêàçàëè, ÷òî HDIs èçìåíÿþò âíóòðèêëåòî÷-
íóþ ëîêàëèçàöèþ Foxo, âûçûâàÿ âûõîä Foxo èç ÿäðà ïðè
ïðîäîëæèòåëüíîì âðåìåíè äåéñòâèÿ. Äàííûå èììóíî-
áëîòèíãà ïîêàçûâàþò íàêîïëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìû áåëêà Foxo3 ñ óâåëè÷åíèåì âðåìåíè îáðàáîòêè
NaB. Ýòî ñîîòâåòñòâóåò ïîëó÷åííûì íàìè ðàíåå äàííûì
îá àêòèâàöèè êèíàçû PKB/Akt ïðè äåéñòâèè HDIs â
E1A+Ras òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîëó÷åíû äàííûå î ñíèæåíèè
àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Foxo ïðè äåéñò-
âèè HDIs â E1A+Ras òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ýòî
ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè ñèñòåì èíàê-
òèâàöèè ROS ïðè äåéñòâèè HDIs.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÌÎËÎÄÛÕ ÑÓÁÑÅ-
ÌÅÉÑÒÂ ALUY È ÌÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÈÕ ÄÍÊ Â
ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © È. Í. Êàáà-
íîâ,1 Ë. È. Òèùåíêî.1 1 Êàôåäðà áèîõèìèè áèîëîãè÷åñêîãî
ôàêóëüòåòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåð-
ñèòåòà, Ink5@yandex.ru

Alu-ïîâòîðû — íàèáîëåå èçó÷åííûå ïðåäñòàâèòåëè
ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ êëàññà SINE (short
interspersed elements — êîðîòêèå äèñïåðãèðîâàííûå ýëå-
ìåíòû) â ãåíîìå ÷åëîâåêà. SINE ñ÷èòûâàþòñÿ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçîé III, à çàòåì èõ ÐÍÊ ìîæåò ñëóæèòü ìàòðèöåé äëÿ
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, êîòîðàÿ çàêîäèðîâàíà â ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ äëèííûõ äèñïåðãèðîâàííûõ ïîâòîðîâ
LINE. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî
Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è èõ òðàíñêðèïòû ìîãóò èãðàòü
ñóùåñòâåííóþ ðîëü â àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè, îïóõîëå-
âîé òðàíñôîðìàöèè, ñòðåññå è àïîïòîçå. Îäíàêî ðîëü
Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è èõ ÐÍÊ-ïðîäóêòîâ â ðåãóëÿ-
öèè âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ äî ñèõ ïîð íå âûÿñíåíà.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå âçàèìîñâÿçè
ìåæäó óðîâíåì ýêñïðåññèè ìîëîäûõ ïîâòîðîâ AluY,
óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ èõ ÄÍÊ è ôèçèîëîãè÷åñêèì
ñòàòóñîì êëåòêè (ñòàäèè ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà). Îáú-
åêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êëåòêè ãèñòèîöèòàðíîé
ëèìôîìû U937 è ýðèòðîìèåëîáëàñòîèäíîé ëåéêåìèè ÷å-
ëîâåêà K562 íà ýòèõ ñòàäèÿõ. Àïîïòîç, âûçâàííûé èíãè-
áèòîðîì òîïîèçîìåðàçû I, êàìïòîòåöèíîì (CAM), áûë
äåòåêòèðîâàí ïî ïîÿâëåíèþ ëåñòíè÷íîé ôðàãìåíòàöèè
ÄÍÊ ÷åðåç 24 è 48 ÷ îáðàáîòêè.

Ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìå-
íè ïîëó÷åíû äàííûå îá ýêñïðåññèè AluYb8 è äðóãèõ ìî-
ëîäûõ ñóáñåìåéñòâ AluY (AluYa5-, Ya4-, Ya8-, Yc1-, Yg6-
è Yb8-ÐÍÊ) â êëåòêàõ U937 è K562, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòî-
ÿíèè ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãå-
íîâ ìîëîäûõ ñóáñåìåéñòâ Alu îöåíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ
ñîîòâåòñòâóþùèõ ÐÍÊ â òîòàëüíîé ÐÍÊ êëåòîê. Áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ïðè àïîïòîçå, èíäóöèðîâàííîì CAM, ñîäåð-
æàíèå Alu-ÐÍÊ â êëåòêàõ U937 âîçðàñòàåò â 2—3 ðàçà, à â
êëåòêàõ K562 — â 4—6 ðàç ïîñëå 24 è 48 ÷ îáðàáîòêè
CAM ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè.

Ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ïðàéìå-
ðàìè, êîïìëåìåíòàðíûìè ê ìåòèëèðîâàííûì è íåìåòè-
ëèðîâàííûì âàðèàíòàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè AluYb8,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïàòòåðí ìåòèëèðîâàíèÿ Alu-ÄÍÊ íå
çàâèñèò îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê U937 (èñ-
ïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû, íå çàòðàãèâàþùèå ïðîìîòîð è
5R-ôëàíêèðóþùóþ çîíó ãåíà AluYb8). Ðàçëè÷íûìè ìåòî-
äàìè (ìåòèë-ñïåöèôè÷åñêàÿ ÏÖÐ (ÌÑ-ÏÖÐ) ñ ïðàéìåðà-
ìè, êîìïëåìåíòàðíûìè ê ìåòèëèðîâàííîìó è íåìåòèëè-
ðîâàííîìó âàðèàíòàì Â-áîêñà ïðîìîòîðà ãåíà AluYb8,
HRM (High-Resolution Melting, ïëàâëåíèå ñ âûñîêèì ðàç-
ðåøåíèåì), à òàêæå ñåêâåíèðîâàíèåì ïîñëå áèñóëüôèò-
íîé îáðàáîòêè) áûëè ïîëó÷åíû äàííûå î õàðàêòåðå ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ÄÍÊ AluYb8 íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà
êëåòîê K562. Òàê, ìåòîäîì ÌÑ-ÏÖÐ áûëî âûÿâëåíî ñëà-
áî âûðàæåííîå óìåíüøåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
CpG-ñàéòà, ðàñïîëîæåííîãî â Â-áîêñå ïðîìîòîðà ãåíà
AluYb8, íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè. Êðîìå òîãî, íàáëþäàëîñü
íåçíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâà-
íèÿ Alu-ÄÍÊ ïîñëå 24 è 48 ÷ îáðàáîòêè ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè (ìåòîä HRM). Íàêîíåö,
ìåòîäîì ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîñëå áèñóëüôèòíîé îáðàáîòêè
áûëè âûÿâëåíû ðàçíîíàïðàâëåííûå èçìåíåíèÿ ìåòèëèðî-
âàíèÿ ðàçëè÷íûõ CpG-ñàéòîâ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ
AluYb8 íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðî-
ëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÏÎËÈÌÎÐÔÈÇÌÀ ÃÅÍÎÂ ÑÈÑÒÅ-
ÌÛ ÑÂÅÐÒÛÂÀÅÌÎÑÒÈ ÊÐÎÂÈ ÏÐÈ ÒÐÎÌÁÎÔÈ-
ËÈÈ. © À. Ì. Êàëèìàãàìáåòîâ,1 Ñ. À. Áåêòåìèñîâà,1

Í. Ê. Äåãåìåðçàíîâà,2 Ò.Ñ. Êèñåëåâà,2 À. Õ. Åðäåíîâà.2 1 Êà-
çàõñêèé íàöèîíàëüíûé óíèâåðñèòåò èì. àëü-Ôàðàáè, aitka-
li.kalimagambetov@kaznu.kz, è 2 Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷å-
ñêàÿ ëàáîðàòîðèÿ ÒÎÎ «Tree Gene», Àëìàòû, Êàçàõñòàí.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîáëåìà ïðîôèëàêòèêè è ðàííå-
ãî ïðîãíîçèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèé ñ íàñëåäñòâåííîé ïðåä-
ðàñïîëîæåííîñòüþ ñèñòåìû ãåìîñòàçà, â ÷àñòíîñòè òðîì-
áîôèëèè, ïàòîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ, õàðàêòåðèçóþùå-
ãîñÿ íàðóøåíèåì ñèñòåìû ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè, ïðè
êîòîðîé óâåëè÷èâàåòñÿ ðèñê ðàçâèòèÿ òðîìáîçà, áåçó-
ñëîâíî ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé (Heit, 2007).

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 659



Ñîñòîÿíèå òðîìáîôèëèè îáúåäèíÿåò âñå íàñëåäñò-
âåííûå è ïðèîáðåòåííûå íàðóøåíèÿ ãåìîñòàçà, êîòîðûì
ñâîéñòâåííà ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê ðàííåìó ïîÿâëåíèþ
è ðåöèäèâèðîâàíèþ òðîìáîçîâ, òðîìáîýìáîëèé, èøåìèé è
èíôàðêòîâ îðãàíîâ. Ôàêòîðàìè ðèñêà ÿâëÿþòñÿ çëîêà÷åñò-
âåííûå îïóõîëè, îæèðåíèå, ñàõàðíûé äèàáåò, ñåðäå÷íàÿ
íåäîñòàòî÷íîñòü, áåðåìåííîñòü è ò. ä. (Áàðêàãàí, 2005).

Â ðàííåé äèàãíîñòèêå è ïðîôèëàêòèêå òðîìáîôèëèè
îäíèì èç ýòàïîâ ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå íîñèòåëüñòâà ïîëè-
ìîðôíûõ ãåíîâ ñèñòåìû ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè. Ïðè ýòîì
ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûå â ïîïóëÿöèè ñëåäóþùèå íàñëåäñòâåííûå
òðîìáîôèëè÷åñêèå ñîñòîÿíèÿ: ìóòàöèè ãåíà MTHFR
Ñ677Ò (ôåðìåíòà, èãðàþùåãî êëþ÷åâóþ ðîëü â ìåòàáî-
ëèçìå ôîëèåâîé êèñëîòû), ãåíà ôàêòîðà V ñâåðòûâàíèÿ
êðîâè FV (Leiden), ãåíà ôîëàòíîãî öèêëà MTR è ãåíà ïðî-
òðîìáèíà FII G20210À, ïîëèìîðôèçì ãåíà ITGA2, êîäè-
ðóþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü a2-ñóáú-
åäèíèöû èíòåãðèíîâ — ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ
òðîìáîöèòîâ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âñå ïåðå÷èñëåííûå
ìóòàöèè îòíîñÿòñÿ ê ãåííîìó ïîëèìîðôèçìó, êîòîðûé çà-
êëþ÷àåòñÿ â àëüòåðíàòèâíûõ âàðèàíòàõ ãåíà (íîðìàëü-
íûé èëè ìóòàíòíûé).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå ïîëèìîðôèç-
ìà ïÿòè ãåíîâ ñèñòåìû ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè — MTHFR
C677T, FV (Leiden), FII G20210À, MTR è ITGA2.

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëà âåíîçíàÿ
êðîâü 115 ÷åëîâåê ñ íàëè÷èåì ôàêòîðà ðèñêà íà òðîìáî-
ôèëèþ. ÏÖÐ-àíàëèç îñóùåñòâëÿëè íà àìïëèôèêàòîðå
ÄÍÊ ABI 9700 (Gold Applied Biosystems, ÑØÀ) ñ ïîñëå-
äóþùèì äîêóìåíòèðîâàíèåì íà ñèñòåìå ãåëü-äîêóìåíòè-
ðîâàíèÿ GelDocXR.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè íîñèòåëüñòâî è
íàñëåäñòâåííóþ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê çàáîëåâàíèÿì
ñèñòåìû ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè ïî ïÿòè ãåíàì-ìàðêåðàì
â ñëåäóþùåì ñîîòíîøåíèè: ìóòàöèÿ ãåíà MTHFR
Ñ677Ò — 42.27 % íîñèòåëåé â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè
(Ñ/Ò) è ìóòàíòíûé âàðèàíò ïîëèìîðôèçìà ýòîãî ãåíà,
ñâÿçàííûé ñ óâåëè÷åíèåì ðèñêà çàáîëåâàíèé, â ãîìîçè-
ãîòíîé ôîðìå (Ò/Ò) — 14.15 %; ìóòàöèÿ ãåíà FV (Lei-
den) — 2.83 % íîñèòåëåé â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè
(G/A); ìóòàöèÿ ãåíà ïðîòðîìáèíà (FII) — 9.43 % íîñèòå-
ëåé â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè (G/A); ìóòàöèÿ ãåíà
MTR — 25.77 % íîñèòåëåé â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè
(G/A) è ìóòàíòíûé âàðèàíò ïîëèìîðôèçìà ýòîãî ãåíà, ñâÿ-
çàííûé ñ óâåëè÷åíèåì ðèñêà çàáîëåâàíèé, â ãîìîçèãîòíîé
ôîðìå — 4.12 %; ìóòàöèÿ ITGA2 — 39.78 % íîñèòåëåé â
ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè (Ñ/Ò) è ìóòàíòíûé âàðèàíò ïî-
ëèìîðôèçìà äàííîãî ãåíà, ñâÿçàííûé ñ óâåëè÷åíèåì ðèñêà
çàáîëåâàíèé, â ãîìîçèãîòíîé ôîðìå — 6.45 %.

Òàêèì îáðàçîì, îïðåäåëåíèå âàðèàíòîâ ïîëèìîðôèç-
ìà ãåíîâ ñèñòåìû ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè èìååò âàæíîå
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ âûÿâëåíèÿ è ïðåäóïðåæäåíèÿ
òðîìáîôèëè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé è âûçûâàåìûõ èìè îñëîæ-
íåíèé.

ÂÛÑØÈÅ ÓÐÎÂÍÈ ÊÎÌÏÀÊÒÈÇÀÖÈÈ ÕÐÎÌÀÒÈ-
ÍÀ Â ÐÑÑ-ÕÐÎÌÎÑÎÌÀÕ. © Ò. À. Êàðÿãèíà, Â. Â. Áó-
ðàêîâ, Þ. Ñ. ×åíöîâ. Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíî-
ñîâà, vburakov@mail.ru

Âîïðîñ î ñòðóêòóðå è îñîáåííîñòÿõ âûñøèõ óðîâíåé
êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà êàê â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ, òàê è

â ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ ïî ñåé äåíü îñòàåòñÿ îòêðû-
òûì. Íà äàííûé ìîìåíò ïðåäëîæåíî ìíîæåñòâî ìîäåëåé,
â êîòîðûõ îòðàæàåòñÿ òîò èëè èíîé âçãëÿä íà ðåøåíèå äàí-
íîé çàäà÷è ñ ó÷åòîì ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû è îñî-
áåííîñòåé îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ. Âîïðîñû î ñóùåñòâîâà-
íèè õðîìîíåìû êàê âûñøåãî óðîâíÿ êîìïàêòèçàöèè õðî-
ìàòèíà, ñïîñîáîâ åå îáðàçîâàíèÿ èç 30-íàíîìåòðîâîé
ôèáðèëëû, ñòðóêòóðå õðîìîíåìû è ìåõàíèçìå, ñîãëàñíî
êîòîðîìó îíà ñâîðà÷èâàåòñÿ â íîðìàëüíóþ ìèòîòè÷åñêóþ
õðîìîñîìó, åùå íå ÿâëÿþòñÿ ðåøåííûìè îêîí÷àòåëüíî.

Õðîìîíåìó êàê ôèáðèëëó õðîìàòèíà äèàìåòðîì îêî-
ëî 100 íì ìîæíî íàáëþäàòü íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâ-
íå â íîðìå â ïðîöåññàõ êîíäåíñàöèè—äåêîíäåíñàöèè
õðîìàòèíà â ïðîôàçå è òåëîôàçå ìèòîçà êëåòîê æèâîò-
íûõ. Êðîìå òîãî, î÷åíü ÷åòêî âûÿâëþòñÿ õðîìîíåìíûå
ýëåìåíòû â ñîñòàâå ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ïîñëå îáðà-
áîòêè èõ ðàñòâîðàìè, ñîäåðæàùèìè èîíû Ñà2+ (Áóðàêîâ
è äð., 2005). Ïðè÷åì íàáëþäàåòñÿ òàêîå «ïîä÷åðêèâàíèå»
õðîìîíåìíîé ñòðóêòóðû êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà
íà âñåõ ñòàäèÿõ ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà.

Âîçíèêàåò âîïðîñ: íàñêîëüêî óíèâåðñàëåí ýòîò âûñ-
øèé — õðîìîíåìíûé — óðîâåíü êîìïàêòèçàöèè õðîìà-
òèíà, âñåãäà ëè îí ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè êîíäåíñàöèè èíòåð-
ôàçíîãî õðîìàòèíà â õðîìîñîìîïîäîáíûå ñòðóêòóðû?
Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà íàìè áûë ïðèìåíåí ìåòîä
ïîëó÷åíèÿ ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàííûõ õðîìî-
ñîì (ÐÑÑ) èç õðîìàòèíà èíòåðôàçíûõ êëåòîê ïåðåâèâàå-
ìîé êóëüòóðû ÑÍÎ ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà êàëèêóëèíà À.

Êàê è îæèäàëîñü, âîçäåéñòâèå êàëèêóëèíà âûçûâàåò
ñïåöèôè÷åñêóþ ìèòîçîïîäîáíóþ êîíäåíñàöèþ õðîìàòè-
íà â ÿäðàõ êëåòîê ÑÍÎ, íàõîäÿùèõñÿ íà âñåõ ñòàäèÿõ êëå-
òî÷íîãî öèêëà. Óëüòðàñòðóêòóðíûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè áîëüøîå ñõîäñòâî ÐÑÑ-õðîìîñîì, îáðàçîâàâøèõñÿ èç
õðîìàòèíà ÿäåð â G2-ïåðèîäå, ñ îáû÷íûìè ìåòàôàçíûìè
õðîìîñîìàìè è äîñòàòî÷íî áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå õðîìî-
ñîìíûõ ñòðóêòóð, îáðàçîâàâøèõñÿ èç G1 õðîìàòèíà, ïðè-
÷åì î÷åâèäíî, ÷òî ýòî ñòðóêòóðû, ñîîòâåòñòâóþùèå îä-
íîé õðîìàòèäå. Ïðè ýòîì óëüòðàñòðóêòóðà ÐÑÑ-õðîìî-
ñîì èç ÿäåð â S-ïåðèîäå, êàê è îæèäàëîñü, îáíàðóæèâàëà
íåêèé ïðîìåæóòî÷íûé õàðàêòåð.

Ýêñïåðèìåíòàëüíîå âûÿâëåíèå õðîìîíåìíîãî óðîâíÿ
â êàëüöèåâîé ñðåäå ïîêàçàëî, ÷òî ïî óëüòðàñòðóêòóðå
õðîìîíåìà â G2 ÐÑÑ-õðîìîñîìàõ ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷à-
åòñÿ îò òàêîâîé, âûÿâëÿåìîé ïîäîáíûì ñïîñîáîì â íîð-
ìàëüíîé ìåòàôàçíîé õðîìîñîìå. G1 ÐÑÑ-õðîìîñîìû äå-
ìîíñòðèðîâàëè íåêîòîðóþ âàðèàáåëüíîñòü äèàìåòðà õðî-
ìîíåìîïîäîáíûõ ñòðóêòóð, õîòÿ, ÷òî âàæíî îòìåòèòü,
õðîìîíåìà êàê òàêîâàÿ ïðèñóòñòâîâàëà âñåãäà êàê ôèá-
ðèëëà, èç êîòîðîé ñêëàäûâàåòñÿ õðîìàòèäà.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïîëàãàòü, ÷òî
õðîìîíåìà êàê âûñøèé óðîâåíü êîìïàêòèçàöèè õðîìàòè-
íà ïðè åãî êîíäåíñàöèè èç èíòåðôàçíîãî ñîñòîÿíèÿ â õðî-
ìîñîìó ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíîé ñòðóêòóðîé, íåîáõîäèìî
îáðàçóþùåéñÿ â õîäå ýòîãî ïðîöåññà.

ÝËÈÌÈÍÀÖÈß ÌÈÊÐÎßÄÅÐ, ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÕ
ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅÌ ÏÀÊËÈÒÀÊÑÅËÀ, Â ÊËÅÒÊÀÕ ÊÓËÜ-
ÒÓÐÛ MCF-7. © Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà, Î. È. Ñóòÿ-
ãèíà, Ã. Å. Îíèùåíêî. Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíî-
ñîâà.

Îäèí èç ïðèåìîâ õèìèîòåðàïèè îíêîëîãè÷åñêèõ çà-
áîëåâàíèé íàïðàâëåí íà èíäóêöèþ îáðàçîâàíèÿ ìèêðî-
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ÿäåð (Ìß) â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Ìß âîçíèêàþò êàê ïðè
ðàçðûâàõ ÄÍÊ, òàê è ïðè íàðóøåíèè îðãàíèçàöèè âåðåòå-
íà äåëåíèÿ. Â ïåðâîì ñëó÷àå ôîðìèðóþòñÿ 1—2 íåáîëü-
øèõ Ìß, âî âòîðîì — ìíîæåñòâî áîëåå êðóïíûõ Ìß,
÷èñëî êîòîðûõ ìîæåò ñîâïàäàòü ñ ÷èñëîì õðîìîñîì. Åñëè
îïóõîëåâûå êëåòêè ñîäåðæàò íîðìàëüíûé ãåí áåëêà ð53,
òî â íèõ ïðîèñõîäèò îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà è çàïóñ-
êàåòñÿ àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü. Îäíàêî åñëè îïóõîëåâàÿ
êëåòêà îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ýëèìèíèðîâàòü Ìß, îíà
ìîæåò èçáåæàòü ãèáåëè, è õèìèîòåðàïèÿ íå áóäåò óñïåø-
íîé. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå âîç-
ìîæíîñòè ýëèìèíàöèè Ìß â êëåòêàõ êóëüòóðû êàðöèíî-
ìû ìîëî÷íîé æåëåçû MCF-7. Äëÿ èíäóêöèè îáðàçîâàíèÿ
Ìß íà êëåòêè âîçäåéñòâîâàëè 125 íÌ ïàêëèòàêñåëà (ÏÒ)
â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì àãåíòà (24 ÷).
ÏÒ ÿâëÿåòñÿ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèì ïðåïàðàòîì, âûçûâà-
þùèì ñòàáèëèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê, ÷òî ïðèâîäèò ê íà-
êîïëåíèþ Ê-ìèòîçîâ ñ ïîñëåäóþùèì ôîðìèðîâàíèåì
Ìß (13 � 4 % ÷åðåç 24 ÷, 27 � 5 % ÷åðåç 48 è 24 � 2 %
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ àãåíòà). Òàê êàê äàííàÿ êóëüòó-
ðà êëåòîê ñîäåðæèò íîðìàëüíûé ãåí áåëêà ð53, â äàëü-
íåéøåì êëåòêè ñ Ìß ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáå-
ëè. Àïîïòîòè÷åñêèé èíäåêñ ñîñòàâëÿåò 8.58 � 0.69 % ÷å-
ðåç 48 ÷ âîçäåéñòâèÿ ÏÒ è 8.23 � 1.16 % ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå
óäàëåíèÿ àãåíòà. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë îáðà-
çîâàíèå äâóõ òèïîâ Ìß — ìíîãî÷èñëåííûõ êðóïíûõ è
îäèíî÷íûõ ìåëêèõ. Ìß ïåðâîãî òèïà îáðàçîâàëèñü â ðå-
çóëüòàòå íàðóøåíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ âåðåòåíà äåëåíèÿ.
×àñòü òàêèõ Ìß ÿâëÿåòñÿ «âàêóîëèçèðîâàííûìè». Äîëÿ
êëåòîê ñ «âàêóîëèçèðîâàííûìè» Ìß ñîñòàâëÿåò 25 � 5 %
÷åðåç 48 ÷ âîçäåéñòâèÿ ÏÒ; ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ
àãåíòà èõ äîëÿ âîçðàñòàåò äî 48 � 4 %. Îêðàøèâàíèå ìî-
íîäàíçèë êàäàâåðèíîì è LysoTracer DND-99 ïîêàçàëî,
÷òî, íåñìîòðÿ íà âàêóîëèçàöèþ, ýòè ìèêðîÿäðà íå ïîä-
âåðãàþòñÿ àóòîôàãè÷åñêîé è ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè.
Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî,
÷òî â òàêèõ ìèêðîÿäðàõ ïðîèñõîäèò íàáóõàíèå ïåðèíóê-
ëåàðíîãî ïðîñòðàíñòâà. Âòîðîé òèï Ìß, âûÿâëåííûé â
êóëüòóðå MCF-7, ïðåäñòàâëåí îäèíî÷íûìè ìåëêèìè
ñòðóêòóðàìè. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè ìèêðîÿäðà
ôîðìèðóþòñÿ â ðåçóëüòàòå äâîéíûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Òà-
êèå ìèêðîÿäðà ìîãóò ýëèìèíèðîâàòüñÿ ñ ïîìîùüþ ëèçî-
ñîìíîé äåãðàäàöèè èëè ñ ïîìîùüþ ýêñòðóçèè èç êëåòêè
ïóòåì îáðàçîâàíèÿ «áëåáñîâ». Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
áåëêà ð53 â ìèêðîÿäðàõ ïðè äåéñòâèè ÏÒ ïîêàçàë, ÷òî
äàííûé áåëîê ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü êàê âî âñåõ ìèêðî-
ÿäðàõ, òàê è òîëüêî â íåêîòîðûõ (íåçàâèñèìî îò ðàçìåðà è
«âàêóîëèçàöèè»). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ð53-îïîñðåäîâàííàÿ
èíäóêöèÿ îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà è àïîïòîòè÷åñêàÿ
ãèáåëü êëåòîê ïðè äåéñòâèè ÏÒ íå ñâÿçàíû ñ îñîáåííî-
ñòÿìè ìîðôîëîãèè Ìß.

Òàêèì îáðàçîì, âîçäåéñòâèå ÏÒ íà êëåòêè êóëüòóðû
MCF-7 èíäóöèðóåò âîçíèêíîâåíèå äâóõ ãðóïï Ìß, âåðî-
ÿòíî ðàçëè÷íûõ ïî áèîãåíåçó è ñïîñîáó ýëèìèíàöèè.
Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êëåòêè êóëüòóðû MCF-7
ìîãóò ýëèìèíèðîâàòü îäèíî÷íûå Ìß. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü
ìîæåò ñëóæèòü çàùèòíûì ìåõàíèçìîì îò ð53-îïîñðåäî-
âàííîãî àïîïòîçà. Îäíàêî â ñëó÷àå îáðàçîâàíèÿ áîëüøî-
ãî ÷èñëà Ìß, êîòîðûå ìîãóò áûòü ýëèìèíèðîâàíû ïóòåì
«âàêóîëèçàöèè», èíäóöèðóåòñÿ ð53-îïîñðåäîâàííàÿ ãè-
áåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê.

ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÒÐÀÍÑÃÅÍ-
ÍÛÕ 3-ÑÓÒÎ×ÍÛÕ ÝÌÁÐÈÎÍÎÂ ÂÜÞÍÎÂ Ñ ÃÅÍÀ-

ÌÈ TAF1a È TAF1ß. © Ë. Â. Êîçèêîâà,1 Â. Â. Íåíàøåâà,2

È. Â. Ìàêàðîâà,2 Ë. Å. Àíäðååâà.2 1 Âñåðîññèéñêèé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—
Ïóøêèí, larkozik@list.ru, è 2 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãå-
íåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, leandr@yandex.ru

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôóíêöèè ìíîãèõ ñåêâåíèðîâàí-
íûõ ãåíîâ îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. Ê ÷èñëó ìàëîèçó÷åí-
íûõ ãåíîâ îòíîñÿòñÿ ãåíû TAF1a è TAF1ß (template acti-
vating factor). Îáå ôîðìû âõîäÿò â êîìïëåêñ INHAT (èí-
ãèáèòîð ãèñòîíîâûõ àöåòèëòðàíñôåðàç) è ñîäåðæàò äîìåí
NAP (nucleosome assembly protein). Âîçìîæíî, îíè ñïî-
ñîáñòâóþò óñèëåíèþ òðàíñêðèïöèè ðÿäà ãåíîâ è ðàçëè÷à-
þòñÿ 24 àìèíîêèñëîòàìè íà N-êîíöå. Ðÿä àâòîðîâ ïðåä-
ïîëàãàþò, ÷òî TAF1b ìîæåò âûïîëíÿòü îíêîãåííóþ ôóí-
êöèþ è ó÷àñòâîâàòü â ìîäåëèðîâàíèè õðîìàòèíà, âëèÿÿ
íà òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ. Ñâÿçûâàíèå TAF1a ñ íóêëåîñî-
ìàìè çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, ÷åì TAF1b. Öåëüþ äàííîé ðà-
áîòû áûëî èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé ðîëè ãåíîâ TAF1a è
TAF1ß â ðàííåì ýìáðèîíàëüíîì ðàçâèòèè âüþíîâ ñ ó÷å-
òîì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Îáúåêòîì èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ýìáðèîíû âüþíîâ, ïîëó÷åííûå ìå-
òîäîì èñêóññòâåííîãî îïëîäîòâîðåíèÿ. Ïëàçìèäû ñ ãåíà-
ìè TAF1a è TAF1ß ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà CMV è
äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó (â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ) â êîíöåíò-
ðàöèè 20 íã/ìêë èíúåöèðîâàëè â îáëàñòü áëàñòîäèñêà
îïëîäîòâîðåííûõ èêðèíîê âüþíîâ ïðè ïîìîùè ìèêðîìà-
íèïóëÿòîðà ôèðìû Eppendorf è ñòåêëÿííîé ìèêðîèãëû
ñ äèàìåòðîì êîí÷èêà 14 ìêì. Àíàëèç ýìáðèîíàëüíîé êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè ïðîâîäèëè íà 3-è ñóò ðàçâèòèÿ. Ýêñï-
ðåññèþ ãåíîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÏÖÐ. Íà 3-è ñóò ðàç-
âèòèÿ íàáëþäàëè ýìáðèîíîâ êàê ñ íîðìàëüíîé ìîðôîëî-
ãèåé ðàçâèòèÿ, òàê è ñ àíîìàëüíûìè ôîðìàìè. Àíîìàëèè
ðàçâèòèÿ (íåðîâíûé êðàé îáðàñòàíèÿ áëàñòîäåðìû, èñê-
ðèâëåíèå îñåâîãî êîìïëåêñà, çàïàçäûâàíèå âûëóïëåíèÿ,
íàðóøåíèÿ äâèãàòåëüíûõ ôóíêöèé è äð.) íàáëþäàëèñü â
áîëüøåì ïðîöåíòå ñëó÷àåâ ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çàðîäû-
øåé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè. Íà öèòîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòàõ 3-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé ïðîâîäèëè àíàëèç
ïðîëèôåðàöèè ïî êîëè÷åñòâó äåëÿùèõñÿ êëåòîê â ïðî-
öåíòàõ (Ì). Ïîñëå ââåäåíèÿ äèñòèëëèðîâàííîé âîäû äî-
ñòîâåðíîé ðàçíèöû ìåæäó èíúåöèðîâàííûìè è èíòàêò-
íûìè çàðîäûøàìè ïî ìèòîçàì íå îáíàðóæåíî, ÷òî óêàçû-
âàåò íà òî, ÷òî ñàì ïðîöåññ ìèêðîèíúåêöèè íå îêàçûâàåò
íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê. Ïðè ñðàâíåíèè ïîêàçàòåëåé ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè ó ýìáðèîíîâ ñ íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèåé, êîòî-
ðûì èíúåöèðîâàëè äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó (Ì = 4.22 %),
è íîðìàëüíî ðàçâèòûõ òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ ñ ãåíîì
TAF1a (Ì = 5.13 %) áûëà âûÿâëåíà äîñòîâåðíàÿ ðàçíèöà
(Ð � 0.05). Ïîäîáíóþ êàðòèíó íàáëþäàëè ïðè àíàëèçå çà-
ðîäûøåé ñ àíîìàëüíûì ðàçâèòèåì. Ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ìåæäó òðàíñãåííûìè
àíîìàëüíûìè (Ì = 5.30 %) ôîðìàìè ðàçâèòèÿ è àíîìàëü-
íûìè ïî ìîðôîëîãèè ýìáðèîíàìè ñ ââåäåííîé äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäîé (êîíòðîëü) áûë áëèçîê ê äîñòîâåðíîé
ðàçíèöå (Ð = 0.04). Ó òðàíñãåííûõ ýìáðèîíîâ ñ ãåíîì
TAF1ß êàê ó àíîìàëüíûõ ôîðì ðàçâèòèÿ, òàê è ó çàðîäû-
øåé ñ íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèåé ïîêàçàòåëè ïðîëèôåðà-
öèè áûëè åùå âûøå (Ì = 6.05 è 6.11 %) è äîñòîâåðíî îò-
ëè÷àëèñü îò êîíòðîëÿ (Ð � 0.001). Òàêèì îáðàçîì, ïðåä-
ëîæåííàÿ íàìè öèòîëîãè÷åñêàÿ îöåíêà ðàííèõ
ýìáðèîíîâ âûÿâèëà äîñòîâåðíîå ïîâûøåíèå ïðîöåññîâ
ïðîëèôåðàöèè ó òðàíñãåííûõ çàðîäûøåé ñ ãåíàìè TAF1a
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è îñîáåííî TAF1ß â ðàííåì ýìáðèîãåíåçå, ÷òî êîñâåííî
ìîæåò ïîäòâåðæäàòü îíêîãåííûå ñâîéñòâà ýòèõ ãåíîâ.
Íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ãåíîâ
TAF1a è TAF1ß íà îðãàíèçì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Æèâàÿ ïðèðîäà: ñîâðåìåííîå ñîñòîÿíèå è ïðîáëå-
ìû ðàçâèòèÿ».
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Ñ ïîìîùüþ FISH ñ ÄÍÊ-çîíäàìè ê óíèêàëüíûì ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿì ÄÍÊ îïèñàíà ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçà-
öèÿ ëîêóñîâ õðîìàòèíà ðàçíîé ïðîòÿæåííîñòè (îò 60 äî
1250 êá) â ïðîôàçå I ìåéîçà ÷åëîâåêà. Èññëåäîâàíèå ïðî-
âåäåíî íà ïðåïàðàòàõ ðàñïëàñòàííûõ ÿäåð ñïåðìàòîöèòîâ
I ÷åëîâåêà (èíôîðìèðîâàííîå ñîãëàñèå êàæäîãî ïàöèåíòà
ïîëó÷åíî). Ñèíàïòîíåìíûå êîìïëåêñû (ÑÊ) ìåéîòè÷å-
ñêèõ õðîìîñîì îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê îñíîâ-
íîìó áåëêó ÑÊ — SCP3. Òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü
õðîìàòèíà âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçå II, ñàéëåíñèíã òðàíñêðèïöèè — ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
ê ãèñòîíó ãàììà H2AX. Èñïîëüçîâàíèå ýòèõ àíòèòåë
óïðîùàëî îïðåäåëåíèå ñòàäèé ïðîôàçû I ìåéîçà. ÑÊ ôîð-
ìèðóåòñÿ ìåæäó äâóìÿ ãîìîëîãè÷íûìè õðîìîñîìàìè íà
ñòàäèÿõ çèãîòåíû—ïàõèòåíû. Áîëüøèíñòâî ìîäåëåé îð-
ãàíèçàöèè ìåéîòè÷åñêîé õðîìîñîìû â ïðîôàçå I ìåéîçà
îòîáðàæàþò ÑÊ êàê ñòðóêòóðó, ñòðîãî ðàçäåëÿþùóþ ïåò-
ëè ãîìîëîãîâ, ëåæàùèå ïî ðàçíûå ñòîðîíû îò ÑÊ. Êàæ-
äûé èç ãîìîëîãîâ ñîñòîèò èç äâóõ õðîìàòèä, ïîýòîìó
ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà FISH äëÿ
èäåíòèôèêàöèè îïðåäåëåííûõ ñàéòîâ õðîìàòèíà, ñâÿçàí-
íûõ ñ ÑÊ, ïîçâîëèò èäåíòèôèöèðîâàòü ÷åòûðå ïåòëè õðî-
ìàòèíà â ñîîòâåòñòâèè ñ ÷åòûðüìÿ õðîìàòèäàìè (÷åòûðü-
ìÿ êîïèÿìè óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ìå÷åííûõ
çîíäàìè). Îäíàêî òàêóþ êàðòèíó ìû íàáëþäàëè ëèøü â
åäèíè÷íûõ ÿäðàõ íà ñòàäèè ñðåäíåé ïàõèòåíû—ïîçäíåé
äèïëîòåíû. Íà áîëåå ðàííèõ ñòàäèÿõ ïðîôàçû ÷àùå íà-
áëþäàëè ïëîòíûå ãëûáêè õðîìàòèíà, ïðèæàòûå ê ÑÊ, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò õðîìîìåðíîìó ñòðîåíèþ ìåéîòè÷åñêèõ
õðîìîñîì. Ðåæå âûÿâëÿëñÿ äèñïåðãèðîâàííûé õðîìàòèí,
ñîñòîÿùèé èç ìåëêèõ ãðàíóë. Ïðè÷åì â îäíîì è òîì æå
ÿäðå è äàæå â ñòðóêòóðå îäíîé õðîìîñîìû ìå÷åííûé îä-
íèì çîíäîì ïðèòåëîìåðíûé ó÷àñòîê õðîìàòèíà ìîæåò
èìåòü âèä âûòÿíóòûõ íèòåé, ñîñòîÿùèõ èç ìåëêèõ ãðà-
íóë, à èíòåðñòèöèàëüíûé ó÷àñòîê õðîìàòèíà òîé æå õðî-
ìîñîìû, ìå÷åííûé äðóãèì çîíäîì, èìåòü äîâîëüíî ïëîò-
íóþ, êîìïàêòíóþ ñòðóêòóðó. Íà ñòàäèè ñðåäíåé ïàõèòå-
íû õîðîøî ðàñïëàñòûâàþòñÿ èíòåðñòèöèàëüíûå ïåòëè,
ïðèòåëîìåðíûå ïåòëè ÷àùå îñòàþòñÿ êîìïàêòíûìè. Îñî-
áûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ôàêò âûÿâëåíèÿ ëèíåéíûõ
ñòðóêòóð õðîìàòèíà, ìå÷åííûõ çîíäîì. Òàêàÿ ëèíåéíàÿ
ñòåðæíåâàÿ ñòðóêòóðà õðîìàòèíà â îäíèõ ñëó÷àÿõ ïåðåñå-
êàëà ÑÊ, â äðóãèõ îíà áûëà ðàçäåëåíà ÑÊ. Òàêóþ êàðòèíó
îïèñàëè è äðóãèå èññëåäîâàòåëè (Heng et al., 1994; Froe-
nicke et al., 2002; Pigozzi, 2007). Ýòè àâòîðû ïðåäïîëàãà-
ëè, ÷òî îíè íàáëþäàþò ïðîäîëüíîå âçàèìîäåéñòâèå ñåñò-
ðèíñêèõ ïåòåëü õðîìàòèíà — ñ êàæäîé ñòîðîíû îò ÑÊ
äâå ñïëåòåííûå ìåæäó ñîáîé ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû

âûãëÿäåëè êàê ñòåðæåíü. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå âïîëíå ëî-
ãè÷íî: äåéñòâèòåëüíî, âûÿâëÿþòñÿ äâå íèòåâèäíûå
ñòðóêòóðû âìåñòî ÷åòûðåõ îæèäàåìûõ, ñëåäîâàòåëüíî,
îíè ïîïàðíî ïðîäîëüíî ñîåäèíåíû. Ýòî âïîëíå ñîîòâåò-
ñòâóåò ìîäåëè Èíàãàêè (Inagaki, 2010), äåìîíñòðèðóþ-
ùåé ñâÿçü ïåòåëü õðîìàòèíà ñ ïîìîùüþ êîãåçèíîâ êàê ó
îñíîâàíèÿ ïåòåëü, òàê è íà èõ ïðîòÿæåíèè. Îäíàêî â òåõ
ñëó÷àÿõ, êîãäà îêðàøåííûé ìåòîäîì FISH «ñòåðæåíü»
õðîìàòèíà íåïðåðûâåí è ïåðåñåêàåò ÑÊ, áîëåå ëîãè÷íûì
êàæåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î ïðîäîëüíîì âçàèìîäåéñòâèè
ïåòåëü íå òîëüêî ñåñòðèíñêèõ, íî è ãîìîëîãè÷íûõ õðîìî-
ñîì. Â ñïåðìàòîöèòàõ êóðèöû òàêèå êàðòèíû ïðåäñòàâëå-
íû ìíîãîêðàòíî (Pigozzi, 2007). Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ïðî-
äîëüíûé êîíòàêò ïåòåëü íåñåñòðèíñêèõ õðîìîñîì íåîá-
õîäèì â òîì ÷èñëå â ñâÿçè ñ ïîòðåáíîñòüþ â ðåïàðàöèè
ñïîíòàííûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, âûçâàííûõ äåéñòâèåì ýíäî-
ãåííûõ ôàêòîðîâ è ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-02071).
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Ýóêàðèîòè÷åñêàÿ êëåòêà — ýòî óíèâåðñàëüíàÿ åäèíè-
öà ìàòåðèè, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò â îáìåíå âåùåñòâ è ýíåð-
ãèè, îáëàäàåò ñâîéñòâàìè ñàìîñîõðàíåíèÿ, âîñïðîèçâåäå-
íèÿ è ñàìîðåãóëÿöèè. ßäåðíûé àïïàðàò — ýòî ñóáñèñòå-
ìà êëåòêè, ñîñòîÿùàÿ èç êàðèîïëàçìû, ÿäåðíîãî ìàòðèêñà
è ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà (õðîìîñîì èëè õðîìàòèíà).
ßäðûøêîâûå îðãàíèçàòîðû (ßÎÐ) íàõîäÿòñÿ íà âòîðè÷-
íûõ ïåðåòÿæêàõ îïðåäåëåííûõ õðîìîñîì. Ýòî ó÷àñòêè,
íåñóùèå ãåíû ðÐÍÊ (ðèáîñîìíûå öèñòðîíû), à òàêæå
áåëêè, íåîáõîäèìûå äëÿ òðàíñêðèïöèè è ñèíòåçà
ïðå-ðÐÍÊ. Âìåñòå ñ ÿäðûøêîâûì ìàòðèêñîì è ñîçðåâàþ-
ùèìè ñóáúåäèíèöàìè õðîìîñîì ßÎÐ ôîðìèðóþò ÿäðûø-
êî — óíèâåðñàëüíóþ ÿäåðíóþ ñòðóêòóðó. Â ÿäðûøêå îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ñèíòåç ìîëåêóë-ïðåäøåñòâåííèêîâ ðèáîñîì.
Íà ðèáîñîìàõ â öèòîïëàçìå ñèíòåçèðóþòñÿ áåëêè, íåîá-
õîäèìûå äëÿ âñåõ ïðîöåññîâ æèçíåäåÿòåëüíîñòè è ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ êëåòêè — ïðîëèôåðàöèè, ñòàðåíèÿ, àïîï-
òîçà, èììóííîãî îòâåòà è ò. ä. Ôîðìà è ÷èñëî ÿäðûøåê
ñâÿçàíû ñ íàïðàâëåíèåì è óðîâíåì äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòêè. Ñòðóêòóðà ÿäðûøåê îòðàæàåò ôóíêöèîíàëüíîå
ñîñòîÿíèå êëåòêè, à òàêæå óðîâíè åå ìåòàáîëè÷åñêîé è
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè è äèà-
ãíîñòèêè ñîñòîÿíèÿ ßÎÐ èñïîëüçóþò ìåòîä îêðàøèâàíèÿ
íèòðàòîì ñåðåáðà. Ýòîò ìåòîä îñíîâàí íà âûñîêîì ñðîä-
ñòâå ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ ê èîíàì ñåðåáðà. Îí ïîçâîëÿåò
îöåíèòü óðîâåíü òðàíñêðèïöèè è ñîçðåâàíèÿ ïðå-ðÐÍÊ,
îáëàäàåò ñïåöèôè÷íîñòüþ è ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ÿäðûøêî
îòäåëüíî îò îêðóæàþùåãî õðîìàòèíà. Áëàãîäàðÿ àðãåíòî-
ôèëüíîñòè ìîæíî îöåíèòü àêòèâíîñòü ðèáîñîìíûõ öèñò-
ðîíîâ è èíòåíñèâíîñòü áèîñèíòåçà áåëêà â êàæäîé êîíê-
ðåòíîé êëåòêå. Â íàøåé ðàáîòå ïîñòàâëåíà çàäà÷à: îïðå-
äåëèòü, âëèÿåò ëè àíòîãîíèñò îðåêñèíà À3 íà ýêñïðåññèþ
ðèáîñîìíûõ öèñòðîíîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Â ýêñïå-
ðèìåíòå èñïîëüçîâàíî 46 êðûñ ïîðîäû Wistar. Ìû èçó÷à-
ëè èçìåíåíèÿ, ïðîèçîøåäøèå ñ êëåòêàìè, ïîñëå îäíî-
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êðàòíîãî ââåäåíèÿ ïîäîïûòíûì êðûñàì àíòàãîíèñòà
îðåêñèíà À3 â äîçå 200 ìã, à òàêæå ïðè ìíîãîêðàòíîì
ââåäåíèè â äîçå 20 ìã àíòàãîíèñòà îðåêñèíà À3 è â ôàçå
ðåàáèëèòàöèè ÷åðåç 2 íåä ïðè ìíîãîêðàòíîì ââåäåíèè.
Ñóùåñòâóåò ìíåíèå î òîì, ÷òî ïîñëå ââåäåíèÿ äàííîãî
ïðåïàðàòà êàðòèíà êðîâåòâîðåíèÿ ïðåòåðïåâàåò íåñóùå-
ñòâåííûå èçìåíåíèÿ. Íàáëþäàåòñÿ çàìåòíûé êîëè÷åñò-
âåííûé ñäâèã â ñîîòíîøåíèè îòäåëüíûõ ïóëîâ êðîâåòâî-
ðåíèÿ, ÷òî ìîæåò, íà íàø âçãëÿä, ÿâëÿòüñÿ õàðàêòåðèñòè-
êîé âëèÿíèÿ ðàçíûõ äîç àíòàãîíèñòà íà ñîñòîÿíèå
ãåìîïîýçà æèâîòíûõ. Ìàçêè êîñòíîãî ìîçãà êðûñ ñîäåð-
æàëè áîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê êàê â êîíòðîëå, òàê è â
îïûòå ïîñëå ââåäåíèÿ àíòàãîíèñòà îðåêñèíà À3. Èçó÷àÿ
ýêñïðåññèþ ðèáîñîìíûõ öèñòðîíîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðî-
âè êðûñ ïðè ââåäåíèè àíòàãîíèñòà îðåêñèíà À3 â îñòðîé,
ïîäîñòðîé ôàçàõ è â ôàçå ðåàáèëèòàöèè, ìû çàìåòèëè,
÷òî êîëè÷åñòâî èßÎÐ (èíòåðôàçíûõ ÿäðûøêîâûõ îðãàíè-
çàòîðîâ) ñîñòàâëÿåò 1.58 � 0.17 â êîíòðîëå è 2.01 � 0.07 â
îïûòå, ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðîâ (ÔÖ) — 4.26 � 0.21 â êîí-
òðîëå è 5.38 � 0.40 â îïûòå, ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè
Ð k 0.05. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè
ÔÖ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìàðêåðàìè öèòîëîãè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè è ßÎÐ, áûëà âûøå â ëèìôîöèòàõ êðûñ â îïûòíîé
ãðóïïå ïðè ââåäåíèè àíòàãîíèñòà îðåêñèíà ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëüíîé. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó ñàìöîâ îïûòíîé
ãðóïïû èìååò ìåñòî òåíäåíöèÿ ê ïîâûøåíèþ ÷àñòîòû
âñòðå÷àåìîñòè ÔÖ â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ïîëîæèòåëü-
íîì âîçäåéñòâèè àíòàãîíèñòà îðåêñèíà íà ãåíîì è ïðî-
òåîì êðûñ â îñòðîé, ïîäîñòðîé ôàçàõ è â ôàçå ðåàáèëè-
òàöèè.
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Ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìîñîì â ÿäðå —
îäèí èç ðàçäåëîâ ñîâðåìåííîé êëåòî÷íîé áèîëîãèè, êîòî-
ðûé ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå è âåñüìà àêòóà-
ëåí â ñîâðåìåííîé êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Îäíèì èç ãëàâ-
íûõ âîïðîñîâ, âîçíèêàþùèõ ïðè èçó÷åíèè àðõèòåêòóðû
ÿäðà, ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ îòíîñèòåëüíî êèíåòèêè õðîìîñîì è
çàêîíîâ, êîòîðûì ýòî äâèæåíèå ïîä÷èíÿåòñÿ. Ðàíåå íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðàõ òðîôîöèòîâ Calliphora ery-
throcephala â õîäå ïîëèòåíèçàöèè ïðîèñõîäÿò êðóïíîìàñ-
øòàáíûå ïåðåìåùåíèÿ õðîìîñîì. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ
ïîëèòåíèçàöèè ïîëîâàÿ õðîìîñîìà 6 ðàñïîëîæåíà â öåíò-
ðå ÿäðà. À âîò íà çàâåðøàþùèõ ýòàïàõ ïðîèñõîäèò ïåðå-
ìåùåíèå ìàòåðèàëà ïîëîâîé õðîìîñîìû íà ïåðèôåðèþ.
Êðîìå òîãî, â ïðîñòðàíñòâå ÿäðà âûÿâëÿåòñÿ áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî ìåëêèõ ñèãíàëîâ ÄÍÊ-çîíäà ïîëîâîé õðîìîñî-
ìû 6.

Èññëåäîâàíèå çàêîíîìåðíîñòåé ïðåîáðàçîâàíèÿ
ÿäåðíîé àðõèòåêòóðû ó Drosophila â ïîäãðóïïå melano-
gaster êðàéíå èíòåðåñíî, òàê êàê â ýòîé ôèëîãåíåòè÷åñêîé
ãðóïïå ìû ìîæåì íàáëþäàòü êàðäèíàëüíûå ïðåîáðàçîâà-
íèÿ â àðõèòåêòóðå õðîìîñîì: õðîìîöåíòðàëüíàÿ îðãàíè-
çàöèÿ (D. simulans), áåç õðîìîöåíòðà (D. mauritiana) è ñ
ïðèêðåïëåíèåì õðîìîñîì ê îáîëî÷êå ÿäðà (D. melanogas-
ter). Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà 3D ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçà-
öèè in situ íàìè áûëà èçó÷åíà îðãàíèçàöèÿ õðîìîñî-

ìû XL â ïðîñòðàíñòâå ÿäåð òðîôîöèòîâ âèäîâ Drosophila
â ïîäãðóïïû melanogaster â õîäå ïîëèòåíèçàöèè.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ â ïîäãðóïïå
melanogaster íàìè íå áûëî îáíàðóæåíî õàðàêòåðíîãî äëÿ
ÿäåð òðîôîöèòîâ C. erythrocephala ïåðåìåùåíèÿ ïîëîâîé
õðîìîñîìû èç öåíòðàëüíîé ÷àñòè ÿäðà íà ïåðèôåðèþ â
õîäå ïîëèòåíèçàöèè. Íà âñåõ ñòàäèÿõ ïîëèòåíèçàöèè ó
âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ ïîäãðóïïû ñ õðîìîöåíòðàëüíîé
îðãàíèçàöèåé (D. simulans), áåç õðîìîöåíòðà (D. mauritia-
na) è ñ ïðèêðåïëåíèåì õðîìîñîì ê îáîëî÷êå ÿäðà (D. me-
lanogaster) ïîëîâàÿ õðîìîñîìà ëîêàëèçîâàíà íà ïåðèôå-
ðèè ÿäðà. Îäíàêî áûëà îòìå÷åíà íåáîëüøàÿ äèíàìèêà
õðîìîñîìû XL. Ñ óâåëè÷åíèåì ñòåïåíè ïîëèòåíèè õðî-
ìîñîìà XL ðàññðåäîòî÷èâàåòñÿ è çàíèìàåò áîëåå îáøèð-
íóþ îáëàñòü. Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðàõ òðîôîöè-
òîâ D. melanogaster íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ïîëèòåíèçàöèè
âûÿâëÿþòñÿ ðàéîíû ëîêàëèçàöèè õðîìîñîìû XL íà çíà-
÷èòåëüíîì ðàññòîÿíèè îò îñíîâíîé ìàññû ìàòåðèàëà õðî-
ìîñîìû. Íà ïðîòèâîïîëîæíîì ïîëþñå ÿäðà îò ðàñïîëî-
æåíèÿ îñíîâíîé ìàññû õðîìîñîìû XL âûÿâëÿþòñÿ êîì-
ïàêòíûå ðàéîíû ëîêàëèçàöèè õðîìîñîìû XL. Ó äðóãèõ
èçó÷åííûõ âèäîâ ïîäîáíîãî ÿâëåíèÿ íå áûëî îáíàðó-
æåíî.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñóäèòü î òîì, ÷òî â îòëè÷èå îò
òðîôîöèòîâ C. erythrocephala, â ÿäðàõ êîòîðûõ ïðîèñõî-
äÿò êðóïíîìàñøòàáíûå èçìåíåíèÿ îðãàíèçàöèè ïîëîâîé
õðîìîñîìû â îáúåìå ÿäðà â õîäå ïîëèòåíèçàöèè, â ÿäðàõ
òðîôîöèòîâ âèäîâ Drosophila ïîäãðóïïû melanogaster
ïîäîáíîãî ïåðåìåùåíèÿ õðîìîñîì íå ïðîèñõîäèò. Ëèøü
ó D. melanogaster îïèñàíà äèíàìèêà õðîìîñîìû XL â
õîäå ïîëèòåíèçàöèè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçíîì óðîâ-
íå àêòèâíîñòè ïîëîâîé õðîìîñîìû ó ðàçíûõ âèäîâ â îä-
íîé ïîäãðóïïå. Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîçâîëèë ñóäèòü î
òîì, ÷òî èìåþòñÿ ðàçëè÷èÿ â ôóíêöèîíèðîâàíèè ÿäåð â
õîäå ïîëèòåíèçàöèè êàê ìåæäó ðàçíûìè ñåìåéñòâàìè
(Calliphoridae è Drosophilidae), òàê è ìåæäó ïðåäñòàâèòå-
ëÿìè îäíîé ïîäãðóïïû âèäîâ (ïîäãðóïïà melanogaster
âèäîâ Drosophila).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ñòè-
ïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÑÏ-1037.2013.4) è ÷àñòè÷íîé
ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòà-
ëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 14-04-32078-ìîë_à).

