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Ñåðîñîäåðæàùàÿ àìèíîêèñëîòà ãîìîöèñòåèí âîâëå-
÷åíà â ïàòîãåíåç ìíîãèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâà-
íèé. Îäíàêî ìåõàíèçì åãî íåéðîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííûì. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãîìî-
öèñòåèí, ïîäîáíî ãëóòàìàòó, ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ èîíî-
òðîïíûìè ðåöåïòîðàìè ãëóòàìàòà NMDA-òèïà è ìåòà-
áîòðîïíûìè ðåöåïòîðàìè ãëóòàìàòà I ãðóïïû, à ñëåäî-
âàòåëüíî, ìîæåò áûòü ðàññìîòðåí êàê ýíäîãåííûé
èçáèðàòåëüíûé àãîíèñò äàííûõ òèïîâ ðåöåïòîðîâ. Öåëü
ðàáîòû ñîñòîÿëà â èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìîâ íåéðîòîêñè-
÷åñêîãî äåéñòâèÿ ãîìîöèñòåèíà íà íåéðîíû êîðû ìîçãà è
ìîçæå÷êà êðûñ in vitro. Äîëãîâðåìåííîå äåéñòâèå ãîìî-
öèñòåèíà (500 ìêÌ, 24 ÷) âûçûâàëî ãèáåëü íåéðîíîâ
êîðû ìîçãà è ìîçæå÷êà êðûñ. Äîëÿ æèâûõ êëåòîê ïîñëå
äåéñòâèÿ ãîìîöèñòåèíà ñîñòàâèëà 44.2 ± 3.1 % äëÿ íåéðî-
íîâ êîðû ìîçãà è 36.2 ± 7.1 % äëÿ íåéðîíîâ ìîçæå÷êà
êðûñ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ íà÷àëüíûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ
ãîìîöèñòåèíà áûëè ñîïîñòàâëåíû âíóòðèêëåòî÷íûå êàëü-
öèåâûå îòâåòû, âûçâàííûå ãîìîöèñòåèíîì, ñ îòâåòàìè íà
NMDA è ãëóòàìàò. Â íåéðîíàõ êîðû è ìîçæå÷êà íàáëþ-
äàëàñü îäèíàêîâàÿ òåíäåíöèÿ — ãîìîöèñòåèí âûçûâàë
êàëüöèåâûå îòâåòû îñöèëëÿòîðíîãî õàðàêòåðà, â òî âðåìÿ
êàê NMDA è ãëóòàìàò âûçûâàëè «êëàññè÷åñêîå» ïîñòå-
ïåííîå óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëü-
öèÿ. Áîëåå òîãî, â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èçìåíåíèþ ìèòîõîí-
äðèàëüíîãî ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (Äömit) ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà ðîäàìèí-123 áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
â íåéðîíàõ êîðû ìîçãà êðûñ íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ äåéñò-
âèÿ (6 ìèí) ãîìîöèñòåèí â îòëè÷èå îò NMDA è ãëóòàìàòà
íå âûçûâàë ïàäåíèÿ Äömit. Îäíàêî ïðè åãî äëèòåëüíîì
äåéñòâèè (60 ìèí), êàê è â ñëó÷àå NMDA è ãëóòàìàòà,
ðàçâèâàëîñü èçìåíåíèå Äömit, ñîïîñòàâèìîå ñ ïîëíûì ïà-
äåíèåì Äömit ïðè ðàçîáùåíèè äûõàòåëüíîé öåïè ïðîòîíî-
ôîðîì FCCP. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî öèêëè÷åñêèé àäåíîçèíìî-
íîôîñôàò (öÀÌÔ) âîâëå÷åí â àêòèâàöèþ íåéðîïðîòåê-
òîðíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, áûëî èíòåðåñíî èññëåäîâàòü
åãî âëèÿíèå íà íåéðîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ãîìîöèñòåèíà.
Ôîðñêîëèí (1 ìêÌ) êàê èçáèðàòåëüíûé àêòèâàòîð ñèíòå-

çà öÀÌÔ ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàë ãèáåëü íåéðîíîâ,
âûçâàííóþ ãîìîöèñòåèíîì ïîñëå 24 ÷ äåéñòâèÿ. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ âòîðè÷íîàêòèâèðóåìûõ êàñêàäîâ, âîâëå÷åí-
íûõ â íåéðîïðîòåêòîðíûé ñèãíàëüíûé ïóòü, áûëè ïðî-
âåäåíû ýêñïåðèìåíòû ñ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû A
(PKA), áëîêàòîðîì ïðîòåèíêèíàçû C (PKC) õåëåðèòðè-
íîì è èíãèáèòîðîì êàëüìîäóëèíçàâèñèìîé êèíàçû II
(CamKII) KN93. Èíãèáèðîâàíèå PKA ïðè äåéñòâèè ôîð-
ñêîëèíà ñíèæàëî åãî íåéðîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò. Ýòî
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷åñòâå «êîíòðîëÿ», òàê êàê èç-
âåñòíî, ÷òî öÀÌÔ íàïðÿìóþ àêòèâèðóåò PKA. Èíòåðåñ-
íî, ÷òî áëîêèðîâàíèå PKC äîñòîâåðíî íå ñíèæàëî íåé-
ðîïðîòåêòîðíîãî ýôôåêòà ôîðñêîëèíà ïðè äîëãîâðåìåí-
íîì äåéñòâèè íà íåéðîíû êîðû ìîçãà è íåéðîíû
ìîçæå÷êà êðûñ, òåì ñàìûì èñêëþ÷àÿ âêëàä PKC â íåé-
ðîïðîòåêöèþ. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíî íåéðîïðîòåêòîðíûé
ýôôåêò ôîðñêîëèíà ñíèæàë KN93, ÷òî îïðåäåëÿåò Cam-
KII êàê ó÷àñòíèêà âòîðè÷íîãî êàñêàäà íåéðîïðîòåêòîðíî-
ãî ñèãíàëüíîãî ïóòè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðè-
ðóþò, ÷òî â íåéðîíàõ êîðû ìîçãà è ìîçæå÷êà êðûñ in vitro
ãîìîöèñòåèí âûçûâàåò îñöèëëÿòîðíîå óâåëè÷åíèå âíóò-
ðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ, êîòîðîå ïðè äîëãî-
âðåìåííîì äåéñòâèè ìîæåò ïðèâîäèòü ê äèñôóíêöèè
ìèòîõîíäðèé è âûçûâàòü ãèáåëü íåéðîíîâ. Îäíàêî íåé-
ðîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ãîìîöèñòåèíà ìîæåò áûòü ïðåäîò-
âðàùåí ôîðñêîëèíîì, ÷òî äåìîíñòðèðóåò ó÷àñòèå öÀÌÔ
â ìåõàíèçìå íåéðîïðîòåêöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-31707, 14-04-00227 è 15-04-08283).
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Â ðàáîòå áûëî ïðîòåñòèðîâàíî âëèÿíèå áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûõ âåùåñòâ (ÁÀÂ) â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ïóðèíîðåöåïòîðîâ è èîííûõ
êàíàëîâ â êëåòêàõ æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ýêðàíèðî-
âàííûé ôåíîë — ôåíîçàí (-â-(4-ãèäðîêñè-3,5-äè-òðåò-áó-
òèëôåíèë) ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà), ñèíòåçèðîâàí â ÈÕÔ
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ÐÀÍ, â ÈÁÕÔ ÐÀÍ — åãî ïðîèçâîäíûå: ôåíîêñàí — êà-
ëèåâàÿ ñîëü, àíòèîêñèäàíò è àäàïòîãåí, à òàêæå ìóëüòè-
òàðãåòíûå ãèáðèäíûå àíòèîêñèäàíòû — ÈÕÔÀÍû —
ñëîæíîýôèðíûå ïðîèçâîäíûå ìåòèëîêñà (3,5äèòðåòáó-
òèë-4-ãèäðîêñèôåíèëïðîïàíîâîé êèñëîòû) è ýòàíîëàìè-
íà (êîëàìèíà), çàìåùåííîãî àëêèëüíûìè çàìåñòèòåëÿìè
ñ ðàçíîé äëèíîé öåïè 8—16 óãëåðîäíûõ àòîìîâ. Ðåãóëÿ-
òîð ðîñòà ðàñòåíèé — ìåëàôåí (ìåëàìèíîâîå ïðîèçâîä-
íîå áèñôîñôèíîâîé êèñëîòû) — ñèíòåçèðîâàí â ÈÎÔÕ
ÐÀÍ. Ìåëàôåí, ôåíîêñàí è ÈÕÔÀÍû, ïðèìåíåííûå â
âèäå âîäíûõ ðàñòâîðîâ èëè ýìóëüñèé, â ðàçíûõ êîíöåíò-
ðàöèîííûõ äèàïàçîíàõ èçìåíÿþò èîííóþ (Ca2+, K+ è Cl–)
ïðîâîäèìîñòü êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, èíãèáèðóþò ïóðèíî-
çàâèñèìóþ ïåðåäà÷ó èíôîðìàöèè â êëåòêàõ (â ÀÊÝ, òè-
ìîöèòàõ è ëèìôîöèòàõ). Ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êàê
îáùèé êëåòî÷íûé îòâåò ïîä âëèÿíèåì ôåíîêñàíà è ìåëà-
ôåíà îòñëåæèâàëè ìåòîäîì ïåðâè÷íîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ
â ðàçáàâëåííûõ êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèÿõ ðåãèñòðàöèåé èç-
ìåíåíèÿ êëåòî÷íîãî îáúåìà ïðè àêòèâàöèè ïóðèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ — ìåòàáîòðîïíûõ P2Y, êàíàëîîáðàçóþùèõ
P2X è P2Z — è ïðè àêòèâàöèè SOC (Ñà2+-êàíàëû, óïðàâ-
ëÿåìûå îïóñòîøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ Ñà2+-äåïî). Ôå-
íîêñàí è ìåëàôåí äîçîçàâèñèìî óãíåòàþò ðåöåïòîðû
Ñà2+-ñèãíàëèçàöèè è ìåíÿþò SOC-ïðîâîäèìîñòü â êëåò-
êàõ ÀÊÝ. Ýòî îòðàæàåòñÿ â ïåðâîì è âòîðîì îáùèõ êëå-
òî÷íûõ îòâåòàõ. Ìåëàôåí òàêæå èçìåíÿåò ïóðèíîçàâèñè-
ìóþ Ñà2+-ñèãíàëèçàöèþ â òèìîöèòàõ è ëèìôîöèòàõ.

Äîçîçàâèñèìîå âëèÿíèå ÈÕÔÀÍ-10 íà ñòðóêòóðó è
ôóíêöèè ìåìáðàí òåñòèðîâàëè íà ýðèòðîöèòàõ è êëåòêàõ
ÀÊÝ. Èçó÷åíèå ñòðóêòóðû ïðîâîäèëè ïðè ðåãèñòðàöèè
ìèêðîâÿçêîñòè ìåòîäîì ÝÏÐ-ñïåêòðîñêîïèè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì äâóõ ñïèíîâûõ çîíäîâ, ëîêàëèçóþùèõñÿ â ïî-
âåðõíîñòíîì ëèïèäíîì áèñëîå ìåìáðàí íà ðàçíîé ãëóáè-
íå (2—4 è 6—8 Å), ÷òî îòðàæàåò ñîñòîÿíèå ëèïèä-ëè-
ïèäíûõ è áåëîê-ëèïèäíûõ âçàèìîäåéñòâèé â êëåòî÷íîé
ìåìáðàíå. Ïîêàçàíî ÷òî ÈÕÔÀÍ-10 â øèðîêîì äèàïàçî-
íå êîíöåíòðàöèé, âêëþ÷àÿ ñâåðõìàëûå, ìîäèôèöèðóåò
ñòðóêòóðíûå ñâîéñòâà ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ è êëåòîê
ÀÊÝ in vitro. Çàâèñèìîñòü ìèêðîâÿçêîñòè ìåìáðàí îò
êîíöåíòðàöèè ÈÕÔÀÍ-10 (â âèäå âîäíîé ìèöåëëÿðíîé
âçâåñè) èìååò ñëîæíûé íåëèíåéíûé õàðàêòåð, â ÷àñòíî-
ñòè ïðîÿâëÿþòñÿ ýêñòðåìóìû. Îáíàðóæåííûå ñòðóêòóð-
íûå èçìåíåíèÿ ìåìáðàí êîððåëèðîâàëè ñ ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòüþ Ñà2+-çàâèñèìûõ K+-êàíàëîâ ýðèòðîöè-
òîâ, ðåãèñòðèðóåìîé ïîòåíöèîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì ñ
èñïîëüçîâàíèåì èîíîñåëåêòèâíûõ ýëåêòðîäîâ. Ìåòîäîì
ñïîíòàííîãî èíäóöèðîâàííîãî ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ áû-
ëî óñòàíîâëåíî, ÷òî öåëîñòíîñòü êëåòîê íàðóøàåòñÿ ïðè
ïðèìåíåíèè ÁÀÂ â ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Êàê áûëî
ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþùåé
êàëîðèìåòðèè áåëêîâûõ ìèêðîäîìåíîâ òåíåé ýðèòðîöè-
òîâ, öèòîñêåëåò ýðèòðîöèòîâ çíà÷èòåëüíî èçìåíÿåòñÿ
â ïðèñóòñòâèè áîëüøèõ êîíöåíòðàöèé ôåíîêñàíà è
ÈÕÔÀÍ-10 è ìàëî ÷óâñòâèòåëåí ê ìåëàôåíó. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âëèÿíèå ïðèìåíåííûõ ÁÀÂ íà êëåòî÷-
íóþ àêòèâíîñòü ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî îòðàæåíèåì ñïåöèôè-
÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà ðåöåïòîðû è êàíàëû íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòîê, íî òàêæå îáóñëîâëåíî è èçìåíåíèåì ñòðóêòó-
ðû êîìïîíåíòîâ êëåòêè.
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ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò áèîëîãèè è áèîôèçèêè Òîì-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, tany_a@list.ru

Â ÿéöåâûõ êàìåðàõ äâóêðûëûõ íàñåêîìûõ îîöèò è
ïèòàþùèå êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé åäèíóþ ñèñòåìó ñ
îáùåé öèòîïëàçìîé. Ó äðîçîôèëû â ïîçäíåì îîãåíåçå
ïðîèñõîäèò áûñòðûé âûáðîñ öèòîïëàçìû ïèòàþùèõ êëå-
òîê (ÏÊ) ÷åðåç êîëüöåâûå êàíàëû â îîöèò. Ïåðåä ýòèì ñî-
áûòèåì â ÏÊ ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà, íàïðàâëåííàÿ íà ôèêñàöèþ áîëü-
øèõ ïîëèïëîèäíûõ ÿäåð â öåíòðàëüíîé îáëàñòè êëåòêè.
Âî âðåìÿ ñòàäèè îîãåíåçà 10B â öèòîïëàçìå ÏÊ ôîðìèðó-
þòñÿ àêòèíîâûå ïó÷êè, íàïðàâëåííûå îò ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû ê ÿäðó, êîòîðûå óäåðæèâàþò ÿäðà êëåòîê íà
ìåñòå è íå ïîçâîëÿþò èì ñìåùàòüñÿ ñ òîêîì öèòîïëàçìû
è áëîêèðîâàòü êîëüöåâûå êàíàëû âî âðåìÿ äåìïèíãà íà
ñòàäèè 11. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
èíòåãðàöèè ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ íà ïîñëåäíèõ ñòà-
äèÿõ îîãåíåçà, è åãî èçó÷åíèå ó äðóãèõ âèäîâ äâóêðûëûõ
íàñåêîìûõ ïîçâîëèò óçíàòü, íàñêîëüêî êîíñåðâàòèâíà
èëè ïëàñòè÷íà ýòà ñèñòåìà â ïèòàþùèõ êëåòêàõ ÿè÷íè-
êîâ. Îâàðèîëû ìóõ Calliphorà erythrocephala, Protophor-
mia terraenovae (ñåì. Calliphoridae) è Sarcophaga sp. (ñåì.
Sarcophagidae) îêðàøèâàëè DAPI è ôàëëîèäèíîì, êîíúþ-
ãèðîâàííûì ñ FITC. Àíàëèçèðîâàëè ÿéöåâûå êàìåðû íà
ñòàäèè, ñîîòâåòñòâóþùåé ñòàäèè îîãåíåçà 10Â äðîçîôè-
ëû. Â ÏÊ ôàëëîèäèíîì îêðàøèâàþòñÿ ôèáðèëëÿðíûé àê-
òèí, ôîðìèðóþùèé êîðòèêàëüíûé ñëîé ïîä ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíîé, àêòèí â êîëüöåâûõ êàíàëàõ è àêòèíîâûå
ïó÷êè â öèòîïëàçìå. Ó âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ îðãàíèçà-
öèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà îòëè÷àëàñü îò òàêîâîé ó äðî-
çîôèëû. Íàèáîëüøåå ðàçíîîáðàçèå àêòèíîâûõ ñòðóêòóð
îáíàðóæèëîñü ó Sarcophaga sp.: â ÏÊ êîðòèêàëüíûé ñëîé
àêòèíà òîíêèé, îò íåãî îòõîäÿò êîðîòêèå òîíêèå àêòèíî-
âûå ôèáðèëëû. Ó êëåòîê, êîíòàêòèðóþùèõ ñ îîöèòîì,
ýòè ôèáðèëëû (îñîáåííî ñî ñòîðîíû îîöèòà) áîëåå äëèí-
íûå, èõ êîíöû çàôèêñèðîâàíû â ñëîå àêòèíà, êîòîðûé
ðàñïîëàãàåòñÿ íàä íèìè. Â öèòîïëàçìå êëåòîê ðàñïîëàãà-
þòñÿ ðåäêèå ñêîïëåíèÿ íåóïîðÿäî÷åííûõ, èçîãíóòûõ
ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Âîêðóã êîëüöåâûõ êàíà-
ëîâ îáðàçóþòñÿ àêòèíîâûå ôèáðèëëû, êîòîðûå íàïðàâëå-
íû ê ÿäðàì êîíòàêòèðóþùèõ êëåòîê, íî íå äîñòèãàþò èõ.
Âûðàæåííîñòü âñåõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð â ÏÊ óìåíüøà-
åòñÿ â íàïðàâëåíèè îò îîöèòà ê ïåðåäíåìó ïîëþñó ÿéöå-
âîé êàìåðû. Ó C. erythrocephala è Pr. terraenovae àêòèíî-
âûé öèòîñêåëåò íà ýòîé ñòàäèè îîãåíåçà ìåíåå âûðàæåí.
Êîðòèêàëüíûé ñëîé ñíà÷àëà ïðåäñòàâëåí ìíîãî÷èñëåí-
íûìè ãëûáêàìè íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû, çàòåì åãî ïîâåðõíîñòü âûðàâíèâàåòñÿ.
Âîêðóã êîëüöåâûõ êàíàëîâ, ñîåäèíÿþùèõ ÏÊ, ôîðìèðó-
åòñÿ îðåîë èç àêòèíîâûõ ôèáðèëë. Âîêðóã êîëüöåâûõ
êàíàëîâ, ñîåäèíÿþùèõ îîöèò è ÏÊ, ïî íàïðàâëåíèþ ê ÿä-
ðàì ÏÊ íà÷èíàþò ôîðìèðîâàòüñÿ êîíóñû èç òîëñòûõ àê-
òèíîâûõ ôèáðèëë, êîòîðûå óäåðæèâàþò ÿäðà íà ðàññòîÿ-
íèè îò êîëüöåâûõ êàíàëîâ. Êîíñòðóêöèÿ èç àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ íàñòîëüêî ïðî÷íà, ÷òî â îáëàñòè êîíòàêòà ñ
ÿäðîì ÏÊ îíî íà÷èíàåò äåôîðìèðîâàòüñÿ. Ðàçíîîáðàçèå
ñòðàòåãèé ðåìîäåëèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ÏÊ
ÿè÷íèêîâ ó èçó÷åííûõ âèäîâ äâóêðûëûõ íàñåêîìûõ ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ïëàñòè÷íîñòè ýòîé ñèñòåìû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Íàó÷íûé ôîíä èì. Ä. È. Ìåíäåëååâà Òîìñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà» è ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé
ïîääåðæêå ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ 1279.2014.4).
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work@mail.ru, è 2 Öåíòð òåîðåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ôèçè-
êî-õèìè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè ÐÀÍ.

Ìèòîç — âàæíûé ïðîöåññ, ïðè êîòîðîì ïðîèñõîäèò
ðàñïðåäåëåíèå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ìåæäó äî÷åð-
íèìè êëåòêàìè ïðè äåëåíèè. Â ýòîì ïðîöåññå êëþ÷åâûì
ÿâëÿåòñÿ âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó äèíàìè÷åñêèìè ïîëè-
ìåðàìè òóáóëèíà — ìèêðîòðóáî÷êàìè (ÌÒ) è áåëêîâûì
ñóïåð-êîìïëåêñîì íà õðîìîñîìàõ — êèíåòîõîðîì.
CENP-F — ôèáðèëëÿðíûé áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 350 êÄà
ëîêàëèçîâàí â êèíåòîõîðå â òå÷åíèå G2-ôàçû ìèòîçà. Îí
âàæåí äëÿ çàêðåïëåíèÿ êèíåòîõîðà íà ìèêðîòðóáî÷êå è
íåîáõîäèì äëÿ ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè âåðåòåíà äåëåíèÿ
(Laoukili J. et al., 2005). Ñòðóêòóðà CENP-F ñîñòîèò èç
ðàñïîëîæåííûõ íà N- è C-êîíöå ÌÒ-ñâÿçûâàþùèõ äîìå-
íîâ è ó÷àñòêà ñóïåðñïèðàëè ìåæäó íèìè (Feng J. et al.,
2006). Äàííûå ïî ñîîñàæäåíèþ è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî N-êîíöåâûå ôðàãìåíòû
CENP-F ëó÷øå ñâÿçûâàþòñÿ ñ èçîãíóòûìè ïðîòîôèëà-
ìåíòàìè ìèêðîòðóáî÷åê, ÷åì ñ ïðÿìûìè ÌÒ, ñòàáèëèçè-
ðîâàííûìè òàêñîëîì, à Ñ-êîíöåâûå, íàîáîðîò, èìåþò
áîëüøåå ñðîäñòâî ê ïðÿìûì ÌÒ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
CENP — âîçìîæíûé êàíäèäàò íà ðîëü ñîïðÿãàþùåãî
óñòðîéñòâà ìåæäó êèíåòîõîðîì è ìèêðîòðóáî÷êîé, êîòî-
ðàÿ ñïîñîáíà ðàçâèâàòü ñèëû, äîñòàòî÷íûå äëÿ ïåðåìåùå-
íèÿ ãðóçîâ (Grishchuk E. L. et al., 2005). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ
áûëè ñîçäàíû ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè îòäåëüíî äëÿ
N- è C-êîíöåâûõ ôðàãìåíòîâ CENP-F. Êàæäàÿ êîíñòðóê-
öèÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ÌÒ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí è íåáîëü-
øîé ó÷àñòîê ñóïåðñïèðàëè CENP-F, à òàêæå ðàñïîëî-
æåííûé íà äðóãîì êîíöå ñóïåðñïèðàëè âàðèàíò çåëåíîãî
ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà ñ óëó÷øåííîé ñïîñîáíîñòüþ ñâî-
ðà÷èâàòüñÿ (superfolded GFP èëè sfGFP; Pédelacq J. D.
et al. 2006). Âçàèìîäåéñòâèå CENP-F ñ ìèêðîòðóáî÷êà-
ìè, êîòîðûå áûëè ïîìå÷åíû ôëóîðîôîðîì HyLite èëè
ðîäàìèíîì, âèçóàëèçèðîâàëîñü ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíò-
íîé ìèêðîñêîïèè â ðåæèìå ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæå-
íèÿ.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôðàãìåíòû CENP-F äèôôóíäèðó-
þò âäîëü ÌÒ è èìåþò ðàçëè÷íûå êîýôôèöèåíòû îäíî-
ìåðíîé äèôôóçèè. Îöåíåíû êîíñòàíòû äèññîöèàöèè îäè-
íî÷íûõ ìîëåêóë äëÿ îáîèõ ôðàãìåíòîâ CENP-F, èõ çíà-
÷åíèÿ ñîãëàñóþòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè. Ïîêàçàíà
çàâèñèìîñòü â ñâÿçûâàíèè îò êîíöåíòðàöèè ñîëè, ÷òî ãî-
âîðèò î ñóùåñòâåííîì âêëàäå ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàè-
ìîäåéñòâèé. Îáðàáîòêà ÌÒ ñóáòèëèçèíîì (ïðîòåàçîé, îò-
ùåïëÿþùåé ãèáêèé îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûé Ñ-êîíåö
òóáóëèíà, êîòîðûé âàæåí äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ìíîãèõ áåëêîâ;
Skiniotis G. et al., 2004) ïîëíîñòüþ íàðóøàåò ñâÿçûâàíèå
Ñ-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà ñ ÌÒ, â òî âðåìÿ êàê ó N-êîíöå-
âîãî ñâÿçûâàíèå íå íàðóøàåòñÿ ïîëíîñòüþ, íî ñèëüíî
ñíèæàåòñÿ, ÷òî ìîæåò ãîâîðèòü òàêæå î ðàçëè÷èè â ìåõà-
íèçìàõ ñâÿçûâàíèÿ ôðàãìåíòîâ CENP-F, à òàêæå î ñóùå-
ñòâîâàíèè íà òóáóëèíå àëüòåðíàòèâíîãî ñàéòà ñâÿçû-
âàíèÿ N-êîíöà CENP-F, íå îòùåïëÿþùåãîñÿ ñóáòèëè-
çèíîì.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû âûÿâëÿþò ìåõàíèçì âçàèìî-
äåéñòâèÿ CENP-F ñ ìèêðîòðóáî÷êîé.
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19S ÐÅÃÓËßÒÎÐÍÎÉ ÑÓÁ×ÀÑÒÈÖÎÉ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌÛ
Â ÎÁÕÎÄ ÑÈÑÒÅÌÛ ÓÁÈÊÂÈÒÈÍÈËÈÐÎÂÀÍÈß
ÎÁÓÑËÎÂËÈÂÀÅÒ ÏÀÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÓÞ ÇÍÀ×È-
ÌÎÑÒÜ ÌÈÅËÈÍ-ÐÅÀÊÒÈÂÍÛÕ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×Å-
ÑÊÈÕ ËÈÌÔÎÖÈÒÎÂ ÏÐÈ ÐÀÑÑÅßÍÍÎÌ ÑÊËÅ-
ÐÎÇÅ. © À. À. Áåëîãóðîâ,1, 2 À. Ã. Ãàáèáîâ.1, 2 1 Èíñòèòóò
áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè èì. Ì. Ì. Øåìÿêèíà è
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Ðàññåÿííûé ñêëåðîç (ÐÑ) — ýòî ñèñòåìíîå àóòîèì-
ìóííîå äåìèåëèíèçèðóþùåå çàáîëåâàíèå öåíòðàëüíîé
íåðâíîé ñèñòåìû ÷åëîâåêà, õàðàêòåðèçóþùååñÿ ìíîæåñò-
âåííûìè ïîâðåæäåíèÿìè áåëîãî âåùåñòâà. Ñðåäè ãëàâ-
íûõ àóòîàíòèãåíîâ ïðè ÐÑ âûäåëÿþò íåñêîëüêî áåëêîâ
ìèåëèíîâîé îáîëî÷êè, â òîì ÷èñëå îñí *oâíûé áåëîê ìèå-
ëèíà (MBP), â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ ïðèñóòñòâóþ-
ùèé â ìåìáðàíå îëèãîäåíäðîöèòîâ. Â ïðîöåññå ìåòàáî-
ëèçìà âíóòðèêëåòî÷íûé ïðîòåîëèç MBP ìîæåò ïðîèñõî-
äèòü ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ ïðîòåàç, à òàêæå
ìóëüòèêàòàëèòè÷åñêîãî ïðîòåèíàçíîãî êîìïëåêñà — ïðî-
òåàñîìû. Àáñîëþòíîå áîëüøèíñòâî áåëêîâ ðàçðóøàåòñÿ
26S ïðîòåàñîìîé ïî óáèêâèòèíîçàâèñèìîìó ïóòè. Íàìè
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÌÂÐ ïðèíàäëåæèò ê êðàéíå ìàëî-
÷èñëåííîé ãðóïïå áåëêîâ, ñïîñîáíûõ ïîäâåðãàòüñÿ ïðî-
òåîëèçó 26S ïðîòåàñîìîé â îòñóòñòâèå ìîëåêóë óáèêâè-
òèíà. Ìîëåêóëÿðíûé ìåõàíèçì ãèäðîëèçà ÌÂÐ âêëþ÷àåò
â ñåáÿ îïîñðåäîâàííîå çàðÿäîì ñâÿçûâàíèå ñ ñóáúåäèíè-
öåé Rpn10 ðåãóëÿòîðíîé 19S ñóá÷àñòèöû. Ïðîòåàñîìà ÿâ-
ëÿåòñÿ ãëàâíûì ïðîòåîëèòè÷åñêèì êîìïëåêñîì, ãåíåðè-
ðóþùèì ïåïòèäû, ïðåçåíòèðóåìûå íà ïîâåðõíîñòè êëåò-
êè â êîíòåêñòå êîìïëåêñîâ ãèñòîñîâìåñòèìîñòè I êëàññà.
Îòñóòñòâèå êîíòðîëÿ çà ãèäðîëèçîì ÌÂÐ ñî ñòîðîíû ñèñ-
òåìû óáèêâèòèíèëèðîâàíèÿ îçíà÷àåò, ÷òî êà÷åñòâåííûé
è êîëè÷åñòâåííûé ñïåêòðû ïåïòèäîâ ÌÂÐ, ïðåçåíòèðóå-
ìûõ íà ïîâåðõíîñòè îëèãîäåíäðîöèòîâ, ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ îïðåäåëÿþòñÿ êàòàëèòè÷åñêèìè ñóáúåäèíèöàìè
ïðîòåàñîìû. Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ðàçâèòèè
ýêñïåðèìåíòàëüíîãî àóòîèììóííîãî ýíöåôàëîìèåëèòà
(ÅÀÅ) — æèâîòíîé ìîäåëè ðàññåÿíîãî ñêëåðîçà — â ãî-
ëîâíîì ìîçãå èììóíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ êîíñòèòó-
òèâíàÿ ïðîòåàñîìà â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàìåùàåòñÿ
èììóíîïðîòåàñîìîé, ïðè ýòîì èììóíîñóáúåäèíèöà â1i
ëîêàëèçóåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â îëèãîäåíäðîöèòàõ. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå èììóíîïðîòåàñîìû
â ãîëîâíîì ìîçãå ìûøåé ñ ÅÀÅ ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
ïîâûøåííîãî êîëè÷åñòâà ðÿäà ïàòîãåííûõ ïåïòèäîâ
ÌÂÐ, âêëþ÷àÿ ïåïòèä ENPVVHFF, ÿâëÿþùèéñÿ ÷àñòüþ
ýíöåôàëèòîãåííîãî ðåãèîíà MBP. Àêòèâèðîâàííûå
ÑD8+ T-êëåòêè, ñïåöèôè÷íûå ê äàííîìó ïåïòèäó, ýôôåê-
òèâíî ëèçèðîâàëè îëèãîäåíäðîöèòû, îáðàáîòàííûå èí-
òåðôåðîíîì-ãàììà. Ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð èììóíî-
ñóáúåäèíèöû â1i ñåëåêòèâíî âîçäåéñòâîâàë íà èììóíîï-
ðîòåàñîìó in vitro, à òàêæå ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿë ðàçâèòèå
EAE in vivo ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ. Ïîëó÷åí-
íûå ôàêòû óêàçûâàþò íà âîçìîæíóþ ñâÿçü ìåæäó óáè-
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êâèòèíîíåçàâèñèìîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ èì-
ìóíîïðîòåàñîìû â îòíîøåíèè îñí *oâíîãî áåëêà ìèåëèíà
è ðàçâèòèåì ÐÑ, à òàêæå íà ïåðñïåêòèâíîñòü ñïåöèôè÷å-
ñêèõ èíãèáèòîðîâ èììóíîïðîòåàñîìû êàê ïîòåíöèàëü-
íûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00585) «Ìîëå-
êóëÿðíûé ìåõàíèçì óáèêâèòèíîíåçàâèñèìîãî ïðîòåîëè-
çà áåëêîâ ïðîòåàñîìîé è åãî ðîëü â íîðìå è ïàòîëîãèè».

