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Áåëîê DDX5 ó÷àñòâóåò â ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ÷åëîâåêà

Ýêñïðåññèÿ áåëêà DDX5 (ÐÍÊ-õåëèêàçû ð68) â êëåòêàõ ñîâïàäàåò ïî âðåìåíè ñ òàêèìè ïðîöåññàìè,
êàê ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà. Îäíàêî äîêàçàòåëüñòâ ó÷àñòèÿ áåëêà â ýòèõ ïðîöåññàõ äî ñèõ
ïîð íå áûëî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè âëèÿíèå èíàêòèâàöèè áåëêà DDX5 (ìåòîäîì ÐÍÊ-èíòåðôå-
ðåíöèè) íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèè Jurkat è äèíàìèêó ýêñïðåññèè DDX5 âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâ-
êè êëåòîê U-937, èíäóöèðîâàííîé ôîðáîë-12-ìèðèñòàò-13-àöåòàòîì (ÔÌÀ). Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ïî-
êàçàëà, ÷òî ñîäåðæàíèå DDX5 â êëåòêàõ Jurkat, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçàõ G0 è G1, íèæå, ÷åì â ôàçàõ G2/Ì.
Ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê U-937 ïèê ýêñïðåññèè íàáëþäàåòñÿ â òå÷åíèå ïåðâûõ 2—3 ÷,
à äàëåå (4 ÷) êîíöåíòðàöèÿ DDX5 ñíèæàåòñÿ. Âîçðàñòàíèå êîëè÷åñòâà ìàêðîôàãàëüíîãî ïîâåðõíîñòíîãî
ìàðêåðà CR3 íà ìåìáðàíå êëåòîê ïðîèñõîäèò òîëüêî ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè êëå-
òîê ÔÌÀ. Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ñëåäóþùåå: 1) áåëîê DDX5 íåîáõîäèì äëÿ êëå-
òî÷íîé ïðîëèôåðàöèè; 2) êîíöåíòðàöèÿ áåëêà DDX5 â êëåòêàõ U-937 âîçðàñòàåò â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ÔÌÀ è äàëåå ñíèæàåòñÿ (÷åðåç 4 ÷), ïðè÷åì çàäîëãî äî ïîÿâëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
ìàêðîôàãàëüíîãî ìàðêåðà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà, áåëîê DDX5, ÐÍÊ-õåëèêàçà ð68, êëåòî÷-
íûå ëèíèè ÷åëîâåêà U-937, Jurkat.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÒ — àíòèòåëà, ñàòÄÍÊ — ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, ÔÌÀ — ôîð-
áîë-12-ìèðèñòàò-13-àöåòàò.

Ñåìåéñòâî DEAD-box ñîäåðæàùèõ ÐÍÊ õåëèêàç
âêëþ÷àåò â ñåáÿ ìíîæåñòâî êîíñåðâàòèâíûõ ìóëüòèôóíê-
öèîíàëüíûõ áåëêîâ, êîòîðûå âîâëåêàþòñÿ â ïðîöåññû
ñèíòåçà, ïðîöåññèíãà, ýêñïîðòà, äåãðàäàöèè ÐÍÊ, ñáîðêè
ðèáîñîì è äð. Áåëêè ýòîãî ñåìåéñòâà õàðàêòåðèçóþòñÿ
âîñåìüþ êîíñåðâàòèâíûìè äîìåíàìè, âêëþ÷àÿ ÀÒÔ-çà-
âèñèìûé äîìåí è ìîòèâ Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-A-D), ïî
êîòîðîìó äàíî íàçâàíèå ýòîìó ñåìåéñòâó (Gorbalenya et
al., 1989; Tanner et al., 2003). Îäíèì èç áåëêîâ ýòîãî ñå-
ìåéñòâà ÿâëÿåòñÿ áåëîê DDX5, îïèñàííûé òàêæå êàê
ÐÍÊ-õåëèêàçà ð68 (Lane, Hoefller, 1980). DDX5 —
âûñîêîêîíñåðâàòèâíûé áåëîê, ãîìîëîãè êîòîðîãî áûëè
íàéäåíû ó ðàçëè÷íûõ ïðåäñòàâèòåëåé ýóêàðèîò îò äðîæ-
æåé äî ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî DDX5 ìîæåò ïðèíèìàòü
ó÷àñòèå âî âñåõ ýòàïàõ ìåòàáîëèçìà ÐÍÊ, íà÷èíàÿ îò
òðàíñêðèïöèè äî åå äåãðàäàöèè (Fuller-Pace, 2006). Ïîìè-
ìî ýòîãî, îí âîâëåêàåòñÿ â ðàçëè÷íûå áåëîê-áåëêîâûå
âçàèìîäåéñòâèÿ, ó÷àñòâóÿ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè íå-
êîòîðûõ ãåíîâ (Ogilvie et al., 2003; Carretti et al., 2006;
Yao et al., 2010). Áåëîê DDX5 ðàñïîëàãàåòñÿ êàê â ÿäðàõ,
òàê è â öèòîïëàçìå êëåòîê ÷åëîâåêà (Wang et al., 2009). Íà
ìûøè ïîêàçàíî, ÷òî îí âõîäèò âî ôðàêöèþ ÿäåðíîãî ìàò-
ðèêñà (Enukashvily et al., 2005). Èçâåñòíî, ÷òî ðàñïðåäåëå-
íèå áåëêà DDX5 â ÿäðàõ êëåòîê êàê ÷åëîâåêà, òàê è ìûøè
çàâèñèò îò ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà (Iggo, Lane, 1989; Nicol
et al., 2000; Enukashvily et al., 2005). Èñõîäÿ èç ýòèõ äàí-

íûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôóíêöèè áåëêà DDX5 çà-
âèñÿò îò ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ýìáðèîãåíåç ìûøè — åäèíñòâåííàÿ íà ñåãîäíÿ ìî-
äåëü, â êîòîðîé ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè DDX5 â
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ îðãàíàõ è òêàíÿõ (Stevenson et al.,
1998). Çà ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü äàííûå î âçàèìî-
äåéñòâèè ýòîãî áåëêà ñ ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè, ó÷àñòâó-
þùèìè â óñòàíîâëåíèè òêàíåñïåöèôè÷íîé ýêñïðåññèè
ãåíîâ. Íàïðèìåð, ïîêàçàíî âçàèìîäåéñòâèå DDX5 ñ
ÌóîD, êîòîðûé ðåãóëèðóåò ñêåëåòíûé ìèîãåíåç. Áåëîê
DDX5 ÿâëÿåòñÿ êîàêòèâàòîðîì ÌóîD-çàâèñèìîé òðàíñ-
êðèïöèè è íåîáõîäèì äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè ñêåëåòíîé
ìóñêóëàòóðû (Carretti et al., 2006). Íà ìûøèíûõ ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ, èíäóöèðîâàííûõ ðåòèíîå-
âîé êèñëîòîé, ïîêàçàíà îäíîâðåìåííàÿ àêòèâàöèÿ òðàíñ-
êðèïöèè ÄÍÊ ïðèöåíòðîìåðíîãî ìàæîðíîãî ñàòåëëèòà è
áåëêà DDX5 (Enukashvily et al., 2009). Âñå ýòè äàííûå ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå DDX5 â ïðîëèôåðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê. Îäíàêî ïðÿìûå äàííûå, ïîä-
òâåðæäàþùèå ýòó ãèïîòåçó, â íàñòîÿùåå âðåìÿ îòñóòñò-
âóþò.

Öåëü íàøåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâàíèè âëè-
ÿíèÿ èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïòîâ ddx5 íà ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèè Jurkat è äèíàìèêó ìàêðî-
ôàãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ëèíèè U-937 ÷åëîâå-
êà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî áåëîê DDX5 íåîáõîäèì äëÿ
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ïðîëèôåðàöèè êëåòîê è ÷òî åãî ýêñïðåññèÿ ïîâûøàåòñÿ
âî âðåìÿ íà÷àëüíîé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
U-937.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèîííûå êëåòî÷íûå
ëèíèè Ò-ëèìôîáëàñòíîé ëåéêåìèè Jurkat è ãèñòèîöèòàð-
íîé ëèìôîìû ÷åëîâåêà ëèíèè U-937, ïîëó÷åííûå èç Ðîñ-
ñèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîçâîíî÷íûõ Èí-
ñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè âûðà-
ùèâàëè ïðè 37 °C è 5 % ÑÎ2 â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
RPMI-1640 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 íã/ìë ãåí-
òàìèöèíà, 146 ìêã/ìë ãëóòàìèíà è 10 % ñûâîðîòêè ýìá-
ðèîíîâ êîðîâ (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Ïåðåñåâ êëåòîê (ïóòåì
ðàçâåäåíèÿ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ñâåæåé ñðåäîé â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 5) îñóùåñòâëÿëè ïðè äîñòèæåíèè êóëüòóðîé
ïëîòíîñòè ñâûøå 106 êë./ìë.

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è. Êëåòî÷íóþ ëè-
íèþ Jurkat èíôèöèðîâàëè ëåíòèâèðóñíûìè êîíñòðóêöèÿ-
ìè LV-shDDX5 è LV-GFP. Êîíñòðóêöèÿ LV-shDDX5 ïîä
êîíñòèòóòèâíûì ïðîìîòîðîì ñîäåðæàëà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü äëÿ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè DDX5: CGCGTCCCGGG-
CTAGATGTGGAAGATGTTCAAGAGACATCTTCCACA-
TCTAGCCCTTTTTGGAAAT (Caretti et al., 2006). Êîíñò-
ðóêöèÿ LV-GFP áûëà ïîëó÷åíà íà îñíîâå âåêòîðà
LVHTM ñîãëàñíî òîìó æå ýêñïåðèìåíòàëüíîìó ïðîòîêî-
ëó, ÷òî è LV-shDDX5. Îäíàêî âìåñòî àíòèñìûñëîâîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè DDÕ5 âñòðàèâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ãåíà áåëêà GFP (GenBank: FJ172221.1). Ëåíòèâèðóñíûé
âåêòîð LVTHM è ïëàçìèäû áûëè ïîëó÷åíû îò ä-ðà
Ä. Òðîíî (D. Trono, École Polytechnique federale de Lau-
sanne, Øâåéöàðèÿ). Ãîòîâûå âèðóñû (â êîíå÷íûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ 1.2�107 è 5�107 òðàíñäóöèðóþùèõ åä./ìë äëÿ
LV-shDDX5 è LV-GFP ñîîòâåòñòâåííî) äëÿ èíôèöèðîâà-
íèÿ êëåòîê áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Ì. À. Ëèñêîâûõ
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

È í ô è ö è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî
ïëàíøåòà ïåðåíîñèëè ïî 250 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè
Jurkat (ñîäåðæàùåé ïðèáëèçèòåëüíî 50 òûñ. êëåòîê), äî-
áàâëÿëè ïî 10 ìêë îäíîãî èç âèðóñîâ (LV-GFP èëè
LV-siDDX5) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò. Íà ñëåäóþ-
ùèå ñóòêè äîáàâëÿëè 1 ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ñîäåð-
æàùåé ñûâîðîòêó è ãåíòàìèöèí, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ïåðå-
ñåâàëè, êàê îïèñàíî âûøå.

È í ä ó ê ö è þ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è êëåòîê U-937
ïðîâîäèëè â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ ñ ïîìîùüþ ôîð-
áîë-12-ìèðèñòàò-13-àöåòàòà (ÔÌÀ) (Sigma-Aldrich, ÑØÀ)
â êîíöåíòðàöèè 35 íã/ìë è èíêóáèðîâàëè îò 1 äî 24 ÷.

Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà (ÀÒ) êîçû ïðîòèâ áåëêà DDX5
è ÀÒ îñëà ïðîòèâ IgG êîçû, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC
(Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ U-937 êëåòîê (â % îò ïðîàíàëèçèðîâàí-
íîãî ÷èñëà êëåòîê) ðåãèñòðèðîâàëè êîëè÷åñòâî íåïåðìåà-
áèëèçîâàííûõ êëåòîê, ìå÷åííûõ ìûøèíûìè ÀÒ ïðîòèâ
CD11b, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîõðîìîì Per-CP (Abcam,
Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äàííûé ìàðêåð ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðó-
åòñÿ â êëåòêå, îäíàêî ïîÿâëåíèå åãî íà ïîâåðõíîñòè êëåò-
êè ïðîèñõîäèò ëèøü â ñëó÷àå ìàêðîôàãàëüíîé äèôôåðåí-
öèðîâêè, ïîýòîìó îêðàñêà ÀÒ ïðîòèâ CD11b íåïåðìåàáè-
ëèçîâàííûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñïîñîáîâ îòñëåæè-
âàíèÿ ìàêðîôàãîïîäîáíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðè ýòîì
èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè îòðàæàåò ñòåïåíü äèôôðåíöèðî-
âàííîñòè êëåòîê (Schwende et al., 1996). Èíòåãðèí ÑD11b

ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ãåòåðîäèìåðíîãî áåëêà CR3, êîòî-
ðûé ýêñïîíèðóåòñÿ íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ìàêðîôàãîâ.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ è ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ì å ò -
ð è ÿ. Äëÿ îêðàñêè êëåòîê ÀÒ ïðîòèâ DDX5 êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà PBS, ñîäåðæà-
ùåì 0.2 % Tween 20, 15 ìèí ïðè 4 °C, äâàæäû îòìûâàëè
òåì æå ðàñòâîðîì PBS. Çàòåì êëåòêè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïåðìåàáèëèçîâûâàëè â PBS, ñîäåðæàùåì 5 % áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0.2 % Tween 20. Ïîñëå ýòîãî
êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè ÀÒ ïðîòèâ áåëêà DDX5
â òå÷åíèå 45 ìèí. Äàëåå äâàæäû ïðîìûâàëè â PBS è èí-
êóáèðîâàëè ñî âòîðûìè ÀÒ, êîíúþãèðîâàííûìè ñ FITC,
â òå÷åíèå 30 ìèí. Çàòåì êëåòêè äâàæäû ïðîìûâàëè PBS,
ïîñëå ýòîãî àíàëèç îêðàøåííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè íà
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå Guava-5HT (Milipore, ÑØÀ) â äèà-
ïàçîíå äåòåêöèè ôëóîðåñöåíöèè 515—545 íì. Äëÿ êîíò-
ðîëÿ ñïåöèôè÷íîñòè ÀÒ ïðîòèâ DDX5 ïðîâîäèëè îêðàñ-
êó êëåòîê òîëüêî âòîðûìè ÀÒ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñîäåð-
æàíèÿ áåëêà DDX5 â íåçàðàæåííûõ êëåòêàõ Jurkat,
íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, êîì-
áèíèðîâàëè ìåòîä èììóíîöèòîõèìèè ñ îöåíêîé ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Êîíòðîëüíûå
è çàðàæåííûå êëåòêè ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ èìè ÀÒ ïðîòèâ
DDX5 îêðàøèâàëè èîäèñòûì ïðîïèäèåì (50 ìêã/ìë) â
òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °C â ðàñòâîðå PBS, ñîäåðæàùåì
100 ìêã/ìë ÐÍÊàçû. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè (1 ìëí/ìë) àíà-
ëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå (Båckman Coulter,
ÑØÀ) â äèàïàçîíàõ 680—710 (èîäèñòûé ïðîïèäèé) è
515—545 (DDX5) íì. ×èñëî àíàëèçèðóåìûõ ñîáûòèé
áûëî áîëåå 104. C ïîìîùüþ ïðîãðàììû FCS Express 4
Plus àíàëèçèðîâàëè ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, îïðåäåëÿëè îáëàñ-
òè («ãåéòèðîâàëè»), ñîîòâåòñòâóþùèå ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà G0/G1, S, G2/Ì è îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ñâå÷å-
íèÿ ÀÒ ïðîòèâ DDX5 â êàæäîé îáëàñòè.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ èíàêòèâàöèè DDX5 èç ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê, çàðàæåííûõ LV-shDDX5, âûäåëÿëè ãðóïïó
ñëàáîîêðàøåííûõ êëåòîê, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
êîòîðûõ ñîñòàâëÿëà íå áîëåå 100 óñë. åä. íà êëåòêó.
Â ýòîò äèàïàçîí ïîïàäàëà îñíîâíàÿ ÷àñòü êëåòîê, íå äå-
òåêòèðóåìûõ âèçóàëüíî ñ ïîìîùüþ îáû÷íîãî ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî â ýòó ãðóïïó
ïîïàäàëè êëåòêè ñ èíàêòèâèðîâàííûì DDX5.

Äëÿ îöåíêè èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ÀÒ
ïðîòèâ òåðìèíàëüíîãî ìàðêåðà ìàêðîôàãàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè CR3 íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå êëåòîê U-937
êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå íà
PBS â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 4 °C. Çàòåì êëåòêè îêðàøèâàëè
ÀÒ, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîõðîìîì Per-CP, ïðîòèâ
èíòåãðèíà CD11b (êîìïîíåíòà CR3) è äâàæäû îòìûâàëè
PBS. Ïîñëå ýòîãî àíàëèçèðîâàëè èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâà-
íèÿ êëåòîê ÀÒ ê CD11b íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå (Guava
5HT, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 105 êë./ìë. ×èñëî àíàëèçèðó-
åìûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëî 5�103—5�104, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñòàí-
äàðòíûì çíà÷åíèåì äëÿ öèòîìåòðîâ êàïèëëÿðíîãî òèïà.