ÐÎËÜ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÒÎÂ ÒÀÍÄÅÌÍÛÕ ÏÎÂÒÎÐÎÂ
ÄÍÊ Â ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÈ ßÄÅÐÍÛÕ ÄÎÌÅÍÎÂ.
© À. Â. Êðàñèêîâà, Ä. Á. ×åðâÿêîâà, À. Ì. Çëîòèíà,
Ò. Â. Êóëèêîâà, À. Â. Ôåäîðîâ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàð-
ñòâåííûé óíèâåðñèòåò, alla.krasikova@gmail.com

Îïðåäåëåíèå ôóíêöèé âíîâü îáíàðóæèâàåìûõ â êëåò-
êå äëèííûõ íå êîäèðóþùèõ áåëêè ÐÍÊ (íêÐÍÊ) ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé àêòóàëüíóþ çàäà÷ó. Ìíîãèå âíîâü ñèíòå-
çèðóåìûå íêÐÍÊ îñòàþòñÿ àññîöèèðîâàííûìè ñ ñàéòàìè
ñâîåé òðàíñêðèïöèè íà õðîìîñîìàõ. Â ñëó÷àå òðàíñêðèï-
öèè òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ îáðàçóþòñÿ äëèííûå
íêÐÍÊ, êîòîðûå ñîäåðæàò ðåãóëÿðíî ïîâòîðÿþùèåñÿ
ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ îïðåäåëåííûõ ÐÍÏ- è áåëêîâûõ êîìï-
ëåêñîâ, ïðèâëåêàÿ èõ â ñïåöèôè÷íûå ðàéîíû õðîìîñîì.
Âìåñòå ñ òåì ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå òàêîé òðàíñêðèï-
öèè â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Íàñòî-
ÿùåå èññëåäîâàíèå ïîñâÿùåíî õàðàêòåðèñòèêå ðÿäà àññî-
öèèðîâàííûõ ñ õðîìîñîìàìè ÿäåðíûõ äîìåíîâ, ôîðìè-
ðóåìûõ â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè ìàññèâîâ òàíäåìíî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 663



ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ. Íà ïðèìåðå
íîâîãî íåêîäèðóþùåãî òàíäåìíîãî ïîâòîðà ÄÍÊ LL2R
(îò àíãë. lumpy loop 2 repeat), îáíàðóæåííîãî íà äëèííîì
ïëå÷å õðîìîñîìû 2 Gallus gallus domesticus ñ ïîìîùüþ
áèîèíôîðìàòè÷åñêîãî àíàëèçà, ìû ïðåäñòàâëÿåì ìîäåëü
ôîðìèðîâàíèÿ òàêèõ ÿäåðíûõ äîìåíîâ. Ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ/ÐÍÊ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH)
ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî íåêîäèðóþùèå òðàíñêðèï-
òû ïîâòîðà LL2R îáîãàùåíû â òàê íàçûâàåìûõ ãëûá÷à-
òûõ ïåòëÿõ, ôîðìèðóþùèõñÿ íà õðîìîñîìå 2 êóðèöû â
ðàñòóùèõ îîöèòàõ. Îáðàáîòêà ÐÍÊàçîé À ïîëíîñòüþ
óñòðàíÿëà ãèáðèäèçàöèþ çîíäà ñ ãëûá÷àòûìè ïåòëÿìè.
Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî èäåíòèôèöèðîâàííûé òàíäåìíûé ïî-
âòîð òðàíñêðèáèðóåòñÿ âî âðåìÿ îîãåíåçà, à åãî òðàíñ-
êðèïòû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè ñëîæíûõ ïå-
òåëü íåîáû÷íîé ìîðôîëîãèè íà õðîìîñîìàõ òèïà ëàìïî-
âûõ ùåòîê. Òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü òàíäåìíîãî
ïîâòîðà LL2R â îîöèòàõ êóðèöû áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïî-
ìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ, à òàêæå ñ ïîìîùüþ êëîíèðîâàíèÿ è ñåê-
âåíèðîâàíèÿ êÄÍÊ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â ÎÒ-ÏÖÐ îëè-
ãî(äÒ) â êà÷åñòâå ïðàéìåðà äëÿ ñèíòåçà ïåðâîé íèòè
êÄÍÊ áûëè ïîëó÷åíû ïðîäóêòû ðàçíûõ äëèí, ñîîòâåòñò-
âóþùèå ìîíîìåðó è äèìåðó ïîâòîðà LL2R. Ýòè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè ïîëèàäåíèëèðîâàííîãî
3R-êîíöà ó ïåðâè÷íîãî òðàíñêðèïòà LL2R. FISH ñ LNA
(locked nucleic acid) çîíäàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê ðàçíûì
íèòÿì ïîâòîðà, ïîçâîëèëà îïðåäåëèòü íàïðàâëåíèå òðàíñ-
êðèïöèè è òðàíñêðèáèðóåìóþ íà õðîìîñîìàõ òèïà ëàì-
ïîâûõ ùåòîê íèòü ÄÍÊ ëîêóñà LL2R. Ïðîäîëæàþùàÿñÿ
òðàíñêðèïöèÿ ïîâòîðà LL2R áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìî-
ùüþ îáíàðóæåíèÿ ýëîíãèðóþùåé ôîðìû ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû II ñ ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûì CTD-äîìåíîì â òðàíñ-
êðèïöèîííûõ åäèíèöàõ, ñîäåðæàùèõ ïîâòîð. Â òî æå
âðåìÿ ïåòëè, ôîðìèðóåìûå ïîâòîðîì LL2R, äåìîíñòðè-
ðîâàëè íèçêóþ ñêîðîñòü òðàíñêðèïöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïîäàâëÿþùèì áîëüøèíñòâîì ëàòåðàëüíûõ ïåòåëü õðîìî-
ñîì.

Îäíî èç ïðåèìóùåñòâ õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùå-
òîê îîöèòîâ — ýòî âîçìîæíîñòü öèòîëîãè÷åñêîãî àíàëè-
çà êîòðàíñêðèïöèîííûõ ýòàïîâ ïðîöåññèíãà ÐÍÊ. Ýòîò
àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî òðàíñêðèïòû ïîâòîðà LL2R êîòðàíñ-
êðèïöèîííî âçàèìîäåéñòâóþò ñ ôàêòîðàìè ñïëàéñèíãà
ïðå-ìÐÍÊ — ÒÌÃ-êýïèðîâàííûìè ìÿÐÍÊ, U6 ìÿÐÍÊ,
Sm-áåëêàìè ñïëàéñîñîìíûõ ÐÍÏ-÷àñòèö, SR-áåëêîì
SC35, íî íå áåëêîì L ãÿÐÍÏ-÷àñòèö. ÐÍÏ-ìàòðèêñ ñ
òðàíñêðèïòàìè ïîâòîðà LL2R ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé
äåïî ôàêòîðîâ ñïëàéñèíãà èëè ðåãóëèðîâàòü èõ êîíöåíò-
ðàöèþ â íóêëåîïëàçìå. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôîð-
ìèðîâàíèå òàêèõ äåïî â ÿäðàõ îîöèòîâ èíèöèèðóåòñÿ àê-
òèâíîé òðàíñêðèïöèåé òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ, ÷òî
ïîäòâåðæäàåò ãèïîòåçó çàðîæäåíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ â
ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè íêÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè òåõíè÷åñêîé ïîääåðæêå ÐÖ
«Õðîìàñ», ÐÖ «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ
òåõíîëîãèé» è ÌÐÖ ïî íàïðàâëåíèþ «Íàíîòåõíîëîãèè»
(Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò).
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ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, heart-
dev@mail.cytspb.rssi.ru

Îñíîâíàÿ çàäà÷à ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû çàêëþ÷à-
åòñÿ â âîññòàíîâëåíèè ïîâðåæäåííîé òêàíè. Îãðàíè÷åí-
íîñòü ðåãåíåðàòîðíîãî ïîòåíöèàëà êàðäèàëüíîé ìûøöû
âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ îáóñëîâëåíà êðàéíå ñëàáîé
ñïîñîáíîñòüþ êàðäèîìèîöèòîâ âõîäèòü â êëåòî÷íûé öèêë
è ìèòîòè÷åñêè äåëèòüñÿ. Â îòëè÷èå îò ìëåêîïèòàþùèõ ó
íåêîòîðûõ ïðåäñòàâèòåëåé íèçøèõ ïîçâîíî÷íûõ, òàêèõ
êàê àêâàðèóìíàÿ ðûáêà Danio rerio, òðèòîíû è ëÿãóøêè,
äèôôåðåíöèðîâàííûå êàðäèîìèîöèòû ïðîëèôåðèðóþò íå
òîëüêî â ïðîöåññå íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ, íî òàêæå è â òå-
÷åíèå ðåãåíåðàòîðíîãî ìèîãåíåçà ó âçðîñëûõ îñîáåé (Ru-
myantsev, 1973; Oberpriller et al., 1995; Kikuchi, Poss, 2012).
Äàííûå î êàðäèîìèîãåíåçå â èíòàêòíîì ñåðäöå âçðîñëûõ
ëÿãóøåê îòñóòñòâóþò. Êàê ïðàâèëî, íåîïåðèðîâàííîå ñåð-
äöå ëÿãóøêè èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ê ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîìó ìàòåðèàëó, íåáåçîñíîâàòåëüíî ñ÷èòàÿ, ÷òî
êàðäèîìèîöèòû ýòîãî ñåðäöà íå ïðîëèôåðèðóþò. Òåì íå
ìåíåå èçâåñòíî, ÷òî ðîñò âçðîñëûõ îñîáåé ïðîäîëæàåòñÿ â
òå÷åíèå äîëãîãî âðåìåíè, è óâåëè÷åíèå ìàññû ñåðäöà ïðî-
èñõîäèò ïðîïîðöèîíàëüíî óâåëè÷åíèþ ìàññû òåëà ëÿãóø-
êè (Cerra et al., 2006). Â ïðîöåññå èññëåäîâàíèÿ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî íåïîâðåæäåííûõ ñåðäåö âçðîñëûõ ëÿãóøåê ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî â ïåðèîä àäàïòàöèè âûñàæåííûõ èç õîëî-
äèëüíèêà (8 °Ñ) àìôèáèé ê êîìíàòíûì óñëîâèÿì (22 °Ñ)
ñîäåðæàíèÿ â ñåðäöàõ íåêîòîðûõ îñîáåé ïðîèñõîäèò ðå-
àêòèâàöèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êàðäèîìèîöè-
òîâ. Äàííàÿ ãèïåðïëàñòè÷åñêàÿ ìèîêàðäèàëüíàÿ ðåàêöèÿ
îêàçàëàñü âîñïðîèçâîäèìîé. Ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõè-
ìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà ÿäåðíûé àíòèãåí ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ êëåòîê (PCNA) îïðåäåëÿëè èíäåêñ ìå÷åíûõ ÿäåð
êàðäèîìèîöèòîâ. Ïàðàëëåëüíî îïðåäåëÿëè ÷èñëî ìèòî-
çîâ — ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ. PCNA, âûÿâëÿåìûé â ÿäðàõ
êëåòîê, âîøåäøèõ â ìèòîòè÷åñêèé öèêë, áûë îáíàðóæåí
â 20 % êàðäèîìèîöèòîâ æåëóäî÷êà è 11.6 % êàðäèîìèî-
öèòîâ ïðåäñåðäèé. Ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ êàðäèîìèîöè-
òîâ æåëóäî÷êà ñîñòàâèë 1.3, à ïðåäñåðäèé — 1.06 %. Íà
ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ ãåìàòîêñèëè-
íîì è ýîçèíîì, óäàëîñü âûÿâèòü âñå ôàçû ìèòîçà. Äàííûå
óëüòðàñòðóêòóðíîãî èññëåäîâàíèÿ äåëÿùèõñÿ ìèòîçîì
êëåòîê óáåäèòåëüíî ïîêàçàëè, ÷òî â ìèòîòè÷åñêèé öèêë
âõîäÿò ñîáñòâåííî äèôôåðåíöèðîâàííûå êàðäèîìèîöè-
òû. Äåëÿùèéñÿ ìèîöèò íå òåðÿåò ïðè ýòîì ñâÿçè ñ îêðó-
æàþùèìè åãî ìûøå÷íûìè êëåòêàìè, òàê êàê ñîõðàíÿþò-
ñÿ äåñìîñîìû è âñòàâî÷íûå äèñêè. Ñòðóêòóðà ñîêðàòè-
òåëüíîãî àïïàðàòà âàðüèðóåò â çàâèñèìîñòè îò ôàçû
ìèòîçà. Äåäèôôåðåíöèðîâêà êàðäèîìèîöèòîâ õàðàêòåðè-
çóåòñÿ ðåäóêöèåé ñàðêîìåðíûõ ñòðóêòóð. Ê óëüòðàñòðóê-
òóðíûì èçìåíåíèÿì, âîçìîæíî íå ñâÿçàííûì ñ ìèòîòè÷å-
ñêèì äåëåíèåì êëåòîê, ñëåäóåò îòíåñòè ïîëíîå èñ÷åçíîâå-
íèå ãëèêîãåíà èç ñàðêîïëàçìû è èçìåíåíèå ôîðìû è
òîíêîãî ñòðîåíèÿ ìèòîõîíäðèé. Ó÷èòûâàÿ òîò ôàêò, ÷òî
êàðäèîìèîöèòû ëÿãóøêè ñîõðàíÿþò ïðîëèôåðàòèâíûé ïî-
òåíöèàë â òå÷åíèå âñåé æèçíè, îáíàðóæåííàÿ íàìè ìèî-
êàðäèàëüíàÿ ãèïåðïëàçèÿ ìîãëà áûòü ïðîñòèìóëèðîâàíà
ýêîôèçèîëîãè÷åñêèìè ôàêòîðàìè. Ïîíèìàíèå ïðè÷èíû,
à òàêæå èññëåäîâàíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ðåàêòè-
âàöèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êàðäèîìèîöèòîâ ýêñïåðèìåíòàëüíî íåïîâðåæäåííîãî
ñåðäöà âçðîñëîé ëÿãóøêè ïîìîãóò îáúÿñíèòü ðåãåíåðàòîð-
íûé äåôèöèò â ïîâðåæäåííûõ ñåðäöàõ âçðîñëûõ ìëåêîïè-
òàþùèõ è ÷åëîâåêà.
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Õ. Àëüì,3 Õ. Òîðíåð,3 È. Í. ×àóøåâ.2 1 Âñåðîññèéñêèé ãî-
ñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíå-
òèêè è ðàçâåäåíèÿ æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Ñåâå-
ðî-Êàâêàçñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ãóìàíèòàðíî-òåõíîëîãè-
÷åñêàÿ àêàäåìèÿ, Ìåäèöèíñêèé èíñòèòóò, ×åðêåññê, è
3 Èíñòèòóò áèîëîãèè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ,
Äóììåðñòîðô, Ãåðìàíèÿ.

Ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå çîíäà äëÿ ïðèæèçíåííîãî òåñ-
òèðîâàíèÿ îîöèòîâ êðàñèòåëÿ áðèëëèàíòîâîãî êðèñòàëëè-
÷åñêîãî ãîëóáîãî (BCB) — èíäèêàòîðà àêòèâíîñòè ãëþ-
êîçî-6-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû — ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü
ôóíêöèîíàëüíûé ñòàòóñ äîíîðñêèõ îîöèòîâ æèâîòíûõ:
ðàñòóùèå èëè çàâåðøèâøèå ôàçó ðîñòà (Rodriguez-Gonza-
lez et al., 2002; Bhojwani et al., 2007). Ïðèãîäíûìè äëÿ êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ñ÷èòàþòñÿ îîöèòû èç ôîëëèêóëîâ äèàìåò-
ðîì 5—8 ìì. Ïðè ÂÑÂ-òåñòèðîâàíèè òàêèõ îîöèòîâ îá-
íàðóæåíî, ÷òî 70 % èõ îöåíèâàëèñü êàê çàâåðøèâøèå
ôàçó ðîñòà in vivo [ÂÑÂ(+)], à 30 % íàõîäèëèñü â ôàçå ðî-
ñòà [ÂÑÂ(–)] (Êóçüìèíà è äð., 2010). ÂÑÂ(+)-îîöèòû îá-
ëàäàëè âûñîêîé êîìïåòåíòíîñòüþ ê ñîçðåâàíèþ in vitro è
îïëîäîòâîðåíèþ, è íàîáîðîò, âûõîä äîèìïëàíòàöèîííûõ
ýìáðèîíîâ èç ÂÑÂ(–)-îîöèòîâ áûë çíà÷èòåëüíî íèæå
(Heleil et al., 2010). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðîâåäåí
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äèíàìèêè ïðåîáðàçîâàíèÿ õðîìà-
òèíà èññëåäóåìûõ îîöèòîâ ïðè ñîçðåâàíèè in vitro. Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ÂÑÂ-äèàãíîñòèêè îîöèò-êóìóëþñíûå êîìï-
ëåêñû êîðîâ (ÎÊÊ), çàáèòûõ íà ìÿñîêîìáèíàòå, îòìûâà-
ëè â ðàñòâîðå Äþëüáåêêî ñ 0.4 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà. Çàòåì 90 ìèí ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ ðàñ-
òâîðà 26 ìêÌ BCB (B-5388, Sigma) â Äþëüáåêêî, ÎÊÊ
îòìûâàëè â ðàñòâîðå Äþëüáåêêî è ðàçäåëÿëè íà îîöèòû ñ
ãîëóáîé îêðàñêîé — çàâåðøèâøèå ôàçó ðîñòà, à áåç îêðà-
ñêè öèòîïëàçìû — ðàñòóùèå. Äëÿ ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäó ÒÑ-199 ñ 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâî-
ðîòêè (Sigma), êîíäèöèîíèðîâàííóþ êëåòêàìè ãðàíóëåçû
(106 êëåòîê íà 1 ìë ñðåäû), ñ äîáàâëåíèåì 50 íã/ìë áû÷üå-
ãî ïðîëàêòèíà. Ðåæèì êóëüòèâèðîâàíèÿ è îïëîäîòâîðå-
íèÿ îîöèòîâ, êóëüòèâèðîâàíèÿ ýìáðèîíîâ ñîîòâåòñòâîâàë
èçëîæåííîìó â ìåòîäè÷åñêèõ ðåêîìåíäàöèÿõ (Êóçüìèíà
è äð., 2009). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðèìåíòîâ
èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé c2, äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ñòàòèñòè÷åñêîé ïðîãðàììû Sigma Stat. Õðîìàòèí
çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îîöèòîâ ïåðåä íà÷àëîì êóëüòè-
âèðîâàíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ îòñóòñòâèåì èëè íåçíà÷èòå-
ëüíûì êîëè÷åñòâîì ÿäðûøåê íåçàâèñèìî îò ìîðôîëîãèè
îêðóæàþùèõ èõ êëåòîê êóìóëþñà, ÷òî êîñâåííî ïîäòâåð-
æäàåò çàâåðøåííîñòü ñèíòåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ýòèõ
êëåòêàõ ïåðåä áëîêèðîâêîé ìåéîçà (5.3 � 2.9 ïðîòèâ
24.6 � 5.2, P k 0.05). ×åðåç 6 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ îñíîâ-
íàÿ ÷àñòü îîöèòîâ âî âñåõ èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ íàõîäè-
ëàñü íà ñòàäèè äèïëîòåíû. Ïîñëå 12 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ëèøü 50 % ÂÑÂ(–)-îîöèòîâ ïðîäâèíóëèñü â ñâîåì ðàçâè-
òèè, â òî âðåìÿ êàê 98 % ÂÑÂ(+)-îîöèòîâ è 94 % îîöèòîâ
â êîíòðîëüíîé ãðóïïå ðåèíèöèèðîâàëè ìåéîç. ×åðåç 18 ÷
ýêñïîçèöèè íà çàâåðøàþùèõ ýòàïàõ ìåéîòè÷åñêîãî ñî-
çðåâàíèÿ íàõîäèëîñü 59 % îîöèòîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû,
72 % ÂÑÂ(+)-îîöèòîâ è 38 % ÂÑÂ(–)-îîöèòîâ. Îñíîâíàÿ
ìàññà ÂÑÂ(+)-îîöèòîâ (81 %) è îîöèòîâ êîíòðîëüíîé
ãðóïïû (70 %) äîñòèãëà ñòàäèè ìåòàôàçû II ÷åðåç 24 ÷, è
ëèøü 52 % ÂÑÂ(–)-îîöèòîâ çàâåðøèëè ÿäåðíîå ñîçðåâà-
íèå. Ïîñëå 30 ÷ ýêñïîçèöèè íà ñòàäèè ìåòàôàçû II íàõî-
äèëñÿ óæå 71 % ÂÑÂ(–)-îîöèòîâ, íå èçìåíèëàñü äîëÿ âû-

õîäà çðåëûõ ÿéöåêëåòîê â êîíòðîëüíîé ãðóïïå è â ãðóïïå,
ãäå êóëüòèâèðîâàëè ÂÑÂ(+)-îîöèòû. Íå îáíàðóæåíî äî-
ñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â äîëå äåãåíåðèðîâàííûõ îîöèòîâ â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ âïëîòü äî 30 ÷ â èññëåäóåìûõ
ãðóïïàõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæ-
íîñòè îîöèòîâ, íå çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà in vivo, ïðè
ïðîëîíãèðîâàíèè âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ çàâåðøèòü
ÿäåðíîå ñîçðåâàíèå in vitro.

ÀÑÑÎÖÈÈÐÎÂÀÍÍÛÅ Ñ ÕÐÎÌÎÑÎÌÀÌÈ ßÄÅÐ-
ÍÛÅ ÄÎÌÅÍÛ Â ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÎÎÖÈÒÀÕ ÃÎËÓÁß
COLUMBA LIVIA ÑÎÄÅÐÆÀÒ ÌÀÐÊÅÐÍÛÉ ÁÅËÎÊ
ÏÀÐÀÑÏÅÊËÎÂ P54/NRB, ÁÅËÎÊ ãÿÐÍÏ I È
ÏÎËÈ(À)+-ÐÍÊ. © Ò. Â. Êóëèêîâà, Ä. Á. ×åðâÿêîâà,
À. Â. Êðàñèêîâà, Å. Ð. Ãàãèíñêàÿ. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, t.v.kulikova@gmail.com

Ïàðàñïåêëû — ÿäåðíûå äîìåíû ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè
ãåíîìà ïóòåì óäåðæàíèÿ ÐÍÊ â ÿäðå. Ôîðìèðîâàíèå ïà-
ðàñïåêëîâ îáóñëîâëåíî ýêñïðåññèåé äëèííîé íåêîäèðóþ-
ùåé ÐÍÊ NEAT1, êîòîðàÿ âçàèìîäåéñòâóåò ñ ãåòåðîäèìå-
ðîì ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûõ áåëêîâ p54/nrb è PSF/SFPQ,
ñâÿçûâàþùèõ ãèïåððåäàêòèðîâàííûå ó÷àñòêè ÐÍÊ. Òà-
êèì îáðàçîì, ïàðàñïåêëû ïðåäîòâðàùàþò ýêñïîðò ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ìÐÍÊ â öèòîïëàçìó è îáåñïå÷èâàþò íàêîïëå-
íèå ìÐÍÊ â ÿäðå, ÷òî ïîçâîëÿåò êëåòêå ïðè ïîñòóïëåíèè
ñîîòâåòñòâóþùåãî ñèãíàëà âûñâîáîäèòü íàêîïëåííûå
ìÐÍÊ è áûñòðî ïðîäóöèðîâàòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî íå-
îáõîäèìîãî áåëêîâîãî ïðîäóêòà.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ÿäðàõ îîöèòîâ ìíîãèõ âè-
äîâ ïòèö â òåðìèíàëüíûõ ðàéîíàõ õðîìîñîì òèïà ëàìïî-
âûõ ùåòîê ôîðìèðóþòñÿ ÐÍÏ-ñîäåðæàùèå ñòðóêòóðû —
ãèãàíòñêèå òåðìèíàëüíûå ïåòëè (ÃÒÏ), íàêàïëèâàþùèå
ïîëè(À)+-ÐÍÊ è ôàêòîðû ñïëàéñèíãà (ìÿÐÍÏ è SC35).
Íàêîïëåíèå ïîëèàäåíèëèðîâàííûõ òðàíñêðèïòîâ â ÃÒÏ
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îíè ó÷àñòâóþò â óäåðæàíèè
ÐÍÊ â ÿäðå. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè
ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè ðàñïðåäåëåíèå ìàðêåð-
íûõ áåëêîâ ïàðàñïåêëîâ p54/nrb è PSF/SFPQ íà ïðåïàðà-
òàõ ñîäåðæèìîãî ÿäåð ðàñòóùèõ îîöèòîâ ãîëóáÿ.
ÐÍÏ-ìàòðèêñ áîëüøèíñòâà ëàòåðàëüíûõ ïåòåëü õðîìî-
ñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ãîëóáÿ îáîãàùåí áåëêîì
PSF/SFPQ, íî íå áåëêîì p54/nrb. Áåëîê PSF/SFPQ îòñóò-
ñòâóåò âî âñåõ ÃÒÏ è èíòåðñòèöèàëüíûõ ïåòëÿõ ñî ñëîæ-
íûì ÐÍÏ-ìàòðèêñîì. Â òî æå âðåìÿ àíòèòåëà ïðîòèâ áåë-
êà p54/nrb âûÿâëÿëè â îñíîâàíèè ÃÒÏ ðÿäà ìèêðîõðîìî-
ñîì äëèííûå, ïåðåïóòàííûå è ðàâíîìåðíûå ïî òîëùèíå
òÿæè. Òàêèå ÃÒÏ îòëè÷àëèñü îò îñòàëüíûõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêè è ñîîòâåòñòâîâàëè îïèñàííûì â ðàííèõ ðàáîòàõ òàê
íàçûâàåìûì êîëïà÷êàì. Ýòè ñòðóêòóðû ôîðìèðóþòñÿ â
ðàéîíå òåðìèíàëüíîãî DAPI-ïîçèòèâíîãî õðîìîìåðà, èç
êîòîðîãî èñõîäèò íåñêîëüêî ëàòåðàëüíûõ ïåòåëü, òàêæå
âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ DAPI. Âûÿâëåíèå ýëîíãèðóþùåé
ôîðìû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II è èíúåöèðîâàííîãî â îîöèòû
áðîì-ÓÒÔ ïîêàçàëî íåðàâíîìåðíîñòü òðàíñêðèïöèîííîé
àêòèâíîñòè âäîëü îñåé ýòèõ ïåòåëü. Òÿæè, âûÿâëÿåìûå â
îñíîâàíèè «êîëïà÷êîâ» ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ áåë-
êà p54/nrb, ñâÿçûâàþòñÿ òàêæå ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåë-
êà ãÿÐÍÏ I/PTB, à îäíîâðåìåííàÿ äåòåêöèÿ áåëêîâ
p54/nrb è ãÿÐÍÏ I/PTB âûÿâèëà ÷åðåäîâàíèå ôëóîðåñöåí-
òíûõ ñèãíàëîâ âäîëü äëèííûõ ñïóòàííûõ òÿæåé â îñíîâà-
íèè «êîëïà÷êîâ»; ïîñëåäóþùåå âûÿâëåíèå ïîëè(À)+-ÐÍÊ
ïîêàçàëî êîëîêàëèçàöèþ èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíà-
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ëîâ ñ ñèãíàëàìè FISH. Ñïåöèôè÷íîñòü àíòèòåë ïðîòèâ
áåëêîâ p54/nrb, PSF/SFPQ è ãÿÐÍÏ I/PTB ÷åëîâåêà ê ñî-
îòâåòñòâóþùèì áåëêàì ïòèö ïîäòâåðäèëè ñ ïîìîùüþ
èììóíîáëîòèíãà ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà èç êëåòîê ïå÷åíè êó-
ðèöû.

Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷à-
ñòèè òðàíñêðèïòîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõñÿ â ðàéîíàõ ôîðìèðîâàíèÿ «êîëïà÷êîâ» è ñâÿçûâàþ-
ùèõ áåëîê p54/nrb è áåëîê ãÿÐÍÏ I/PTB, â ôîðìèðîâàíèè
äîìåíîâ, óäåðæèâàþùèõ ÐÍÊ â ÿäðå. Ïî-âèäèìîìó, ñó-
ùåñòâóåò ðàçíîîáðàçèå òðàíñêðèïòîâ, îòâå÷àþùèõ çà
ôîðìèðîâàíèå óäåðæèâàþùèõ ÐÍÊ äîìåíîâ (äðóãèõ
ÃÒÏ) â ÿäðàõ îîöèòîâ ãîëóáÿ. Â ðàñòóùèõ îîöèòàõ ïòèö
áåëîê SPPQ/PSF, âåðîÿòíî, íå ó÷àñòâóåò â óäåðæàíèè
ÐÍÊ â ÿäðå, à ôóíêöèîíèðóåò êàê ôàêòîð ñïëàéñèíãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ãîñóäàðñòâåííîé ïîääåðæêè âåäó-
ùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-3553.4.2014), ïðè òåõíè÷åñêîé
ïîääåðæêå ÐÖ «Õðîìàñ» è ÐÖ «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ
è êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé óíèâåðñèòåò).

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ßÄÅÐÍÎÉ ÎÁÎËÎ×-
ÊÈ ÈÍÒÅÐÔÀÇÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ, ÂÛßÂËßÅÌÛÅ ÏÐÈ
ÃÈÏÎÒÎÍÈ×ÅÑÊÎÌ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÈ. © Ñ. Þ. Êóð÷à-
øîâà,1 Î. À. Æèðîíêèíà,1, 2 Â. Ä. ×åðåïàíèíåö,1, 2

Î. Ñ. Ñòðåëêîâà,3 È. È. Êèðååâ.1, 2 1 Íàó÷íî-èññëåäîâàòå-
ëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, svetak99@mail.ru,
2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 3 Ôàêóëüòåò
áèîèíôîðìàòèêè è áèîèíæåíåðèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Óïîðÿäî÷åííîå ðàñïîëîæåíèå èíòåðôàçíûõ õðîìî-
ñîì â ÿäðå è ïåðåìåùåíèÿ èõ îòäåëüíûõ ó÷àñòêîâ â ñâÿçè
ñ ñîáûòèÿìè êëåòî÷íîãî öèêëà ìîãóò îïðåäåëÿòüñÿ âçàè-
ìîäåéñòâèåì õðîìàòèíà ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé (ßÎ).
Ïî-âèäèìîìó, ÿäåðíàÿ ëàìèíà ïðèíèìàåò íåïîñðåäñòâåí-
íîå ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå. Ïîêàçàíî, ÷òî ãèïîòîíè÷å-
ñêàÿ îáðàáîòêà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ÑÏÝÂ è ïîñëåäó-
þùèé âîçâðàò â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 2 ÷ èíäóöèðó-
þò â íåêîòîðûõ êëåòêàõ (îêîëî 3 %) âûïÿ÷èâàíèÿ
ÿäåðíîé îáîëî÷êè — ÿäåðíûå ïî÷êè. Ïðè èìïóëüñíîì
ìå÷åíèè êëåòîê ÑÏÝÂ àíàëîãàìè òèìèäèíà (áðîìäåçîê-
ñèóðèäèíîì è ýòèíèëäåçîêñèóðèäèíîì) äî ãèïîòîíè÷å-
ñêîé îáðàáîòêè îáíàðóæåíî, ÷òî ÿäåðíûå ïî÷êè îáðàçó-
þòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ñèíòåòè÷åñêîì ïåðèîäå êëåòî÷-
íîãî öèêëà. Ïàðàëëåëüíî íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå
ìå÷åíîãî õðîìàòèíà â ïî÷êå ïðè îòëîæåííîì ìå÷åíèè,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè â ïî÷êó
ðåïëèöèðîâàííîãî õðîìàòèíà. Ïðè ýëåêòðîííî-ìèêðñêî-
ïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè îáíàðóæåíî, ÷òî â ÿäåðíîé ïî÷êå
êîíòàêòû ìåæäó õðîìàòèíîì è ßÎ íåìíîãî÷èñëåííû,
âîçìîæíî èç-çà ëîêàëüíîé ðàçáîðêè ëàìèíû: ëàìèí Â â
ÿäåðíûõ ïî÷êàõ íå âûÿâëÿåòñÿ, à êîëè÷åñòâî ëàìèíîâ
À/Ñ çíà÷èòåëüíî ñíèæåíî ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè îáëàñ-
òÿìè ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îáðàçîâà-
íèå ÿäåðíûõ ïî÷åê ïîñëå ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà îáúÿñíÿ-
åòñÿ ñóùåñòâîâàíèåì ëîêàëüíûõ çîí ðàçáîðêè ëàìèíû,
ñâÿçàííûõ ñ ïðåðåïëèêàòèâíîé ðåîðãàíèçàöèåé âçàèìî-
äåéñòâèÿ õðîìàòèíà ñ ßÎ.

Ïåðåðàñïðåäåëåíèå ðåïëèöèðîâàííîãî õðîìàòèíà â
ÿäåðíóþ ïî÷êó ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó åãî
àêòèâíîãî òðàíñïîðòà â ýòó çîíó. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èí-
êóáàöèÿ êëåòîê ñ èíãèáèòîðîì ìèîçèíà 2 è ìèîçèíîâîé
ÀÒÔàçû 2,3-áóòàíäèîíìîíîêñèìîì (ÁÄÌ) äî ãèïîòî-
íè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ ïîäàâëÿëà ïåðåðàñïðåäåëåíèå
ìå÷åíîãî õðîìàòèíà â ïî÷êó. Èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ èíãè-
áèòîðîì ðåïëèêàöèè àôèäèêîëèíîì òàêæå ïîäàâëÿëà ïå-
ðåðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà â ïî÷êó, ÷òî ïîçâîëèëî ïðåä-
ïîëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå êîððåëÿöèè ìåæäó ïåðåìåùå-
íèÿìè ëîêóñîâ õðîìàòèíà, ðåïëèêàöèåé è ñòðóêòóðîé
ÿäåðíîé îáîëî÷êè.

Áîëåå äåòàëüíîå èçó÷åíèå êëåòîê ñ ïî÷êàìè ïîêàçàëî,
÷òî ïî÷êè âûÿâëÿþòñÿ â êëåòêàõ ÑÏÝÂ ïîñëå 5 ìèí ãèïî-
òîíè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Ñòðóêòóðà õðîìàòèíà â ïî÷êå
ïîñëå 5 ìèí ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêè ïðè ýòîì îòëè÷à-
åòñÿ îò ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â ïî÷êå ïîñëå 1 ÷ ãèïîòîíè-
÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ è 2-÷àñîâîé èíêóáàöèè â ïîëíîé
ñðåäå. Â ßÎ ÿäåðíûõ ïî÷åê íå âûÿâëÿþòñÿ ëàìèíû À è Â,
à òàêæå íóêëåîïîðèíû. Êðàòêîâðåìåííîå ãèïîòîíè÷åñêîå
âîçäåéñòâèå íå ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíûì íàðóøåíèÿì
ðàñïîëîæåíèÿ ñàéòîâ ðåïëèêàöèè â ÿäðàõ (â ðàííåé, ñðåä-
íåé è ïîçäíåé S-ôàçå), ÷òî ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ñòàäèþ
ðåïëèêàöèè, íà êîòîðîé íàõîäèòñÿ êëåòêà ñ ïî÷êîé. Òà-
êèì îáðàçîì, ìîäåëüíàÿ ñèñòåìà êëåòîê ñ ïî÷êàìè ïîñëå
êðàòêîâðåìåííîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ èäåíòèôèêàöèè ìèêðîäîìåíîâ â
ÿäåðíîé îáîëî÷êå, â êîòîðûõ ðàçîáðàíà ÿäåðíàÿ ëàìèíà.
Â ñîñòàâå òàêèõ ìèêðîäîìåíîâ ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü
íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå äðóãèõ áåëêîâ ÿäåðíîé ëàìèíû, à
èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå ëàìèíû, âûÿâëÿåìûå ãèïîòîíè-
÷åñêîé îáðàáîòêîé, ìîæíî ñîîòíåñòè ñî ñòàäèåé ðåïëè-
êàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 13-04-00885).

ÀÍÀËÈÇ ÑÎÑÒÀÂÀ ÏÐÅÄØÅÑÒÂÅÍÍÈÊÎÂ ßÄÐÛ-
ØÅÊ Â ÐÀÍÍÈÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀÕ ÌÛØÈ Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ
ÐÍÊ- È ÁÅËÎÊ-ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÔËÓÎÐÎÕÐÎÌÍÛÕ
ÊÐÀÑÈÒÅËÅÉ. © Å. À. Ëàâðåíòüåâà, Ê. Â. Øèøîâà,
Î. Â. Çàöåïèíà. Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè
èì. àêàäåìèêîâ Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èííèêîâà
ÐÀÍ, Ìîñêâà, Lavrenteva-H@yandex.ru

Êàê èçâåñòíî, îáÿçàòåëüíûì ñòðóêòóðíûì êîìïîíåí-
òîì ÿäåð ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ ÿâëÿþòñÿ
òåëüöà, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûø-
êà (nucleolar precursor bodies, NPB). Ó ìûøè òðàíñêðèï-
öèîííî èíåðòíûå NPB ñóùåñòâóþò íà ñòàäèè çèãîòû, à
èõ ïåðåõîäíûå ôîðìû ïðèñóòñòâóþò âïëîòü äî ïîçäíåé
ìîðóëû, êîãäà çàâåðøàåòñÿ îáðàçîâàíèå çðåëûõ ÿäðûøåê.
Íåñìîòðÿ íà ìíîãîëåòíèå èññëåäîâàíèÿ, áèîõèìè÷åñêàÿ
ïðèðîäà ìàòåðèàëà, îáðàçóþùåãî NPB, äî ñèõ ïîð îñòàåò-
ñÿ íåèçâåñòíîé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ îòâåòà íà ýòîò
âîïðîñ ìû èñïîëüçîâàëè äâà ôëóîðîõðîìíûõ êðàñèòå-
ëÿ — ïèðîíèí Y (PY), ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ ÐÍÊ, è ôëóîðåñ-
öåèí-5-èçîòèîöèîíàò (ÔÈÒÖ), ïðî÷íî âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèé ñ a-àìèíîãðóïïàìè áåëêîâ.

Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé îêðàøèâàíèÿ ýìáðèîíîâ
ìûøè äàííûìè êðàñèòåëÿìè â ñî÷åòàíèè ñ àíàëèçîì ïðå-
ïàðàòîâ ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàëà,
÷òî îñíîâíûì áèîõèìè÷åñêèì êîìïîíåíòîì çèãîòè÷å-
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ñêèõ NPB ÿâëÿþòñÿ áåëêè. Ïî ýòîìó ïðèçíàêó NPB ðåçêî
îòëè÷àþòñÿ îò ÿäðûøêîïîäîáíûõ òåëåö (NLB) ïðåäîâó-
ëÿòîðíûõ îîöèòîâ, êîòîðûå îò÷åòëèâî îêðàøèâàþòñÿ êàê
ÔÈÒÖ, òàê è PY. ÔÈÒÖ ïðàêòè÷åñêè ðàâíîìåðíî îêðà-
øèâàåò âñå ïðîìåæóòî÷íûå (òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûå)
ôîðìû NLB, à òàêæå çðåëûå ÿäðûøêè. Íàïðîòèâ, ÐÍÊ
âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå NLB òîëüêî ïîñëå âîçîáíîâëåíèÿ
òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ, ïðè÷åì PY-ïîçèòèâíûå ñèãíàëû
âèäíû òîëüêî íà ïîâåðõíîñòè NLB, òîãäà êàê èõ öåíò-
ðàëüíàÿ ÷àñòü îñòàåòñÿ íåîêðàøåííîé âïëîòü äî îáðàçî-
âàíèÿ ïîëíîñòüþ àêòèâíûõ ÿäðûøåê.

Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà óëüòðàñòðóêòóðíîå ñõîä-
ñòâî ìåæäó NLB ïðåäîâóëÿòîðíûõ îîöèòîâ è NPB ðàí-
íèõ çàðîäûøåé è ïðåäñòàâëåíèÿ î òîæäåñòâåííîñòè ýòèõ
ñòðóêòóð, NLB è NPB ðàçëè÷àþòñÿ ïî áèîõèìè÷åñêîìó
ñîñòàâó. Â ðàáîòå ïðåäëàãàåòñÿ îáùàÿ ñõåìà «ñóäüáû»
áåëêîâ è ÐÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûõ ÿéöåêëåòêîé, â ðàííèõ
ýìáðèîíàõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÍÔ
(ïðîåêò 14-34-00033).

ÑÊÎÐÎÑÒÜ ÌÎÄÈÔÈÊÀÖÈÈ ÌÅÒÀÔÀÇÍÛÕ ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌ Â ÑÒÀÐÅÞÙÈÕ IN VITRO ÎÎÖÈÒÀÕ ÊÎ-
ÐÎÂ ÏÐÈ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÈ ÃÎÐÌÎÍÀ ÐÎÑÒÀ.
© È. Þ. Ëåáåäåâà, Ã. Í. Ñèíãèíà, À. Â. Ëîïóõîâ. Âñåðîñ-
ñèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èí-
ñòèòóò æèâîòíîâîäñòâà ÐÀÑÕÍ, Ïîäîëüñê—Äóáðîâèöû,
irledv@mail.ru

Ðåàëèçàöèÿ ðåïðîäóêòèâíîãî ïîòåíöèàëà ñàìîê ìëå-
êîïèòàþùèõ çàâèñèò îò ìíîæåñòâà ôàêòîðîâ, ïðè ýòîì
îñíîâíîé äåòåðìèíàíòîé ÿâëÿåòñÿ êà÷åñòâî îâóëèðîâàâ-
øèõ îîöèòîâ, ñîçðåâøèõ äî ñòàäèè ìåòàôàçû II (Wang,
Sun, 2007). Âñëåä çà çàâåðøåíèåì ïåðâîãî äåëåíèÿ ìåéî-
çà â îîöèòàõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ, âêëþ÷àÿ êîðîâ, èíèöèèðó-
þòñÿ ïðîöåññû ñòàðåíèÿ, êîòîðûå íåãàòèâíî âëèÿþò íà
êà÷åñòâî ÿéöåêëåòîê è èõ ñïîñîáíîñòü ê äàëüíåéøåìó
ðàçâèòèþ (Miao et al., 2009; Ëåáåäåâà è äð., 2014). Â ýòîé
ñâÿçè èäåíòèôèêàöèÿ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, ó÷àñò-
âóþùèõ â ðåãóëÿöèè ñêîðîñòè ñòàðåíèÿ îîöèòîâ, èìååò
áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ àäåêâàòíîãî êîíòðîëÿ ôåðòèëüíî-
ñòè ñàìîê. Èçâåñòíî, ÷òî ñòàðåíèå æåíñêèõ ãàìåò õàðàê-
òåðèçóåòñÿ ðÿäîì ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé, êîòîðûå
âêëþ÷àþò â ñåáÿ õðîìîñîìíûå àíîìàëèè, äåôåêòû âåðå-
òåíà äåëåíèÿ, íàðóøåíèå ñåãðåãàöèè ñåñòðèíñêèõ õðîìà-
òèä, ïîâûøåíèå ïðåäðàñïîëîæåííîñòè ê àïîïòîçó è ïàð-
òåíîãåíåçó, ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ôàêòîðà ïðîìîöèè ñî-
çðåâàíèÿ è äð. (Miao et al., 2009). Ïðè ýòîì ìîëåêóëÿðíûå
è êëåòî÷íûå èçìåíåíèÿ ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòîê in vivo
ñõîäíû ñ òàêîâûìè, ïðîèñõîäÿùèìè âî âðåìÿ ñòàðåíèÿ
çðåëûõ îîöèòîâ in vitro. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå íà ìî-
äåëè ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ îîöèòîâ äî-
ìàøíåé êîðîâû Bos taurus taurus áûëî èññëåäîâàíî âëèÿ-
íèå ãîðìîíà ðîñòà (ÃÐ) íà âîçðàñòíûå òðàíñôîðìàöèè ìå-
òàôàçíûõ õðîìîñîì ìåéîçà II. Ìîðôîëîãè÷åñêè
íîðìàëüíûå îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû (ÎÊÊ) ñîçðå-
âàëè â òå÷åíèå 20 ÷ â ñðåäå ÒÑ-199, ñîäåðæàùåé 10 % ôå-
òàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè, 10 ìêã/ìë ÔÑÃ (Sigma) è
5 ìêã/ìë ËÃ (Sigma), â îòñóòñòâèå (êîíòðîëü 1) è â ïðè-
ñóòñòâèè (îïûò 1) 10 íã/ìë áû÷üåãî ðåêîìáèíàíòíîãî ÃÐ
(Monsanto, ÑØÀ). Ïîñëå ñîçðåâàíèÿ ÎÊÊ îáåèõ ãðóïï
ïåðåíîñèëè â ñðåäó ñòàðåíèÿ ÒÑ-199 ñ 10 % ñûâîðîòêè
(êîíòðîëü 2) èëè â ýòó æå ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 10 íã/ìë ÃÐ

(îïûò 2), è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12, 24 è 36 ÷. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèîííîé çàâèñèìîñòè ãîðìîíàëü-
íûõ ýôôåêòîâ êîìïëåêñû êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷
â ñðåäå ñòàðåíèÿ, ñîäåðæàùåé 2.5—50.0 íã/ìë ÃÐ. Îîöè-
òû ôèêñèðîâàëè ïî ìåòîäó Òàðêîâñêîãî è ïîäâåðãàëè öè-
òîãåíåòè÷åñêîìó àíàëèçó. Â ïðîöåññå ïðîëîíãèðîâàííîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÿéöåêëåòîê, ñîçðåâøèõ in vitro â îòñóò-
ñòâèå ÃÐ (êîíòðîëü 1), ïðîèñõîäèëî ïîñòåïåííîå âîçðàñ-
òàíèå (ïî êðàéíåé ìåðå P < 0.05) äîëè îîöèòîâ ñ àíîìàëü-
íûìè èçìåíåíèÿìè ìîðôîëîãèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ñ
17.2 � 1.6 % (0 ÷) äî 29.2 � 4.0, 57.2 � 1.4 è 73.4 � 1.3 %
ñîîòâåòñòâåííî ê 12, 24 è 36 ÷ ñòàðåíèÿ â ñðåäå áåç ãîðìî-
íà (êîíòðîëü 2). Â ýòèõ óñëîâèÿõ ÷åðåç 36 ÷ ó
21.1 � 4.3 % ÿéöåêëåòîê áûëî îáíàðóæåíî ñïîíòàííîå
ñíÿòèå áëîêàäû ìåòàôàçû II. Ïðèñóòñòâèå ÃÐ â ñðåäå ñî-
çðåâàíèÿ îîöèòîâ (îïûò 1) íå âëèÿëî íà äèíàìèêó ïîñëå-
äóþùèõ âîçðàñòíûõ òðàíñôîðìàöèé ìåòàôàçíûõ õðîìî-
ñîì, õîòÿ è ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ÷àñòîòû ïàðòåíîãåíå-
òè÷åñêîé àêòèâàöèè êëåòîê íà 36 ÷ (äî 11.1 � 2.6 %,
P k 0.05). Â òî æå âðåìÿ âíåñåíèå ÃÐ â ñðåäó ñòàðåíèÿ
(îïûò 2) îáóñëîâëèâàëî çàìåäëåíèå äåñòðóêòèâíûõ ïðî-
öåññîâ â îîöèòàõ, ñîçðåâøèõ êàê â êîíòðîëüíîé, òàê è â
îïûòíîé ãðóïïàõ, ñíèæàÿ ÷àñòîòó àíîìàëüíûõ èçìåíåíèé
õðîìîñîì äî 12.8—20.1 % (12 ÷, P k 0.05), 38.8—41.9
(24 ÷, P k 0.001) è 53.8—54.7 (36 ÷, P k 0.001) %. Ïðè
ýòîì ÷åðåç 24 ÷ ñòàðåíèÿ ÿéöåêëåòîê ìàêñèìàëüíûé ýô-
ôåêò ãîðìîíà íàáëþäàëè ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 5 è
10 íã/ìë. Êðîìå òîãî, ÃÐ óìåíüøàë äîëþ îîöèòîâ ñ ïðè-
çíàêàìè ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè äî 0—1.7 %
(P < 0.05) ÷åðåç 36 ÷ ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê íåçàâèñèìî îò ñâîåãî ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå ñî-
çðåâàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ÃÐ îêàçûâàåò òîðìîçÿùåå âëèÿ-
íèå íà ñêîðîñòü ìîäèôèêàöèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
â ñòàðåþùèõ in vitro ÿéöåêëåòêàõ êîðîâ, ñíèæàÿ ÷àñòîòó
äåñòðóêòèâíûõ èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè õðîìîñîì è ïîä-
äåðæèâàÿ áëîêàäó ìåéîçà II.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-01888).

ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÑÀÉÒÎÂ ÐÅÏËÈÊÀÖÈÈ È ÎÐÃÀ-
ÍÈÇÀÖÈß ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ Â ÌÀÊÐÎÍÓÊËÅÓÑÅ ÈÍ-
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âà,1 Á. Ï. Êàðàäæÿí,2 Þ. Ë. Èâàíîâà,1 Â. È. Ïîïåíêî.1

1 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè èì. Â. À. Ýíãåëüãàðä-
òà ÐÀÍ, Ìîñêâà, varjag@aport2000.ru, è 2 Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Êëåòî÷íîå ÿäðî âûñøèõ ýóêàðèîò èìååò ñòðîãî êîì-
ïàðòìåíòàëèçîâàííóþ îðãàíèçàöèþ ïî ïðèíöèïó «õðî-
ìîñîìíûõ òåððèòîðèé». Ïðîöåññû ðåïëèêàöèè è òðàíñ-
êðèïöèè ÄÍÊ â íåì ïðîèñõîäÿò â ñòðîãî ñïåöèôè÷íûõ
ñàéòàõ, êîòîðûå ìîæíî âèçóàëèçèðîâàòü íà ðàçíûõ ñòàäè-
ÿõ S-ôàçû ñ ïîìîùüþ ãàëîãåíîïðîèçâîäíûõ óðèäèíà è
ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê â âèäå òàê íàçûâàåìûõ ðåïëèêà-
öèîííûõ ôîêóñîâ. Ðàñïðåäåëåíèå èõ â ïðîñòðàíñòâå ÿäðà
íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ S-ôàçû ó âñåõ èçó÷àâøèõñÿ êëåòîê Me-
tazoa îêàçàëîñü ñõîäíûì, ïîýòîìó ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî
ðåïëèêàöèîííûå ôîêóñû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ôóíäàìåí-
òàëüíóþ õàðàêòåðèñòèêó îðãàíèçàöèè ÿäðà ìíîãîêëåòî÷-
íûõ, îòðàæàþùóþ îáùèå ïðèíöèïû îðãàíèçàöèè âû-
ñøèõ óðîâíåé õðîìàòèíà â ýâîëþöèîííî óäàëåííûõ âè-
äàõ. Îäíàêî âîïðîñ î òîì, êàê ðàñïðåäåëÿþòñÿ ñàéòû
ðåïëèêàöèè â ïðîñòðàíñòâå ÿäåð îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò
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è êàê îíè ñîîòíîñÿòñÿ ñî ñòðóêòóðîé õðîìàòèíà â ïîñëåä-è êàê îíè ñîîòíîñÿòñÿ ñî ñòðóêòóðîé õðîìàòèíà â ïîñëåä-
íèõ, îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Èíôóçîðèè ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé
äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòèõ âîïðîñîâ. Êàæäàÿ êëåòêà èíôóçîðèé
ñîäåðæèò îäíîâðåìåííî ÿäðà äâóõ òèïîâ — òðàíñêðèï-
öèîííîíåàêòèâíûå, ìåëêèå ãåíåðàòèâíûå ÿäðà (ìèêðî-
íóêëåóñû) è (îáû÷íî îäíî) áîëüøîå ïîëèïëîèäíîå àê-
òèâíîå ñîìàòè÷åñêîå ÿäðî (ìàêðîíóêëåóñ). Âñå èññëåäî-
âàííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè èíôóçîðèè ìîæíî
ðàçäåëèòü íà äâå áîëüøèå ãðóïïû: âèäû, ãäå ãåíîì ìàê-
ðîíóêëåóñîâ ïðåäñòàâëåí ìîëåêóëàìè ÄÍÊ ãåííîãî ðàç-
ìåðà (0.5—25 ò. ï. í.) è ÄÍÊ ðàçìåðîì â íåñêîëüêî ñî-
òåí ò. ï. í. (ÄÍÊ ñóáõðîìîñîìíîãî ðàçìåðà). Â äàííîé
ðàáîòå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà èíôóçîðèÿõ Parame-
cium tetraurelia, êîòîðàÿ îòíîñèòñÿ ê ñóáõðîìîñîìíîìó
òèïó (ðàçìåð ìîëåêóë ÄÍÊ ìàêðîíóêëåóñà 50—
800 ò. ï. í.).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ ñàéòîâ ðåïëèêàöèè â
ìàêðîíóêëåóñå P. tetraurelia äåëÿùèåñÿ êëåòêè îòñàæèâà-
ëè â ÷àøêè Ïåòðè, â êîòîðûå äîáàâëÿëè BrdU ÷åðåç ðàç-
íûå ñðîêè ïîñëå äåëåíèÿ. Ñàéòû ðåïëèêàöèè âèçóàëèçè-
ðîâàëè â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SP5 c ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ àíòèòåë. Îáíàðóæåíî,
÷òî íà âñåõ ñòàäèÿõ S-ôàçû ñàéòû ðåïëèêàöèè ðàñïðåäå-
ëÿþòñÿ áîëåå èëè ìåíåå ðàâíîìåðíî ïî âñåìó îáúåìó
ìàêðîíóêëåóñà.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå äàííûå ïîêàçûâàþò,
÷òî õðîìàòèí ìàêðîíóêëåóñà â èíôóçîðèÿõ P. tetraurelia
èìååò âèä òåëåö ðàçìåðîì ~ 0.1—0.2 ìêì, ðàâíîìåðíî
ðàñïðåäåëåííûõ ïî îáúåìó ìàêðîíóêëåóñà. Ïðè ñíèæå-
íèè àêòèâíîñòè ñòðóêòóðà õðîìàòèíà ÿäðà ïðàêòè÷åñêè
íå èçìåíÿëàñü. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îòëè÷àþòñÿ îò
ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ íàìè â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ
íà èíôóçîðèÿõ Bursaria truncatella. Â íèõ ïðè ãîëîäàíèè
òåëüöà, ðàñïîëîæåííûå â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ìàêðîíóêëå-
óñà, óâåëè÷èâàþòñÿ â ðàçìåðå, ñáëèæàþòñÿ è àãðåãèðóþò,
â òî âðåìÿ êàê òåëüöà íà ïåðèôåðèè ìàêðîíóêëåóñà îñòà-
þòñÿ îäèíî÷íûìè. Ïðè ýòîì è ðàñïðåäåëåíèå ñàéòîâ ðåï-
ëèêàöèè â ìàêðîíóêëåóñå B. truncatella íà ïðîòÿæåíèè
S-ôàçû áûëî íåðàâíîìåðíûì: â ïåðèôåðè÷åñêîé ÷àñòè
ÿäðà ðàñïîëàãàþòñÿ ðàíîðåïëèöèðóþùèåñÿ ãåíû, â òî âðå-
ìÿ êàê â öåíòðàëüíîé ÷àñòè — ïîçäíîðåïëèöèðóþùèåñÿ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ðàç-
íîé ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäåð âûñøèõ ýóêà-
ðèîò è ñîìàòè÷åñêèõ ÿäåð èíôóçîðèé, îáóñëîâëåííîé
ðàçëè÷íîé ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèåé èõ ãåíîìîâ. Â ÷à-
ñòíîñòè, åñëè ó Metazoa õðîìàòèí ñ ðàíîðåïëèöèðóþ-
ùèìèñÿ ãåíàìè íàõîäèòñÿ â öåíòðàëüíîì êîìïàðòìåíòå
ÿäðà, òî â ìàêðîíóêëåóñå P. tetraurelia ðàíî- è ïîçäíîðåï-
ëèöèðóþùèåñÿ ãåíû ðàñïðåäåëåíû áîëåå èëè ìåíåå ðàâ-
íîìåðíî ïî âñåìó îáúåìó ñîìàòè÷åñêîãî ÿäðà.

ÐÈÁÎÇÈÄÛ ÍÈÊÎÒÈÍÀÌÈÄÀ È ÍÈÊÎÒÈÍÎÂÎÉ
ÊÈÑËÎÒÛ — ÊËÞ×ÅÂÛÅ ÌÅÒÀÁÎËÈÒÛ ÏÓÒÅÉ
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Íèêîòèíàìèäàäåíèíäèíóêëåîòèä (Nicotinamide ade-
nine dinucleotide, NAD) ÿâëÿåòñÿ ïåðåíîñ÷èêîì ýëåêòðî-

íîâ è âîäîðîäà â îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàê-
öèÿõ êëþ÷åâûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé. Íå òàê äàâíî
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî NAD òàêæå ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì
äëÿ íåñêîëüêèõ ñåìåéñòâ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, êîíòðî-
ëèðóþùèõ òàêèå êëþ÷åâûå ïðîöåññû â êëåòêå, êàê ýêñï-
ðåññèÿ ãåíîâ, ïðàâèëüíîå ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, àïîïòîç è ñòàðåíèå. NAD-çàâèñè-
ìûå ðåãóëÿòîðíûå ôåðìåíòû ÀÄÔ-ðèáîçèëòðàíñôåðàçû,
ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçèëïîëèìåðàçû, äåàöåòèëàçû áåëêîâ
(ñèðòóèíû) è ÀÄÔ-ðèáîçèëöèêëàçû èñïîëüçóþò NAD â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòà è ðàñùåïëÿþò åãî íà íèêîòèíàìèä è
ÀÄÔ-ðèáîçó, ïîýòîìó êëåòêå íåîáõîäèìî ïîñòîÿííî ñèí-
òåçèðîâàòü NAD, ÷òîáû ïîïîëíÿòü åãî âíóòðèêëåòî÷íûå
çàïàñû. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îñíîâíûå ïóòè áèîñèíòåçà
NAD îïèñàíû äîñòàòî÷íî õîðîøî, îäíàêî ìàëî èçâåñòíî
î âçàèìîäåéñòâèÿõ ìåæäó âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûìè ïó-
ëàìè NAD è åãî êëþ÷åâûõ ìåòàáîëèòîâ. Îñíîâíûìè
ïðåäøåñòâåííèêàìè ñèíòåçà NAD ÿâëÿþòñÿ íèêîòèíàìèä
(Nam), íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà (NA) è ðèáîçèäû íèêîòèíà-
ìèäà (NR) è íèêîòèíîâîé êèñëîòû (NAR). Ðàíåå íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñå ìåòàáîëèòû NAD, äîáàâëåííûå âî
âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó, ïîääåðæèâàþò ñèíòåç âíóòðèêëå-
òî÷íîãî NAD, îäíàêî äèíóêëåîòèäû (NAD è NAAD) è
ìîíîíóêëåîòèäû (NMN è NAMN) ðàñùåïëÿþòñÿ äî ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ðèáîçèäîâ NR è NAR, êîòîðûå âõîäÿò â
êëåòêó ïîñðåäñòâîì îïèñàííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ íóêëåîçè-
äîâ.

Â äàííîé ðàáîòå, èñïîëüçóÿ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìî-
äåëü íà îñíîâå êëåòîê ïå÷åíè ÷åëîâåêà HepG2, ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî ðèáîçèäû NR è NAR ìîãóò âûõîäèòü èç îäíèõ
êëåòîê è âûñòóïàòü â ðîëè ïðåäøåñòâåííèêîâ äëÿ ñèíòåçà
NAD â äðóãèõ êëåòêàõ, íåñïîñîáíûõ èñïîëüçîâàòü Nam è
NA. Â êëåòêàõ HepG2 îòñóòñòâóåò ôåðìåíò NAPRT, êîòî-
ðûé îòâå÷àåò çà ñèíòåç NAD èç NA. Ïðè ýòîì ñèíòåç
NAD èç Nam ïîäàâëÿëè èíãèáèòîðîì ôåðìåíòà NamPRT.
Ïîñëå âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòîê HepG2 âåêòîðîì,
êîäèðóþùèì ôåðìåíò NAPRT, âûæèâàëè íå òîëüêî
òðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè, íî è áîëüøèíñòâî íåòðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ ñîñåäíèõ êëåòîê. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ìåòà-
áîëèòû NAD, îòëè÷íûå îò Nam è NA, âûõîäÿò èç òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ êëåòîê è âûñòóïàþò â ðîëè ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ äëÿ ñèíòåçà NAD â íåòðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ.
Âûõîä ðèáîçèäà NAR èç êëåòîê â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó áûë
ïîäòâåðæäåí ìåòîäîì ßÌÐ-ñïåêòðîìåòðèè. Îäíàêî ìå-
õàíèçì îáðàçîâàíèÿ ðèáîçèäîâ NR è NAR â êëåòêàõ ÷åëî-
âåêà íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåèçâåñòåí. Â ðàìêàõ äàííîé
ðàáîòû ìû ïîäòâåðäèëè ãèïîòåçó î òîì, ÷òî öèòîçîëüíûå
5R-íóêëåîòèäàçû ÷åëîâåêà ìîãóò äåôîñôîðèëèðîâàòü ìî-
íîíóêëåîòèäû NMN è NAMN ñ îáðàçîâàíèåì ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ðèáîçèäîâ NR è NAR. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
5R-íóêëåîòèäàçû ÷åëîâåêà CN-II è CN-III äåôîñôîðèëèðó-
þò NMN è NAMN in vitro è in vivo.

Òàêèì îáðàçîì, ìû âïåðâûå îïèñàëè ìåõàíèçì îáðà-
çîâàíèÿ ðèáîçèäîâ NR è NAR â êëåòêàõ ÷åëîâåêà, à òàêæå
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè èõ ñïîñîáíîñòü âûõîäèòü èç îäíèõ
êëåòîê è âûñòóïàòü â ðîëè ïðåäøåñòâåííèêîâ ñèíòåçà
NAD â äðóãèõ êëåòêàõ.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 14-04-01765-à è 14-04-32117-ìîë_à).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÍÅÑÈÌÌÅÒÐÈ×ÍÎÃÎ ÄÈÌÅ-
ÒÈËÃÈÄÐÀÇÈÍÀ ÍÀ ÑÒÐÓÊÒÓÐÓ ÑÈÍÀÏÒÎÍÅÌ-
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Êîñìè÷åñêàÿ èíäóñòðèÿ, ñòðåìèòåëüíî ðàçâèâàþùàÿ-
ñÿ â ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ, ñïîñîáñòâóåò ïîÿâëåíèþ íî-
âûõ ýêîëîãè÷åñêè îïàñíûõ ôàêòîðîâ, íåãàòèâíî âëèÿþ-
ùèõ íà ñîñòîÿíèå îêðóæàþùåé ñðåäû è çäîðîâüå ÷åëîâå-
êà. Ðåçóëüòàòû ðîññèéñêèõ è êàçàõñòàíñêèõ êîìïëåêñíûõ
ýêñïåäèöèîííûõ ðàáîò íà ìåñòàõ ïàäåíèÿ îñòàòî÷íûõ ÷à-
ñòåé êîñìè÷åñêèõ ðàêåò ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè êîì-
ïîíåíòà ðàêåòíîãî òîïëèâà íåñèììåòðè÷íîãî äèìåòèë-
ãèäðàçèíà (ÍÄÌÃ, ãåïòèë) è ïðîäóêòîâ åãî îêèñëåíèÿ â
ïî÷âå, âîäå è ðàñòåíèÿõ â êîíöåíòðàöèÿõ, ïðåâûøàþùèõ
ÏÄÊ. Ïîýòîìó âñåñòîðîííåå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ äàííîãî
êñåíîáèîòèêà íà îðãàíèçì ïðåäñòàâëÿåò íåñîìíåííóþ àê-
òóàëüíîñòü.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷åíèå
ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÍÄÌÃ íà ñèíàïòîíåìíûé
êîìïëåêñ (ÑÊ) ïîëîâûõ êëåòîê. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ
ÿâèëèñü ñàìöû ëàáîðàòîðíûõ ìûøåé ëèíèè BALB/cYwal
â âîçðàñòå 3 ìåñ. Äëÿ èíòîêñèêàöèè èñïîëüçîâàëè âîäíûé
ðàñòâîð ÍÄÌÃ, ââåäåíèå îñóùåñòâëÿëè âíóòðèáðþøèí-
íî â äîçàõ 6.6 è 66.0 ìã/êã; âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ — 3 ÷. Ïî-
ëó÷åíèå òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ ðàñïëàñòàííûõ ÑÊ ïðîâî-
äèëè ïî ìåòîäó Íàâàððî è ñîàâòîðîâ (Navarro et al., 1981)
ñ ìîäèôèêàöèÿìè Êîëîìèåö è ñîàâòîðîâ (Kolomiets et al.,
2010). Ïðîâîäèëè èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ÑÊ.
ÑÊ è îñåâûå ýëåìåíòû õðîìîñîì îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ
êðîëè÷üèõ àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà SCP3 ïðè ðàçâåäåíèè 1 :
250 (Abcam, Cambridge, Âåëèêîáðèòàíèÿ); ãèñòîí gH2AX
âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìûøèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ãèñòîíà
gH2AX, 1 : 200 (Abcam, Cambridge, Âåëèêîáðèòàíèÿ);
öåíòðîìåðû — ñ ïîìîùüþ IgG ÷åëîâåêà ïðîòèâ áåëêîâ
êèíåòîõîðà (CREST), 1 : 500 (Antibody Incorporated, Cali-
fornia, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâà-
ëè ñîîòâåòñòâåííî áû÷üè IgG ïðîòèâ IgG êðîëèêà, êîíú-
þãèðîâàííûå ñ FITC, â ðàçâåäåíèè 1 : 400 (Invitrogen,
ÑØÀ); êîçüè IgG ïðîòèâ IgG ÷åëîâåêà, êîíúþãèðîâàííûå
ñ Alexa Fluor 546, 1 : 200 (Invitrogen, ÑØÀ); êîçüè IgG
ïðîòèâ IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ Alexa Fluor 546,
1 : 800 (Jackson, ÑØÀ).

Ó èíòàêòíûõ æèâîòíûõ ñïåðìàòîöèòû ñ ïîâðåæäåí-
íûì ÑÊ ñîñòàâèëè 13.07 %. Ïðè ýòîì áûëè âûÿâëåíû
êëåòêè ñ åäèíè÷íîé ôðàãìåíòàöèåé ÑÊ (12.16 %), ñ èçãè-
áàìè è ïåòëÿìè ÑÊ (6.25 %), à òàêæå êëåòêè ñ àññîöèà-
öèåé àóòîñîì ñ ÕY-áèâàëåíòîì (1.71 %). Ïðè ââåäåíèè
æèâîòíûì ÍÄÌÃ â äîçàõ 6.6 è 66 ìã/êã óðîâåíü êëåòîê ñ
ïîâðåæäåííûì ÑÊ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî âîçðîñ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì è ñîñòàâèë ñîîòâåòñòâåííî ââî-
äèìûì äîçàì 74.19 è 80.91 %. Ñïåêòð íàáëþäàåìûõ ïî-
âðåæäåíèé ÑÊ áûë äîñòàòî÷íî øèðîêèì. Èìåëà ìåñòî
ôðàãìåíòàöèÿ ÑÊ (ìåéîòè÷åñêàÿ «êàòàñòðîôà» è åäèíè÷-
íàÿ ôðàãìåíòàöèÿ), êîòîðàÿ ñîñòàâèëà 38.67 è 51.45 %.
Êëåòêè ñ àññîöèàöèåé àóòîñîì è ïîëîâîãî áèâàëåíòà ñî-
ñòàâèëè 25.17 è 38.12 %, ñ èçãèáàìè è ïåòëÿìè ÑÊ —
53.17 è 60.42 % ñîîòâåòñòâåííî ïðè ìèíèìàëüíîé è ìàê-
ñèìàëüíîé èñïîëüçóåìûõ äîçàõ. ÍÄÌÃ òàêæå âûçûâàë
íàðóøåíèå ôîðìèðîâàíèÿ ïîëîâîãî òåëüöà (1.22 è
2.33 %), êîëüöåâûå ÑÊ (1.22 è 4.44 %) è äåñèíàïñèñ ïîëî-
âûõ õðîìîñîì (2.18 è 7.24 %) ñîîòâåòñòâåííî ïðè äîçàõ

6.6 è 66 ìã/êã. Àíàëîãè÷íûå íàðóøåíèÿ îòñóòñòâîâàëè â
ïîëîâûõ êëåòêàõ èíòàêòíûõ æèâîòíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé óñòàíîâëåíî ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÍÄÌÃ íà ïî-
ëîâûå êëåòêè ìûøåé, ïðîÿâèâøååñÿ â èçìåíåíèè ñòðóê-
òóðû ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà ñïåðìàòîöèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ïðîåêòà ÌÎÍ ÐÊ ÃÐ
¹ 0112ÐÊ00580.
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Îäíîé èç îòëè÷èòåëüíûõ îñîáåííîñòåé ñòðóêòóðíî-
ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà ãàìåò è ÿäðà ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå êàðèîñôåðû: àãðå-
ãàöèÿ õðîìàòèíà âîêðóã íåàêòèâíîãî ÿäðûøêà (öåíòðàëü-
íîãî òåëà). Êàðèîñôåðà îïèñàíà â îîöèòàõ ïðîôàçû ìåéî-
çà äëÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà âèäîâ áåñïîçâîíî÷íûõ,
ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà (Gruzova, Parfenov,
1993). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëå èíèöèàöèè ìåéîòè÷åñêîãî
ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ ÷åëîâåêà õðîìîñîìû ñîõðàíÿþò àãðå-
ãèðîâàííîå ñîñòîÿíèå âïëîòü äî ôîðìèðîâàíèÿ âåðåòåíà
ïåðâîãî äåëåíèÿ ìåéîçà (Otsuki, 2007). Ïî ñòåïåíè àãðå-
ãàöèè õðîìàòèíà âîêðóã öåíòðàëüíîãî òåëà êàðèîñôåðû
âûäåëÿþò äâà òèïà êàðèîñôåð — ñ âûñîêîé (SN) è íèçêîé
(NSN) ñòåïåíÿìè êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà (Combelles
et al., 2002; Miyara et al., 2003). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ÿâ-
ëÿåòñÿ àêòóàëüíûì èçó÷åíèå óëüòðàñòðóêòóðû è ôóíêöèé
êàðèîñôåðû.

Èñïîëüçîâàëè GV-îîöèòû, ïîëó÷åííûå ïîñëå êîíòðî-
ëèðóåìîé îâàðèàëüíîé ñóïåðîâóëÿöèè. Ìèêðîôîòîãðà-
ôèè êàðèîñôåð äâóõ ãðóïï GV-îîöèòîâ (ãðóïïà SN è
ãðóïïà NSN) îöåíèâàëè â äèíàìèêå ñ èñïîëüçîâàíèåì ðå-
ëüåôíîãî è äèôôåðåíöèàëüíîãî èíòåðôåðåíöèîííîãî
êîíòðàñòîâ. Âðåìÿ èíèöèàöèè ñîçðåâàíèÿ — ðàçðûâà
ÿäåðíîé îáîëî÷êè (GVBD) — è âðåìÿ çàâåðøåíèÿ ñîçðå-
âàíèÿ — ýêñòðóçèè ïåðâîãî ïîëÿðíîãî òåëà (PB) — îïðå-
äåëÿëè ìåòîäîì öåéòðàôåðíîé ìèêðîâèäåîñúåìêè (Primo
Vision, Vitrolife, Øâåöèÿ) ñ èíòåðâàëîì 5 ìèí. Áèîïñèþ
âåðåòåíà ïåðâîãî ìåéîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ëàçåðà (OCTAX, MTG, Ãåðìàíèÿ) è ìèêðî-
ìàíèïóëÿöèîííîé óñòàíîâêè (Narishige, ßïîíèÿ) â êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäå Universal IVF Medium (MediCult, Îðèä-
æèî, Äàíèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 5 ìêã/ìë öèòîõàëàçèíà D
(Sigma). Âûäåëåííûå ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè ôèêñèðîâà-
ëè íà ñòåêëàõ è èññëåäîâàëè íà óðîâåíü àíåóïëîèäèé ìå-
òîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH) ïî
5 õðîìîñîìàì (íàáîð MultiVision PB, Vysis, ÑØÀ).

Èññëåäîâàíî 109 GV-îîöèòîâ. Îáíàðóæåíà çàâèñè-
ìîñòü ìåæäó ñòåïåíüþ àãðåãàöèè õðîìàòèíà íà ïîâåðõ-
íîñòè öåíòðàëüíîãî òåëà êàðèîñôåðû è ñïîñîáíîñòüþ
GV-îîöèòîâ ê ñîçðåâàíèþ â êóëüòóðå in vitro. Â îîöèòàõ
ãðóïïû SN óðîâíè GVBD è ýêñòðóçèè ïîëÿðíîãî òåëà ñî-
ñòàâèëè 87.2 è 74.4 %, òîãäà êàê â ãðóïïå NSN — 45.2 è
19.4 % ñîîòâåòñòâåííî (P k 0.01). Â òî æå âðåìÿ â ãðóïïå
NSN-îîöèòîâ, âñòóïèâøèõ â ñîçðåâàíèå, ñðåäíåå âðåìÿ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 669



íà÷àëà GVBD áîëüøå (P k 0.01), ÷åì â ãðóïïå SN
(1146 � 939 è 358 � 408 ìèí ñîîòâåòñòâåííî). Ãåíåòè÷å-
ñêîå èññëåäîâàíèå ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ïåðâîãî ìåéî-
òè÷åñêîãî äåëåíèÿ â ãðóïïå îîöèòîâ ñ íèçêèì óðîâíåì
êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà âûÿâèëî áîëåå âûñîêèé óðîâåíü
àíåóïëîèäèé.

Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âçàèìîñâÿçè ìåæäó
ñòåïåíüþ êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà íà öåíòðàëüíîì òåëå
êàðèîñôåðû è êîìïåòåíòíîñòüþ ê ñîçðåâàíèþ GV-îîöè-
òà. Îáíàðóæåííîå ôîðìèðîâàíèå àíåóïëîèäíûõ ìåòàôàç-
íûõ ïëàñòèíîê â NSN-îîöèòàõ äî ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðåäâåñòíèêîì äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ ïà-
òîëîãèè ãàìåò, ïðè ýòîì îöåíêà óðîâíÿ àãðåãàöèè õðîìî-
ñîì ìîæåò áûòü îäíèì èç èíäèêàòîðîâ êà÷åñòâà
GV-îîöèòîâ âî âñïîìîãàòåëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ òåõíî-
ëîãèÿõ. Ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò â íîâîì ñâåòå âçãëÿíóòü íà
ðîëü êàðèîñôåðû â ôîðìèðîâàíèè âåðåòåíà äåëåíèÿ è ìå-
õàíèçìàõ ñîçðåâàíèÿ îîöèòà.

ÈÇÃÈÁÀÍÈÅ ÄÍÊ Â ÍÓÊËÅÎÑÎÌÅ ÎÏÐÅÄÅËßÅÒÑß
×ÅÐÅÄÎÂÀÍÈÅÌ ÅÅ ÏÅÍÒÀÍÓÊËÅÎÒÈÄÎÂ Â À- È
C-ÔÎÐÌÀÕ. © À. Í. Ëó÷íèê. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, atonement@bk.ru

Ñåãìåíòû ÄÍÊ â À-ôîðìå, ïîìåùåííûå ìåæäó ñåã-
ìåíòàìè â B-ôîðìå (ëèáî Ñ-ôîðìå), ïðèäàþò êðèâèçíó
(èçãèá) ìîëåêóëå âñëåäñòâèå íàêëîíà ïàð îñíîâàíèé â
À-ôîðìå (inclination) íà 19—23° ïî îòíîøåíèþ ê åå îñè.
Ýòîò íàêëîí æåñòêî ñâÿçàí ñ êëèíîâèäíûì óãëîì (roll)
ìåæäó ïàðàìè îñíîâàíèé â À-ôîðìå (19—23° íà ïÿòü ïàð
îñíîâàíèé). Êðèâèçíà ñîçäàåòñÿ èìåííî çà ñ÷åò êëèíî-
âèäíîãî óãëà ñõîæäåíèÿ ïàð îñíîâàíèé, íàïðàâëåííîãî
âíóòðü èçãèáà 15-÷ëåííèêà â ôîðìå B/A/B (èëè â C/A/C).
Âñå ïàðû îñíîâàíèé íà ñòûêàõ A/B (èëè A/C) è âíóòðè
ñåãìåíòîâ îñòàþòñÿ ïàðàëëåëüíûìè äðóã äðóãó. Îäíàêî
åñëè ïîñìîòðåòü íà ìîëåêóëó ïîä óãëîì 90°, ñìåùàÿñü ïî
÷àñîâîé ñòðåëêå èëè ïðîòèâ íåå âîêðóã îñè ÄÍÊ, ìîæíî
óâèäåòü êëèíîâèäíûé óãîë â A-ñåãìåíòå, ãäå ïàðû îñíî-
âàíèé óæå íå âûãëÿäÿò ïàðàëëåëüíûìè. Òàêîé ïàðàäîêñ
âîçíèêàåò âñëåäñòâèå òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû ìîëåêóëû
ÄÍÊ, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ëó÷øå îñîçíàíà, åñëè èçîáðà-
çèòü ìîëåêóëó íà ïëîñêîñòè â äâóõ óêàçàííûõ ïðîåêöèÿõ,
ðàçëè÷àþùèõñÿ óãëîì çðåíèÿ íà 90°.

A- è B-ôîðìû ÄÍÊ ñîñóùåñòâóþò â ðàñòâîðàõ ñ íèç-
êîé èîííîé ñèëîé, à A- è C-ôîðìû ñîñóùåñòâóþò â ðàñ-
òâîðàõ ñ âûñîêîé èîííîé ñèëîé (Luchnik, 2014). Òàêæå A-
è C-ôîðìû ñîñóùåñòâóþò â íóêëåîñîìàõ âñëåäñòâèå íåé-
òðàëèçàöèè ôîñôàòîâ ÄÍÊ àìèíîãðóïïàìè ãèñòîíîâ ñ
ýôôåêòèâíîñòüþ, ðàâíîé 1.6—1.9 Ì NaCl (Luchnik,
2014). Òî, ÷òî ÷åðåäóþùèåñÿ ñåãìåíòû ÄÍÊ èìåþò äëè-
íó 5 ïàð îñíîâàíèé (ï. î.), ïîäðîáíî îáñóæäàåòñÿ â äàí-
íîì äîêëàäå. Êîðîòêî ãîâîðÿ, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
èìåííî òàêàÿ êîíôèãóðàöèÿ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå âû-
ãîäíîé ñ òî÷êè çðåíèÿ ìèíèìàëüíîé ýíåðãèè ñóììû
âíóòðåííèõ êîâàëåíòíûõ ñâÿçåé â äóïëåêñå ÄÍÊ. Òàê, â
íèçêîé èîííîé ñèëå ÄÍÊ ñîñòîèò èç ÷åðåäóþùèõñÿ ñåã-
ìåíòîâ â B-ôîðìå (10 ï. î. íà âèòîê) è A-ôîðìå (11 ï. î.
íà âèòîê). Òàêèì îáðàçîì, â ýòèõ óñëîâèÿõ ÄÍÊ èìååò
ðàâíîâåñíûé øàã 10.5 ï. î. íà âèòîê (5 ï. î. íà ïîëâèòêà â
B-ôîðìå è 5.5 ï. î. íà ïîëâèòêà â A-ôîðìå).

Çàìûêàíèå êîðîòêèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â êîëüöî
âñëåäñòâèå åå òåïëîâûõ ôëóêòóàöèé áûëî çàôèêñèðîâàíî
ÄÍÊ-ëèãàçîé, äîáàâëåííîé â ðàñòâîð (Cloutier, Widom,
2005). Âåðîÿòíîñòü çàìûêàíèÿ â êîëüöî ôðàãìåíòîâ, èìå-

þùèõ äëèíó, êðàòíóþ 10.5, óìíîæåííóþ íà öåëîå ÷èñëî
>8 èëè <12, áûëà íàèâûñøåé ïðè çíà÷åíèÿõ 9�10.5 = 94.5
è 10�10.5 = 105. Îäíàêî ïðè óäëèíåíèè èëè óêîðî÷åíèè
ýòèõ ôðàãìåíòîâ íà 5 ï. î. âåðîÿòíîñòü çàìûêàíèÿ áûëà â
25—50 ðàç íèæå, ÷òî ÿñíî ãîâîðèò î òîì, ÷òî äèíàìè÷å-
ñêîå ðàâíîâåñèå äîñòèãàåòñÿ ïðè ðàâíîì ÷èñëå 5-÷ëåííûõ
ñåãìåíòîâ â A- è B-ôîðìàõ.

Òàêèì îáðàçîì, â íèçêîé èîííîé ñèëå ôðàãìåíò
94 ï. î. ñîñòîèò èç 9 ïåíòàíóêëåîòèäîâ â B-ôîðìå (5 ï. î.
íà ïîëâèòêà) è 9 ïåíòàíóêëåîòèäîâ â A-ôîðìå (5.5 ï. î.
íà ïîëâèòêà). Â ðåçóëüòàòå (5.0�9) + (5.5�9) = 94.5 ï. î.,
÷òî òî÷íî ñîâïàäàåò ñ ýêñïåðèìåíòîì.

Â âûñîêîé èîííîé ñèëå ôðàãìåíò 90 ï. î. ñîñòîèò èç
9 ïåíòàíóêëåîòèäîâ â Ñ-ôîðìå (4.5 ï. î. íà ïîëâèòêà) è
9 ïåíòàíóêëåîòèäîâ â A-ôîðìå (5.5 ï. î. íà ïîëâèòêà).
Â ðåçóëüòàòå (4.5�9) + (5.5�9) = 90 ï. î., ÷òî ÿâëÿåòñÿ ðàç-
ìåðîì êîëüöà, ñîîòâåòñòâóþùåãî êðèâèçíå ÄÍÊ â íóê-
ëåîñîìå.

Äðóãèå ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòû, âêëþ÷àÿ
íàøè ñîáñòâåííûå, îáñóæäàåìûå â äàííîì äîêëàäå, ãîâî-
ðÿò î ðàâíîâåñíîé êîíôèãóðàöèè ñâîáîäíîé ÄÍÊ, ñîñòî-
ÿùåé èç ðàâíîãî êîëè÷åñòâà ÷åðåäóþùèõñÿ 5-÷ëåííèêîâ
â Â(Ñ)- è À-ôîðìàõ â ëþáûõ ãèäðîôèëüíûõ óñëîâèÿõ.
Ýòà ðàâíîâåñíàÿ êîíôèãóðàöèÿ èìååò ñâîáîäíóþ ýíåð-
ãèþ k kBT (0.6 êêàë/Ì). Ñêîðîñòü ïåðåõîäîâ (èíòåðêîí-
âåðñèè) À-ñåãìåíòîâ èç ôîðìû roll+ (+19—23° íà 5 ï. î.)
â ôîðìó roll– (–19—23° íà 5 ï. î.) ÷ðåçâû÷àéíî íèçêà è
íàõîäèòñÿ â èíòåðâàëå 1—600 ñ, ÷òî ñâÿçàíî ñ ÷ðåçâû÷àé-
íî íèçêîé ýíåðãèåé èíòåðêîíâåðñèè (íèæå ýíåðãèè òåï-
ëîâûõ ôëóêòóàöèé).

Â ðåçóëüòàòå ðàñ÷åòíàÿ êðèâèçíà ñâîáîäíîé ÄÍÊ
(ïåðñèñòåíòíàÿ äëèíà) ïðè çàìûêàíèè åå â êîëüöî â âû-
ñîêîé èîííîé ñèëå ñîñòàâëÿåò 85—90 ï. î. Èìåííî òà-
êàÿ êðèâèçíà áûëà îáíàðóæåíà â ðåçóëüòàòå ðåíòãåíîñò-
ðóêòóðíîãî àíàëèçà íóêëåîñîì ìíîãî÷èñëåííûìè àâòî-
ðàìè.

Òàêèì îáðàçîì, êîíôèãóðàöèÿ ñâîáîäíîé ÄÍÊ äèê-
òóåò ðàçìåðû è ôîðìó íóêëåîñîìû, à íå íàîáîðîò, êàê äî
ñèõ ïîð ïîëàãàëè ìíîãî÷èñëåííûå àâòîðû.

ÊÎÐÐÅËßÖÈß ×ÈÑËÀ ÃÅÏÀÒÎÖÈÒÎÂ, ÈÕ ÑÓÕÎÉ
ÌÀÑÑÛ È ÏËÎÈÄÍÎÑÒÈ Ñ ÀÁÑÎËÞÒÍÎÉ È ÎÒÍÎ-
ÑÈÒÅËÜÍÎÉ ÌÀÑÑÎÉ ÏÅ×ÅÍÈ Ó ÊÐÛÑ. © Ë. Ëþ,
Å. Â. Áàéäþê, Í. Í. Áåçáîðîäêèíà, À. Þ. ×åñòíîâà,
Ã. È. Øòåéí, Á. Í. Êóäðÿâöåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èçìåí÷èâîñòü ðàçëè÷íûõ ïðèçíàêîâ è ñâîéñòâ ÿâëÿ-
åòñÿ õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ âñåõ æèâûõ îðãàíèçìîâ.
Ïîä èçìåí÷èâîñòüþ îðãàíèçìîâ ÷àùå âñåãî ïîíèìàþò
èíäèâèäóàëüíóþ èçìåí÷èâîñòü, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü îáó-
ñëîâëåíà êàê íàñëåäñòâåííûìè, òàê è íåíàñëåäñòâåííûìè
èçìåíåíèÿìè — ìîäèôèêàöèÿìè. Èíäèâèäóàëüíàÿ èç-
ìåí÷èâîñòü ó ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ çàòðàãèâàåò ìíîæåñò-
âî àíàòîìè÷åñêèõ, ôèçèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ
ïðèçíàêîâ, íî ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â åå îñíîâå, îñòàþò-
ñÿ, êàê ïðàâèëî, íåèçâåñòíûìè. Îäíèìè èç íàèáîëåå áðî-
ñàþùèõñÿ â ãëàçà ïðèçíàêîâ ÿâëÿþòñÿ òå, êîòîðûå ñâÿçà-
íû ñ ðàçìåðàìè òåëà ÷åëîâåêà è îòäåëüíûõ åãî îðãàíîâ.
Îäíàêî åñëè î âàðèàáåëüíîñòè ðîñòà è ìàññû òåëà ÷åëîâå-
êà è èçìåíåíèÿõ ýòèõ ïîêàçàòåëåé â ðàçíûå ïåðèîäû åãî
æèçíè èìååòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî äàííûõ, òî îá èíäè-
âèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòè ðàçìåðîâ îòäåëüíûõ îðãàíîâ
÷åëîâåêà èçâåñòíî ãîðàçäî ìåíüøå. È ñîâñåì ìàëî èçâå-
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ñòíî î ïðè÷èíàõ ýòîé âàðèàáåëüíîñòè è åå ôóíêöèîíàëü-
íîì çíà÷åíèè.

Ïå÷åíü âûïîëíÿåò îãðîìíîå ÷èñëî ðàçëè÷íûõ ôóíê-
öèé â îðãàíèçìå ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿÿñü ñâîåãî ðîäà õè-
ìè÷åñêîé ëàáîðàòîðèåé. Ïîêàçàíî, ÷òî ìàññà ïå÷åíè
âçðîñëîãî ÷åëîâåêà êîëåáëåòñÿ îò 1087 äî 2584 ã (Müller
et al., 2011), à êîëåáàíèÿ îòíîñèòåëüíîé ìàññû ïå÷åíè,
íàïðèìåð, ó êðîëèêà äîñòèãàþò 5 ðàç (Óèëüÿìñ, 1960).
Ìàññà ýòîãî îðãàíà, êàê è äðóãèõ, çàâèñèò ïðåæäå âñåãî
îò ðàçìåðà êëåòîê è èõ êîëè÷åñòâà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
íåèçâåñòíî, ñâÿçàíû ëè èíäèâèäóàëüíûå êîëåáàíèÿ àáñî-
ëþòíîé è îòíîñèòåëüíîé ìàññ ïå÷åíè ó ÷åëîâåêà è æèâîò-
íûõ ñ èçìåíåíèåì ÷èñëà, ïëîèäíîñòè è ìàññû îòäåëüíûõ
ãåïàòîöèòîâ â ýòîì îðãàíå.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî íà 83 âçðîñëûõ êðûñàõ-ñàì-
öàõ (Wistar), ìàññà òåëà êîòîðûõ âàðüèðîâàëà îò 168 äî
390 ã. Îñíîâíîé ýêñïåðèìåíò ïðîâåäåí íà äâóõ ãðóïïàõ
êðûñ (ïî 5 æèâîòíûõ â êàæäîé), ìàññà òåëà êîòîðûõ áûëà
îäèíàêîâîé (310 � 10 è 295 � 8 ã). Îäíàêî àáñîëþòíàÿ è
îòíîñèòåëüíàÿ ìàññû ïå÷åíè â îäíîé ãðóïïå êðûñ ïðåâû-
øàëè ýòè ïîêàçàòåëè â äðóãîé ãðóïïå íà 31.8 (P k 0.0001)
è 34.6 (P k 0.0001) % ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ïëîèäíîñòè ãåïàòîöèòîâ, èçîëèðîâàííûõ èç ïå÷åíè è
îêðàøåííûõ ïî Ôåëüãåíó, èñïîëüçîâàëè àíàëèçàòîð èçîá-
ðàæåíèé (l = 546 íì), ñóõóþ ìàññó êëåòîê èçìåðÿëè ñ ïî-
ìîùüþ èíòåðôåðåíöèîííîãî ìèêðîñêîïà, à äîëþ ïàðåí-
õèìû îïðåäåëÿëè íà ñðåçàõ òêàíè ïå÷åíè, îêðàøåííûõ
ïèêðîñèðèóñîì. ×èñëî ãåïàòîöèòîâ â ïå÷åíè îïðåäåëÿëè
ïî ôîðìóëå N = P�R�f/M, ãäå N — êîëè÷åñòâî êëåòîê,
Ð — ñûðàÿ ìàññà ïå÷åíè, ã, R — äîëÿ ïàðåíõèìû (R =
= 1 — Q), Q — äîëÿ ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, f — êîýôôè-
öèåíò ïåðåõîäà îò ñûðîé ìàññû ìèîêàðäà ê ñóõîé, ñî-
ñòàâëÿþùèé, ïî íàøèì äàííûì, 0.273, Ì — ñðåäíÿÿ ñó-
õàÿ ìàññà 1 ãåïàòîöèòà, ïã (10–12 ã).

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàíî:
1) ñ óâåëè÷åíèåì ìàññû òåëà êðûñ àáñîëþòíàÿ ìàññà ïå-
÷åíè âîçðàñòàåò (r = 0.84, P k 0.00001), à åå îòíîñèòåëü-
íàÿ ìàññà ñíèæàåòñÿ (r = –0.35, P < 0.001); 2) ñóõàÿ ìàññà
ãåïàòîöèòà â ãðóïïå êðûñ ñ áîëåå âûñîêèìè çíà÷åíèÿìè
àáñîëþòíîé è îòíîñèòåëüíîé ìàññû ïå÷åíè â ñðåäíåì íà
30.6 % áîëüøå (P k 0.00001), ÷åì â ãðóïïå êðûñ ñ íèçêè-
ìè çíà÷åíèÿìè àáñîëþòíîé è îòíîñèòåëüíîé ìàññû ïå÷å-
íè; 3) êîëè÷åñòâî ãåïàòîöèòîâ â ïå÷åíè âçðîñëûõ êðûñ
ñ âûñîêèìè è íèçêèìè çíà÷åíèÿìè àáñîëþòíîé è îòíî-
ñèòåëüíîé ìàññ ïå÷åíè îäèíàêîâî è ñîñòàâëÿåò
1.76—1.77 ìëðä êëåòîê; 4) íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå
ðàçëè÷èÿ àáñîëþòíîé è îòíîñèòåëüíîé ìàññ ïå÷åíè êðûñ,
äîëÿ ãåïàòîöèòîâ ðàçëè÷íûõ êëàññîâ ïëîèäíîñòè è ñðåä-
íèå óðîâíè èõ ïëîèäíîñòè íå ðàçëè÷àëèñü.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 14-04-00730-à è 14-04-32378-ìîë_à).

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÍÓÊËÅÎÑÒÅÌÈÍÀ Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÐÅ-
ÏÐÎÃÐÀÌÌÈÐÎÂÀÍÈß IN SITU ÊËÅÒÎÊ ÏÈÃÌÅÍÒ-
ÍÎÃÎ ÝÏÈÒÅËÈß ÃËÀÇÀ ÏÐÈ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÑÅÒ-
×ÀÒÊÈ Ó ÂÇÐÎÑËÎÃÎ ÒÐÈÒÎÍÀ. © Þ. Â. Ìàðêèòàí-
òîâà, Ï. Ï. Àâäîíèí, Ý. Í. Ãðèãîðÿí. Èíñòèòóò áèîëîãèè
ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, yuliya.mark@
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Áåëêè ÿäðûøêà âîâëå÷åíû â ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ â ðàçíûõ áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåìàõ.

Äèíàìè÷åñêîå ñîñòîÿíèå ÿäðûøêà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
êðèòåðèåâ èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê â óñëîâèÿõ
ñòðåññà è ïàòîëîãèè, ÷òî ñâÿçàíî ñ âûñîêîé ïîäâèæ-
íîñòüþ è ñïîñîáíîñòüþ áåëêîâ ÿäðûøêà ê ìèãðàöèè â
íóêëåîïëàçìó. Èíòåðåñ ê èññëåäîâàíèþ ïðè ðåãåíåðàöèè
ñåò÷àòêè íèçøèõ ïîçâîíî÷íûõ ðîëè áåëêà ÿäðûøêà íóê-
ëåîñòåìèíà ïîìèìî ýòîãî ñâîéñòâà îáóñëîâëåí âûñîêèì
óðîâíåì åãî ýêñïðåññèè â ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ è
ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ. Ôóíêöèè íóêëåîñòåìèíà
ñâÿçàíû ñ áèîãåíåçîì ðèáîñîì, ðåãóëÿöèåé êëåòî÷íîãî
öèêëà è àïîïòîçà. Èçìåíåíèå õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ýòîãî
ãåíà ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü åãî â êà÷åñòâå ìàðêåðà íà-
ðÿäó ñ äðóãèìè äëÿ îöåíêè ñòåïåíè ïîíèæåíèÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòêè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ìîäåëè ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè
èç äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíò-
íîãî ýïèòåëèÿ (ÐÏÝ) âçðîñëîãî òðèòîíà (Urodela) âèäà
Pleurodeles waltl èññëåäîâàí õàðàêòåð ýêñïðåññèè íóêëåî-
ñòåìèíà ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ ÏÖÐ è èììóíîõèìèè
â ñîïîñòàâëåíèè ñ èçìåíåíèåì ìîðôîëîãèè êëåòîê, îöå-
íèâàåìîé ìåòîäàìè öèòîëîãèè, ñèíòåçà îáùåé ÐÍÊ,
îïðåäåëÿåìîãî ïî âêëþ÷åíèþ 3Í-óðèäèíà. ßäðî âèçóàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Hoechst 33342, à ÿäåðíóþ
ìåìáðàíó — ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ëàìèíó Â. Äèôôåðåí-
öèðîâàííûå êëåòêè ÐÏÝ âçðîñëîãî òðèòîíà ÿâëÿþòñÿ èñ-
òî÷íèêîì ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, ïîñëå óäàëåíèÿ êîòîðîé
ÐÏÝ ïîäâåðãàåòñÿ êîíâåðñèè. Â îñíîâå ýòîãî ïðîöåññà
ëåæèò ðåïðîãðàììèðîâàíèå ãåíîìà êëåòîê ÐÏÝ, â ðåçóëü-
òàòå ÷åãî îíè òåðÿþò ÷åðòû èñõîäíîé äèôôåðåíöèðîâêè
è ÷åðåç òðàíçèòíóþ ïîïóëÿöèþ íåéðîáëàñòîâ îáðàçóþò
âñå òèïû íåéðîíîâ è ãëèè ñåò÷àòêè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ïðîöåññ êîíâåðñèè êëåòîê ÐÏÝ è ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè
ñîïðîâîæäàåòñÿ èíòåíñèôèêàöèåé ñèíòåçà è ñîçðåâàíèÿ
ÐÍÊ, â ÷àñòíîñòè ðÐÍÊ. Â êëåòêàõ ðàííåãî ðåãåíåðàòà
ñåò÷àòêè òðèòîíà Pl. waltl îáíàðóæåíû èçìåíåíèå ÿäåð-
íî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîîòíîøåíèÿ, óâåëè÷åíèå ÷èñëà
è ðàçìåðîâ ÿäðûøåê è êîëè÷åñòâà ñèíòåçèðóåìîé ÐÍÊ.
Íàëè÷èå ìÐÍÊ è áåëêà íóêëåîñòåìèíà âûÿâëåíî â äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ íàòèâíîãî ÐÏÝ, à òàêæå â
êëåòêàõ ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ðàäóæêè è ýïèòåëèÿ õðóñ-
òàëèêà. Ðàíåå íà ìîäåëè ðåãåíåðàöèè õðóñòàëèêà òðèòîíà
âèäà Cynops pyrrhogaster äîêàçàíî ó÷àñòèå íóêëåîñòåìè-
íà â äåäèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê äîðñàëüíîé îáëàñòè ðà-
äóæêè, ÿâëÿþùèõñÿ èñòî÷íèêîì ðåãåíåðàöèè õðóñòàëèêà
ó âçðîñëûõ õâîñòàòûõ àìôèáèé (Maki et al., 2007). Äèíà-
ìèêà ðàñïðåäåëåíèÿ ìÐÍÊ ãåíà íóêëåîñòåìèíà ó òðèòîíà
Pl. waltl, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ íàìè c ïîìîùüþ ìåòîäîâ
ÏÖÐ, ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçðàñòàíèè òðàíñêðèïöèîííîé
àêòèâíîñòè ãåíà â ðåãåíåðèðóþùåé ñåò÷àòêå, ÷òî êîððå-
ëèðóåò ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè â ÿäðå êëåòêè.
Ñ ïðèìåíåíèåì êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé
ìèêðîñêîïèè áåëîê îáíàðóæåí â ÿäðûøêå è íóêëåîïëàç-
ìå êëåòîê ðåãåíåðàòà ñåò÷àòêè ñ ïðåèìóùåñòâåííûì íà-
êîïëåíèåì â ÿäðûøêå äåäèôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê
ÐÏÝ è íåéðîáëàñòàõ. Íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ðåãåíåðàöèè
ñåò÷àòêè áåëîê âûÿâëåí ïðåèìóùåñòâåííî â íóêëåîïëàç-
ìå è ó ÿäåðíîé ìåìáðàíû íåéðîíîâ. Ïðèñóòñòâèå â äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ÐÏÝ, èçìåíåíèå õàðàêòåðà ýê-
ñïðåññèè è ëîêàëèçàöèè íóêëåîñòåìèíà ïîñëå óäàëåíèÿ
ñåò÷àòêè ÿâëÿþòñÿ ïðåðåêâèçèòîì ñïîñîáíîñòè êëåòîê
ÐÏÝ ê êîíâåðñèè (ðåïðîãðàììèðîâàíèþ) è óêàçûâàåò íà
ó÷àñòèå íóêëåîñòåìèíà â ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè òðèòîíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 671



òû 14-04-00184 è 12-04-00186) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Æèâàÿ ïðèðîäà».

ÍÀÐÓØÅÍÈÅ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÎÉ ÎÐÃÀÍÈÇÀ-
ÖÈÈ ÌÀÊÐÎÍÓÊËÅÓÑÀ ÈÍÔÓÇÎÐÈÈ PARAMECIUM
MULTIMICRONUCLEATUM, ÇÀÐÀÆÅÍÍÎÃÎ ÏÎ-
ÄÂÈÆÍÛÌ ÝÍÄÎÍÓÊËÅÎÁÈÎÍÒÎÌ TRICHORI-
CKETTSIA MOBILIS. © Ò. È. Ìèðîíîâ, Ê. À. Áåíêåí,
Å. Â. Ñàáàíååâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíè-
âåðñèòåò.

Â ìàêðîíóêëåóñàõ (Ìà) íåêîòîðûõ êëîíîâ èíôóçîðèè
Paramecium multimicronucleatum îáèòàåò ïîäâèæíàÿ áàê-
òåðèÿ Trichorickettsia mobilis, àêòèâíî ïåðåìåùàþùàÿñÿ
âíóòðè ÿäðà áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ìíîãî÷èñëåííûõ æãóòè-
êîâ. Ìîðôîëîãèÿ Ìà çàðàæåííûõ êëåòîê áûëà èññëåäîâà-
íà ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé (êîíòðàñò Íîìàðñêîãî è îêðàøè-
âàíèå ïî Ô¸ëüãåíó), êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþ-
ùåé (îêðàøèâàíèå DAPI è ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûì
ôàëëîèäèíîì) è òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè. Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé
ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè áàêòåðèè â ÿäðå âûÿâëÿëè
ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ñ âèäîñïå-
öèôè÷íûì çîíäîì. Ïðèñóòñòâèå ïîäâèæíûõ áàêòåðèé â
Ìà ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ â íåì ëàêóí, ñâîáîäíûõ îò
õðîìàòèíà è ÿäðûøåê. Â òî æå âðåìÿ áàêòåðèè ìîãóò íà-
õîäèòüñÿ è âíå ïîëîñòåé Ìà, ïðè÷åì ÷àñòî âáëèçè áàêòå-
ðèé íàáëþäàþòñÿ ñòðóêòóðû, êîòîðûå ìîæíî òðàêòîâàòü
êàê òðàíñêðèïöèîííûå åäèíèöû, îáû÷íî íåçàìåòíûå â
íåçàðàæåííûõ Ìà. Îáðàáîòêà êëåòîê ôëóîðåñöåíòíî ìå-
÷åííûì ôàëëîèäèíîì ïðîäåìîíñòðèðîâàëà èçìåíåíèå
õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà â çàðàæåííûõ ÿäðàõ, â
öåëîì ñîîòâåòñòâóþùåå êàðòèíàì, ïîëó÷åííûì ñ ïî-
ìîùüþ îêðàøèâàíèÿ DAPI. Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ëîêàëüíîé ðàçáîðêå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìàêðî-
íóêëåóñà, âûçâàííîé ïðèñóòñòâèåì ïîäâèæíûõ áàêòåðèé.
Íàëè÷èå ïîëîñòåé â Ìà íàáëþäàëîñü ðàíåå èñêëþ÷èòåëü-
íî â ÿäðàõ èíôóçîðèè P. caudatum, èíôèöèðîâàííûõ áàê-
òåðèÿìè Nonospora macronucleata, è íåõàðàêòåðíî äëÿ çà-
ðàæåíèÿ Ìà ïàðàìåöèé áàêòåðèÿìè ðîäà Holospora.

ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÜ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈß ÐÍÊ-ÑÂßÇÛÂÀ-
ÞÙÅÃÎ ÊÐÀÑÈÒÅËß ÏÈÐÎÍÈÍÀ Y ÄËß ËÎÊÀËÈ-
ÇÀÖÈÈ È ÊÎËÈ×ÅÑÒÂÅÍÍÎÃÎ ÀÍÀËÈÇÀ ÐÍÊ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ ÌÅÒÎÄÀÌÈ ÑÎÂÐÅ-
ÌÅÍÍÎÉ ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈÈ. © A. À. Ìèðîíîâà,1

À. À. Êâèò,1, 2 Î. Â. Çàöåïèíà.1 1 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷å-
ñêîé õèìèè èì. àêàäåìèêîâ Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ-
÷èííèêîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, è 2 Âèñêîíñèíñêèé óíèâåðñèòåò
â Ìàäèñîíå, Âèñêîíñèí, ÑØÀ, zatsepina_olga@mail.ru

Ïèðîíèí Y (PY) îòíîñèòñÿ ê îäíèì èç íàèáîëåå èçâå-
ñòíûõ ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ êðàñèòåëåé, êîòîðûé øèðîêî
èñïîëüçóåòñÿ â ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Îäíàêî
îáëàñòü åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ ÐÍÊ ìåòîäàìè
ìèêðîñêîïèè îñòàåòñÿ ïîêà âåñüìà îãðàíè÷åííîé, ÷òî
ñâÿçàíî ñ îòñóòñòâèåì îáùåïðèíÿòûõ ïîäõîäîâ äëÿ îêðà-
øèâàíèÿ êëåòîê è óñëîâèé èõ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëè-
çà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðèìåðå êëåòîê HeLa ìû îïòè-
ìèçèðîâàëè óñëîâèÿ îêðàøèâàíèÿ êëåòîê PY, êîòîðûå
ïîçâîëÿþò âûÿâëÿòü ÐÍÊ ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé è
êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèè. Ñîãëàñíî íàøèì
ðåçóëüòàòàì, îïòèìàëüíûì ôèêñàòîðîì äëÿ âûÿâëåíèÿ

âíóòðèêëåòî÷íîé ÐÍÊ ÿâëÿþòñÿ ñìåñü ëåäÿíîé óêñóñíîé
êèñëîòû è ìåòàíîëà è íèçêàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ
(0.25—0.5 ìêã/ìë), êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò ïðåäîòâðàòèòü åãî
ñâÿçûâàíèå ñ ÄÍÊ âíå çàâèñèìîñòè îò ñðîêîâ èíêóáàöèè
ñ êðàñèòåëåì. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ñâÿçàííûé PY ëåãêî îòìûâà-
åòñÿ â áóôåðàõ (íàïðèìåð, â ñòàíäàðòíîì ôîñôàòíîì áó-
ôåðå), à åãî ôëóîðåñöåíöèÿ ãàñèòñÿ ïðè ïîìåùåíèè êëå-
òîê â çàëèâî÷íóþ ñðåäó (íàïðèìåð, â Ìîâèîë), ìû àíàëè-
çèðîâàëè êëåòêè â ïðèñóòñòâèè êðàñèòåëÿ, èñïîëüçóÿ
êîíôîêàëüíûé ëàçåðíûé ìèêðîñêîï LSM510 DuoMeta
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè ëàçå-
ðîì ñ äëèíîé âîëíû 514 íì, ðåãèñòðàöèþ èçîáðàæåíèé
ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ äëèííîâîëíîâîãî ïðîïóñêàþ-
ùåãî ôèëüòðà LP530. Â ïðåäëàãàåìûõ óñëîâèÿõ PY ìî-
æåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàí äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî êîëè÷å-
ñòâåííîãî àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ â ðàçíûõ êîìïàðò-
ìåíòàõ êëåòêè, âêëþ÷àÿ ÿäðûøêè, à òàêæå â ðàçíûõ
îáðàçöàõ. Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ ïðåä-
ïîëàãàåò îöåíêó èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè PY, êîòî-
ðóþ ìîæíî ïðîèçâîäèòü, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììíîå îáåñïå-
÷åíèå ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/download.html). Âîç-
ìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ PY äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâåííîãî
ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ áûëà ïîäòâåðæäåíà íà êëåòêàõ HeLa ñ
ïîìîùüþ èõ îáðàáîòêè ÐÍÊàçîé A, à òàêæå ïóòåì èíêó-
áàöèè êëåòîê ñ èíãèáèòîðîì ñèíòåçà ÐÍÊ àêòèíîìèöè-
íîì Ä (0.1 ìêã/ìë, 15 ìèí—4 ÷). Ïðè ÷àñòè÷íîì (íà êî-
ðîòêèå ñðîêè îáðàáîòêè) è ïîëíîì (÷åðåç 1 ÷) ïîäàâëåíèè
ñèíòåçà ÐÍÊ àêòèíîìèöèíîì Ä ñîäåðæàíèå ÿäðûøêîâîé
ÐÍÊ äîñòîâåðíî óìåíüøàëîñü â õîðîøåì ñîîòâåòñòâèè ñ
áèîõèìè÷åñêèìè äàííûìè î âëèÿíèè àêòèíîìèöèíà Ä íà
ñèíòåç ÐÍÊ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ (Perry, Kelley,
1970; Yung et al., 1990). Â ðàáîòå îáñóæäàþòñÿ ôàêòîðû,
âëèÿþùèå íà òî÷íîñòü èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ â ÿä-
ðûøêàõ, âêëþ÷àÿ ñòàáèëüíîñòü ðàáîòû ëàçåðà, êîíöåíò-
ðàöèþ êðàñèòåëÿ, ïëîòíîñòü ïîñàäêè êëåòîê íà ñóáñòðàòå
è ñïîñîáû ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè êîìïüþòåðíûõ
èçîáðàæåíèé. Ñîãëàñíî íàøèì îöåíêàì, îøèáêà îïðåäå-
ëåíèÿ ÐÍÊ â ÿäðûøêàõ è êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ PY è êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ñîñòàâëÿåò 20—30 %. Ðàçðàáî-
òàííûé ïîäõîä ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ àíàëèçà ÐÍÊ
â îáúåêòàõ, òðóäíîäîñòóïíûõ èëè íåäîñòóïíûõ äëÿ áèî-
õèìè÷åñêîãî àíàëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÍÔ
(ïðîåêò 14-34-00033).

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÑÅÌÅÍÍÈÊÎÂ,
ÑÏÅÐÌÀÒÎ- È ÑÏÅÐÌÈÎÃÅÍÅÇ Ó ÌÎÐÑÊÎÃÎ ÌÎË-
ËÞÑÊÀ LITTORINA SAXATILIS. © Í. À. Ìèõàéëîâà,1, 2

C. Þ. Äåìèí,1 À. È. Ãðàíîâè÷.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, natmik@mail.ru, è 2 Áèîëîãè÷å-
ñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà.

Ñ ïîìîùüþ ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé ìåòîäîì
DIC âïåðâûå ïðîâåäåíî äåòàëüíîå îïèñàíèå ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè ãîíàäû ïîëîâîçðåëûõ ñàìöîâ ìîëëþñêà Lit-
torina saxatilis (Olivi, 1792). Íåïàðíûé ñåìåííèê ðàñïîëà-
ãàåòñÿ âäîëü ïðîòîêîâ ïå÷åíè è èìååò äîëü÷àòîå ñòðîå-
íèå. Ïîêàçàíî, ÷òî îâîèäíûå äîëüêè, èëè ëîáóëû, ãîíàäû
ðàçìåðîì 0.2—0.4 ìì, ñîáèðàþòñÿ â áîëåå êðóïíûå äîëè
(1—2 ìì). Äîëü÷àòûå ñòðóêòóðû ïðîíèçàíû ëîáóëÿðíû-
ìè êàíàëüöàìè, ÷åðåç êîòîðûå âûâîäÿòñÿ ñîçðåâàþùèå
ñïåðìàòîçîèäû â öåíòðàëüíóþ ïîëîñòü ñåìåííèêà. Ïî-

672 XVII Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì «Ñòðóêòóðà è ôóíêöèè êëåòî÷íîãî ÿäðà»



ëîñòü ãîíàäû ïåðåõîäèò â ñåìÿïðîâîä è ñåìÿâûíîñÿùèé
êàíàë. Ëîáóëû àðìèðîâàíû òðåõìåðíîé ñåòüþ èç óäëè-
íåííûõ êëåòîê ñ ìåëêèìè ÿäðàìè è ìíîãî÷èñëåííûìè
ïó÷êàìè ìèêðîôèëàìåíòîâ â öèòîïëàçìå. Äîëè çðåëîé
ãîíàäû çàïîëíåíû öèñòàìè, ñîäåðæàùèìè èëè ñïåðìàòî-
ãîíèè, èëè ñïåðìàòîöèòû, èëè äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ
ñïåðìèè. Òàêîé òèï îðãàíèçàöèè ñåìåííèêîâ L. saxatilis
íàìè áûë îïðåäåëåí è íàçâàí ëîáóëÿðíî-öèñòíûì.

Äèôôåðåíöèðîâêà öèñò L. saxatilis ñõîäíà ñ àíàëîãè÷-
íûì ïðîöåññîì, ïðîòåêàþùèì â ñåìåííèêàõ Drosophila
melanogaster, ÷òî ïîçâîëèëî èñïîëüçîâàòü òåðìèíîëîãè-
÷åñêèé àïïàðàò, õîðîøî ðàçðàáîòàííûé äëÿ ýòîãî ìîäå-
ëüíîãî îáúåêòà (http://flybase.org/static_pages/termlink.
html).

Ïî íàøèì äàííûì, ðàçâèòèå öèñò ó L. saxatilis íà÷è-
íàåòñÿ ñ ôîðìèðîâàíèÿ ãîíèîáëàñòíîé öèñòû, êîòîðàÿ ñî-
ñòîèò èç öèñòíîé êëåòêè ñîìàòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
è ïåðâè÷íîãî ñïåðìàòîãîíèÿ. Â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè
ïåðâè÷íûé ñïåðìàòîãîíèé òàêîé öèñòû ïðåòåðïåâàåò
ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíûõ ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé, ôîðìèðóÿ
ìíîãîêëåòî÷íóþ ñïåðìàòîãîíèàëüíóþ öèñòó. Çàâåðøå-
íèå ïðåäìåéîòè÷åñêîãî ðàóíäà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ôîðìè-
ðóåò öèñòû èíòåðôàçíûõ ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ.
Âñòóïëåíèå êëåòîê â ìåéîç ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ñíà÷à-
ëà ìåéîòè÷åñêèõ öèñò ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, çàòåì
èíòåðôàçíûõ è ìåéîòè÷åñêèõ öèñò âòîðè÷íûõ ñïåðìàòî-
öèòîâ. Ïî çàâåðøåíèè ìåéîçà îáðàçóþòñÿ ñïåðìàòèäíûå
öèñòû, â êîòîðûõ îñóùåñòâëÿþòñÿ ìíîãîýòàïíûå ïðî-
öåññû ñïåðìàòî- è ñïåðìèîãåíåçà. Ãðàíèöåé ìåæäó ýòèìè
ãåíåçèñàìè ñëóæèò íà÷àëî ïðîöåññà ýëîíãàöèè ÿäåð ñïåð-
ìàòèä. Ñ ýòîãî ìîìåíòà, â òîì ÷èñëå è ïî óëüòðàñòðóêòóð-
íûì äàííûì (Buckland-Nicks, 1973), ïðèíÿòî îòñ÷èòû-
âàòü íàñòóïëåíèå ñïåðìèîãåíåçà ó ëèòòîðèíèä. Äèñêðè-
ìèíàöèþ ýòàïîâ ñîçðåâàíèÿ ñïåðìèåâ ìû ïðîâîäèëè íà
îñíîâàíèè ïàòòåðíîâ ÿäåðíîãî õðîìàòèíà, èñïîëüçóÿ êàê
ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ, òàê è öèòîõèìè÷åñêèå èññëå-
äîâàíèÿ ñïðýäîâ ñïåðìàòèäíûõ öèñò, ïîëó÷åííûõ ìåòî-
äîì âûñîêîãî äàâëåíèÿ (250 êã/ñì2). Ïî ýòèì õàðàêòåðè-
ñòèêàì ìû âûäåëèëè ïÿòü ñòàäèé ñïåðìàòîãåíåçà è ñåìü
ñòàäèé ñïåðìèîãåíåçà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò êàê ìèíèìóì î øåñòè öèêëàõ äåêîíäåíñàöèè—êîí-
äåíñàöèè õðîìàòèíà â õîäå ñîçðåâàíèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ.
Ïîñëåäíèå ýòàïû ñîçðåâàíèÿ ñïåðìû ïðîõîäÿò âíå öèñò,
â ïîëîñòè ãîíàäû è ïîëîâûõ ïðîòîêàõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
öèñòû ñ äåãðàäèðóþùèìè àïîïòîòè÷åñêèìè ÿäðàìè âû-
áðàñûâàþòñÿ â ïîëîñòü ãîíàäû âìåñòå ñî ñïåðìîé. Òàêèå
öèñòû ðàíåå ïîëó÷èëè íàçâàíèå ïàðàñïåðìàòîçîèäîâ
(Reid, 1996), èì îòâîäèòñÿ ïèòàþùàÿ ôóíêöèÿ, âàæíàÿ
äëÿ ñîçðåâàíèÿ íîðìàëüíîé ñïåðìû.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäî-
âàíèÿ ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-10195-ê, 12-04-00312-à).

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ ÁÅËÊÎÂ ßÄÅÐÍÎÃÎ
ÌÀÒÐÈÊÑÀ Â ÑÎÑÒÀÂÅ ÎÊÎËÎßÄÐÛØÊÎÂÎÃÎ
ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ. © Ì. È. Ìóðàøåâà, Þ. Ñ. ×åíöîâ. Êàôåä-
ðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè áèîëîãè÷åñêîãî ôà-
êóëüòåòà Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, marinak-@mail.ru

Äëÿ ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèï-
öèè õðîìàòèíà â ÿäðå òðåáóåòñÿ êàðêàñíàÿ ñèñòåìà, êîòî-
ðàÿ áóäåò ñëóæèòü äëÿ îáúåäèíåíèÿ âñåõ ÿäåðíûõ êîìïî-
íåíòîâ — õðîìàòèíà, ÿäðûøêà è ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Òà-
êîé ñòðóêòóðîé ÿâëÿåòñÿ ÿäåðíûé áåëêîâûé ìàòðèêñ
(ßÁÌ) — ãåòåðîãåííûé êîìïîíåíò, êîòîðûé âûÿâëÿåòñÿ
ïîñëå ýêñòðàêöèè èç ÿäðà ÄÍÊ, ÐÍÊ è âñåõ ãèñòîíîâ
(Zbarsky, Georgiev, 1959; Georgiev, Chentsov, 1962).
Â ñòðóêòóðíîì îòíîøåíèè ßÁÌ ïðåäñòàâëåí âíóòðèÿäåð-
íîé áåëêîâîé ñåòüþ, îñòàòî÷íûìè ÿäðûøêàìè è ëàìèíîé
è èãðàåò áîëüøîå çíà÷åíèå â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçà-
öèè ñèíòåçà ÄÍÊ è ÐÍÊ â èíòåðôàçíîì ÿäðå (Iarovaia, Ra-
zin, 1983). Ñóùåñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî â ñîñòàâ ßÁÌ
âõîäÿò áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ïðîöåññàõ ðåïëèêàöèè è
òðàíñêðèïöèè, â ôîðìèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ óðîâíåé îðãà-
íèçàöèè ÄÍÊ, èãðàþùèõ âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî îòâåòà ïðè àêòèâàöèè îíêîãåííûõ ôàêòîðîâ
è ò. ä. (Grisendi et al., 2005; Naoe et al., 2006; Yung, 2007).
Îêàçàëîñü, ÷òî ßÁÌ ìëåêîïèòàþùèõ ñîäåðæèò îêî-
ëî 300 áåëêîâ, íî ëèøü íåêîòîðûå èç íèõ âûäåëåíû è
îõàðàêòåðèçîâàíû (Mika, Rost, 2005). Â íàøåé ðàáîòå
èñïîëüçîâàíû ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê Â23 è ôèá-
ðèëëàðèíó, ëîêàëèçóþùèìñÿ, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû,
èñêëþ÷èòåëüíî â èíòåðôàçíûõ ÿäðûøêàõ, à òàêæå àóòî-
èììóííûå àíòèòåëà ê áåëêàì ñ ìîë. ìàññàìè 27, 38, 40, 50
è 65 êÄà, ïîëó÷åííûì èç ñûâîðîòîê áîëüíûõ àóòîèììóí-
íûìè çàáîëåâàíèÿìè. Çàäà÷åé ðàáîòû ÿâëÿëîñü îïèñàòü
ëîêàëèçàöèþ áåëêîâ â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ íåîáðàáîòàí-
íûõ êëåòîê è â ßÁÌ, èñïîëüçóÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíûå
ìåòîäû. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êëåòêè êóëüòó-
ðû ÑÏÝÂ (ïî÷êè ýìáðèîíà ñâèíüè). Ñûâîðîòêè áûëè ïî-
ëó÷åíû îò áîëüíûõ àóòîèììóííûìè çàáîëåâàíèÿìè èç
Èíñòèòóòà ðåâìàòîëîãèè (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Äëÿ âûÿâëå-
íèÿ áåëêîâ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà èç êëåòîê ýêñòðàãèðîâàëè
ÄÍÊ, ÐÍÊ è âñå ãèñòîíû. Â íàøåé ðàáîòå íà èíòàêòíûõ
èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë ê áåëêàì ôèáðèëëàðèíó è Â23 áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáà
áåëêà â ÿäðå ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî âñåìó ÿä-
ðûøêó. Âìåñòå ñ òåì â ßÁÌ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê áåëêó
ôèáðèëëàðèíó îêðàøèâàåòñÿ âñå îñòàòî÷íîå ÿäðûøêî, à ñ
ïîìîùüþ àíòèòåë ê Â23 èíòåíñèâíî îêðàøèâàåòñÿ ëèøü
åãî ïåðèôåðèÿ, òàì, ãäå äî ýêñòðàêöèè ÄÍÊ íàõîäèëñÿ
îêîëîÿäðûøêîâûé õðîìàòèí. Âîçìîæíî, ÷òî ëîêàëèçà-
öèÿ ýòèõ áåëêîâ â îñòàòî÷íîì ÿäðûøêå òåñíî ñâÿçàíà ñ
ðàçëè÷èÿìè â ôóíêöèÿõ. Òàê, ôèáðèëëàðèí ñâÿçàí ñ
ïðåïðîöåññèíãîì ðÐÍÊ, à Â23, íàçûâàåìûé ìíîãîôóíê-
öèîíàëüíûì, ñèãíàëüíûì áåëêîì, îòâå÷àåò çà ìíîãèå
ðåãóëÿòîðíûå ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå â ãåíîìå êëåòîê. Â
òî âðåìÿ êàê ôóíêöèè áåëêîâ ÿäðûøåê âûçûâàþò áîëü-
øîé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé, íåÿäðûøêîâûå áåëêè èçó-
÷åíû ìàëî (Earnshaw, Bernat, 1991; Dundr et al., 1997). Â
íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ âñå èçó÷åííûå íàìè áåëêè ñ
ìîë. ìàññàìè 27, 38, 40, 50 è 65 êÄà ëîêàëèçîâàíû íà ïå-
ðèôåðèè èíòåðôàçíûõ ÿäðûøåê â çîíå îêîëîÿäðûøêîâî-
ãî õðîìàòèíà, à òàêæå â êàðèîïëàçìå â âèäå íåáîëüøèõ
ñêîïëåíèé èëè ãðàíóë. Â ßÁÌ áåëêè ñ ìîë. ìàññàìè 27
è 38 êÄà ëîêàëèçóþòñÿ òîëüêî íà ïåðèôåðèè îñòàòî÷íûõ
ÿäðûøåê òàì, ãäå äî ýêñòðàêöèè ÄÍÊ íàõîäèëñÿ îêîëîÿä-
ðûøêîâûé õðîìàòèí. Áåëêè ñ ìîë. ìàññàìè 40, 50 è
65 êÄà íå òîëüêî ñîäåðæàòñÿ íà ïåðèôåðèè îñòàòî÷íûõ
ÿäðûøåê, íî è îáðàçóþò âíóòðåííþþ áåëêîâóþ ñåòü ìàò-
ðèêñà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âñå èññëåäóåìûå áåëêè èìå-
þò êîëîêàëèçàöèþ â ïåðèôåðè÷åñêîé çîíå îñòàòî÷íûõ
ÿäðûøåê ßÁÌ, ãäå äî ýêñòðàêöèè íàõîäèëñÿ îêîëîÿä-
ðûøêîâûé õðîìàòèí.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 673



Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî
áåëêè ßÁÌ ñ ìîë. ìàññàìè 27, 38, 40, 50 è 65 êÄà è áåëîê
Â23 âõîäÿò â ñîñòàâ îêîëîÿäðûøêîâîãî õðîìàòèíà, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ îñîáûì õðîìîñîìíûì ãåòåðîõðîìàòèíîâûì äîìå-
íîì, ñâÿçàííûì íå òîëüêî ñ ñèíòåçîì ðèáîñîìíûõ ÐÍÊ.

ÏÐÎÁËÅÌÛ ÌÈÊÐÎÕÈÐÓÐÃÈÈ ÅÄÈÍÈ×ÍÎÉ ÊËÅÒ-
ÊÈ È ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈÈ ßÄÅÐ. ÄÎÑÒÈÆÅÍÈß È
ÏÅÐÑÏÅÊÒÈÂÛ. © Â. À. Íèêèòèí,1, 2 Å. Å. Ôåñåíêî.1
1 Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, vnikitin2001@ramb-
ler.ru, è 2 Èíñòèòóò áèîëîãè÷åñêîãî ïðèáîðîñòðîåíèÿ
ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Ïðîáëåìà ðåêîíñòðóêöèè êëåòêè ìåòîäàìè êëåòî÷-
íîé èíæåíåðèè — îäíà èç öåíòðàëüíûõ â áèîëîãèè, òàê
êàê ïîçâîëÿåò ïîäîéòè ê ðåøåíèþ ðÿäà ïðèíöèïèàëüíûõ
âîïðîñîâ áèîëîãèè ðàçâèòèÿ è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè,
àêòèâíî âìåøèâàòüñÿ â ðàçâèòèå êëåòîê, îðãàíîâ è òêà-
íåé. Îäíî èç íàèáîëåå âàæíûõ óñëîâèé ýôôåêòèâíîé è
óñïåøíîé ðàáîòû ñ åäèíè÷íîé êëåòêîé — íåîáõîäèìîñòü
ñâåñòè ê ìèíèìóìó ëþáûå åå ïîâðåæäåíèÿ íà âñåõ ýòàïàõ
ìàíèïóëÿöèé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îñîáîå âíèìàíèå óäå-
ëÿåòñÿ àíàëèçó âîçìîæíûõ èñòî÷íèêîâ ïîâðåæäåíèé êëå-
òîê è îðãàíåëë ïðè ïåðåñàäêå ÿäåð è ñîçäàíèþ ìåòîäîâ è
ïðèáîðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ñâåäåíèå ïîâðåæäåíèé ïðè
ìèêðîõèðóðãèè ê ìèíèìóìó. Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ óñïåõà
îïåðàöèè ïåðåñàäêè ÿäåð âàæåí ïðàâèëüíûé âûáîð ìåñòà
ïðîêîëà ìåìáðàíû åäèíè÷íîé êëåòêè. Óñòàíîâëåíî îï-
òèìàëüíîå âðåìÿ ìèêðîõèðóðãè÷åñêèõ ìàíèïóëÿöèé. Ñî-
çäàíà ñïåöèàëüíàÿ ìèêðîïèïåòêà äëÿ ïåðåñàäêè ÿäåð,
ïîçâîëÿþùàÿ ëåãêî ïðîéòè ÷åðåç zona pellucida ïðè êëî-
íèðîâàíèè ýìáðèîíîâ, íå äåôîðìèðóÿ âñþ êëåòêó. Ïåð-
ôîðàöèè ñ ïîìîùüþ òàêîé ìèêðîïèïåòêè ïîëó÷àþòñÿ
ùåëåâûìè è áûñòðî ðåïàðèðóåìûìè. Ñîçäàíà òàêæå ñïå-
öèàëüíàÿ ìèêðîêàìåðà îòêðûòîãî òèïà, ïîçâîëèâøàÿ ðà-
áîòàòü ñ ìèêðîèíñòðóìåíòàìè ïðÿìîãî òèïà ïðè ìàêñè-
ìàëüíîì óâåëè÷åíèè îïòè÷åñêîãî ìèêðîñêîïà. Ðàçðàáî-
òàí è óñïåøíî ïðèìåíåí íîâûé ìåòîä óäåðæèâàíèÿ
êëåòêè, îïòèìèçèðóþùèé ýòîò ïðîöåññ çà ñ÷åò èñïîëüçî-
âàíèÿ êàïèëëÿðíûõ ñèë ìèêðîïðèñîñêè-äåðæàòåëÿ. Ïðåä-
ñòàâëåíà òàêæå ñîçäàííàÿ íàìè îñîáàÿ ìèêðîïèïåòêà,
êàïñóëà-äåðæàòåëü, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé ìîæíî ôèêñèðî-
âàòü ðàííèé ýìáðèîí âîîáùå áåç èñïîëüçîâàíèÿ îòðèöà-
òåëüíîãî äàâëåíèÿ.
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ãè÷åñêîãî èíñòèòóòà (Òåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà).

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 ñî
ìíîãèìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè, ÿäåðíûìè ðå-
öåïòîðàìè è áåëêàìè ñåìåéñòâà hnRNP. Èçìåíåíèå óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè Actn4 íàáëþäàåòñÿ â íåêîòîðûõ òèïàõ îïó-
õîëåé, ÷òî, ïî âñåé âèäèìîñòè, îïîñðåäîâàíî åãî âëèÿíè-

åì íà ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè êëåòîê. Íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü åñòü äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì,
÷òî èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè Actn4 âëèÿåò íà ýêñï-
ðåññèþ ðÿäà NF-kB-çàâèñèìûõ ãåíîâ (MMP3 è MMP1).
Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâàöèÿ NF-kB ìîæåò âûïîëíÿòü ïðè
ýòîì äâîÿêóþ ðîëü â ðàçâèòèè îïóõîëåâîãî ïðîöåññà.
Ñ îäíîé ñòîðîíû, NF-kB êàê êëþ÷åâîé ýëåìåíò èììóí-
íîé ñèñòåìû ñïîñîáñòâóåò ýëèìèíàöèè òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê ÷åðåç àêòèâàöèþ öèòîòîêñè÷åñêèõ êëåòîê
èììóííîé ñèñòåìû (Disis, 2010). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïî-
ñòîÿííàÿ àêòèâàöèÿ NF-kB ìîæåò ïðèâîäèòü ê óñèëåíèþ
ýêñïðåññèè àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ è ñïîñîáñòâîâàòü,
òàêèì îáðàçîì, âûæèâàíèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
(Hoesel, Schmid, 2013). Êðîìå òîãî, àêòèâàöèÿ NF-kB ìî-
æåò ñòèìóëèðîâàòü ðàñïðîñòðàíåíèå îïóõîëè ÷åðåç ðåãó-
ëÿöèþ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíîãî ïåðåõîäà è ìåòà-
ñòàçèðîâàíèÿ, êîòîðûå ÷àñòî àññîöèèðîâàíû ñ óñèëåíèåì
ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðî-
òåèíàçû (Huber et al., 2004).

Òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïðèáëèçèòüñÿ ê ïîíèìàíèþ
òîãî, êàêóþ ðîëü Actn4 âûïîëíÿåò â ïðîöåññå îíêîãåíåçà,
ó÷àñòâóÿ â àêòèâàöèè NF-kB, ìû ïîñòàâèëè ðÿä çàäà÷.
1. Âûÿñíèòü, ÿâëÿåòñÿ ëè êîàêòèâàöèÿ NF-kB ñëåäñòâèåì
ïðÿìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ Actn4 è ð65/RelA íà ïðîìîòîðàõ
ðåãóëèðóåìûõ ãåíîâ. Ïðîâåäåíî âûäåëåíèå êîìïëåêñîâ
RelA/p65 ñ õðîìàòèíîì (ó÷àñòêàìè ïðîìîòîðîâ
NF-kB-ðåãóëèðóåìûõ ãåíîâ — MMP-3, TNC è BAX),
îïðåäåëåíî ïðèñóòñòâèå â íèõ RelA/p65, Actn4 è ÄÍÊ.
2. Îïðåäåëèòü ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ Actn4 ñ ïðîìî-
òîðàìè, ñîäåðæàùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü kB, è âëèÿíèÿ
íà NF-kB-çàâèñèìóþ òðàíñêðèïöèþ. Ïîëó÷åíà ðåïîðòåð-
íàÿ êîíñòðóêöèÿ íà îñíîâå ãåíà EGFP ïîä êîíòðîëåì
ïðîìîòîðà ãåíà MMP3 è ñîçäàíà ïîñòîÿííàÿ êëåòî÷íàÿ
ëèíèÿ, ñîäåðæàùàÿ äàííóþ êîíñòðóêöèþ. Ïî óðîâíþ
ôëóîðåñöåíöèè áåëêà EGFP îïðåäåëÿëè ó÷àñòèå Actn4 â
êîàêòèâàöèè NF-kB-çàâèñèìîé òðàíñêðèïöèè ãåíà
MMP3. 3. Òàê êàê àêòèâàöèÿ NF-kB âî ìíîãîì àíòàãîíè-
ñòè÷íà àêòèâàöèè îíêîñóïðåññîðà ð53, ìû ðåøèëè îïðå-
äåëèòü óðîâåíü ýêñïðåññèè ð53-çàâèñèìûõ ãåíîâ, ñàìîãî
ð53 è åãî Å3-óáèêâèòèíëèãàçû MDM2 â óñëîâèÿõ ñâåðõ-
ýêñïðåññèè NF-kB è ñâåðõýêñïðåññèè NF-kB â êîìáèíà-
öèè ñî ñâåðõýêñïðåññèåé èëè ïîäàâëåíèåì Actn4.

Ðåøåíèå ïîñòàâëåííûõ çàäà÷ ïîçâîëèò ïðèáëèçèòü
íàøå ïîíèìàíèå òîãî, êàêîâû èñòèííûå ôóíêöèè Actn4 â
òåõ óñëîâèÿõ, êîãäà åãî ñâåðõýêñïðåññèÿ ïðèâîäèò ê èç-
ìåíåíèþ ýêñïðåññèè NF-kB-çàâèñèìûõ ãåíîâ, à èìåííî
òîãî, âûïîëíÿåò îí ôóíêöèþ ïîëîæèòåëüíîãî èëè íåãà-
òèâíîãî ôàêòîðà â ïðîöåññå îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-32194-mol.a, 14-04-01910-à è 13-04-00497-à) è
ïðîãðàììû ïî ïðèâëå÷åíèþ âåäóùèõ ó÷åíûõ â ðîññèé-
ñêèå âóçû (11.G34.31.0069 è 14.B25.310013).

ÏÐÎÁËÅÌÀ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÄÍÊ Â ÁÈÎËÎÃÈÈ È
ÌÅÄÈÖÈÍÅ. © Î. È. Ïîäãîðíàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
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Ôàêò ïðèñóòñòâèÿ â æèäêîñòÿõ ýóêàðèîò öèðêóëèðó-
þùåé ÄÍÊ (öêÄÍÊ) äîêóìåíòèðîâàí äàâíî, îäíàêî
ïðîáëåìà ñèëüíî äèñêðåäèòèðîâàíà ïîëèòè÷åñêèìè îá-
ñòîÿòåëüñòâàìè. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîñëå ÷òåíèÿ ãåíîìîâ
ñòàëî âîçìîæíûì îñâåùåíèå ïðîáëåìû öêÄÍÊ ñ íî-
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âîé ñòîðîíû. Èñòî÷íèêîì öêÄÍÊ â îðãàíèçìå ÿâëÿþòñÿ
ìèêðîâåçèêóëû àêòèâèðîâàííûõ êëåòîê, ýêçîñîìû ïîêîÿ-
ùèõñÿ êëåòîê è íåïðåðûâíî èäóùèé àïîïòîç, êîòîðûé
óñèëèâàåòñÿ ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ. Â öêÄÍÊ
âûäåëÿþò âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ ôðàêöèþ (îêîëî
7 ò. ï. í.) è íèçêîìîëåêóëÿðíóþ, èëè íóêëåîñîìíóþ,
ôðàêöèþ (îêîëî 200 ï. í.). ÖêÄÍÊ çàùèùåíà îò äåãðàäà-
öèè áåëêîâî-ëèïèäíûì êîìïëåêñîì. Ïðè èíäóöèðîâàí-
íîì àïîïòîçå öêÄÍÊ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê îáåäíåíà
LINE è öåíòðîìåðíûìè òàíäåìíûìè ïîâòîðàìè (ÒÏ),
îáîãàùåíà Alu è ïåðèöåíòðîìåðíûìè ÒÏ, ÷òî âèäíî êàê
ïî ðåçóëüòàòàì ñåêâåíèðîâàíèÿ, òàê è ïðè ôëóîðåñöåíò-
íîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH) ñ ïîìîùüþ çîíäîâ
öêÄÍÊ íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíàõ. Òà æå òåíäåíöèÿ íà-
áëþäàåòñÿ è â ïëàçìå êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ — îáîãà-
ùåíèå Alu (ïîâòîðû òèïà SINE) è îáåäíåíèå LINE. Èç
êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ãåííî-èíæåíåðíîé êîíñò-
ðóêöèåé ñ ýêñïðåññèåé õèòèíñâÿçûâàþùåãî äîìåíà, âû-
äåëèëè êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó áåç ðàçðóøåíèÿ ÿäðà. Â ÷èñ-
òîé ìåìáðàííîé ôðàêöèè ïîñëå ñåêâåíèðîâàíèÿ äîìèíè-
ðóåò ÄÍÊ ïåðèöåíòðîìåðíûõ ÒÏ ðàçìåðîì îêîëî
7 ò. ï. í. â êîìïëåêñå ñî ñïåöèàëüíîé ôîðìîé ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû II. Ãåíû òàêæå ïðèñóòñòâóþò â öêÄÍÊ. Â ïëàçìå
êðîâè áîëüíûõ ëåéêåìèåé èäåíòèôèöèðîâàí ìóòàíòíûé
ãåí ras, êîòîðûé è îòâå÷àåò çà ðàêîâîå ñîñòîÿíèå. Âåñü
ýêçîì ÷åëîâåêà â ïðîöåññå õèìè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ ðàêà
ïðîàíàëèçèðîâàí ïîñëå ñåêâåíèðîâàíèÿ. ÖêÄÍÊ ïëàçìû
êðîâè ñðàâíèëè ñ ÄÍÊ ðàêîâûõ êëåòîê, à òàêæå îáà îá-
ðàçöà ñ ÄÍÊ êëåòîê çàðîäûøåâîé ëèíèè. Òàê âûÿâèëè âñå
ìóòàöèè â êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ. Ñåëåêòèâ-
íîå äàâëåíèå õèìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà ðàêîâûå êëåò-
êè ïðèâîäèò ê ìóòàöèÿì è íàõîäèò ñâîå îòðàæåíèå â
öêÄÍÊ. Ñåêâåíèðîâàíèå öêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè îêàçàëîñü
äîñòîâåðíûì íåèíâàçèâíûì ìåòîäîì âûÿâëåíèÿ ìóòàöèé
è ïðîãíîçà ëå÷åíèÿ. Ïðèñóòñòâèå â öêÄÍÊ êîíêðåòíûõ
êëàññîâ ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå
ìàðêèðóþò è, âåðîÿòíî, îðãàíèçóþò ëàíäøàôò ýó- èëè ãå-
òåðîõðîìàòèíîâûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà, ïîçâîëÿåò ðåøèòü
îäèí èç êëþ÷åâûõ íåðåøåííûõ âîïðîñîâ òåîðèè ýâîëþ-
öèè — ïîÿâëåíèå ãëîáàëüíûõ ýâîëþöèîííûõ íîâøåñòâ,
íå ñâÿçàííûõ ñ òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè. Ïîâòîðû öêÄÍÊ
èìåþò âûñîêèé øàíñ áûòü çàõâà÷åííûìè â ïðîöåññå îïî-
ñðåäîâàííîãî ñïåðìàòîçîèäàìè ïåðåíîñà ÄÍÊ. Ìåòîä
îïîñðåäîâàííîãî ñïåðìàòîçîèäàìè ïåðåíîñà ÄÍÊ ðóòèí-
íî èñïîëüçóåòñÿ â âåòåðèíàðèè äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåí-
íûõ æèâîòíûõ. Ïîêàçàíî, ÷òî êîíñòðóêöèÿ íà îñíîâå
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ âèðóñíûì LTR è ãåíîì b-ãàëàêòîçè-
äàçû ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà ðîñòîâîãî ôàêòîðà áûêà, èíêó-
áèðîâàííàÿ ñî ñïåðìàòîçîèäàìè, ïðèâîäèò ê òðàíñôîðìà-
öèè 20 % ïîòîìñòâà êðîëèêà; äîëÿ òðàíñôîðìèðîâàííîãî
ïîòîìñòâà âîçðàñòàåò äî 100 % ïðè èíêóáàöèè ïëàçìèä-
íîé ÄÍÊ ñ DMSO è íàãðåâàíèè ñìåñè. Ïðè íåáëàãî-
ïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ âîçìîæíû ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà
îòäåëüíûõ êëàññîâ ïîâòîðîâ â öêÄÍÊ, èõ çàõâàò ñïåðìà-
òîçîèäàìè è «òðàíñôîðìàöèÿ» âñåãî ïîìåòà ðåãóëÿòîð-
íûìè ýëåìåíòàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê áîëåå ýôôåêòèâíîé ðà-
áîòå âñåãî ãåíîìà.
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îáðàçîâàíèÿ è èííîâàöèé â îáëàñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê
ÑêîëÒåõ, Ñêîëêîâî, PonomartsevSV@gmail.com, 3 Íàöèî-
íàëüíûé èíñòèòóò çäîðîâüÿ, Íàöèîíàëüíûé èíñòèòóò
ðàêà, Áåòåñäà, ÑØÀ, è 4 Öåíòð ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû
èì. Ìàêñà Äåëüáðþêà, Áåðëèí, Ãåðìàíèÿ.

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.

Íàøåé ãðóïïîé áûëè ïîëó÷åíû ìûøèíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, ñîäåðæàùèå ÈÕ× ñ ãåíîì ôëóîðåñöåíòíîãî çåëå-
íîãî áåëêà (GFP). Àâòîíîìíîñòü ÈÕ× â ãåíîìå ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè áûëà ïîêàçàíà ìåòîäîì
FISH. Íàìè ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ÈÕ× â ãåíîìå ìûøèíûõ
ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê íå âëèÿåò íà ïëþðèïîòåíòíûå
ñâîéñòâà ýòèõ êëåòîê, ÷òî áûëî äîêàçàíî èììóíîöèòîõè-
ìè÷åñêîé îêðàñêîé íà ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè, òàêèå
êàê SSEA1, Oct4 è Nanog, à òàêæå ïðîâåðêîé êëåòîê íà
ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ðàçíûå êëåòî÷íûå
òèïû â óñëîâèÿõ in vitro è ôîðìèðîâàòü òåðàòîìû in vivo.
Áîëåå òîãî, ïóòåì èíúåêöèè ïîëó÷åííûõ êëåòîê â áëàñòî-
öèñòó íàìè áûëè ïîëó÷åíû õèìåðíûå ìûøè, 20—30 %
êëåòîê êîòîðûõ ñîäåðæàëè ÈÕ× è ýêñïðåññèðîâàëè ãåí
èíòåðåñà (GFP). Òàêèì îáðàçîì, íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ÈÕ× íå íàðóøàåò ïðîöåññà ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ è ýê-
ñïðåññèÿ ãåíà èíòåðåñà íå ïîäâåðãàåòñÿ ãëóøåíèþ â ïðî-
öåññå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê âî âðåìÿ ýìáðèîãåíåçà.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû íàìè áûëà ïîñòàâëåíà
çàäà÷à ïðèìåíèòü ÈÕ× â ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ.
Ìîäåëüíûìè îáúåêòàìè ñòàëè ìûøè, ìóòàíòíûå ïî ãå-
íàì äèñôåðëèíà (ìîäåëü ìûøå÷íîé äèñòðîôèè), ãàì-
ìà-ñóáúåäèíèöû ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2 (ìîäåëü òÿ-
æåëîãî âðîæäåííîãî èììóíîäåôèöèòà) è ôàêòîðà ñâåð-
òûâàåìîñòè êðîâè 8 (ìîäåëü ãåìîôèëèè). Íà äàííîì
ýòàïå èññëåäîâàíèÿ íàìè ïîëó÷åíû ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèå
ÈÕ× ñ ãåíàìè äèñôåðëèíà è ãàììà-ñóáúåäèíèöû ðåöåï-
òîðà èíòåðëåéêèíà-2, à òàêæå ÷åëíî÷íûé âåêòîð ñ ãåíîì
ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè 8, êîòîðûé áóäåò âñòðîåí â ÈÕ×.
Âûäåëåíû ôèáðîáëàñòû èç ìóòàíòíûõ ìûøåé, êîòîðûå
áóäóò èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíäóöèðîâàííûõ
ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ (ÈÏÑ) êëåòîê, â êîòîðûå â
ñâîþ î÷åðåäü ïëàíèðóåòñÿ ïåðåíîñ ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ
ÈÕ×. Â èòîãå ïîëó÷åííûå ÈÏÑ-êëåòêè, ñîäåðæàùèå ãåíî-
òåðàïåâòè÷åñêèå ÈÕ×, ïëàíèðóåòñÿ ââîäèòü ìóòàíòíûì
ìûøàì ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ ýôôåêòîâ.

Ðàáîòà ïðîâîäèòñÿ ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ôîí-
äà ÑêîëÒåõ.
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Èíôóçîðèè ñîäåðæàò â êàæäîé êëåòêå ÿäðà äâóõ òè-
ïîâ — òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûå, ïîëèïëîèäíûå ñîìà-
òè÷åñêèå ÿäðà (ìàêðîíóêëåóñû) è íåàêòèâíûå ãåíåðàòèâ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 675



íûå ÿäðà (ìèêðîíóêëåóñû). Âñå èññëåäîâàííûå ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè èíôóçîðèè ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå
áîëüøèå ãðóïïû: âèäû, ãäå ãåíîì ñîìàòè÷åñêèõ ÿäåð
(ìàêðîíóêëåóñîâ) ïðåäñòàâëåí ìîëåêóëàìè ÄÍÊ ãåííîãî
ðàçìåðà (0.5—25 ò. ï. í.), è ñ ÄÍÊ ðàçìåðîì â íåñêîëüêî
ñîòåí ò. ï. í. (ÄÍÊ ñóáõðîìîñîìíîãî ðàçìåðà). Êàæäàÿ
òàêàÿ ìîëåêóëà ÄÍÊ ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ìèíè-
õðîìîñîìà. Ðàçìåð ìîëåêóë ÄÍÊ ìàêðîíóêëåóñà ÿâëÿåò-
ñÿ âàæíîé õàðàêòåðèñòèêîé âèäà, êîòîðàÿ â áîëüøîé ñòå-
ïåíè îïðåäåëÿåò êàê ñòðóêòóðó âûñøèõ óðîâíåé îðãàíè-
çàöèè õðîìàòèíà, òàê è ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ
õðîìàòèíà â ÿäðå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà ìîëåêóë ÄÍÊ ìàêðîíóê-
ëåóñà Didinium nasutum èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïóëüñ-ýëåêò-
ðîôîðåçà. Ìîëåêóëû ÄÍÊ ìàêðîíóêëåóñà ôîðìèðóþò íå-
ïðåðûâíûé ñïåêòð â äèàïàçîíå îò 50 äî áîëåå ÷åì
1000 ò. ï. í. Ïëîòíîñòü ÄÍÊ âäîëü äîðîæåê âîçðàñòàëà îò
50 ò. ï. í., äîñòèãàëà ïëàòî â äèàïàçîíå îò 250 äî
400 ò. ï. í. è çàòåì áûñòðî óìåíüøàëàñü. Êîðîòêèõ ìîëå-
êóë ÄÍÊ ðàçìåðîì 0.4—25 ò. ï. í., ñîîòâåòñòâóþùèõ
ÄÍÊ «ãåííîãî» ðàçìåðà, íå áûëî îáíàðóæåíî. Ñïåêòð
ðàñïðåäåëåíèÿ ìàêðîíóêëåàðíûõ ÄÍÊ D. nasutum ãîìî-
ãåííûé, áåç çàìåòíûõ ïîëîñ, ÷òî óêàçûâàåò íà îòñóòñòâèå
â ìàêðîíóêëåóñå îòäåëüíûõ ãèïåðàìïëèôèöèðîâàííûõ
ìîëåêóë èëè íàáîðîâ ìîëåêóë ñî ñõîæåé äëèíîé. Ïîõî-
æèé ñïåêòð ìîëåêóë ÄÍÊ, èìåùèé ôîðìó îäèíî÷íîãî
àñèììåòðè÷íîãî ïèêà áåç çàìåòíûõ ïîëîñ, áûë îïèñàí,
íàïðèìåð, ó Paramecium caudatum, â òî âðåìÿ êàê ó íåêî-
òîðûõ äðóãèõ âèäîâ, íàïðèìåð âèäîâ êîìïëåêñà P. aure-
lia, â ñïåêòðàõ ìàêðîíóêëåàðíîé ÄÍÊ ïðèñóòñòâóþò èí-
òåíñèâíûå ïîëîñû, ðàñïîëîæåííûå íà ôîíå íåïðåðûâíî-
ãî ñïåêòðà ìåíåå àìïëèôèöèðîâàííûõ ìîëåêóë.

Åäèíñòâåííûé çàìåòíûé ïèê â êàðèîòèïå D. nasutum
ñîîòâåòñòâóåò ðàçìåðó õðîìîñîìíûõ ìîëåêóë Saccharo-
myces cerevisiae ðàçìåðîì ~ 2000 ò. ï. í. è, ïî âñåé âèäè-
ìîñòè, ñîäåðæèò ÄÍÊ ìèêðîíóêëåóñà.

Â èíòåðôàçíîì ìàêðîíóêëåóñå D. nasutum ìîëåêóëû
ÄÍÊ óïàêîâàíû â õðîìàòèíîâûå òåëüöà, ðàâíîìåðíî ðàñ-
ïðåäåëåííûå â ïðîñòðàíñòâå ìàêðîíóêëåóñà. Èíîãäà õðî-
ìàòèíîâûå òåëüöà àãðåãèðóþò, îáðàçóÿ êîðîòêèå ôèáðèë-
ëû èç 2—4 òåëåö. Ðàçìåð õðîìàòèíîâûõ òåëåö âàðüèðîâàë
îò 80 äî 265 íì (ñðåäíèé ðàçìåð � SD = 183 � 38 íì, N =
= 426). Ïðè èíêóáàöèè â ðàñòâîðàõ ñ íèçêîé èîííîé ñè-
ëîé õðîìàòèíîâûå òåëüöà äåêîìïàêòèçóþòñÿ ñ îáðàçîâà-
íèåì îðåîëà èç íóêëåîñîìíûõ íèòåé âîêðóã íèõ. Íèêàêèõ
êîðîòêèõ ôèáðèëë õðîìàòèíà, ñîîòâåòñòâóþùèõ ÄÍÊ
«ãåííîãî» ðàçìåðà, íå îáíàðóæåíî. Òàêèì îáðàçîì, äàí-
íûå êàê ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, òàê è ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè ïîêàçûâàþò, ÷òî D. nasutum îòíîñèòñÿ ê âèäàì
èíôóçîðèé ñ «ñóáõðîìîñîìíûì» ðàçìåðîì ÄÍÊ.

Ìàòåìàòè÷åñêèé àíàëèç ðàçìåðîâ õðîìàòèíîâûõ òå-
ëåö è ÄÍÊ ìàêðîíóêëåóñà D. nasutum, ïîëó÷åííûõ ñ ïî-
ìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè, ïîçâîëèë ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå
õðîìàòèíîâûå òåëüöà ñîäåðæàò íå îäíó, à äâå è áîëåå ìî-
ëåêóë ÄÍÊ. Ìîëåêóëû ÄÍÊ â õðîìàòèíîâûõ òåëüöàõ ñîå-
äèíåíû òåëîìåðíûìè êîíöàìè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-áåëêî-
âûõ âçàèìîäåéñòâèé. Ïî ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè òàêèå
õðîìàòèíîâûå òåëüöà àíàëîãè÷íû òåëüöàì ìàêðîíóêëåó-
ñîâ P. caudatum è Bursaria truncatella.

ÐÅÃÓËßÖÈß ÂÛÁÎÐÀ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÑÓÄÜÁÛ Â ÌÅ-
ÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÏÓÒÅÌ ÝÊÑ-
ÏÐÅÑÑÈÈ ÝÊÇÎÃÅÍÍÎÃÎ ÏÐÎÄÓÊÒÀ ÃÅÍÀ ÐÅÒÈ-
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Æèðîâûå è ìûøå÷íûå êëåòêè ïðîèñõîäÿò èç ìåçåí-
õèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ), êîòîðûå â õîäå ñïåöèà-
ëèçàöèè ïðîõîäÿò ôàçû äåòåðìèíèðîâàíèÿ è òåðìèíàëü-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðèðîäà ñèãíàëîâ, âûçûâàþùèõ
äåòåðìèíèðîâàíèå ïðè æèðîâîé (ÆÄ) è ìûøå÷íîé (ÌÄ)
äèôôåðåíöèðîâêàõ, íåäîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíà â îò-
ëè÷èå îò òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, ìåõàíèçìû
êîòîðîé â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîíÿòíû. Èíèöèàöèÿ
äèôôåðåíöèðîâêè âûçûâàåòñÿ ïóòåì ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ
íåñêîëüêèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ñðåäè êîòîðûõ ïîòåíöèà-
ëüíî âàæíóþ ðîëü èãðàþò Wnt/b-êàòåíèí è pRb (ñåìåéñò-
âî ïðîäóêòà ãåíà ðåòèíîáëàñòîìû).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ðîëè
pRb âëèÿòü íà âûáîð êëåòî÷íîé ñóäüáû ïðè èíèöèèðîâà-
íèè äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â æèðîâóþ èëè ìûøå÷íóþ
ëèíèþ. Äëÿ äîñòèæåíèÿ ýòîé öåëè ìû èñïîëüçîâàëè ñòà-
áèëüíûå ëèíèè ïîëèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ëè-
íèè C3H10T1/2 (10Ò1/2), èíäóöèáåëüíûõ ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå â æèðîâûå è ìûøå÷íûå êëåòêè â êóëüòóðå. Â äî-
ïîëíåíèå ê êëåòêàì 10Ò1/2 äèêîãî òèïà (WT),
ïðîäóöèðóþùèì ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûé ýíäîãåííûé
pRb, áûëè èñïîëüçîâàíû ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå ëèíèè
ÌÑÊ 10Ò1/2, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ ýêçîãåííûé
ðRb äèêîãî òèïà (DB/X), íåàêòèâíûé áåëîê ñ ìóòàöèåé â
ôóíêöèîíàëüíîì äîìåíå (DS/N) è êîíñòèòóòèâíî àêòèâ-
íûé pRb ñ ìóòàöèÿìè 8 ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
(Dð34). Êëåòêè èíäóöèðîâàëè ê ÆÄ èëè ÌÄ ïóòåì êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñîîòâåòñòâåí-
íî èíäîìåòàöèí, äåêñàìåòàçîí, 3-èçîáóòèë-1-ìåòèëêñàí-
òèí, èíñóëèí èëè 5-àçàöèòèäèí. ÆÄ îöåíèâàëè ÷åðåç 0, 7
è 14 ñóò ïîñëå íà÷àëà èíäóêöèè ïóòåì îêðàøèâàíèÿ êëå-
òîê ìàñëÿíûì êðàñíûì è ýêñòðàêöèè êðàñèòåëÿ äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ åãî êîëè÷åñòâà íà ñïåêòðîôîòîìåòðå, à ÌÄ —
ïóòåì îïðåäåëåíèÿ ïðîäóêöèè äåñìèíà, ìàðêåðà ðàííåé
ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè, ÷åðåç 20 ñóò ïîñëå îáðà-
áîòêè êëåòîê 5-àçàöèòèäèíîì.

Ýêñïðåññèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ôîðì ýêçîãåííîãî
pRb — DB/X è Dp34 — óñèëèâàåò, à DS/N òîðìîçèò ÆÄ
ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ìàòåðèíñêîé ëèíèè. Èíäóêöèÿ
ÌÄ âûÿâëÿåò ïðîòèâîïîëîæíóþ íàïðàâëåííîñòü: óðî-
âåíü äåñìèíà ïîâûøàåòñÿ òîëüêî â êëåòêàõ DS/N, òîãäà
êàê ýêñïðåññèÿ Dp34 òîðìîçèò ôîðìèðîâàíèå èçîôîðìû
äåñìèíà ñ ìîë. ìàññîé 57 êÄà, êîòîðàÿ ïðîäóöèðóåòñÿ â
êëåòêàõ 10Ò1/2 ìàòåðèíñêîé ëèíèè.

Ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ âûÿâëÿþò â óñëîâèÿõ ÆÄ ñèíòåç
òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî èíäóêòîðà PPARy, óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè êîòîðîãî âûøå â êëåòêàõ, ïðîäóöèðóþùèõ DB/X è
Dp34, ÷åì â ÌÑÊ ìàòåðèíñêîé ëèíèè è DS/N. Èíäóê-
öèÿ PPARy ñî÷åòàåòñÿ ñ ñèíòåçîì òåðìèíàëüíûõ ìàðêå-
ðîâ ÆÄ — àäèïîíåêòèíà è Fabp4, íî ïðîèñõîäèò áåç ïî-
âûøåíèÿ ýêñïðåññèè òàêèõ ðåãóëÿòîðíûõ ôàêòîðîâ,
êàê Bmi1, Mel18, Ezh2, ð16, pRb è ð130. Ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî â íå èíäóöèðîâàííûõ ê ÆÄ êëåòêàõ, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ ôóíêöèîíàëüíûå ôîðìû ýêçîãåííîãî pRb, â èì-
ìóíîáëîòèíãå âûÿâëÿåòñÿ ïîâûøåííàÿ ïðîäóêöèÿ ð130,
îáùåãî è àêòèâíîãî b-êàòåíèíà, à ïîñëå èíäóêöèè ÆÄ
óðîâåíü íàçâàííûõ áåëêîâ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óñè-
ëèâàåòñÿ è äîïîëíÿåòñÿ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà ð16. Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû äàþò âîçìîæíîñòü ïðåä-
ïîëîæèòü âàæíóþ ðîëü áåëêîâ ñåìåéñòâà pRb, âçàèìî-
äåéñòâóþùèõ ñ ïåðåäàò÷èêîì ñèãíàëîâ Wnt —
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b-êàòåíèíîì — â äåòåðìèíèðîâàíèè ÆÄ è âûáîðå êëå-
òî÷íîé ñóäüáû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 12-04-00252 è 14-04-31115).

ÈÑÊÓÑÑÒÂÅÍÍÎÅ ÏÐÈÂËÅ×ÅÍÈÅ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀ-
ÒÈÍÎÂÛÕ ÁÅËÊÎÂ SUUR è HP1 Â ÐÀÉÎÍÛ ÎÒÊÐÛ-
ÒÎÃÎ ÝÓÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÏÐÈÂÎÄÈÒ Ê ÇÀÌÅÄËÅÍÈÞ
ÄÂÈÆÅÍÈß ÐÅÏËÈÊÀÖÈÎÍÍÎÉ ÂÈËÊÈ. © Ã. Â. Ïî-
õîëêîâà, Ä. Å. Êîðÿêîâ, À. Â. Ïèíäþðèí, Î. Â. Àíäðååíêîâ,
Ñ. Í. Áåëÿêèí, Å. Ñ. Áåëÿåâà, È. Ô. Æèìóëåâ. Èíñòèòóò
ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñè-
áèðñê, galina@mcb.nsc.ru

Ðàçíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ ýóêà-
ðèîò ðåïëèöèðóþòñÿ â ðàçíûå ïåðèîäû S-ôàçû êëåòî÷íî-
ãî öèêëà — ðàííåì, ñðåäíåì è ïîçäíåì. Ìåõàíèçìû, ðå-
ãóëèðóþùèå âðåìÿ ðåïëèêàöèè, îñòàþòñÿ íå äî êîíöà ïî-
íÿòíûìè. Äðîçîôèëà áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ â íåêîòîðûõ
òêàíÿõ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ÿâëÿåòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññà ðåïëèêàöèè. Ãèãàíòñêèå ðàçìå-
ðû ïîëèòåííûõ õðîìîñîì â êëåòêàõ ñëþííûõ æåëåç ïîçâî-
ëÿþò âèçóàëèçèðîâàòü òîíêóþ êàðòèíó ðåïëèêàöèè ìíî-
æåñòâà îòäåëüíûõ ðàéîíîâ íà öèòîëîãè÷åñêîì óðîâíå.

Ðàíåå â ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ áûëè îáíàðóæåíû
ðàéîíû ñ óìåíüøåííûì ÷èñëîì êîïèé ÄÍÊ, â êîòîðûõ
ðåïëèêàöèÿ íå óñïåâàëà çàâåðøèòüñÿ äî êîíöà S-ôàçû.
Ê òàêèì ðàéîíàì îòíîñÿòñÿ ðàéîíû ïðèöåíòðîìåðíîãî
ãåòåðîõðîìàòèíà è ðàéîíû èíòåðêàëÿðíîãî ãåòåðîõðîìà-
òèíà â ýóõðîìàòèíîâîé ÷àñòè ãåíîìà. Òàêèå ðàéîíû ÷àñòî
ÿâëÿëèñü ìåñòîì ïîñàäêè áåëêîâ SUUR è HP1. Êàê HP1,
òàê è SUUR ÿâëÿþòñÿ áåëêàìè, õàðàêòåðíûìè äëÿ íåàê-
òèâíîãî, «çàêðûòîãî», õðîìàòèíà. Áåëîê HP1 ÿâëÿåòñÿ
êîìïîíåíòîì ñèñòåìû SU(VAR)3-9-çàâèñèìîé èíàêòèâà-
öèè. Ìóòàöèÿ SuUR (Suppressor of Underreplication) ïðè-
âîäèò ê áîëåå ðàííåìó çàâåðøåíèþ ðåïëèêàöèè è, êàê
ñëåäñòâèå, ê âîññòàíîâëåíèþ ïîëíîãî ÷èñëà êîïèé,
ïî-âèäèìîìó çà ñ÷åò óñêîðåíèÿ äâèæåíèÿ ðåïëèêàöèîí-
íîé âèëêè â îòñóòñòâèå áåëêà SUUR.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå áåëêîâ
SUUR è HP1 íà ïðîöåññ ðåïëèêàöèè â ðàéîíàõ «îòêðûòî-
ãî» ýóõðîìàòèíà 3B, 8D è 18B íà Õ-õðîìîñîìå. Â íîðìå
ýòè ðàéîíû íå ñîäåðæàò íè SUUR, íè HP1 è ðåïëèöèðó-
þòñÿ â íà÷àëå S-ôàçû. Äëÿ òîãî ÷òîáû èñêóññòâåííî ïðè-
âëå÷ü â íèõ èçó÷àåìûå áåëêè, áûëà èñïîëüçîâàíà
GAL4—UAS — ñèñòåìà, ãäå õèìåðíûå êîíñòðóêöèè
hsGAL4DBD-HP1 è hsGAL4DBD-SUUR ñîäåðæàëè ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ãåíà, ïðèñîåäèíåííóþ ê ÄÍÊ-ñâÿçóþùåìó
äîìåíó äðîææåâîãî áåëêà GAL4, ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà ãåíà hsp70, à â ðàéîíàõ 3B, 8D è 18B ðàñïîëàãàëèñü
ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ äëÿ GAL4—UAS.

Îñíîâûâàÿñü íà êàðòèíå ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà
PCNA — ìàðêåðà ðåïëèêàöèè, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðèâëå-
÷åíèå êàê SUUR-DBDGAL4, òàê è HP1-DBDGAL4 ïðèâî-
äèò ê çàìåäëåíèþ ïðîöåññà ðåïëèêàöèè â ýóõðîìàòèíî-
âûõ ðàéîíàõ: êàê è â íîðìå, ðåïëèêàöèÿ íà÷èíàëàñü â
ðàííåé S-ôàçå, îäíàêî çàâåðøàëàñü çàìåòíî ïîçæå, ÷åì â
ëèíèÿõ áåç ïðèâëå÷åíèÿ áåëêîâ. Òàêîãî çàìåäëåíèÿ îêà-
çàëîñü íåäîñòàòî÷íî äëÿ âîçíèêíîâåíèÿ íåäîðåïëèêà-
öèè. SUUR-DBDGAL4 è HP1-DBDGAL4 ïî-ðàçíîìó âëè-
ÿëè íà ðåïîðòåðíûé ãåí mini-white, ðàñïîëîæåííûé
ïî ñîñåäñòâó ñ ñàéòîì òàðãåòèíãà. Åñëè ïðèâëå÷åíèå SU-

UR-DBDGAL4 íå âëèÿëî íà åãî ýêñïðåññèþ, òî
HP1-DBDGAL4 ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðîâàë mini-white
äàæå íà ôîíå ìóòàöèè Su(var)3-9. Ïðèâëå÷åíèå SU-
UR-DBDGAL4 è HP1-DBDGAL4 òàêæå ïî-ðàçíîìó âëèÿ-
ëî íà áåëêîâûé ñîñòàâ õðîìàòèíà â ðàéîíàõ òàðãåòèíãà.
HP1-DBDGAL4 âûçûâàë èñ÷åçíîâåíèå áåëêà «îòêðûòî-
ãî» õðîìàòèíà CHRIZ, òîãäà êàê SUUR-DBDGAL4 íå
îêàçûâàë òàêîãî ýôôåêòà.

Òàêèì îáðàçîì, çàìåäëåíèå ðåïëèêàöèè, âûçâàííîå
SUUR è HP1, ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ ðàçíûìè ìåõàíèçìàìè.
Îäíàêî â îáîèõ ñëó÷àÿõ êîíå÷íûì ðåçóëüòàòîì ýòèõ ýô-
ôåêòîâ ìîæåò áûòü ñêîðîñòü äâèæåíèÿ ðåïëèêàöèîííîé
âèëêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÐÔÔÈ (ïðîåêò 13-04-40137-Í).

ÝÊÑÒÐÀÊÖÈß ÃÈÑÒÎÍÀ Í1 ÏÎËÈÃËÓÒÀÌÈÍÎÂÎÉ
ÊÈÑËÎÒÎÉ ÈÇ ßÄÅÐ Ñ ÐÀÇÍÛÌÈ Mg-ÇÀÂÈÑÈÌÛ-
ÌÈ ÓÐÎÂÍßÌÈ ÓÏÀÊÎÂÊÈ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ È ÂËÈß-
ÍÈÅ ÍÀ ÍÅÅ ÄÈÑÒÀÌÈÖÈÍÀ. © À. Í. Ïðóñîâ,1

Ò. À. Ñìèðíîâà,1, 2 Ã. ß. Êîëîìèéöåâà.1 1 Íàó÷íî-èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, prusov@genebee.
msu.su, è 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ñåëüñêî-
õîçÿéñòâåííîé áèîòåõíîëîãèè, Ìîñêâà.

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÝÌ),
ÊÄ-ñïåêòðîñêîïèè è ýêñòðàêöèè ãèñòîíà Í1 ïîëè(L)ãëó-
òàìèíîâîé êèñëîòîé (ÏÃ) èçó÷åíà ñòðóêòóðà õðîìàòèíà â
âûäåëåííûõ ÿäðàõ ïå÷åíè êðûñû â ñðåäå íèçêîé èîííîé
ñèëû ñ êîíöåíòðàöèåé èîíîâ ìàãíèÿ îò 1 äî 5 ìÌ. Ñíè-
æåíèå êîíöåíòðàöèè ìàãíèÿ îò 5 äî 1 ìÌ, ñîãëàñíî äàí-
íûì ÝÌ, âûçûâàëî ñòðóêòóðíûé ïåðåõîä ïðè 2� 1 ìÌ
îò òðåòüåãî êî âòîðîìó óðîâíþ îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà.
Ýòîò ïåðåõîä äåòåêòèðîâàëñÿ òàêæå ìåòîäîì ÊÄ ïðè l =
= 320—340 íì â êîìïëåêñå ÿäåðíîãî õðîìàòèíà ñ äèñòà-
ìèöèíîì À (ÄÌ). Ýêñòðàêöèÿ ãèñòîíà Í1 ïîä äåéñòâèåì
ÏÃ (ÏÃ/ÄÍÊ = 6) è ðåçóëüòèðóþùàÿ ÝÌ-êàðòèíà îñòà-
òî÷íîãî õðîìàòèíà ñóùåñòâåííî çàâèñåëè îò êîíöåíòðà-
öèè Mg. Îáíàðóæåíî íåñêîëüêî ôðàêöèé ãèñòîíà Í1,
ñâÿçàííûõ ñ óðîâíÿìè êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà. Ïðè ýêñò-
ðàêöèè 1/8 òîòàëüíîãî Í1 â ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ Mg õðîìà-
òèí îñòàåòñÿ êîíäåíñèðîâàííûì (ãëîáóëû 100—200 íì).
Â ïðèñóòñòâèè 3 ìÌ Mg èç ÿäåð ýêñòðàãèðóåòñÿ 1/4 ÷àñòü
Í1 è õðîìàòèí ðàçâîðà÷èâàåòñÿ äî ôèáðèëë 30 íì. Ïðè
ýêñòðàêöèè îêîëî 50 % Í1 â ïðèñóòñòâèè èîíîâ
Mg � 2 ìÌ õðîìàòèí ðàçâîðà÷èâàåòñÿ äî 10 íì íóêëåî-
ñîìíûõ ôèáðèëë. Èç îñòàâøåãîñÿ áîëåå ïðî÷íî ñâÿçàííî-
ãî Í1 äî 25 % ìîæåò áûòü ýêñòðàãèðîâàíî â ïðèñóòñò-
âèè ÄÌ. Ïðè ýòîì ÊÄ êîìïëåêñîâ ÄÌ ñ õðîìàòèíîì çàâè-
ñåë òîëüêî îò ñòðóêòóðû õðîìàòèíà, íî íå îò êîíöåíòðà-
öèè Mg. Â äèàïàçîíå 2—5 ìÌ Mg, êîãäà ñîõðàíÿåòñÿ
òðåòèé óðîâåíü óïàêîâêè õðîìàòèíà, ÊÄ íå èçìåíÿëñÿ è
åãî ðîñò íàáëþäàëñÿ ïðè ïåðåõîäå êî âòîðîìó óðîâíþ ïðè
1 ìÌ Mg. Ïðè äåéñòâèè ÏÃ äåêîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà
óñèëèâàëàñü ñ óìåíüøåíèåì êîíöåíòðàöèè Mg (íà÷èíàÿ ñ
êîíöåíòðàöèè Mg k 4 ìÌ) è ñîïðîâîæäàëàñü ëèíåéíûì
ðîñòîì ÊÄ. Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÏÃ äî ÏÃ/ÄÍÊ = 30
ñóùåñòâåííî ïîâûøàëî ýêñòðàêöèþ ãèñòîíà Í1 äàæå â
ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ Mg. Îäíàêî ïðè íàñûùàþùåé êîíöåíò-
ðàöèè ÄÌ è âûñîêîì ñîîòíîøåíèè ÏÃ/ÄÍÊ = 30 îêîëî
5—10 % ãèñòîíà Í1 îñòàþòñÿ ïðî÷íî ñâÿçàííûìè â ÿäðå.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 677



ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÅ ÔÀÊÒÎÐÛ ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ NF1
È ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÃÅÍÀ ÒÐÈÏ-
ÒÎÔÀÍÄÈÎÊÑÈÃÅÍÀÇÛ (tdo) ÊÐÛÑÛ IN VIVO.
© Å. Â. Ðîìàíîâñêàÿ, Å. À. Áîáðîâ, Ì. Â. Âèõíèíà,
Ã. È. ×èõèðæèíà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, e.romanovskaya@spbu.ru

Âûäåëÿþò îñîáûé êëàññ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåìîäåëèðîâàíèè ñòðóêòóðû õðîìà-
òèíà ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíîâ äî íà÷àëà òðàíñêðèï-
öèè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè ôàêòîðû ó÷àñòâóþò â ôîð-
ìèðîâàíèè ïðåäóñòàíîâëåííîé (preset) ñòðóêòóðû
õðîìàòèíà è ðåàëèçàöèè òêàíåñïåöèôè÷íîé ïðîãðàììû
òðàíñêðèïöèè. Èçâåñòíû íåìíîãî÷èñëåííûå äàííûå,
ïîäòâåðæäàþùèå ó÷àñòèå òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
ñåìåéñòâà NF1 â ïîääåðæàíèè ïðîòÿæåííûõ îáëàñòåé
õðîìàòèíà â ïîòåíöèàëüíî àêòèâíîì ñîñòîÿíèè ó ýóêàðè-
îò. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñå-
ìåéñòâà NF1 â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû òêàíåñïåöèôè÷íîé
ýêñïðåññèè ãåíîâ íåîáõîäèìû èññëåäîâàíèÿ êîððåëÿöèè
ìåæäó ïðèñóòñòâèåì ýòèõ ôàêòîðîâ â õðîìàòèíå ðåãóëÿ-
òîðíîé îáëàñòè ãåíà è åãî ôóíêöèîíàëüíûì ñîñòîÿíèåì
in vivo. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà íàìè âûáðàí ðå-
ãóëèðóåìûé ãëþêîêîðòèêîèäíûìè ãîðìîíàìè ãåí òðèï-
òîôàíäèîêñèãåíàçû (tdo) êðûñû, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåò-
ñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ïå÷åíè, íàõîäèòñÿ â ðåïðåññèðî-
âàííîì ñîñòîÿíèè â ïî÷êàõ è â ñîñòîÿíèè êîìïåòåíöèè ê
òðàíñêðèïöèè â êëåòêàõ ãåïàòîìû ëèíèè ÍÒÑ. Â ðåãóëÿ-
òîðíîé îáëàñòè ýòîãî ãåíà â ñîñòîÿíèè àêòèâíîé òðàíñ-
êðèïöèè îáíàðóæåíû òðè êîíñòèòóòèâíûõ ãèïåð÷óâñòâè-
òåëüíûõ ê ÄÍÊàçå I ó÷àñòêà è ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ðåöåïòî-
ðà ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ (Becker et al., 1984).
Ìåòîäîì ðåòàðäàöèè ïîäâèæíîñòè ÄÍÊ â ãåëå (EMSA)
â óñëîâèÿõ êîíêóðåíöèè ñ ðàçíûìè ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè ÄÍÊ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â îáëàñòè ãèïåð÷óâñò-
âèòåëüíûõ êîíñòèòóòèâíûõ ó÷àñòêàõ âçàèìîäåéñòâóþò in
vitro òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ñåìåéñòâà NF1. Àíàëèç
èììóíîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè ÷àñòè÷íî î÷èùåííîé
ôðàêöèè áåëêîâ, èñïîëüçóåìûõ â îïûòàõ ïî ðåòàðäà-
öèè, ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå â íåé òðàíñêðèïöèîííîãî ôàê-
òîðà NF1-C. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà âîçìîæíîå ó÷àñ-
òèå â ôîðìèðîâàíèè preset-ñòðóêòóðû õðîìàòèíà ðåãóëÿ-
òîðíîé îáëàñòè ãåíà tdo òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
ñåìåéñòâà NF1. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî ïðåäïîëîæå-
íèÿ èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå NF1 â õðîìàòèíå ðåãó-
ëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà tdo in vivo ìåòîäîì èììóíîïðåöè-
ïèòàöèè ôðàãìåíòîâ õðîìàòèíà â ñî÷åòàíèè ñ êîëè÷åñò-
âåííûì âàðèàíòîì ÏÖÐ. Ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå
in vivo ðàñïðåäåëåíèÿ NF1 â õðîìàòèíå ãåíà tdo â ðàç-
ëè÷íîì ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè (ïå÷åíü, ïî÷êè è
êëåòêè ãåïàòîìû) íå âûÿâëåíî ñóùåñòâåííîãî îáîãàùå-
íèÿ èçó÷àåìûìè ôàêòîðàìè êîíñòèòóòèâíûõ ãèïåð÷óâñò-
âèòåëüíûõ ê ÄÍÊàçå I ó÷àñòêîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
îáñóæäàþòñÿ ñ ïîçèöèè ïðåäñòàâëåíèé î ðîëè òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà NF1 â îáåñïå÷åíèè ïîòåí-
öèàëüíî àêòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ ïðîòÿæåííûõ îáëàñòåé
õðîìàòèíà.

ÇÍÀ×ÅÍÈÅ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ ÍÅÊÎÄÈÐÓÞÙÈÕ
ÝËÅÌÅÍÒÎÂ ÃÅÍÎÌÀ Â ÕÎÄÅ ÃÀÌÅÒÎÃÅÍÅÇÀ Ó
ÏÎÇÂÎÍÎ×ÍÛÕ. © À. Ô. Ñàéôèòäèíîâà. Áèîëîãè÷å-
ñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà, a.saifitdinova@spbu.ru

Äàííûå èññëåäîâàíèé ïî îïðåäåëåíèþ ïåðâè÷íîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ó ïðåäñòàâèòåëåé ðàçëè÷íûõ âè-
äîâ ïîêàçàëè, ÷òî êîëè÷åñòâî ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè,
ìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî íå òîëüêî ó ðàçíûõ ïðåäñòàâèòå-
ëåé òèïà ïîçâîíî÷íûõ, íî è â ïðåäåëàõ ìíîãîêëåòî÷íûõ
îðãàíèçìîâ â öåëîì, íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ
â óðîâíå ñëîæíîñòè èõ îðãàíèçàöèè è ðàçâèòèÿ. Â òî æå
âðåìÿ ðåçóëüòàòû ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ãåíîìîâ ïîêà-
çàëè, ÷òî äîëÿ íåêîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ëàâè-
íîîáðàçíî íàðàñòàåò ïî ìåðå óñëîæíåíèÿ æèâûõ îðãàíèç-
ìîâ, è â ÷àñòíîñòè ó ìëåêîïèòàþùèõ, äîñòèãàåò ïðèìåð-
íî 98 %. Àíàëèç òðàíñêðèïòîìîâ ïîêàçàë, ÷òî á *îëüøàÿ
÷àñòü ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òðàíñêðèáèðóåòñÿ, ïðè-
÷åì ñòðîãî îïðåäåëåííûì îáðàçîì è ïðåèìóùåñòâåííî â
ïðîöåññå èíäèâèäóàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Ýòîò ôàêò ïîçâîëÿ-
åò âûäâèíóòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî òàêèå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ìîãóò èãðàòü êëþ÷åâóþ ðîëü â ñòàíîâëåíèè è
ïîääåðæàíèè îðãàíèçàöèè âñå áîëåå ñëîæíûõ îðãàíèç-
ìîâ. Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå ìåõàíèçì ðàáîòû ðåãóëÿ-
òîðíûõ ñåòåé íà îñíîâå íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ ñòàë ïîíÿò-
íåå áëàãîäàðÿ îòêðûòèþ öåëîãî ñïåêòðà ÐÍÊ, ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî ôóíêöèÿì è ðàçìåðó: îò êðîøå÷íûõ ìèêðîÐÍÊ
äî îãðîìíûõ, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàþùèõ ìàòðè÷íûå,
äëèííûõ íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ. Ðåçóëüòàòû ïðîåêòîâ ïî
ðàñøèôðîâêå ãåíîìîâ ìîäåëüíûõ îðãàíèçìîâ ïîêàçàëè,
÷òî íåêîòîðûå íåêîäèðóþùèå ýëåìåíòû, òàê æå êàê è áå-
ëîê-êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûñîêîêîíñåðâà-
òèâíû. Â ÷àñòíîñòè, ê íèì îòíîñÿòñÿ îòäåëüíûå ó÷àñòêè,
ñ êîòîðûõ òðàíñêðèáèðóþòñÿ äëèííûå íåêîäèðóþùèå
ÐÍÊ, à òàêæå êîðîòêèå ðåãóëÿòîðíûå è ñòðóêòóðíûå ýëå-
ìåíòû. Îñòàëüíàÿ æå ÷àñòü ãåíîìà çíà÷èòåëüíî áîëåå
ïëàñòè÷íà. Â òî æå âðåìÿ èìåííî îíà, ïî-âèäèìîìó,
îáåñïå÷èâàåò ïîääåðæàíèå ïðîãðàìì ðàçâèòèÿ êàê öåëî-
ñòíûõ ãåííûõ ñåòåé íà îñíîâå îãðàíè÷åííîãî íàáîðà áå-
ëîê-êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, à òàêæå ëåæèò â
îñíîâå ýâîëþöèè ñëîæíûõ ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ.

Ó îðãàíèçìîâ ñ ãèïåðòðàíñêðèïöèîííûì òèïîì îîãå-
íåçà íà ñòàäèè äèïëîòåíû ïåðâîãî äåëåíèÿ ìåéîçà èíòåí-
ñèâíîñòü òðàíñêðèïöèè äîñòèãàåò ñâîèõ ìàêñèìàëüíûõ
çíà÷åíèé. Èìåþùèåñÿ äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî íàèáîëåå èíòåíñèâíî òðàíñêðèáèðóþòñÿ ó÷àñòêè,
îáîãàùåííûå ïîâòîðÿþùèìèñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè è
íåêîäèðóþùèìè ýëåìåíòàìè ãåíîìà, ïðèíàäëåæàùèìè ê
ìåíåå êîíñåðâàòèâíîé ÷àñòè ãåíîìà. Äàííûå ïîñëåäíèõ
ëåò óáåäèòåëüíî ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè âûñîêîì
óðîâíå òðàíñêðèïöèè óâåëè÷èâàåòñÿ ñòåïåíü êîòðàíñ-
êðèïöèîííîãî ìóòàãåíåçà èñõîäíîé ìàòðè÷íîé ÄÍÊ. Ðå-
çóëüòàòû ïðîâåäåííîãî ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà îñîáåí-
íîñòåé òðàíñêðèïöèè ÿäåðíîãî ãåíîìà â õîäå ïðîýìá-
ðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ ïîçâîëèëè
ñôîðìóëèðîâàòü ãèïîòåçó î òîì, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ íàðÿ-
äó ñ ðåêîìáèíàöèåé ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè ñòàáèëüíî-
ãî óðîâíÿ ìóòàãåíåçà â ëèíèè êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè.
Òàêèì îáðàçîì îáåñïå÷èâàåòñÿ íåîáõîäèìàÿ äëÿ âûæèâà-
íèÿ ïîïóëÿöèè èçìåí÷èâîñòü è çàêëàäûâàþòñÿ îñíîâû
äëÿ ýâîëþöèè. Èìåþùèåñÿ äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
ñóùåñòâîâàíèè çàâèñèìîñòè ìåæäó îðãàíèçàöèåé òðàíñ-
êðèïöèè ÿäåðíîãî ãåíîìà â õîäå ïðîýìáðèîíàëüíîãî ðàç-
âèòèÿ è ñòðàòåãèåé çàáîòû î ïîòîìñòâå, êîòîðàÿ â ñâîþ
î÷åðåäü âíîñèò âêëàä â îïðåäåëåíèå ñòðàòåãèè ïîëîâîãî
ðàçìíîæåíèÿ è îêàçûâàåò âëèÿíèå íà õàðàêòåð õðîìîñîì-
íîãî îïðåäåëåíèÿ ïîëà.

Ðàáîòà âûïîëíÿåòñÿ â ðàìêàõ ïðîåêòà ïî ôèíàíñî-
âîé ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë ÍØ-3553.2014.4
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è íàó÷íîãî ïðîåêòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà 1.37.153.2014.

ÑÏÈÐÀËÈÇÎÂÀÍÍÛÅ ÁÅËÊÎÂÛÅ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ Â
ÊÀÐÈÎÏËÀÇÌÅ ÌÀÒÅÐÈÍÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÛËÜÖÛ
ÐÆÈ SECALE CEREALE L. ÏÎÑËÅ ÄÅÃÐÀÄÀÖÈÈ ÑÈ-
ÍÀÏÒÎÍÅÌÍÛÕ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÍÀ ÑÒÀÄÈÈ ÄÈÏ-
ËÎÒÅÍÛ ÌÅÉÎÇÀ. © Ñ. À. Ñèìàíîâñêèé,1 Ñ. Í. Ìàòâå-
åâñêèé,1 È. Â. Èîðäàíñêàÿ,2 Â. Å. Ñïàíãåíáåðã,1 Î. Ë. Êî-
ëîìèåö,1 Þ. Ô. Áîãäàíîâ.1 1 Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè
èì. Í. È. Âàâèëîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, sergey.a.simanov-
sky@gmail.com, è 2 Ìîñêîâñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèé èíñòèòóò ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà «Íåì÷èíîâêà»
ÐÀÑÕÍ, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Ñèíàïòîíåìíûé êîìïëåêñ (ÑÊ), áåëêîâàÿ ñòðóêòóðà,
çàïîëíÿþùàÿ ïðîñòðàíñòâî ìåæäó äâóìÿ ãîìîëîãè÷íûìè
õðîìîñîìàìè âî âðåìÿ èõ ìåéîòè÷åñêîãî ñèíàïñèñà
(êîíúþãàöèè), ôîðìèðóåòñÿ âî âðåìÿ ïðîôàçû I ìåéîçà ó
àáñîëþòíîãî áîëüøèíñòâà ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ.
ÑÊ âûðàâíèâàåò ãîìîëîãè÷íûå õðîìîñîìû è, ïîäîáíî
«çàñòåæêå-ìîëíèè», óäåðæèâàåò èõ â òî÷íîì ðåãèñòðå
äëÿ «ðàâíîãî» (ïî ãåíåòè÷åñêîé òåðìèíîëîãèè) êðîññèí-
ãîâåðà. Ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííûå ÑÊ, ñîåäèíÿþùèå
ãîìîëîãè÷íûå õðîìîñîìû ïî âñåé äëèíå, ñóùåñòâóþò òî-
ëüêî âî âðåìÿ ñòàäèè ïàõèòåíû, à íà÷àëî äåãðàäàöèè ÑÊ
ñîîòâåòñòâóåò íà÷àëó ñòàäèè äèïëîòåíû.

Â ìàòåðèíñêèõ êëåòêàõ ïûëüöû ðæè Secale cereale L.
äåãðàäàöèÿ ÑÊ ïðîèñõîäèò ïóòåì îáðàçîâàíèÿ áðåøåé â
ëàòåðàëüíûõ ýëåìåíòàõ ÑÊ è óêîðî÷åíèÿ ôðàãìåíòîâ ÑÊ
äî ïîëíîãî èõ èñ÷åçíîâåíèÿ. Ïðè êîíòðàñòèðîâàíèè ÑÊ
ðàñòâîðîì àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà ïðè pH 3.5—4.5 ýòè
áðåøè îêàçûâàþòñÿ çàïîëíåííûìè íèòÿìè, êîòîðûå ñâÿ-
çàíû ñ ëàòåðàëüíûìè ýëåìåíòàìè ÑÊ. Ïî ìåðå ðàçâèòèÿ
ñòàäèè äèïëîòåíû è ïîñòåïåííîãî èñ÷åçíîâåíèÿ ôðàã-
ìåíòîâ ÑÊ ýòè íèòè ïðåâðàùàþòñÿ â ñóáìèêðîñêîïè÷å-
ñêèå ñïèðàëè. Â äàííîé ðàáîòå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî íèòè è
ñïèðàëè, ñâÿçàííûå ñ äåãðàäèðóþùèìè ñèíàïòîíåìíûìè
êîìïëåêñàìè, îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè ê áåëêó ëàòåðà-
ëüíûõ ýëåìåíòîâ ASY1 Arabidopsis thaliana è, òàêèì îá-
ðàçîì, ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêòàìè äåãðàäàöèè ñëîæíî óñòðîåí-
íûõ ëàòåðàëüíûõ ýëåìåíòîâ ÑÊ.

Ó àñèíàïòè÷åñêîãî ìóòàíòà sy9 áûëà âûÿâëåíà ñïè-
ðàëèçàöèÿ îñåâûõ ýëåìåíòîâ (ÎÝ) íåñïàðåííûõ õðî-
ìîñîì. Ïðîöåññ ñïèðàëèçàöèè ÎÝ â äèïëîòåíå ìóòàíòîâ
sy9 áûë âûðàæåí ñèëüíåå, ÷åì ñïèðàëèçàöèè îñòàòêîâ ËÝ
â íîðìå. Ýòî ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ äàí-
íîé ìóòàöèè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ó ìóòàíòîâ sy9 íàðó-
øåíà óêëàäêà ñæàòîé ñïèðàëè â ñòðóêòóðå ëàòåðàëüíîãî
ýëåìåíòà ÑÊ íà ñòàäèÿõ çèãîòåíû—ïàõèòåíû. Ïàðà-
ìåòðû ñïèðàëè áåëêîâûõ ñòðóêòóð ó ìóòàíòà ñîîòâåòñò-
âîâàëè ïàðàìåòðàì, îáíàðóæåííûì íà ñòàäèè äèïëîòåíû
ó íîðìàëüíûõ ðàñòåíèé. Ýòî äàåò íàì îñíîâàíèå ãîâî-
ðèòü î òîì, ÷òî ïðîöåññû äåìîíòàæà ÎÝ/ËÝ ó àñèíàïòè-
÷åñêèõ ìóòàíòîâ sy9 è ó íîðìàëüíûõ ðàñòåíèé ïðîòåêàþò
îäèíàêîâî. Â ñâîþ î÷åðåäü ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íå çà-
âèñèìîì îò öåíòðàëüíîãî ýëåìåíòà ÑÊ ìåõàíèçìå ðàç-
áîðêè ËÝ.

ÇÍÀ×ÅÍÈÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÉ ÎÄÍÎÊËÅÒÎ×ÍÛÕ
ÝÓÊÀÐÈÎÒÍÛÕ ÌÈÊÐÎÎÐÃÀÍÈÇÌÎÂ (ÏÐÎÒÈÑ-
ÒÎÂ) ÄËß ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ ÏÐÅÄ-
ÑÒÀÂËÅÍÈÉ Î ÑÒÐÓÊÒÓÐÅ È ÔÓÍÊÖÈßÕ ÊËÅÒÎ×-

ÍÎÃÎ ßÄÐÀ. © Ñ. Î. Ñêàðëàòî. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, s_skarlato@yahoo.com

Ïîëàãàþò, ÷òî êëåòî÷íîå ÿäðî, ïðîòîõðîìîñîìû è
ïðèìèòèâíûé ìèòîç ñòðóêòóðíî îôîðìèëèñü ó ïðåäêà
ïðîòèñòîâ îêîëî 2 ìëðä ëåò íàçàä. Âïåðâûå ÿäðî êëåòêè
áûëî îïèñàíî â êîíöå ïåðâîé òðåòè XIX â ß. Ïóðêèíüå è
Ð. Áðàóíîì, à ïåðâûå ñåðüåçíûå èññëåäîâàíèÿ ÿäåðíîãî
àïïàðàòà ïðîòèñòîâ áûëè âûïîëíåíû ïðèáëèçèòåëüíî
50 ëåò ñïóñòÿ Â. Êåíòîì è Î. Áþ÷ëè. Ê íàñòîÿùåìó âðå-
ìåíè óáåäèòåëüíî ïîêàçàíî, ÷òî âñå ïðîòèñòû ÿâëÿþòñÿ
òèïè÷íûìè ýóêàðèîòàìè, ïîñêîëüêó èõ ãåíåòè÷åñêèé àï-
ïàðàò îòäåëåí îò öèòîïëàçìû ÿäåðíîé îáîëî÷êîé, à äëÿ
èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì õàðàêòåðíà ñëîæíàÿ íàäìîëå-
êóëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ. Ãèïîòåçà î ìåçîêàðèîòíîé ïðèðî-
äå äèíîôëàãåëëÿò îêàçàëàñü îøèáî÷íîé. Ó âñåõ ïðîòèñ-
òîâ ÿäðî ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà ñëåäóþùèå îñíîâíûå ñóáêîì-
ïàðòìåíòû è ýëåìåíòû: ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà, ïîðîâûå
êîìïëåêñû, ïåðèôåðè÷åñêàÿ ÿäåðíàÿ ëàìèíà, äðóãèå ÷àñ-
òè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, ÿäðûøêè, ðàçëè÷íûå ÿäåðíûå òå-
ëüöà è âêëþ÷åíèÿ â êàðèîïëàçìó è, íàêîíåö, õðîìîñîìû,
ñîñòîÿùèå èç õðîìàòèíà. Ìíîãèå èç ýòèõ ÿäåðíûõ îáðà-
çîâàíèé õàðàêòåðèçóþòñÿ ó ïðîòèñòîâ óäèâèòåëüíûì
ñòðóêòóðíûì ðàçíîîáðàçèåì. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â
òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò ýòî íàáëþäåíèå ïðîòèâîðå÷èëî ïîëó-
÷åííîìó â õîäå ðàííèõ óëüòðàñòðóêòóðíûõ èññëåäîâàíèé
âûñøèõ ýóêàðèîò ïðåäñòàâëåíèþ î ñëàáîé êîìïàðòìåíòà-
ëèçàöèè è ñòðóêòóðèðîâàííîñòè èíòåðôàçíîãî ÿäðà ïî
ñðàâíåíèþ ñ öèòîïëàçìîé. Òðàäèöèîííî ìíîãèå ïðîòèñ-
òû ÿâëÿþòñÿ óäîáíûìè ìîäåëÿìè äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóð-
íîé îðãàíèçàöèè «ìèíèìàëüíî âîçìîæíûõ» õðîìîñîì
(ìèíè-õðîìîñîì), ïîëèòåííûõ õðîìîñîì, òåëîìåðíûõ
ñåãìåíòîâ, ÿäðûøåê, äðóãèõ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð è äîìå-
íîâ, à òàêæå ìèòîçà, óðîâíåé êîìïàêòèçàöèè õðîìîñîì,
ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè, ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ ãå-
íîìà, äèìèíóöèè õðîìàòèíà è ïðî÷èõ ÿäåðíûõ ïðîöåññîâ
ó ýóêàðèîò.

Â äîêëàäå íà ïðèìåðå ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ èç ÷èñëà
æãóòèêîíîñöåâ, àìåá, èíôóçîðèé, ìèêðîñïîðèäèé è íåêî-
òîðûõ äðóãèõ ïðîòèñòîâ áóäåò ïîêàçàí óíèêàëüíûé âêëàä
ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé ýóêàðèîòíûõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ â ñòàíîâëåíèå ñîâðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î ñòðóê-
òóðå è ôóíêöèÿõ êëåòî÷íîãî ÿäðà. Äëÿ îäíîêëåòî÷íûõ
ýóêàðèîòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ çàâåðøåíî èëè ðåàëèçóåò-
ñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ îêîëî 250 ãåíîìíûõ ïðîåêòîâ. Ñà-
ìûå ìàëåíüêèå è ñàìûå áîëüøèå ÿäåðíûå ãåíîìû ñðåäè
ýóêàðèîò îáíàðóæåíû ó ïðîòèñòîâ. Ñàìûå ìàëåíüêèå ãå-
íîìû âñòðå÷àþòñÿ ó ïðîòèñòîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îáëè-
ãàòíûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè ïàðàçèòàìè (íàïðèìåð, ìèê-
ðîñïîðèäèè) èëè äðåâíèìè ýíäîñèìáèîíòàìè (íàïðèìåð,
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðóäèìåíòàðíûå ýóêàðèîòíûå ÿäðà
õëîðîïëàñòîâ — íóêëåîìîðôû). Óìåíüøåíèå ðàçìåðà ãå-
íîìà ó íèõ ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ñîêðàùåíèÿ ÷èñëà ãåíîâ,
óêîðî÷åíèÿ êîäèðóþùèõ è ôëàíêèðóþùèõ ðåãóëÿòîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðàêòè÷åñêè ïîëíîãî èñ÷åçíîâåíèÿ
èíòðîíîâ è ðåçêîãî óìåíüøåíèÿ îáúåìà íåêîäèðóþùåé
ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ïëîòíîñòè ðàñïîëîæå-
íèÿ ãåíîâ (êîìïàêòèçàöèÿ ãåíîìà). Âíóòðèÿäåðíûé ìè-
òîç, êîðîòêèå õðîìîñîìû è ìàëåíüêèå ãåíîìû, êîòîðûå
áûñòðî ðåïëèöèðóþòñÿ è ýêñïðåññèðóþòñÿ, ìîãóò ïðåäî-
ñòàâëÿòü àäàïòèâíûå ïðåèìóùåñòâà äëÿ áûñòðîé ïðîëè-
ôåðàöèè îðãàíèçìà. Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî â îòëè÷èå îò
âûñøèõ ýóêàðèîò ó ïðîòèñòîâ îáíàðóæèâàåòñÿ íàñòîÿ-
ùèé «ìóçåé» ðàçëè÷íûõ òèïîâ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè
ÿäðà, õðîìîñîì è ìèòîçà, êîòîðûå ìîãóò ñóùåñòâåííî îò-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 679



ëè÷àòüñÿ äðóã îò äðóãà ïî ìíîãèì õàðàêòåðèñòèêàì. Ïðè
ýòîì ÿäåðíûå àïïàðàòû ìíîãèõ ñâîáîäíîæèâóùèõ è ïà-
ðàçèòè÷åñêèõ ïðîòèñòîâ â õîäå æèçíåííûõ öèêëîâ äå-
ìîíñòðèðóþò âûñîêóþ ãåíåòè÷åñêóþ ïëàñòè÷íîñòü.

ÀÃÐÅÃÀÒÛ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ È ÈÍÒÅÐÕÐÎÌÀÒÈÍÎ-
ÂÛÕ ÃÐÀÍÓË Â ÊËÅÒÊÀÕ U-937 ÏÐÈ ÀÏÎÏÒÎÇÅ,
ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÎÌ ÃÈÏÅÐÒÎÍÈ×ÅÑÊÈÌ ØÎ-
ÊÎÌ. © Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ óëüòðàñòðóêòóðíûõ ïå-
ðåñòðîåê êëåòîê êóëüòóðû U-937 ïðè èíäóêöèè â íèõ
àïîïòîçà ñ ïîìîùüþ ãèïåðòîíè÷åñêîãî øîêà.

Â ëèòåðàòóðå ðàçðàáîòàíû ìîðôîëîãè÷åñêèå êðèòå-
ðèè àïîïòîçà — ñìîðùèâàíèå êëåòîê, êîíäåíñàöèÿ õðî-
ìàòèíà, ôðàãìåíòàöèÿ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ è ýêñïîçèöèÿ
ôîñôàòèäèëñåðèíà íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (Bottone
et al., 2013). Îäíèìè èç ïåðâûõ èçìåíåíèé àïîïòîçíîé
êëåòêè, âèçóàëèçèðóåìûõ â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå, ÿâ-
ëÿþòñÿ êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è ïåðåðàñïðåäåëåíèå â
ÿäðå õðîìàòèíà è íåõðîìàòèíîâûõ êîìïîíåíòîâ ÿäðà,
â ÷àñòíîñòè èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë è ýëåìåíòîâ
ÿäðûøêà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàðÿäó ñ ÿäåðíûìè àãðåãà-
òàìè êðóïíûõ èíòåðõðîìàòèíîâûõ îñìèîôèëüíûõ ãðà-
íóë (22—24) � (48—50) íì â ÿäðå è öèòîïëàçìå àïîï-
òîçíûõ êëåòîê îáíàðóæåíû àãðåãàòû ìåëêèõ ïàëî÷êîâèä-
íûõ ÷àñòèö, îòëè÷àþùèåñÿ îò íèõ ñâîèìè ðàçìåðàìè
(10—12) � (30—40) íì. Ïðîâåäåííûé óëüòðàñòðóêòóð-
íûé è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîçâîëèë íàì èí-
òåðïðåòèðîâàòü ýòè ÷àñòèöû êàê ïðîòåàñîìû (Snigirevs-
kaya, Komissarchik, 2013). Ðàçìåðû ýòèõ ñòðóêòóð ñëåãêà
ïðåâûøàþò ðàçìåðû âûäåëåííûõ èç ïëàçìû êðîâè è íå-
ãàòèâíî îêðàøåííûõ ïðîòåàñîì (Zoeger et al., 2006), ÷òî,
âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ñîõðàíåíèåì èõ ñîñòîÿíèÿ ïðè îáðà-
áîòêå ìàòåðèàëà, áîëåå áëèçêîãî ê íàòèâíîìó, ÷åì ïðè èõ
âûäåëåíèè. Âîçìîæíî, ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â êëåòêå
ïðîòåàñîìû ñâÿçàíû ñ óáèêâèòèíîì è ãèäðîëèçóåìûìè â
íèõ áåëêàìè, êîòîðûå è îïðåäåëÿþò óâåëè÷åíèå èõ ðàç-
ìåðîâ. Ê ñîæàëåíèþ, ïðîòåàñîìû íå èìåþò ÷åòêî î÷åð-
÷åííûõ ãðàíèö, êàê äðóãèå âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû,
îêðóæåííûå ìåìáðàíàìè. Ïîýòîìó òðóäíî ãîâîðèòü î äå-
òàëÿõ èõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè, âûÿâëÿåìîé ìåòîäà-
ìè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ çàëèòîãî â ñìîëó ìàòåðèàëà. Ïî-
ëó÷åííûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî íàáëþäàå-
ìûå àãðåãàòû ïðîòåàñîì âûÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî â ÿäðàõ è
öèòîïëàçìå êëåòîê è àïîïòîçíûõ òåë, íî è âî âíåêëåòî÷-
íîì ïðîñòðàíñòâå, êóäà îíè ýêñòðóçèðóþòñÿ íà òåðìè-
íàëüíûõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00101) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 7.

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÍÅÃÈÑÒÎÍÎÂÎÃÎ ÁÅËÊÀ
HMGB1 Ñ ËÈÍÊÅÐÍÛÌ ÃÈÑÒÎÍÎÌ Í1. © À. À. Ñîçî-
íîâà,1 Í. Â. Ìèõàéëîâ,1 Ò. Þ. Ñòàðêîâà,1, 2 Å. Â. ×èõèð-
æèíà,2 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî,1 a.polyanichko@spbu.ru 1 Ôèçè÷å-
ñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Âçàèìîäåéñòâèå ÄÍÊ ñ ëèíêåðíûìè áåëêàìè õðîìà-
òèíà èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü ïðè ôîðìèðîâàíèè íàäíóêëå-

îñîìíîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà. Ñðåäè ëèíêåðíûõ áåëêîâ
õðîìàòèíà íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííû ãèñòîíû ñåìåéñòâà
Í1 è íåãèñòîíîâûå áåëêè ñåìåéñòâà HMGB. ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùèå ñâîéñòâà ýòèõ áåëêîâ àêòèâíî èçó÷àþòñÿ íà ïðî-
òÿæåíèè ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
èçâåñòíà ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà êàê îòäåëüíûõ
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ äîìåíîâ, òàê è èõ êîìïëåêñîâ ñ ñèí-
òåòè÷åñêèìè îëèãîíóêëåîòèäàìè. Îäíàêî ñòðóêòóðà íàä-
ìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ ÄÍÊ ñ ýòèìè áåëêàìè äî ñèõ
ïîð îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííîé. Ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò
ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå î âçàèìîäåéñòâèè ýòèõ áåë-
êîâ ñ ÄÍÊ íà âõîäå/âûõîäå íóêëåîñîìû. Ïîñëåäíèå îá-
ñòîÿòåëüñòâà îáóñëîâëåíû â ïåðâóþ î÷åðåäü îòñóòñòâèåì
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ìîæ-
íî áûëî áû íåïîñðåäñòâåííî àíàëèçèðîâàòü ñòðóêòóðíóþ
îðãàíèçàöèþ ñòîëü êðóïíûõ, ìíîãîêîìïîíåíòíûõ è îò÷à-
ñòè ãåòåðîãåííûõ êîìïëåêñîâ. Ñèòóàöèÿ îñëîæíÿåòñÿ
òåì, ÷òî ñàìè áåëêè ñïîñîáíû ê âçàèìîäåéñòâèþ ìåæäó
ñîáîé, îäíàêî òðàäèöèîííûå ìåòîäèêè àíàëèçà ñòðóêòó-
ðû áèîìîëåêóë, òàêèå êàê êðóãîâîé äèõðîèçì, îêàçûâà-
þòñÿ íåäîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûìè ïðè èññëåäîâàíèè
êîìïëåêñîâ HMGB1/Í1. Â äàííîé ðàáîòå íàìè ïðîâåäå-
íî èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ HMGB1 è Í1 ìåòî-
äàìè ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè, àíàëèòè÷åñêîãî óëüòðàöåíòðè-
ôóãèðîâàíèÿ, äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ è ýëåêòðî-
ôîðåçà â ÏÀÀÃ.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ óêàçûâàåò íà îáðàçîâàíèå äîñòàòî÷íî óñòîé÷èâûõ
áåëîê-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ â âîäíî-ñîëåâûõ ðàñòâîðàõ.
Îñíîâíàÿ äîëÿ êîìïëåêñîâ (áîëåå 99 %) îáðàçóåòñÿ â ðå-
çóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ îäíîé ìîëåêóëû ëèíêåðíîãî ãè-
ñòîíà Í1 è îäíîé ìîëåêóëû íåãèñòîíîâîãî õðîìîñîìíîãî
áåëêà HMGB1. Íåçíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ áåëêîâûõ ìîëåêóë
îáðàçóåò áîëåå ñëîæíûå êîìïëåêñû, ðàçìåðû êîòîðûõ
ìíîãîêðàòíî ïðåâûøàþò ðàçìåðû áèíàðíûõ êîìïëåêñîâ.
Îïðåäåëåíèå ôðàêòàëüíîé ðàçìåðíîñòè òàêèõ ÷àñòèö ïî-
êàçàëî, ÷òî â íèõ ìîæåò ñîäåðæàòüñÿ îò 40 äî 60 ìîëåêóë
áåëêîâ. Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îáðàçîâàíèå áèíàð-
íûõ êîìïëåêñîâ HMGB1/Í1 îáóñëîâëåíî ýëåêòðîñòàòè-
÷åñêèìè âçàèìîäåéñòâèÿìè îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ áåëêà HMGB1 ñ ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûìè îáëàñòÿìè ãèñòîíà Í1. Òåì íå ìåíåå ïðè
âñåõ èññëåäîâàííûõ ñîîòíîøåíèÿõ Í1/HMGB1 âáëèçè
íåéòðàëüíûõ ðÍ íå íàáëþäàåòñÿ ïåðåçàðÿäêè îáðàçóþ-
ùèõñÿ êîìïëåêñîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-08-01134) è ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà.
×àñòü èññëåäîâàíèé ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðó-
äîâàíèÿ ðåñóðñíûõ öåíòðîâ «Îïòè÷åñêèå è ëàçåðíûå ìå-
òîäû èññëåäîâàíèÿ âåùåñòâà», «Äèàãíîñòèêà ôóíêöèî-
íàëüíûõ ìàòåðèàëîâ äëÿ ìåäèöèíû, ôàðìàêîëîãèè è íà-
íîýëåêòðîíèêè» è «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ
òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà.