ÔÎÒÎÐÅÖÅÏÒÎÐÍÛÉ ÊÎÌÏËÅÊÑ ÃÐÈÁÀ NEUROS-
PORA CRASSA Â ÏÅÐÅÄÀ×Å ÑÈÃÍÀËÀ ÎÊÑÈËÈ-
ÏÈÍÎÂ Ó ÃÐÈÁÎÂ. © Ò. À. Áåëîçåðñêàÿ,1 Ã. Ï. Áà÷óðè-
íà,1 Ñ. Þ. Ôèëèïïîâè÷,1 Í. Í. Ãåññëåð,1 À. Ì. Ìàêàðîâà,2

Í. Â. Ãðîçà.2 1 Èíñòèòóò áèîõèìèè èì. À. Í. Áàõà ÐÀÍ,
Ìîñêâà, tabinbi@mail.ru, è 2 Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé óíèâåðñèòåò òîíêèõ õèìè÷åñêèõ òåõíîëîãèé èì.
Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ó âñåõ æèâûõ îðãàíèçìîâ îêñèãåíèðîâàííûå ïðîèç-
âîäíûå æèðíûõ êèñëîò — îêñèëèïèíû — ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ðàçâèòèÿ è â îòâåòàõ íà âíåøíèå âîç-
äåéñòâèÿ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè îê-
ñèëèïèíîâ áûë âûáðàí ãðèá-àñêîìèöåò Neurospora cras-
sa, ó êîòîðîãî õàðàêòåð ðàçìíîæåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ ñîâî-
êóïíîñòüþ äåéñòâèÿ ôàêòîðîâ ïèòàíèÿ è óñëîâèé îñâå-
ùåíèÿ. Êîíèäèè îáðàçóþòñÿ â óñëîâèÿõ óãëåâîäíîãî ãî-
ëîäàíèÿ, à ïðåäøåñòâåííèêè ïîëîâûõ ñòðóêòóð — ïðîòî-
ïåðèòåöèè — ïðè àçîòíîì ãîëîäàíèè. Îáà ïðîöåññà
ñòèìóëèðóþòñÿ ñâåòîì ñèíå-ôèîëåòîâîé îáëàñòè ñïåêò-
ðà, ïåðåäà÷à ñèãíàëà êîòîðîãî êîíòðîëèðóåòñÿ ôîòîðå-
öåïòîðíûì êîìïëåêñîì WCC. WCC îáðàçóåòñÿ äâóìÿ
PAS-äîìåíñîäåðæàùèìè ïîëèïåïòèäàìè WC-1 è WC-2,
ïðîäóêòàìè ãåíîâ white collar-1 (wc-1) è white collar-2
(wc-2). Íåïîñðåäñòâåííóþ ôóíêöèþ âîñïðèÿòèÿ ôîòîíà
îñóùåñòâëÿåò ïîëèïåïòèä WC-1, ñîäåðæàùèé ìîëåêóëó
ÔÀÄ, íåêîâàëåíòíî ñâÿçàííóþ ñ îäíèì èç PAS-äîìåíîâ
(LOV-äîìåí). Â ðàáîòå èññëåäîâàíî ðåãóëÿòîðíîå äåéñò-
âèå äâóõ îêñèëèïèíîâ — 18-ãèäðîêñè-(9Z, 12Z)-îêòàäåêà-
äèåíîâîé êèñëîòû (18-HODE) — ïðîèçâîäíîãî ëèíîëå-
âîé êèñëîòû è 18-ãèäðîêñè-(9Z,12Z,15Z)-îêòàäåêàòðèå-
íîâîé êèñëîòû (18-HOTrE) — ïðîèçâîäíîãî ëèíîëåíîâîé
êèñëîòû — íà ïîëîâîå è áåñïîëîå ðàçìíîæåíèå äèêîãî
òèïà N. crassa è ìóòàíòîâ wc-1 è wc-2. Äîáàâëåíèå ê
êóëüòóðå 18-HODE ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà
ïðîòîïåðèòåöèåâ â òåìíîòå. Ñèíåðãèçì äåéñòâèÿ àçîòíî-
ãî ãîëîäàíèÿ è ñâåòà áûë âûÿâëåí ïðè êîíöåíòðàöèè
18-HODE 5 ìêÌ. Îêñèëèïèí 18-ÍOTrE íå âëèÿë íà ïî-
ëîâîå âîñïðîèçâåäåíèå â òåìíîòå â êîíöåíòðàöèÿõ îò 5
äî 50 ìêÌ, îäíàêî âûçûâàë íåçíà÷èòåëüíîå (20 %) èíãè-
áèðîâàíèå ýòîãî ïðîöåññà ïðè îñâåùåíèè. Èññëåäóåìûå
ñîåäèíåíèÿ íå îêàçûâàëè âëèÿíèÿ íà îáðàçîâàíèå ïðî-
òîïåðèòåöèåâ ó ìóòàíòîâ ïî ôîòîðåöåïòîðíîìó êîìïëåê-
ñó WCC. Íà äèêîì òèïå N. crassa áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
18-HODE (5, 10 è 20 ìêÌ) â òåìíîòå íå âëèÿë íà êîíèäè-
îãåíåç, îäíàêî ïðè îñâåùåíèè ñòèìóëèðîâàë îáðàçîâàíèå
êîíèäèé íà 54 %. Îáðàáîòêà ìèöåëèÿ 18-HOTrE (5, 10 è
20 ìêÌ) â òåìíîòå òàêæå íå âëèÿëà íà êîëè÷åñòâî îáðàçî-
âàâøèõñÿ êîíèäèé, à ïðè îñâåùåíèè íàáëþäàëîñü èíãè-
áèðîâàíèå êîíèäèîîáðàçîâàíèÿ íà 30—50 % â çàâèñè-
ìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ñîåäèíåíèÿ. Îáà ñîåäèíåíèÿ ñòè-
ìóëèðîâàëè êîíèäèîãåíåç ó ìóòàíòà wc-1 â òåìíîòå
(18-HODE íà 55, 18-HOTrE — íà 35 %), íî íå âëèÿëè íà

êîíèäèîãåíåç ó ìóòàíòà wc-2. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ïðîöåññîâ
ðàçìíîæåíèÿ âûçûâàåòñÿ 18-HODE, ïðîèçâîäíûì ïðåâà-
ëèðóþùåé íåíàñûùåííîé æèðíîé êèñëîòû ó N. crassa.
Îäíàêî WÑÑ-êîìïëåêñ, íåñìîòðÿ íà ðåãóëÿöèþ âñåõ ôî-
òîçàâèñèìûõ îòâåòîâ ó N. crassa, ïî-âèäèìîìó, ó÷àñòâóåò
ëèøü â ïåðåäà÷å ñèãíàëà äàííîãî ñîåäèíåíèÿ ïðè îáðàçî-
âàíèè ïðîòîïåðèòåöèåâ íà ìèöåëèè N. crassa. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ òðóäíî ñêàçàòü, êàêèì îáðàçîì ïðîèñõîäèò ïå-
ðåäà÷à ñèãíàëà îêñèëèïèíîâ ïðè îáðàçîâàíèè êîíèäèé.
Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåí-
òðàöèè ÀÔÊ, âûçâàííîé äîáàâëåíèåì îêñèëèïèíîâ ê
êëåòêàì N. crassà, ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿòîðîì êîíèäèîãåíåçà.
C äðóãîé ñòîðîíû, ñóùåñòâóåò, ïî-âèäèìîìó, àëüòåðíà-
òèâíûé ïóòü ïåðåäà÷è ñèãíàëà îêñèëèïèíîâ ó N. crassa,
âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ñÀÌÔ è ïðîòåèíêèíàçó À.

ÐÎËÜ ÎÏÎÐÍÎ-ÄÂÈÃÀÒÅËÜÍÎÃÎ ÀÏÏÀÐÀÒÀ ÎÁÎ-
ÍßÒÅËÜÍÛÕ ÆÃÓÒÈÊÎÂ Â ÈÕ ÏÎÄÂÈÆÍÎÑÒÈ.
© Å. Â. Áèãäàé, Â. Î. Ñàìîéëîâ. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè èì.
È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, cell@infran.ru

Ìåòîäîì ïðèæèçíåííîé òåëåâèçèîííîé ìèêðîñêî-
ïèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ èññëåäîâàëè ìîëåêóëÿðíûå ìå-
õàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå ïîäâèæíîñòü îáîíÿòåëüíûõ
æãóòèêîâ (ÎÆ) ëÿãóøåê Rana temporaria, êðîëèêîâ, êðûñ
è ÷åëîâåêà. Âèçóàëüíûé àíàëèç âèäåîèçîáðàæåíèÿ ïîêà-
çàë, ÷òî ÎÆ àìôèáèé, ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ ÷åëîâå-
êà, îáëàäàþò ïîäâèæíîñòüþ âíå äåéñòâèÿ ïàõó÷åãî ñòè-
ìóëà. ÎÆ ñîâåðøàþò íåóïîðÿäî÷åííûå äâèæåíèÿ íà-
ïîäîáèå äâèæåíèÿ õëûñòà â ðóêå ïîãîíùèêà. Èíîãäà
ëîêîìîöèÿ ÎÆ èìååò íàïðàâëåííûé õàðàêòåð. Îíè êàê
áóäòî ïðèíþõèâàþòñÿ ê îêðóæàþùåé ñðåäå. Ïðèñóùèå
ÎÆ äâèæåíèÿ âíå äåéñòâèÿ ñòèìóëà îáóñëîâëåíû íàëè-
÷èåì â ïðîêñèìàëüíîì ó÷àñòêå öèòîñêåëåòà íàáîðà èç
(9 � 2) + 2 ìèêðîòðóáî÷êè. Â äèñòàëüíîé îáëàñòè åãî íåò.
Òàêîé íàáîð óëüòðàñòðóêòóð õàðàêòåðåí äëÿ àêñîíåì âñåõ
ëîêîìîòîðíûõ ðåñíè÷åê è æãóòèêîâ. Ìèêðîòðóáî÷êè â
àêñîíåìå íàçûâàþò «öèòîêîñòÿìè». Îíè ïðèõîäÿò â äâè-
æåíèå áëàãîäàðÿ âçàèìîäåéñòâèþ ñ ãîëîâêàìè äèíåèíî-
âûõ ðó÷åê — «öèòîìûøöàìè», îáëàäàþùèìè ÀÒÔàçíîé
àêòèâíîñòüþ. Âçàèìîäåéñòâèå «öèòîìûøö» ñ «öèòîêîñ-
òÿìè» àêòèâèðóåò ëîêîìîöèþ ÎÆ. Ñèñòåìó âçàèìîäåéñò-
âóþùèõ «öèòîêîñòåé» è «öèòîìûøö» öåëåñîîáðàçíî íà-
çûâàòü íå öèòîñêåëåòîì, à îïîðíî-äâèãàòåëüíûì àïïàðà-
òîì êëåòêè. Òàêîé òåðìèí â îòíîøåíèè öèòîñêåëåòà
ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê áûë ïðåäëîæåí Þ. Ì. Âàñèëüå-
âûì â 1990-å ãîäû. Àêòèâíûå äâèæåíèÿ ñîâåðøàåò ïðî-
êñèìàëüíûé îòäåë ÎÆ, à äèñòàëüíûé ïàññèâíî ñëåäóåò çà
íèì. Ïî íàøèì äàííûì, ìîëåêóëû äèíåèíà íå âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ òóáóëèíîì ìèêðîòðóáî÷åê â îòñóòñòâèå âíå-
êëåòî÷íîãî êàëüöèÿ. Äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ òóáóëèí-äè-
íåèíîâîé (Ò-Ä) ñèñòåìû Ñà2+ ïîñòóïàåò â öèòîçîëü ÎÆ
÷åðåç ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûå êàëüöèåâûå êàíàëû ñåìåé-
ñòâà TRP. Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî äèñòàëüíûé îòäåë ÎÆ,
ëèøåííûé ïîëíîöåííîãî îïîðíî-äâèãàòåëüíîãî àïïàðà-
òà, â îòñóòñòâèå îäîðàíòîâ ïðîÿâëÿåò êðàòêîâðåìåííîå
óïîðÿäî÷åíèå ñâîåé àêòèâíîñòè áëàãîäàðÿ ïîëèìåðèçà-
öèè àêòèíà â íåì, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ïîëó÷åííûìè íàìè
äàííûìè ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà è ðàñ÷åòîì ýíòðî-
ïèè. Ïîä äåéñòâèåì îäîðàíòîâ äâèãàòåëüíàÿ àêòèâíîñòü
ÎÆ óïîðÿäî÷èâàåòñÿ; äèñòàëüíûé îòäåë ïðèîáðåòàåò íà-
ïðàâëåííîå äâèæåíèå â ñòîðîíó îäîðàíòà. ÎÆ ïðèñóù
õåìîòàêñèñ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè äåéñòâóþùåãî ñòè-
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ìóëà. Óïîðÿäî÷åíèå äâèæåíèé îáåñïå÷èâàåòñÿ ïîëèìå-
ðèçàöèåé àêòèíà â äèñòàëüíîì îòäåëå ÎÆ, êîòîðàÿ èíè-
öèèðóåòñÿ îäîðàíòîì, ÷òî áûëî ïîäòâåðæäåíî ìåòîäîì
êîíôîêàëüíîé èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè è â
îïûòàõ ñ öèòîõàëàçèíîì. Îêàçàëîñü, ÷òî íà ôîíå äåéñò-
âèÿ öèòîõàëàçèíà ÎÆ íå ðåàãèðóþò íà îäîðàíòû. Òàêèì
îáðàçîì, óïîðÿäî÷åíèå ëîêîìîòîðíîé àêòèâíîñòè ÎÆ
îñóùåñòâëÿåò íå Ò-Ä, à àêòèí-ìèîçèíîâàÿ (À-Ì) ìîëåêó-
ëÿðíàÿ ñèñòåìà ïîäâèæíîñòè. Ñëåäîâàòåëüíî, îïîð-
íî-äâèãàòåëüíûé àïïàðàò ÎÆ âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâå ìîëå-
êóëÿðíûå ñèñòåìû ïîäâèæíîñòè — Ò-Ä è À-Ì. Òåïåðü
âûÿñíèëîñü, ÷òî àêòèíîâûå ôèëàìåíòû ôîðìèðóþòñÿ è
âíå äåéñòâèÿ ïàõó÷èõ ðàçäðàæèòåëåé. Ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî «ïèëîòíûå» ðûñêàþùèå äâèæåíèÿ ÎÆ, êîòîðûå ñî-
âåðøàþòñÿ âíå äåéñòâèÿ îäîðàíòà, îáóñëîâëèâàþòñÿ ïî-
ñòîÿííîé, íî êðàòêîâðåìåííîé ïîëèìåðèçàöèåé è äåïî-
ëèìåðèçàöåé àêòèíà â èõ äèñòàëüíûõ îòäåëàõ. Âåðîÿòíî,
íåóïîðÿäî÷åííûé ðåæèì äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè âíå
äåéñòâèÿ îäîðàíòîâ, ñ îäíîé ñòîðîíû, îáåñïå÷èâàåò ñî-
ñòîÿíèå ïðåäóãîòîâëåííîñòè è ïîçâîëÿåò ñðàâíèòåëüíî
ëåãêî ïåðåõîäèòü ê îïðåäåëåííîìó äèíàìè÷åñêîìó ðåæè-
ìó, ñîîòâåòñòâóþùåìó ðåàêöèè íà ïðåäúÿâëÿåìûé ñòè-
ìóë. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äëÿ óïîðÿäî÷åíèÿ äâèãàòåëüíîé
àêòèâíîñòè íåîáõîäèìà ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà ñ îáðàçî-
âàíèåì F-àêòèíà. Ñëîæíûé ïðîöåññ ïåðåñòðîéêè öèòî-
ñêåëåòà íàïðàâëåí íà îáåñïå÷åíèå íàïðàâëåííîãî äâèæå-
íèÿ êëåòîê â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè õèìè÷åñêèõ âå-
ùåñòâ (è ïî ñóùåñòâó ÿâëÿåòñÿ õåìîòàêñèñîì). Ìîæíî
ïîëàãàòü, ÷òî îáîíÿòåëüíûå êëåòêè, íå èìåÿ âîçìîæíîñòè
ìèãðèðîâàòü â îáîíÿòåëüíîé âûñòèëêå, îïðåäåëÿþò ãðà-
äèåíò ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë ïîñðåäñòâîì óïîðÿäî÷åííîãî
äâèæåíèÿ ñâîèõ ÎÆ.

ÊÎÐÐÅËßÖÈß ÍÀÊÎÏËÅÍÈß ÁÅËÊÎÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×-
ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ ÑÎ ÑÌÅÍÎÉ ÈÇÎÔÎÐÌ ÀÊÒÈÍÀ
Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ. © Í. Á. Áèëüäþã,
Å. Ñ. Áîæîêèíà, Ñ. Þ. Õàéòëèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, relapse@yandex.ru

Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìè-
îöèòîâ ïðîèñõîäèò ïåðåñòðîéêà èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àï-
ïàðàòà ñ îáðàòèìûì ïðåîáðàçîâàíèåì òèïè÷íûõ ìèîôèá-
ðèëë â íåèñ÷åð÷åííûå àêòèíîâûå ñòðóêòóðû. Ðàíåå íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îïèñàííûå ïåðåñòðîéêè ñîïðîâîæäà-
þòñÿ ñèíòåçîì êàðäèîìèîöèòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà (ÂÊÌ). Ïîñêîëüêó ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèîìèî-
öèòîâ â òðåõìåðíûõ êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ íå ïðîèñõîäèò
ðåîðãàíèçàöèè èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà, ìû ïðåäïî-
ëîæèëè, ÷òî áåëêè ÂÊÌ ìîãóò âëèÿòü íà äèíàìèêó ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ â êóëüòóðå. Ñîãëàñ-
íî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ïðè ïåðåâîäå êàðäèîìèîöèòîâ
â êóëüòóðó îíè íà÷èíàþò çàíîâî ýêñïðåññèðîâàòü áåëêè,
â íîðìå âñòðå÷àþùèåñÿ â õîäå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ,
â ÷àñòíîñòè ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí. Çàäà÷åé íàñòîÿùåé
ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü, ñâÿçàíû ëè ïåðåñòðîéêè ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ â êóëüòóðå ñ ïîÿâ-
ëåíèåì ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà, è îöåíèòü ðîëü îòäåëü-
íûõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ â ýòîì ïðîöåññå. Ñ ïîìîùüþ Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà ìû ïîêàçàëè ïîñòåïåííîå íàêîïëåíèå
áåëêîâ ÂÊÌ êîëëàãåíà è ëàìèíèíà â õîäå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êàðäèîìèîöèòîâ. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ýòèõ
áåëêîâ íàáëþäàëîñü íà ñðîêå, ïðåäøåñòâóþùåì âîññòà-
íîâëåíèþ èñõîäíîé îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïà-
ðàòà êàðäèîìèîöèòîâ. Ïðè ïîëíîì âîññòàíîâëåíèè ìèî-

ôèáðèëëÿðíîé îðãàíèçàöèè íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå êîëè-
÷åñòâà êîëëàãåíà. Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-àíàëèçà ìû ïîêàçàëè,
÷òî ïåðåñòðîéêè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöè-
òîâ ñîïðîâîæäàþòñÿ ñìåíîé èçîôîðì àêòèíà. Íà ðàííèõ
ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, êîãäà ñîêðàòèòåëüíîé àïïàðàò
êëåòîê åùå ñîõðàíÿåò ìèîôèáðèëëÿðíóþ îðãàíèçàöèþ,
âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ñåðäå÷íàÿ èçîôîðìà àêòèíà. Íà ñðîêå,
ñîîòâåòñòâóþùåì ïîëíîé ïåðåñòðîéêå ñîêðàòèòåëüíîãî
àïïàðàòà, â êàðäèîìèîöèòàõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ãëàäêîìû-
øå÷íàÿ èçîôîðìà àêòèíà. Ïðè âîññòàíîâëåíèè ìèîôèá-
ðèëëÿðíîé îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ïðåîá-
ëàäàåò ýêñïðåññèÿ ñåðäå÷íîé èçîôîðìû àêòèíà, ïðè ýòîì
ýêñïðåññèÿ ãëàäêîìûøå÷íîé èçîôîðìû ñîõðàíÿåòñÿ íà
íèçêîì óðîâíå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðäèëèñü ðå-
çóëüòàòàìè Âåñòåðí-áëîòèíãà è èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ãëàäêî-
ìûøå÷íîé èçîôîðìå àêòèíà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîÿâëå-
íèå ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ â
îòñóòñòâèå ÂÊÌ è ïðåäøåñòâóåò ïåðåñòðîéêå èõ ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà. Íà÷àëüíàÿ ñòàäèÿ âîññòàíîâëåíèÿ
ìèîôèáðèëëÿðíîé îðãàíèçàöèè, êîòîðîé ïðåäøåñòâóåò
ìàêñèìàëüíîå íàêîïëåíèå êîëëàãåíà è ëàìèíèíà âî âíå-
êëåòî÷íîì ìàòðèêñå, ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì èíòåí-
ñèâíîñòè îêðàñêè íà ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí è óõîäîì
åãî èç îáðàçóþùèõñÿ ìèîôèáðèëëÿðíûõ ñòðóêòóð. Ïðè
ïîëíîì âîññòàíîâëåíèè ìèîôèáðèëëÿðíîé îðãàíèçàöèè
ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíè-
æåíèåì êîëè÷åñòâà âíåêëåòî÷íîãî êîëëàãåíà, ãëàäêîìû-
øå÷íûé àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå
òîëüêî â îòðîñòêàõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè,
÷òî ïåðåñòðîéêè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöè-
òîâ ñîïðîâîæäàþòñÿ ñìåíîé èçîôîðì àêòèíà, êîòîðàÿ
êîððåëèðóåò ñ íàêîïëåíèåì ÂÊÌ. Íà îñíîâàíèè ïîëó-
÷åííûõ è ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî
ÂÊÌ ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ïðîöåññ ðåîðãàíèçàöèè ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ â õîäå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-00316) è Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò
14-50-00068).
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Ïàòîãåííûå áàêòåðèè ñïîñîáíû ïðîäóöèðîâàòü ôåð-
ìåíòû, êîòîðûå àêòèâíî ó÷àñòâóþò â ïàòîãåíåçå è èñ-
ïîëüçóþòñÿ äëÿ áîðüáû ñ êîíêóðåíòíûìè áàêòåðèÿìè
ëèáî äëÿ ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó-õîçÿèíà è âûõîäà èç
íåå. Èçâåñòíî, ÷òî çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â àäàïòàöèè ê
óñëîâèÿì ñðåäû è ðåàëèçàöèè âèðóëåíòíîñòè ó ãðàììîò-
ðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ìîãóò èãðàòü ìåìáðàííûå âåçèêó-
ëû — ñôåðè÷åñêèå, îêðóæåííûå ìåìáðàíîé íàíîñòðóêòó-
ðû (20—250 íì), ïðîäóöèðóåìûå êëåòêàìè ìèêðîîðãà-
íèçìà. Â äàííîé ðàáîòå â êóëüòóðå óñëîâíî-ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé S. grimesii, ñïîñîáíûõ èíâàçèðîâàòü êëåòêè
ýóêàðèîò (Bozhokina et al., 2011), âïåðâûå îáíàðóæåíû
ìåìáðàííûå âåçèêóëû (ÌÂ). Áûëà ïðîâåäåíà õàðàêòåðè-
ñòèêà âåçèêóë ñ òî÷êè çðåíèÿ èõ ìîðôîëîãèè, óëüòðà-
ñòðóêòóðû è ðîëè â èíâàçèè áàêòåðèé S. grimesii â ýóêàðè-
îòè÷åñêèå êëåòêè. Ñ ïîìîùüþ äàííûõ òðàíñìèññèîííîé
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ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè óñòàíîâëåíî, ÷òî S. grimesii
ïðîäóöèðóþò ñôåðè÷åñêèå ìåìáðàííûå âåçèêóëû, ðàçìåð
êîòîðûõ âàðüèðóåò îò 70 äî 180 íì. Ìåìáðàííûå âåçèêó-
ëû ýòèõ áàêòåðèé îäíîðîäíû ïî ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè,
÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ãîìîãåííîñòè èõ ñîñòàâà.
Êîëè÷åñòâî ìåìáðàííûõ âåçèêóë çàâèñèò îò ñòàäèè ðîñòà
áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû. Íà ëîãàðèôìè÷åñêîé ñòàäèè
ðîñòà S. grimesii (6—12 ÷) ÌÂ ïðàêòè÷åñêè íå ñåêðåòèðî-
âàëèñü. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ÌÂ áûëî îáíàðóæåíî
íà ïîçäíåé ñòàöèîíàðíîé ñòàäèè ðîñòà áàêòåðèàëüíîé
êóëüòóðû (âðåìÿ ðîñòà 48—60 ÷). Òàêæå êîëè÷åñòâî ÌÂ
âîçðàñòàëî ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó àíòèîêñèäàíòà N-àöå-
òèëöèñòåèíà. Ïî ðàçìåðàì, ìîðôîëîãèè è îñîáåííîñòÿì
îáðàçîâàíèÿ ìåìáðàííûå âåçèêóëû S. grimesii ñõîäíû ñ
ÌÂ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé. Èçâåñòíî, ÷òî ÌÂ ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé ìîãóò ñîäåðæàòü ðàçëè÷íûå ôàêòîðû âèðóëåíò-
íîñòè, îáóñëîâëèâàþùèå èõ ïàòîãåííîñòü. Ïî ðåçóëüòà-
òàì ÏÖÐ-àíàëèçà óñòàíîâëåíî, ÷òî ÌÂ S. grimesii íå ýêñ-
ïðåññèðóþò îñíîâíûõ ãåíîâ âèðóëåíòíîñòè ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÌÂ S. grimesii ñïîñîáíû
îãðàíè÷åííî ðàñùåïëÿòü àêòèí. Â äàëüíåéøåì ïëàíèðó-
åòñÿ äåòàëüíî èññëåäîâàòü áåëêîâûé ñîñòàâ ÌÂ S. grime-
sii, ÷òî ïîìîæåò â ïîíèìàíèè ìåõàíèçìà èíâàçèè óñëîâ-
íî-ïàòîãåííûõ áàêòåðèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-00316).

ÂËÈßÍÈÅ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÀ N-ÀÖÅÒÈËÖÈÑÒÅÈ-
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Ôèáðîáëàñòû øèðîêî ïðåäñòàâëåíû â òêàíÿõ è îòâå-
÷àþò çà èõ ãîìåîñòàç. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýòè êëåòêè â
íîðìå íå ñïîñîáíû ê ôàãîöèòîçó, îíè ÷óâñòâèòåëüíû
ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè (Aiastui et al., 2010). Äåòàëüíûé
ìåõàíèçì, ïî êîòîðîìó ôèáðîáëàñòû ìîãóò áûòü èíâà-
çèðîâàíû ïàòîãåííûìè è íåïàòîãåííûìè áàêòåðèÿìè,
íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåèçâåñòåí. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
îáðàáîòêà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèé
HeLa è CaCo2 àíòèîêñèäàíòîì N-àöåòèëöèñòåèíîì (NAC)
óâåëè÷èâàåò èíâàçèþ óñëîâíî-ïàòîãåííûõ áàêòåðèé S. gri-
mesii è ðåêîìáèíàíòíûõ E. coli K12, ýêñïðåññèðóþùèõ
ãåí ãðèìåëèçèíà (Bozhokina et al., 2013). Èçìåíåíèå
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê HeLa ê èíâàçèè êîððåëèðîâàëî
ñ óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà, ó÷àñòâóþùåãî â
àäãåçèè êëåòîê-õîçÿèíà è ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ. ×òî-
áû îöåíèòü âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòîâ íà èíâàçèþ áàêòå-
ðèé â íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, èçó÷àëè èíâàçèþ
óñëîâíî-ïàòîãåííûõ S. grimesii â êëåòêè 3T3 Balb, ïðåä-
âàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå NÀÑ. Ïî äàííûì êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè, îáðàáîòêà êëåòîê 3T3 Balb 20 ìM NAC
âûçûâàëà èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê, ðàçáîðêó àêòè-
íîâûõ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà è ïîÿâëåíèå ÿðêî âûðàæåí-
íûõ ïó÷êîâ ñòðåññ-ôèáðèëë íà ïåðèôåðèè êëåòîê. Ïðè
èíêóáàöèè êëåòîê â 10 ìÌ NAC òàêèõ ÿðêî âûðàæåííûõ
èçìåíåíèé íå íàáëþäàëè. Ïî äàííûì êîëè÷åñòâåííîãî
ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî òåñòà, 10 ìÌ NAC óâåëè÷èâàë àä-
ãåçèþ áàêòåðèé S. grimesii ê êëåòêàì 3T3 Balb íà 20 %, à
èíâàçèÿ áàêòåðèé â êëåòêè íå èçìåíÿëàñü. Ïîñëå îáðàáîò-

êè êëåòîê 20 ìÌ NAC àäãåçèÿ è èíâàçèÿ S. grimesii óâå-
ëè÷èâàëèñü ïðèìåðíî â 2 è 2.5 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî.
Ïî-âèäèìîìó, óâåëè÷åíèå àäãåçèè áàêòåðèé â ðåçóëüòàòå
îáðàáîòêè êëåòîê NÀÑ ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ èíâà-
çèè áàêòåðèé â îòâåò íà àíòèîêñèäàíò. Ýòè ðåçóëüòàòû
ñâèäåòåëüñòâóþò î ÷óâñòâèòåëüíîñòè íåòðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê 3T3 Balb ê èíâàçèè óñëîâíî-ïàòîãåííûìè
áàêòåðèÿìè è óêàçûâàþò íà ðîëü NÀÑ â ìîäèôèêàöèè ïî-
âåðõíîñòè êëåòêè, ñïîñîáñòâóþùåé ïðîíèêíîâåíèþ áàê-
òåðèé. Ïîýòîìó íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû áóäåò èññëå-
äîâàíî ðàñïðåäåëåíèå ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ êëåò-
êè-õîçÿèíà, êîòîðûå ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â èíâàçèè
äî è ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê NÀÑ.
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ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-00316).
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Ïîíèìàíèå ìåõàíèçìîâ, äåòåðìèíèðóþùèõ ôîðìè-
ðîâàíèå ÿéöåêëåòêè in vivo, ïîçâîëèò ñîâåðøåíñòâîâàòü
ìåòîäèêè ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ æè-
âîòíûõ, ìåòîäû êëåòî÷íîé è ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.
Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå â ñðåäó äîçðåâàíèÿ îîöèòîâ
ñâèíåé âûñîêîäèñïåðñíîãî êðåìíåçåìà (ÂÄÊ) ñïîñîáñò-
âóåò óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ñîçðåâøèõ êëåòîê (Êîâòóí
è äð., 2012). Ðåèíèöèàöèÿ ìåéîçà â îîöèòàõ ñîïðîâîæäà-
åòñÿ ìîáèëèçàöèåé êàëüöèÿ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
(ÂÄ) (Santella et al., 1999). Òåîôèëëèí ïîâûøàeò êîíöåíò-
ðàöèþ öÀÌÔ âíóòðè êëåòîê (Dawson et al., 1991); â ïåð-
ìåàáèëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ îêîëîóøíûõ æåëåç êðûñ
öÀÌÔ àêòèâèðóåò ðèàíîäèíîâûå ðåöåïòîðû, ñòèìóëèðóÿ
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç ÂÄ (Rubin et al., 1994). ÃÄÔ âûçû-
âàåò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûõ ÂÄ â
îîöèòàõ ñâèíåé (Äåíèñåíêî, 2013). Öåëü íàñòîÿùåãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ — ïðîàíàëèçèðîâàòü õàðàêòåð âëèÿíèÿ ÂÄÊ,
ìîäèôèöèðîâàííîãî ãàëàêòîçàìèíîì (ÂÄÊ-ãàëàêòîçàìèí)
íà ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç ÂÄ îîöèòîâ ïðè âîçäåéñòâèè òå-
îôèëëèíà è ÃÄÔ, à òàêæå îöåíèòü ó÷àñòèå ìèêðîòðóáî-
÷åê è ìèêðîôèëàìåíòîâ â äàííîì ïðîöåññå. Îîöèòû, âû-
äåëåííûå èç àíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ (3—6 ìì â äèàìåò-
ðå) ïîñòìîðòàëüíûõ ÿè÷íèêîâ ñâèíåé èíêóáèðîâàëè â
ñðåäå Äþëüáåêêî áåç ÑàÑl2, ñîäåðæàùåé 36 ìã/ë ïèðóâàòà
Na è 1 ã/ë ãëþêîçû. Ñîäåðæàíèå êàëüöèÿ âî ÂÄ îîöèòîâ
èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà õëîðòåòðà-
öèêëèí (ÕÒÖ). Îîöèòû íàãðóæàëè 40 ìêÌ ÕÒÖ 5 ìèí
ïðè 37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè â èíêóáàöèîííîé ñðå-
äå, ïåðåíîñèëè íà êâàðöåâîå ñòåêëî ñ ÿ÷åéêàìè îáúåìîì
0.05 ìë. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) ÕÒÖ èçìå-
ðÿëè íà ôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêå, ñîñòîÿùåé èç ëþ-
ìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà, ñíàáæåííîãî íåîáõîäèìûìè
ñâåòîôèëüòðàìè è ôîòîìåòðè÷åñêîé íàñàäêîé ÔÌÝË-1À.
Êîìïëåêñ ÕÒÖ-Ñà2+-ìåìáðàíà âîçáóæäàëè ñâåòîì 380—
400 íì, ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñòðèðîâàëè â îáëàñòè 530 íì.
ÈÔ èçìåðÿëè â óñë. åä. Äëèòåëüíîñòü âîçäåéñòâèÿ óëüò-
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ðàôèîëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ íà îîöèòû ïðè ïðîâåäåíèè èç-
ìåðåíèé íå ïðåâûøàëà 5 ñ. Âñå èñïîëüçîâàííûå â èññëå-
äîâàíèè ðåàãåíòû ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma (ÑØA).
Â ðåçóëüòàòå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêå îîöèòîâ ÂÄÊ-
ãàëàêòîçàìèíîì íàáëþäàëè äîïîëíèòåëüíóþ ìîáèëèçà-
öèþ Ñà2+ èç ÂÄ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òåîôèëëèíà
è ÃÄÔ. Â ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ, ãäå âñå êëåòêè ïðåäâà-
ðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè ÂÄÊ-ãàëàêòîçàìèíîì, ñ èñïîëü-
çîâàíèåì èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà îöåíåíà ðîëü ìèêðî-
òðóáî÷åê è ìèêðîôèëàìåíòîâ â ñòèìóëèðîâàííîé òåî-
ôèëëèíîì è ÃÄÔ ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç ÂÄ. Â îîöèòàõ,
îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ öèòîõàëàçèíîì Ä (ýêñïîçèöèÿ 30 ìèí), íàáëþäà-
ëè ïîäàâëåíèå äîïîëíèòåëüíîãî âûñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ ïðè
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òåîôèëëèíà è ÃÄÔ; â îîöèòàõ, ïðî-
èíêóáèðîâàííûõ â òåõ æå óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè èíãè-
áèòîðà ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëà, òàêî-
ãî ýôôåêòà íå âûÿâëåíî.

Àíàëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû è ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîêàçûâàþò, ÷òî â îîöèòàõ ñâèíåé êîìïëåêñ ÂÄÊ-ãàëàê-
òîçàìèí äåòåðìèíèðóåò îáðàçîâàíèå ñâÿçè ìåæäó ÂÄ
êàëüöèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîé ìîáèëèçàöèè
Ñà2+ èç ÂÄ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òåîôèëëèíà è ÃÄÔ;
â îáðàçîâàíèå òàêîé ñâÿçè ìåæäó ÂÄ âîâëåêàþòñÿ ìèêðî-
ôèëàìåíòû.
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Ñèíòåçèðîâàííûå â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå
(ÝÏÐ) áåëêè äîëæíû ïîïàñòü â àïïàðàò Ãîëüäæè äëÿ äà-
ëüíåéøåãî ïðîõîæäåíèÿ ïî ñåêðåòîðíîìó ïóòè. Áåëêè
âûõîäÿò èç ÝÏÐ â åãî äîìåíå, íàçûâàåìîì ERES (endo-
plasmic reticulum exit sites), â ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ, ïî-
êðûòûõ áåëêîâûì êîìïëåêñîì COPII. COPII-îêàéìëåíèå
âåçèêóë ñîñòîèò èç äâóõ ñëîåâ: íàðóæíûé îáðàçîâàí ãåòå-
ðîäèìåðàìè áåëêîâ Sec13/Sec31, à âíóòðåííèé — ãåòåðî-
äèìåðàìè áåëêîâ Sec23/Sec24. Ñóùåñòâóþò ïðîòèâîðå-
÷èâûå ïðåäñòàâëåíèÿ î òîì, ïîäâåðãàþòñÿ ëè COPII-âå-
çèêóëû àêòèâíîìó òðàíñïîðòó â êëåòêàõ è êàê ýòîò
òðàíñïîðò ìîæåò ðåãóëèðîâàòüñÿ. Ïîëàãàþò, ÷òî Sec23
ìîæåò ëàáèëüíî ñâÿçûâàòü äèíàêòèíîâûé êîìïëåêñ ÷åðåç
åãî ñóáúåäèíèöó p150Glued (Watson et al., 2005), çàòåì
äèíàêòèí ìîæåò ïðèâëåêàòü äèíåèí, ïåðåäâèãàþùèé âå-
çèêóëó ïî ìèêðîòðóáî÷êå. Îäíàêî îñòàåòñÿ íåÿñíûì, âñå-
ãäà ëè íàëè÷èå äèíàêòèíà îçíà÷àåò òàêæå íàëè÷èå äèíåè-
íà è âñåãäà ëè íàëè÷èå äèíåèíà îçíà÷àåò äâèæåíèå âåçè-
êóëû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñîçäàëè ãåíåòè÷åñêèå
êîíñòðóêöèè, êîäèðóþùèå ñëèòûå ñ GFP õèìåðíûå áåëêè
Sec23-GFP-p150Glued, ïîçâîëÿþùèå ñòàáèëüíî òàðãåòèðî-
âàòü äèíàêòèí íà COPII-âåçèêóëû è ERES è èñêëþ÷èòü èç
ðàññìîòðåíèÿ òåì ñàìûì âîçìîæíûé ïóòü ðåãóëÿöèè ÷å-
ðåç ñâÿçûâàíèå Sec23 ñ äèíàêòèíîì. Èñïîëüçóÿ ðàçëè÷-

íûå äåëåöèîííûå âàðèàíòû áåëêà p150Glued, ìû îöåíèëè
ðîëü åãî äîìåíîâ â ðåãóëÿöèè òðàíñïîðòà ïî ìèêðîòðó-
áî÷êàì. Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè Vero,
òðàíñôèöèðîâàííûìè Sec23-GFP-p150Glued, ïîêàçàëè, ÷òî
ïîäâèæíîñòü COPII-îêàéìëåííûõ ñòðóêòóð â íèõ ñóùåñò-
âåííî íå îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñ ýêñïðåñ-
ñèåé Sec23-GFP. Ïðè ïðîäóêöèè â êëåòêàõ ìóòàíòíîé
ôîðìû Sec23-GFP-p150dh, ëèøåííîé N-êîíöåâîãî ìèê-
ðîòðóáî÷êîñâÿçûâàþùåãî äîìåíà p150Glued, ïîäâèæíîñòü
ERES ñóùåñòâåííî ïàäàëà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîñëåäíèìè
äàííûìè (Tripathy et al., 2014) î íàëè÷èè ó p150Glued èíãè-
áèðóþùåãî äèíåèí äîìåíà CC1A, ïðè÷åì îòêëþ÷åíèå
èíãèáèðîâàíèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè N-êîíöà
p150Glued ñ ìèêðîòðóáî÷êîé. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïî-
ëîæåíèÿ äîìåí ÑÑ1A áûë òàêæå äåëåòèðîâàí èç ìîëå-
êóëû p150Glued, è ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî ïîäâèæíîñòü
COPII-âåçèêóë âîçðîñëà. Êàê áûëî ïîêàçàíî â íåäàâíèõ
èññëåäîâàíèÿõ, ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè îòäåëåíèÿ è ïåðå-
ìåùåíèÿ âåçèêóë âêëþ÷àåò â ñåáÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå
Sec23, âëèÿþùåå íà âçàèìîäåéñòâèå ñ áåëêàìè-ïàðòíå-
ðàìè. Òàê, äëÿ ñëèÿíèÿ âåçèêóëû ñ öèñòåðíîé àïïàðàòà
Ãîëüäæè â êëåòêàõ äðîææåé Sec23 äîëæåí áûòü ôîñôî-
ðèëèðîâàí êèíàçîé Hrr25p (äðîææåâîé àíàëîã äåëü-
òà-èçîôîðìû êàçåèíêèíàçû 1, CK1delta), à äëÿ îòïî÷êîâà-
íèÿ âåçèêóëû îò ÝÏÐ, íàîáîðîò, äåôîñôîðèëèðîâàí. Îá-
íàðóæåííûå ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êîíñåðâàòèâíû ó
íèçøèõ è âûñøèõ ýóêàðèîò, ïîýòîìó ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå Sec23 êèíàçîé CK1delta ìîæåò
ðåãóëèðîâàòü ïîäâèæíîñòü COPII-îêàéìëåííûõ ñòðóê-
òóð. Ìû èñïîëüçîâàëè ìóòàíòû, îäèí èç êîòîðûõ èìèòè-
ðîâàë ôîñôîðèëèðîâàííîå ñîñòîÿíèå (Sec23EE-GFP), à
äðóãîé áûë íåôîñôîðèëèðóåìûì (Sec23AA-GFP). Îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ïðè ïðîäóêöèè ìóòàíòà Sec23AA-GFP ïî-
äâèæíîñòü ERES ñóùåñòâåííî ïàäàëà, à ïðè ïðîäóêöèè
Sec23EE-GFP îíà íå ìåíÿëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîäóê-
öèåé Sec23-GFP. Âîçìîæíî, â êëåòêàõ COPII-âåçèêóëû
ïîñòîÿííî ñâÿçàíû ñ äèíàêòèíîì, è ðåãóëÿöèÿ äâèæåíèÿ
ïðîèñõîäèò íà óðîâíå ïðèâëå÷åíèÿ äèíåèíà è ðåãóëÿöèè
åãî àêòèâíîñòè.
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Ñåïòèíû — êîíñåðâàòèâíîå ñåìåéñòâî ÃÒÔ/ÃÄÔ-
ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, êîäèðóåìûõ ó ìëåêîïèòàþùèõ
14 ãåíàìè è îáîçíà÷àåìûõ êàê Sept1—Sept14 (Mostowy,
Cossart, 2012). Îíè ÿâëÿþòñÿ ôèëàìåíòàìè, îòíîñÿùèìè-
ñÿ ê áåëêàì öèòîñêåëåòà (Longtine et al., 1996). Îòêðûòûå
ïðè èññëåäîâàíèè äåëåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðàõ äðîææåé
(Gladfelter et al., 2001), êàê âûÿñíèëîñü ïîçäíåå, ñåïòèíû
ñâÿçàíû ñ áîëüøèì ðàçíîîáðàçèåì áèîëîãè÷åñêèõ ôóíê-
öèé, òàêèõ êàê ïðîöåññû ñåêðåöèè, ôàãîöèòîç, öèòîêèíåç,
êëåòî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü, è äàæå ñ íåéðîëîãè÷åñêèìè çà-
áîëåâàíèÿìè, òàêèìè êàê áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ìíîæåñò-
âåííàÿ ñèñòåìíàÿ àòðîôèÿ è øèçîôðåíèÿ (Ihara et al.,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 621



2003; Weirich et al., 2008; Suzuki et al., 2009). Ñíèæåíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè áåëêà Sept7 îáíàðóæåíî â cèíàïñàõ
ìûøåé ñ ìîäåëüþ áîëåçíè Àëüöãåéìåðà (Liauw et al.,
2002). Îäíà èç âîçìîæíûõ ôóíêöèé ýòèõ áåëêîâ ñîñòîèò
â òîì, ÷òî îíè ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ôîðìèðîâàíèè ïðî-
ñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *ûõ âçàèìîîòíîøåíèé ìåæäó ñè-
íàïòè÷åñêîé âåçèêóëîé, ñîäåðæàùåé íåéðîìåäèàòîð, è
êàëüöèåâûìè êàíàëàìè, ÷åðåç êîòîðûå âõîäèò Ñà2+, çà-
ïóñêàþùèé ïðîöåññ ýêçîöèòîçà. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå
íà öåíòðàëüíûõ cèíàïñàõ, ïîêàçûâàþò, ÷òî Sept2, Sept3 è
Sept5, âûÿâëåííûå â îáëàñòè ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû, èìåþò êðèòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ ìîäóëÿöèè ïðî-
ñòðàíñòâåííîãî ïîëîæåíèÿ âåçèêóëû îòíîñèòåëüíî çîíû
ñåêðåöèè è, òàêèì îáðàçîì, ìîãóò îïðåäåëÿòü âðåìåíí *ûå
ïàðàìåòðû ñåêðåòîðíîãî ïðîöåññà (Xue et al., 2004; Yang
et al., 2010). Ïðèñóòñòâèå Sept4 êàê â ñèíàïòè÷åñêèõ âåçè-
êóëàõ, òàê è íà ïðåñèíàïòè÷åñêîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü èõ ôóíêöèþ â òðàíñïîðòè-
ðîâêå âåçèêóë è âçàèìîäåéñòâèè ñ ìåìáðàíîé â ïðîöåññå
ýêçîöèòîçà (Caltagarone et al., 1998). Ïîêàçàíà êîèììó-
íîïðåöèïèòàöèÿ áåëêîâ Sept5 è Sept2 ñ áåëêîì SNARE-
êîìïëåêñà ñèíòàêñèíîì, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ïðîöåññå
íåéðîñåêðåöèè (Dent et al., 2002). Â õîäå íåìíîãî÷èñëåí-
íûõ èññëåäîâàíèé âçàèìîäåéñòâèÿ ñåïòèíîâ ìëåêîïè-
òàþùèõ ñ äðóãèìè áåëêàìè ïîêàçàíà èõ ôèçè÷åñêàÿ àññî-
öèàöèÿ ñ êîìïîíåíòîì «ìàøèíû ýêçîöèòîçà» ðàñòâîðè-
ìûì N-ýòèëìàëåèìèä-÷óâñòâèòåëüíûì ôàêòîðîì (NSF)
SNARE-êîìïëåêñà, êîòîðûé îïîñðåäóåò ñëèÿíèå ñèíàï-
òè÷åñêèõ âåçèêóë ñ ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíîé â îá-
ëàñòè àêòèâíîé çîíû ñåêðåöèè. Ïðîâåäåííûå íàìè èññëå-
äîâàíèÿ íà ñèíàïòè÷åñêîì êîíòàêòå äèàôðàãìàëüíîé
ìûøöû ìûøè ïîêàçàëè, ÷òî áëîêèðîâàíèå ñåïòèíîâ ñèí-
òåòè÷åñêèì öèòîêèíîì ôîðõëîðôåíóðîíîì âûçûâàåò
ñíèæåíèå óðîâíÿ ñïîíòàííîé êâàíòîâîé ñåêðåöèè àöå-
òèëõîëèíà è óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êâàíòîâ ìåäèàòîðà,
îñâîáîæäàåìûõ â îòâåò íà íåðâíûé ñòèìóë, à òàêæå èçìå-
íÿåò âðåìåíí *ûå ïàðàìåòðû ñåêðåöèè êâàíòîâ (Tokhtaeva
et al., 2015). Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ê Sept2,
Sept7 è Sept9 è âòîðè÷íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ àíòèòåë âûÿ-
âèë èììóíîïîçèòèâíóþ ðåàêöèþ íà Sept2, Sept7 è Sept9 â
îáëàñòè íåðâíî-ìûøå÷íûõ ñèíàïòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ
êðûñû. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íà-
ëè÷èè â îáëàñòè ïåðèôåðè÷åñêèõ ñèíàïñîâ òåïëîêðîâíûõ
áåëêîâ ñåïòèíîâ. Âëèÿíèå áëîêàòîðà èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
êîìïëåêñîì ñèíàïòè÷åñêèõ áåëêîâ íà êîëè÷åñòâî îñâî-
áîæäàåìûõ êâàíòîâ íåéðîìåäèàòîðà è âðåìåíí *ûå ïàðà-
ìåòðû ñåêðåöèè óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå áåëêîâ ñåïòèíîâ â
ðåãóëÿöèè íåéðîñåêðåòîðíîãî ïðîöåññà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-02983) è ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ-
5584.2014.4).
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Áîëåçíü Õàíòèíãòîíà (ÁÕ) — ýòî àóòîñîìíî-äîìè-
íàíòíîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå, âûçâàííîå

óìíîæåíèåì â ïåðâîì ýêçîíå ãåíà áåëêà õàíòèíãòèíà êî-
äîíà CAG, êîäèðóþùåãî ãëóòàìèí. Â íîðìå êîëè÷åñòâî
êîäèðóþùèõ ãëóòàìèí ïîâòîðîâ íå ïðåâûøàåò 35, â òî
âðåìÿ êàê ïðè çàáîëåâàíèè íàáëþäàþòñÿ ïîëèãëóòàìèíî-
âûå òðàêòû äëèíîé äî 90 ãëóòàìèíîâ è áîëåå. Â ïåðâóþ
î÷åðåäü ÁÕ ïîðàæàåò íåéðîíû ñòðèàòóìà. Îäèí èç íàèáî-
ëåå îáùèõ òèïîâ ïðèòîêà êàëüöèÿ èç âíåêëåòî÷íîé ñðå-
äû — äåïîóïðàâëÿåìûé êàëüöèåâûé âõîä. Äëÿ åãî àêòè-
âàöèè íåîáõîäèìî ïîíèæåíèå êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ âî
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îñíîâíûå áåëêè, ïðèíèìàþùèå
ó÷àñòèå â äåïîóïðàâëÿåìîì êàëüöèåâîì îòâåòå, — ëîêà-
ëèçîâàííûå â ìåìáðàíàõ ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëó-
ìà (ÝÐ) áåëêè STIM (êàëüöèåâûå ñåíñîðû ÝÐ) è ðåöåïòîð
IP3 (îòâå÷àåò çà âûáðîñ êàëüöèÿ èç äåïî), à òàêæå áåëêè
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ôîðìèðóþùèå èîííûå ïîðû
êàíàëîâ, à èìåííî áåëêè ñåìåéñòâ TRPC è Orai. Ðàíåå ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(patch-clamp â êîíôèãóðàöèè whole-cell) ìû èññëåäîâàëè
äåïîóïðàâëÿåìûå òîêè êàëüöèÿ â ìîäåëÿõ ÁÕ íà êëåòêàõ
ìûøèíîé íåéðîáëàñòîìû (Neuro2a) è ïåðâè÷íîé êóëüòó-
ðå íåéðîíîâ ñòðèàòóìà, èçîëèðîâàííûõ èç íîâîðîæäåí-
íûõ ìûøàò (MSN), è ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ N-êîíöå-
âîãî ôðàãìåíòà ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà (Htt138Q) ïðè-
âîäèò ê ïàòîëîãè÷åñêîìó óâåëè÷åíèþ âõîäà êàëüöèÿ
÷åðåç äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû. Äëÿ òîãî ÷òîáû èññëåäî-
âàòü ðîëü áåëêîâ STIM1, TRPC1 è Orai1 â ïîääåðæàíèè
äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà â êëåòêàõ-ìîäåëÿõ ÁÕ, ìû ïîäà-
âèëè èõ ýêñïðåññèþ ñ ïîìîùüþ ìàëûõ èíòåðôåðèðóþ-
ùèõ ÐÍÊ è ïîäòâåðäèëè ýôôåêòèâíîñòü ñóïðåññèè ñ ïî-
ìîùüþ èììóíîáëîòîâ. Ðåãèñòðàöèÿ äåïîóïðàâëÿåìûõ
òîêîâ ïîêàçàëà, ÷òî â êëåòêàõ Neuro2a Htt138Q è MSN
Htt138Q äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ â óñëîâèÿõ ñó-
ïðåññèè áåëêîâ STIM1 è TRPC1 ñíèæàëñÿ ïðèìåðíî íà
60—70 %. Ýòî ïîçâîëèëî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî äåïî-
óïðàâëÿåìûé âõîä êàëüöèÿ â ýòèõ êëåòêàõ îïîñðåäóåòñÿ
êàíàëàìè, ñîäåðæàùèìè â êà÷åñòâå ñóáúåäèíèöû áåëîê
TRPC1, è íóæäàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ñåíñîðà êàëüöèÿ â ëþ-
ìåíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, áåëêå STIM1. Íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ Neuro2a Htt138Q ñó-
ïðåññèÿ áåëêà TRPC1 íå òîëüêî ïðèâîäèëà ê âûðàæåííî-
ìó ñíèæåíèþ àìïëèòóäû äåïîóïðàâëÿåìûõ òîêîâ, íî è
ñïîñîáñòâîâàëà âõîäÿùåìó âûïðÿìëåíèþ âîëüò-àìïåð-
íûõ õàðàêòåðèñòèê ðåãèñòðèðóåìûõ òîêîâ. Ïîäîáíîå âû-
ïðÿìëåíèå õàðàêòåðíî äëÿ êàíàëîâ, îáðàçîâàííûõ áåëêà-
ìè Orai1. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ñó-
ïðåññèÿ áåëêà Orai1 â êëåòêàõ Neuro2a Htt138Q è MSN
Htt138Q òàêæå ïðèâîäèò ê âûðàæåííîìó (60—70 %) óìå-
íüøåíèþ àìïëèòóäû äåïîóïðàâëÿåìûõ òîêîâ. Ïðè ýòîì
ñîâìåñòíîå ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè áåëêîâ TRPC1 è Orai1
â êëåòêàõ Neuro2a Htt138Q íå âûçûâàëî äàëüíåéøåãî
ñíèæåíèÿ äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ. Íà îñíîâå
ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëÿ äåïî-
óïðàâëÿåìîãî âõîäà êàëüöèÿ â êëåòêàõ Neuro2a Htt138Q
íåîáõîäèìî ñîâìåñòíîå äåéñòâèå áåëêîâ TRPC1 è Orai1,
ïîñêîëüêó ïîñëåäîâàòåëüíîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè äàí-
íûõ áåëêîâ íå ïðèâîäèò ê àääèòèâíîìó ïîäàâëåíèþ àìï-
ëèòóäû òîêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-31137), Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà, ïðîãðàì-
ìû ÌÊÁ è ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ.
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Ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû — ýòî îðãàíè÷åñêèå âåùåñò-
âà, âûäåëÿåìûå êëåòêàìè ðàñòåíèé è äåéñòâóþùèå â íèç-
êîé êîíöåíòðàöèè êàê ðåãóëÿòîðû ðîñòà è äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Æàñìîíîâàÿ êèñëîòà (ÆÊ) ó÷àñòâóåò â îòâåòå ðàñ-
òåíèé íà ðàçëè÷íûå ïîâðåæäåíèÿ, à àáñöèçîâàÿ êèñëîòà
(ÀÁÊ) êîíòðîëèðóåò ðåãóëÿöèþ ïåðåõîäà â ñîñòîÿíèå ïî-
êîÿ ïðè áèîòè÷åñêîì è àáèîòè÷åñêîì ñòðåññàõ. Èç äàí-
íûõ ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå ðàñòèòåëüíûå ãîð-
ìîíû ñïîñîáíû îêàçûâàòü âëèÿíèå íà æèçíåñïîñîáíîñòü,
ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó, ñèíòåòè÷åñêóþ è ñåê-
ðåòîðíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê æèâîòíûõ. Èçó÷åíèå äåéñò-
âèÿ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íà êëåòêè ÷åëîâåêà êàê â íîð-
ìå, òàê è ïðè ðàçâèòèè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé ìîæåò
âíåñòè çíà÷èòåëüíûé âêëàä â ñîçäàíèå íîâûõ ïîäõîäîâ
ê ðàçðàáîòêå ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ðàñòèòåëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè êóëüòèâèðóåìûå êåðàòèíîöèòû ÷åëîâåêà
HaCaT è êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà
À431. Ðàíåå ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî
ÆÊ óñèëèâàåò èíòåíñèâíîñòü îáùåãî áåëêîâîãî ñèíòåçà â
îáîèõ òèïàõ êëåòîê, à ÀÁÊ — òîëüêî â êëåòêàõ À431, îä-
íàêî äî ñèõ ïîð íåò äàííûõ î òîì, ñ êàêèìè êîíêðåòíî
áåëêàìè ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûëî èññëåäîâàòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ èììóíîöèòîõèìèè
è Âåñòåðí-áëîòèíãà ïðèñóòñòâèå è ëîêàëèçàöèþ áåëêà
èíâîëþêðèíà (ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâêè êåðàòèíîöè-
òîâ) â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ýïèòåëèàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ïîñëå îáðàáîòêè ðàñòèòåëüíûìè ãîðìî-
íàìè. Èíâîëþêðèí ñèíòåçèðóåòñÿ íà ñâîáîäíûõ ïîëè-
ñîìàõ è ïðè âûÿâëåíèè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë äàåò öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè â
êëåòêàõ ëèíèè ÍàÑàÒ, ÷òî ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîæåò îò-
ðàæàòü ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Îäíàêî ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé ïîñëå èíêóáàöèè ñ ðàñòèòåëüíûìè
ãîðìîíàìè âûÿâëåíî íå áûëî. Â êëåòêàõ À431 öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîå îêðàøèâàíèå èìåþò åäèíè÷íûå êëåòêè (ïðåä-
ïîëîæèòåëüíî ÿâëÿþùèåñÿ äèôôåðåíöèðîâàííûìè), òîã-
äà êàê â îñòàëüíûõ âûÿâëÿþòñÿ ïåðèíóêëåàðíûå ñòðóêòó-
ðû, ïî ìîðôîëîãèè íàïîìèíàþùèå êîìïëåêñ Ãîëüäæè.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÆÊ ÷èñëî êëåòîê
ëèíèè À431 ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îêðàøèâàíèåì äîñòî-
âåðíî âîçðàñòàåò â 2.7 ðàçà. Äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè
ìîãóò ÷àùå îòêðåïëÿòüñÿ îò ìîíîñëîÿ è ïîïàäàòü â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû èññëåäîâàëè äåéñò-
âèå ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íà äâå êëåòî÷íûå ôðàêöèè —
êëåòêè, ïðèêðåïëåííûå ê ñóáñòðàòó, è êëåòêè, îòêðåïèâ-
øèåñÿ îò ñóáñòðàòà. Ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ìû îá-
íàðóæèëè, ÷òî ïîñëå èíêóáàöèè íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òîâ ÷åëîâåêà ñ ÆÊ ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè èíâîëþêðèíà
âûÿâëÿåòñÿ âî ôðàêöèè êëåòîê, ñâîáîäíî ïëàâàþùèõ â
ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, ïðèêðåï-
ëåííûõ ê ñóáñòðàòó, óðîâåíü ýêñïðåññèè èíâîëþêðèíà
ïîâûøàåòñÿ ïîñëå èíêóáàöèè êàê ñ ÆÊ, òàê è ñ ÀÁÊ, à â
îòêðåïëåííûõ îò ñóáñòðàòà — òîëüêî ïîñëå èíêóáàöèè ñ
ÀÁÊ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàíåå ïî-
êàçàííîå íàìè óñèëåíèå ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â
êëåòêàõ À431 ïðè äåéñòâèè ÆÊ èëè ÀÁÊ è â êëåòêàõ Íà-

ÑàÒ ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÆÊ ñâÿçàíî ñ ïîâûøåíèåì óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè èíâîëþêðèíà.
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ÂÀÅÌÛÕ ÏÐÈ ÝÒÎÌ ÑÈË. © Â. À. Âîëêîâ,1 Â. Ê. Àðæà-
íèê,2 À. Ë. Äðîáûøåâ,1 Ô. È. Àòàóëëàõàíîâ.1 1 Öåíòð òåî-
ðåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ôèçèêî-õèìè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè
ÐÀÍ, vavolkov@gmail.com, è 2 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè
è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Äëÿ áåçîøèáî÷íîãî ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì âî âðåìÿ
ìèòîçà îíè ïðèêðåïëÿþòñÿ ê âåðåòåíó äåëåíèÿ ñ ïîìî-
ùüþ êèíåòîõîðîâ, áåëêîâûõ ñóïåð-êîìïëåêñîâ, îáðàçóþ-
ùèõñÿ íà öåíòðîìåðíîé îáëàñòè õðîìîñîì. Ìèêðîòðó-
áî÷êè ïðè ðîñòå çàïàñàþò â ñâîåé ñòåíêå ýíåðãèþ ÃÒÔ è
ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ìîãóò âûñâîáîæäàòü åå, îêàçûâàÿ
íà êèíåòîõîðû ñèëó, êîòîðàÿ òåîðåòè÷åñêè áûëà îöåíåíà
â äåñÿòêè ïÍ (Grishchuk et al., 2012). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
ñåãîäíÿ èçâåñòíû ïî÷òè âñå èç îêîëî ñîòíè êîìïîíåíòîâ
êèíåòîõîðà, ìåõàíèçì ïåðåäà÷è ñèëû îò êîíöà ìèêðîòðó-
áî÷êè íà êèíåòîõîð íåÿñåí. Ìû ðåøàåì ýòó ïðîáëåìó,
ïûòàÿñü âîññîçäàòü ñâÿçü êèíåòîõîð—ìèêðîòðóáî÷êà in
vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåêîìáèíàíòíûõ êîìïîíåíòîâ êè-
íåòîõîðà è ìèêðîòðóáî÷åê, âûðàùåííûõ èç î÷èùåííîãî
òóáóëèíà. Ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ õðîìîñîìû ñëó-
æàò ñòåêëÿííûå ìèêðîñôåðû, íåñóùèå íà ïîâåðõíîñòè
êèíåòîõîðíûå êîìïëåêñû. Ìû èçìåðÿåì ñèëó, ñ êîòîðîé
ìèêðîòðóáî÷êà òÿíåò ìèêðîñôåðó ïðè äåïîëèìåðèçàöèè,
ñ ïîìîùüþ «ëàçåðíîãî ïèíöåòà»: ìèêðîñôåðû çàõâàòû-
âàþòñÿ â ëó÷ èíôðàêðàñíîãî ëàçåðà, è çàòåì ðåãèñòðèðó-
åòñÿ ñìåùåíèå ìèêðîñôåðû èç öåíòðà ýòîãî ëó÷à. Ñ ïî-
ìîùüþ ýòèõ ïîäõîäîâ ìû äåìîíñòðèðóåì, ÷òî íàèáîëåå
ýôôåêòèâíàÿ ïåðåäà÷à ñèëû îò ìèêðîòðóáî÷êè íà ãðóç
ïðîèñõîäèò ïðè òîðöåâîì çàêðåïëåíèè ãðóçà. Òàêàÿ îðè-
åíòàöèÿ âîçìîæíà ëèøü â ñëó÷àå, êîãäà êèíåòîõîðíûå
áåëêè, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ìèêðîòðóáî÷êîé, ïðèêðåï-
ëåíû ê ïîâåðõíîñòè ìèêðîñôåðû ñ ïîìîùüþ ãèáêèõ ôèá-
ðèëëÿðíûõ ñâÿçåé, ïîçâîëÿþùèõ ìèêðîñôåðå ïåðåéòè èç
íà÷àëüíîãî áîêîâîãî çàêðåïëåíèÿ â áîëåå ýôôåêòèâíîå
òîðöåâîå. Ìû òàêæå äåìîíñòðèðóåì, ÷òî íåîáõîäèìûì
óñëîâèåì äëÿ ýôôåêòèâíîé ïåðåäà÷è ñèëû îò ìèêðîòðó-
áî÷êè íà êèíåòîõîð ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ àôôèííîñòü ìèêðî-
òðóáî÷êîñâÿçûâàþùåãî ýëåìåíòà êèíåòîõîðà ê ïîëèìå-
ðèçîâàííîìó òóáóëèíó. Èñïîëüçóÿ ðàçðàáîòàííûå íàìè
ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïîäõîäû, ìû äåìîíñòðèðóåì, ÷òî
ñâÿçü ìèêðîòðóáî÷êè ñ êèíåòîõîðîì äðîææåé Saccharo-
myces cerevisiae ìîæåò áûòü ðåêîíñòðóèðîâàíà ñ ïîìî-
ùüþ êîëüöåîáðàçíîãî êîìïëåêñà Dam1, «ïîäâåøåííîãî»
ê ìèêðîñôåðå íà èñêóññòâåííûõ ôèáðèëëàõ äëèíîé 100 íì
(Volkov et al., 2013). Äëÿ ðåêîíñòðóêöèè ñâÿçè ìèêðîòðó-
áî÷åê ñ êèíåòîõîðàìè ÷åëîâåêà ìû èñïîëüçîâàëè êèíåòî-
õîðíûé áåëîê CENP-F, èìåþùèé â ñâîåì ñîñòàâå ýíäî-
ãåííóþ ôèáðèëëÿðíóþ ÷àñòü, îáðàçîâàííóþ ñóïåðñïèðà-
ëüíûìè äîìåíàìè. Òàêèì îáðàçîì, ìû äåìîíñòðèðóåì,
÷òî ýôôåêòèâíîå ñîïðÿæåíèå äâèæåíèÿ õðîìîñîì ñ äèíà-
ìèêîé ìèêðîòðóáî÷åê âîçìîæíî áëàãîäàðÿ òîðöåâîìó çà-
êðåïëåíèþ êèíåòîõîðà ê êîíöó ìèêðîòðóáî÷êè.
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ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÊÀËÜÖÈÉÀÊÒÈ-
ÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊÀËÈÅÂÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ ÏÐÈ ÏÎÂÛØÅ-
ÍÈÈ ÓÐÎÂÍß ÃÎÌÎÖÈÑÒÅÈÍÀ. © À. Ø. Ãàéôóëëèíà,
À. Í. Ìóñòàôèíà. Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëü-
íûé óíèâåðñèòåò.