Ñ ê î ð î ñ ò ü ê ë å ò î ÷ í î é ï ð î ë è ô å ð à ö è è îöåíè-
âàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, èñïîëüçóÿ êðà-
ñèòåëü äèàöåòàò êàðáîêñèôëóîðåñöåèíñóêöèíèìèäèëà
(CFDA-SE, Sigma-Aldrich, ÑØÀ), êàê îïèñàíî (Lyons,
Doherty, 2004). Íåôëóîðåñöèðóþùèé ýôèð ÑFDA-SE, ïî-
ïàäàÿ â æèâóþ êëåòêó, ãèäðîëèçóåòñÿ ýñòåðàçàìè è íà÷è-
íàåò ôëóîðåñöèðîâàòü. Ïðè äåëåíèè êëåòîê êðàñèòåëü
ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿåòñÿ ìåæäó äâóìÿ äî÷åðíèìè
êëåòêàìè, â êîòîðûõ åãî ôëóîðåñöåíöèÿ â 2 ðàçà íèæå,
÷åì â ìàòåðèíñêîé êëåòêå. Òàêèì îáðàçîì, ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòêè ìîæíî îïðåäåëèòü, ñêîëüêî
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ðàóíäîâ äåëåíèÿ ñîâåðøèëà êëåòêà ïîñëå îêðàñêè. ×èñëî
äåòåêòèðóåìûõ ðàóíäîâ äåëåíèÿ çàâèñèò îò êëåòî÷íîãî
òèïà è êîíöåíòðàöèè CFDA-SE. Ìû ïîäîáðàëè óñëîâèÿ
òàê, ÷òîáû ìîæíî áûëî îïðåäåëèòü, ïðîøëà ëè êëåòêà 1,
2, 3, 4 èëè áîëåå ðàóíäîâ äåëåíèÿ. Â êëåòî÷íóþ ñóñïåí-
çèþ äîáàâëÿëè CFDA-SE (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 2 ìêÌ)
íà 15 ìèí â òåìíîòå. Çàòåì êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè â
òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 200 g, ïîñëå ÷åãî îñàäîê ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó è
àíòèáèîòèê â êîíöåíòðàöèÿõ, óêàçàííûõ âûøå, è êóëüòè-
âèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ñóò. ×èñëî öèêëîâ îöåíèâàëè ïî çà-
òóõàíèþ ôëóîðåñöåíöèè è ïîÿâëåíèþ õàðàêòåðíûõ ïè-
êîâ â äèàïàçîíå 515—545 íì, êîòîðûå ñîîòâåòñòâîâàëè
êàæäîìó ðàóíäó äåëåíèÿ êëåòîê. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äàííûõ
äëÿ òî÷êè «íîëü ðàóíäîâ äåëåíèÿ» êëåòêè îêðàøèâàëè
CFDA íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä öèòîìåòðèåé.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â è ò ð à í ñ ê ð è ï -
ö è è ñ à ò å ë ë è ò í î é Ä Í Ê H S 3 (H u m a n S a t e l l i -
t e 3). Òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà (Ñè-
ëåêñ, Ðîññèÿ), â êîòîðîì èñïîëüçóþòñÿ ìàãíèòíûå ÷àñòè-
öû, ïîêðûòûå SiO2. Ïîëó÷åííóþ ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ òîòàëüíóþ ÐÍÊ õðàíèëè ïðè –80 °C.
êÄÍÊ ê òîòàëüíîé ïîëèÀ-ÐÍÊ (ïîëèÒ-êÄÍÊ) ïîëó÷àëè ñ
ïîìîùüþ íàáîðà äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (Ñèëåêñ,
Ðîññèÿ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ïîëèÒ-êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè îëèãî(dT)15-ïðàé-
ìåðû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííûå îáðàçöû êÄÍÊ õðà-
íèëè ïðè –20 °C. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè îëè-
ãîíóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ ê ãåíó
ddx5: ñìûñëîâîé 5�-GTTCCCCGCCAACCGCAACC-3� è
àíòèñìûñëîâîé 5�-TTTCCACCTCTTGTGCTGTGCGC-3�;
ê HS3: ñìûñëîâîé 5�-AGTCCATTCAATGATTCCATTC-
CAGT-3� è àíòèñìûñëîâîé 5�-AATCATCATCCAACG-
GAAGCTAATG-3� è ê gapdH (â êà÷åñòâå ýíäîãåííîãî
êîíòðîëÿ): ïðÿìîé 5�GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3� è
àíòèñìûñëîâîé 5�-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3�. Àì-
ïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â 25 ìêë Taq-áóôåðà, ñîäåðæà-
ùåãî 0.25 ìÌ Mg2+, 0.25 ìÌ dNTP (êàæäîãî îëèãîíóêëå-
îòèäà) (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ), 12.5 ïêìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà,
1 ìêë ñìåñè, ïîëó÷åííîé â ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ, 0.2 ìêë Taq-ïîëè-
ìåðàçû (500 Å/ìë) (ÑèáÝíçèì, Ðîññèÿ). ÏÖÐ äëÿ àìïëè-
ôèêàöèè HS3 è gapdH ñîñòîÿëà èç 25 öèêëîâ (94 °C 30 ñ,
55 °C 45 ñ è 72 °C 1 ìèí), çàâåðøàþùèõñÿ 2-ìèíóòíûì ôè-
íàëüíûì îòæèãîì ïðè 72 °C. Äëÿ àìïëèôèêàöèè ddx5 —
25 öèêëîâ (94 °C 30 ñ, 57 °C 45 ñ è 72 °C 1 ìèí), çàâåðøà-
þùèõñÿ 2-ìèíóòíûì ôèíàëüíûì îòæèãîì ïðè 72 °C. Â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ îñòàòî÷íîé ãåíîìíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè
ÏÖÐ ïðîá ÐÍÊ (áåç ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ðåâåðòà-
çîé) ñ ïðàéìåðàìè ê HS3. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ÏÖÐ ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 1%-íîì àãà-
ðîçíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 0.01 % áðîìèñòîãî ýòèäèÿ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ïîëó÷åííûõ ðå-
çóëüòàòîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåí-
òà. Ðåçóëüòàòû íà ðèñ. 6 è 7 ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî
çíà÷åíèÿ è åãî ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Êàæäûé ýêñïå-
ðèìåíò ïîâòîðÿëè íå ìåíåå 2 ðàç. Êàæäîé ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé òî÷êå ñîîòâåòñòâóåò íå ìåíåå 3 èçìåðåíèé.