ÑËÀÁÎÅ ÊÎÌÁÈÍÈÐÎÂÀÍÍÎÅ ÌÀÃÍÈÒÍÎÅ ÏÎËÅ,
ÍÀÑÒÐÎÅÍÍÎÅ ÍÀ ÈÎÍ-ÏÀÐÀÌÅÒÐÈ×ÅÑÊÈÉ ÐÅ-
ÇÎÍÀÍÑ ÈÎÍÎÂ Ca2+, ÓÂÅËÈ×ÈÂÀÅÒ ÝÔÔÅÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÜ ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ
ÌÎÇÃÀ ÄÈÊÎÃÎ ÒÈÏÀ ÌÛØÀÌ MDX. © À. Â. Ñîêî-
ëîâà,1 Ã. Â. Ñîêîëîâ,2 Â. Ì. Ìèõàéëîâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, avsokolova@inbox.ru, è 2 Öåíòðàëüíûé íàó÷-
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íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò èì. àêàä. À.Í. Êðûëîâà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî èññëåäóåòñÿ âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÊÊÌ)
äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, â ÷àñòíîñòè òàêîãî
çàáîëåâàíèÿ, êàê ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåííà (ÌÄÄ).
Îäíîé èç ëàáîðàòîðíûõ ìîäåëåé ÌÄÄ ÿâëÿþòñÿ ìû-
øè mdx. Òî÷å÷íàÿ ìóòàöèÿ â ãåíå äèñòðîôèíà ïðèâî-
äèò ê îòñóòñòâèþ ýòîãî áåëêà ó ìûøåé mdx. Ïðåäûäó-
ùèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñïëàíòèðîâàííûå
ïðåäâàðèòåëüíî îáëó÷åííûì ìûøàì mdx ÊÊÌ ó÷àñòâó-
þò â ðåãåíåðàöèè ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëî-
êîí (ÏÏÌÂ). Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî íàáëþäàåòñÿ
âêëþ÷åíèå äîíîðñêèõ ÿäåð â ñîñòàâ ÏÏÌÂ, çíà÷èòåëüíî-
ãî íàðàñòàíèÿ äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ âîëîêîí
íå íàáëþäàåòñÿ. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ íèçêîé
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ äîíîðñêèõ ÿäåð. Âåðîÿò-
íî, òðåáóåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå âîçäåéñòâèå íà ÏÏÌÂ äëÿ
àêòèâàöèè äîíîðñêèõ ÿäåð. Â êà÷åñòâå òàêîãî âîçäåéñò-
âèÿ íàìè áûëî âûáðàíî ñëàáîå êîìáèíèðîâàííîå ìàãíèò-
íîå ïîëå, íàñòðîåííîå íà èîí-ïàðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ
èîíîâ Ca2+ (Ca2+-ÊÌÏ). Ïîêàçàíî, ÷òî ñëàáûå ìàãíèòíûå
ïîëÿ ñïîñîáíû îêàçûâàòü âëèÿíèå íà áèîëîãè÷åñêèå îáú-
åêòû. Â ÷àñòíîñòè, îïèñàíî âëèÿíèå êîìáèíèðîâàííûõ
ìàãíèòíûõ ïîëåé íà ðåãåíåðàöèþ òêàíåé â ðàçëè÷íûõ ñè-
ñòåìàõ. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü âëèÿíèå
Ca2+-ÊÌÏ íà ñèíòåç äèñòðîôèíà â ÏÏÌÂ ìûøåé mdx ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ â äîçàõ 5 è 3 Ãð è ïîñëåäóþùåé òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÊÊÌ. ÊÊÌ ïîëó÷àëè èç áåäðåííûõ è áîëüøèõ
áåðöîâûõ êîñòåé ìûøåé C57BL/6 è òðàíñïëàíòèðîâà-
ëè ìûøàì mdx, ïðåäâàðèòåëüíî îáëó÷åííûì ëó÷àìè
Ðåíòãåíà â äîçå 5 èëè 3 Ãð. Ñà2+-ÊÌÏ ñîçäàâàëè ñ ïî-
ìîùüþ óñòàíîâêè, ñêîíñòðóèðîâàííîé Ã. Â. Ñîêîëîâûì
(ÖÍÈÈ èì. àêàä. À. Í. Êðûëîâà). Ðàäèàöèîííûõ õè-
ìåð mdx, îáëó÷åííûõ â äîçå 5 èëè 3 Ãð, ïîäâåðãàëè âîç-
äåéñòâèþ Ñà2+-ÊÌÏ êàæäûé äåíü (êðîìå âûõîäíûõ)
ïî 30 ìèí â òå÷åíèå 4 íåä. Äàííîå âîçäåéñòâèå íà÷èíàëè
ïðîèçâîäèòü ÷åðåç 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ.
Êîíòðîëüíûå æèâîòíûå íàõîäèëèñü â ìàãíèòíîì ïîëå
Çåìëè (Bdc = 48 ìêÒë). Ó îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ ìûøåé
èññëåäîâàëè ÷åòûðåõãëàâûå ìûøöû áåäðà, â êîòîðûõ
îïðåäåëÿëè äîëþ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ,
äîëè ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ è ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî ðàñïî-
ëîæåííûõ ÿäåð (Öß(–)). Ïîêàçàíî, ÷òî ó ðàäèàöèîííûõ
õèìåð mdx, ïîëó÷åííûõ ïóòåì âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ
ÊÊÌ äèêîãî òèïà îáëó÷åííûì â äîçå 5 èëè 3 Ãð ìûøàì
mdx è ïîäâåðãàâøèõñÿ ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
äîïîëíèòåëüíî â òå÷åíèå 1 ìåñ âîçäåéñòâèþ Ca2+-ÊÌÏ,
äîëÿ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ñîñòàâèëà
15.8 � 3.8 è 18.3 � 3.7 % ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî çíà÷èòåëü-
íî ïðåâûøàåò çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííûå äëÿ ðàäèàöèîííûõ
õèìåð mdx, íàõîäèâøèõñÿ òîëüêî â ïîñòîÿííîì ìàã-
íèòíîì ïîëå Çåìëè (1.2 � 0.6 è 5.7 � 1.6 %). Ïðè ýòîì
äîëÿ Öß(–) ÏÏÌÂ â 2 ðàçà ïðåâûøàëà äîëþ Öß(–)
ÏÏÌÂ ó õèìåð mdx, íàõîäèâøèõñÿ â ïîñòîÿííîì ìàã-
íèòíîì ïîëå Çåìëè. Òàêèì îáðàçîì, âîçäåéñòâèå
Ca2+-ÊÌÏ çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÊÊÌ ìûøàì mdx ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5
èëè 3 Ãð. Ca2+-ÊÌÏ, âåðîÿòíî, ìîæåò èëè èíòåíñèôèöè-
ðîâàòü ôóíêöèîíèðîâàíèå äîíîðñêèõ ÿäåð, âêëþ÷èâøèõ-
ñÿ â ñîñòàâ ÏÏÌÂ, èëè óñèëèâàòü ðåãåíåðàöèþ, îñóùåñò-
âëÿþùóþñÿ çà ñ÷åò ÊÊÌ, çàìåíÿÿ áîëüøåå êîëè÷åñòâî
ìóòàíòíûõ ÿäåð ÏÏÌÂ ìûøåé mdx íà ÿäðà äèêîãî òèïà
èç êîñòíîãî ìîçãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-32205-ìîë_à).

ÌÎÄÅËÜ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈß «ÃÎÐß×ÈÕ» È «ÕÎËÎÄ-
ÍÛÕ» ÒÎ×ÅÊ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÖÈÈ Â ÌÅÉÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÕÐÎÌÎÑÎÌÀÕ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Â. Å. Ñïàíãåíáåðã,
Ñ. ß. Äàäàøåâ. Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè èì. Í. È. Âàâè-
ëîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, vspangenberg@gmail.com

Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî òåîðåòè÷åñêèõ ìîäåëåé îðãà-
íèçàöèè õðîìîñîì â ìåéîçå. Áîëüøàÿ ÷àñòü èç íèõ ñîçäà-
íà â ýïîõó ðàçâèòèÿ ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè è îïèñûâàåò
âçàèìîäåéñòâèÿ ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ ìåéîòè÷åñêîé õðî-
ìîñîìû è ôóíêöèîíàëüíûõ áåëêîâ ìåéîçà. Óïàêîâêà
ôèáðèëë õðîìàòèíà â ïðîôàçå I ìåéîçà ñõåìàòè÷åñêè
èçîáðàæàåòñÿ â âèäå ïåòåëüíî-îñåâîé ìîäåëè. Êàðêàñíàÿ
ñòðóêòóðà ìåéîòè÷åñêîãî áèâàëåíòà íàçûâàåòñÿ ñèíàïòî-
íåìíûì êîìïëåêñîì (ÑÊ). Íà ïðîòÿæåíèè ëåïòîòå-
íû-äèïëîòåíû ïðîôàçû I ìåéîçà ïåòëè õðîìàòèíà âçàè-
ìîäåéñòâóþò ñ îñåâûìè ñòðóêòóðàìè ìåéîòè÷åñêèõ õðî-
ìîñîì. Îäíàêî âîïðîñ î ðàñïðåäåëåíèè «ãîðÿ÷èõ» è
«õîëîäíûõ» òî÷åê ðåêîìáèíàöèè (ÃÒÐ è ÕÒÐ) â ñòðóêòó-
ðå ïåòåëü õðîìàòèíà äî ñèõ ïîð íå ðåøåí. Íà îñíîâå èñ-
ñëåäîâàíèé ìåéîçà ó äðîææåé ñëîæèëîñü ïðåäñòàâëåíèå
î òîì, ÷òî â îñíîâàíèÿõ ïåòåëü õðîìàòèíà (â òàê íàçûâàå-
ìûõ ìåæïåòëåâûõ äîìåíàõ) ôîðìèðóþòñÿ AT-áîãàòûå
òðåêè ÄÍÊ. Ðåêîìáèíàöèÿ ïðîèñõîäèò ïðåèìóùåñòâåííî
íà «âåðøèíàõ» ïåòåëü õðîìàòèíà. Âìåñòå ñ òåì áåëêè
ðàííåé ðåêîìáèíàöèè RecA âûÿâëÿþòñÿ â ñâÿçè ñ îñåâû-
ìè ýëåìåíòàìè õðîìîñîì. Àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ó
äðîææåé âåðøèíà ïåòëè ìèãðèðóåò ê ÑÊ (Blat et al.,
2002). Äëÿ àíàëèçà ëèíåéíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ñîáûòèé
ìåéîòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè â ãåíîìå ÷åëîâåêà íàìè èñ-
ïîëüçîâàíà áàçà äàííûõ «International HapMap Project»
(2006-10 rel 21phaseI+IIhttp://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/do-
wnloads/recombination/200610_rel21_phaseI+II/). Èññëå-
äîâàíî âçàèìîðàñïîëîæåíèå ÃÒÐ è ÕÒÐ. Äëÿ èçó÷å-
íèÿ âçàèìîðàñïîëîæåíèÿ ÃÒÐ è ÕÒÐ â ãåíîìå ÷åëîâåêà
ïîñòðîåíà ãèñòîãðàììà èíòåðâàëîâ ìåæäó íèìè. Âûÿâëå-
íî ïðåâûøåíèå ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè èíòåðâàëîâ
ÃÒÐ—ÕÒÐ íàä ñëó÷àéíûì ðàñïðåäåëåíèåì äëÿ èíòåðâà-
ëîâ 20—50 ò. ï. í., à äëÿ èíòåðâàëîâ áîëåå 90 ò. ï. í. —
ñíèæåíèå ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè íèæå ñëó÷àéíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ. Äëÿ àíàëèçà âçàèìíîãî ëèíåéíîãî ðàñïîëî-
æåíèÿ ÃÒÐ ìåæäó ñîñåäíèìè ÕÒÐ áûëî èññëåäîâàíî ðàñ-
ïðåäåëåíèå ýòèõ òî÷åê âäîëü äèñòàíöèè èíòåðâàëà. Íàìè
îáíàðóæåíî ñëîæíîå ðàñïðåäåëåíèå ïëîòíîñòè ÃÒÐ â èí-
òåðâàëàõ ìåæäó ñîñåäíèìè ÕÒÐ: íàëè÷èå äâóõ âåðøèí
äëÿ îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèõ èíòåðâàëîâ, èõ ñíèæåíèå —
äëÿ áîëüøèõ èíòåðâàëîâ ìåæäó ÕÒÐ, à òàêæå òÿãîòåíèå
ÃÒÐ ê ÕÒÐ ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ èíòåðâàëà ìåæäó ÕÒÐ.
Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè íàøèõ äàííûõ è ìîäåëè
Áëàò è ñîàâòîðîâ (Blat et al., 2002) ïðåäîñòàâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíîñòü èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ â
òåðìèíàõ ïåòåëüíî-îñåâîé ìîäåëè ñòðîåíèÿ õðîìîñîìû â
ìåéîçå. Íàìè ïðåäëîæåíà ìîäåëü âçàèìîðàñïîëîæåíèÿ
ÃÒÐ è ÕÒÐ â ïåòëÿõ õðîìàòèíà ìåéîòè÷åñêîé õðîìîñîìû
÷åëîâåêà. Â îñíîâå ìîäåëè ëåæàò ñëåäóþùèå ïîëîæåíèÿ:
1) ÕÒÐ — ïðèíÿòû çà ó÷àñòêè ïðèêðåïëåíèÿ ïåòåëü õðî-
ìàòèíà ê ÑÊ; 2) ÃÒÐ — ïðåäïî÷òèòåëüíûå ñàéòû ìåéîòè-
÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè â ïåòëÿõ õðîìàòèíà; 3) ÃÒÐ — ìî-
ãóò ðàñïîëàãàòüñÿ ñëó÷àéíûì îáðàçîì ïî ãåíîìó, èñêëþ-
÷àÿ ìåæïåòëåâûå äîìåíû õðîìàòèíà; 4) ñóùåñòâóåò çîíà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 681



ïðåèìóùåñòâåííîãî ôîðìèðîâàíèÿ ÃÒÐ âáëèçè îñíîâà-
íèé ïåòåëü õðîìàòèíà. Òàêèì îáðàçîì, â ìîäåëè ðàñïðå-
äåëåíèÿ ÃÒÐ â ïåòëÿõ õðîìàòèíà äðîææåé ïðåäïîëàãàåò-
ñÿ ìàêñèìóì ôîðìèðîâàíèÿ ÃÒÐ â âåðøèíàõ ïåòåëü.
Â íàøåé ìîäåëè, êàñàþùåéñÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè
ïåòåëü õðîìàòèíà ÷åëîâåêà, ÃÒÐ ïðåèìóùåñòâåííî ðàñ-
ïîëîæåíû âáëèçè èõ îñíîâàíèé. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó
÷åëîâåêà ïåòëè õðîìàòèíà â ñðåäíåì â 10 ðàç äëèííåå,
÷åì ó äðîææåé (Kleckner, 2006). Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî
ðàçëè÷èÿ â ðàñïðåäåëåíèè ÃÒÐ â ïåòëÿõ õðîìàòèíà ó ÷å-
ëîâåêà è äðîææåé ñâÿçàíû ñ 10-êðàòíîé ðàçíèöåé â äëèíå
ïåòåëü õðîìàòèíà è ñîõðàíåíèåì ïðåèìóùåñòâåííîé
çîíû ôîðìèðîâàíèÿ ÃÒÐ íåçàâèñèìî îò äëèíû ïåòåëü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-02071).
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1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, ôèçè÷åñêèé
ôàêóëüòåò.

Ïëîòíîñòü óïàêîâêè ÄÍÊ â õðîìàòèíå è ôóíêöèî-
íèðîâàíèå öåëîãî ðÿäà «àðõèòåêòóðíûõ» õðîìîñîìíûõ
áåëêîâ îïîñðåäîâàíû âëèÿíèåì ìíîæåñòâåííûõ ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé. Ñàìûìè èçó÷åííûìè
ìîäèôèêàöèÿìè, îêàçûâàþùèìè âëèÿíèå íà ñîñòîÿíèå
õðîìàòèíà, ÿâëÿþòñÿ ìåòèëèðîâàíèå è àöåòèëèðîâàíèå
ïî ëèçèíó (Ê) àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ãèñòîíîâ Í3 è
Í4. Îäíàêî íà ñåãîäíÿøíèé äåíü âñå ÷àùå â ëèòåðàòóðå
ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå î íàëè÷èè ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìî-
äèôèêàöèé ëèíêåðíîãî ãèñòîíà Í1 è âçàèìîäåéñòâóþùå-
ãî ñ íèì íåãèñòîíîâîãî õðîìîñîìíîãî áåëêà HMGB1.
Îñíîâíîé ïðîáëåìîé èññëåäîâàíèé â äàííîé îáëàñòè ÿâ-
ëÿåòñÿ ñèëüíîå ðàçíîãëàñèå äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ðàçíû-
ìè àâòîðàìè, è ñëîæíîñòü â ïîíèìàíèè âëèÿíèÿ íàéäåí-
íûõ ïîñòòðàíëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé íà ôóíêöèîíèðî-
âàíèå áåëêîâ â êëåòêå.

Îñíîâíîé çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü îõàðàêòå-
ðèçîâàòü ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè «ëèíêåð-
íûõ» áåëêîâ õðîìàòèíà Í1 è HMGB1/2, âûäåëåííûõ èç
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, è ïðîàíàëèçèðîâàòü, íà-
ñêîëüêî ìåòîäû ìàòðè÷íî àêòèâèðîâàííîé ëàçåðíîé äå-
ñîðáöèè/èîíèçàöèè (ÌÀËÄÈ) è ýëåêòðîñïðåé-ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèè â ìåòîäè÷åñêîì ïëàíå ïîäõîäÿò äëÿ àíàëèçà
ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ñëîæíûõ áåëêîâûõ
ñìåñåé.

Íåñìîòðÿ íà ñëîæíîñòè àíàëèçà áåëêîâûõ ñìåñåé, â
÷àñòíîñòè ðå÷ü èäåò î ïîäòèïàõ ãèñòîíà Í1, ìåòîäîì «îò-
ïå÷àòêà ïàëüöåâ» (peptide mass fingerprinting) ïîñòòðàíñ-
ëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè áåëêîâ Í1 è HMGB1/2 íà
N-êîíöåâîì ó÷àñòêå áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ñ áîëüøîé
òî÷íîñòüþ. Â ïðîáàõ áåëêà Í1, âûäåëåííûõ èç òèìóñà òå-
ëåíêà è òèìóñà ìûøè, áûëè âûÿâëåíû ïîäòèïû Í1.1,
Í1.2, Í1.3, Í1.4 è Í1.5. Ñðåäè íàéäåííûõ ìîäèôèêàöèé
ãèñòîíà Í1 äîìèíèðóþò ìîäèôèêàöèè ïîëîæèòåëüíî çà-
ðÿæåííûõ îñòàòêîâ ëèçèíà â ðàçëè÷íûõ ïîëîæåíèÿõ.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ ãèñòîíà Í1 òèìóñà ìûøè õàðàêòåð-

íû àöåòèëèðîâàíèå â ïîëîæåíèè Lys 17 äëÿ ïîäòèïîâ
Í1.2, Í1.3, Í1.4 è Í1.5, àöåòèëèðîâàíèå â ïîëîæåíèè
Lys 26 äëÿ ïîäòèïà Í1.4 è ìåòèëèðîâàíèå â ïîëîæåíèÿõ
Lys 34 è Lys 46 äëÿ ïîäòèïîâ Í1.1 Í1.2, Í1.3 è Í1.4. Ïî-
êàçàíî, ÷òî äëÿ ãèñòîíà Í1 òèìóñà òåëåíêà õàðàêòåðíî
àöåòèëèðîâàíèå â ïîëîæåíèè Lys 17 äëÿ ïîäòèïîâ Í1.2 è
Í1.3. Îïèñàííûå â ðàáîòå ìîäèôèêàöèè îñòàòêîâ ëèçèíà
ïðèâîäÿò ê óìåíüøåíèþ ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïè âíå ãëîáóëÿðíîãî äîìåíà áåëêà, ÷òî ìî-
æåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ôàêòîðà, ìîäóëèðóþùåãî õà-
ðàêòåð ñâÿçûâàíèÿ ãèñòîíà Í1 ñ ëèíêåðíûìè ó÷àñòêàìè
ÄÍÊ.

Íàéäåííûå ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè áåë-
êîâ HMGB1/2 ðàñïîëîæåíû â ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ äîìå-
íàõ è íîñÿò âûñîêîêîíñåðâàòèâíûé õàðàêòåð. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ëèíêåðíûé ó÷àñòîê áåëêà HMGB2, ñâÿçûâàþùèé
äâà HMGB-äîìåíà áåëêà, ñèëüíî àöåòèëèðîâàí. Äëÿ áåë-
êà HMGB1 îáíàðóæåíû ñàéòû àöåòèëèðîâàíèÿ â ïîëîæå-
íèÿõ Lys 59-68 è Lys 140-160, ñàéò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
áåëêà HMGB1 â ïîëîæåíèè Tyr 78. Ïîêàçàíî, ÷òî ó áåëêà
HMGB1 òåëåíêà/êðûñû ïðèñóòñòâóþò äâà ñàéòà ìåòèëè-
ðîâàíèÿ íà Ñ-êîíöåâîì ó÷àñòêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-08-01134) è ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà.
×àñòü ðàáîò áûëî âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäî-
âàíèÿ ÖÊÏ «Àíàëèòè÷åñêèé öåíòð íàíî- è áèîòåõíîëî-
ãèé ÃÎÓ ÑÏáÃÏÓ» íà áàçå ÔÃÁÎÓ ÂÏÎ «ÑÏáÃÏÓ»
ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ
è íàóêè ÐÔ.

ÝÂÎËÞÖÈÎÍÍÛÅ ÇÀÊÎÍÎÌÅÐÍÎÑÒÈ ÐÅÎÐÃÀÍÈ-
ÇÀÖÈÈ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÏÐÈ ÂÈÄÎÎÁÐÀÇÎÂÀ-
ÍÈÈ. © Â. Í. Ñòåãíèé. Òîìñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíè-
âåðñèòåò.

Âàæíåéøèì ñîáûòèåì, ñâÿçàííûì ñ âèäîîáðàçîâàíè-
åì, ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ
ãåòåðîõðîìàòèíà (Ñòåãíèé, 1993). Áëèçêîðîäñòâåííûå
âèäû âñåãäà ðàçëè÷àþòñÿ êîëè÷åñòâîì è ëîêàëèçàöèåé ãå-
òåðîõðîìàòèíà. Ñóùåñòâóþò áëèçêèå âèäû, êîòîðûå íå
èìåþò ðàçëè÷èé â ñòðóêòóðå ïîëèòåííûõ õðîìîñîì (ãî-
ìîñåêâåíòíûå), íî ïðè ýòîì èìåþò ÷åòêèå ðàçëè÷èÿ ïî
ãåòåðîõðîìàòèíó. Òàê, ãîìîñåêâåíòíûå âèäû ãàâàéñêèõ
äðîçîôèë õàðàêòåðèçóþòñÿ ñòðóêòóðíûìè ïðåîáðàçîâà-
íèÿìè ãåòåðîõðîìàòèíà ïî åãî ðàçìåùåíèþ è êîëè÷åñòâó
(Baimai, Ahearn, 1978; Yoon, Richardson, 1978). Ïîäîáíàÿ
ñèòóàöèÿ îòìå÷åíà äëÿ ãîìîñåêâåíòíûõ âèäîâ Anopheles
(Coluzzi, 1970). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ãåòåðî-
õðîìàòèíîâûå ìîäèôèêàöèè ÿâëÿþòñÿ îñíîâîé ïåðå-
ñòðîéêè ãåíîìà ïðè âèäîîáðàçîâàíèè. Î÷åâèäíî, ÷òî íà-
ðÿäó ñ ðåîðãàíèçàöèåé àðõèòåêòóðû õðîìîñîì â ÿäðàõ ãå-
íåðàòèâíîé òêàíè (Ñòåãíèé, 1979) ðåîðãàíèçàöèÿ
ãåòåðîõðîìàòèíà — îñíîâà ñàëüòàöèîííîãî âèäîîáðàçî-
âàíèÿ. Ïðîâåäåííûé íàìè àíàëèç ðÿäà áëèçêîðîäñòâåí-
íûõ âèäîâûõ êîìïëåêñîâ Drosophila è Anopheles ïîçâî-
ëèë âûÿâèòü çàêîíîìåðíîñòè ðåîðãàíèçàöèè ãåòåðîõðî-
ìàòèíà ïðè âèäîîáðàçîâàíèè. Ýâîëþöèîííî èñõîäíûå
(«ðîäèòåëüñêèå») âèäû ÿâëÿþòñÿ ñòâîëîâûìè è îáû÷íî
èìåþò ãåòåðîõðîìàòèí â ëîêàëèçîâàííîì ñîñòîÿíèè â
õðîìîöåíòðàõ, ìèêðîõðîìîñîìàõ, ïîëîâûõ õðîìîñîìàõ è
öåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ. Ó ýâîëþöèîííî ïðîèçâîäíûõ
(«äî÷åðíèõ») âèäîâ ãåòåðîõðîìàòèí «äèñïåðãèðóåòñÿ» ïî
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õðîìîñîìàì, ïðè÷åì ó âèäîâ, òåðìèíèðóþùèõ ôèëåòè÷å-
ñêèå ëèíèè, «äèñïåðãèðîâàíèå» äîñòèãàåò ìàêñèìàëüíûõ
çíà÷åíèé.

Òàê, â ïîäãðóïïå Drosophila melanogaster ýâîëþöèîí-
íî èñõîäíûé âèä D. orena â òðîôîöèòàõ ÿè÷íèêîâ èìååò
ëîêàëèçîâàííûé â õðîìîöåíòðå ãåòåðîõðîìàòèí, à ó äî-
÷åðíèõ âèäîâ îí ðàñïîëîæåí â ðàçíûõ õðîìîñîìíûõ îá-
ëàñòÿõ. Àíàëîãè÷íàÿ ñèòóàöèÿ õàðàêòåðíà äëÿ ãðóïïû vi-
rilis, ãäå ó ñòâîëîâîãî âèäà D. virilis ãåòåðîõðîìàòèí ñêîí-
öåíòðèðîâàí â öåíòðîìåðíîì ðàéîíå, òîãäà êàê ó
ïðîèçâîäíûõ âèäîâ îí «äèñïåðãèðóåòñÿ» ïî õðîìîñîìàì.
Ïðè ýòîì ó âèäîâ, îáëàäàþùèõ õðîìîñîìíûì (èíâåðñè-
îííûì) ïîëèìîðôèçìîì è îáû÷íî òåðìèíèðóþùèõ ôè-
ëåòè÷åñêèå ëèíèè, «äèñïåðãèðîâàíèå» äîñòèãàåò ìàêñè-
ìàëüíûõ çíà÷åíèé (Ñòåãíèé, 2013). Ìîëåêóëÿðíûé ñî-
ñòàâ ãåòåðîõðîìàòèíà ïðåäñòàâëåí ðàçíûìè ôðàêöèÿìè,
ñðåäè êîòîðûõ äîìèíèðóþò ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ è ÌÃÝ
(Ñòåãíèé è äð., 2012), êîòîðûå ïðè «äèñïåðãèðîâàíèè»
ãåòåðîõðîìàòèíà ãåíåðèðóþò ðàçðûâû õðîìîñîì, ïðèâî-
äÿùèå ê ôîðìèðîâàíèþ ôèêñèðîâàííûõ (ìåæâèäîâûõ) è
ôëóêòóèðóþùèõ (âíóòðèâèäîâûõ) èíâåðñèé. Óáåäèòåëü-
íûå äàííûå î ðîëè ãåòåðîõðîìàòèíà â ôîðìèðîâàíèè ðå-
ïðîäóêòèâíûõ áàðüåðîâ ïðè âèäîîáðàçîâàíèè ïîëó÷åíû
ïðè àíàëèçå áëèçêèõ âèäîâ D. melanogaster è D. simulans
(Ferree, Barbash, 2009). Ñòåðèëüíîñòü ãèáðèäíûõ ñàìîê
áûëà ñâÿçàíà ñ íàðóøåíèåì ìèòîçà â ðàííåì ýìáðèîãåíå-
çå, èíäóöèðîâàííûì íåõâàòêîé ó÷àñòêà 359-bp ñàòåëëèò-
íîãî áëîêà. Òàêèì îáðàçîì, ðåïðîäóêòèâíóþ èçîëÿöèþ
äî÷åðíåãî è ðîäèòåëüñêîãî âèäîâ ìîæåò îáåñïå÷èòü èç-
ìåíåííàÿ íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ãåòåðîõðî-
ìàòèíå, ÷òî âîçíèêàåò ñàëüòàöèîííî áåçî âñÿêèõ ãåîãðà-
ôè÷åñêèõ èëè ýêîëîãè÷åñêèõ èçîëÿöèîííûõ ìåõàíèçìîâ.
Ýòî åùå ðàç ïîäòâåðæäàåò, ÷òî âèäîîáðàçîâàíèå íå ÿâëÿ-
åòñÿ ãðàäóàëüíûì ïðîöåññîì, à èìååò îáëèãàòíî-ñàëüòà-
öèîííûé õàðàêòåð.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎ-ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈ-
ÑÒÈÊÀ ßÄÐÛØÅÊ Â ÏÐÎÔÀÇÅ ÎÎÃÅÍÅÇÀ ÑÂÈÍÜÈ
ÄÎÌÀØÍÅÉ. © Â. Í. Ñòåôàíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â ðàáîòå áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ÿäðûøêîâûõ ñòðóêòóð, âûÿâ-
ëÿåìàÿ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì,
â îîãåíåçå è â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÿè÷íèêà ñâèíüè äî-
ìàøíåé. Â êëåòêàõ ôîëëèêóëÿðíîãî ýïèòåëèÿ íàáëþäàëè
îò 1 äî 4 ðàçíîîáðàçíûõ ïî ôîðìå è ðàçìåðó ÿäðûøåê,
ñðåäíåå ÷èñëî ÿäðûøåê ñîñòàâëÿëî 1.74 � 0.04. Â êðóï-
íûõ ÿäðàõ îîãîíèåâ ÿäðûøêè èìåëè ãåòåðîãåííóþ ñòðóê-
òóðó: ÷åòêî ïðîñëåæèâàëèñü îêðàøåííàÿ ñåðåáðîì çîíà è
ñëàáî ïðîêðàøåííàÿ (æåëòî-êîðè÷íåâàÿ).

Íà ñòàäèè ëåïòîòåíû â ÿäðå îáíàðóæèâàëè îò 1 äî
4 ÿäðûøåê. Ïðè ýòîì îêðàøåííûå ñåðåáðîì çîíû â âèäå
îêðóãëûõ äèñêðåòíûõ ñòðóêòóð çàíèìàëè ïåðèôåðè÷å-
ñêîå ïîëîæåíèå, à ñðåäíåå ÷èñëî ÿäðûøåê ñîñòàâëÿëî
2.26 � 0.09, ìîäàëüíîå ÷èñëî ÿäðûøåê áûëî ðàâíî 2.
Êëåòêè íà ñòàäèè çèãîòåíû âñòðå÷àëèñü ðåäêî (âñëåäñò-
âèå íåïðîäîëæèòåëüíîñòè ýòîé ñòàäèè â ïðîôàçå îîãåíå-
çà ñâèíüè), à ñàìè ÿäðûøêè áûëè ðàñïîëîæåíû âíóòðè
êëóáêà õðîìîñîì, ÷òî çàòðóäíÿëî èõ ïîäñ÷åò è àíàëèç.
Íåìíîãèå äîñòóïíûå äëÿ àíàëèçà êëåòêè íà ñòàäèè çèãî-
òåíû èìåëè ïî 1—2 ÿäðûøêàì â ÿäðå.

Ñ íàèáîëüøåé ÷àñòîòîé íà ïðåïàðàòàõ íàáëþäàëè
êëåòêè íà ñòàäèè ïàõèòåíû ñ 1—2 êðóïíûìè ÿäðûøêàìè,

ñðåäíåå ÷èñëî ÿäðûøåê ñîñòàâëÿëî 1.46 � 0.04. Íà ýòîé
ñòàäèè ìîæíî áûëî çàôèêñèðîâàòü ïðèíàäëåæíîñòü ÿä-
ðûøêà ê îïðåäåëåííîìó áèâàëåíòó; ïðè ýòîì ïðîêñè-
ìàëüíàÿ ÷àñòü ÿäðûøêà áûëà îêðàøåíà ñåðåáðîì, à äèñ-
òàëüíàÿ èìåëà æåëòî-êîðè÷íåâóþ îêðàñêó. Â ÿäðàõ ñ
2 ÿäðûøêàìè 1 èç íèõ áûëî ìåíüøå äðóãîãî, íî íå ïðå-
âûøàëî ðàçìåðà ÿäðûøêà â îäíîÿäðûøêîâûõ ÿäðàõ. Íà
ñòàäèè ïîçäíåé ïàõèòåíû âûÿâëÿëè ñâÿçü áîëåå êðóïíîãî
ÿäðûøêà ñ áîëåå êîðîòêèì áèâàëåíòîì (õðîìîñîìà 10), à
äëèííûé áèâàëåíò (õðîìîñîìà 8) ôîðìèðîâàë ÿäðûøêî
ìåíüøåãî ðàçìåðà. Íà ïàõèòåíå äîâîëüíî ÷àñòî îòìå÷àëè
ñòðóêòóðû òèïà ìèêðîÿäðûøåê, êîòîðûå õàîòè÷íî ðàñ-
ïðåäåëÿëèñü ïî ÿäðó. Íà ñòàäèè äèïëîòåíû íàáëþäàëè
1 êðóïíîå ÿäðûøêî îêðóãëîé ôîðìû. Ïðè ýòîì îêðàøåí-
íûå ñåðåáðîì çîíû òàêæå çàíèìàëè ïåðèôåðè÷åñêîå ïî-
ëîæåíèå, íî íåðåäêî îíè èìåëè ôîðìó ñäâîåííûõ ñòðóê-
òóð.

Òàêèì îáðàçîì, íà ïðîòÿæåíèè ïðîôàçû ìåéîçà â
îîãåíåçå íàáëþäàëè óìåíüøåíèå ÷èñëà ÿäðûøåê è óâåëè-
÷åíèå èõ ðàçìåðîâ, ÷òî îòðàæàåò âûñîêóþ òðàíñêðèïöè-
îííóþ àêòèâíîñòü ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ â îîöèòàõ,
ñèíòåçèðóþùèõ ðÐÍÊ, èñïîëüçóåìóþ êàê ñàìèì îîöèòîì
â ïðîöåññå åãî ñîçðåâàíèÿ, òàê è íà ïåðâûõ ñòàäèÿõ ðàçâè-
òèÿ ýìáðèîíà.

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, äî îáðàçîâàíèÿ ôîëëèêóëà
â ÿäðûøêàõ îîöèòîâ ñâèíüè ïðîèñõîäèò àêòèâíûé ñèí-
òåç ðÐÍÊ è ñàìî ÿäðûøêî èìååò íóêëåîëîíåìíîå ñòðîå-
íèå, à ñ îáðàçîâàíèåì àíòðàëüíîãî ôîëëèêóëà òðàíñêðèï-
öèîííàÿ àêòèâíîñòü ÿäðûøêà ðåçêî ïàäàåò (Crozet et al.,
1981).

Îáíàðóæåííûå íàìè ñòðóêòóðû òèïà ìèêðîÿäðûøåê
ìîãóò óêàçûâàòü íà òî, ÷òî â îîöèòàõ ñâèíüè, êàê è ó ÷å-
ëîâåêà (Wolgemuth-Jarashow et al., 1977), íàáëþäàåòñÿ íå-
çíà÷èòåëüíàÿ àìïëèôèêàöèÿ ðÐÍÊ.

Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå áóäóò ñîïîñòàâëåíû ñ àíàëî-
ãè÷íûìè äàííûìè, ïîëó÷åííûìè â îîãåíåçå ó êîðîâ.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÊÎÌÏÀÊÒÈÇÀÖÈÈ ÝÓ- È ÃÅÒÅÐÎ-
ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÝÓÊÀÐÈÎÒ Â ÌÈÒÎÇÅ. © Î. Ñ. Ñòðåë-
êîâà,1, 2 Î. À. Æèðîíêèíà,2, 3 Â. Ä. ×åðåïàíèíåö,2, 3

Ñ. Þ. Êóð÷àøîâà,2 È. È. Êèðååâ.2, 3 1 Ôàêóëüòåò áèîèíæå-
íåðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, temchromatinlab@
gmail.com, 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçè-
êî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëî-
ìîíîñîâà è 3 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Õðîìàòèí, ïðåäñòàâëåííûé â êëåòêàõ ýóêàðèîò â âèäå
ñëîæíîãî íóêëåîïðîòåèíîâîãî êîìïëåêñà, îáåñïå÷èâàåò
õðàíåíèå, ðåàëèçàöèþ è ïåðåäà÷ó ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìà-
öèè. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è
ôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèï-
öèè ÄÍÊ äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíû íà ìîëåêó-
ëÿðíî-áèîëîãè÷åñêîì óðîâíå. Îäíàêî ïëîòíàÿ óïàêîâêà
ÄÍÊ â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè âåäåò ê âîçíèêíîâåíèþ òî-
ïîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì. Èçâåñòíî, ÷òî ñóùåñòâóåò èåðàð-
õè÷åñêèé ïîðÿäîê â óêëàäêå õðîìàòèíà: äâóõñïèðàëüíàÿ
ÄÍÊ â êîìïëåêñå ñ ãèñòîíàìè îáðàçóåò 10-íàíîìåòðîâóþ
íóêëåîñîìó, êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü óïàêîâûâàåòñÿ
â 30-íàíîìåòðîâóþ ôèáðèëëó. Âûñøèå óðîâíè êîìïàê-
òèçàöèè ïðåäñòàâëåíû õðîìîíåìàìè, ñòðóêòóðàìè òîë-
ùèíîé 150—250 íì, à íàèáîëåå ïëîòíàÿ óïàêîâêà ïðî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 683



èñõîäèò â ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ. Âîïðîñ î âûñøèõ
óðîâíÿõ êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà äî ñèõ ïîð îñòà-
åòñÿ äèñêóññèîííûì è äîïîëíèòåëüíî îñëîæíÿåòñÿ â ñâÿ-
çè ñ ôóíêöèîíàëüíîé è ñòðóêòóðíîé íåîäíîðîäíîñòüþ
õðîìàòèíà, êîòîðûé ðàçäåëÿþò íà ðàíîðåïëèöèðóå-
ìûé ýóõðîìàòèí è ïîçäíîðåïëèöèðóåìûé ãåòåðîõðîìà-
òèí.

Îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì, êàê ïðîèñõîäèò êîìïàêòèçà-
öèÿ óæå îòðåïëèöèðóåìîãî ýó- è ãåòåðîõðîìàòèíà íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåä ìèòîçîì, îäèíàêîâà ëè îíà äëÿ äâóõ
ðàçëè÷íûõ ôðàêöèé èëè èäåò ïî ðàçíûì ìåõàíèçìàì. Äëÿ
ïîíèìàíèÿ ýòîãî âîïðîñà ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä íåäåñò-
ðóêòèâíîãî ðåïëèêàòèâíîãî ìå÷åíèÿ è îòëîæåííîé ìåò-
êè, ìàêñèìàëüíî ñîõðàíèâ íàòèâíóþ îðãàíèçàöèþ õðîìà-
òèíà â ìèòîçå. Óëüòðàñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ ïîñòðåï-
ëèöèðóåìîãî ýó- è ãåòåðîõðîìàòèíà âèçóàëèçèðîâàëè íà
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå ñ ïîìîùüþ àíòè-
òåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ çîëîòîì, è äîïîëíèòåëüíîãî
óñèëåíèÿ ñåðåáðîì. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî â ìèòîçå õðîìàòèí
ïëîòíî óïàêîâàí, âîçíèêàþò ïðîáëåìû âèçóàëèçàöèè åãî
òîíêîé óëüòðàñòðóêòóðû. Ïîýòîìó äëÿ âîññîçäàíèÿ îðãà-
íèçàöèè ãåíîìà â îáúåìå ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä ñåðèé-
íûõ ñðåçîâ, à òàêæå ýëåêòðîííóþ òîìîãðàôèþ. Àíàëèçè-
ðóÿ ïîëó÷åííûå äàííûå, ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà íåêî-
òîðóþ ðàçíîðîäíîñòü â óêëàäêå ýó- è ãåòåðîõðîìàòèíà â
ïðîôàçå ìèòîçà. Íàáëþäàåòñÿ òîïîëîãè÷åñêîå ðàçëè÷èå â
ðàñïðåäåëåíèè äâóõ ôðàêöèé ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà: äëÿ
ýóõðîìàòèíà õàðàêòåðíî äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå, òîãäà
êàê ãåòåðîõðîìàòèí ñîáèðàåòñÿ â áîëåå ïëîòíûå ñòðóêòó-
ðû. Ïîìèìî ýòîãî, ðàçëè÷èÿ íàáëþäàþòñÿ â ðàñïðåäåëå-
íèè ìåòêè âíóòðè îäíîãî ðåïëèêàòèâíîãî äîìåíà. Ãåòå-
ðîõðîìàòèí äåìîíñòðèðóåò âûñîêóþ ïëîòíîñòü ìåòêè â
îòëè÷èå îò äîâîëüíî ðàçðåæåííîé ýóõðîìàòèíîâîé ìåò-
êè. Òàêàÿ ðàçíîðîäíîñòü ïðåäïîëîæèòåëüíî ñâÿçàíà ñ àð-
õèòåêòóðíûìè áåëêàìè õðîìîñîì, ñåëåêòèâíî àññîöèèðî-
âàííûìè ñ ýó- è ãåòåðîõðîìàòèíîì, íàïðèìåð êîíäåíñè-
íàìè I è II.

Ïîëó÷åííûå äàííûå íàãëÿäíî èëëþñòðèðóþò ðàçëè-
÷èÿ â õàðàêòåðå êîìïàêòèçàöèè äâóõ ðàçëè÷íûõ ôðàêöèé
ãåíîìà è ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî â êîìïàêòèçàöèè ýó-
è ãåòåðîõðîìàòèíà çàäåéñòâîâàíû ðàçëè÷íûå ìåõàíèçìû
óïàêîâêè.

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÄÅÌÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÄÍÊ ÌÅÒÀÔÀÇ-
ÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ ÄÎÈÌÏËÀÍÒÀÖÈÎÍÍÛÕ ÇÀÐÎ-
ÄÛØÅÉ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. Â. Òèõîíîâ,1, 2 Î. À. Åôèìî-
âà,1, 2 À. À. Ïåíäèíà,1, 2 Ì. È. Êðàïèâèí,1 Ò. Â. Êóçíåöîâà,1, 2

Â. Ñ. Áàðàíîâ.1, 2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò, tixonov5790@gmail.com, è 2 Íàó÷íî-èññëå-
äîâàòåëüñêèé èíñòèòóò àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè
èì. Ä. Î. Îòòà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ýïèãåíåòè÷åñêîå ðåïðîãðàììèðîâàíèå ãåíîìà ÿâëÿ-
åòñÿ âàæíåéøèì ñîáûòèåì äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâè-
òèÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Êëþ÷åâûì ýòàïîì ýïèãåíåòè÷åñêî-
ãî ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ñòèðàíèå ðîäèòåëüñêèõ
ïàòòåðíîâ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ çà ñ÷åò äåìåòèëèðîâàíèÿ,
íåîáõîäèìîå äëÿ ïîñëåäóþùåãî óñòàíîâëåíèÿ íîâîãî,
ñïåöèôè÷íîãî äëÿ ãåíîìà êëåòîê ðàçâèâàþùåãîñÿ çàðî-
äûøà õàðàêòåðà ìåòèëèðîâàíèÿ. Â 2011 ã. íà ìîäåëüíûõ
îáúåêòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îäíèì èç ýòàïîâ äåìåòèëè-
ðîâàíèÿ ãåíîìà äîèìïëàíòàöèîííîãî çàðîäûøà ÿâëÿåòñÿ
îáðàçîâàíèå 5-ãèäðîêñèìåòèëöèòîçèíà â êà÷åñòâå ïðîìå-
æóòî÷íîãî ïðîäóêòà. Ñïåöèôè÷íà ëè ýòà ìîäèôèêàöèÿ

öèòîçèíà äëÿ äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà,
íåèçâåñòíî. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü
èçó÷åíèå ðàñïðåäåëåíèÿ è äèíàìèêè ýïèãåíåòè÷åñêèõ
ìîäèôèêàöèé öèòîçèíà — 5-ãèäðîêñèìåòèëöèòîçèíà
(5hmC) è 5-ìåòèëöèòîçèíà (5mC) — íà ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîìàõ çèãîò è áëàñòîìåðîâ äðîáÿùèõñÿ çàðîäûøåé ÷å-
ëîâåêà. Âûÿâëåíèå ìîäèôèêàöèé öèòîçèíà ïðîâîäèëè
èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷å-
ñêèõ àíòèòåë ê 5hmC è 5mC íà ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðà-
òàõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì.

Ïðè àíàëèçå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íà ñòà-
äèè çèãîòû âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó ðîäèòåëüñêèìè íà-
áîðàìè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì: îòöîâñêèå õðîìîñîìû õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü áîëåå âûñîêèì ñîäåðæàíèåì 5hmC è
íèçêèì 5mC ïî ñðàâíåíèþ ñ õðîìîñîìàìè ìàòåðèíñêîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Ó÷àñòêè ÄÍÊ, îáîãàùåííûå 5hmC, ïðå-
èìóùåñòâåííî ëîêàëèçîâàëèñü â R-ñåãìåíòàõ ìåòàôàç-
íûõ õðîìîñîì, òîãäà êàê â G-ñåãìåíòàõ è â áëîêàõ ïðè-
öåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà õðîìîñîì 1, 9, 16 è Y
îíè îòñóòñòâîâàëè. Ñåãìåíòíîé ñïåöèôè÷íîñòè â ðàñïðå-
äåëåíèè 5mC íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ çèãîò âûÿâëåíî
íå áûëî. Íà ñòàäèè 2—3 áëàñòîìåðîâ âûÿâëåíû õðîìîñî-
ìû ñ àñèììåòðè÷íûì ðàñïîëîæåíèåì 5hmC è 5mC â ñåñò-
ðèíñêèõ õðîìàòèäàõ: èíòåíñèâíîñòü è õàðàêòåð ìåòèëè-
ðîâàíèÿ è ãèäðîêñèìåòèëèðîâàíèÿ â îäíîé õðîìàòèäå ñî-
îòâåòñòâîâàëè âûÿâëåííûì íà ñòàäèè çèãîòû, â òî âðåìÿ
êàê âòîðàÿ õðîìàòèäà ïðàêòè÷åñêè íå ñîäåðæàëà 5hmC è
5mC. Àñèììåòðè÷íûå õðîìîñîìû áûëè âûÿâëåíû íà
âñåõ ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ âïëîòü äî
áëàñòîöèñòû. Èõ ÷èñëî óìåíüøàëîñü â õîäå äåëåíèé
äðîáëåíèÿ, òîãäà êàê ÷èñëî õðîìîñîì ñ îòñóòñòâèåì
5hmC è 5mC â îáåèõ õðîìàòèäàõ óâåëè÷èâàëîñü. Íàáëþ-
äàåìàÿ êàðòèíà, âåðîÿòíåå âñåãî, îáóñëîâëåíà çàâèñèìîé
îò ðåïëèêàöèè (èëè ïàññèâíîé) ïîòåðåé 5hmC è 5mC.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âïåðâûå
ïîêàçàíî, ÷òî â ãëîáàëüíîì äåìåòèëèðîâàíèè ÄÍÊ ó çà-
ðîäûøåé ÷åëîâåêà ó÷àñòâóåò íåñêîëüêî ìåõàíèçìîâ: àê-
òèâíîå äåìåòèëèðîâàíèå ñ îáðàçîâàíèåì 5hmC, ïðîèñõî-
äÿùåå ïðåèìóùåñòâåííî â ìóæñêîì ãåíîìå íà ñòàäèè çè-
ãîòû è õàðàêòåðèçóþùååñÿ ñåëåêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè
ñåãìåíòîâ õðîìîñîì, ïàññèâíàÿ ïîòåðÿ 5hmC è ïàññèâíàÿ
ïîòåðÿ 5mC ïðè ïîñëåäóþùèõ äåëåíèÿõ äðîáëåíèÿ. Ãèä-
ðîêñèëèðîâàíèå 5mC ÿâëÿåòñÿ ñòàáèëüíîé ìîäèôèêàöèåé
ãåíîìà äðîáÿùåãîñÿ çàðîäûøà ÷åëîâåêà, òàê êàê 5hmC,
îáðàçîâàâøèñü íà ñòàäèè çèãîòû, ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå
âñåãî äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ âïëîòü äî ñòàäèè
áëàñòîöèñòû. Ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ ïàòòåðíîâ ìåòè-
ëèðîâàíèÿ è ãèäðîêñèìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ íåîáõîäèìû
äëÿ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà çàðîäûøà è ïîäãîòîâêè
ê íà÷àëó òêàíåâîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðà-
âèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà, Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-01978-a),
ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ ÑÏ-1305.2012.4 è ÷àñòè÷íîé
ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà
(ïðîåêò 14-15-00737).

ÊÎÍÑÅÐÂÀÒÈÂÍÛÉ ÑÓÁÒÅËÎÌÅÐÍÛÉ ÒÀÍÄÅÌ-
ÍÛÉ ÏÎÂÒÎÐ ÐÎ41 ÒÐÀÍÑÊÐÈÁÈÐÓÅÒÑß Â ÑÎÌÀ-
ÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÏÐÅÄÑÒÀÂÈÒÅËÅÉ ÎÒÐßÄÀ
GALLIFORMES. © È. Ë. Òðîôèìîâà, Ä. À. Ïîïîâà,
À. Â. Ìàñëîâà, À. Â. Êðàñèêîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, alla.krasikova@gmail.com
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Äî íåäàâíåãî âðåìåíè îòëè÷èòåëüíîé õàðàêòåðèñòè-
êîé òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ ãåòåðîõðîìàòèíà, îáðàçó-
þùåãî (ïåðè)öåíòðîìåðíûå, ñóáòåëîìåðíûå è òåëîìåð-
íûå ðàéîíû õðîìîñîì, ñ÷èòàëàñü èõ òðàíñêðèïöèîííàÿ
èíåðòíîñòü, à åäèíè÷íûå äàííûå îá èõ òðàíñêðèïöèè
îñòàâàëèñü áåç âíèìàíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôåíîìåí
òðàíñêðèïöèè òàíäåìíî ïîâòîðÿþùåéñÿ ÄÍÊ ïîêàçàí
äëÿ ìíîãèõ îðãàíèçìîâ è êëåòîê â êóëüòóðå. Öåëü äàííî-
ãî èññëåäîâàíèÿ — ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå òðàíñêðèï-
öèîííîé àêòèâíîñòè òàíäåìíîãî ïîâòîðà ÐÎ41 ó ïðåä-
ñòàâèòåëåé îòðÿäà Galliformes: äîìàøíåé êóðèöû Gallus
gallus domesticus è ÿïîíñêîãî ïåðåïåëà Coturnix coturnix
japonica. Ñóáòåëîìåðíûé òàíäåìíûé ïîâòîð ÐÎ41
(îò àíãë. pattern of 41 bp) êîíñåðâàòèâåí êàê ïî íóêëåî-
òèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, òàê è ïî õðîìîñîìíîé ëîêà-
ëèçàöèè ñðåäè ïðåäñòàâèòåëåé îòðÿäà Galliformes, ÷òî
ìîæåò óêàçûâàòü íà óíèâåðñàëüíûå ôóíêöèè òðàíñêðèï-
òîâ ïîâòîðà.