Ãîìîöèñòåèí (Ãö) — ñåðîñîäåðæàùàÿ, òîêñè÷íàÿ
àìèíîêèñëîòà, ïðîèçâîäíîå ìåòàáîëèçìà ìåòèîíèíà. Ïî-
âûøåíèå êîíöåíòðàöèè Ãö â ïëàçìå è öåðåáðîñïèíàëü-
íîé æèäêîñòè ïàðåäñòàâëÿåò óãðîçó ðàçâèòèÿ ïàòîëîãèé
íåðâíîé è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåì. Õîòÿ íàêîïëåí-
íûå äàííûå è äîêàçûâàþò ñâÿçü Ãö ñ íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íûìè çàáîëåâàíèÿìè, ïðÿìûå ýôôåêòû Íñó íà èîííûå
êàíàëû ÖÍÑ íå èçó÷åíû. Êàëüöèéàêòèâèðóåìûå êàëèå-
âûå êàíàëû (BK-êàíàëû) èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãó-
ëÿöèè âîçáóäèìîñòè êëåòîê. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîé
ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ Íñó íà àêòèâíîñòü
ÂK-êàíàëîâ â êëåòêàõ GH3 ãèïîôèçà êðûñû.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòóðå ãèïîôèçàðíûõ
êëåòîê êðûñû GH3, ïîëó÷åííûõ èç êîëëåêöèè ìèêðîîðãà-
íèçìîâ è êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÔÐÃ.

GH3 — ýòî íåéðîñåêðåòîðíûå êëåòêè ïåðåäíåé äîëè
ãèïîôèçà, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ íàëè÷èåì íàòðèåâûõ, êà-
ëèåâûõ, êàëüöèåâûõ è õëîðíûõ êàíàëîâ íà ïîâåðõíîñòè
ìåìáðàíû è ñïîñîáíîñòüþ ãåíåðèðîâàòü ñïîíòàííûå ïî-
òåíöèàëû äåéñòâèÿ. Êëåòêè GH3 êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °C è âëàæíîñòè 90 % â ðàñòâîðå MEM (minimal essenti-
al medium), äîïîëíåííîì 7 % FCS (fetal calf serum) è 3 %
HS (horse serum). Ðåãèñòðàöèþ ýëåêòðè÷åñêèõ îòâåòîâ
ïðîâîäèëè íà 3—4-å ñóò ïîñëå âûñàæèâàíèÿ. Ïàò÷-ïèïåò-
êè èçãîòàâëèâàëè èç áîðîñèëèêàòíîãî ñòåêëà (Havard Ap-
paratus) è èìåëè ñîïðîòèâëåíèå 5—8 MOì. Ðåãèñòðàöèþ
â ðåæèìàõ whole-cell, outside out è inside out ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì óñèëèòåëÿ Axopatch-200B ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïðîãðàììû Clamp10 (Axon Instruments/Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, ÑØA). Ïðè ðåãèñòðàöèè èíòåãðà-
ëüíûõ òîêîâ â ðåæèìå whole-cell íàìè íå âûÿâëåíî èçìå-
íåíèÿ àìïëèòóäû âûõîäÿùèõ êàëèåâûõ òîêîâ â îòâåò íà
ïîäà÷ó ðàçëè÷íûõ ïîòåíöèàëîâ ìåìáðàíû îò –80 äî
120 ìÂ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ýôôåêòà Ãö íà àêòèâíîñòü îäè-
íî÷íûõ ÂK-êàíàëîâ Ãö (50.100 è 300 ìêÌ) àïïëèöèðîâà-
ëè ïðè ïîòåíöèàëå ôèêñàöèè 30 ìÂ â ðåæèìå ðåãèñòðà-
öèè outside out. Ãö â êîíöåíòðàöèè 300 ìêÌ âûçûâàë ïî-
âûøåíèå âåðîÿòíîñòè îòêðûòèÿ êàíàëîâ äî 0.0507 ± 0.008
(1 ìèí), 0.0448 ± 0.0093 (2 ìèí) è 0.0392 ± 0.0071 (3 ìèí)
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì 0.0424 ± 0.0062 (P < 0.05, n =
= 17), áåç èçìåíåíèÿ âðåìåíí *ûõ ïàðàìåòðîâ è àìïëèòóäû
òîêîâ îäèíî÷íûõ êàíàëîâ. Ïîñêîëüêó Ãö íå ïðîíèêàåò
÷åðåç ìåìáðàíó êëåòêè, äëÿ âûÿâëåíèÿ åãî ýôôåêòîâ ñ
âíóòðåííåé ñòîðîíû ìåìáðàíû ìû ïðîâîäèëè ýêñïåðè-
ìåíòû â êîíôèãóðàöèè inside out. Àïïëèêàöèÿ Ãö
(300 ìêÌ) íå ïðèâîäèëà ê äîñòîâåðíîìó èçìåíåíèþ
âåðîÿòíîñòè îòêðûòèÿ êàíàëîâ, êîòîðàÿ ñîñòàâèëà
0.0057 ± 0.0019 (1 ìèí), äî 0.0056 ± 0.0022 (2 ìèí) è äî
0.0066 ± 0.002 (3 ìèí) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè çíà-
÷åíèÿìè 0.0091 ± 0.0043 (P < 0.05, n = 7). Ïðè ýòîì çíà÷å-
íèÿ àìïëèòóäû òîêîâ è âðåìåíí *ûå õàðàêòåðèñòèêè íå èç-
ìåíÿëèñü. Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî íà
ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ ýôôåêò Ãö ïðîÿâëÿëñÿ â óñëî-

âèÿõ èçìåíåíèÿ îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîãî ñòàòó-
ñà êëåòîê. Ïîýòîìó ìû èñïîëüçîâàëè îêèñëÿþùèé àãåíò
òèìåðîñàë. Íà ôîíå äåéñòâèÿ òèìåðîñàëà àêòèâíîñòü
ÂK-êàíàëîâ ñíèçèëàñü äî 0.0075 ± 0.0037 (1 ìèí),
0.0074 ± 0.0041 (2 ìèí) è 0.0072 ± 0.0042 (3 ìèí) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè çíà÷åíèÿìè 0.0093 ± 0.00042
(P < 0.05, n = 5), ÷òî ñâÿçàíî ñ îêèñëåíèåì ñóáúåäèíèö
èîííûõ êàíàëîâ. Ïîñëåäóþùàÿ àïïëèêàöèÿ Ãö (300 ìêÌ)
ïðèâåëà ê çíà÷èòåëüíîìó óñèëåíèþ âåðîÿòíîñòè îòêðû-
òèÿ êàíàëîâ äî 0.0047 ± 0.0018 (1 ìèí), 0.0087 ± 0.0025
(2 ìèí), 0.0105 ± 0.004 (3 ìèí) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
0.0027 ± 0.0015 (P < 0.05, n = 9). Ïî-âèäèìîìó, Ãö îáëà-
äàåò âîññòàíîâèòåëüíûìè ñâîéñòâàìè è íàïðÿìóþ óâåëè-
÷èâàåò àêòèâíîñòü ÂK-êàíàëîâ â êëåòêàõ GH3 â ðåçóëüòà-
òå âîññòàíîâëåíèÿ äâîéíûõ äèñóëüôèäíûõ S—S-ñâÿçåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00618).
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Íàéäåííûå ó äåðåâüåâ áåññåçîííîãî è òðàâ ñåçîííîãî
êëèìàòà ðàçëè÷èÿ òåìïåðàòóðû öèðêóëèðóþùåé â ñîñó-
äàõ æèäêîñòè — ñâèäåòåëüñòâî òîãî, ÷òî òåðìî- è êðèî-
ôèëèÿ ðàñòåíèé ðàçâèâàëèñü êàê çàâèñèìûå îò èñòî÷íèêà
âîäû îìáðî- è ãëÿöèîôèëèÿ. Âîäà èç òåïëîé è ïîñòîÿííî
äîñòóïíîé â ïàëåîãåíå â íåîãåíå ñòàíîâèòñÿ íà 10—12 °Ñ
áîëåå õîëîäíîé è äîñòóïíîé òîëüêî ñåçîííî. Â ðåçóëü-
òàòå áåññåçîííûå äðåâåñíûå ôîðìû òåïëîãî ïàëåîãåíà
ñìåíÿþòñÿ ñåçîííûìè òðàâàìè õîëîäíîãî íåîãåíà, à ëåñ-
íûå ñîîáùåñòâà — ëóãîâûìè. Íîâûå ôîðìû âîçíèêëè â
ðåçóëüòàòå êîìïåíñàòîðíîé çàìåíû ýôôåêòèâíîãî, íî
÷óâñòâèòåëüíîãî ê õîëîäó ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ïèùåâî-
ãî òðàêòà íà íåýôôåêòèâíûé, áîëåå ýíåðãîçàòðàòíûé,
íî ñâîáîäíûé îò òåìïåðàòóðíîé çàâèñèìîñòè ýêçîïëàç-
ìàòè÷åñêèé (àïîïëàñòíûé). Èõ ñðàâíèòåëüíîå ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíîå èññëåäîâàíèå — öåëü ïðåäñòàâëåí-
íîé ðàáîòû.

Áàçîâûìè ñòðóêòóðàìè âíóòðèïëàçìàòè÷åñêîãî òðàê-
òà ÿâëÿþòñÿ ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì è ïëàçìîäåñ-
ìû. Òåõíèêà ëîêàëüíûõ ëåäÿíûõ ìàíæåò èñïîëüçîâàíà
äëÿ èìèòàöèè áëîêàäû ýêñïîðòà ôîòîñèíòàòîâ õîëîäîì.
Ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîäàâëåíèå àêòîìè-
îçèíîâîé ïîäâèæíîñòè ðåòèêóëóìà âåäåò ê ïîâûøåíèþ
ñîäåðæàíèÿ êðàõìàëà â õëîðîïëàñòàõ è ñàõàðîçû â àïîï-
ëàñòå. Êîëëàïñ ðåòèêóëóìà è ýëèìèíàöèÿ ïëàçìîäåñìåí-
íûõ ïîëåé ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàçâèòèåì ëàáèðèíòîâ êëå-
òî÷íîé îáîëî÷êè, èíòåíñèôèöèðóþùèõ òðàíçèò ñàõàðîâ
÷åðåç àïîïëàñò. Èõ ïåðåíîñ ÷åðåç ìåìáðàíû ñîïðÿæåí ñ
êîíâåðòàöèåé äî ñàõàðîçû. Ñëåäñòâèåì ÿâëÿåòñÿ óíèôè-
êàöèÿ ñîñòàâà ôëîýìíîãî ýêññóäàòà.

Êëåòêè ñ îáåèìè àëüòåðíàòèâíûìè òðàíñïîðòíûìè
ñòðóêòóðàìè îòíîñÿòñÿ ê ÷èñëó íàèáîëåå íàñûùåííûõ
ìèòîõîíäðèÿìè. Ïî ýòîìó ïðèçíàêó ýêñïîðò ôîòîñèíòà-
òîâ — îäèí èç ñàìûõ ýíåðãîçàòðàòíûõ ïðîöåññîâ ó ðàñòå-
íèé. Â ñëó÷àå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî êàíàëà òðàíñïîðòà
âûñîêèé ðàñõîä ýíåðãèè ñâÿçàí ñ îáåñïå÷åíèåì àêòîìèî-
çèíîâîãî ìåõàíèçìà ïîäâèæíîñòè ðåòèêóëóìà (2—
4 ìêì/ñ, äàííûå âèäåîôèëüìîâ â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðå-
ìåíè). Ïðè òðàíçèòå ÷åðåç àïîïëàñò — ñ òðàíñìåìáðàí-
íûì ïåðåíîñîì ñàõàðîçû (ìîëü ÀÒÔ íà ìîëü ñàõàðîçû).
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Ðàñ÷åòû ñêëîíÿþò ê âûâîäó î áîëüøåé ýíåðãîåìêîñòè
òðàíñïîðòà ôîòîñèíòàòîâ ïî àïîïëàñòíîìó òðàêòó. Àêòî-
ìèîçèíîâàÿ ïîäâèæíîñòü ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî òðàêòà â
áëàãîïðèÿòíîì òåìïåðàòóðíîì äèàïàçîíå çíà÷èòåëüíî
äåøåâëå. Âûâîä ïîäòâåðæäàåòñÿ ñîîòíîøåíèåì ïîòåíöè-
àëîâ ðîñòà äåðåâüåâ è òðàâ. Ãèãàíòñêèå ïîëèêàðïè÷åñêèå
äðåâåñíûå ôîðìû èìåþò ìèíèìàëüíûé ñðåäè âûñøèõ
ðàñòåíèé ðàçìåð ãåíîìà (1—2 ïã). Ýôåìåðíûå ìîíîêàð-
ïè÷åñêèå òðàâû, íàîáîðîò, îòëè÷àþòñÿ ðåêîðäíûìè âåëè-
÷èíàìè ãàïëîèäíîãî ãåíîìà (äåñÿòêè ïã) è ïîëèïëîè-
äèåé. Êðóïíûé ãåíîì, ïîëèïëîèäèÿ, óíèôèöèðîâàííûé
ôëîýìíûé ýêññóäàò — ïðåäïîñûëêè äëÿ øèðîêîãî ðàñ-
ïðîñòðàíåíèÿ ãèáðèäèçàöèè ñðåäè òðàâ, áûñòðîãî ðîñòà
âåëè÷èíû èõ òàêñîíîâ. Îáùàÿ äëÿ êàéíîçîÿ òåíäåíöèÿ
ïåðåõîäà îò äðåâåñíûõ äîëãîæèòåëåé ê ýôåìåðíûì òðà-
âàì, îò ãèãàíòîâ ê êàðëèêàì, îò íåáîëüøîãî ôóíêöèîíà-
ëüíî ýôôåêòèâíîãî ãåíîìà ê êðóïíîìó íåýôôåêòèâíîìó
îòðàæàåò ãåíåðàëüíûé òðåíä èçìåíåíèé êëèìàòà îò îïòè-
ìàëüíîãî äëÿ âûñøèõ ðàñòåíèé ê ýêñòðåìàëüíîìó. Êàé-
íîçîéñêàÿ ýâîëþöèÿ ôîðì âûñøèõ ðàñòåíèé — ïóòü íà-
ðàùèâàíèÿ íå ïðîäóêòèâíîñòè, à óñòîé÷èâîñòè. Êëèìàòè-
÷åñêèé àäàïòîãåíåç âûñøèõ ðàñòåíèé è æèâîòíûõ ïî
ðÿäó ïàðàìåòðîâ ìîã áûòü ñõîäíûì. Ñðåäè íèõ — èçìå-
íåíèÿ òåìïåðàòóðû ìåæêëåòî÷íîé ñðåäû, îòâåòñòâåííîé
çà ðàñïðåäåëåíèå òðîôè÷åñêèõ, ðåãóëÿòîðíûõ, ãîðìîíà-
ëüíûõ ñîåäèíåíèé, çà ñèíõðîíèçàöèþ ïðîöåññîâ áåëêî-
âîãî ñèíòåçà.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÐÀÊÎÂÎ-ÒÅÑÒÈÊÓ-
ËßÐÍÛÕ ÀÍÒÈÃÅÍÎÂ Â ÍÎÐÌÀËÜÍÛÕ È ÐÀÊÎ-
ÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ — ÍÎÂÀß
ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÀß ÝÍÈÃÌÀ. © Î. Ô. Ãîðäååâà. Èíñòè-
òóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà,
olgagordeeva@yandex.ru

Ðàêîâî-òåñòèêóëÿðíûå àíòèãåíû ýêñïðåññèðóþòñÿ â
ñïåðìàòîãåííûõ è ðàêîâûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, à
òàêæå íà íèçêîì óðîâíå â ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ ìûøè è ÷åëîâåêà. Îäíàêî ðîëü ðàêîâî-òåñòèêó-
ëÿðíûõ àíòèãåíîâ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ â
íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, à òàêæå â ïðîöåññå
ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíîé, íåñìîò-
ðÿ íà áîëåå ÷åì 20-ëåòíþþ èñòîðèþ èõ èññëåäîâàíèé.
Ñïåöèôè÷åñêèå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ðàêîâî-òåñòèêóëÿð-
íûõ àíòèãåíîâ ñåìåéñòâ Mage âûÿâëåíû â ñïåðìàòîãåí-
íûõ, ýìáðèîíàëüíûõ è âíåçàðîäûøåâûõ êëåòêàõ ìëåêî-
ïèòàþùèõ, òîãäà êàê â áîëüøèíñòâå îïóõîëåâûõ êëåòîê
ïàòòåðíû èõ ýêñïðåññèè íå ÿâëÿþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè
äëÿ îïóõîëåé ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ âïåðâûå ïîëó÷åíû äàííûå îá ýê-
ñïðåññèè ðàêîâî-òåñòèêóëÿðíûõ àíòèãåíîâ â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ïëþðèïîòåíò-
íûõ ñòâîëîâûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ ìûøè è ÷å-
ëîâåêà, à òàêæå â ýìáðèîíàëüíûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ
ìûøè. Áûëî âïåðâûå óñòàíîâëåíî, ÷òî â íåäèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ïëþðèïîòåíòíûõ
ñòâîëîâûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ ìûøè, à òàêæå
â ýìáðèîíàëüíûõ ñîìàòè÷åñêèõ è ïîëîâûõ êëåòêàõ ìûøè
ýêñïðåññèðóþòñÿ ãåíû ñåìåéñòâ Mage-a, Mage-b, Mage-d,
Mage-e è Mage-l2, õîòÿ è íà áîëåå íèçêîì óðîâíå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ñåìåííèêàìè âçðîñëûõ ìûøåé ðàçíûõ ëèíèé.
Îáíàðóæåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ àíòèãåíîâ ñåìåéñòâ Mage,
âåðîÿòíî, íå ñâÿçàíà ñî ñòàäèåé êëåòî÷íîãî öèêëà â èçó-
÷àåìûõ êëåòêàõ, òàê êàê áåëêè Mage âûÿâëåíû âî âñåõ

êëåòêàõ — êàê â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, òàê è â
äðóãèõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà. Îäíàêî âûÿâëåíû êîððå-
ëÿöèè ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíà C-myc è ãåíîâ Mage â
ïëþðèïîòåíòíûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ — áîëåå
âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà Mage-a4 êîððåëèðóåò ñ áîëåå
âûñîêîé ýêñïðåññèåé C-myc. Âïåðâûå îáíàðóæåíû ðàç-
ëè÷èÿ â ýêñïðåññèè ãåíîâ Mage-a2 è Mage-a6 â íóëëèïî-
òåíòíûõ òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ ìûøè F9, íåñïî-
ñîáíûõ ê ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêå, ÷òî ìîæåò áûòü
õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ äëÿ çëîêà÷åñòâåííûõ òåðàòî-
êàðöèíîìíûõ êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ â äèôôåðåíöèðóþ-
ùèõñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ðåòèíîåâîé êèñëîòû ïëþðèïî-
òåíòíûõ ñòâîëîâûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ ìûøè
ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåìåéñòâ Mage-a è Mage-b áî-
ëåå ñõîäíû ìåæäó ñîáîé, ÷åì â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòêàõ. Áûëè òàêæå âûÿâëåíû èçìåíåíèÿ â ïàòòåðíàõ ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ ñåìåéñòâ Mage-a è Mage-b â íîðìàëüíûõ
ñîìàòè÷åñêèõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè in vitro è âîçäåéñòâèè ôàê-
òîðîâ, ìîäóëèðóþùèõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå âïåðâûå äåìîíñòðèðóþò ó÷àñòèå ãåíîâ
ñåìåéñòâ Mage-a è Mage-b â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ êàê â íîðìàëüíûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ è
ýìáðèîíàëüíûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ, òàê è â îïóõîëå-
âûõ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-00419-à).

ÌÍÎÃÎÔÀÊÒÎÐÍÀß ÏÀÒ×-ÊËÀÌÏ-ÑÏÅÊÒÐÎ-
ÑÊÎÏÈß ÊÀÊ ÌÅÒÎÄ ÀÍÀËÈÇÀ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÑÈÃ-
ÍÀËÈÇÀÖÈÈ È ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÔÓÍÊ-
ÖÈÉ ÈÎÍÍÛÌÈ ÊÀÍÀËÀÌÈ. © Î. Â. Ãðàäîâ. Èíñòè-
òóò ýíåðãåòè÷åñêèõ ïðîáëåì õèìè÷åñêîé ôèçèêè èì.
Â. Ë. Òàëüðîçå ÐÀÍ, Ìîñêâà, o.v.gradov@gmail.com

Èçâåñòíî, ÷òî ðàçëè÷íûå êàíàëû èìåþò ðàçíûå ÷àñ-
òîòû îòêðûòèÿ è áëîêèðîâàíèÿ, ðàçíûå êîíñòàíòû âðåìå-
íè. Òàê, áûñòðûå êàëèåâûå êàíàëû èìåþò ïîðîã àêòèâà-
öèè –70 ìÂ, àêòèâèðóþòñÿ çà 1—2 ìñ è èíàêòèâèðóþòñÿ
çà 10—15 ìñ, ò. å. ìåíÿþò ñîñòîÿíèå íà ïîðÿäîê îòëè÷àþ-
ùèìèñÿ ñêîðîñòÿìè; â òî æå âðåìÿ äëÿ êàëèåâûõ êàíàëîâ
ñ ìåäëåííîé àêòèâàöèåé êîíñòàíòû ìîãóò äîñòèãàòü ñå-
êóíä. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýëåêòðîáèîëîãè÷åñêèå âçàèìî-
äåéñòâèÿ â «êàíàëîìå» (channelome) ïðèâîäÿò ê ñìåùå-
íèþ àääèòèâíûõ «ìîä» ñêîðîñòåé èëè ãèñòîãðàììû ýëåê-
òðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ÷àñòîò (òàê, êàëüöèåâûé òîê ÷åðåç
òàê íàçûâàåìûå CRAC-êàíàëû ìîæåò óâåëè÷èâàòü ÷àñòî-
òó ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ ñèãíàëîâ, à èîííûå êàíàëû, îáåñ-
ïå÷èâàþùèå äåéñòâèå If-òîêîâ, êîíòðîëèðóþò ÷àñòîòû
ðèòìà íåéðîííûõ ñòðóêòóð, òàêæå êàê è KCà-êàíàëû, êî-
òîðûå ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè èíòåðâàëîâ ïîòåíöèàëà
äåéñòâèÿ ïðè íàñòðîéêå íà îïðåäåëåííûå ÷àñòîòû). Èíû-
ìè ñëîâàìè, ñóùåñòâóåò èåðàðõèÿ âðåìåí êàíàëîâ (êàê è
èíäóöèðóåìûõ èìè âòîðè÷íûõ ïðîöåññîâ) è ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ÷àñòîò, íà êîòîðûõ ïðîèñõîäÿò ôèçè÷åñêè îòëè÷è-
ìûå äðóã îò äðóãà ïðîöåññû, õàðàêòåð êîòîðûõ ìîæåò
áûòü ñîïîñòàâëåí ñ èõ ÷àñòîòíî-âðåìåíí *îé õàðàêòåðèñòè-
êîé. Òàê êàê íàðàñòàíèå è ñïàä àêòèâíîñòè â ðàçíûõ ñëó-
÷àÿõ ïðîèñõîäÿò ïî-ðàçíîìó (ñ ðàçëè÷íûì èíêðåìåíòîì /
äåêðåìåíòîì â ñëó÷àå èíäóöèðîâàííûõ ïðîöåññîâ), âîç-
ìîæíî ñîïîñòàâëåíèå ôèçèîëîãè÷åñêè ðàçëè÷íûõ ïðî-
öåññîâ ñ ðàçëè÷íîé «ôîðìîé ADSR» è ÷àñòîòíî-ôàçîâîé
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õàðàêòåðèñòèêîé. Êàê ñëåäñòâèå ýòîãî âîçìîæíî ñîçäà-
íèå ïàò÷-êëàìï-ñïåêòðîñêîïèè êàíàëîâ, â òîì ÷èñëå â ðå-
æèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè, âûáîð ïåðåìåííûõ äëÿ êîòîðîé
çàâèñèò òîëüêî îò ïîòðåáíîñòåé ýêñïåðèìåíòà è õàðàêòå-
ðà îòêëèêà êàíàëîìà. Íàìè ñîçäàí ïðîãðàììíî-àïïàðàò-
íûé êîìïëåêñ äëÿ ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà
(patch-clamp + voltage-clamp), ñïîñîáíûé ðàáîòàòü â ðå-
æèìå TRT (True Real Time) è îáðàáàòûâàòü ñîõðàíåííûå
ïàò÷-êëàìï-äàííûå. Èñïîëüçóÿ äàííóþ óñòàíîâêó, ìîæíî
îñóùåñòâëÿòü âèçóàëèçàöèþ ñïåêòðîâ ïî ðàçíûì íåýêâè-
âàëåíòíûì Y-ïåðåìåííûì (àìïëèòóäà, ìàãíèòóäà, ôàçà,
äåéñòâèòåëüíàÿ è ìíèìàÿ êîìïîíåíòû, ñïåêòðàëüíàÿ
ïëîòíîñòü ìîùíîñòè, ñòàòèñòèêà ñ÷åòà ïî èìïóëüñàì, âå-
ëè÷èíû êîððåëÿöèè è ñòàòèñòè÷åñêîé íåâÿçêè è ò. ä.).
Ïðèìåíÿÿ â àíàëèòè÷åñêîé îáðàáîòêå ïàò÷-êëàìï-äàííûõ
ñîâìåñòíî ýòè ïîäõîäû, ìîæíî ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ î
ìíîæåñòâå ïðîöåññîâ, íå îòñëåæèâàåìûõ âèçóàëüíî ïî
ðåãèñòðîãðàììå èëè ïðîñòûìè ìåòîäàìè (íàïðèìåð,
îáû÷íûì ÁÏÔ), ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå äîëæíî ñòàòü îñíî-
âîé àâòîìàòèçèðîâàííîé èäåíòèôèêàöèè äàííûõ êëåòî÷-
íûõ / ìåìáðàííûõ ïðîöåññîâ è èõ êîìïëåêñíîé ðåãó-
ëÿöèè â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè. Ìåòðîëîãè÷åñêàÿ
âîçìîæíîñòü ïîñòðîåíèÿ ðÿäà òîíêèõ çàâèñèìîñòåé,
îñíîâàííûõ íà îáúåêòèâíûõ åäèíèöàõ èçìåðåíèé (÷òî îò-
ëè÷àåòñÿ îò îáû÷íîãî âû÷èñëåíèÿ â äåöèáåëàõ — îòíîñè-
òåëüíûõ åäèíèöàõ), ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü íå òîëüêî ýâðè-
ñòè÷åñêè öåííûå êà÷åñòâåííûå ðåçóëüòàòû ïðè îïèñàíèè
ìåìáðàííî-áèîëîãè÷åñêèõ è èíòðàêàíàëîìíûõ ïðîöåñ-
ñîâ, íî è «êâàíòèôèöèðîâàòü» èõ, ò. å. ïîëó÷èòü êîëè-
÷åñòâåííûå îöåíêè, èçìåðåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè (íàïðèìåð, ýíåðãåòè÷åñêèå ñïåêòðû ïî ìåòîäó
Ïðîíè ñ âû÷èñëåíèåì äîâåðèòåëüíûõ èíòåðâàëîâ è ñòà-
òèñòè÷åñêèõ îñòàòêîâ è èõ ïðîöåíòíîé ñòðóêòóðû, âèçóà-
ëèçàöèåé äèàãðàìì ñåëåêöèè êîìïëåêñíûõ êîðíåé è íå-
ëèíåéíîé ÷èñëåííîé àïïðîêñèìàöèåé ÷àñòîòíîé õàðàêòå-
ðèñòèêè). Ïðè ýòîì âîçìîæíîñòü ââîäà ðåçóëüòàòîâ â
áàçó äàííûõ è èíòåðïðåòàöèÿ èõ (â ñëó÷àå äîñòîâåðíîé
èçâåñòíîñòè âçàèìíî ñîîòâåòñòâóþùåãî èì ïðîöåññà èëè
ôîðìû àêòèâíîñòè / îòêëèêà) êàê îïîðíûõ ñèãíàëîâ ïðè
ñëè÷åíèè ñ òåì èëè èíûì ðåçóëüòàòîì ïàò÷-êëàìï-ðåãè-
ñòðàöèè ïîçâîëÿåò ïðîèçâîäèòü ñâîåãî ðîäà «êîìïëåêñ-
íûé êàíàëîìíûé ôèíãåðïðèíòèíã» ïî ìóëüòèêðèòåðè-
àëüíûì áàçîâûì èñòî÷íèêàì, àíàëîãè÷íî òîìó êàê ýòî
ïðèíÿòî â ñïåêòðîìåòðèè.

ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×ÍÛÅ ÔÈËÀÌÅÍÒÛ ÊËÅÒÎÊ ÐÅÒÈ-
ÍÀËÜÍÎÃÎ ÏÈÃÌÅÍÒÍÎÃÎ ÝÏÈÒÅËÈß Â ÏÐÎÖÅÑ-
ÑÅ ÅÃÎ ÐÅÏÐÎÃÐÀÌÌÈÐÎÂÀÍÈß Â ÍÅÉÐÎÍÛ ÏÐÈ
ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÑÅÒ×ÀÒÊÈ Ó ÒÐÈÒÎÍÀ PLEURODE-
LES WALTL. © Ý. Í. Ãðèãîðÿí. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, e.grigoryan@hotma-
il.com

Ó òðèòîíà ðåòèíàëüíûé ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé (ÐÏÝ)
îáëàäàåò óíèêàëüíîé ñïîñîáíîñòüþ ê òðàíñäèôôåðåíöè-
ðîâêå â êëåòêè ñåò÷àòêè in vivo. Ýòî ñâîéñòâî ïîçâîëÿåò
ðåãåíåðèðîâàòü ñåò÷àòêó ïîñëå ðàçëè÷íîãî ðîäà ïîâðåæ-
äåíèé è äàæå â ñëó÷àå åå ïîëíîãî õèðóðãè÷åñêîãî óäàëå-
íèÿ. Öèòîñêåëåò êëåòîê ÐÏÝ îòðàæàåò, ñ îäíîé ñòîðîíû,
åãî ýïèòåëèàëüíóþ è ôóíêöèîíàëüíóþ ñïåöèàëèçàöèþ, ñ
äðóãîé — ñïîñîáíîñòü ê ôåíîòèïè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè.
Ìû èññëåäîâàëè ñîñòîÿíèå öèòîñêåëåòà êëåòîê ÐÏÝ òðè-
òîíà Pleurodeles waltl â íîðìå è â íà÷àëå ïðîöåññà ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèÿ â êëåòêè ñåò÷àòêè ïîñëå ðåòèíýêòî-

ìèè. Äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ñìåíû ñïå-
öèôè÷åñêèõ áåëêîâ öèòîñêåëåòà èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà
ïðîòèâ áåëêà íåéðîôèëàìåíòîâ NF-200 è ýïèòåëèàëüíûõ
öèòîêåðàòèíîâ. Â ðåçóëüòàòå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî äëÿ
íàòèâíîãî ÐÏÝ òðèòîíà õàðàêòåðíû ïàíöèòîêåðàòèíû, íî
íå NF-200. Èíäóêöèÿ ê ðåïðîãðàììèðîâàíèþ ÐÏÝ ïóòåì
èçîëÿöèè ñåò÷àòêè (óäàëåíèå, îòñëîéêà) ïðèâîäèëà ê áû-
ñòðîìó èíãèáèðîâàíèþ ýêñïðåññèè öèòîêåðàòèíîâ. Òî æå
íàáëþäàëîñü è ïðè èçîëÿöèè è äèññîöèàöèè êëåòîê ÐÏÝ
ýòèõ æèâîòíûõ. Ñ âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ ýòî áûëî âûçâà-
íî ìåíÿþùèìèñÿ ìåõàíè÷åñêèìè óñëîâèÿìè: ïîòåðåé
êîíòàêòîâ êëåòîê äðóã ñ äðóãîì, ñ âûñòèëàþùåé ÐÏÝ
ìåìáðàíîé Áðóõà è ñ íåéðàëüíîé ñåò÷àòêîé, ò. å. ñî âñåì
êëåòî÷íûì îêðóæåíèåì â ÐÏÝ. Óæå â ïåðâûõ êëåòêàõ,
âûñåëÿþùèõñÿ èç ñëîÿ ÐÏÝ è ìåíÿþùèõ ôåíîòèï, èíè-
öèèðîâàëàñü ýêñïðåññèÿ ïàííåéðàëüíîãî áåëêà NF-200 íà
ôîíå ïðèñóòñòâèÿ â êëåòêàõ ïèãìåíòíûõ ãðàíóë è ñïåöè-
ôè÷åñêîãî áåëêà RPE65. Èìììóíîöèòîõèìè÷åñêîå èçó-
÷åíèå äðóãîãî áåëêà ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ — âè-
ìåíòèíà, õàðàêòåðíîãî äëÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê è ýêñï-
ðåññèðóþùåãîñÿ ïðè îïðåäåëåííûõ ïàòîëîãèÿõ ñåò÷àòêè
â ÐÏÝ ìëåêîïèòàþùèõ, ïîêàçàëî îòñóòñòâèå åãî â èñõîä-
íûõ êëåòêàõ, íî íàêîïëåíèå â ðåïðîãðàììèðóåìûõ êëåò-
êàõ ÐÏÝ òðèòîíà. Ñõîäíîé áûëà äèíàìèêà ýêñïðåññèè
åùå îäíîãî ìåçåíõèìíîãî ìàðêåðà — àäãåçèâíîãî áåëêà
N-cadherin, êîòîðûé â íàòèâíîé òêàíè ÐÏÝ âûÿâëÿëñÿ òî-
ëüêî íà ïåðèôåðèè, â ðîñòîâîé îáëàñòè ãëàçà, íî â ïðî-
öåññå òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÐÏÝ ïîëó÷àë âñå
áîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå ïî åãî ñëîþ. Ñî ñòàäèè ôîðìè-
ðîâàíèÿ ðåãåíåðàòà, ñîñòîÿùåãî óæå èç ìîðôîëîãè÷åñêè
áëàñòíûõ êëåòîê — ïðåäøåñòâåííèêîâ íåéðîíîâ íîâîé
ñåò÷àòêè, ñóùåñòâåííî âîçðàñòàëà ýêñïðåññèÿ áåëêà íåé-
ðîôèëàìåíòîâ NF-200. Äàííûå ïî öèòîñêåëåòó ÐÏÝ òðè-
òîíà â ñîâîêóïíîñòè ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âõîäÿ-
ùèå â åãî ñîñòàâ áåëêè ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ ìî-
ãóò áûòü àêòèâíûìè ó÷àñòíèêàìè ïðîãðàììû, ìåíÿþùåé
ñóäüáó êëåòîê ÐÏÝ îò ýïèòåëèàëüíîé ê íåéðàëüíîé. Ïðè
ýòîì â ïðîöåññå ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ èìååò ìåñòî ýòàï,
êîãäà â êëåòêàõ ÐÏÝ ïðèñóòñòâóåò ñìåøàííûé (öèòîêåðà-
òèíû, âèìåíòèí, áåëêè íåéðîôèëàìåíòîâ) íàáîð áåëêîâ
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ÷òî íàïîìèíàåò õàðàêòåð
ýêñïðåññèè áåëêîâ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ öèòîñêå-
ëåòà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Ïîçæå â ÐÏÝ òðèòîíà ïðîèñ-
õîäÿò ïåðåêëþ÷åíèå íà ñ÷èòûâàíèå ñ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ
áåëêè íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, èõ íàêîïëåíèå è,
íàïðîòèâ, down-ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ èíûõ êëåòî÷íûõ
ôåíîòèïîâ. Ëàáèëüíîñòü ýòîãî ïðîöåññà, âêëþ÷àþùåãî â
ñåáÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå è äåôîñôîðèëèðîâàíèå èññëåäî-
âàííûõ áåëêîâ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ïðåäïîëî-
æèòåëüíî ÿâëÿåòñÿ îáñòîÿòåëüñòâîì, îáëåã÷àþùèì ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 14-04-00184).

ÑÓÏÐÅÑÑÈß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÊÈÍÀÇÛ ÀÒÌ ÑÏÎ-
ÑÎÁÑÒÂÓÅÒ ÒÅÒÐÀÏËÎÈÄÈÇÀÖÈÈ ÝÍÄÎÌÅÒÐÈ-
ÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ, ÍÅ
ÏÐÅÏßÒÑÒÂÓß ÈÕ ÏÐÅÆÄÅÂÐÅÌÅÍÍÎÌÓ ÑÒÀÐÅ-
ÍÈÞ. © À. À. Ãðþêîâà, À. Â. Áîðîäêèíà, À. Í. Øàòðîâà,
Ï. À. Äåðÿáèí, Å. Á. Áóðîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.
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Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå èíòåíñèâíî èññëåäóþòñÿ
ðåàêöèè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÌÑÊ)
íà ðàçëè÷íûå ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ, âêëþ÷àÿ ÓÔ- è
ã-èçëó÷åíèå, òåïëîâîé øîê è îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ñ
öåëüþ ðàçðàáîòêè ïðîòîêîëîâ óñïåøíîãî ïðèìåíåíèÿ
ýòèõ êëåòîê â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî â îòâåò íà ñóáëåòàëüíûé ñòðåññ ÌÑÊ ìîãóò
âõîäèòü â ñîñòîÿíèå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ, ñîïðî-
âîæäàþùååñÿ íåîáðàòèìîé ïîòåðåé ïðîëèôåðàöèè è õà-
ðàêòåðíûìè ôåíîòèïè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè. Ïðåæäåâðå-
ìåííîå ñòàðåíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîæåò ïðèâîäèòü ê
óòðàòå èõ ñïîñîáíîñòè ðåãåíåðèðîâàòü ïîâðåæäåííûå
òêàíè, ÷òî ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè òðàíñïëàíòàöèè ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé. Òàêèì
îáðàçîì, èññëåäîâàíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, ðåãó-
ëèðóþùèõ ïðîöåññ ðàçâèòèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ
ñòâîëîâûõ êëåòîê, èìååò íåñîìíåííóþ ïðàêòè÷åñêóþ
çíà÷èìîñòü. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ýíäîìåòðèàëüíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ) ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæ-
äåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ â îòâåò íà ñóáëåòàëüíûé îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ (200 ìêÌ Í2Î2 â òå÷åíèå 1 ÷). Ïðè èññëå-
äîâàíèè ìåõàíèçìà ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ
ìû îáíàðóæèëè áûñòðóþ (â òå÷åíèå 30 ìèí) àêòèâàöèþ
êèíàçû ÀÒÌ, êîòîðàÿ ñîõðàíÿëàñü â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ
äíåé, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âîçìîæíîé âîâëå÷åííîñòè
ÀÒÌ â ïðîöåññ êàê èíäóêöèè, òàê è ðàçâèòèÿ Í2Î2-èíäó-
öèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè
ÀÒÌ èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð êèíàçíîé
àêòèâíîñòè Ku55933 (Ku). Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ 10 ìêÌ Ku íå âëèÿëà íà æèçíåñïîñîáíîñòü
ýÌÑÊ, îäíàêî ýôôåêòèâíî áëîêèðîâàëà ôîñôîðèëèðîâà-
íèå ATM ïî Ser1981. Êàê è îæèäàëîñü, èíãèáèðîâàíèå
ÀÒÌ ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ð53 ïî Ser15, ýêñïðåññèè áåëêà ð21 è íåáîëüøîìó, íî çà-
ìåòíîìó óâåëè÷åíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Rb â Í2Î2-îáðà-
áîòàííûõ ýÌÑÊ. Íåñìîòðÿ íà ïîäàâëåíèå ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè ð53/ð21/Rb-ïóòè, îïîñðåäóþùåãî áëîê
öèêëà â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ, ýÌÑÊ íå ñïîñîáíû áûëè âî-
çîáíîâèòü ïðîëèôåðàöèþ. Áîëåå òîãî, èíãèáèðîâàíèå
ÀÒÌ íå âëèÿëî íà óâåëè÷åíèå ðàçìåðà è àêòèâíîñòè
SA-â-Gal â Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ; òàêèì îáðàçîì,
ñîõðàíÿëñÿ ôåíîòèï, õàðàêòåðíûé äëÿ ñòàðåþùèõ êëåòîê.
Î÷åâèäíî, èíãèáèðîâàíèå ÀÒÌ íå ñïîñîáíî áûëî ïðåä-
îòâðàòèòü ðàçâèòèå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ.
Àíàëèç ïðîãðåññèè êëåòî÷íîãî öèêëà âûÿâèë ïîñòåïåí-
íîå íàêîïëåíèå Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ â G2/M-
ôàçå, âûçâàííîå Ku, òîãäà êàê â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà
H2O2-îáðàáîòàííûå êëåòêè äåìîíñòðèðîâàëè îæèäàåìûé
G1/S-áëîê öèêëà. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
ÀÒÌ ïðèâîäèëî ê òåòðàïëîèäèçàöèè Í2Î2-îáðàáîòàííûõ
ýÌÑÊ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ïîÿâëåíèå ïîïóëÿöèè êëå-
òîê ñ óâåëè÷åííûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ (8n), äîëÿ êîòîðûõ
ñî âðåìåíåì ñóùåñòâåííî âîçðàñòàëà (15 % ÷åðåç 7 ñóò
ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ). Íà îñíîâàíèè ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî èíãèáèðî-
âàíèå ÀÒÌ, ñ îäíîé ñòîðîíû, îòìåíÿåò Í2Î2-èíäóöè-
ðîâàííûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà áëàãîäàðÿ ñíèæåíèþ
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ATM/p53/p21/Rb-ïóòè è ïî-
çâîëÿåò ïîâðåæä¸ííûì êëåòêàì äîñòèãàòü G2/M-ôàçû, à ñ
äðóãîé — ïðåïÿòñòâóåò âõîæäåíèþ êëåòîê â ìèòîç è ïðè-
âîäèò ê ïîÿâëåíèþ òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎÌÅÕÀÍÈ×ÅÑÊÈÕ ÕÀÐÀÊÒÅ-
ÐÈÑÒÈÊ ÌÈÒÎÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÊÈÍÅÇÈÍÀ CENP-E C

ÏÎÌÎÙÜÞ ÎÏÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏÈÍÖÅÒÀ. © Í. Á. Ãó-
äèì÷óê,1—3 Å. Â. Òàðàñîâåö,4 Â. Â. Ìóñòÿöà,3 À. Ë. Äðîáûøåâ,2
Á. Âèòðå,5 Ä. Êëèâëåíä,5 Å. Ë. Ãðèùóê,4 Ô. È. Àòàóëëàõà-
íîâ.1—3 1 Öåíòð òåîðåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêîé ôàðìàêîëîãèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, gudimchuk@yahoo.
com, 2 Ôèçè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, 3 Ôåäåðàëüíûé
íàó÷íî-êëèíè÷åñêèé öåíòð äåòñêîé ãåìàòîëîãèè, îíêîëî-
ãèè è èììóíîëîãèè èì. Äìèòðèÿ Ðîãà÷åâà, Ìîñêâà, 4 Ïåí-
ñèëüâàíñêèé óíèâåðñèòåò, Ôèëàäåëüôèÿ, ÑØÀ, è 5 Óíè-
âåðñèòåò Êàëèôîðíèè, Ñàí-Äèåãî, ÑØÀ.

Êèíåçèíû — ìîòîðíûå áåëêè, áîëüøèíñòâî èç êîòî-
ðûõ ñïîñîáíî èñïîëüçîâàòü ýíåðãèþ ãèäðîëèçà ÀÒÔ äëÿ
ïåðåìåùåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ãðóçîâ âäîëü ìèêðîòðó-
áî÷åê. Îíè îáëàäàþò ñõîæèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
ìîòîðíûõ äîìåíîâ, íî äîâîëüíî çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþò-
ñÿ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñòðóêòóðå íåìîòîðíûõ ó÷àñò-
êîâ. Öåíòðîìåðíûé áåëîê E (CENP-E) ÿâëÿåòñÿ ïðåäñòà-
âèòåëåì ñåìåéñòâà êèíåçèíîâ-7 è âõîäèò â ñîñòàâ êèíåòî-
õîðà — êðóïíîãî êîìïëåêñà áåëêîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà
õðîìîñîìå. CENP-E ó÷àñòâóåò â çàõâàòå ìèêðîòðóáî÷åê
õðîìîñîìàìè è ïåðåíîñå õðîìîñîì ê ýêâàòîðó êëåòêè âî
âðåìÿ ìèòîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ. Îñîáåííîñòüþ CENP-E
ÿâëÿåòñÿ íåòèïè÷íî äëèííûé, ÷àñòè÷íî ñóïåðñïèðàëè-
çîâàííûé ëèíêåð. Ñîãëàñíî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè, åãî äëèíà ñîñòàâëÿåò îêîëî 230 íì. Áèîëîãè-
÷åñêàÿ ðîëü ýòîãî íåîáû÷íîãî ëèíêåðà íåèçâåñòíà, íî
áûëè âûñêàçàíû ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî îí ìîæåò îá-
ëåã÷àòü çàõâàò ìèêðîòðóáî÷åê ïóòåì èññëåäîâàíèÿ áîëü-
øîãî öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî îáúåìà. Èíòåðåñíî, ÷òî ìó-
òàíò CENP-E ñ óêîðî÷åííûì ëèíêåðîì íå ïîääåðæèâàåò
íîðìàëüíîå ðàçäåëåíèå õðîìîñîì. Öåëüþ íàñòîÿùåé
ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå áèîìåõàíè÷åñêèõ õàðàêòåðè-
ñòèê áåëêà CENP-E, äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, êàêîâû
îñîáåííîñòè åãî òðàíñïîðòà â óñëîâèÿõ ïðèëîæåíèÿ
âíåøíåé ñèëû è êàêîâà ðîëü äëèííîãî ëèíêåðà CENP-E â
ïðîöåññå ïåðåíîñà õðîìîñîì. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â
ïðîòî÷íîé êàìåðå ïîä ìèêðîñêîïîì ñ èñïîëüçîâàíèåì
î÷èùåííîãî êîðîâüåãî òóáóëèíà è î÷èùåííûõ ðåêîì-
áèíàíòíûõ áåëêîâ CENP-E Xenopus laevis. Ñ ïîìîùüþ
îïòè÷åñêîãî ïèíöåòà ìû èçìåðèëè ñêîðîñòè è äëèíû
ïðîáåãà îòäåëüíûõ ìîëåêóë CENP-E ïî ìèêðîòðóáî÷êå â
çàâèñèìîñòè îò ïðèëîæåííîé ñèëû. Ñîãëàñíî íàøèì ðå-
çóëüòàòàì, CENP-E âåäåò ñåáÿ êàê àêòèâíûé òðàíñïîðò-
íûé ìîòîð, ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì áëèçêèé ê õîðîøî
èçó÷åííîìó êèíåçèíó-1. Äëèííûé íåìîòîðíûé ó÷àñòîê
CENP-E, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå íà åãî êîíöå äîïîëíèòåëü-
íîãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ñ ìèêðîòðóáî÷êîé, íå îêàçûâàë ñó-
ùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà òðàíñïîðòíûå õàðàêòåðèñòèêè
áåëêà CENP-E. Èíòåðåñíî, ÷òî âîïðåêè íàøèì îæèäàíè-
ÿì áåëîê CENP-E ïåðåíîñèë ìèêðîñôåðû, èìèòèðóþùèå
â íàøåì ýêñïåðèìåíòå õðîìîñîìû, áóäó÷è ñëîæåííûìè â
êîìïàêòíóþ êîíôèãóðàöèþ. Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ ýòîé ñëî-
æåííîé êîíôîðìàöèè CENP-E ìû ðàçðàáîòàëè ïîäõîä,
îñíîâàííûé íà àíàëèçå ôëóêòóàöèé ìèêðîñôåðû âî
âðåìÿ åå òðàíñïîðòà áåëêîì CENP-E ïî ìèêðîòðóáî÷êå.
Êðîìå òîãî, ìû ïîïûòàëèñü «ðàçâåðíóòü» áåëîê CENP-E,
ïðèêëàäûâàÿ ê íåìó áîêîâûå ñèëû âî âðåìÿ äâèæåíèÿ
âäîëü ìèêðîòðóáî÷åê. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îáíàðóæåííàÿ íàìè
ñâåðíóòàÿ êîíôèãóðàöèÿ CENP-E óñòîé÷èâà ê ñèëàì äî
4 ïÍ è íå îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà òðàíñ-
ïîðò CENP-E âäîëü ìèêðîòðóáî÷åê. Ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî ýòà êîìïàêòíàÿ êîíôîðìàöèÿ ëèíêåðà CENP-E ïîçâî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 627



ëÿåò áîëåå êîðîòêèì áåëêàì êèíåòîõîðà ýôôåêòèâíî çà-
êðåïëÿòüñÿ çà ìèêðîòðóáî÷êó îäíîâðåìåííî ñ CENP-E âî
âðåìÿ òðàíñïîðòà õðîìîñîì âäîëü ìèêðîòðóáî÷åê, ïîâû-
øàÿ íàäåæíîñòü çàêðåïëåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-31961 ìîë_à è 15-34-5054815 ìîë_íð).

ÂÇÀÈÌÎÑÂßÇÜ ð53/ð21- È ÌÀÐ-ÊÈÍÀÇÍÛÕ ÏÓÒÅÉ
Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÏÐÅÆÄÅÂÐÅÌÅÍÍÎÃÎ ÑÒÀÐÅÍÈß
ÝÍÄÎÌÅÒÐÈÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ. © Ï. È. Äåðÿáèí, À. Â. Áîðîäêèíà, Å. Á. Áóðîâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, pavel_derya-
bin@list.ru

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâå-
êà (ÑÊÝ) ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ â
óñëîâèÿõ ñóáëåòàëüíîãî îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ðàíåå
ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîöåññ Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðå-
íèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ð53/ð21- è ð38 ÌÀÐK-
ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî êèíàçà ð38 ó÷àñòâó-
åò êàê â èíèöèàöèè, òàê è â ðàçâèòèè ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ ÑÊÝ, òîãäà êàê ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ð38 ñïå-
öèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì SB203580 ÷àñòè÷íî ïðåäîòâðà-
ùàåò èíäóêöèþ ñòàðåíèÿ. Ðîëü äðóãèõ ÷ëåíîâ ñóïåðñå-
ìåéñòâà ÌÀÐ-êèíàç (ERK1/2 è JNK) â ðåàëèçàöèè ñòàðå-
íèÿ ÑÊÝ äî ñèõ ïîð íå áûëà èññëåäîâàíà. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, èçó÷åíèå âçàèìîñâÿçè ó÷àñòíèêîâ ÌÀÐ-êèíàç-
íîãî êàñêàäà è ð53/ð21-ïóòè ìîæåò âíåñòè ñóùåñòâåííûé
âêëàä â ïîíèìàíèå ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè ïðåæäåâðåìåí-
íîãî ñòàðåíèÿ ÑÊÝ. Â ðàáîòå àíàëèçèðîâàëè âçàèìî-
âëèÿíèå ERK1/2, JNK, ð38 è ð53, áëîêèðóÿ àêòèâíîñòü
ýòèõ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ ñïåöèôè÷åñêèìè èíãèáèòîðàìè
U0126, SP600125, SB203580 è pifithrin-á (PFT) ñîîòâåòñò-
âåííî. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå
íà÷àëà ñòèìóëÿöèè Í2Î2 àêòèâèðîâàëà âñå èññëåäóåìûå
áåëêè; PFT âûçûâàë ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå àêòèâàöèè
ERK1/2, JNK è ð38. Îäíàêî èíãèáèðîâàíèå ëþáîé èç
ÌÀÐ-êèíàç íå îêàçûâàëî ýôôåêòà íà óðîâåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ð53. Âûÿâëåííûå çàêîíîìåðíîñòè ñîõðàíÿëèñü
êàê ìèíèìóì â òå÷åíèå 3 ñóò ïîñëå îêîí÷àíèÿ Í2Î2-ñòè-
ìóëÿöèè. Íà îñíîâàíèè ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå îäíîíàïðàâëåííîãî âëèÿíèÿ ð53
íà ñòàòóñ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èññëåäóåìûõ ÌÀÐ-êèíàç.
Ïðè îöåíêå óðîâíÿ ýêñïðåññèè áåëêà ð21, òðàíñêðèïöè-
îííîé ìèøåíè ð53, áûëî âûÿâëåíî îæèäàåìîå ïîäàâëå-
íèå ýêñïðåññèè ð21 â ïðèñóòñòâèè PFT, â òî âðåìÿ êàê
áëîêèðîâàíèå àêòèâíîñòè ó÷àñòíèêîâ ÌÀÐ-êèíàçíîãî êà-
ñêàäà ïðèâåëî ê çíà÷èòåëüíîìó óñèëåíèþ ýêñïðåññèè ð21
ïî ñðàâíåíèþ ñ Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûìè ÑÊÝ. Ýòè íà-
áëþäåíèÿ íàâîäÿò íà ìûñëü î âîâëå÷åííîñòè ERK1/2,
JNK è ð38 â ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ð21 íåçàâèñèìî îò àê-
òèâàöèè ð53. Èíãèáèðîâàíèå ð53, ERK1/2 è JNK íå ïðè-
âîäèëî ê èçìåíåíèþ Í2Î2-èíäóöèðîâàííîé àêòèâàöèè
êèíàçû ÌK-2 íà êîðîòêèõ ñðîêàõ (30 ìèí). Îäíàêî íà
äëèòåëüíûõ ñðîêàõ (3 ñóò) ìû íàáëþäàëè îò÷åòëèâîå
óìåíüøåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êàê ð38, òàê è
ÌK-2 â ïðèñóòñòâèè U0126, ÷òî ïðåäïîëàãàåò çàâè-
ñèìîñòü àêòèâàöèè ð38 îò óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ERK1/2. Ïîëó÷åííûå äàííûå îá àêòèâàöèè ó÷àñòíèêîâ
ñåìåéñòâà ÌÀÐ-êèíàç è èõ âçàèìîñâÿçè ñ ð53/ð21-ñèã-
íàëüíûì ïóòåì â ïåðñïåêòèâå ïîñëóæàò îñíîâîé äëÿ âû-
ÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, ÿâëÿåòñÿ ëè ôóíêöèîíèðîâàíèå

ERK1/2, JNK è ð38 íåîáõîäèìûì è äîñòàòî÷íûì óñëîâè-
åì ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðå-
íèÿ ÑÊÝ.

ÄÈÏÎËÜÍÛÅ ÌÎÄÈÔÈÊÀÒÎÐÛ ÁÈÑËÎÉÍÛÕ ËÈ-
ÏÈÄÍÛÕ ÌÅÌÁÐÀÍ. © Ñ. Ñ. Åôèìîâà, Î. Ñ. Îñòðî-
óìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ssefi-
mova@mail.ru

Äèïîëüíûå ìîäèôèêàòîðû — ýòî ñîåäèíåíèÿ, ñïî-
ñîáíûå âëèÿòü íà äèïîëüíûé ïîòåíöèàë ìîäåëüíûõ è
êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Ýòîò ñêà÷îê ïîòåíöèàëà íà ãðàíèöå
ðàçäåëà ôàç áèñëîé—ðàñòâîð èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü
â ðåãóëÿöèè òðàíñïîðòà âåùåñòâ ÷åðåç ìåìáðàíó (Rokits-
kaya et al. Biophys. J., 2002; Luchian, Mereuta. Langmuir,
2006; Ostroumova et al. Langmuir, 2007, 2010; Lundbaek et
al. PNAS, 2010; Ostroumova et al. PLoS ONE, 2012; Efimo-
va et al. Langmuir, 2014; Chulkov et al. Biochim. biophys.
acta, 2015; Åôèìîâà è äð. Öèòîëîãèÿ, 2015).

Â ðàáîòå íà ïðåäìåò ñïîñîáíîñòè èçìåíÿòü äèïîëü-
íûé ïîòåíöèàë ìåìáðàí ïðîòåñòèðîâàíû ðàçëè÷íûå ôëà-
âîíîèäû, àíåñòåòèêè, ìèîðåëàêñàíòû, òèðåîèäíûå ãîð-
ìîíû, êñàíòåíîâûå è ñòèðèëïèðèäèíîâûå êðàñèòåëè.
Êîëè÷åñòâåííîå îïèñàíèå ìîäèôèöèðóþùåãî äåéñòâèÿ
ôëàâîíîèäîâ, àíåñòåòèêîâ, ìèîðåëàêñàíòîâ, òèðåîèäíûõ
ãîðìîíîâ è êñàíòåíîâûõ êðàñèòåëåé ïðåäñòàâëåíî â âèäå
õàðàêòåðèñòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ èçîòåðìû àäñîðáöèè
Ëåíãìþðà: ìàêñèìàëüíîãî óìåíüøåíèÿ äèïîëüíîãî ïî-
òåíöèàëà ïðè íàñûùåíèè è êîíñòàíòû äåñîðáöèè ìîäè-
ôèêàòîðà, îòðàæàþùåé åãî ñðîäñòâî ê ìåìáðàíå. Îïðå-
äåëåíû êîýôôèöèåíòû íàêëîíà ëèíåéíûõ çàâèñèìîñòåé
óâåëè÷åíèÿ äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà ôîñôîëèïèäíûõ áèñ-
ëîåâ îò êîíöåíòðàöèè ñòèðèëïèðèäèíîâûõ êðàñèòåëåé â
ìåìáðàíîîìûâàþùèõ ðàñòâîðàõ.

Óñòàíîâëåíû ðÿäû ýôôåêòèâíîñòè äèïîëüìîäèôè-
öèðóþùåãî äåéñòâèÿ ïðîòåñòèðîâàííûõ ôëàâîíîèäîâ,
àíåñòåòèêîâ, ìèîðåëàêñàíòîâ, òèðåîèäíûõ ãîðìîíîâ è
êñàíòåíîâûõ êðàñèòåëåé. Âûÿâëåíà ïðÿìàÿ êîððåëÿöèÿ
èçìåíåíèÿ âåëè÷èíû äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà áèñëîåâ ñ
ãèäðîôîáíîñòüþ ìîëåêóëû ìîäèôèêàòîðà. Âàðüèðîâàíèå
ñïîíòàííîé êðèâèçíû ôîñôîëèïèäíîãî ñîñòàâà ìåìáðàí
ïîçâîëèëî ïðåäñêàçàòü ïëîñêîñòü àäñîðáöèè ðàçëè÷íûõ
äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 15-34-20356) è ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÑÏ-69-2015.4).

ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÂËÈßÍÈß ÔËÀÂÎÍÎÈÄÎÂ ÍÀ ÊÀ-
ÍÀËÎÎÁÐÀÇÓÞÙÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÝÊÇÎÃÅÍÍÛÕ
ÑÎÅÄÈÍÅÍÈÉ. © Ñ. Ñ. Åôèìîâà, Î. Ñ. Îñòðîóìîâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ssefimova
@mail.ru

Ôëàâîíîèäû ÿâëÿþòñÿ ðàñòèòåëüíûìè ïîëèôåíîëà-
ìè, ïðèäàþùèìè âêóñ è öâåò ôðóêòàì è îâîùàì. Ýòè ñî-
åäèíåíèÿ õàðàêòåðèçóþòñÿ âûðàæåííîé áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ, ñâÿçàííîé ñ èõ àíòèîêñèäàíòíûìè, ïðî-
òèâîàëëåðãè÷åñêèìè è àíòèìèêðîáíûìè ñâîéñòâàìè
(Yamamoto, Gaynor. J. Clin. Invest., 2001; Cushnie, Lamb.
Int. J. Antimicrob. Agents, 2011). Èññëåäîâàíèÿ in vitro ïî-
êàçàëè, ÷òî ôëàâîíîèäû ñïîñîáíû èçìåíÿòü ïëîòíîñòü
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óïàêîâêè ëèïèäíûõ ìîëåêóë â ìåìáðàíå (Ollila et al.
Arch. Biochem. Biophys., 2002; Tarahovsky et al. Mol. Cell
Biochem., 2008), åå äèïîëüíûé ïîòåíöèàë (Cseh, Benz. Bi-
ophys. J., 1998; Efimova, Ostroumova. Langmuir, 2012) è
ôàçîâîå ðàçäåëåíèå (Ostroumova et al. Chem. Phys. Lipids,
2014).

Â ðàáîòå ñóììèðîâàíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ âëè-
ÿíèÿ ôëàâîíîèäîâ íà êàíàëîîáðàçóþùóþ àêòèâíîñòü
ïðîòèâîãðèáêîâîãî ëèïîïåïòèäà Pseudomonas syringae
ñèðèíãîìèöèíà Å; ëèïîïåïòèäà Bacillus subtilis ñóðôàêòè-
íà; ìàêðîëèäíûõ ïîëèåíîâûõ àíòèáèîòèêîâ, ïðîäóöèðó-
åìûõ Streptomyces, àìôîòåðèöèíà Â, íèñòàòèíà è ôèëè-
ïèíà; àíòèáàêòåðèàëüíûõ ïåïòèäîâ Hyalophora cecropia
öåêðîïèíîâ; àëüôà-ãåìîëèçèíà Staphylococcus aureus;
àìèëîèäîãåííûõ ïåïòèäîâ, ôðàãìåíòîâ â-àìèëîèäíîãî
ïåïòèäà è ïðèîííîãî áåëêà, à òàêæå ïðåñåíèëèíîâ â ïëîñ-
êèõ ëèïèäíûõ áèñëîÿõ. Îáîáùåíèå ïîëó÷åííûõ ðåçóëü-
òàòîâ ïîçâîëèëî ïðåäëîæèòü ìîäåëü ìåìáðàííîé àêòèâ-
íîñòè ôëàâîíîèäîâ, âêëþ÷àþùóþ â ñåáÿ îïîñðåäîâàííîå
ëèïèäîì äåéñòâèå ôëàâîíîèäîâ íà êàíàëû è âçàèìîäåé-
ñòâèå ìîäèôèêàòîðîâ ñ ïîðîîáðàçóþùèìè ìîëåêóëàìè.