Ðåçóëüòàòû

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü ç à ð à æ å í è ÿ ê ë å ò î ê J u r k a t
ë å í ò è â è ð ó ñ à ì è í à î ñ í î â å â å ê ò î ð í î é ñ è ñ ò å -
ì û L V H T M. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ êëåòîê âåêòî-

ðîì LV-GFP èõ àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå.
Ó 96 % êëåòîê çàðàæåííîé êóëüòóðû èíòåíñèâíîñòü ôëó-
îðåñöåíöèè áûëà íà äâà ïîðÿäêà âûøå, ÷åì ó êîíòðîëü-
íûõ íåçàðàæåííûõ êëåòîê (ðèñ. 1). Òàêèì îáðàçîì, ýòèìè
êîíòðîëüíûìè ýêñïåðèìåíòàìè ìû ïîäòâåðäèëè ïðàâèëü-
íîñòü ïîäîáðàííûõ óñëîâèé äëÿ çàðàæåíèÿ êëåòîê Jurkat
è ýêñïðåññèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âñòðîåííîé â ëèíêåð-
íîì ó÷àñòêå êîíñòðóêöèè LV-GFP. Õîòÿ çàðàæåíèå êëå-
òîê GFP-êîíñòðóêöèÿìè íà îñíîâå LVTHM ïðîèñõîäèëî
ñ áîëüøîé ýôôåêòèâíîñòüþ, â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ êîí-
ñòðóêöèåé LV -shDDX5, èíàêòèâàöèþ DDX5 íàáëþäàëè
ó íåáîëüøîãî ÷èñëà êëåòîê. Ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ êëå-
òîê âèðóñîì LV-shDDX5 32.9 ± 2.3 % êëåòîê íå îêðàøè-
âàëè ÀÒ ïðîòèâ DDX5, òîãäà êàê ñðåäè êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê íå îêðàøèâàëèñü òîëüêî 18.6 ± 1.8 %. Ðàçíèöó ìåæäó
ýòèìè çíà÷åíèÿìè (14.3 %) ìû èíòåðïðåòèðîâàëè êàê êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê, â êîòîðûõ ñðàáîòàëà êîíñòðóêöèÿ ñ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòüþ äëÿ èíàêòèâàöèè DDX5. Íèçêàÿ ýô-
ôåêòèâíîñòü èíàêòèâàöèè DDX5 ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ
íèçêîé òðàíñêðèïöèåé ââåäåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
LV-shDDX5 èëè åå áûñòðîé äåãðàäàöèè â êëåòêàõ.

Ñ î ä å ð æ à í è å D D X 5 â ê ë å ò ê à õ J u r k a t, í à õ î -
ä ÿ ù è õ ñ ÿ â ð à ç í û õ ô à ç à õ ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à.
Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ DDX5 â êîíòðîëüíûõ íå-
èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Â êëåòêàõ íà ãðà-
íèöå ôàç G0/G1 íàõîäèëîñü 40.4 % êëåòîê, â ôàçå S — 25.6
è â G2/Ì — 34.0 (ðèñ. 2, à). Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü îêðà-
ñêè êëåòîê (îïðåäåëÿåìîé ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðà) ÀÒ
ïðîòèâ DDX5, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçàõ G0 è G1, áûëà íèæå,
÷åì â êëåòêàõ â ôàçàõ G2/Ì (ðèñ. 2, á). Ïàðàìåòðû ïðÿìî-
ãî è áîêîâîãî ðàññåèâàíèÿ äëÿ ïîïóëÿöèé êëåòîê â ýòèõ
ñòàäèÿõ íå ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé, ÷òî ãîâîðèò î òîì,
÷òî èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè èçìåíÿëàñü çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ
èìåííî ñîäåðæàíèÿ áåëêà, à íå çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ, íà-
ïðèìåð, ðàçìåðà êëåòîê. Ñðåäíåå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
ñâå÷åíèÿ ÀÒ â êëåòêàõ â ôàçàõ G0/G1 ñîñòàâèëî 122.96 ±
± 0.53 îòí. åä. (ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå 33.9 ïðè
n = 3982), â êëåòêàõ ôàç G2/Ì — 228.00 ± 1.25 (ñðåäíå-
êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå 61.07 ïðè n = 2381). Ïðè ïîâòî-
ðåíèè ýêñïåðèìåíòà íàáëþäàëè òó æå êàðòèíó, íî ñ ìåíü-
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå êîíòðîëüíûõ íåçàðàæåííûõ (1) è çàðà-
æåííûõ (2) ëåíòèâèðóñîì LV-GFP êëåòîê Jurkat ïî èíòåíñèâ-

íîñòè ôëóîðåñöåíöèè.



øåé ðàçíèöåé ïî ñîäåðæàíèþ DDX5 ìåæäó êëåòêàìè â
ôàçàõ G0/G1 è G2/M (144 ± 0.8 ïðîòèâ 231 ± 1.23).