G- è C-áîãàòûå òðàíñêðèïòû ïîâòîðà ÐÎ41 áûëè äå-
òåêòèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ/ÐÍÊ-FISH â ÿäðàõ êëåòîê
ìîçæå÷êà, áîëüøîãî ìîçãà, ìûøö, ÿéöåâîäà, òîíêîãî è
òîëñòîãî êèøå÷íèêà â òêàíÿõ êàê êóðèöû, òàê è ïåðåïåëà.
Êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ òðàíñêðèïòîâ ïîâòîðà PO41 è
ìîðôîëîãèÿ ôîêóñîâ òðàíñêðèïöèè èìåþò óíèâåðñàëü-
íûé õàðàêòåð êàê â çäîðîâûõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñîìà-
òè÷åñêèõ òêàíÿõ, òàê è â ìàëèãíèçèðîâàííûõ êëåòêàõ
ëèìôîáëàñòîìû êóðèöû. Â èíòåðôàçíîì ÿäðå òðàíñêðèï-
òû ïîâòîðà ÐÎ41 îáðàçóþò 1—2 ôîêóñà, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ «ôàáðèêàì òðàíñêðèïöèè», è(èëè) äèñïåðãèðîâàí-
íîå îáëàêî, ñîäåðæàùåå íåêîäèðóþùóþ ÐÍÊ (íêÐÍÊ)
ÐÎ41. Ðåçóëüòàòû ÄÍÊ/ÐÍÊ-FISH ïîñëå ïðåäîáðàáîòêè
ïðåïàðàòîâ ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ÐÍÊàç (ÐÍÊàçû À,
ÐÍÊàçû H è ÐÍÊàçû III) ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îá-
ðàçóþùàÿñÿ äëèííàÿ íêÐÍÊ ÐÎ41 ïðåèìóùåñòâåííî îä-
íîöåïî÷å÷íàÿ, íî ôîðìèðóåò â îòäåëüíûõ ó÷àñòêàõ øïè-
ëå÷íóþ èëè ñóïåðñêðó÷åííóþ ñòðóêòóðó.

Èñïîëüçóÿ èììóíî-FISH, ìû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèÿ ìàññèâà ïîâòîðîâ ÐÎ41 ïðîèñõîäèò ñ ïîìîùüþ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II, à îáðàçóþùèåñÿ ôîêóñû òðàíñêðèï-
öèè íå êîëîêàëèçîâàíû ñ èçâåñòíûìè ÿäåðíûìè òåëüöà-
ìè, òàêèìè êàê òåëüöà Êàõàëà, ÿäåðíûå ñòðåññ-òåëüöà è
ÿäåðíûå «ñïåêëû».

Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ íêÐÍÊ ÐÎ41 â õîäå êëåòî÷íî-
ãî öèêëà ïîêàçàë, ÷òî â ïðîôàçå òðàíñêðèïòû îáðàçóþò
ÿðêèå ôîêóñû â ÿäðàõ, òîãäà êàê â ìåòàôàçå îíè ëîêàëèçó-
þòñÿ ìåæäó êîíäåíñèðîâàííûìè õðîìîñîìàìè. 3D-ðå-
êîíñòðóêöèÿ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîêàçàëà, ÷òî â ðàííåé
àíàôàçå òðàíñêðèïòû ÐÎ41 îðèåíòèðîâàíû â ýêâàòîðè-
àëüíîé ïëîñêîñòè äåëÿùåéñÿ êëåòêè, çàòåì ðàâíîìåðíî
ðàñõîäÿòñÿ ïî äî÷åðíèì êëåòêàì. Â ïîçäíåé òåëîôàçå
òðàíñêðèïòû àññîöèèðîâàíû ñ õðîìîñîìàìè, ÷òî ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî èõ ðåãóëÿòîðíûì çíà÷åíèåì, â ÷àñòíî-
ñòè ó÷àñòèåì òðàíñêðèïòîâ â ôîðìèðîâàíèè òåðìèíàëü-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà.

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå ïîêàçàíà òðàíñêðèïöèÿ ñóá-
òåëîìåðíîãî òàíäåìíîãî ïîâòîðà ÄÍÊ â ñîìàòè÷åñêèõ è
ìàëèãíèçèðîâàííûõ êëåòêàõ ïðåäñòàâèòåëåé îòðÿäà Gal-
liformes. Ïðè ýòîì íàáëþäàþòñÿ óíèâåðñàëüíàÿ êàðòèíà
ðàñïðåäåëåíèÿ òðàíñêðèïòîâ è ìîðôîëîãèÿ ôîêóñîâ
òðàíñêðèïöèè â ðàçíûõ òêàíÿõ G. g. domesticus è C. c. ja-
ponica. Ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñêðèïòû ÐÎ41 íå êîëîêàëèçó-
þòñÿ ñ ðÿäîì ÿäåðíûõ òåëåö. Ïîëó÷åíû ïðèîðèòåòíûå
äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè íåêîäèðóþùåé ÐÍÊ ñóáòåëî-
ìåðíîãî ïîâòîðà ÐÎ41 íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî
öèêëà.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäî-
âàíèÿ ÐÖ «Õðîìàñ» è ÐÖ «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà.

ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÐÅÃÓËßÖÈß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅ-
ÍÎÂ Z-ÕÐÎÌÎÑÎÌÛ Â ÏÐÈÑÓÒÑÒÂÈÈ W-ÕÐÎÌÎ-
ÑÎÌÛ Ó ÏÒÈÖ. © À. Â. Òðóõèíà, À. Ô. Ñìèðíîâ. Êàôåä-
ðà ãåíåòèêè è áèîòåõíîëîãèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, trukhina_ant@mail.ru,
smiraf@gmail.com

Ïîëîâûå õðîìîñîìû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â äåòåð-
ìèíàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå ïîëà ó ïîçâîíî÷íûõ æèâîò-
íûõ. Äëÿ áîëüøèíñòâà èçó÷åííûõ âèäîâ ïîêàçàíî, ÷òî
ïîëîâûå õðîìîñîìû ÿâëÿþòñÿ ãåòåðîìîðôíûìè: îäíà èç
íèõ — êðóïíàÿ è áîãàòàÿ ãåíàìè (X èëè Z), à äðóãàÿ ñî-
äåðæèò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ãåíîâ, ïðîòÿæåííûå ãåòå-
ðîõðîìàòèíîâûå ó÷àñòêè è èìååò ìàëåíüêèé ðàçìåð (Y
èëè W). Îíè íå ñïîñîáíû ê ñèíàïñèñó è ðåêîìáèíàöèè â
ìåéîçå, çà èñêëþ÷åíèåì íåáîëüøèõ ðàéîíîâ, íàçûâàåìûõ
ïñåâäîàóòîñîìíûìè. Z/X- è W/Y-õðîìîñîìû ñîäåðæàò
ðàçíîå ÷èñëî êîïèé ãåíîâ, äëÿ êîòîðûõ äîçîâûå ðàçëè÷èÿ
îáû÷íî ëåòàëüíû. Ó ìëåêîïèòàþùèõ, Drosophila è Cae-
norhabditis elegans äëÿ ñáàëàíñèðîâàíèÿ ðàçëè÷èé â ÷èñëå
ãåíîâ, ðàñïîëîæåííûõ â X-õðîìîñîìàõ ñàìîê è ñàìöîâ,
èñïîëüçóåòñÿ äîçîâàÿ êîìïåíñàöèÿ. Ó ïòèö, îäíàêî, áîëü-
øèíñòâî ãåíîâ â Z-õðîìîñîìàõ èçáåãàåò ýôôåêòà êîìïåí-
ñàöèè, è òîëüêî íåáîëüøîå ÷èñëî ãåíîâ àãðåãèðóåò ñ ãè-
ïåðìåòèëèðîâàííîé (ÌÍÌ) îáëàñòüþ íà äèñòàëüíîì
êîíöå êîðîòêîãî ïëå÷à Z-õðîìîñîìû.

ÌÍÌ-ðàéîí ñâÿçàí ñ ïîëîñïåöèôè÷íûì ÄÍÊ-ìåòè-
ëèðîâàíèåì, ãèñòîí-àöåòèëèðîâàíèåì, ñ íåêîäèðóþùèìè
ÐÍÊ, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî íà Z-õðî-
ìîñîìå ñàìîê êóðèöû. Ôóíêöèÿ ÌÍÌ-íåêîäèðóþùåé
ÐÍÊ ïîêà åùå íåÿñíà. Ãèïîìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ è ãèïå-
ðàöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í4K16 äåëàþò ñÌÍÌ-ðàéîí
âûñîêîòðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûì ðàéîíîì. Êîíå÷íûì
ïðîäóêòîì ýêñïðåññèè ýòîãî ðàéîíà ÿâëÿåòñÿ íåêîäèðóþ-
ùàÿ ÐÍÊ, êîòîðàÿ ïðåèìóùåñòâåííî îñòàåòñÿ â ÿäðå è
âëèÿåò íà ãåíû, ïðèìûêàþùèå ê ñÌÍÌ-ó÷àñòêó íà
Z-õðîìîñîìå.

Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî íåêîòîðûå äî ñèõ ïîð åùå íåèçâå-
ñòíûå ãåíû, ðàñïîëîæåííûå â W-õðîìîñîìå, ïðîÿâëÿþò
ïîëîæèòåëüíóþ ñàìêà-îïðåäåëÿþùóþ ôóíêöèþ (êàê è â
ñëó÷àå ñ Y-õðîìîñîìîé ó ñàìöà). Íåîáõîäèìî òàêæå ó÷è-
òûâàòü, ÷òî îêîëî 65 % ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè W-õðî-
ìîñîìû ïðåäñòàâëåíî äâóìÿ ñåìåéñòâàìè ïîâòîðîâ (XhoI
è EcoRI) è á*îëüøàÿ åå ÷àñòü ÿâëÿåòñÿ ãåòåðîõðîìàòèíî-
âîé.

Õðîìîñîìà W ïòèö ïî ìíîãèì ïðèçíàêàì íàïîìèíà-
åò Y-õðîìîñîìó îðãàíèçìîâ, èìåþùèõ XX/XY-ñèñòåìó
îïðåäåëåíèÿ ïîëà. Äëÿ íèõ äîñòàòî÷íî ïðèñóòñòâèÿ â ãå-
íîìå Y-õðîìîñîìû, ÷òîáû àêòèâèçèðîâàëèñü ñàìåö-îïðå-
äåëÿþùèå ãåíû â X-õðîìîñîìå, è ñâÿçàíî ýòî ñ ýôôåêòîì
ïîëîæåíèÿ ìîçàè÷íîãî òèïà. Ïîä âëèÿíèåì ïðèñóòñò-
âèÿ â ãåíîìå äîïîëíèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà êîíñòèòóòèâ-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà Y-õðîìîñîìû èíàêòèâèðîâàííûå
íà X-õðîìîñîìå ãåíû ñóïðåññèðóþòñÿ ñîîòâåòñòâóþùè-
ìè ãåíàìè-ìîäèôèêàòîðàìè ýôôåêòà ïîëîæåíèÿ è ñòàíî-
âÿòñÿ àêòèâíûìè. Ýòî ïðèâîäèò ê âûðàáîòêå ñàìåö-ñïå-
öèôè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ. Ìåõàíèçì âëèÿíèÿ êîíñòèòóòèâ-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà íà àêòèâàöèþ ïîëîîïðåäåëÿþùèõ
ãåíîâ ïîêà åùå íåÿñåí. Âîçìîæíî, òî æå ñàìîå ïðîèñõî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 685



äèò è ó ïòèö. Ïîä âëèÿíèåì ãåòåðîõðîìàòèíà W-õðîìîñî-
ìû êóðèöû àêòèâèðóþòñÿ ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ îòâå-
÷àþò çà äåìåòèëèðîâàíèå ó÷àñòêà ñÌÍÌ, è ñíèìàåòñÿ
áëîê ñ áëèçëåæàùèõ ãåíîâ, òàêèõ êàê DMRT1 è äð. Â ðå-
çóëüòàòå àêòèâèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ ïîëîîïðåäåëÿþùèõ ãå-
íîâ ñ Z-õðîìîñîìû êóðèöû è äåòåðìèíèðóåòñÿ ïîë ñàìêè.
Ó ñàìöîâ (ZZ) æå ýòîãî íå ïðîèñõîäèò, è ãåíû, ðàñïîëî-
æåííûå âáëèçè ãèïåðìåòèëèðîâàííîãî ó÷àñòêà cMHM,
îñòàþòñÿ ìîë÷àùèìè. Â íàøåé ðàáîòå ñ îïûòàìè ïî äåìå-
òèëèðîâàíèþ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ 5-àçàöèòèäèíà, ïðîâåäåí-
íîé íà êóðèöå, ïîêàçàíî, ÷òî ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñàìöîâ
ïðîèñõîäèò ñäâèã ôîðìèðîâàíèÿ ãîíàä ïî òèïó ñàìîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-00994-à).

ÌÅÆÂÈÄÎÂÛÅ ÐÀÇËÈ×Èß Â ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÈ
ÄÍÊ ÏÐÈÖÅÍÒÐÎÌÅÐÍÎÃÎ ÃÅÒÅÐÎÕÐÎÌÀÒÈÍÀ
ÀÍÖÅÑÒÐÀËÜÍÎÃÎ ÂÈÄÀ DROSOPHILA VIRILIS ÍÀ
ÏÎËÈÒÅÍÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌÀÕ ÂÈÄÎÂ ÃÐÓÏÏÛ VI-
RILIS. © Ê. Å. Óñîâ, È. Ý. Âàññåðëàóô, Â. Í. Ñòåãíèé. Íà-
öèîíàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé Òîìñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé óíèâåðñèòåò, usovke@rambler.ru

Èçâåñòíî, ÷òî ãðóïïà virilis âêëþ÷àåò â ñåáÿ 12 âèäîâ
äðîçîôèë, êîòîðûå ïîäðàçäåëÿþò íà äâå ôèëàäû — virilis
è montana, à Drosophila virilis ÿâëÿåòñÿ àíöåñòðàëüíûì
âèäîì äëÿ âñåé ãðóïïû. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿ-
ëîñü èññëåäîâàíèå ðåîðãàíèçàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà D. virilis íà ïî-
ëèòåííûõ õðîìîñîìàõ òðîôîöèòîâ è êëåòîê ñëþííûõ æå-
ëåç áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ ãðóïïû virilis ðîäà Drosop-
hila. Äëÿ ýòîãî áûëà ïðîâåäåíà ìèêðîäèññåêöèÿ õðîìî-
öåíòðà ïîëèòåííûõ õðîìîñîì D. virilis. Íà îñíîâå
ìèêðîäèññåêöèîííîé ÄÍÊ-áèáëèîòåêè («DvirIII») áûë
ïîëó÷åí ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûé ÄÍÊ-çîíä è ïðîâåäå-
íà åãî ãèáðèäèçàöèÿ in situ (FISH) ñ ïîëèòåííûìè õðîìî-
ñîìàìè êëåòîê ñëþííûõ æåëåç è òðîôîöèòîâ âèäîâ ãðóï-
ïû virilis. Èçó÷åíèå ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ õðîìîöåíòðà D.
virilis íà ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ ñëþííûõ æåëåç ó âèäîâ
ãðóïïû virilis ïîçâîëèëî âûÿâèòü îáùèå ÷åðòû â åå ëîêà-
ëèçàöèè. Òàê, ó âñåõ âèäîâ ïîìåòèëèñü õðîìîöåíòð è äî-
âîëüíî ïðîòÿæåííûé ðàéîí õðîìîñîìû 5. Îäíàêî ó âè-
äîâ ôèëàäû montana â îòëè÷èå îò âèäîâ ôèëàäû virilis îá-
íàðóæèâàþòñÿ ÿðêèå ñèãíàëû â õðîìîñîìå 2. Êðîìå òîãî,
ó áîëüøèíñòâà âèäîâ ãðóïïû virilis äàííàÿ ïðîáà áûëà îá-
íàðóæåíà â íåêîòîðûõ èíòåðêàëÿðíûõ ðàéîíàõ ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì è ðàçëè÷àëàñü ïî ëîêàëèçàöèè â ýòèõ ðàéî-
íàõ ó ðàçíûõ âèäîâ. Â öåëîì ó âèäîâ ãðóïïû virilis áûëè
âûÿâëåíû ðåçêèå âèäîñïåöèôè÷íûå ðàçëè÷èÿ ïî ëîêàëèçà-
öèè ïðîáû «DvirIII» â õðîìîñîìàõ 2 è 5. Àíàëèç ðàñïðåäå-
ëåíèÿ ÄÍÊ èç õðîìîöåíòðà D. virilis íà ïîëèòåííûõ õðî-
ìîñîìàõ òðîôîöèòîâ ó âèäîâ ãðóïïû virilis ïîêàçàë, ÷òî ó
âñåõ âèäîâ ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëîêàëèçóþòñÿ â ïðè-
öåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ âñåõ õðîìîñîì, â òåëîìåðíîì ðàé-
îíå õðîìîñîìû 5. Â îòëè÷èå îò âèäîâ ôèëàäû virilis ó âè-
äîâ ôèëàäû montana â ìåòàöåíòðè÷åñêîé õðîìîñîìå 2 ïî-
ìèìî ïðèöåíòðîìåðíîãî ðàéîíà ìåòèëñÿ äîïîëíèòåëüíûé
ðàéîí äàííîé õðîìîñîìû. Â îòëè÷èå îò ïîëèòåííûõ õðî-
ìîñîì ñëþííûõ æåëåç â õðîìîñîìàõ òðîôîöèòîâ ñèãíàëîâ
â èíòåðêàëÿðíûõ ðàéîíàõ íå áûëî îáíàðóæåíî.

Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ëîêàëèçàöèè
ÄÍÊ õðîìîöåíòðà D. virilis íà ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ

òðîôîöèòîâ è êëåòîê ñëþííûõ æåëåç âèäîâ ãðóïïû virilis
ïîçâîëèë âûÿâèòü âèäîâóþ ñïåöèôè÷íîñòü â åå ëîêàëèçà-
öèè, ÷òî îñîáåííî ÿðêî ïðîÿâèëîñü ó âèäîâ, îòíîñÿùèõñÿ
ê ðàçíûì ôèëàäàì (virilis è montana). Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî
ìåæâèäîâûå ðàçëè÷èÿ â àðõèòåêòóðå ÿäåð òðîôîöèòîâ ó
âèäîâ ðàçíûõ ôèëàä ãðóïïû virilis îòðàæàþòñÿ íà õàðàê-
òåðå ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ õðîìîöåíòðà D. virilis. Îáíàðó-
æåíû êàê îáùèå, òàê è òêàíåñïåöèôè÷íûå ðàéîíû ëîêà-
ëèçàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ õðîìîöåíòðà D. virilis
íà õðîìîñîìàõ òðîôîöèòîâ è êëåòîê ñëþííûõ æåëåç âèäîâ
ãðóïïû virilis. Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâó ýâîëþöèîííûõ ïðåîá-
ðàçîâàíèé êàðèîòèïîâ â ãðóïïå virilis ñîñòàâëÿþò òðàíñëî-
êàöèè è èíâåðñèè õðîìîñîìíûõ ó÷àñòêîâ, êîòîðûå ïðèâå-
ëè ê èçìåíåíèþ ñòðóêòóðû è ìîðôîëîãèè õðîìîñîì. Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî
õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ãåòåðîõðîìàòèíà â
ãåíîìå, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ âèäîîáðà-
çîâàíèÿ, ÷òî â öåëîì ìîæåò ïîâëèÿòü è íà èçìåíåíèå îðè-
åíòàöèè õðîìîñîì â òðåõìåðíîì ïðîñòðàíñòâå ÿäðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
åêòà Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ, à òàêæå ïðè
÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÍØ-1279.2014.4).

ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß Ó×ÀÑÒÊÀ ÑÂßÇÛÂÀÍÈß
ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ P53 Ñ ÏÐÎÌÎ-
ÒÅÐÍÎÉ ÎÁËÀÑÒÜÞ NR4A3. © O. A. Ôåäîðîâà,1, 2

À. À. Äàêñ,2 Ï. Í. Êóðûëêî,2 Í. À. Áàðëåâ.1, 2 1Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, fedorovaolgand@gma-
il.com, 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé òåõíîëîãè÷å-
ñêèé èíñòèòóò (Òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò).

ßäåðíûå ðåöåïòîðû èãðàþò âàæíåéøóþ ðîëü â ïàòî-
ãåíåçå ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé. Ñîâðåìåííûå ìåòîäû ëå÷å-
íèÿ ðàêà èñïîëüçóþò ðÿä ñîåäèíåíèé, êîòîðûå ìîäóëèðóþò
ôóíêöèè ÿäåðíûõ ðåöåïòîðîâ è ïîäàâëÿþò ðàçâèòèå çëîêà-
÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé. ßäåðíûå ðåöåïòîðû ãðóïïû
4 ïîäãðóïïû À (NR4A) îòíîñÿòñÿ ê «ñèðîòñêèì» ðåöåïòî-
ðàì, äëÿ êîòîðûõ ýíäîãåííûé ëèãàíä íà äàííûé ìîìåíò íå-
èçâåñòåí. Ýòè ðåöåïòîðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðàíñêðèïöè-
îííûå ôàêòîðû, ìîäóëèðóþùèå ýêñïðåññèþ ìíîæåñòâà ãå-
íîâ è ó÷àñòâóþùèå â òàêèõ âàæíåéøèõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññàõ, êàê àïîïòîç (Fas-Ligand, TRAIL), ïðîëèôåðàöèÿ,
ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, ìåòàáîëèçì, ìèãðàöèÿ êëåòîê, âîñïàëåíèå
(èíòåðëåéêèí 8) è àíãèîãåíåç (VEGF). Íà äàííûé ìîìåíò
âñå áîëüøåå êîëè÷åñòâî èññëåäîâàòåëåé ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
ÿäåðíûå ðåöåïòîðû NR4A èãðàþò ðîëü ìîëåêóëÿðíûõ ìî-
äóëÿòîðîâ âûæèâàåìîñòè êëåòîê. Ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå
ñèãíàëüíûå ïóòè, âêëþ÷àÿ ïðîòåèíêèíàçû À, NFkB, PI3K,
MAP-êèíàçû è ò. ä., ìîãóò ðåãóëèðîâàòü ôóíêöèè NR4A.
Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ðàçëè÷íûõ ðàêîâûõ çàáîëåâàíèÿõ, òàêèõ
êàê ðàê ìîëî÷íîé æåëåçû, ëåãêèõ, òîëñòîé êèøêè è ìî÷åâî-
ãî ïóçûðÿ, óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêîâ NR4A èçìåíåí. Îá-
íàðóæåíèå íîâûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ìîäóëèðóþò óðîâåíü
ýêñïðåññèè ÿäåðíûõ ðåöåïòîðîâ NR4A, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
âàæíóþ ôóíäàìåíòàëüíóþ çàäà÷ó è èìååò ïðèêëàäíîå çíà-
÷åíèå äëÿ ñîâðåìåííîé ìåäèöèíû.

Öåëüþ ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå
âëèÿíèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà p53 íà óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè NR4A3, ïðåäñòàâèòåëÿ ñåìåéñòâà NR4A, à òàêæå
ëîêàëèçàöèÿ ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ïðîìîòåðíîé îáëàñòè ãåíà
NR4A3 ñ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì p53.
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Â äàííîé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëè-
íèè U2-OS p53+, U2-OSp53KD (íîêäàóí ãåíà p53),
HCT-116 p53+ è HCT-116 p53– (íîêàóò ãåíà p53). Äëÿ ñòà-
áèëèçàöèè áåëêà p53 êëåòêè îáðàáàòûâàëè ïðîòèâîîïó-
õîëåâûì ïðåïàðàòîì äîêñîðóáèöèíîì â òå÷åíèå 9, 12 è
24 ÷ â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìêÌ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêîâ
p53 è NR4A3 îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëè-
çà. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà
NR4A3 ïðè àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà p53
äîñòîâåðíî îòëè÷àåòñÿ îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè â êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ, ãäå p53 íå àêòèâèðîâàí èëè îòñóòñòâóåò. Äëÿ
óñòàíîâëåíèÿ ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà p53 ñ ïðîìîòåðíîé îáëàñòüþ ãåíà NR4A3 áûëà
èñïîëüçîâàíà ìåòîäèêà õðîìàòèíîâîé èììóíîïðåöèïèòà-
öèè. Äëÿ ýòîãî ãåíîìíóþ ÄÍÊ èç êëåòîê U2OS p53+ èëè
U2OS p53KD ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáèöè-
íîì ôèêñèðîâàëè ñ àññîöèèðîâàííûìè ñ íåé áåëêàìè ñ
ïîìîùüþ ôîðìàëüäåãèäà è ïîäâåðãëè óëüòðàçâóêîâîé
îáðàáîòêå. Â ðåçóëüòàòå áûëè ïîëó÷åíû ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ñ áåëêàìè. Çàòåì, èñïîëüçóÿ àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêèå ê
p53, ïðîâåëè èììóíîïðåöèïèòàöèþ êîìïëåêñîâ, ñîñòîÿ-
ùèõ èç p53 è ñâÿçàííûõ ñ íèì ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Áûëà
êàðòèðîâàíà ïðîìîòåðíàÿ îáëàñòü NR4A3, à çàòåì ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ èäåíòèôèöèðîâàí ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñ p53.

Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè NR4A3 òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì p53 íà óðîâíå
áåëêà, à òàêæå çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ p53 ñ ó÷àñòêîì
ïðîìîòåðíîé îáëàñòè NR4A3.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðàâèòåëüñòâà ÐÔ (¹ 11.G34.31.0069 îò 21.10.2011)
è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêòû 14-04-32242-ìîë_à, 13-04-01024-à è
12-04-01397-à).

ÑÊÀÍÈÐÓÞÙÀß ÝËÅÊÒÐÎÍÍÀß ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈß
ÂÍÓÒÐÈßÄÅÐÍÛÕ ÒÅËÅÖ ÎÎÖÈÒÎÂ ÃÎËÓÁß ÑÈ-
ÇÎÃÎ È ÀÔÐÈÊÀÍÑÊÎÉ ØÏÎÐÖÅÂÎÉ ËßÃÓØÊÈ.
© Ò. À. Õîäþ÷åíêî, À. Â. Êðàñèêîâà, Ò. Â. Êóëèêîâà.
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, alla.kra-
sikova@gmail.com

ßäðà îîöèòîâ àìôèáèé è ïòèö áëàãîäàðÿ ñâîèì ãè-
ãàíòñêèì ðàçìåðàì ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäîáíûå îáúåêòû
äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé âíóòðèÿäåð-
íîé êîìïàðòìåíòàëèçàöèè. Îñíîâíûì ìåõàíèçìîì âíóò-
ðèÿäåðíîé êîìïàðòìåíòàëèçàöèè ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå
âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííûõ äîìåíîâ ðàçëè÷íûõ ìîðôî-
ëîãèè è ìîëåêóëÿðíîãî ñîñòàâà. Ñðåäè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð
ðàñòóùèõ îîöèòîâ àôðèêàíñêîé øïîðöåâîé ëÿãóøêè Xe-
nopus laevis ìîæíî ðàçëè÷èòü õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ
ùåòîê, àìïëèôèöèðîâàííûå ÿäðûøêè, ýêñòðàõðîìîñîì-
íûå íàêàïëèâàþùèå áåëîê êîèëèí òåëüöà («æåì÷óæèíû»
è òåëüöà ãèñòîíîâîãî ëîêóñà, ÒÃË) è Á-ñíóðïîñîìû (êëà-
ñòåðû èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë, ÊÈÃ). Â ÿäðàõ ïîçä-
íèõ îîöèòîâ ãîëóáÿ ñèçîãî Columba livia ïðèñóòñòâóþò
õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê è àññîöèèðîâàííûå ñ
íèìè áåëêîâûå òåëà, à òàêæå îáîãàùåííûå áåëêîì êîèëè-
íîì âíóòðèÿäåðíûå ñôåðû. Ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ âíóò-
ðèÿäåðíûõ òåëåö îîöèòîâ àìôèáèé è ïòèö îõàðàêòåðèçî-
âàí ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ,
îäíàêî íåìíîãî èçâåñòíî îá îñîáåííîñòÿõ óëüòðàòîíêîé
ñòðóêòóðû èõ ïîâåðõíîñòè è õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ â
íèõ îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ.

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ íèçêîâîëüòíîé
ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÑÝÌ) ìû ïðîà-
íàëèçèðîâàëè óëüòðàòîíêóþ ñòðóêòóðó ïîâåðõíîñòè
âíóòðèÿäåðíûõ òåëåö îîöèòîâ ãîëóáÿ ñèçîãî è àôðèêàí-
ñêîé øïîðöåâîé ëÿãóøêè. ÑÝÌ ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöè-
ðîâàòü íà ïðåïàðàòàõ ñîäåðæèìîãî ÿäåð îîöèòîâ àìôè-
áèé ìíîãî÷èñëåííûå ÿäðûøêè, ÒÃË è ÊÈÃ. Ïðè äåòàëü-
íîì ðàññìîòðåíèè ïîâåðõíîñòü ÿäðûøåê âûãëÿäèò
«âÿçàíîé», ñ ìíîãî÷èñëåííûìè ãðàíóëàìè ðàçìåðîì îêî-
ëî 40—60 íì è áîëåå êðóïíûìè âûñòóïàþùèìè îáðàçî-
âàíèÿìè ðàçìåðîì îò 200 äî 350 íì. Íåðîâíàÿ áóãîð÷àòàÿ
ïîâåðõíîñòü ÒÃË èñïåùðåíà ìíîãî÷èñëåííûìè ïîðàìè
(äèàìåòð îêîëî 20—25 íì) è ïîêðûòà «ïî÷êàìè» ðàçìåðîì
îêîëî 100—200 íì. Ê òåëüöàì ñ ïîìîùüþ ôèáðèëëÿðíûõ
òÿæåé òîëùèíîé îêîëî 12—25 íì ïðèêðåïëåíû õîðîøî çà-
ìåòíûå ÊÈÃ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ ÒÃË àìôèáèé ñîäåðæàùèå
êîèëèí ïîëûå ñôåðû îîöèòîâ ãîëóáÿ ñóùåñòâåííî áîëåå
ãëàäêèå. Íà èõ ïëîòíîé, áåç âûðàæåííûõ ãðàíóë ïîâåðõíî-
ñòè ðàçëè÷èìû òîëüêî ðåäêî âñòðå÷àþùèåñÿ ìåëêèå ïîðû è
ñãëàæåííûå áóãîðêè (ðàçìåðîì îêîëî 30—50 íì). Àññîöèè-
ðîâàííûå ñ õðîìîñîìàìè öåíòðîìåðíûå áåëêîâûå òåëà
èìåþò íåîäíîðîäíûé ðåëüåô ïîâåðõíîñòè ñ ìíîãî÷èñëåí-
íûìè èçâèëèíàìè, âûðîñòàìè è ïîðàìè ðàçíîãî ðàçìåðà.
Òàêîé óðîâåíü óëüòðàñòðóêòóðû ðåëüåôà ÿäåðíûõ òåëåö
îîöèòîâ ïòèö è àìôèáèé ðàíåå íå áûë îïèñàí.

Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ íà ïî-
âåðõíîñòè ÿäåðíûõ òåëåö ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ íå-
ïðÿìîãî èììóíîîêðàøèâàíèÿ ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè,
êîíúþãèðîâàííûìè ñ êîëëîèäíûìè ÷àñòèöàìè çîëîòà.
Äëÿ êîèëèíà, îäíîãî èç ìàðêåðíûõ áåëêîâ òåëåö Êàõàëà è
ÒÃË, õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè ñôåð è
ÒÃË, èçîëèðîâàííûõ èç îîöèòîâ ãîëóáÿ è ëÿãóøêè ñîîò-
âåòñòâåííî, ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àëñÿ. Òàê, ðàñïðåäåëåíèå
íàíî÷àñòèö, îòðàæàþùåå õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ èññëåäóå-
ìîãî àíòèãåíà, äëÿ ñôåð áûëî ðàâíîìåðíûì ïî âñåé ïîâåðõ-
íîñòè. Â ñëó÷àå ÒÃË êîëè÷åñòâî íàíî÷àñòèö, êîíú-
þãèðîâàííûõ ñ àíòèòåëàìè, íà åäèíèöó ïîâåðõíîñòè áûëî
çíà÷èòåëüíî ìåíüøå. Òàêèì îáðàçîì, íèçêîâîëüòíàÿ ÑÝÌ
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óäîáíûé èíñòðóìåíò äëÿ àíàëèçà òîïî-
ãðàôèè èçîëèðîâàííûõ ÿäåðíûõ òåëåö è ïîçâîëÿåò îõàðàê-
òåðèçîâàòü ðàñïðåäåëåíèå àíòèãåíîâ íà èõ ïîâåðõíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè òåõíè÷åñêîé ïîääåðæêå ÐÖ
«Õðîìàñ» è ÌÐÖ ïî íàïðàâëåíèþ «Íàíîòåõíîëîãèè»
(Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò).

ÐÍÊ-ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÀ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ÑÎÄÅÐÆÈÒ ÌÀ-
ËÛÅ ÍÅÊÎÄÈÐÓÞÙÈÅ ÐÍÊ. À. Ñ. Öèìîõà, Â. À. Êó-
ëè÷êîâà, Þ. ß. Çàéêîâà, Í. À. Áàðëåâ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, atsimokha@mail.cytspb.rssi.ru

Áîëüøèíñòâî ïðîöåññîâ â êëåòêå íàõîäèòñÿ ïîä êîíò-
ðîëåì óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû çà ñ÷åò èçáèðà-
òåëüíîé äåãðàäàöèè êëþ÷åâûõ áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ. Ïðî-
òåîëèòè÷åñêèì ÿäðîì ýòîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ ïðîòåàñîìà.
Ôóíêöèè ïðîòåàñîì â êëåòêå, îäíàêî, íå îãðàíè÷èâàþòñÿ
ðåãóëèðóåìûì ïðîòåîëèçîì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ òàêæå ó÷àñ-
òèå ïðîòåàñîì â êîíòðîëå íàä ýêñïðåññèåé ãåíîâ íà ðàç-
íûõ óðîâíÿõ — â ðåãóëÿöèè ñòàáèëüíîñòè ÐÍÊ â êëåòêå
çà ñ÷åò ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ, à
òàêæå ðîëü ïðîòåàñîì â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ïðè
ó÷àñòèè 19S-ðåãóëÿòîðîâ.

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ïðè âûäåëåíèè è î÷èñòêå ïðîòå-
àñîì êàê èç öèòîïëàçìû êëåòîê, òàê è èç ÿäåð ñîî÷èùàåò-
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ñÿ íàáîð ìàëûõ ÐÍÊ, êîòîðûå íà ýëåêòðîôîðåãðàììå
ïðåäñòàâëåíû äèñêðåòíûì íàáîðîì ìàëûõ ÐÍÊ ñ ðàçìå-
ðàìè 20—300 íóêëåîòèäîâ. Ìå÷åíèå ÐÍÊ-êîìïîíåíòû
ïðîòåàñîì ïî 3R-êîíöó 5R[32P]pCp T4 ÐÍÊ-ëèãàçîé ïîä-
òâåðäèëî äàííûå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ àññî-
öèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè ÐÍÊ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü íåêîäèðóþùåé îáëàñòè ãå-
íîìà ñòàíîâèòñÿ âñå áîëåå î÷åâèäíîé. Òàê, íàïðèìåð,
ìèêðî-ÐÍÊ íåãàòèâíî ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ ãåíîâ è
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðàçâèòèè, äèôôåðåíöèðîâêå, ïðî-
ëèôåðàöèè è àïîïòîçå êëåòîê, à òàêæå âûïîëíÿþò âàæ-
íóþ ðîëü â ïðîöåññå îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè. Ìèê-
ðî-ÐÍÊ îáåñïå÷èâàþò â îðãàíèçìå òîíêóþ ïîäñòðîéêó
ñèíòåçà áåëêà è èãðàþò âåñüìà ñóùåñòâåííóþ ðîëü â áèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ êëåòêè ñ ìîìåíòà äèôôåðåíöèðîâ-
êè äî ìîìåíòà åå ñòàðåíèÿ.

Ìû ïîêàçàëè ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè ñ ìèêðî÷èïàìè,
÷òî íåêîòîðàÿ ÷àñòü ÐÍÊ-êîìïîíåíòû ïðîòåàñîì ïðèíàä-
ëåæèò ê ñåìåéñòâó ìèêðî-ÐÍÊ. Äàííûå qPCR-àíàëèçà
ìèêðî-ÐÍÊ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè èç ðàçëè÷-
íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ìèêðî-ÐÍÊ ñ ïðîòåàñîìàìè. Ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî â îòâåò íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ïðîèñõî-
äèò èçìåíåíèå íàáîðà àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè
ìèêðî-ÐÍÊ. Èíòåðåñíî, ÷òî ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ â ÐÍÊ-êîìïîíåíòå ïðîòåàñîì êîëè-
÷åñòâà ìèêðî-ÐÍÊ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêë è ÄÍÊ-ðåïàðàöèè, è ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîòåíöè-
àëüíîé áèîëîãè÷åñêîé ðîëè àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñî-
ìàìè ìèêðî-ÐÍÊ â êëåòî÷íîì îòâåòå íà ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, òàêèì îáðàçîì, ìû èññëåäîâà-
ëè åùå îäíó ôóíêöèîíàëüíóþ îñîáåííîñòü ïðîòåàñîì,
ïîêàçàâ, ÷òî ïðîòåàñîìû ìîãóò ñâÿçàòü ñïåöèôè÷åñêèå
ìèêðî-ÐÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò
14-15-00816) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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1 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, temchromatin-
lab@gmail.com, 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò
ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìî-
ñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëî-
ìîíîñîâà è 3 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîð-
ìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ñëîæíî îðãàíèçîâàííûé, ðàçäåëåííûé íà íåçàâèñèìî
ôóíêöèîíèðóþùèå äîìåíû õðîìàòèí âûñøèõ ýóêàðèîò
ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ôðàêöèè: ðàíîðåïëèöèðóåìûé
ýóõðîìàòèí, ñîäåðæàùèé â ñåáå áîëüøîå êîëè÷åñòâî àê-
òèâíûõ ãåíîâ, è ïîçäíîðåïëèöèðóåìûé ãåòåðîõðîìàòèí,
îñíîâó êîòîðîãî ñîñòàâëÿþò ðàçëè÷íûå ïîâòîðÿþùèåñÿ
ýëåìåíòû ãåíîìà. Êàê ýó-, òàê è ãåòåðîõðîìàòèí èìåþò
èåðàðõè÷åñêóþ îðãàíèçàöèþ: 10-íàíîìåòðîâûå íóêëåî-
ñîìíûå ôèáðèëëû îáðàçóþò 30-íàíîìåòðîâûå íèòè, êî-
òîðûå â ñâîþ î÷åðåäü äàþò ñòðóêòóðû âûñøåãî ïî-
ðÿäêà — õðîìîíåìû — â âèäå 130—230-íàíîìåòðîâûõ
ïåðåïëåòàþùèõñÿ òÿæåé ýóõðîìàòèíà èëè âûñîêîêîí-

äåíñèðîâàííûå äîìåíû ïðèñòåíî÷íîãî è îêîëîÿäðûøêî-
âîãî õðîìàòèíà. Ðåïëèêàòèâíîå ìå÷åíèå EdU â êëåòêàõ
HT1080 ñ ïîñëåäóþùèì âûÿâëåíèåì âêëþ÷åííîãî ïðåä-
øåñòâåííèêà íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå
ïîêàçàëî, ÷òî çàìåòíûõ èçìåíåíèé â îðãàíèçàöèè õðîìî-
íåì è êðóïíûõ äîìåíîâ ïðèñòåíî÷íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà
äî è ïîñëå ðåïëèêàöèè íåò. Îäíàêî äâå ñåñòðèíñêèå õðî-
ìàòèäû ñðàçó ïîñëå ðåïëèêàöèè óäåðæèâàþòñÿ ðÿäîì
äðóã ñ äðóãîì äî íà÷àëà ïðîôàçíîé êîìïàêòèçàöèè ñïå-
öèàëèçèðîâàííûì êîìïëåêñîì — êîãåçèíîì, ñîñòîÿùèì
èç äèìåðà Smc1—Smc3 è äâóõ äîïîëíèòåëüíûõ ñóáúåäè-
íèö Scc1 è Scc3. Ñëåäîâàòåëüíî, äâå ñåñòðèíñêèå õðîìà-
òèäû ìîðôîëîãè÷åñêè îðãàíèçîâàíû â òå æå õðîìîíåìû
è ãåòåðîõðîìàòèíîâûå áëîêè, ÷òî è îäíà õðîìàòèäà äî
ðåïëèêàöèè. Â èíòåðôàçå ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû ëîêàëü-
íî ñåãðåãèðóþò êàê ìèíèìóì äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïîñàäêè
íóêëåîñîì è íåçàâèñèìîé ðàáîòû ãåíîâ. Êàêîâû îñîáåí-
íîñòè óñòàíîâëåíèÿ êîãåçèè è ñåãðåãàöèè â õðîìàòèíå ñ
ðàçëè÷íûì ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûì ñîñòîÿíèåì ó
âûñøèõ ýóêàðèîò, îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Îòâåò íà âî-
ïðîñ îñëîæíÿåòñÿ òàêæå òåì, ÷òî ðîëü êîãåçèíîâ íå îãðà-
íè÷èâàåòñÿ êîãåçèåé, êàê ïðåäïîëàãàëîñü ðàíåå. Íå ìåíåå
âàæíóþ ðîëü îíè èãðàþò â îðãàíèçàöèè ñóáäîìåíîâ õðî-
ìàòèíà âíå ñâÿçè ñî ñáëèæåíèåì ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä,
íî òàêæå ó÷àñòâóÿ â îðãàíèçàöèè òðàíñâçàèìîäåéñòâèé
ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíîìà. Èñïîëüçóÿ SIM-ìèêðî-
ñêîïèþ è èììóíîýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ, ìû îõàðàê-
òåðèçîâàëè îñîáåííîñòè ñâÿçûâàíèÿ êîãåçèíîâîãî êîìï-
ëåêñà ñ ðàíî- è ïîçäíîðåïëèöèðóåìûì õðîìàòèíîì íà
ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà â êëåòêàõ ÷åëîâåêà
è ìûøè. Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà HT1080 è HeLa áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî êîãåçèíîâ ñâÿçàíî ñ ýóõðîìàòèíîì, íî îíè ïðàê-
òè÷åñêè íå âûÿâëÿþòñÿ â ãåòåðîõðîìàòèíå íè âî âðåìÿ,
íè äàæå ïîñëå ðåïëèêàöèè, ÷òî ãîâîðèò î âåðîÿòíîñòè îð-
ãàíèçàöèè êîãåçèè â ýòèõ ðàéîíàõ ïî íå çàâèñèìîìó îò
êîãåçèíà ìåõàíèçìó. Íàïðèìåð, ñðàçó ïîñëå ðåïëèêàöèè
ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû ãåòåðîõðîìàòèíîâîãî äîìåíà
êîìïàêòèçóþòñÿ, îáðàçóÿ åäèíûé äîìåí, è â ñèëó ñàìîé
êîìïàêòèçàöèè íå ìîãóò ñåãðåãèðîâàòü äðóã îò äðóãà.
Â ðåçóëüòàòå íåò íåîáõîäèìîñòè èõ ñâÿçûâàòü ñ ïîìîùüþ
êîãåçèíîâ. Â êëåòêàõ ìûøè ëèíèè 3T3 â îòëè÷èå îò êëå-
òîê ÷åëîâåêà êîãåçèíû ëîêàëüíî àêêóìóëèðóþòñÿ â ìåñ-
òàõ ðåïëèêàöèè êàê â ðàííåé, òàê è ïîçäíåé ñòàäèÿõ S-ôà-
çû, ïðè÷åì ëèøü âðåìåííî, íà ïåðèîä ðåïëèêàöèè. Ïî
îêîí÷àíèè ðåïëèêàöèè îíè, êàê è â êëåòêàõ ÷åëîâåêà,
îñòàþòñÿ ñâÿçàííûìè ñ ýóõðîìàòèíîì è ïðàêòè÷åñêè îò-
ñóòñòâóþò â ãåòåðîõðîìàòèíå.

Òàêèì îáðàçîì, êîãåçèÿ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä íå
âñåãäà òðåáóåò íàëè÷èÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êîãåçèíîâ,
ïî êðàéíåé ìåðå â ãåòåðîõðîìàòè÷åñêèõ ðàéîíàõ, è ñâÿ-
çàííûå äðóã ñ äðóãîì ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû îáðàçóþò
ìîðôîëîãè÷åñêè íå îòëè÷èìûå îò íåðåïëèöèðîâàííûõ
îäèíî÷íûõ õðîìàòèä ñòðóêòóðû õðîìàòèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 13-04-00885).

ÂÇÀÈÌÎÑÂßÇÜ ÌÅÆÄÓ ÏËÎÈÄÍÎÑÒÜÞ, ÐÀÇÌÅ-
ÐÎÌ ÃÅÏÀÒÎÖÈÒÎÂ È ÑÎÄÅÐÆÀÍÈÅÌ Â ÍÈÕ ÃËÈ-
ÊÎÃÅÍÀ Â ÍÎÐÌÀËÜÍÎÉ È ÖÈÐÐÎÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÏÅ-
×ÅÍÈ ÊÐÛÑ. © À. Þ. ×åñòíîâà, Í. Í. Áåçáîðîäêèíà,
À. Â. Ìàëîâà, Á. Í. Êóäðÿâöåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.
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Âàæíûì ìåõàíèçìîì ïîääåðæàíèÿ ïîñòîÿííîãî
óðîâíÿ ãëþêîçû â êðîâè ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïà-
ðåíõèìû ïå÷åíè ñèíòåçèðîâàòü ãëèêîãåí èç ãëþêîçû ïî-
ñëå ïðèåìà ïèùè è ðàñùåïëÿòü åãî â ñîîòâåòñòâèè ñ òðå-
áîâàíèÿìè îðãàíèçìà. Çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè
ýòèõ ïðîöåññîâ èãðàþò òêàíåâûå è êëåòî÷íûå ôàêòîðû
(Servillo et al., 2009). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ãëèêî-
ãåíà â ãåïàòîöèòàõ âî ìíîãîì îïðåäåëÿåòñÿ ëîêàëèçàöèåé
êëåòîê â äîëüêå ïå÷åíè, ñòåïåíüþ èõ ïëîèäíîñòè, à òàêæå
ôàçîé êëåòî÷íîãî öèêëà, â êîòîðîé îíè íàõîäÿòñÿ (Êóä-
ðÿâöåâ è äð., 1979; Rajvanshi et al., 1998; Teutsch et al.,
1999). Ïðè öèððîçå ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíàÿ ãèáåëü ãå-
ïàòîöèòîâ, à îñòàâøàÿñÿ èõ ÷àñòü èç-çà íàðóøåíèé êðîâî-
îáðàùåíèÿ â ïå÷åíè âûíóæäåíà âûïîëíÿòü ñâîè ôóíêöèè
â óñëîâèÿõ íåäîñòàòî÷íîãî ñíàáæåíèÿ êèñëîðîäîì è ïè-
òàòåëüíûìè âåùåñòâàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì îñòàåòñÿ íåÿñ-
íûì, ñîõðàíÿåòñÿ ëè âçàèìîñâÿçü ìåæäó ïëîèäíîñòüþ,
ðàçìåðîì êëåòîê è èõ ãëþêîñòàòè÷åñêîé ôóíêöèåé â öèð-
ðîòè÷åñêîé ïå÷åíè.

Â äàííîé ðàáîòå áûëà èññëåäîâàíà çàâèñèìîñòü ñî-
äåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ îò ñòåïåíè èõ ïëîèä-
íîñòè è ñóõîé ìàññû ÷åðåç ðàçíûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïî-
ñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîòíûì â íîðìå è ïðè
öèððîçå. Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà äâóõ ãðóïïàõ áåëûõ áåñïî-
ðîäíûõ ñàìöîâ êðûñ (ïî 9 â êàæäîé). Æèâîòíûõ îäíîé
ãðóïïû (îïûòíîé) â òå÷åíèå 6 ìåñ ïîäâåðãàëè õðîíè÷å-
ñêîìó èíãàëÿöèîííîìó âîçäåéñòâèþ ïàðîâ CCl4 äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ öèððîçà ïå÷åíè. Æèâîòíûõ äðóãîé ãðóïïû, êîòî-
ðûå íå ïîäâåðãàëèñü âîçäåéñòâèþ CCl4, èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå êîíòðîëÿ.

×åðåç 1 íåä ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ îòðàâëåíèÿ êðûñ
îïûòíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïï ïîäâåðãàëè ãîëîäàíèþ â
òå÷åíèå 48 ÷ (âîäà ad libitum) äëÿ èñòîùåíèÿ çàïàñîâ ãëè-
êîãåíà â ïå÷åíè. Ïîñëå ýòîãî æèâîòíûì per os ñ ïîìîùüþ
êàòåòåðà ââîäèëè 30%-íûé ðàñòâîð ãëþêîçû èç ðàñ÷åòà
4 ã íà 1 êã ìàññû òåëà. Ñðàçó ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ ãîëîäà-
íèÿ è çàòåì ÷åðåç 10 è 60 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû
êðûñ äåêàïèòèðîâàëè, à èçâëå÷åííóþ ïå÷åíü èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ìàçêîâ èçîëèðîâàííûõ ãåïàòîöè-
òîâ íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ. Íà ïðåïàðàòàõ-ìàçêàõ èçìå-
ðÿëè ñóõóþ ìàññó, ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà è ÄÍÊ â èçîëè-
ðîâàííûõ ãåïàòîöèòàõ, èñïîëüçóÿ êîìáèíèðîâàííûé
öèòîôîòîìåòðè÷åñêèé ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé ïîñëåäîâàòå-
ëüíî îïðåäåëÿòü ýòè ïàðàìåòðû â îäíîé è òîé æå êëåòêå.
Ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà è ÄÍÊ èçìåðÿëè öèòîôëóîðèìåò-
ðè÷åñêèìè ìåòîäàìè, à ñóõóþ ìàññó ãåïàòîöèòîâ îïðåäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ èíòåðôåðåíöèîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ïîêàçàíî, ÷òî â öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè çà ñ÷åò óâåëè-
÷åíèÿ äîëè âûñîêîïëîèäíûõ ãåïàòîöèòîâ ñðåäíÿÿ ïëîèä-
íîñòü ãåïàòîöèòîâ ñîñòàâèëà 5.06ñ, ÷òî íà 6.5 % áîëüøå
íîðìû. Ïðåîáëàäàþùèì êëàññîì ïëîèäíîñòè ãåïàòîöè-
òîâ â öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè, êàê è â íîðìàëüíîé ïå÷åíè,
áûëè îäíîÿäåðíûå òåòðàïëîèäíûå (4ñ) ãåïàòîöèòû. Çàâè-
ñèìîñòü ìåæäó ðàçìåðîì ãåïàòîöèòîâ è ñîäåðæàíèåì â
íèõ ãëèêîãåíà èññëåäîâàëè äëÿ êàæäîãî êëàññà ïëîèäíî-
ñòè îäíîÿäåðíûõ (2ñ, 4ñ è 8ñ) è äâóÿäåðíûõ (2ñ � 2 è
4ñ � 2) ãåïàòîöèòîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â õîäå ãëèêîãåíåçà
ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ è èõ ñóõàÿ ìàññà êàê
â íîðìå, òàê è ïðè ïàòîëîãèè èçìåíÿþòñÿ ïðîïîðöèî-
íàëüíî äîçå ãåíîâ. Â íîðìàëüíîé ïå÷åíè ñîäåðæàíèå ãëè-
êîãåíà â îäíîÿäåðíûõ è äâóÿäåðíûõ ãåïàòîöèòàõ ðàçëè÷-
íîé ïëîèäíîñòè ïîëîæèòåëüíî êîððåëèðóåò ñ ðàçìåðàìè
êëåòîê. Â öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè ïîäîáíàÿ çàâèñèìîñòü
îòñóòñòâóåò, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì äîëü-
êîâîãî ñòðîåíèÿ îðãàíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-32378-ìîë_à).

ÂËÈßÍÈÅ ÌÅÒÀËËÎÂ ÍÀ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÓÞ ÎÐÃÀÍÈ-
ÇÀÖÈÞ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÄÍÊ Ñ ÍÅÃÈÑÒÎÍÎÂÛÌ
ÁÅËÊÎÌ HMGB1 Â ÏÐÈÑÓÒÑÒÂÈÈ ËÈÍÊÅÐÍÎÃÎ
ÃÈÑÒÎÍÀ Í1. © Å. Â. ×èõèðæèíà,1 Å. È. Êîñòûëåâà,1

Ò. Þ. Ñòàðêîâà,1 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, chikhir@gmail.com, è 2 Ôèçè-
÷åñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà.