Â ÷àñòíîñòè, óñòàíîâëåíî, ÷òî äèïîëüíûé ïîòåíöè-
àë ìåìáðàíû âëèÿåò íà êàíàëîîáðàçóþùóþ àêòèâíîñòü
ëèïîïåïòèäîâ è öåêðîïèíîâ. Âûÿâëåíî, ÷òî 5- è 4’-ãèäðî-
êñèëèðîâàííûå ôëàâîíîèäû âçàèìîäåéñòâóþò ñ ñåíñîðîì
íàïðÿæåíèÿ àëüôà-ãåìîëèçèíîâîé ïîðû. Êàíàëîîáðàçóþ-
ùàÿ àêòèâíîñòü ìàêðîëèäíûõ ïîëèåíîâ îïðåäåëÿåòñÿ ñó-
ïåðïîçèöèåé äâóõ ôàêòîðîâ : âåëè÷èíîé äèïîëüíîãî ïî-
òåíöèàëà ìåìáðàí è ñòàáèëüíîñòüþ ïîðîîáðàçóþùèõ
ïîëèåí-ñòåðèíîâûõ êîìïëåêñîâ â ïðèñóòñòâèè ôëàâîíîè-
äîâ. Ïîêàçàíî íåïîñðåäñòâåííîå âëèÿíèå ôëàâîíîèäîâ íà
àãðåãàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü àìèëîèäíûõ è àìèëîèäîïî-
äîáíûõ ïåïòèäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 14-04-31738) è ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÑÏ-69-2015.4).

ÐÎËÜ ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÀÄÃÅÇÈÎÍÍÛÕ ÂÇÀÈ-
ÌÎÄÅÉÑÒÂÈÉ, ÎÏÎÑÐÅÄÎÂÀÍÍÛÕ Å-ÊÀÄÕÅÐÈ-
ÍÎÌ, Â ÌÈÃÐÀÖÈÈ ÍÅÎÏËÀÑÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ.
© È. Þ. Æèòíÿê, Ñ. Í. Ðóáöîâà, Í. À. Ãëóøàíêîâà. Ðîñ-
ñèéñêèé îíêîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð èì. Í. Í. Áëîõè-
íà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, natglu@hotmail.com

Ìåæêëåòî÷íûå àäãåçèîííûå êîíòàêòû, îáðàçîâàííûå
Å-êàäõåðèíîì, ÿâëÿþòñÿ îñíîâîé ñòàáèëüíîé ìåæêëåòî÷-
íîé àäãåçèè â ýïèòåëèàëüíîé òêàíè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
îáùåïðèíÿòûì ÿâëÿåòñÿ ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî óãíåòå-
íèå ýêñïðåññèè Å-êàäõåðèíà, ëåæàùåå â îñíîâå ýïèòåëèà-
ëüíî-ìåçåíõèìàëüíîãî ïåðåõîäà, îïðåäåëÿåò ïðîãðåññèþ
îïóõîëåé ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ÿâëÿåòñÿ íå-
îáõîäèìûì çâåíîì äëÿ èíâàçèè ðàêîâûõ êëåòîê. Ñíèæåí-
íàÿ ýêñïðåññèÿ Å-êàäõåðèíà ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå
íåáëàãîïðèÿòíîãî ïðîãíîñòè÷åñêîãî ìàðêåðà, ñâÿçàííîãî
ñ èíôèëüòðàòèâíûì ðîñòîì îïóõîëè è åå ìåòàñòàçèðîâà-
íèåì. Âìåñòå ñ òåì â ðÿäå êàðöèíîì — ïðîòîêîâûõ êàð-
öèíîìàõ ìîëî÷íîé æåëåçû, êîëîðåêòàëüíûõ êàðöèíîìàõ
è êàðöèíîìàõ ïðîñòàòû — ñîõðàíÿþòñÿ ýêñïðåññèÿ
Å-êàäõåðèíà è åãî àêêóìóëÿöèÿ íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíå. Ñêîðåå âñåãî, çíà÷åíèå Å-êàäõåðèíà äëÿ áèîëîãèè
îïóõîëåâîé êëåòêè ìîæåò áûòü áîëåå ñëîæíûì, ïîýòîìó
â ïîñëåäíåå âðåìÿ îáñóæäàåòñÿ íå òîëüêî îïóõîëåñóïðåñ-

ñîðíàÿ ðîëü Å-êàäõåðèíà, íî òàêæå è åãî âîçìîæíîå
çíà÷åíèå äëÿ èíâàçèè, ðîñòà è âûæèâàåìîñòè êëåòîê êàð-
öèíîì. Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî òðàíñôîðìèðîâàííûå
õèìè÷åñêèìè êàíöåðîãåíàìè èëè ìóòàíòíûì îíêîãåíîì
Ras ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè IAR ìîãóò ñîõðàíÿòü ýêñïðåñ-
ñèþ Å-êàäõåðèíà è âñòðàèâàòü åãî â àäãåçèîííûå êîíòàê-
òû. Ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî àäãåçèîííûå êîíòàêòû
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê â îòëè÷èå îò àäãåçèîííûõ
êîíòàêòîâ íîðìàëüíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê àññîöèèðî-
âàíû ñ ïðÿìûìè àêòèíîâûìè ïó÷êàìè è ÿâëÿþòñÿ íåñòà-
áèëüíûìè ñòðóêòóðàìè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, àäãåçèîííûå
êîíòàêòû, îáðàçîâàííûå Å-êàäõåðèíîì, â îòëè÷èå îò êîí-
òàêòîâ, îáðàçîâàííûõ N-êàäõåðèíîì, ìîãóò îáúåäèíÿòü
íåîïëàñòè÷åñêèå êëåòêè â ãðóïïû, èìåþùèå îáùèé âåê-
òîð äâèæåíèÿ. Êîëëåêòèâíàÿ ìèãðàöèÿ ìîæåò áûòü ýô-
ôåêòèâíûì ñïîñîáîì äèññåìèíàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê.
Íàìè áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î ñïîñîáíîñòè îïó-
õîëåâûõ êëåòîê ê îáðàçîâàíèþ ñìåøàííûõ àäãåçèîííûõ
êîíòàêòîâ ñ íîðìàëüíûìè ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Ñ
ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ìû èññëåäîâàëè
ïîâåäåíèå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ëèíèé IAR, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ýêñïðåññèè Å- è N-êàäõå-
ðèíà, ïðè ðàññåâå íà ïëîòíûé ìîíîñëîé íîðìàëüíûõ ýïè-
òåëèàëüíûõ êëåòîê ëèíèè IAR-2. Â ðàáîòå áûëè èñïîëü-
çîâàíû êëåòêè ëèíèé IAR-6-1, ñîõðàíèâøèå Å-êàäõåðèí,
êëåòêè ëèíèé IAR1170D11, F9 è H5, ýêñïðåññèðóþùèå
Å-êàäõåðèí è N-êàäõåðèí, è êëåòêè ëèíèé IAR1162C4,
D3, F4, óòðàòèâøèå Å-êàäõåðèí, íî ýêñïðåññèðóþùèå
N-êàäõåðèí. Áûëè ïîëó÷åíû ñòàáèëüíûå ëèíèè, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè GFP è mKate2, à òàêæå
ëèíèè, ýêñïðåññèðóþùèå GFP-Å-êàäõåðèí, ðàñïðåäåëå-
íèå êîòîðîãî â êëåòêàõ ñîâïàäàëî ñ ðàñïðåäåëåíèåì ýíäî-
ãåííîãî Å-êàäõåðèíà. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî êëåòêè ëèíèé
IAR-6-1 è IAR1170 ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü ñìåøàííûå
äèíàìè÷íûå Å-êàäõåðèíîâûå êîíòàêòû ñ íîðìàëüíûìè
ýïèòåëèîöèòàìè IAR-2. Òðàíñôîðìèðîâàííûå ýïèòåëèî-
öèòû, ñîõðàíèâøèå Å-êàäõåðèí, ìîãëè ìèãðèðîâàòü ïî
ïîâåðõíîñòè ýïèòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ IAR-2 è èíâàçèðî-
âàòü ìîíîñëîé íà ãðàíèöàõ ìåæäó íîðìàëüíûìè ýïèòåëè-
îöèòàìè. Ïðè ðàçðóøåíèè àäãåçèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé
â ðåçóëüòàòå ýêçîãåííîé ýêñïðåññèè â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ýïèòåëèîöèòàõ äîìèíàíòíî-íåãàòèâíîãî ìóòàíòà
Å-êàäõåðèíà íàáëþäàëîñü ðåçêîå óãíåòåíèå ìèãðàöè-
îííûõ õàðàêòåðèñòèê íåîïëàñòè÷åñêèõ êëåòîê. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðóæåííûå íàìè àäãåçèâíûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ìåæäó íåîïëàñòè÷åñêèìè è íîðìàëüíûìè
êëåòêàìè âàæíû äëÿ ìèãðàöèè ðàêîâûõ êëåòîê â ýïèòåëè-
àëüíûõ ñòðóêòóðàõ íà ýòàïàõ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ.

ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÀß ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÐÎÑÒÀ ÌÈÊ-
ÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ Â ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÅ. © Å. È. Çâîðûêèíà,1

À. Â. Òâîðîãîâà,2 È. À. Âîðîáüåâ.1, 2 1 Áèîëîãè÷åñêèé ôà-
êóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì.
Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêî-
ãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì.
Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, ivorobjev@mail.ru

Äëÿ áîëüøèíñòâà òèïîâ æèâîòíûõ êëåòîê ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ, ÷òî îñíîâíûì öåíòðîì îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî-
÷åê (ÌÒ) ÿâëÿåòñÿ öåíòðîñîìà. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî íóê-
ëåàöèÿ ÌÒ ìîæåò ïðîèñõîäèòü íåçàâèñèìî îò öåíòðîñî-
ìû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå
ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ðîñòà ÌÒ â êëåòêå. Ðàñòó-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 629



ùèå êîíöû ÌÒ â ôèáðîáëàñòàõ 3Ò3 âèçóàëèçèðîâàëèñü â
ðåçóëüòàòå òðàíñôåêöèè êëåòîê ïëàçìèäîé ïëþñ-êîíöå-
âîãî áåëêà ÌÒ ÅÂ-3. Äâèæåíèå «êîìåò» ôëóîðåñöèðóþ-
ùåãî áåëêà â êëåòêå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ öåéòðàôåðíîé
ñúåìêè íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Âñåãî â 24 êëåò-
êàõ áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 1820 òðåêîâ ÌÒ, ðàñïîëî-
æåííûõ â ðàçíûõ îáëàñòÿõ êëåòêè. Ïðîäîëæèòåëüíîãî
ðîñòà ÌÒ îò öåíòðà êëåòêè äî êðàÿ íå íàáëþäàëîñü.
Ñðåäíÿÿ äëèíà òðåêà â ýíäîïëàçìå ñîñòàâèëà 5.6 ± 2.8, à
íà êðàþ êëåòêè — 3.8 ± 1.2 ìêì. Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ïåðèîäîâ ðîñòà â ýíäîïëàçìå è íà êðàþ êëåòêè ñî-
ñòàâëÿëà 20.7 ± 9.2 è 16.3 ± 5.9 c ñîîòâåòñòâåííî. Îáùåå
÷èñëî íîâûõ òðåêîâ, âîçíèêàþùèõ öèòîïëàçìå, ñîñòàâè-
ëî 642 ± 156 ñîáûòèé â 1 ìèí. Òî÷êè íà÷àëà ýïèçîäîâ ðî-
ñòà â öèòîïëàçìå áûëè ðàñïîëîæåíû íåîäíîðîäíî. Íàè-
áîëüøàÿ ïëîòíîñòü àêòèâíûõ ïëþñ-êîíöîâ íàáëþäàëàñü
â îáëàñòè âåäóùåãî êðàÿ êëåòêè, ãäå îíà ñîñòàâèëà 0.7 íà
1 ìêì2. Â áîëåå ãëóáîêèõ ñëîÿõ öèòîïëàçìû ïëîòíîñòü
ðàñòóùèõ êîíöîâ ÌÒ ñíèæàëàñü äî 0.06 íà 1 ìêì2. Öåíò-
ðîñîìà êàê îáëàñòü â îêîëîÿäåðíîé çîíå ñ âûñîêîé ÿðêî-
ñòüþ ôëóîðåñöåíöèè ÅÂ-3 âûÿâëÿëàñü íå âî âñåõ êëåòêàõ
(15 èç 24). Êëåòêè, â êîòîðûõ íàáëþäàëàñü ÿðêàÿ öåíòðî-
ñîìà, îáëàäàëè çíà÷èòåëüíî ìåíüøèì äèàìåòðîì ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè áåç ÿâíîé âèäèìîé îáëàñòè öåíò-
ðîñîìû. (32.5 ± 9.3 ìêì, n = 15 ïðîòèâ 63.0 ± 15.5 ìêì ñî-
îòâåòñòâåííî, n = 9). Îò öåíòðîñîìû îòõîäèëè ïðîòÿæåí-
íûå òðåêè (äëèíîé áîëåå 1 ìêì). Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü
íóêëåàöèè ÌÒ îò öåíòðîñîìû, îïðåäåëÿåìàÿ òàêèì îáðà-
çîì, ñîñòàâèëà 17.7 ± 8.6 ñîáûòèÿ â 1 ìèí. Öåíòðîñîìàëü-
íûå ÌÒ ðîñëè èçîòðîïíî, 28 % òðåêîâ ðîñëî ïîä óãëîì
ìåíåå 30° ê âåäóùåìó êðàþ êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, âêëàä
öåíòðîñîìàëüíûõ ÌÒ â îáùóþ ïîïóëÿöèþ ðàñòóùèõ ÌÒ
â êëåòêå ñîñòàâèë ìåíåå 5 %, à á *îëüøàÿ ÷àñòü òðåêîâ ÌÒ
îáðàçîâûâàëàñü â öèòîïëàçìå êëåòêè. Ïîìèìî öåíòðîñî-
ìû â öèòîïëàçìå âñåõ ðàññìàòðèâàåìûõ êëåòîê âûÿâëÿ-
ëèñü 1—2 (èíîãäà äî 3—5) êîìïàêòíûå îáëàñòè, èç êîòî-
ðûõ íà÷èíàëè ñâîé ðîñò ÌÒ â ðàçëè÷íûõ íàïðàâëåíèÿõ.
Ñðåäíåå ÷èñëî òðåêîâ, íà÷èíàâøèõñÿ â ýòèõ îáëàñòÿõ,
ñîñòàâèëî 6.8 ± 2.1 ñîáûòèÿ â 1 ìèí. Òàêèå îáëàñòè ðàñ-
ïîëàãàëèñü â îñíîâíîì íà ïåðèôåðèè êëåòêè. Äëÿ ÌÒ,
ðàñòóùèõ èç ïîäîáíûõ îáëàñòåé â öèòîïëàçìå, áûë õà-
ðàêòåðåí ðîñò â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ, íî áîëåå óïîðÿäî-
÷åííûé ïî ñðàâíåíèþ ñ öåíòðîñîìàëüíûìè ÌÒ, 42 %
òðåêîâ ðîñëî ïîä óãëîì ìåíåå 30° ê âåäóùåìó êðàþ êëåò-
êè. Ñðåäíèå äëèíû ïåðèîäîâ ðîñòà ÌÒ, îáðàçóþùèõñÿ â
îáëàñòè öåíòðîñîìû (5.0 ± 2.8 ìêì, n = 350) è â îáëàñòÿõ
ñãóùåíèÿ ðîñòà (4.3 ± 2.1 ìêì, n = 91) â öèòîïëàçìå, äî-
ñòîâåðíî íå ðàçëè÷àëèñü è áûëè çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ðà-
äèóñà êëåòîê. Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïåðèîäîâ ðîñ-
òà è ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü òàêæå áûëè ñõîäíûìè äëÿ îáåèõ
ðàññìàòðèâàåìûõ ãðóïï ÌÒ (19.4 ± 9.3 c ïðîòèâ 16.8 ±
± 7.5 c è 15.5 ± 3.4 ïðîòèâ 15.3 ± 5.0 ìêì/ìèí ñîîòâåòñò-
âåííî). Òàêèì îáðàçîì, ðîñò ÌÒ â ýíäîïëàçìå è â îáëàñòè
öåíòðîñîìû ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì íå ðàçëè÷àåòñÿ, à
íà êðàþ êëåòêè ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïåðèîäîâ ðîñòà ÌÒ
ñíèæàåòñÿ â 1.5 ðàçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-40189-Í).

ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÀß ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÖÈÒÎÊÅÐÀ-
ÒÈÍÎÂÛÕ ÏÐÎÌÅÆÓÒÎ×ÍÛÕ ÔÈËÀÌÅÍÒÎÂ
Â ÊËÅÒÊÀÕ ÒÐÎÔÎÁËÀÑÒÀ È ÈÕ ÐÎËÜ ÏÐÈ ÏËÀ-
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Ã. È. Øòåéí,1 Ê. Ì. Ïîæàðèññêèé,2 Å. Â. Çûáèíà.1 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, zybina@mail.cytspb.rssi.ru, è 2 Èí-
ñòèòóò ðàäèîëîãèè è õèðóðãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé Ìè-
íèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïðè ïëàöåíòàöèè ó âîñòî÷íîåâðîïåéñêîé ïîëåâêè
Microtus rossiaemeridionalis, êàê è ó äðóãèõ âèäîâ ãðûçó-
íîâ, èíâàçèâíûå âûñîêîýíäîïîëèïëîèäíûå (8ñ—1024ñ)
âòîðè÷íûå êëåòêè òðîôîáëàñòà (ÂÃÊÒ) âíà÷àëå îáðàçóþò
íåïðåðûâíûé ñëîé íà ãðàíèöå ñ ìàòåðèíñêîé è ôåòàëü-
íîé ÷àñòÿìè ïëàöåíòû, îäíàêî ïóòè èíâàçèè òðîôîáëàñòà
ó ýòîãî âèäà çíà÷èòåëüíî îòëè÷àþòñÿ îò äðóãèõ âèäîâ
ãðûçóíîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïðèìåíåíèåì èììóíîìå-
÷åíèÿ öèòîêåðàòèíà è áåëêà Ki-67, à òàêæå öèòîôîòî-
ìåòðèè ÄÍÊ è PAS-ðåàêöèè èññëåäîâàíû ïóòè èíâàçèè
ðàçëè÷íûõ ïî ïëîèäíîñòè, ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôåðàöèè,
ëîêàëèçàöèè öèòîêåðàòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è ôóíêöèî-
íàëüíûì îñîáåííîñòÿì ïîïóëÿöèé êëåòîê òðîôîáëàñòà.
Ó ïîëåâêè íà÷èíàÿ ñ ñåðåäèíû áåðåìåííîñòè êëàñòåðû
íèçêîïîëèïëîèäíûõ êëåòîê òðîôîáëàñòà ñîåäèíèòåëüíîé
çîíû (ÑÇ) ïëàöåíòû ïðåðûâàþò ñëîé ÂÃÊÒ ãëàâíûì îá-
ðàçîì â ñåðåäèíå ïëàöåíòàðíîãî äèñêà è ïîýòàïíî çàìå-
ùàþò ýòîò ñëîé. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî ïðîöåññà íà ãðàíèöå ñ
decidua basalis ðîëü áàðüåðà ìåæäó ñåìèàëëîãåííûìè îð-
ãàíèçìàìè ìàòåðè è ïëîäà ïåðåõîäèò ê ñïåöèôè÷åñêîé
ïîïóëÿöèè áîãàòûõ ãëèêîãåíîì íèçêîïîëèïëîèäíûõ
(2ñ—16ñ) êðàåâûõ êëåòîê ÑÇ, êîòîðûå, îäíàêî, ïðåâîñõî-
äÿò óðîâåíü ïëîèäíîñòè áîëåå ãëóáîêî ëåæàùèõ ïîïó-
ëÿöèé òðîôîáëàñòà ÑÇ — âåðåòåíîâèäíûõ è ïðîëèôåðà-
òèâíûõ. Âñå âûøåïåðå÷èñëåííûå ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê
òðîôîáëàñòà öèòîêåðàòèí-ïîçèòèâíû. Decidua basalis â
îñíîâíîì íå îáíàðóæèâàåò îêðàøèâàíèÿ öèòîêåðàòèíà,
çà èñêëþ÷åíèåì èíòåðñòèöèàëüíî è ýíäîâàñêóëÿðíî èí-
âàçèðóþùåãî òðîôîáëàñòà. Îñîáåííî èíòåíñèâíîå èììó-
íîîêðàøèâàíèå íàáëþäàåòñÿ â ÂÃÊÒ íà ïåðèôåðèè öèòî-
ïëàçìû è â äëèííûõ îòðîñòêàõ. ×àñòî ÂÃÊÒ, áóäó÷è
ïîãðóæåííûìè â ãëóáü ÑÇ, îêðóæàþò äëèííûìè îòðîñò-
êàìè êëàñòåðû âåðåòåíîâèäíûõ è ïðîëèôåðàòèâíûõ êëå-
òîê, îòäåëÿÿ ïîñëåäíèå äðóã îò äðóãà. Òåñíî êîíòàêòèðóÿ
äðóã ñ äðóãîì ñ ïîìîùüþ îòðîñòêîâ, ÂÃÊÒ ñîçäàþò êàð-
êàñ ÑÇ, â êîòîðûé çàêëþ÷åíû äðóãèå ñóáïîïóëÿöèè òðî-
ôîáëàñòà; êðîìå òîãî, ÂÃÊÒ âûñòèëàþò ëàêóíû ñ ìàòå-
ðèíñêîé êðîâüþ. Ñêîïëåíèÿ òåñíî ïðèëåæàùèõ äðóã ê
äðóãó ÂÃÊÒ ñîõðàíÿþòñÿ â ëàòåðàëüíîé ÷àñòè ïëàöåíòàð-
íîãî äèñêà, âåðîÿòíî ñîçäàâàÿ åãî ïëîòíóþ âíåøíþþ
îáîëî÷êó. Ñóáïîïóëÿöèè «êðàåâûõ», âåðåòåíîâèäíûõ è
ïðîëèôåðàòèâíûõ êëåòîê òðîôîáëàñòà îáíàðóæèâàþò ìå-
íåå èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå öèòîêåðàòèíà, êîòîðûé,
îäíàêî, òàêæå ëîêàëèçîâàí â îñíîâíîì íà ïåðèôåðèè öè-
òîïëàçìû, ïîâòîðÿÿ ãðàíèöû òåñíî ïðèëåæàùèõ äðóã ê
äðóãó êëåòîê. «Ïîòîêè» âåðåòåíîâèäíûõ êëåòîê ìèãðèðó-
þò åäèíûì ïëàñòîì â íàïðàâëåíèè decidua basalis. Äëÿ
ïðîëèôåðàòèâíûõ êëåòîê õàðàêòåðíî ïðèñóòñòâèå ïëîò-
íîãî ïó÷êà öèòîêåðàòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, îêðóæàþùåãî
ÿäðî ñ îäíîé ñòîðîíû. Òàêèì îáðàçîì, èíâàçèÿ íèçêîïî-
ëèïëîèäíûõ êëåòîê òðîôîáëàñòà â ãëóáü decidua basalis ó
ïîëåâêè, ïî-âèäèìîìó, èãðàåò áîëüøóþ ðîëü â óñòàíîâ-
ëåíèè ôåòî-ìàòåðèíñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, ÷åì ïðè ïëà-
öåíòàöèè ó ìûøè è êðûñû. Â ñâîþ î÷åðåäü âûñîêîýíäî-
ïîëèïëîèäíûå ÂÃÊÒ, êîíòàêòèðóÿ äðóã ñ äðóãîì ñâîèìè
äëèííûìè îòðîñòêàìè, ñîäåðæàùèìè ìàññèâíûå ïó÷êè
öèòîêåðàòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, îòäåëÿþò äðóã îò äðóãà
êëàñòåðû ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé êëå-
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òîê òðîôîáëàñòà ÑÇ, à òàêæå îáðàçóþò êàðêàñ ñèñòåìû ëà-
êóí ñ ìàòåðèíñêîé êðîâüþ, òåì ñàìûì îáåñïå÷èâàÿ ñâî-
áîäíûé ïðèòîê êðîâè ê ëàáèðèíòó, ãäå îñóùåñòâëÿþòñÿ
ïèòàíèå ýìáðèîíà è ãàçîîáìåí.

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

ÌÅÌÁÐÀÍÎÒÐÎÏÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÎËÈÃÎÏÅÏ-
ÒÈÄÍÎÃÎ ÔÐÀÃÌÅÍÒÀ ÀËÜÔÀ-ÄÅÔÅÍÑÈÍÎÂ ÏÎ-
ÇÂÎÍÎ×ÍÛÕ ÆÈÂÎÒÍÛÕ. © Â. Ï. Èâàíîâà,1 Ç. Â. Êî-
âàëåâà.2 1 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèî-
õèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, valet@iephb.ru, è
2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Äåôåíñèíû, êàê èçâåñòíî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðè-
ðîäíûå ïåïòèäíûå àíòèáèîòèêè ñ âûñîêîé ôóíãèöèäíîé
è áàêòåðèöèäíîé àêòèâíîñòüþ. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêàï-
ëèâàþòñÿ ñâåäåíèÿ î âëèÿíèè äåôåíñèíîâ íà ðÿä ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé, íå ñâÿçàííûõ ñ èììóííûì îòâåòîì.
Â ÷àñòíîñòè, óñòàíîâëåíî, ÷òî äåôåíñèíû ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ðàíîçàæèâëåíèÿ è àêòèâàöèè êëå-
òî÷íîé ïðîëèôåðàöèè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî â óêàçàííûå
ïðîöåññû ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû íå òîëüêî èñõîäíûå ìî-
ëåêóëû äåôåíñèíîâ, íî è èõ ôðàãìåíòû, âûñâîáîæäàå-
ìûå â õîäå èõ íåïîëíîãî ðàñùåïëåíèÿ â òêàíåâîé æèäêî-
ñòè ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ. Ðàíåå íàìè óñòàíîâëå-
íî, ÷òî òåòðàïåïòèäíûé (ÒÏ) ôðàãìåíò á-äåôåíñèíîâ
ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ êëåòîê. Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÒÏ íà ñòðóêòóðó
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Â ÷àñòíîñòè, íàñ èíòåðåñîâàë âî-
ïðîñ î òîì, ìîæåò ëè ÒÏ èçìåíÿòü ôîñôîëèïèäíûé ñî-
ñòàâ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí è ñòðóêòóðó ñàìèõ ôîñôîëèïèä-
íûõ ìîëåêóë. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ýïèòåëèîïîäîáíóþ
ëèíèþ êëåòîê ÑÍÎ-K1. Ïåïòèä (10–7 Ì) äîáàâëÿëè â ñðå-
äó êóëüòèâèðîâàíèÿ çà 24 ÷ äî îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè êëå-
òîê. Ëèïèäû ýêñòðàãèðîâàëè ïî ìåòîäó Ôîë÷à. Ôîñôîëè-
ïèäû ðàçäåëÿëè íà ôðàêöèè ìåòîäîì äâóõìåðíîé ÒÑÕ.
Ñîñòàâ ìåòèëîâûõ ýôèðîâ æèðíûõ êèñëîò îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì ÃÆÕ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÒÏ ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿë
ñîñòàâà ôîñôîëèïèäîâ â êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ, íî ìîäè-
ôèöèðîâàë æèðíîêèñëîòíûé ñîñòàâ ôîñôàòèäèëõîëèíà,
ôîñôàòèäèëýòàíîëàìèíà, ôîñôàòèäèëñåðèíà è ôîñôàòè-
äèëèíîçèòà. Èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ ÒÏ ïðèâîäèëà ê èçìåíå-
íèþ ñïåêòðà íåíàñûùåííûõ æèðíûõ êèñëîò â ñîñòàâå èñ-
ñëåäîâàííûõ ôîñôîëèïèäîâ, ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî ìîíî-
åíîâûõ è (èëè) äèåíîâûõ êèñëîò óâåëè÷èâàëîñü, à äîëÿ
ïîëèåíîâûõ êèñëîò óìåíüøàëàñü. Ïðèðîñò ìîíîåíîâûõ è
(èëè) äèåíîâûõ àöèëüíûõ îñòàòêîâ è óìåíüøåíèå äîëè
ïîëèåíîâûõ æèðíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â ñîñòàâå îñíîâ-
íûõ êëàññîâ ôîñôîëèïèäíûõ ìîëåêóë, ëîêàëèçîâàííûõ â
îïðåäåëåííûõ ìèêðîäîìåíàõ ìåìáðàí, ìîãóò ïðèâåñòè ê
óïëîòíåíèþ ïîñëåäíèõ, ÷òî ïîâëå÷åò çà ñîáîé èçìåíåíèå
ñêîðîñòè êëàñòåðèçàöèè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, ñáîð-
êè àäãåçèîííûõ êîìïëåêñîâ è â êîíå÷íîì èòîãå îáåñïå-
÷èò óñèëåíèå àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ
âîçäåéñòâèþ èññëåäîâàííûì ïåïòèäîì

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ ÍÀ
ÏÎÄÂÈÆÍÎÑÒÜ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ. © Ø. Êàóàíîâà,1
Ë. Ø. Èçìàéëîâà,2 À. Áàëàáèåâ,1 À. Â. Òâîðîãîâà,3 È. À. Âî-
ðîáüåâ.2, 3 1 Íàöèîíàëüíàÿ ëàáîðàòîðèÿ, Àñòàíà, Êà-
çàõñòàí, 2Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñó-

äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 3 Íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé
áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, ivorobjev
@mail.ru

Âàæíóþ ðîëü â äâèæåíèè ôèáðîáëàñòîâ è ìíîãèõ ðà-
êîâûõ êëåòîê èãðàþò ìèêðîòðóáî÷êè (Vasiliev M. et al.,
1970. J. Embryol. Exp. Morphol. 24 : 625). Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èíãèáèòîðû ìèêðîòðóáî÷åê èñïîëüçóþòñÿ ïðè ëå-
÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Öåëüþ äàííîé ðàáî-
òû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé
èíãèáèòîðîâ ìèêðîòðóáî÷åê íà äâèæåíèå êëåòîê ñ öåëüþ
îïðåäåëåíèÿ ïîðîãîâûõ ýôôåêòîâ. Â ðàáîòå ïðîâåäåíî
èññëåäîâàíèå âîçäåéñòâèÿ òðåõ ðàçëè÷íûõ ïî ìåõàíèçìó
äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ ìèêðîòðóáî÷åê (íîêîäàçîëà, òàê-
ñîëà è âèíîðåëüáèíà) íà ìèãðàöèþ ôèáðîáëàñòîâ 3Ò3 íà
ìîäåëè çàðàñòàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû. Ñúåìêó
ïðîâîäèëè íà èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå ñïóñòÿ 1 ÷
ïîñëå ìîìåíòà íàíåñåíèÿ ðàíû â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ
ñ èíòåðâàëîì 20 ìèí â òå÷åíèå 16—24 ÷ ïðè 37 °Ñ. Êëåò-
êè èíêóáèðîâàëè â ñðåäå, íåçàâèñèìîé îò ñîäåðæàíèÿ
ÑÎ2. Êîíöåíòðàöèÿ êàæäîãî èíãèáèòîðà âàðüèðîâàëà îò 1
äî 300 íÌ. Êëåòêè â êîíòðîëå è ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáè-
òîðîâ âûïîëçàþò â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ðàíó ïðàêòè÷åñêè
ðàâíîìåðíî íà ïðîòÿæåíèè 6—10 ÷ ñî ñêîðîñòüþ îêîëî
7 ìêì/÷. Äîçà 1—3 íÌ ëþáîãî èç èíãèáèòîðîâ íå âëèÿåò
íà ñêîðîñòü êëåòîê, à äëÿ êîíöåíòðàöèè 6 íÌ ýôôåêò ñòà-
òèñòè÷åñêè íåäîñòîâåðåí. Ïðè äîáàâëåíèè 10 íÌ íîêîäà-
çîëà, âèíîðåëüáèíà èëè òàêñîëà ñêîðîñòü êëåòîê äîñòî-
âåðíî ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Â äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé èíãèáèòîðîâ îò 10 äî 50 íÌ ýôôåêò çàâè-
ñåë îò êîíöåíòðàöèè êàæäîãî èíãèáèòîð. Â êîíöåíòðàöèè
10 íÌ íàèáîëüøèé ýôôåêò îêàçûâàë òàêñîë, â êîíöåíòðà-
öèè 30 íÌ ýôôåêò âñåõ òðåõ èíãèáèòîðîâ áûë ñõîäíûì, à
â êîíöåíòðàöèè 50 íÌ íàèáîëüøèé ýôôåêò îêàçûâàë âè-
íîðåëüáèí. Â äèàïàçîíå îò 50 äî 300 íÌ ýôôåêò èíãèáè-
òîðîâ ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâ — ñêîðîñòü ñíèæàëàñü â
4 ðàçà äëÿ íîêîäàçîëà è âèíîðåëüáèíà è â 3 ðàçà äëÿ òàê-
ñîëà è íå çàâèñåëà îò èõ êîíöåíòðàöèé. Àíàëèç äèíàìèêè
ìèêðîòðóáî÷åê íà òåõ æå êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ
ÅÂ-1-RFP, ïîêàçàë, ÷òî âèíîðåëüáèí ýôôåêòèâíî òîðìî-
çèò ðîñò ìèêðîòðóáî÷åê íà÷èíàÿ ñ êîíöåíòðàöèè 10 íÌ,
íîêîäàçîë — íà÷èíàÿ ñ êîíöåíòðàöèè 100 íÌ. Â ýòèõ
êîíöåíòðàöèÿõ çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ ÷èñëî òðåêîâ
ðàñòóùèõ â êëåòêàõ ìèêðîòðóáî÷åê è ñíèæàåòñÿ ñðåäíÿÿ
äëèíà îòäåëüíîãî òðåêà. Ýôôåêò òàêñîëà â îñíîâíîì ñâÿ-
çàí ñ ïåðåðàñïðåäåëåíèåì ìèêðîòðóáî÷åê â ñòîðîíó êðàÿ
êëåòêè, íî íå ñ èõ äèíàìèêîé. Çàìåòíîå ïåðåðàñïðåäåëå-
íèå òðåêîâ ðîñòà ìèêðîòðóáî÷åê ïîä äåéñòâèåì òàêñîëà
ïðîÿâëÿåòñÿ íà÷èíàÿ ñ êîíöåíòðàöèè 100 íÌ. Òàêèì îá-
ðàçîì, ïîäâèæíîñòü êëåòîê 3Ò3 â öåëîì êîððåëèðóåò ñî
ñòàáèëèçàöèåé ìèêðîòðóáî÷åê, íî ÿâëÿåòñÿ áîëåå ÷óâñò-
âèòåëüíûì òåñòîì íà àíàëèç ýôôåêòà ìèòîñòàòèêîâ â ïî-
ðîãîâûõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ðàçâèòèå òðàíñëÿöèîííîé è ïåðñîíàëèçèðîâàí-
íîé ìåäèöèíû äëÿ ñîçäàíèÿ îñíîâ áèîìåäèöèíñêîé èí-
äóñòðèè â Ðåñïóáëèêå Êàçàõñòàí íà 2014—2016 ãîäû»
(¹ 0212/ÏÖÔ-14-ÎÒ) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-40189-Í).