Â ë è ÿ í è å è í à ê ò è â à ö è è D D X 5 í à ð à ñ ï ð å ä å -
ë å í è å ê ë å ò î ê â ï î ï ó ë ÿ ö è è ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ -
í î ã î ö è ê ë à. Çàðàæåíèå êëåòêè ëåíòèâèðóñíîé êîíñò-
ðóêöèåé íà îñíîâå âåêòîðà LVTHM ñàìî ïî ñåáå ìîæåò
âëèÿòü íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê è, ñëåäî-
âàòåëüíî, ìîæåò èçìåíèòü ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôà-
çàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî êîíòðîëüíîå çà-
ðàæåíèå LV-GFP íå âëèÿåò íà ýòîò ïàðàìåòð (ðèñ. 3).
Â ôàçàõ G0/G1 íàõîäèëîñü 48 ± 4 % íåçàðàæåííûõ êëåòîê
è 53 ± 3 % êëåòîê, çàðàæåííûõ LV-GFP.

Â ñëó÷àå êëåòîê, çàðàæåííûõ LV-shDDX5, ìû àíàëè-
çèðîâàëè òîëüêî òó îáëàñòü, êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâîâàëà ñëà-
áî îêðàøèâàþùèìñÿ ÀÒ êëåòêàì (ðèñ. 4). Òàê, ñðåäè êîí-
òðîëüíûõ íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê â ôàçàõ G0/G1 íàõî-
äèëîñü — 53.3 ± 6.4 % (ðèñ. 5, à), òîãäà êàê ñðåäè
çàðàæåííûõ LV-shDDX5 — 76.1 ± 1.8 % êëåòîê (ðèñ. 5, á).
Ïðè ýòîì íà ãèñòîãðàììå, ïîëó÷åííîé äëÿ çàðàæåííûõ

êëåòîê, ïèê G2/Ì ïðàêòè÷åñêè íå îïðåäåëÿëñÿ, ÷òî ìîæåò
áûòü îáúÿñíåíî íåñïîñîáíîñòüþ êëåòêè ïðîéòè S-ôàçó.

À í à ë è ç ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é à ê ò è â í î ñ ò è
ê ë å ò î ê, ò ð à í ñ ô è ö è ð î â à í í û õ L V-s h D D X 5. Àíà-
ëèç ñêîðîñòè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè âèòàëüíûì êðàñè-
òåëåì ÑFDA-SE ïîêàçàë, ÷òî ñðåäè êëåòîê, çàðàæåííûõ
âèðóñîì LV -shDDX5, 52.7 % êëåòîê ñîâåðøèëî 1 ðàóíä
äåëåíèÿ, òîãäà êàê ñðåäè êîíòðîëüíûõ êëåòîê — âñåãî
11.1 %. Áîëüøå ïîëîâèíû êîíòðîëüíûõ êëåòîê (59.2 %)
ïðîøëî áîëåå 4 ðàóíäîâ äåëåíèÿ. Â èíôèöèðîâàííîé ïî-
ïóëÿöèè ñòîëüêî æå ðàóíäîâ äåëåíèÿ ñîâåðøèëà çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøàÿ ÷àñòü êëåòîê (24.1 %; ñì. òàáëèöó). Òà-
êèì îáðàçîì, èíàêòèâàöèÿ áåëêà DDX5 ïðèâîäèëà ê çà-
ìåäëåíèþ òåìïîâ ïðîëèôåðàöèè.

È ç ì å í å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ D D X 5 â î â ð å ì ÿ
ì î í î ö è ò à ð í î-ì à ê ð î ô à ã à ë ü í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è U-9 3 7. Àíàëèç äèíàìèêè èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè
áåëêà DDX5 ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè ÔÌÀ
êëåòîê U-937 ïîêàçàë, ÷òî åãî ñîäåðæàíèå â ïîïóëÿöèè
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ñîäåðæàíèÿ DDX5 â êëåòêàõ Jurkat îò ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà, îïðåäåëåííîé ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ. Ïðîòî÷-
íàÿ öèòîìåòðèÿ.

à — ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà; á — ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ÀÒ ïðî-
òèâ DDX5 â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçàõ G0/G1 è G2/M.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ íåçàðàæåííûõ (à) è çàðàæåííûõ ëåíòèâèðóñîì LV-GFP (á) êëåòîê Jurkat ïî ôàçàì êëåòî÷íî-
ãî öèêëà.



êëåòîê âîçðàñòàåò, äîñòèãàÿ ìàêñèìóìà ÷åðåç 2 ÷, è îñòà-
åòñÿ íà òîì æå óðîâíå åùå â òå÷åíèå 1 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ â ñðåäó ÔÌÀ, ïîñëå ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 6, à). Ïåðâûå
ïðèçíàêè äèôôåðåíöèðîâêè (ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíå-
íèÿ êëåòîê è èõ àäãåçèÿ ê äíó ïëàíøåòà) íàáëþäàþòñÿ
óæå â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÀ. Îäíàêî ïî-
âåðõíîñòíûé ìàðêåð ìàêðîôàãîâ CR3 ïîÿâëÿëñÿ òîëüêî
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
U-937 çàíèìàåò íå ìåíåå 24 ÷ (ðèñ. 6, á). ×åðåç 24 ÷ ïîñëå
îáðàáîòêè êëåòîê ÔÌÀ äîëÿ êëåòîê â ôàçàõ G0/G1, îáðà-
áîòàííûõ è íåîáðàáîòàííûõ, ñîñòàâëÿëà ñîîòâåòñòâåííî
65.4 ± 1.4 è 55.0 ± 3.8 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 7).

Èçó÷åíèå èçìåíåíèÿ äèíàìèêè òðàíñêðèïöèè ãåíà
ddx5 â òå÷åíèå 5 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÀ â êóëüòóðó

êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî óðîâåíü ddx5 óâåëè÷èâàåòñÿ â ïåð-
âûå ÷àñû ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà è ïèê òðàíñêðèïöèè
ddx5 ïðèõîäèòñÿ íà 3-é ÷ ïîñëå èíäóêöèè êëåòîê ê äèô-
ôåðåíöèðîâêå (ðèñ. 8). ×òî êàñàåòñÿ äèíàìèêè òðàíñ-
êðèïöèè HS3, òî ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÀ â êëåòî÷íóþ
ñðåäó óðîâåíü åãî êÄÍÊ ñíà÷àëà ïîâûøàåòñÿ è äîñòèãàåò
ìàêñèìóìà òîæå ÷åðåç 3 ÷, à äàëåå ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 8).