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ÄÍÊ ñ òà-
êèìè êëþ÷åâûìè áåëêàìè õðîìàòèíà, êàê ëèíêåðíûé ãè-
ñòîí Í1 è íåãèñòîíîâûé áåëîê HMGB1, èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ïîíèìàíèè ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà.
Áåëîê HMGB1 îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå áåëêîâ ñ âûñîêîé ýëåê-
òðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ (High Mobility Group).
Ýòîò áåëîê âçàèìîäåéñòâóåò ñ ÄÍÊ â ìåæíóêëåîñîìíîé
îáëàñòè. Ñ ýòèì ó÷àñòêîì òàêæå ñâÿçàí è ëèíêåðíûé ãèñ-
òîí Í1. Áîëüøîé èíòåðåñ âûçûâàåò èññëåäîâàíèå âçàèìî-
îòíîøåíèé ìåæäó ýòèìè áåëêàìè è âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ
ëèãàíäîâ íà èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ ÄÍÊ. Íåêîòîðûå àâòî-
ðû ïðåäïîëàãàþò âîçìîæíóþ êîíêóðåíöèþ ìåæäó Í1 è
HMGB1 çà ñâÿçûâàíèå ñ îòäåëüíûìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî, êîíêóðèðóÿ ñ Í1 çà ñâÿçûâàíèå ñ ëî-
êàëüíûìè îáëàñòÿìè õðîìàòèíà, HMGB1 ìîæåò âëèÿòü íà
èõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü. Ïî ìíåíèþ äðóãèõ àâòî-
ðîâ, à òàêæå ïî äàííûì, ïîëó÷åííûì íàìè ðàíåå, ýòè áåë-
êè, ñêîðåå, âûïîëíÿþò îáùóþ ôóíêöèþ. Îáà áåëêà èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè õðîìàòèíà, òàê êàê
ïðèíèìàþò íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â îáðàçîâàíèè
ñëîæíûõ ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûõ êîìïëåêñîâ.

Â ðàáîòå ìåòîäàìè ñïåêòðîñêîïèè ïîãëîùåíèÿ è êðó-
ãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) â óëüòðàôèîëåòîâîé è èíôðàêðàñ-
íîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà èññëåäîâàíû êîìïëåêñû ÄÍÊ ñ íå-
ãèñòîíîâûì áåëêîì õðîìàòèíà HMGB1 è ãèñòîíîì Í1 â
ïðèñóòñòâèè èîíîâ ìàðãàíöà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñâÿçû-
âàíèå áåëêà HMGB1 è ãèñòîíà Í1 ñ ÄÍÊ íå íîñèò êîíêó-
ðåíòíîãî õàðàêòåðà è îáëàäàåò ïðèçíàêàìè êîîïåðàòèâ-
íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Áîãàòûé ëèçèíîì ãèñòîí Í1 îáëåã-
÷àåò ñâÿçûâàíèå HMGB1 ñ ÄÍÊ ïðåäïîëîæèòåëüíî
ïóòåì ýêðàíèðîâàíèÿ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï
ñàõàðî-ôîñôàòíîãî îñòîâà ÄÍÊ è îñòàòêîâ äèêàðáîíîâûõ
àìèíîêèñëîò â Ñ-êîíöåâîì äîìåíå áåëêà HMGB1. Ñî-
âìåñòíîå äåéñòâèå áåëêîâ HMGB1 è Í1 ñòèìóëèðóåò
êîíäåíñàöèþ ÄÍÊ ñ îáðàçîâàíèåì àíèçîòðîïíûõ ÄÍÊ-
áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ y-òèïîì
ñïåêòðà ÊÄ ÄÍÊ. Â ïðèñóòñòâèè îáîèõ áåëêîâ äîìèíèðó-
þò âçàèìîäåéñòâèÿ â ìàëîé áîðîçäêå ÄÍÊ, âûçâàííûå
ñâÿçûâàíèåì ñ HMGB1. Ãèñòîí Í1 ïðåäïî÷òèòåëüíî
âçàèìîäåéñòâóåò ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ãðóïïà-
ìè — ôîñôàòíûìè â ÄÍÊ è Ñ-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ áåëêà HMGB1, êîòîðàÿ ñîñòîèò èç îñòàòêîâ àñïà-
ðàãèíîâîé è ãëþòàìèíîâîé àìèíîêèñëîò. Òåì ñàìûì ìî-
ëåêóëû ãèñòîíà ýêðàíèðóþò îòðèöàòåëüíûé çàðÿä ýòèõ
ãðóïï, îáëåã÷àÿ âçàèìîäåéñòâèå HMGB1 ñ ÄÍÊ. Ñîâìå-
ñòíîå ñâÿçûâàíèå HMGB1 è Í1 ñòèìóëèðóåò ñáîðêó íàä-
ìîëåêóëÿðíûõ ÄÍÊ-áåëêîâûõ ñòðóêòóð. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ òðîéíûõ êîìïëåêñîâ çàâè-
ñèò íå òîëüêî îò õàðàêòåðà ÄÍÊ-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñò-
âèé, íî è â ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè îò âçàèìîäåéñòâèé
ìåæäó HMGB1 è Í1. Ñóùåñòâåííóþ ðîëü ïðè îáðàçîâà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 689



íèè ñòðóêòóðíîóïîðÿäî÷åííûõ êîìïëåêñîâ ìåæäó ÄÍÊ è
áåëêàìè HMGB1 è Í1 èãðàþò áåëîê-áåëêîâûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ, êîòîðûå óñèëèâàþòñÿ â ïðèñóòñòâèè èîíîâ
ìàðãàíöà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èîíû ìàðãàíöà îñëàáëÿþò
ÄÍÊ-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî èîíû
ìàðãàíöà â êîìïëåêñå ñïîñîáíû êîîðäèíèðîâàòüñÿ íå
òîëüêî ê ðàçëè÷íûì õèìè÷åñêèì ãðóïïàì â ñîñòàâå ÄÍÊ,
íî è ê îñòàòêàì äèêàðáîíîâûõ àìèíîêèñëîò áåëêà
HMGB1, ñòèìóëèðóÿ êîíäåíñàöèþ ÄÍÊ, ÷òî è ïðèâîäèò ê
îñëàáëåíèþ ÄÍÊ-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé â êîìïëåêñå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-08-01134) è ïðàâèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà.

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÐÀÇÁÎÐÊÈ ßÄÅÐÍÛÕ ÒÅËÅÖ.
© Å. Â. Øåâàëü. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçè-
êî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêî-
ãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà,
sheval_e@belozersky.msu.ru

Æèçíåííûé öèêë ëþáîé êëåòî÷íîé ñòðóêòóðû âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ íå òîëüêî ýòàï ôîðìèðîâàíèÿ, íî è ýòàï ðàç-
áîðêè. Îáû÷íî ïîñëå çàâåðøåíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñòðóêòó-
ðà, ðåàëèçóÿ ïðèñóùóþ åé áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, â
òå÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíîãî âðåìåíè ñîõðàíÿåò ñòàáèëü-
íûìè ñâîè ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, ìå-
íÿÿ èõ òîëüêî â ñèëó íåîáõîäèìîñòè àäàïòèðîâàòüñÿ ê
èçìåíåíèþ ñîñòîÿíèÿ êëåòêè ëèáî âíåøíèõ óñëîâèé. Îä-
íàêî íåêîòîðûå ñòðóêòóðû ñðàçó ïîñëå çàâåðøåíèÿ ôîð-
ìèðîâàíèÿ íà÷èíàþò ðàçáèðàòüñÿ. Ïðèìåðîì ìîãóò ñëó-
æèòü ïðîÿäðûøêè òåëîôàçíûõ ÿäåð. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïîêàçàíî, ÷òî ñîçðåâàíèå ïðå-ðÐÍÊ â ñîñòàâå ïðîÿäðû-
øåê ïðèâîäèò ê èõ ðàçáîðêå, ÷òî õîðîøî êîððåëèðóåò ñ
ìíîãî÷èñëåííûìè íàáëþäåíèÿìè ïîñëåäíèõ ëåò î ðåøà-
þùåé ðîëè ÐÍÊ â ôîðìèðîâàíèè è ïîääåðæàíèè ñòðóê-
òóðíîé öåëîñòíîñòè ÿäåðíûõ òåëåö. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçáîðêè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð èñïîëüçîâàëè
ìîäåëü òàê íàçûâàåìûõ èíòåðôàçíûõ ïðîÿäðûøåê, êîòî-
ðûå ôîðìèðóþòñÿ â íóêëåîïëàçìå ÿäåð ïîñëå èõ âîçâðàòà
èç ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäû, â êîòîðîé ïðîèñõîäèò ÷àñòè÷-
íàÿ ðàçáîðêà ÿäðûøêà, â èçîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ. Ñ òå÷å-
íèåì âðåìåíè ÷èñëî èíòåðôàçíûõ ïðîÿäðûøåê â ÿäðàõ
ïîñòåïåííî óìåíüøàåòñÿ, õîòÿ îòäåëüíûå òåëüöà ìîãóò
íàáëþäàòüñÿ äàæå ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå âîçâðàòà êëåòîê â èçî-
òîíè÷åñêèå óñëîâèÿ. Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ñëèòîãî ñ EGFP ìàæîðíîãî ÿäðûøêîâîãî
áåëêà Â23 (EGFP-B23) ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ áîëüøåé ÷àñòè
ïðîÿäðûøåê õàðàêòåðíà îãðàíè÷åííàÿ äèôôóçèÿ, ò. å. ýòè
ñòðóêòóðû íå ñïîñîáíû ê íàïðàâëåííîìó ïåðåíîñó ìàòå-
ðèàëà â ÿäðûøêè. Òðåõìåðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ íà îñíîâå
ñåðèé óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ ïîêàçàëà, ÷òî îòäåëüíûå ïðî-
ÿäðûøêè îêðóæåíû ïëîòíîé ñåòüþ òÿæåé êîíäåíñèðî-
âàííîãî õðîìàòèíà, êîòîðûå è ìîãóò ñëóæèòü ôàêòîðîì,
îãðàíè÷èâàþùèì äèôôóçèþ òåëåö ïî íóêëåîïëàçìå. Ñî-
áûòèÿ ñëèÿíèÿ ïðîÿäðûøåê äðóã ñ äðóãîì è ñ ÿäðûøêàìè
íàáëþäàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà
ïîñëå âîçâðàòà êëåòîê â èçîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ, êîãäà
ðàññòîÿíèÿ ìåæäó ïðîÿäðûøêàìè îòíîñèòåëüíî íåâåëè-
êè. Íà ïîçäíèõ ñðîêàõ ñîáûòèé ñëèÿíèé íàáëþäàòü íå
óäàëîñü. Òàêèì îáðàçîì, ïîäâèæíîñòü ïðîÿäðûøåê è
ñëèÿíèÿ èõ äðóã ñ äðóãîì è ñ ÿäðûøêàìè èìåþò ïðåèìó-
ùåñòâåííî ñòîõàñòè÷åñêèé õàðàêòåð è âíîñÿò îãðàíè-
÷åííûé âêëàä â ïðîöåññû âîññòàíîâëåíèÿ ñòðóêòóðû ÿä-

ðûøêà ïîñëå ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêè. Ñîäåðæàíèå
EGFP-B23 â èíòåðôàçíûõ ïðîÿäðûøêàõ ïîñòåïåííî óìå-
íüøàåòñÿ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîñòåïåííûì íàêîïëåíè-
åì áåëêà â ÿäðûøêàõ. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà FRAP ïîêàçàíî,
÷òî EGFP-Â23 ñâÿçàí ñ ïðîÿäðûøêàìè íå ñòàáèëüíî, à
îáìåíèâàåòñÿ ñ ôðàêöèåé íóêëåîïëàçìàòè÷åñêîãî áåëêà.
Ýòî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ïåðåìåùåíèå áåëêà â
ÿäðûøêè ïðîèñõîäèò ïóòåì äèôôóçèè ïî ìåðå ðàçáîðêè
ïðîÿäðûøåê. Ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè in situ ïîêàçàíî,
÷òî ýòîò ïðîöåññ ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ èçìåíåíèåì ñîäåð-
æàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïðå-ðÐÍÊ â ïðîÿäðûøêàõ. Òàêæå íà
ïðîöåññ ðàçáîðêè ìîæåò âëèÿòü ñèíòåç íîâûõ ïðå-ðÐÍÊ â
ÿäðûøêàõ, òàê êàê èíãèáèðîâàíèå ñèíòåçà ðÐÍÊ ñ ïî-
ìîùüþ íèçêèõ êîíöåíòðàöèé àêòèíîìèöèíà Ä ïðèâîäèò
ê çàìåäëåíèþ ðàçáîðêè ïðîÿäðûøåê. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
îñâîáîæäàþùèéñÿ èç ïðîÿäðûøåê áåëîê íå ñâÿçûâàåòñÿ
ñ ÿäðûøêàìè, à ðàñïðåäåëÿåòñÿ ïî íóêëåîïëàçìå. Òàêèì
îáðàçîì, ïðîöåññ äèôôóçèîííîãî ïåðåìåùåíèÿ áåëêà çà-
âèñèò îò äâóõ ïðîöåññîâ — óìåíüøåíèÿ ÷èñëà ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ â ïðîÿäðûøêàõ è óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ â ÿäðûøêàõ. Âàæíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå èí-
òåðôàçíûõ ïðîÿäðûøåê íå òðåáóåò ýíåðãèè, â òî âðåìÿ
êàê èõ ðàçáîðêà áëîêèðóåòñÿ ïðè íåäîñòàòêå ÀÒÐ.

ÏÎÑÒÐÎÅÍÈÅ ÊÀÐÒ ÊÎÍÒÀÊÒÀ ÕÐÎÌÎÑÎÌ Ñ
ßÄÅÐÍÎÉ ËÀÌÈÍÎÉ Â ÃÅÐÌÈÍÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ
ÑÀÌÖÎÂ DROSOPHILA MELANOGASTER. © Þ. ß. Øå-
âåëåâ,1 Î. Ì. Îëåíêèíà,1 Þ. À. Àáðàìîâ,1 À. Â. Ïèíäþðèí,2

Ä. À. Ìàêñèìîâ,2 Ñ. Í. Áåëÿêèí.2 1 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿð-
íîé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, shevelev@img.ras.ru, è 2 Èí-
ñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÑÎ ÐÀÍ, Íî-
âîñèáèðñê.

Ïîäâèæíîñòü èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì ÷àñòè÷íî îãðà-
íè÷åíà èç-çà ñâÿçûâàíèÿ èõ îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêîâ
(òàê íàçûâàåìûõ ëàìèíîàññîöèèðîâàííûõ äîìåíîâ —
ËÀÄîâ) ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé (Guelen et al., 2008). Ðàíåå
ËÀÄû áûëè êàðòèðîâàíû ó äðîçîôèëû òîëüêî â êóëüòóðå
êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ Kc (van Bemmel
et al., 2010). Ìåòîäîì DamID-seq, ìîäèôèöèðîâàííûì
äëÿ ïðèìåíåíèÿ â îïðåäåëåííûõ òêàíÿõ, ìû ïîëó÷èëè
ïîëíîãåíîìíûé ïðîôèëü ñâÿçûâàíèÿ ëàìèíà â ðàííèõ
ñïåðìàòîöèòàõ äðîçîôèëû. Ñðàâíåíèå ïðîôèëåé ñâÿçû-
âàíèÿ ëàìèíà â ñïåðìàòîöèòàõ è êëåòêàõ Kc âûÿâëÿåò êàê
íàëè÷èå îáùèõ ìåæäó ýòèìè òèïàìè êëåòîê ëàìèíîàññî-
öèèðîâàííûõ äîìåíîâ, òàê è ñóùåñòâîâàíèå âàðèàáåëü-
íîñòè ìåæäó ðàçíûìè êëåòêàìè. Ïðîâàëû â ïðîôèëå ñâÿ-
çûâàíèÿ ëàìèíà â ðàííèõ ñïåðìàòîöèòàõ ÷àñòè÷íî ñîâïà-
äàþò ñ íàõîæäåíèåì ñåìåííèê-ñïåöèôè÷íûõ ãåíîâ â ýòèõ
ó÷àñòêàõ ãåíîìà, ÷òî ïîäòâåðæäàåò îáíàðóæåííóþ ðàíåå
êîððåëÿöèþ ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíîâ è óòðàòîé èìè êîí-
òàêòà ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé.

ÍÎÂÛÅ ÊÎÌÏËÅÊÑÛ ÃÅÍÍÎÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ
HOMO SAPIENS Ñ Ó×ÀÑÒÈÅÌ ÌÈÍÎÐÍÛÕ ÈÇÎ-
ÔÎÐÌ ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÛ ÐÍÊ-ÏÎËÈÌÅÐÀÇÛ II
POLR2J È ßÄÅÐÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ EIF3Mb È COMMD4D.
© Å. Ê. Øåìàòîðîâà, Ä. Ã. Øïàêîâñêèé, Þ. Â. Äîëóäèí,
È. Þ. Ñëîâîõîòîâ, Ã. Â. Øïàêîâñêèé. Èíñòèòóò áèîîðãà-
íè÷åñêîé õèìèè èì. àêàäåìèêîâ Ì. Ì. Øåìÿêèíà è
Þ. À. Îâ÷èííèêîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, gvs@ibch.ru
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ìåíòíûå äóïëèêàöèè, ñïîñîáñòâóþùèå âîçíèêíîâåíèþ
íîâûõ ãåííûõ ñåìåéñòâ. C òî÷êè çðåíèÿ àíòðîïîãåíåçà
íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò îòíîñèòåëüíî íåäàâ-
íèå äóïëèêàöèè, ñïåöèôè÷íûå äëÿ ÷åëîâåêà è âûñøèõ
îáåçüÿí (Lesser & Great Apes). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïî-
ÿâëåíèå è ñîâåðøåíñòâîâàíèå ãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðû
ãåíîâ POLR2J ñèñòåìû òðàíñêðèïöèè è PMS2 ñèñòåìû
ðåïàðàöèè MMR ÷åòêî êîððåëèðóþò ñ îñíîâíûìè ýòàïà-
ìè áèîëîãè÷åñêîé ýâîëþöèè âûñøèõ ïðèìàòîâ, âñëåäñò-
âèå ÷åãî êîëè÷åñòâî ãåíîâ ýòèõ ñåìåéñòâ è èõ ðàñïðåäåëå-
íèå íà õðîìîñîìå 7 ÿâëÿþòñÿ äîñòîâåðíûìè ìîëåêóëÿð-
íûìè ìàðêåðàìè àíòðîïîãåíåçà. Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî
âàæíåéøèìè ïðîäóêòàìè ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷íûõ äëÿ
÷åëîâåêà ãåíîâ POLR2J2 è POLR2J3 ÿâëÿþòñÿ îñîáûå,
ìèíîðíûå (ïî ñðàâíåíèþ ñ êëàññè÷åñêîé hRPB11a
[POLR2J], 117 à. î.) ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II
hRPB11ba è hRPB11ña (115 à. î.), êîòîðûå âõîäÿò â ñî-
ñòàâ ñïåöèôè÷åñêèõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçíûõ êîìïëåêñîâ
Homo sapiens è ó÷àñòâóþò â êîîðäèíàöèè òðàíñêðèïöèè ñ
ïîñëåäóþùèìè ýòàïàìè ãåííîé ýêñïðåññèè (òðàíñïîðò
ìÐÍÊ èç ÿäðà â öèòîïëàçìó ê òðàíñëèðóþùèì ðèáîñî-
ìàì) è ðÿäîì äðóãèõ ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ êëåòêè (ðåïëèêàöèÿ è ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ).

Ñðåäè îñíîâíûõ ïàðòíåðîâ ìèíîðíûõ ñóáúåäèíèö
hRPB11ba è hRPB11ña îêàçàëèñü íîâûå, ðàíåå íå îïè-
ñàííûå êîìïîíåíòû ïðîòåîìà ÷åëîâåêà, íàçâàííûå íàìè
eIF3mb è COMMD4d, êîòîðûå â îòëè÷èå îò ðîäñòâåííûõ
èì èçâåñòíûõ áåëêîâ eIF3ma (GA17) è COMMD4 ñïîñîá-
íû ïðîíèêàòü â ÿäðà êëåòîê. Ñ ïîìîùüþ äðîææåâîé
äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû (YTH) ìû ïðîâåëè ïðàêòè÷åñêè
èñ÷åðïûâàþùèé ïîèñê ïàðòíåðîâ â ïðîòåîìå ÷åëîâåêà
(ýìáðèîíàëüíûé ìîçã è êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ Jurkat) ýòèõ íî-
âûõ, âïåðâûå îõàðàêòåðèçîâàííûõ íàìè áåëêîâ H. sapiens.
Áîëüøèíñòâî èç îáíàðóæåííûõ ñ ïîìîùüþ ãåíåòè÷åñêîãî
ìåòîäà YTH áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé (eIF3mb —
ñ eIF3f, RAIN, CTNNAL1, BST2, GMAP, MED21, PSME1,
RPN6, EXOC7 è CCT3; COMMD4 — ñ ING5, 14-3-3,
CIN85 è CCT4) áûëè ïîäòâåðæäåíû ñ ïîìîùüþ áèîõèìè-
÷åñêèõ ïîäõîäîâ, òàêèõ êàê ñîîñàæäåíèå ïðåäïîëàãàåìûõ
áåëêîâ-ïàðòíåðîâ èç ýêñòðàêòîâ òðàíñôèöèðîâàííûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà èëè ïîñëå èõ ñîâìåñòíîé ãåòåðî-
ëîãè÷íîé ýêñïðåññèè â Escherichia coli. Âûÿâëåííûå â ýòèõ
îïûòàõ áåëêè áûëè ïîïàðíî (ðåöèïðîêíî) ïðîâåðåíû
íà èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ óæå óñòàíîâëåííûìè íàìè êîìïî-
íåíòàìè èíòåðàêòîìà (â òåõ æå òêàíÿõ) ìèíîðíûõ ñóáúå-
äèíèö hRPB11ba è hRPB11ña ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ÷åëîâå-
êà. Êðîìå òîãî, ìû ñðàâíèëè âïåðâûå óñòàíîâëåííûå íàìè
èíòåðàêòîìû eIF3mb è COMMD4d ñ ïàðòíåðàìè èçâåñò-
íûõ, êëàññè÷åñêèõ èçîôîðì ýòèõ áåëêîâ (eIF3ma è
COMMD4) — êàê âçÿòûìè èç ëèòåðàòóðû, òàê è îáíàðó-
æåííûìè íàìè â ïàðàëëåëüíûõ îïûòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì
YTH. Â ðåçóëüòàòå âïåðâûå îïðåäåëåíû òå ñèãíàëüíûå
ïóòè êëåòêè, â ðåãóëÿöèè êîòîðûõ ó÷àñòâóþò íîâûå êîìï-
ëåêñû ãåííîé ýêñïðåññèè H. sapiens, ñîäåðæàùèå ñïåöè-
ôè÷íûå äëÿ ÷åëîâåêà âàðèàíòû ñóáúåäèíèöû POLR2J è
îñîáûå èçîôîðìû áåëêîâ eIF3m è COMMD4.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-01485).

ÏÅÐÅÂÎÄ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÈÇ ÑÈ-
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Â. È. Çåìåëüêî, Ò. Ì. Ãðèí÷óê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, shili-mariya@yandex.ru

Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ èñòî÷íèêîâ ìàòå-
ðèàëà äëÿ çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ ýíäîìåòðèàëüíûå ìåçåíõèìíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè (ýÌÑÊ). Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ýÌÑÊ â
ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå íåîáõîäèìî, ÷òîáû êëåòêè èìåëè
íîðìàëüíûé, íåïåðåñòðîåííûé êàðèîòèï. Ìåòîäû òåðà-
ïåâòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ êëåòîê ïðåäïîëàãàþò íàðà-
ùèâàíèå êëåòî÷íîé ìàññû â óñëîâèÿõ in vitro. Îäíàêî ñàì
ïåðåâîä êëåòîê èç ñèñòåìû in vivo â ñèñòåìó in vitro ÿâëÿ-
åòñÿ ñòðåññîâûì ôàêòîðîì äëÿ êëåòîê è ìîæåò ïðèâåñòè ê
ãåíåòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì, â òîì ÷èñëå è íà óðîâíå êàðè-
îòèïà. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåò îäíîçíà÷íîãî îòâåòà íà
âîïðîñ î ñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà ýÌÑÊ
ïðè ïåðåâîäå êëåòîê â óñëîâèÿ in vitro.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ïðîàíàëèçèðîâàòü ñòðóê-
òóðó êàðèîòèïà ýÌÑÊ íà ðàííèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, ïîñëå ïåðåâîäà êëåòîê â êóëüòóðó. Â êà÷åñòâå îáú-
åêòîâ èññëåäîâàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû ýÌÑÊ ÷åëîâåêà
÷åòûðåõ íåçàâèñèìûõ ëèíèé, ïîëó÷åííûõ èç äåñêâèìèðî-
âàííîãî ýíäîìåòðèÿ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè. Ïîñëå ïåðåâî-
äà êëåòîê èç ñèñòåìû in vivo â in vitro èõ êóëüòèâèðîâàëè
ïðè îäèíàêîâûõ, ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ è àíàëèçèðîâàëè
íà 5—7-ì ïàññàæå. Êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà îêðàñêè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
äèôôåðåíöèàëüíî íà G-äèñêè. Õðîìîñîìû èäåíòèôèöè-
ðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ «Àòëàñîì õðîìîñîì ÷åëîâåêà»
(Ìàìàåâà, 2002).

Àíàëèçèðóåìûå ýÌÑÊ õàðàêòåðèçîâàëèñü íàáîðîì
CD-ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ êëåòîê, èìåþùèõ ìåçåí-
õèìíûé ñòðîìàëüíûé ôåíîòèï, à òàêæå ÷àñòè÷íîé ýêñï-
ðåññèåé ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè.

Â ðåçóëüòàòå êàðèîòèïèðîâàíèÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî íà
ðàííèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro (ïàññàæè 3—7) âî
âñåõ ëèíèÿõ íàðÿäó ñ êëåòêàìè, èìåþùèìè íîðìàëüíóþ
ñòðóêòóðó êàðèîòèïà, áûëè îáíàðóæåíû êëåòêè ñ îòêëî-
íåíèÿìè îò íîðìû. Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ áûëè ñâÿçàíû
ñ èçìåíåíèåì êàê ÷èñëà õðîìîñîì, òàê è ìîðôîëîãèè íå-
êîòîðûõ èç íèõ. Îáùèì äëÿ êëåòîê òðåõ ëèíèé áûëî íà-
ëè÷èå ïîëîìîê õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà, à íåêîòîðûå èç
íèõ âî âñåõ òðåõ ëèíèÿõ çàòðàãèâàëè îäèíàêîâûå õðîìî-
ñîìû. Èçìåíåíèÿ â õðîìîñîìàõ 1—3 ìîæíî îòíåñòè ê íå-
ñëó÷àéíûì, òàê êàê ýòè õðîìîñîìû áûëè âîâëå÷åíû â ïî-
ëîìêè â òðåõ ëèíèÿõ èç ÷åòûðåõ. Äðóãèå äâà òèïà èçìåíå-
íèé áûëè ñâÿçàíû ñ íåðàñõîæäåíèåì õðîìîñîì â ìèòîçå,
÷òî ïðèâîäèëî ê âîçíèêíîâåíèþ íåòèïè÷íûõ èçîõðîìî-
ñîì è ìåæõðîìîñîìíûõ àññîöèàöèé. Â ýòè òèïû èçìåíå-
íèé òàêæå âîâëåêàëèñü îïðåäåëåííûå õðîìîñîìû íàáî-
ðà — 13—15. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïåðåâîä êëåòîê èç óñëîâèé in
vivo â in vitro ÿâëÿåòñÿ ñòðåññîâûì ôàêòîðîì, êîòîðûé
ìîæåò ïðèâåñòè ê íàðóøåíèþ ñòðóêòóðû ãåíîìà íà óðîâ-
íå êàðèîòèïà. Âîâëå÷åíèå â ïåðåñòðîéêè îïðåäåëåííûõ
õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î
íàëè÷èè â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ñàéòîâ ïîâûøåííîé ëîìêî-
ñòè â õðîìîñîìàõ 1—3.

ßÄÐÛØÊÎÏÎÄÎÁÍÛÅ ÒÅËÜÖÀ Â GV-ÎÎÖÈÒÀÕ
ÌÛØÈ ÄÅÏÎÍÈÐÓÞÒ ÊËÞ×ÅÂÛÅ ÁÅËÊÈ ßÄÐÛ-
ØÅÊ. © Ê. Â. Øèøîâà,1 Å. À. Ëàâðåíòüåâà,1, 2 Ä. Ø. Äæà-
ëèëîâà,1, 3 Î. Â. Çàöåïèíà.1 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õè-
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ìèè èì. àêàäåìèêîâ Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èííèêîâà
ÐÀÍ, Ìîñêâà, 2 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè
Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà è 3 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ïîñòíàòàëüíîå ðàçâèòèå îîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ôóíêöèîíàëüíîé è ñòðóêòóðíîé ðåîðãàíèçà-
öèåé ÿäðûøêîâîãî àïïàðàòà, êîòîðàÿ çàâåðøàåòñÿ â ïðåäî-
âóëÿòîðíûõ (GV-îîöèòàõ, germinal vesicle) ïîÿâëåíèåì
êðóïíûõ (äî 10 ìêì â äèàìåòðå) òåëåö, ïîëó÷èâøèõ íàçâà-
íèå ÿäðûøêîïîäîáíûõ òåëåö (ßÏÒ, NLBs — nucleolus-like
bodies). ßÏÒ îòëè÷àþòñÿ îò ÿäðûøåê ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê
ïî ìîðôîëîãèè: â äàííûõ ñòðóêòóðàõ íå âûÿâëÿþòñÿ ñòðóê-
òóðíûå êîìïîíåíòû ÿäðûøåê, òàêèå êàê ôèáðèëëÿðíûå
öåíòðû, ïëîòíûé è ãðàíóëÿðíûé êîìïîíåíòû. Öåíòðàëüíàÿ
÷àñòü ßÏÒ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïëîòíîóïàêîâàííûé òîíêî-
ôèáðèëëÿðíûé ìàòåðèàë íåóñòàíîâëåííîé ïðèðîäû. Ñèí-
òåç ïðå-ðÐÍÊ (47S ïðåäøåñòâåííèê ðèáîñîìíîé ÐÍÊ) ïðî-
èñõîäèò òîëüêî íà ïîâåðõíîñòè ßÏÒ, à áåëêè ÿäðûøêà,
ó÷àñòâóþùèå â ïðîöåññèíãå, ëîêàëèçîâàíû òàêæå íà ïîâåð-
õíîñòè ñòðóêòóðû. Ôóíêöèÿ äàííûõ îáðàçîâàíèé íå óñòà-
íîâëåíà, îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî óäàëåíèå ßÏÒ èç îîöèòîâ
ìûøè ïðåïÿòñòâóåò íîðìàëüíîìó ðàçâèòèþ ýìáðèîíà ïî-
ñëå îïëîäîòâîðåíèÿ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÿäðûøêîïîäîáíîå
òåëüöå â îîöèòàõ ìëåêîïèòàþùèõ ÿâëÿëîñü îáúåêòîì ìíî-
ãèõ èññëåäîâàíèé íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ëåò,
õèìè÷åñêàÿ ïðèðîäà åãî îñíîâíîãî ìàòåðèàëà îñòàåòñÿ íåè-
çó÷åííîé. Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè ñ ïîìîùüþ êðàñèòå-
ëÿ ÔÈÒÖ (ôëóîðåñöåèí-5-èçîòèîöèàíàò) áûëî ïîêàçàíî íà-
ëè÷èå áåëêîâ â ßÏÒ GV-îîöèòîâ ìûøè. Öåëüþ äàííîé ðà-
áîòû ÿâëÿåòñÿ àíàëèç ñîñòàâà ÿäðûøêîïîäîáíûõ òåëåö
îîöèòîâ ìûøè. Îáðàáîòêà ïðîòåîëèòè÷åñêèìè ôåðìåíòà-
ìè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïîäõîäîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ ñêðûòîãî
àíòèãåíà â îáðàçöàõ ïåðåä èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé ðåàê-
öèåé. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ âûÿñíåíèÿ âîçìîæíîãî ïðèñóòñò-
âèÿ áåëêîâ ÿäðûøêà â ßÏÒ áûëà ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà,
îñíîâàííàÿ íà ÷àñòè÷íîì ïðîòåîëèòè÷åñêîì ðàñùåïëåíèè
áåëêîâ â îîöèòàõ ôåðìåíòîì ïðîòåèíàçîé K.

Â ðåçóëüòàòå íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñðåäè áåëêîâ âíóò-
ðåííåé ìàññû ßÏÒ âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàíû êëþ÷åâûå
áåëêè ÿäðûøêà: UBF (upstream-binding factor, êîôàêòîð
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I), ôèáðèëëàðèí, NPM1/íóêëåîôîçìèí,
Ñ23/íóêëåîëèí (ôàêòîðû ïðîöåññèíãà ïðå-ÐÍÊ), à òàêæå
ðèáîñîìíûé áåëîê RPL26. ßäåðíûõ áåëêîâ, òàêèõ êàê SC35
(ñïëàéñèíã-ôàêòîð), NOBOX (òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð),
òîïîèçîìåðàçà IIb (ôåðìåíò-èçîìåðàçà), HP1a (áåëîê ãåòå-
ðîõðîìàòèíà) è ãèñòîí H3, íå áûëî íàéäåíî â ñîñòàâå ßÏÒ.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóåò î íàêîïëåíèè â
ßÏÒ áåëêîâ ÿäðûøêà, ó÷àñòâóþùèõ â ðàçíûõ ýòàïàõ áèîãå-
íåçà ðèáîñîì, íî âðåìåííî íå âûïîëíÿþùèõ ñâîè ôóíê-
öèè. Â ïîëüçó ýòîãî çàêëþ÷åíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò ëèòåðà-
òóðíûå äàííûå î òîì, ÷òî àêòèâíûå ðèáîñîìíûå ãåíû âû-
ÿâëÿþòñÿ òîëüêî íà ïîâåðõíîñòè, íî íå âíóòðè ßÏÒ, à
òàêæå íàøè ñîáñòâåííûå íàáëþäåíèÿ îá îòñóòñòâèè ðèáî-
ñîìíîé ÐÍÊ â ÿäðûøêîïîäîáíûõ òåëüöàõ. Çàïàñàåìûå â
ßÏÒ áåëêè, îñíîâíûìè ôóíêöèÿìè êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ ðàç-
íûå ýòàïû ïðîöåññèíãà ïðå-ðÐÍÊ, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû äëÿ ïîñòðîåíèÿ íîâûõ ðèáîñîì â ýìáðèîíàõ ïîñëå îïëî-
äîòâîðåíèÿ îîöèòà. Ïðåäïîëîæèòåëüíî òàêîé ìåõàíèçì
ìîæåò áûòü íåîáõîäèì äëÿ óñêîðåííîãî âîçîáíîâëåíèÿ
ñèíòåçà áåëêà â ýìáðèîíå äî àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè
ðÄÍÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì óäàëåíèåì áåëêîâ áèîãåíåçà ðèáîñîì
ìîæíî îáúÿñíèòü íåñïîñîáíîñòü ýìáðèîíà ê íîðìàëüíîìó
ðàçâèòèþ ïîñëå ýëèìèíèðîâàíèÿ ßÏÒ èç îîöèòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-34-00033).

ÐÎËÜ GAR-ÄÎÌÅÍÀ Â ÎÁÅÑÏÅ×ÅÍÈÈ ßÄÐÛØÊÎ-
ÂÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ ÔÈÁÐÈËËÀÐÈÍÀ. © Ì. Þ. Øó-
áèíà, ß. Ð. Ìóñèíîâà, Å. Â. Øåâàëü. Íàó÷íî-èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, musinova.yana@
gmail.com

Ôèáðèëëàðèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå õîðîøî
èçó÷åííûõ ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåñ-
ñû ñîçðåâàíèÿ è ìåòèëèðîâàíèÿ ïðå-ðÐÍÊ, ñáîðêè ðè-
áîñîì. Ýòîò áåëîê äåìîíñòðèðóåò ÷ðåçâû÷àéíî âûñî-
êóþ êîíñåðâàòèâíîñòü îò àðõåé äî âûñøèõ ýóêàðèîò.
Èñêëþ÷åíèåì ÿâëÿåòñÿ N-êîíöåâîé äîìåí, êîòîðûé
ïðèñóòñòâóåò òîëüêî ó ýóêàðèîò. Ïðîâåäåííûé áèîèí-
ôîðìàöèîííûé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî ýòîò äîìåí îá-
ëàäàåò ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêîé ãåòåðîãåííîñòüþ, íî ó áî-
ëüøèíñòâà ýóêàðèîò îí îáîãàùåí îñòàòêàìè ãëèöèíà è
àðãèíèíà (Glycine-Arginine-Rich or GAR motif). Îäíàêî
ó íåêîòîðûõ îðãàíèçìîâ N-êîíöåâîé äîìåí ìîæåò îò-
ñóòñòâîâàòü, áûòü îáîãàùåííûì îñòàòêàìè ëèçèíà èëè
îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò. Ðîëü GAR-äî-
ìåíà â ôóíêöèîíèðîâàíèè ôèáðèëëàðèíà èçó÷åíà ñëà-
áî. Â ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíà ëîêàëèçàöèÿ ôèáðèëëà-
ðèíà, GAR-äîìåíà è ôèáðèëëàðèíà ñ äåëåòèðîâàííûì
GAR-äîìåíîì (DGAR). Äëÿ àíàëèçà áåëîê è åãî ôðàã-
ìåíòû áûëè ñëèòû ñ EGFP. Ôèáðèëëàðèí íàêàïëèâàåò-
ñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ïëîòíîì ôèáðèëëÿðíîì êîìïî-
íåíòå (ÏÔÊ) ÿäðûøêà, â ìåíüøåé ñòåïåíè â ãðàíóëÿð-
íîì êîìïîíåíòå (ÃÊ) ÿäðûøêà è â íóêëåîïëàçìå. Ïîñëå
äåëåöèè GAR-äîìåíà áåëîê ñëàáî íàêàïëèâàåòñÿ â
ÏÔÊ, åãî ñîäåðæàíèå â íóêëåîïëàçìå è öèòîïëàçìå
óâåëè÷èâàåòñÿ. GAR-äîìåí ëîêàëèçóåòñÿ â ÃÊ ÿäðûøêà
è íóêëåîïëàçìå, íî íå äåòåêòèðóåòñÿ â öèòîïëàçìå. Ïî-
ñëåäíåå ãîâîðèò î òîì, ÷òî ýòîò äîìåí ôèáðèëëàðèíà
èãðàåò ðîëü ñèãíàëà ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè. Íàêîïëåíèå
GAR-äîìåíà â ÃÊ îò÷åòëèâî âèäíî è ïîñëå ñåãðåãàöèè
êîìïîíåíòîâ ÿäðûøêà ïîä äåéñòâèåì àêòèíîìèöèíà Ä.
Â ìèòîçå GAR-äîìåí êîëîêàëèçîâàëñÿ ñ íóêëåîôîçìè-
íîì. Òàêèì îáðàçîì, GAR-äîìåí ñïîñîáñòâóåò íàêîï-
ëåíèþ ôèáðèëëàðèíà â ÿäðå è ÿäðûøêå, íî òî÷íîå ïî-
çèöèîíèðîâàíèå áåëêà çàâèñèò îò îñòàëüíîé ÷àñòè áåë-
êà. Íàêîïëåíèå â ÃÊ ìîæåò èìåòü ôóíêöèîíàëüíîå
çíà÷åíèå, òàê êàê ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ êîíöåíòðà-
öèè áåëêà âíóòðè ñòðóêòóðû, ò. å. óâåëè÷èâàåò âåðîÿò-
íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ñàéòàìè â
ÏÔÊ. Ðàíåå òàêîé òèï íàêîïëåíèÿ áûë îïèñàí íàìè äëÿ
ñèãíàëîâ ÿäðûøêîâîé ëîêàëèçàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-01650).

ÑÎÇÄÀÍÈÅ ÕÈÌÅÐÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ
CRISPR/Cas9 ÄËß ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÎÃÎ ÏÎÄÀÂËÅÍÈß
ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÎÂ. © Î. Þ. Øóâàëîâ,1, 2 À. Â. Ïåòó-
õîâ,2 À. Ñ. Åðìàêîâ,2 Í. À. Áàðëåâ.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-
âåííûé òåõíîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò (Òåõíè÷åñêèé óíèâåð-
ñèòåò).
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Â ïðèðîäíûõ óñëîâèÿõ ìîëåêóëÿðíàÿ ñèñòåìà íà
îñíîâå ÑRISPR/Cas (îò àíãë. CRISPR — Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-asso-
ciated) ñëóæèò äëÿ çàùèòû áàêòåðèé è àðõåé îò áàêòå-
ðèîôàãîâ. Äàííàÿ ñèñòåìà îáåñïå÷èâàåò ïðîêàðèîòàì ïðè-
îáðåòåííûé èììóíèòåò è ÿâëÿåòñÿ àíàëîãîì ÐÍÊ-èíòåð-
ôåðåíöèè, èìåþùåé ìåñòî â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñèñòåìà íà îñíîâå CRISPR/Cas9
àêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ èññëåäîâàòåëÿìè â êà÷åñòâå èíñò-
ðóìåíòà äëÿ íàïðàâëåííîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà ýóêà-
ðèîò. Äàííàÿ ñèñòåìà èñïîëüçóåòñÿ è ïîñòîÿííî ñîâåð-
øåíñòâóåòñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ íîêàóòîâ, âèçóàëèçàöèè îïðå-
äåëåííûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà, ïîëó÷åíèÿ îáðàòèìûõ
íîêäàóíîâ è ò. ä.

Â öåëÿõ ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ CRISPR/Cas9 ÿâ-
ëÿåòñÿ äâóõêîìïîíåíòíîé ñèñòåìîé è ñîñòîèò èç áàêòåðè-
àëüíîé ýíäîíóêëåàçû Cas9 è ñèíòåòè÷åñêîé íàïðàâëÿþ-
ùåé ÐÍÊ (guide RNA), îáåñïå÷èâàþùåé ñïåöèôè÷íóþ
äîñòàâêó Cas9 ê îïðåäåëåííîìó ó÷àñòêó ãåíîìà.

Â 2013 ã. ïîÿâèëèñü ïåðâûå äàííûå î âîçìîæíîñòè
èñïîëüçîâàíèÿ ìîäèôèöèðîâàííîé CRISPR/Cas9-ñèñòå-
ìû êàê äëÿ àêòèâàöèè, òàê è äëÿ ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè
ãåíîâ. Äëÿ ýòîãî èññëåäîâàòåëè èñïîëüçîâàëè äåôåêòíûé
ïî íóêëåàçíîé àêòèâíîñòè áåëîê Cas9 (dCas9), ñëèòûé ñ
ýôôåêòîðíûìè áåëêàìè, îáëàäàþùèìè ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòüþ.

Â äàííîé ðàáîòå ìû îöåíèëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ íîâûõ õèìåðíûõ âàðèàíòîâ áåëêà dCas9 (dCas9 â
ñëèÿíèè ñ ýôôåêòîðíûìè áåëêàìè) äëÿ íàïðàâëåííîãî
ïîäàâëåíèÿ òðàíñêðèïöèè. Äëÿ ýòîãî ìû íà îñíîâå ÐÍÊ,
âûäåëåííîé èç êëåòî÷íîé ëèíèè HCT116 (êîëîðåêòàëü-
íûé ðàê ÷åëîâåêà), àìïëèôèöèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè íåñêîëüêèõ ãåíîâ, áåëêîâûå ïðîäóêòû êîòîðûõ ó÷àñò-
âóþò â ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè. Äàëåå
íàìè áûëè ñîçäàíû âåêòîðû, íåñóùèå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêîâ äàííûõ ãåíîâ â ñëèÿíèè ñ
dCas9, à òàêæå âåêòîðû äëÿ ýêñïðåññèè guide-RNA, ñïå-
öèôè÷íûå ê ðàçëè÷íûì ó÷àñòêàì EGFP.

Ïîëó÷åííûìè ýïèñîìàëüíûìè âåêòîðàìè ìû òðàíñ-
ôèöèðîâàëè êëåòî÷íóþ ëèíèþ U2OS (îñòåîñàðêîìà ÷å-
ëîâåêà), ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùóþ EGFP. Äàëåå ìû
ïðîèçâîäèëè îöåíêó ýôôåêòèâíîñòè ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè EGFP íà îñíîâå ñíèæåíèÿ èíòåíñèâíîñòè çåëåíîãî
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà.

Íàïðàâëåííîå ñïåöèôè÷åñêîå ïîäàâëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ ïîñðåäñòâîì CRISPR/Cas9-ñèñòåìû ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíî êàê äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé
ðîëè êîíêðåòíûõ áåëêîâ (ñîçäàíèå ýïèãåíåòè÷åñêèõ íîê-
äàóíîâ), òàê è â ïðèêëàäíûõ öåëÿõ (ïîòåíöèàëüíûé èíñò-
ðóìåíò äëÿ ãåííîé òåðàïèè). Ïîýòîìó ðåçóëüòàòû äàííîé
ðàáîòû èìåþò êàê ôóíäàìåíòàëüíîå, òàê è ïðèêëàäíîå
çíà÷åíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðàâèòåëüñòâà ÐÔ 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).

ÝÊÑÒÐÀÊÎÏÈÐÎÂÀÍÈÅ ÄËÈÍÍÎÃÎ ÏËÅ×À ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌÛ 8 Â ÊÀÐÈÎÒÈÏÅ ÊËÅÒÎÊ KG-1 ÎÑÒÐÎÃÎ
ÌÈÅËÎÈÄÍÎÃÎ ËÅÉÊÎÇÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ò. Ê. ßêîâ-

ëåâà, Â. È. Òóðèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, tyak@mail.cytspb.rssi.ru

Ñïåöèôè÷åñêèé õðîìîñîìíûé äèñáàëàíñ, ñâÿçàííûé
ñ ïîÿâëåíèåì è(èëè) óòðàòîé öåëûõ õðîìîñîì èëè èõ
ôðàãìåíòîâ, âûÿâëåí â áîëüøèíñòâå íåîïëàçèé ÷åëîâåêà
è ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé ÷åðòîé îïóõîëåâîãî ãåíîìà. Òðè-
ñîìèÿ è ïîëèñîìèè ïî õðîìîñîìå 8 êàê åäèíñòâåííàÿ
àíîìàëèÿ êàðèîòèïà, òàê è â ñî÷åòàíèè ñ ïåðåñòðîéêàìè
äðóãèõ õðîìîñîì ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ â ãåìîáëàñòîçàõ, â
òîì ÷èñëå â îñòðîì ìèåëîèäíîì ëåéêîçå ÷åëîâåêà (ÎÌË).
Ïîêàçàíî, ÷òî èìåííî äîïîëíèòåëüíûå êîïèè õðîìîñîìû
8 îáåñïå÷èâàþò êëåòêàì ñåëåêòèâíûå ïðåèìóùåñòâà,
ïðèâîäÿ ê êëîíàëüíîé ýêñïàíñèè è áûñòðîìó ðàçâèòèþ
áîëåçíè. Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ äèíàìèêè êàðèîòèïà îïóõîëå-
âûõ êëåòîê in vitro âûïîëíåí öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç
êëåòîê ëèíèè KG-1 (îñòðûé ìèåëîèäíûé ëåéêîç ñ ïðè-
çíàêàìè ñîçðåâàíèÿ, FAB M2) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà
îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì íà G-äèñêè. Âûÿâëåí ñëîæíûé
ïñåâäîäèïëîèäíûé êàðèîòèï (2n = 46), â öåëîì ñîîòâåò-
ñòâóþùèé îïèñàííîìó ðàíåå (Mrozek et al., 2003). Â êà-
ðèîòèïå êëåòîê KG-1 îáíàðóæåíî îòñóòñòâèå îäíîãî èç
íîðìàëüíûõ ãîìîëîãîâ õðîìîñîì 5 è 12, íåñáàëàíñèðî-
âàííûå òðàíñëîêàöèè õðîìîñîì der(4)t(4;8)(q31;p21),
der(8)t(8;12)(p11;q13), der(17)t(5;17)(q?31;p11.2) è der(20)t
(12;20)(?;p13), äåëåöèÿ õðîìîñîìû 7 — del(7)(q22q35) —
è èçîäèöåíòðè÷åñêàÿ õðîìîñîìà ïî äëèííîìó ïëå÷ó õðî-
ìîñîìû 8 — idic(8)(p11), ïðåäñòàâëåííàÿ â äâóõ êîïèÿõ.
Àíàëèç äàííûõ, îïóáëèêîâàííûõ ñ ìîìåíòà ïîëó÷åíèÿ
êëåòî÷íîé ëèíèè KG-1, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðî-
ãðåññèÿ êàðèîòèïà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
ñâÿçàíà ñ ïîÿâëåíèåì äåëåöèè äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñî-
ìû 7, à òàêæå ñ ïîÿâëåíèåì è ïîñëåäóþùåé äóïëèêàöèåé
õðîìîñîìû idic(8)(p11), ÷òî ïðèâåëî ê ýêñòðàêîïèðîâà-
íèþ äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 8 (8q) ñ 3 äî 6 êîïèé.
Ó÷èòûâàÿ ïðèñóòñòâèå â êàðèîòèïå ðÿäà êëåòîê ìèêðî-
õðîìîñîìû, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ öåíòðîìåðíûì ðàéîíîì
õðîìîñîìû 8, îáùåå ÷èñëî êîïèé öåíòðîìåðíîãî ðàéîíà
õðîìîñîìû 8 ìîæåò äîñòèãàòü 7. Ñîãëàñíî áàçå äàííûõ
Ìèòåëìàíà ïî ïåðåñòðîéêàì õðîìîñîì ïðè ðàêå
(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman), èçîõðî-
ìîñîìà ïî äëèííîìó ïëå÷ó õðîìîñîìû 8 îòíîñèòñÿ ê âòî-
ðè÷íûì àíîìàëèÿì, íàèáîëåå õàðàêòåðíûì äëÿ ïðîãðåñ-
ñèè ÎÌË FAB Ì2. Òàêèì îáðàçîì, âîçíèêàþùèå de novo
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê KG-1 ðåàðàíæèðîâêè õðî-
ìîñîì èìåþò îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé õàðàêòåð è ôîðìè-
ðóþò ëîêàëüíûé õðîìîñîìíûé äèñáàëàíñ. Ñðåäè êëåòî÷-
íûõ ëèíèé ÎÌË êëåòêè KG-1 ïðåäñòàâëÿþò ðåäêèé ñëó-
÷àé ýêñòðàêîïèðîâàíèÿ 8q. Ïî-âèäèìîìó, ýôôåêò äîçû
ãåíîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â ýêñòðàêîïèðîâàííîì ðàéîíå
õðîìîñîìû 8 (8p11� 8qter), îïðåäåëÿåò ïðîãðåññèþ êëå-
òîê KG-1 in vitro. Ïîòåíöèàëüíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãå-
íîìíîé íåñòàáèëüíîñòè â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ìîæåò èã-
ðàòü ëîêàëèçîâàííûé â 8q24.1 ãåí C-MYC. Èçâåñòíî, ÷òî
ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà C-MYC âûçûâàåò àãðåãàöèþ
òåëîìåð è íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû õðîìîñîì, ÷òî ïðèâîäèò
ê ïîÿâëåíèþ íåðåöèïðîêíûõ òðàíñëîêàöèé. Êðîìå òîãî,
äåðåãóëÿöèÿ ãåíà C-MYC èíäóöèðóåò ÷èñëåííûå èçìåíå-
íèÿ õðîìîñîì êàê ñëåäñòâèå àáåððàíòíîãî ñèíòåçà ÄÍÊ è
äåôåêòîâ êîíòðîëüíîé òî÷êè âåðåòåíà äåëåíèÿ. Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ îáñóäèòü âîçìîæíûå ìåõàíèçìû èçáèðàòåëüíîãî
ýêñòðàêîïèðîâàíèÿ õðîìîñîì ïðè ÎÌË.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 693