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 631



ÝÍÒÎÇ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÊÓËÜÒÓÐÛ MCF7 ÏÐÈ ÄÅÉÑÒ-
ÂÈÈ ÏÀÊËÈÒÀÊÑÅËÀ. © Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà,
È. Â. Ìàìè÷åâ, Ã. Å. Îíèùåíêî. Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëü-
òåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óí-òà èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà, evgengeva@mail.ru

Ýíòîç (îäèí èç âàðèàíòîâ êëåòî÷íîãî êàííèáàëèçìà)
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âíåäðåíèå îäíîé îïóõîëåâîé êëåòêè
â äðóãóþ. Ïðè ýòîì ïîãëîùåííàÿ êëåòêà îñòàåòñÿ æèâîé
íà ïðîòÿæåíèè íåêîòîðîãî âðåìåíè âíóòðè êðóïíîé ýí-
òîçíîé âàêóîëè. Ñóäüáà ïîãëîùåííîé êëåòêè ìîæåò áûòü
ðàçëè÷íîé: ãèáåëü ïóòåì ëèçîñîìîîïîñðåäîâàííîé äåãðà-
äàöèè, âñòóïëåíèå â ìèòîç è (èëè) âûõîä èç ýíòîçíîé âà-
êóîëè. Ôèçèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå ýíòîçà â îïóõîëåâîé
ïðîãðåññèè âî ìíîãîì îñòàåòñÿ íåÿñíûì. Ñ îäíîé ñòîðî-
íû, äåãðàäèðîâàâøàÿ â õîäå ýíòîçà êëåòêà ìîæåò ñëóæèòü
èñòî÷íèêîì ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ äëÿ êëåòêè-êàííèáàëà.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýíòîçíàÿ âàêóîëü ìîæåò çàùèùàòü
âíåäðèâøóþñÿ êëåòêó îò âîçäåéñòâèÿ õèìèîòåðàïåâòè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ è òàêèì îáðàçîì ñïîñîáñòâîâàòü åå âû-
æèâàíèþ. Â ðàáîòå ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå îñîáåííî-
ñòåé ýíòîçà â êóëüòóðå îïóõîëåâûõ êëåòîê MCF-7 ïðè
âîçäåéñòâèè õèìèîòåðàïåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà ïàêëè-
òàêñåëà (125 íì, 24 è 48 ÷), âûçûâàþùåãî ãèïåðïîëèìå-
ðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê, âñòóïëåíèå êëåòîê â Ê-ìèòîç
è îáðàçîâàíèå êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè. Âîçäåéñòâèå
ïàêëèòàêñåëîì íå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êàííèáàëè÷å-
ñêîãî èíäåêñà (1.2 ± 0,9 (24 ÷) è 1.9 ± 0.6 (48 ÷)) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì (1.2 ± 0.9 %). Â ïðèñóòñòâèè ïàêëè-
òàêñåëà ïîãëîùàòü è âíåäðÿòüñÿ ìîãóò êàê îäíîÿäåðíûå,
òàê è ìèêðîÿäåðíûå êëåòêè; êëåòêè ñ ìèêðîÿäðàìè ÿâëÿ-
þòñÿ áîëåå óäîáíîé ìèøåíüþ äëÿ âíåäðåíèÿ. Ïàêëèòàê-
ñåë âûçûâàåò ãèïåðïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê â
êëåòêàõ—êàííèáàëàõ, íî íå â ïîãëîùåííûõ êëåòêàõ.
Â êîíòðîëå â ïðîöåññå ýíòîçà ôîðìèðóþòñÿ àäãåçèîííûå
êîíòàêòû, êîòîðûå ðàçðóøàþòñÿ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ
äåãðàäàöèè ïîãëîùåííîé êëåòêè; â ïðèñóòñòâèè ïàêëè-
òàêñåëà íàðóøàåòñÿ äåãðàäàöèÿ îäíîãî èç áåëêîâ àäãåçèâ-
íûõ êîíòàêòîâ — â-êàòåíèíà — íà ìåìáðàíå ýíòîçíîé
âàêóîëè, ÷òî ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî íàðóøåíèåì
âíóòðèêëåòî÷íîãî òðàíñïîðòà ñ ó÷àñòèåì ìèêðîòðóáî÷åê.
Âîçäåéñòâèå ïàêëèòàêñåëîì íå âëèÿåò íà àêòèâíîñòü ëè-
çîñîìíîãî êîìïàðòìåíòà ïîãëîùåííûõ êëåòîê è íå ïðå-
ïÿòñòâóåò ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè. Â öåëîì âîçäåéñòâèå
ïàêëèòàêñåëîì íà êëåòêè êóëüòóðû MCF-7 íå ïðåïÿòñò-
âóåò âíåäðåíèþ, ïîãëîùåíèþ è äåãðàäàöèè êëåòîê. Ïðè
ýòîì â ïîãëîùåííîé êëåòêå íå ïðîèñõîäèò ãèïåðïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê. Ýòîò ôàêò ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî êëåòêà â ñîñòàâå ýíòîçíîé âàêóî-
ëè çàùèùåíà îò äåéñòâèÿ íåêîòîðûõ õèìè÷åñêèõ ôàê-
òîðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-50-00029).

ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ Â ÎÁÎÍßÒÅËÜÍÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÍÛÕ
ÊËÅÒÊÀÕ Ó ÃËÓÁÎÊÎÂÎÄÍÛÕ ÐÛÁ ÎÇÅÐÀ ÁÀÉ-
ÊÀË ÏÐÈ ÐÀÇÍÛÕ ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÍÀÃÐÓÇ-
ÊÀÕ. © È. Â. Êëèìåíêîâ,1, 2 Ì. Â. Ïàñòóõîâ,3 Í. Ï. Ñóäà-
êîâ,2, 4, 5 Í. Ñ. Êîñèöûí.6 .1 Ëèìíîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò ÑÎ
ÐÀÍ, Èðêóòñê, 2 Èðêóòñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñè-
òåò, 3 Èíñòèòóò ãåîõèìèè èì. À. Ï. Âèíîãðàäîâà ÑÎ ÐÀÍ,
Èðêóòñê, 4 Èðêóòñêèé íàó÷íûé öåíòð õèðóðãèè è òðàâìà-

òîëîãèè, 5 Èðêóòñêèé íàó÷íûé öåíòð ÑÎ ÐÀÍ è 6 Èíñòè-
òóò âûñøåé íåðâíîé äåÿòåëüíîñòè è íåéðîôèçèîëîãèè
ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ñáîðêè öè-
òîñêåëåòà è åãî ó÷àñòèå â îáåñïå÷åíèè ðåöåïòîðíûõ
ñâîéñòâ îáîíÿòåëüíûõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àêòóà-
ëüíóþ ïðîáëåìó íåéðîáèîëîãèè (Burton, 1992). Äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ öèòîëîãè÷åñêèõ îñíîâ óñòîé÷èâîãî ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ íåéðîíîâ, ýâîëþöèîííî ïðèñïîñîáëåííûõ ê
îáåñïå÷åíèþ õåìîðåöåïöèè íà ðàçíûõ âîäíûõ ãëóáèíàõ,
èññëåäîâàëè óëüòðàñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ìèêðîòóáó-
ëÿðíîãî àïïàðàòà â äåíäðèòàõ ðåöåïòîðíûõ êëåòîê ó òðåõ
ãåíåòè÷åñêè áëèçêèõ âèäîâ áàéêàëüñêèõ Cottoidei — ó
æåëòîêðûëîé øèðîêîëîáêè Cottocomephorus grevingki âî
âðåìÿ íåðåñòà è â ìåæíåðåñòîâûé ïåðèîä, à òàêæå ó ãëó-
áîêîâîäíûõ ðûá — ïåëàãè÷åñêîé áîëüøîé ãîëîìÿíêè
Comephorus baicalensis è æèðíîé øèðîêîëîáêè Batracho-
cottus nikolskii, îáèòàþùåé â ïðèäîííîì ñëîå îçåðà äî
áîëüøèõ ãëóáèí (1600 ì). Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî ó æåëòîêðûëûõ áû÷êîâ
öèòîñêåëåò â äåíäðèòàõ îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíîâ ïðè-
îáðåòàåò íàèáîëåå ÷åòêóþ ñòðóêòóðèðîâàííîñòü â íå-
ðåñòîâûé ïåðèîä, êîãäà îíè íàõîäÿòñÿ â ïðèáðåæíîé çîíå
îçåðà — ïðè íàñòðîéêå îáîíÿòåëüíîé ñèñòåìû íà âîñ-
ïðèÿòèå ïîëîâûõ ôåðîìîíîâ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî òàêàÿ
ðàçâèòàÿ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê íåîáõîäèìà äëÿ òðàíñ-
ïîðòà ìîëåêóëÿðíûõ ðåöåïòîðîâ è ôåðìåíòîâ, íåîá-
õîäèìûõ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè êëåòîê ê ïîëîâûì ôåðîìîíàëüíûì ñèãíàëàì. Êðîìå
òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè â äåíäðèòàõ
õåìîðåöåïòîðíûõ êëåòîê ðûá ïîÿâëÿþòñÿ ïîñëå èõ äëè-
òåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ â ÷èñòîé, îáåäíåííîé îðãàíè÷åñêè-
ìè âåùåñòâàìè âîäå. Â äàííûõ óñëîâèÿõ ôîðìèðîâàíèå
ìèêðîòðóáî÷åê ïðîèñõîäèëî íà ôîíå çíà÷èòåëüíîãî ñíè-
æåíèÿ ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè öèòîïëàçìû è ñóùåñòâåí-
íîãî óìåíüøåíèÿ ðàçâèòèÿ äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ îð-
ãàíåëë. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî õîðîøî îðãàíèçîâàííàÿ ñè-
ñòåìà öèòîñêåëåòà â äåíäðèòàõ ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê
ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì ôàêòîðîì ïîääåðæàíèÿ èõ ñòðóê-
òóðíîé öåëîñòíîñòè ïðè äåôèöèòå ñåíñîðíûõ ñèãíàëîâ.
Â ÷àñòíîñòè, ýòè ôàêòû óêàçûâàþò íà òî, ó ãëóáîêî-
âîäíûõ ðûá, îáèòàþùèõ â îáåäíåííîé îðãàíè÷åñêèìè
âåùåñòâàìè ïåëàãèàëè îçåðà, ìèêðîòðóáî÷êè îáåñïå-
÷èâàþò ñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ äåíäðèòà ó êëåòîê, íå âîâëå÷åííûõ â äàííûõ
óñëîâèÿõ â àêòèâíûå ïðîöåññû õåìîðåöåïöèè. Òàêèì îá-
ðàçîì, öèòîñêåëåò ïðèíèìàåò âûñîêîñòðóêòóðèðîâàííóþ
ôîðìó íå òîëüêî ïðè çíà÷èòåëüíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ íà-
ãðóçêàõ îëüôàêòîðíîé ñèñòåìû â ïåðèîä íåðåñòà, íî è â
óñëîâèÿõ íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ â âîäå õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ.
Â öåëîì öèòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî óðîâåíü ðàçâèòèÿ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà â
ðåöåïòîðíûõ êëåòêàõ êàê ó ïðèáðåæíûõ, òàê è ó ãëóáî-
êîâîäíûõ ðûá èíäèâèäóàëåí è ñóùåñòâåííî çàâèñèò
îò õèìèçìà âîäíîé ñðåäû è îáðàçà æèçíè. Ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå íà ìîäåëüíûõ ãèäðîáèîíòàõ ñ ýêñòðåìàëü-
íûìè ïî ãëóáèíå óñëîâèÿìè ñóùåñòâîâàíèÿ, ìîãóò èìåòü
âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõà-
íèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ñòàáèëüíîå ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ îáîíÿòåëüíûõ êëåòîê ïðè èçìåíåíèè õèìè÷åñêîãî ñî-
ñòàâà âîäíîé ñðåäû è ðåæèìîâ ãèäðîñòàòè÷åñêèõ äàâ-
ëåíèé.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü êîìàíäå ÃÎÀ ÌÈÐ
çà ïîìîùü â ñáîðå ìàòåðèàëà.
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1 Êàçàíñêèé èíñòèòóò áèîõèìèè è áèîôèçèêè ÊàçÍÖ
ÐÀÍ, ikov2000@mail.ru, è 2 Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé)
ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò.

Â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ (Kovyazina et al., 2010)
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â õîäå âûñîêî÷àñòîòíîé ñòèìó-
ëÿöèè äâèãàòåëüíîãî íåðâà èçìåíåíèå êâàíòîâîãî ñîñòàâà
ñèíàïòè÷åñêèõ îòâåòîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì ñèí-
õðîííîñòè ñåêðåöèè àöåòèëõîëèíà (ÀÕ). Â ïðîòÿæåííûõ
íåðâíî-ìûøå÷íûõ îêîí÷àíèÿõ àìôèáèé äåñèíõðîíèçà-
öèÿ ñåêðåòîðíîãî ïðîöåññà îáóñëîâëåíà êàê ìèíèìóì
äâóìÿ ôàêòîðàìè — ìîäóëÿöèåé ïðîöåññà îñâîáîæäåíèÿ
ìåäèàòîðà â îòäåëüíûõ àêòèâíûõ çîíàõ è ñíèæåíèåì ñêî-
ðîñòè ïðîâåäåíèÿ âîçáóæäåíèÿ ïî íåìèåëèíèçèðîâàí-
íûì ó÷àñòêàì àêñîíà. Â äàííîì èññëåäîâàíèè ïðîâåðÿëè
ãèïîòåçó, ñîãëàñíî êîòîðîé îïèñàííûå èçìåíåíèÿ ñåêðå-
öèè ÀÕ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû àêòèâàöèåé ïðåñèíàïòè-
÷åñêèõ õîëèíîðåöåïòîðîâ íèêîòèíîâîãî ëèáî ìóñêàðèíî-
âîãî ïîäòèïà. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà íåðâíî-ìû-
øå÷íûõ ïðåïàðàòàõ (m. sartorius) ëÿãóøåê Rana ridibunda.
Ðåãèñòðèðîâàëè òîêè êîíöåâîé ïëàñòèíêè (ÒÊÏ) ïðè ðèò-
ìè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè íåðâà ñ íèçêîé (0.5 èìï/ñ) è âûñî-
êîé (100 èìï/ñ) ÷àñòîòàìè ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì óðîâíå
Ñà2+ â ñðåäå. Î ñòåïåíè ñèíõðîííîñòè ñåêðåöèè ñóäèëè ïî
ñîîòíîøåíèþ äëèòåëüíîñòåé ïåðåäíåãî ôðîíòà ìíîãî-
êâàíòîâûõ ÒÊÏ è ñïîíòàííûõ îäíîêâàíòîâûõ ñèãíàëîâ,
çàðåãèñòðèðîâàííûõ äî è ïîñëå ðèòìè÷åñêîé ñòèìóëÿ-
öèè. Âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ âîçáóæäåíèÿ ïî òåðìèíàëè îöå-
íèâàëè ïóòåì äâóõýëåêòðîäíîãî ýêñòðàêëåòî÷íîãî îòâå-
äåíèÿ ïðåñèíàïòè÷åñêèõ ïîòåíöèàëîâ äåéñòâèÿ. Âûñîêî-
÷àñòîòíàÿ ñòèìóëÿöèÿ íåðâà (100 èìï/ñ, 1 ñ) ïðèâîäèëà
ê óâåëè÷åíèþ äëèòåëüíîñòè ïåðåäíåãî ôðîíòà ÒÊÏ (â
ñðåäíåì íà 15 %), ÷òî ïðè íåèçìåííîñòè ïàðàìåòðîâ îä-
íîêâàíòîâûõ ÒÊÏ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î äåñèíõðî-
íèçàöèè ïðîöåññà âûäåëåíèÿ ÀÕ. Ýòî óâåëè÷åíèå äëè-
òåëüíîñòè ôàçû ðîñòà ÒÊÏ áûëî ìåíåå âûðàæåíî â ïðè-
ñóòñòâèè áëîêàòîðîâ íèêîòèíîâûõ õîëèíîðåöåïòîðîâ —
íåñåëåêòèâíîãî d-òóáîêóðàðèíà (100 íÌ) è àíòàãîíèñòà
á7 ðåöåïòîðîâ ìåòèëëèêàêîíèòèíà (MLA, 10 íÌ), à òàê-
æå ïðè àïïëèêàöèè áëîêàòîðîâ ìóñêàðèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ ïîäòèïà Ì1 (ïèðåíçåïèíà, 100 íÌ, è VU0255035,
100 íÌ). Àíàëèç ñêîðîñòè ïðîâåäåíèÿ âîçáóæäåíèÿ ïî
íåðâíûì îêîí÷àíèÿì ïîêàçàë, ÷òî ïðè âûñîêî÷àñòîòíîé
ñòèìóëÿöèè íåðâà â ïðèñóòñòâèè áëîêàòîðîâ Í-õîëèíî-
ðåöåïòîðîâ d-òóáîêóðàðèíà è MLA ýòîò ïàðàìåòð èçìå-
íÿëñÿ â ìåíüøåé ñòåïåíè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.
Â ïðèñóòñòâèè ìóñêàðèíîâûõ àíòàãîíèñòîâ (àòðîïèíà,
VU 0255035) êàêèõ-ëèáî èçìåíåíèé ñêîðîñòè ïðîâåäåíèÿ
âîçáóæäåíèÿ âûÿâëåíî íå áûëî, ò. å. èçìåíåíèå ñèíõðî-
ííîñòè ñåêðåöèè ÀÕ, îïîñðåäîâàííîå ÷åðåç àêòèâàöèþ
õîëèíîðåöåïòîðîâ ïîäòèïà Ì1 â õîäå ïà÷êè èìïóëüñîâ,
ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì êèíåòèêè ñåêðåöèè íà óðîâíå îòäå-
ëüíûõ àêòèâíûõ çîí. Òàêèì îáðàçîì, ÀÕ, ñåêðåòèðóåìûé
èç äâèãàòåëüíûõ íåðâíûõ îêîí÷àíèé ëÿãóøêè ïðè âûñî-
êî÷àñòîòíîé àêòèâíîñòè, ìîæåò ìîäóëèðîâàòü íå òîëüêî

èíòåíñèâíîñòü, íî è ñèíõðîííîñòü ñâîåãî îñâîáîæäåíèÿ.
Èçìåíåíèå ñòåïåíè ñèíõðîííîñòè ñåêðåöèè â õîäå ïà÷êè
èìïóëüñîâ ñâÿçàíî ñ äâóìÿ ôàêòîðàìè — ñíèæåíèåì ñêî-
ðîñòè ïðîâåäåíèÿ âîçáóæäåíèÿ ïðè àêòèâàöèè íèêîòè-
íîâûõ ðåöåïòîðîâ è èçìåíåíèåì êèíåòèêè ñåêðåöèè â îò-
äåëüíûõ àêòèâíûõ çîíàõ ïðè àêòèâàöèè Ì-õîëèíîðåöåï-
òîðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîé ôè-
íàíñîâîé ïîääåðæêè Êàçàíñêîãî (Ïðèâîëæñêîãî) ôå-
äåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà â öåëÿõ ïîâûøåíèÿ åãî êîí-
êóðåíòîñïîñîáíîñòè ñðåäè âåäóùèõ ìèðîâûõ íàó÷íî-
îáðàçîâàòåëüíûõ öåíòðîâ è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 14-04-00987).
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Âêóñîâûå êëåòêè òèïà II — îñíîâíîé òèï õåìîñåí-
ñîðíûõ êëåòîê âêóñîâîé ïî÷êè ìëåêîïèòàþùèõ — ñïå-
öèàëèçèðóþòñÿ â ðàñïîçíàâàíèè ãîðüêèõ è ñëàäêèõ ñòè-
ìóëîâ è àìèíîêèñëîò. Ïîñêîëüêó êëåòêè òèïà II íå îáðà-
çóþò êëàññè÷åñêèõ õèìè÷åñêèõ ñèíàïñîâ ñ îêîí÷àíèÿìè
âêóñîâîãî íåðâà, äîëãîå âðåìÿ îñòàâàëîñü íåÿñíûì, êà-
êèì îáðàçîì â ýòèõ âêóñîâûõ êëåòêàõ êîäèðóåòñÿ ñåíñîð-
íàÿ èíôîðìàöèÿ è îñóùåñòâëÿåòñÿ åå àôôåðåíòíàÿ íåéðî-
ïåðåäà÷à. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò, ïðîâåäåííûå â
íàøåé ëàáîðàòîðèè è çàðóáåæíûìè êîëëåãàìè, ïîçâîëè-
ëè óñòàíîâèòü, ÷òî âêóñîâûå êëåòêè òèïà II èñïîëüçóþò
íåêàíîíè÷åñêèé ìåõàíèçì äëÿ àôôåðåíòíîé íåéðîïåðå-
äà÷è âêóñîâîé èíôîðìàöèè âêóñîâîìó íåðâó. Îêàçàëîñü,
÷òî ýòè êëåòêè èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå íåéðîòðàíñìèòòå-
ðà ÀÒÐ, êîòîðûé ñåêðåòèðóåòñÿ â ýêñòðàêëåòî÷íîå ïðî-
ñòðàíñòâî, ÷òîáû ñòèìóëèðîâàòü ïîñòñèíàïòè÷åñêèå ðå-
öåïòîðû P2X, Ñà2+-íåçàâèñèìûì è ïîòåíöèàëçàâèñèìûì
îáðàçîì ïðè ó÷àñòèè ÀÒÐ-ïðîíèöàåìûõ èîííûõ êàíàëîâ.
Äî íåäàâíåãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî ýòîò êàíàë ôîðìè-
ðóåòñÿ êàíàëüíûì áåëêîì ïàííåêñèíîì 1 (Panx1) è (èëè)
êàíàëüíûìè áåëêàìè èç ñåìåéñòâà êîííåêñèíîâ. Ïîëó-
÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëèëè èñêëþ÷èòü Panx1. Â êîí-
öå 2013 ã. áûëî ïîêàçàíî (Taruno et al., 2013), ÷òî ãåíåòè-
÷åñêèé íîêàóò ãåíà CALHM1, êîäèðóþùåãî êàíàëüíûé
áåëîê, ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ñòèìóëçàâèñèìîé ñåêðå-
öèè ÀÒÐ âêóñîâûìè êëåòêàìè, à òàêæå ê ïîòåðå âêóñîâîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè ó ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ìû-
øåé. Ýòè ôàêòû ñâèäåòåëüñòâîâàëè î òîì, ÷òî èìåííî
CALHM1 ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâîé ñóáúåäèíèöåé ÀÒÐ-ïðîíè-
öàåìîãî êàíàëà âêóñîâûõ êëåòîê, õîòÿ ìîëåêóëÿðíàÿ
ñòðóêòóðà ïîñëåäíåãî äîïîäëèííî âñå åùå íåèçâåñòíà.
Îáðàùàëî íà ñåáÿ òî îáñòîÿòåëüñòâî, ÷òî ñòèìóëû, âûçû-
âàþùèå ñåêðåöèþ ÀÒÐ, ò. å. îòêðûâàþùèå ÀÒÐ-ïðîíèöà-
åìûå êàíàëû, íå âûçûâàëè âî âêóñîâûõ êëåòêàõ òèïà II
ñêîëü-íèáóäü çíà÷èìûõ Ñà2+-ñèãíàëîâ, àññîöèèðóþùèõ-
ñÿ ñî âõîäîì íàðóæíîãî Ñà2+. Ìåæäó òåì òðóäíî ïðèäó-
ìàòü ìîëåêóëÿðíóþ îðãàíèçàöèþ âîäíîé ïîðû íåñåëåê-
òèâíîãî èîííîãî êàíàëà, êàêîâûì ÿâëÿåòñÿ CALHM1,
ñïîñîáíîãî ïðîïóñêàòü ÀÒÐ-àíèîí (507 Äà, ~ 14 Å) è ðÿä
çàðÿæåííûõ êðàñèòåëåé ñîïîñòàâèìîé ìàññû, íî íå ïðî-
ïóñêàþùåãî èîí Ñà2+ (40 Äà, > 7 Å äàæå ñ ãèäðàòíîé îáî-
ëî÷êîé). Â ïîèñêàõ îáúÿñíåíèÿ ýòîãî ïðîòèâîðå÷èÿ ìû
îáðàòèëè âíèìàíèå íà äàííûå ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè,
â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðûìè âî âêóñîâûõ êëåòêàõ òèïà II
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èìååòñÿ àòèïè÷íàÿ ìèòîõîíäðèÿ, ïðèìûêàþùàÿ ê ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå â ìåñòå åå ñîïðÿæåíèÿ ñ íåðâíûì
îêîí÷àíèåì. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýòà ìèòîõîíäðèÿ
ñî-ëîêàëèçîâàíà ñ ÀÒÐ-ïðîíèöàåìûìè êàíàëàìè, îáðàçóÿ
ëîêàëüíûé êîìïàðòìåíò ñóáìèêðîííûõ ðàçìåðîâ äëÿ
ñåêðåöèè ÀÒÐ, â êîòîðîì ïîääåðæèâàåòñÿ íåçàâèñÿùèé
îò îñòàëüíîé ÷àñòè êëåòêè óðîâåíü ÀÒÐ è Ñà2+. Ýòà ïðàâ-
äîïîäîáíàÿ ìîäåëü ìîãëà áû, â ÷àñòíîñòè, îáúÿñíèòü, ïî-
÷åìó îòêðûâàíèå ÀÒÐ-ïðîíèöàåìûõ êàíàëîâ íå ïðèâîäèò
ê èçìåíåíèþ òîòàëüíîãî Ñà2+ â öèòîïëàçìå âêóñîâîé
êëåòêè òèïà II. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ áèîëîãèè êëåòêè ïîçâîëèëè
ïîëó÷èòü ðåçóëüòàòû, êîòîðûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëü-
çó ñóùåñòâîâàíèÿ ñïåöèàëèçèðîâàííîãî ìèòîõîíäðèàëü-
íîãî êîìïàðòìåíòà, îáåñïå÷èâàþùåãî â êëåòêàõ òèïà II
êîíòðîëèðóåìóþ ñåêðåöèþ ÀÒÐ.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÀÍÎÊÒÀÌÈÍÎÂ ÎÁÎÍßÒÅËÜÍÎÃÎ
ÝÏÈÒÅËÈß ÌÛØÈ. © À. Ñ. Êîëåñíèêîâà, Ì. Ô. Áûñò-
ðîâà. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, mmbist-
rova@icb.psn.ru

Õëîðíûå êàíàëû, àêòèâèðóåìûå êàëüöèåì, ÿâëÿþòñÿ
ñîñòàâíûì êîìïîíåíòîì òðàíñäóêöèè ñèãíàëà â îáîíÿ-
òåëüíûõ íåéðîíàõ. ×åðåç íèõ îñóùåñòâëÿåòñÿ âûõîä
èîíîâ õëîðà èç êëåòêè, ñïîñîáñòâóþùèé äåïîëÿðèçàöèè
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Èçâåñòíî, ÷òî äâà ïðåäñòàâèòåëÿ
ñåìåéñòâà àíîêòàìèíîâ (Àíî1 è Àíî2) ôîðìèðóþò êàëü-
öèéçàâèñèìûå õëîðíûå êàíàëû â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ
òèïàõ. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî, ÷òî Àíî2 ëî-
êàëèçîâàí â öèëèÿõ îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíîâ, è ïîëó÷åíû
äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ýòîò áåëîê îòâå÷àåò çà êàëüöèé-
àêòèâèðóåìûå õëîðíûå òîêè â ýòèõ êëåòêàõ (Stephan et al.,
2009; Sagheddu et al., 2010). Áåëîê Àíî1 áûë ðàíåå íàéäåí
â âîìåðîíàçàëüíûõ íåéðîíàõ, îòâå÷àþùèõ çà äåòåêöèþ
ôåðîìîíîâ, è íå îáíàðóæåí â îáîíÿòåëüíîì ýïèòåëèè
(Dibattista et al., 2012). Â äàííîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè
ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíà Àíî1 è ëîêàëèçàöèþ îáîèõ àíîê-
òàìèíîâ â îáîíÿòåëüíîì ýïèòåëèè òðàíñãåííûõ ìûøåé
OMP-GFP. Ó ýòèõ ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ìû-
øåé çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê GFP ýêñïðåññèðîâàí
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà îáîíÿòåëüíîãî ìàðêåðíîãî
áåëêà ÎÌÐ. Ïîñêîëüêó ÎÌÐ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì çðåëûõ
îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíîâ, âñå äèôôåðåíöèðîâàííûå îáî-
íÿòåëüíûå íåéðîíû, óñòàíîâèâøèå êîíòàêò ñ îáîíÿòåëü-
íîé ëóêîâèöåé, ó ìûøåé OMP-GFP îáëàäàþò çåëåíîé
ôëóîðåñöåíöèåé. Ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ãåíà Àíî1 èññëåäî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà îáðàòíîòðàíñêðèïòàçíîé ÏÖÐ
c ãåí-ñïåöèôè÷åñêèìè ïðàéìåðàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè
äâóì òðàíñêðèïò-âàðèàíòàì Àíî1 èç áàçû äàííûõ NCBI
(NM_178642.5 è NM_001242349.1). Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
â îáîíÿòåëüíîì ýïèòåëèè ìûøè ýêñïðåññèðîâàíû îáà
òðàíñêðèïò-âàðèàíòà ãåíà Àíî1. Äëÿ èììóíîëîêàëèçàöèè
àíîêòàìèíîâ â îáîíÿòåëüíîì ýïèòåëèè áûëè èñïîëüçî-
âàíû êðîëè÷üè àíòè-Àíî1 (ACL-011; Alomone Labs) è
àíòè-Àíî2 (LS-B4615; LSBio) àíòèòåëà è âòîðè÷íûå
àíòè-êðîëè÷üè IgG, ìå÷åííûå AlexaFluor-647 (Ambion).
Íà îäíîì è òîì æå ñðåçå ìû ìîæåì óâèäåòü, ëîêàëèçîâàí
ëè àíîêòàìèí (êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ) â çðåëûõ îáîíÿ-
òåëüíûõ íåéðîíàõ, îáëàäàþùèõ çåëåíîé ôëóîðåñöåí-
öèåé, èëè â äðóãèõ êëåòî÷íûõ òèïàõ, âêëþ÷àÿ íåçðåëûå
íåéðîíû, à òàêæå îïîðíûå è áàçàëüíûå êëåòêè. Íà êîíôî-
êàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ îáîíÿ-
òåëüíîãî ýïèòåëèÿ õîðîøî âèäíî, ÷òî èììóíîðåàêòèâ-

íîñòü ê Àíî1, äåòåêòèðóåìàÿ ïî êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè,
èìååò ìåìáðàííóþ ëîêàëèçàöèþ. Àíàëèç ñîâìåùåíèÿ
çåëåíîé è êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè ïîçâîëÿåò ñäåëàòü çà-
êëþ÷åíèå î òîì, ÷òî Àíî1 ëîêàëèçîâàí â öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèõ ìåìáðàíàõ íå òîëüêî çðåëûõ îáîíÿòåëüíûõ íåé-
ðîíîâ, íî è â íåçðåëûõ íåéðîíàõ, à òàêæå â áàçàëüíûõ
êëåòêàõ. Òàêèì îáðàçîì, â äàííîé ðàáîòå ìû âïåðâûå ïî-
ëó÷èëè äîêàçàòåëüñòâà ïðèñóòñòâèÿ Àíî1 â öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíîâ è áàçàëüíûõ
êëåòîê. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåçóëüòàòàìè ðàíåå ïðîâåäåí-
íûõ èññëåäîâàíèé (Dibattista et al., 2012) èììóíîðåàêòèâ-
íîñòü ê Àíî2 áûëà îáíàðóæåíà íàìè â îáëàñòè îáîíÿ-
òåëüíûõ öèëèé íà ïîâåðõíîñòè îáîíÿòåëüíîãî ýïèòåëèÿ.
Íåñîîòâåòñòâèå ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå, çàêëþ-
÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ìû äåòåêòèðóåì êðàñíóþ èììóíîôëóî-
ðåñöåíöèþ Àíî2 íå òîëüêî â îáëàñòè îáîíÿòåëüíûõ öè-
ëèé íà ïîâåðõíîñòè ýïèòåëèÿ, íî è â öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàíàõ òåë çðåëûõ è íåçðåëûõ íåéðîíîâ, à òàêæå â
ìåìáðàíàõ áàçàëüíûõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî ãåíåòè÷å-
ñêèé íîêàóò Àíî2 âëèÿåò íà êàëüöèéàêòèâèðóåìûå õëîð-
íûå òîêè â îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíàõ. Îäíàêî îòâåòû íà çà-
ïàõè ó íîêàóòíûõ ìûøåé âñå æå ñîõðàíÿëèñü, õîòÿ è íå â
ïîëíîì îáúåìå, è ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî êðîìå Àíî2 â
îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíàõ äîëæíû áûòü åùå è äðóãèå êîì-
ïîíåíòû, îòâåòñòâåííûå çà õëîðíûå òîêè. Òàêèì íåäîñòà-
þùèì êîìïîíåíòîì ìîæåò áûòü Àíî1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00913).