Îáñóæäåíèå

Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî áåëîê DDX5 íåîáõîäèì äëÿ ïåðåõîäà êëåòêè èç
ôàçû G1 â ôàçó S. Ïðè åãî èíàêòèâàöèè ÷èñëî êëåòîê â
ôàçàõ G0 è G1 óâåëè÷èâàåòñÿ. Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî
íàðóøåíèå ýêñïðåññèè áåëêà DDX5 ìîæåò ïðèâîäèòü ê
äåñòàáèëèçàöèè ïðîöåññîâ ñèíòåçà áåëêîâ (Fuller-Pace,
2006), òàê ÷òî áåëîê DDX5 ìîæåò çàïóñêàòü òðàíñêðèï-
öèþ öèêëèíà D1 ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèå ñ áåòà-êàòåíèíîì
(Yang et al., 2007). Â ñâîþ î÷åðåäü öèêëèí D1 âõîäèò â
êîìïëåêñ êèíàç CDK4 è CDK6, è ýòè êîìïëåêñû ôóíê-
öèîíèðóþò â ôàçàõ G0 è G1. Îòñþäà ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïðè íåõâàòêå èëè èíàêòèâàöèè DDX5 ýêñïðåññèÿ öèê-
ëèíà D1 çàìåäëÿåòñÿ, è â ðåçóëüòàòå óìåíüøàåòñÿ êîëè÷å-
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Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
Jurkat, ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè (ÀÒ) ïðîòèâ DDX5.

Êðèâûå: 1 — íåîêðàøåííûå êëåòêè (ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ), 2 —
ÀÒ â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ LV-shDDX5, 3 — ÀÒ â íåçàðàæåííûõ êëåò-
êàõ. Îáëàñòü, âûäåëåííàÿ ñåðûì öâåòîì, ñîîòâåòñòâóåò íåîêðàøåííûì

êëåòêàì.

Ðèñ. 5. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ íåçàðàæåííûõ (à) è çàðàæåííûõ ëåíòèâèðóñîì LV-shDDX5 (á) êëåòîê Jurkat ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà.

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê Jurkat
äî è ïîñëå ââåäåíèÿ ëåíòèâèðóñà LV-shDDX5

×èñëî ðàóíäîâ
äåëåíèÿ

Äîëÿ êëåòîê, %

êîíòðîëüíûå
çàðàæåííûå
LV-shDDX5

0 0.29 1.66

1 11.12 52.67

2 4.44 8.66

3 8.95 5.93

4 15.27 6.41

>4 59.17 24.08



ñòâî åãî êîìïëåêñîâ ñ CDK4 è CDK6, ÷òî ìîæåò òàêæå
ïðèâîäèòü ê çàäåðæêå êëåòîê â ôàçàõ G0/G1.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî DDX5 ó÷àñòâóåò â
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, âîâëåêàÿñü â àêòèâàöèþ áåëêîâ,
íåïîñðåäñòâåííî îòâå÷àþùèõ çà ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî
öèêëà. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ ðàáîòàìè, â êîòîðûõ ñîîáùà-
åòñÿ î êîððåëÿöèè àêòèâíîñòè ïðîëèôåðàöèè è ñîäåðæà-
íèè DDX5 â êëåòêàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè ñêî-
ðîñòè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïîâûøàåòñÿ ñîäåðæàíèå
DDX5 (Stevenson et al., 1998). Ýòè àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî
êëåòêè, íå ïðîëèôåðèðóþùèå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, èìåëè íèçêèé óðîâåíü DDX 5, ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ñûâîðîòêè â ñðåäó ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-

íîñòü âîçðàñòàëà, à ñîäåðæàíèå DDX5 óâåëè÷èâàëîñü.
Â òîé æå ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó ìûøåé DDX5 êîí-
ñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ âî âñåõ òêàíÿõ âçðîñëîãî îð-
ãàíèçìà, õîòÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîãî áåëêà çíà÷èòåëü-
íî âàðüèðîâàë îò òêàíè ê òêàíè: åãî íàèáîëüøèé óðîâåíü
ñðåäè ðàññìîòðåííûõ îðãàíîâ íàáëþäàëè â ñåìåííèêàõ,
ãäå ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê èñêëþ÷èòåëüíî
âûñîêà.

Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíî èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ DDX5
âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Òàê, ïîñëå äèôôåðåí-
öèðîâêè êëåòîê U-937, âûçâàííîé òàêèìè èíäóêòîðàìè,
êàê TGFb (òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà) è D3
(25-äèãèäðîêñèâèòàìèí), óðîâåíü òðàíñêðèïòà ddx5 ÷åðåç
24 ÷ áûë âûøå, ÷åì â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ (Gingras,
Margolin, 2000). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå êðîìå óðîâíÿ òðàíñ-
êðèïòà ddx5 â êëåòêàõ U-937 îöåíèâàëè åùå è èçìåíåíèå
óðîâíÿ áåëêà DDX5 â êëåòêàõ ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåí-
öèðîâêè. Ìû êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè U-937 â ñðåäå ñ
ÔÌÀ ðàçëè÷íîå âðåìÿ, íî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà
DDX5 íàáëþäàëè òîëüêî â ïåðâûå ÷àñû äèôôåðåíöèðîâ-
êè, ïîñëå ÷åãî îíî ñíèæàëîñü. Îòëè÷èÿ íàøèõ ðåçóëüòà-
òîâ îò ðåçóëüòàòîâ àâòîðîâ, óïîìÿíóòûõ âûøå (Gingras,
Margolin, 2000), ïî âñåé âèäèìîñòè, ñâÿçàíû ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè DDX5 ïîñëå
ïåðâîãî ýòàïà äèôôåðåíöèðîâêè ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
ïîòåðåé ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà è ïåðåõîäîì êëåòîê â
ôàçó G0. Îäíàêî ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÀ ïðî-
èñõîäèò íåáîëüøîå óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê â ôàçàõ
G0/G1 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè íåîáðàáîòàííûìè
êëåòêàìè. Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè èç ëèòåðà-
òóðû (Vrana et al., 1998).

Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî â ôàçå G1 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ ÔÌÀ äîëÿ êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ âñåãî íà 5, à
÷åðåç 72 ÷ — íà 20 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ýòè æå
àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ðîñò êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñíèæà-
åòñÿ íà 40 % ÷åðåç 24 è íà 90 — ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ ÔÌÀ. Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåíèå óðîâíÿ áåëêà DDX5
ïðè îáðàáîòêå êëåòîê ÔÌÀ, ïî âñåé âèäèìîñòè, ñâÿçàíî ñ
óäëèíåíèåì êëåòî÷íîãî öèêëà, à íå ñ îñòàíîâêîé êëåòîê â
ôàçàõ G0/G1.

Ïðè îáðàáîòêå êëåòîê U-937 ÔÌÀ â ïåðâûå ÷àñû
ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ. Èçìåíÿåò-
ñÿ ýêñïðåññèÿ èíòåãðèíîâ α5 è â1, ïèê êîòîðîé ïðèõîäèò-
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Ðèñ. 6. Èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà áåëêà DDX5 (à) è ïîâåðõíîñò-
íîãî ìàêðîôàãàëüíîãî ìàðêåðà CR3 (á), îöåíèâàåìûå ïî èçìå-
íåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ïðè äåéñòâèè 35 íã/ìë

ÔÌÀ íà êëåòêè U-937.

Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ. Äîñòîâåð-
íûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó çíà÷åíèÿìè (P < 0.05) ïîêàçàíû ãîðèçîíòàëüíûìè

îòðåçêàìè.

Ðèñ. 7. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê U-937 ïî ôàçàì
êëåòî÷íîãî öèêëà â êîíòðîëå è ïîñëå 24-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ

ÔÌÀ (35 íã/ìë).

Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ. Äîñòîâåð-
íûå îòëè÷èÿ (P < 0.05) îòìå÷åíû çâåçäî÷êîé.

Ðèñ. 8. Èçìåíåíèå óðîâíÿ êÄÍÊ HS3 è ddx5 äî è ïîñëå èíäóê-
öèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê U-937 ïðè äåéñòâèè ÔÌÀ

(35 íã/ìë) â òå÷åíèå 5 ÷.



ñÿ íà 4 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÀ (Boles et al., 2000). Êðî-
ìå òîãî, èçìåíÿþòñÿ ýêñïðåññèÿ è ðåãóëÿöèÿ ðàçëè÷íûõ
öèêëèíîâ è êèíàçû cdk2 (Vrana et al., 1998). Íàêîïëåíèå
áåëêà DDX5 è òðàíñêðèïòà HS3, îáíàðóæåííîå íàìè,
ñîâïàäàëî âî âðåìåíè è òàêæå ïðîèñõîäèëî â ïåðâûå
÷àñû ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè. Èçâåñòíî, ÷òî
ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ÷àñòî ïðî-
èñõîäèò ïîâûøåíèå òðàíñêðèïòîâ ñàòÄÍÊ, èíàêòèâàöèÿ
êîòîðûõ ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
(Probst et al., 2010). Ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà, ñîãëàñíî êîòî-
ðîé òðàíñêðèïòû íåêîäèðóþùåé ïðèöåíòðîìåðíîé ÄÍÊ
ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëèðîâêè
ãåííîé ýêñïðåññèè âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
(Parris, 2010). Îäíàêî äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîé ãèïîòåçû
íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî áåëîê DDX5 èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ïåðåêëþ÷åíèè êëåòî÷íûõ ïðîãðàìì, äåéñòâóÿ
ëèáî êàê âñïîìîãàòåëüíûé ôàêòîð äëÿ òðàíñêðèïöèè èëè
ñïëàéñèíãà ÐÍÊ ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ, îòâå÷àþùèõ çà
ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè, ëèáî êàê ôàêòîð ðåãóëÿöèè
ýïèãåíåòè÷åñêîãî ñòàòóñà ãåíîâ, äåéñòâóþùèé ÷åðåç
òðàíñêðèïòû íåêîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñàòåë-
ëèòíûõ ÄÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».
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THE DDX5 PROTEIN IS INVOLVED IN CELL PROLIFERATION AND DIFFERENTIATION

N. V. Ponomartsev,1 N. E. Enukashvily
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The expression of DDX5 protein (RNA-helicase p68) correlates with processes of proliferation and diffe-
rentiation. However there is no direct evidence of involvement of the protein in these processes. In present
work, we studied the influence of DDX5 protein inactivation by si-RNA on the proliferation of Jurkat cells and
dynamic of DDX5 expression during differentiation of U-937 cells induced by phorbol 12-myristate-13-acetate
(PMA). We showed that the content of DDX5 in Jurkat cells is less in phases G0/G1 as compare to phases G2/M.
The treatment of cells with the antisense LV-shDDX5 was followed by the increase of G0/G1 cells. It was also
shown that the increase of expression of the DDX5 protein occurred during the initial stages of differentiation,
and the peak of expression was registered during the first 2—3 hours after the induction of the cells, later the
DDX5 content decreases. The increase of the number of macrophage surface marker CR3 on the membrane of
cells occurred only in 24 hours after induction of the cells by PMA. Thus, these data confirm that: 1) the DDX5
protein is essential for normal cell proliferation; 2) the transition from G1 to S/G2 phase is accompanied by an
increase of DDX5 protein concentration in the cells; 3) the concentration of the DDX5 protein increases on ear-
ly stages of U-937 cells differentiation and after decreases.

K e y w o r d s: proliferation, differentiation, DDX5, cell cycle, RNA-helicase p68, U-937, Jurkat.
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