ÎÖÅÍÊÀ ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎ-ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÃÎ ÑÎ-
ÑÒÎßÍÈß ËÈÌÔÎÖÈÒÎÂ ÊÐÎÂÈ Ñ ÖÈÒÎÕÀËÀÇÈ-
ÍÎÌ Â. © Ã. Ï. Êîñÿêîâà. Âñåðîññèéñêèé èíñòèòóò ãå-
íåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ
ÐÀÑÕÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äåñòàáèëèçàöèè ãåíîìà ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè êîðîâ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû èñïîëüçîâàëè
öèòîêèíåòè÷åñêèé áëîê êóëüòèâèðóåìûõ ìîíîíóêëåàðîâ
ñ öèòîõàëàçèíîì Â, òàê êàê îí ðàçðóøàåò ìèêðîòðóáî÷êè
êëåòîê. Ìåòîä îñíîâàí íà îïðåäåëåíèè ÷àñòîò ìèêðîÿäåð
â äâóÿäåðíûõ êëåòêàõ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìèêðîÿäåð â
ëèìôîöèòàõ êîðîâ 5 êàïåëü êðîâè âíîñèëè â êóëüòóðàëü-
íûå ïëàíøåòû, ñîäåðæàùèå ïî 1 ìë ñðåäû ñ 20 % ýìáðè-
îíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, 2.5 % ÔÃÀ, 2 ã/ë áèêàðáî-
íàòà íàòðèÿ è ñìåñü àíòèáèîòèêîâ, è êóëüòèâèðîâàëè â
òåðìîñòàòå. Â ÷àñòü ïðîá ÷åðåç 44 ÷ èíêóáàöèè âíîñèëè
öèòîõàëàçèí Â. Åùå ÷åðåç 24 ÷ êóëüòóðû îáðàáàòûâàëè
0.125 Ì õëîðèäîì êàëèÿ â òå÷åíèå 6 ìèí, ïåðâûì ôèêñè-
ðóþùèì ðàñòâîðîì (ýòàíîë, 0.9 % õëîðèäà íàòðèÿ è ëåäÿ-
íàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà â ñîîòíîøåíèè 12 : 13 : 1) â òå÷åíèå
8 ìèí è âòîðûì ôèêñèðóþùèì ðàñòâîðîì (ýòàíîë è ëåäÿ-
íàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà â ñîîòíîøåíèè 4 : 1) â òå÷åíèå
1 ìèí ïðîâîäèëè òðèæäû è öåíòðèôóãèðîâàëè. Ïðèãî-
òîâëåííûå íà ñòåêëå ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ïî Ãèìçà
ðàçâåäåííûì ôîñôàòíûì áóôåðîì. Ìèêðîÿäðà ïîäñ÷è-
òûâàëè â áè- è ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ ïðè óâåëè÷åíèè
500�. Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ âèäíî, ÷òî â êîíòðîëü-
íîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ êîðîâ îòñóòñòâîâàëè äâóÿäåð-
íûå èëè ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè, ÷àñòîòà ìîíîíóêëåàðîâ
(ëèìôîöèòîâ ñ îäíèì ÿäðîì îêðóãëîé ôîðìû) âàðüèðî-
âàëà îò 0 äî 17 ‰ ó âûñîêîïðîäóêòèâíûõ æèâîòíûõ.
Â ñðåäíåì â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ ÷àñòîòà
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êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè áûëà âûøå, ÷åì â îïûòíîé êóëüòó-
ðå îäíîÿäåðíûõ ëèìôîöèòîâ, íà 0.95 ‰ ó íèçêîïðîäóê-
òèâíûõ êîðîâ (äî 5000 êã ìîëîêà ïî íàèâûñøåé ëàêòà-
öèè) è íà 1.81 ‰ ó âûñîêîïðîäóêòèâíûõ êîðîâ (ñâûøå
5000 êã ìîëîêà ïî íàèâûñøåé ëàêòàöèè) ñîîòâåòñòâåííî.
Â êîíòðîëüíîé è îïûòíûõ êóëüòóðàõ ëèìôîöèòîâ êîðîâ
ìèêðîÿäðà âûÿâëåíû è â ìîíîíóêëåàðíûõ, è â áèíóêëåè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ. Â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå ñïîíòàííàÿ
÷àñòîòà ëèìôîöèòîâ ñ ìèêðîÿäðàìè (×ËÌ) âàðüèðîâàëà
îò 0 äî 17 ‰, à â îïûòíîé êóëüòóðå — îò 1.5 äî 17.5 ‰.
×àñòîòà áèíóêëåèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ ñ ìèêðîÿäðàìè
èçìåíÿëàñü îò 2.8 äî 33 ‰. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ó
êîðîâ ñ ïðîäóêòèâíîñòüþ ñâûøå 5000 êã ìîëîêà ïî íàè-
âûñøåé ëàêòàöèè çíà÷åíèå ïîêàçàòåëÿ ×ËÌ â îïûòå äâó-
ÿäåðíûõ (áèíóêëåèðîâàííûõ) êëåòîê èç 48-÷àñîâîé êóëü-
òóðû ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
êîðîâ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû, ïðåâûøàåò òàêîâîå â êîíò-
ðîëå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî èíòåíñèâíàÿ
ýêñïëóàòàöèÿ êîðîâ íåèçáåæíî ïðèâîäèò ëèáî ê íàðóøå-
íèþ ñòàáèëüíîñòè êëåòî÷íîãî ãåíîìà, ëèáî ê èçìåíåíèþ
ìåõàíèçìîâ è ñèñòåì, îòâåòñòâåííûõ çà ýëèìèíàöèþ
àáåððàíòíûõ êëåòîê. Äâóÿäåðíûå (áèíóêëåèðîâàííàûå)
êëåòêè èç 48-÷àñîâîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ
èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè êîðîâ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû ñ
äîáàâëåíèåì öèòîõàëàçèíà Â, èìåþò ìèêðîÿäðà. Êîëè÷å-
ñòâî ìèêðîÿäåð â ìîíîíóêëåàðàõ è áèíóêëåèðîâàííûõ
êëåòêàõ â êóëüòóðå äîñòîâåðíî îòðàæåíî ïðè (P < 0.001) â
ëèìôîöèòàõ êðîâè êîðîâ ÷åðíî-ïåñòðîé ïîðîäû in vivo è
in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîõàëàçèíà Â (ñ ïðîäóêòèâíî-
ñòüþ êîðîâ ñâûøå 5000 è äî 5000 êã ìîëîêà ïî íàèâûñ-
øåé ëàêòàöèè; ÇÀÎ «Àãðîôèðìà Ïîáåäà» Ïñêîâñêîé îáë.
Ïîñëåäíåå óêàçûâàåò íà âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòî-
äà âûÿâëåíèÿ ìèêðîÿäåð ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîêèíåòè-
÷åñêîãî áëîêà. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ïðè ñðàâíåíèè
÷àñòîò êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè â ëèìôîöèòàõ êîðîâ íàáëþ-
äàþòñÿ äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèçêîé (äî 5000 êã)
è âûñîêîé (âûøå 5000 êã) ïðîäóêòèâíîñòüþ ìîëîêà ïðè
âûñîêîì óðîâíå çíà÷èìîñòè (Ð < 0.001). Ñðåäíÿÿ ÷àñòîòà
ìèêðîÿäåð êîðîâ ñ âûñîêîé ïðîäóêòèâíîñòüþ âûøå, ÷åì
ó êîðîâ ñ íèçêîé ïðîäóêòèâíîñòüþ, ÷òî ìîæåò îòðàæàòü
ðàçëè÷èÿ ïî íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà.
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Ýíäîöèòîç (ÝÖ) ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà
ðîñòà (ÐÝÔÐ) èíèöèèðóåòñÿ ïðè åãî ñâÿçûâàíèè ñ ðåöåï-
òîðîì íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (ÏÌ) êëåòêè. Ïîñëå
èíòåðíàëèçàöèè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû âûÿâëÿ-
þòñÿ â âåçèêóëàõ, íàçûâàåìûõ ýíäîñîìàìè. Â õîäå ÝÖ
ëèïèäíî-áåëêîâûé ñîñòàâ ýòèõ âåçèêóë ìåíÿåòñÿ, ò. å.
îíè «ñîçðåâàþò» èç ðàííèõ ýíäîñîì (ÐÝ) â ïîçäíèå (ÏÝ).
Â õîäå «ñîçðåâàíèÿ» ôîðìèðóþòñÿ âíóòðåííèå ïóçûðüêè,
îáðàçóþùèåñÿ èç èíâàãèíàöèé ìåìáðàíû ýíäîñîìû. Äëÿ
ôîðìèðîâàíèÿ âíóòðåííèõ ïóçûðüêîâ íåîáõîäèìî óâåëè-
÷èòü ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ýíäîñîìû, ÷òî îáåñïå÷èâàåòñÿ
áëàãîäàðÿ ñëèÿíèÿì ÐÝ äðóã ñ äðóãîì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî â õîäå ÝÖ ìàëàÿ ÃÒÔàçà Rab5 ðåêðóòèðóåòñÿ íà ýíäî-

ñîìó, ïðèâëåêàÿ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçó Vps 34,
êîòîðàÿ ñîçäàåò íà ìåìáðàíå ó÷àñòêè, îáîãàùåííûå ôîñ-
ôàòèäèëèíîçèòîë-3-ôîñôàòîì (PI3P). Rab5 è PI3P â ñâîþ
î÷åðåäü ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ ôàêòîðà äèñòàíöè-
îííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ EEA1. EEA1 îïîñðåäóåò çàÿêîðè-
âàíèå ÐÝ äðóã ñ äðóãîì, ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ èõ ïîñëåäó-
þùåãî ñëèÿíèÿ. Ñ÷èòàåòñÿ îáùåïðèíÿòûì, ÷òî â êëåòêàõ
â óñëîâèÿõ ìèíèìàëüíîé ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòè EEA1
ðàñïîëàãàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîïëàçìå, â òî âðåìÿ
êàê ñòèìóëÿöèÿ ÝÖ ïðèâîäèò ê åãî ïðèâëå÷åíèþ íà ïî-
âåðõíîñòü ÐÝ. Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â êëåòêàõ â
óñëîâèÿõ äåôèöèòà ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ îñíîâíàÿ ÷àñòü
áåëêà EEA1 ïðèñóòñòâóåò íà ìåìáðàíàõ âåçèêóë, ðàñ-
ïîëàãàþùèõñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, ïðàêòè÷åñêè íå
âûÿâëÿÿñü â öèòîçîëå. Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ðàñïðåäåëå-
íèå, ðàçìåðû, êîëîêàëèçàöèþ EEA1- è ÐÝÔÐ-ïîëîæè-
òåëüíûõ âåçèêóë íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ ýíäîöèòîçà â êëåò-
êàõ ëèíèè HeLa Kyoto. Ýíäîöèòîç çàïóñêàëè ïî ñõåìå
èìïóëüñíîé çàãðóçêè ëèãàíäà. Ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ÝÔÐ
ïðè 37 °Ñ íà 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè îò íåñâÿçàâøå-
ãîñÿ ëèãàíäà è ïåðåâîäèëè â ñðåäó áåç ëèãàíäà íà îïðå-
äåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè (15—90 ìèí). Ïîâåäåíèå
EEA- è ÐÝÔÐ-ïîëîæèòåëüíûõ âåçèêóë èññëåäîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè êàê íà ôèêñèðîâàí-
íûõ êëåòêàõ, òàê è â õîäå ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé.
Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè ñòèìóëÿöèè ÝÖ îêîëîÿäåðíûé ïóë
EEA1-âåçèêóë ïåðåðàñïðåäåëÿåòñÿ ê ÏÌ êëåòêè. Íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ (5—15 ìèí) â ïåðèôåðè÷åñêîé ÷àñòè êëåò-
êè âûÿâëÿþòñÿ äâóõäîìåííûå ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç
EEA1-ïîëîæèòåëüíîé è ÐÝÔÐ-ïîëîæèòåëüíîé ÷àñòåé.
Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî íà íà÷àëüíûõ
ýòàïàõ ÝÖ EEA1-âåçèêóëû â ïåðåôèðè÷åñêîé ÷àñòè êëå-
òîê ñëèâàþòñÿ ñ òðàíñïîðòíûìè ïóçûðüêàìè, íåñóùèìè
Cy3-ìå÷åííûé ÝÔÐ. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ÝÖ ýíäîñî-
ìû óêðóïíÿþòñÿ è èìåþò ìóëüòèäîìåííóþ ñòðóêòóðó,
ò. å. ñîäåðæàò â ìåìáðàíå ó÷àñòêè, ïîëîæèòåëüíûå òîëü-
êî ïî EEA1 èëè ïî ðåöåïòîðó. Ïðè äîñòèæåíèè ìàêñèìà-
ëüíûõ çíà÷åíèé êîëîêàëèçàöèè ÐÝÔÐ è EEA1-ñèãíàëîâ
(30 ìèí) â êëåòêàõ íàáëþäàþòñÿ àãðåãàòû èç íåñêîëüêèõ
ìóëüòèäîìåííûõ âåçèêóë. Ïðèæèçíåííàÿ ñúåìêà ïîêàçà-
ëà, ÷òî ýòè àãðåãàòû ïåðåìåùàþòñÿ â ïðîñòðàíñòâå êàê
åäèíîå öåëîå, ïðåäñòàâëÿÿ ñîáîé ìóëüòèäîìåííûå âåçè-
êóëû, çàÿêîðåííûå äðóã çà äðóãà. Íà ïîçäíèõ ñðîêàõ
(60—90 ìèí) ìóëüòèäîìåííûå âåçèêóëû îòñóòñòâóþò, à
âûÿâëÿþòñÿ îòäåëüíûå ÐÝÔÐ è EEA1-ïîëîæèòåëüíûå âå-
çèêóëû. Â õîäå ïðèæèçíåííîé ñúåìêè íàáëþäàåòñÿ ïðî-
öåññ ñåãðåãàöèè EEA1- è ÝÔÐ-ïîëîæèòåëüíûõ äîìåíîâ
ýíäîñîìû. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî EEA1-âåçèêóëû íå ôîðìèðóþòñÿ â õîäå ÝÖ, à ïðåäñó-
ùåñòâóþò â êëåòêå è áåç åãî ñòèìóëÿöèè. Ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî ïîïóëÿöèÿ EEA1-âåçèêóë ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îñî-
áûé êîìïàðòìåíò, ó÷àñòâóþùèé â îáåñïå÷åíèè ñëèÿíèé
è óñïåøíîãî ïðîõîæäåíèÿ ýíäîöèòîçà â êëåòêàõ.
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Áèîëîãè÷åñêèé ôåíîìåí àíäðîêëèíèè (àíäðîãåíåç in
vitro) ñîñòîèò â ñòðåññèíäóöèðîâàííîì ïåðåêëþ÷åíèè
ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ êîìïåòåíòíîé ãàïëîèäíîé êëåòêè
ïûëüíèêà ñ îáû÷íîãî ãàìåòîôèòíîãî ïóòè íà èíîé
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ïóòü — ñïîðîôèòíûé, ïðèâîäÿùèé in vitro è ex vitro ê
ôîðìèðîâàíèþ ðàñòåíèÿ. Îäèí èç ïóòåé ñïîðîôèòíîãî
ðàçâèòèÿ òàêîé êëåòêè — ïîëèýìáðèîèäîãåíåç, ñîñòîÿ-
ùèé â ôîðìèðîâàíèè ïîëèìåðíîé çàðîäûøåïîäîáíîé
ñòðóêòóðû — ïîëèýìáðèîèäà — è åãî ðàçâèòèè äî çðåëî-
ãî ñîñòîÿíèÿ. Èññëåäîâàíèå ðàííèõ ñòàäèé àíäðîêëèííî-
ãî ïîëèýìáðèîèäîãåíåçà in vitro ïðèâëåêàåò âíèìàíèå â
ñâÿçè ñ ïðîáëåìîé èíäóêöèè ñìåíû ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ
êëåòîê. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ïðèìåðå ÿðîâîé ìÿãêîé
ïøåíèöû ñîðòà Æíèöà, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñî-
êîé ÷àñòîòîé îáðàçîâàíèÿ ïîëèýìáðèîèäîâ — áîëåå 70 %
îò êîëè÷åñòâà èíîêóëèðîâàííûõ ïûëüíèêîâ. Ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî âûÿâëåíî, ÷òî èíèöèàëüíûìè êëåòêàìè ïîëè-
ýìáðèîèäîâ ÿâëÿþòñÿ ìèêðîñïîðû. Äî ñòðåññîâîãî âîç-
äåéñòâèÿ ìèêðîñïîðû õàðàêòåðèçóþòñÿ ÿðêî âûðàæåííîé
àïèêàëüíî-áàçàëüíîé ïîëÿðíîé îðãàíèçàöèåé — íàëè÷è-
åì öåíòðàëüíîé âàêóîëè è êðóïíîãî ÿäðà, ðàñïîëîæåííî-
ãî ñòðîãî ïðîòèâîïîëîæíî ïîðå ïðîðàñòàíèÿ. Ìèêðîñïî-
ðû ïðèêðåïëåíû ê îðáèêóëàì îáîëî÷åê êëåòîê òàïåòóìà
ãíåçäà ïûëüíèêà, ÷òî îáåñïå÷èâàåò èõ ïèòàíèå è îïðåäå-
ëÿåò ïîëÿðíîñòü. Â öåëîì âñÿ öèòî-ãèñòîëîãè÷åñêàÿ îðãà-
íèçàöèÿ ïûëüíèêà êàê åäèíîé ñèñòåìû äî ñòðåññîâîãî
âîçäåéñòâèÿ îïðåäåëÿåò ðåàëèçàöèþ ìîðôîãåíåòè÷åñêîãî
ïîòåíöèàëà ìèêðîñïîð ïî ãàìåòîôèòíîé ïðîãðàììå. Èçî-
ëèðîâàííûå ïûëüíèêè ïîäâåðãàëè ñòðåññîâîìó âîçäåéñò-
âèþ íèçêèìè ïîëîæèòåëüíûìè òåìïåðàòóðàìè (4 ± 1 °Ñ,
7 ñóò). Îñíîâíîå ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîå ñîáûòèå ñîñòî-
èò â îòðûâå ìèêðîñïîð îò îðáèêóë è òåì ñàìûì —
îò ãíåçäà ïûëüíèêà. Òàêîé îòðûâ ïðèâîäèò ê íàðóøå-
íèþ öåëîñòíîñòè ïûëüíèêà êàê åäèíîé ñèñòåìû, íàðó-
øåíèþ ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ êîððåëÿöèé ìåæäó òêàíÿìè
ñòåíêè ïûëüíèêà (ñïîðîôèò) è ìèêðîñïîðàìè. Â ìèêðî-
ñïîðàõ îòìå÷åíû ñòðóêòóðíûå äåïîëÿðèçóþùèå èçìåíåíèÿ:
öåíòðàëüíàÿ âàêóîëü ôðàãìåíòèðóåòñÿ çà ñ÷åò ôîðìèðî-
âàíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ òÿæåé, ñîåäèíÿþùèõ ïåðè-
íóêëåàðíóþ è ïåðèôåðè÷åñêóþ öèòîïëàçìó; ÿäðî ïåðåìå-
ùàåòñÿ â öåíòð êëåòêè. Îáîëî÷êè êëåòîê óòîëùàþòñÿ, ÷òî
âåäåò ê èçîëèðîâàíèþ ìèêðîñïîð. Òåì ñàìûì â «îòîðâàâ-
øèõñÿ» ìèêðîñïîðàõ íàðóøàåòñÿ äåòåðìèíàöèÿ íîðìàëü-
íîãî ðàçâèòèÿ ãàìåòîôèòà. Äàëüíåéøèé öèòîëîãè÷åñêèé
ìîíèòîðèíã ïîêàçàë, ÷òî èìåííî â «îòîðâàâøèõñÿ» ìèê-
ðîñïîðàõ íà 3—5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïûëüíèêîâ in
vitro íàáëþäàþòñÿ àíîìàëüíûå ñèììåòðè÷íûå äåëåíèÿ,
÷òî ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àåòñÿ îò àñèììåòðè÷íûõ äåëå-
íèé ìèêðîñïîð â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ. Ñèììåòðè÷íûå
äåëåíèÿ ñâÿçàíû ñ ðåàëèçàöèåé ýêñïðåññèè ñïîðîôèòíîé
ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîð è âåäóò ê ôîðìèðîâàíèþ
ñíà÷àëà ìíîãîÿäåðíîãî öåíîöèòà, à çàòåì ìíîãîêëåòî÷-
íîé ñòðóêòóðû — ïðîïîëèýìáðèîèäà. Òàêèì îáðàçîì, ïî-
ëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîçâîëÿþò âûäå-
ëèòü äâà âçàèìîñâÿçàííûõ àñïåêòà ñòðåññîâîé èíäóêöèè
àíäðîêëèííîãî ïîëèýìáðèîèäîãåíåçà in vitro ïøåíèöû —
êîìïåòåíòíûé îáúåêò ñòðåññîâîãî âîçäåéñòâèÿ (èíèöè-
àëüíûå êëåòêè-ìèêðîñïîðû) è ñîáñòâåííî ñòðåññ-ðåàêöèÿ
òàêèõ ìèêðîñïîð. Ìåõàíèçìû âíóòðèêëåòî÷íîé «ñïîðî-
ôèòíîé ñèãíàëèçàöèè» ìèêðîñïîð, âîçìîæíî, êàê ïðîÿâ-
ëåíèå ôåíîìåíà àòàâèçìà òðåáóþò èçó÷åíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ 5282.2014.4).
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Ñðåäè ïîäõîäîâ ê ïîäàâëåíèþ ïëàñòè÷íîñòè êëåòîê
ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ (ÐÏÝ) â óñëîâèÿõ
ïàòîëîãèè ñåò÷àòêè èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âîçäåéñòâèå ýê-
çîãåííûìè ôàêòîðàìè íà ñèãíàëüíûå ïóòè, ìîäóëèðóþ-
ùèå äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê. Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü
èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ëèãàíäà Wnt7à íà ïðîëèôåðàòèâíóþ
àêòèâíîñòü è äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê ÐÏÝ âçðîñëîãî
÷åëîâåêà in vitro. Êëåòêè ÐÏÝ âçðîñëîãî ÷åëîâåêà, ïîëó-
÷åííûå èç ïåðâè÷íîãî ìàòåðèàëà, íà ðàííèõ ïàññàæàõ êó-
ëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ÷åëîâå÷åñêîãî áåëêà Wnt7a
(60 íã/ìë) è â åãî îòñóòñòâèå (êîíòðîëü). Äèôôåðåíöè-
ðîâêó êëåòîê ÐÏÝ îöåíèâàëè ïî èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè
ìàðêåðîâ ÐÏÝ äèôôåðåíöèðîâêè, àäãåçèâíûõ è öèòîñêå-
ëåòíûõ áåëêîâ, íåéðàëüíûõ ìàðêåðîâ, ìàðêåðîâ BMP è
Notch-ñèãíàëüíûõ ïóòåé èììóíîöèòîõèìè÷åñêè è êîëè-
÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè (ÏÖÐ-ÐÂ) ÷åðåç 24,
48 è 72 ÷ ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ ñ Wnt7a. Ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ÐÏÝ, îáðàáîòàííûõ Wnt7a (30 è
60 íã/ìë), îöåíèâàëè ÷åðåç 24 ÷ â ÌÒÒ-òåñòå. Â êëåòêàõ
ÐÏÝ, èíêóáèðîâàííûõ ñ Wnt7a, âûÿâëÿëèñü ìîðôîëîãè-
÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêà-
ìè. Òàê, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå òðèïñèíèçàöèè êëåòîê ÐÏÝ è
ïîñàäêå èõ íà òâåðäûé ñóáñòðàò äîëÿ ðàñïëàñòàííûõ êëå-
òîê áûëà âûøå â ãðóïïå êëåòîê, îáðàáîòàííûõ Wnt7a.
ÌÒÒ-òåñò ïîêàçàë, ÷òî Wnt7a èíãèáèðóåò ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ÐÏÝ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
ìè êëåòêàìè êàê ïðè ïîñàäêå êëåòîê ñ Wnt7a, òàê è ïðè
âíåñåíèè äàííîãî ôàêòîðà ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå óñòàíîâëåíèÿ
êóëüòóðû â äîçå 60 íã/ìë. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêè â êëåò-
êàõ ÐÏÝ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Wnt7a ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì íàáëþäàëè èçìåíåíèå â ëîêàëèçàöèè è
óñèëåíèå îêðàøèâàíèÿ íà Å-êàäãåðèí, â-êàòåíèí, ÂÌÐ2,
ÂÌÐ7 è íåéðàëüíûé ìàðêåð Synapsin I è ñíèæåíèå èíòåí-
ñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ íà ÂÌÐ4 è íåéðàëüíûå áåëêè
MAP1B è TUBB3. Îòäåëüíûå ãðóïïû êëåòîê ÐÏÝ îêðà-
øèâàëèñü íà Nestin, ìàðêåð íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê, è ìàðêåðû íåéðîíîâ NF 68—200 êÄà. ÏÖÐ-ÐÂ ïîä-
òâåðäèë ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâà-
íèÿ è ïîêàçàë çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ÂÌÐ2 è BMPR2 â êëåòêàõ ÐÏÝ, èíêóáèðîâàííûõ ñ
Wnt7a. Êðîìå òîãî, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Wnt7a â
êëåòêàõ ÐÏÝ îòìå÷åíî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
ìÐÍÊ Pax6 è MITF. Wnt7a óñèëèâàë ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ
Jagged1 — ëèãàíäà Notch-ñèãíàëüíîãî ïóòè — ïî÷òè â 4
ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, íî íå âëèÿë íà óðîâåíü
ýêñïðåññèè ìÐÍÊ öåëåâûõ ãåíîâ Notch-ñèãíàëüíîãî ïóòè
HEY1 è HES1. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Wnt7a íà
êëåòêè ÐÏÝ âûÿâëåíî ñíèæåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ, è ê 72 ÷ îíè ñòàòèñòè÷åñêè
íå îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëÿ. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ ÐÏÝ
÷åðåç 72 ÷ îòìå÷åíî íèâåëèðîâàíèå ýôôåêòà Wnt7a íà
ðàñïðåäåëåíèå Å-êàäãåðèíà è â-êàòåíèíà. Òàêèì îáðàçîì,
ýêçîãåííûé Wnt7a ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ÷òî,
âåðîÿòíî, óñêîðÿåò èõ äèôôåðåíöèðîâêó. Äîáàâëåíèå
Wnt7a óñêîðÿåò ðàçâèòèå íàõîäÿùèõñÿ â êóëüòóðå ìàëî-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ íåéðàëüíûõ êëåòîê, àêòèâèðóÿ â
íèõ ýêñïðåññèþ áåëêîâ Synapsin I è NF. Îäíîâðåìåííî
Wnt7a óâåëè÷èâàåò ýêñïðåññèþ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàê-
òîðîâ Pax6 è MITF, ÷òî ñîâìåñòíî ñ óñèëåíèåì îêðàøè-
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âàíèÿ íà E-êàäãåðèí ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âîçìîæ-
íîñòè ðåäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÐÏÝ.
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Âèòðèôèêàöèÿ æåíñêèõ ãàìåò â ñî÷åòàíèè ñ êëåòî÷-
íûìè ðåïðîäóêòèâíûìè òåõíîëîãèÿìè — ýôôåêòèâíûé
ñïîñîá èíòåíñèôèêàöèè âíåäðåíèÿ ìåòîäîâ êëåòî÷íîé è
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè â áèîìåäèöèíó è æèâîòíîâîä-
ñòâî. Íåñìîòðÿ íà íåñîìíåííûå äîñòèæåíèÿ â êðèîáèî-
ëîãèè, ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ êðèîêîíñåðâàöèè æåíñêèõ
ãàìåò áîëüøèíñòâà âèäîâ æèâîòíûõ, êðîìå ÷åëîâåêà
(M. Kuwayama, 2005), äî ñèõ ïîð íå ðàçðàáîòàíî, à ðåçó-
ëüòàòû èññëåäîâàòåëåé ïðîòèâîðå÷èâû. Ñîõðàííîñòü
ñåòè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïîñëå äåâèòðèôèêàöèè îîöè-
òîâ — âàæíàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ ìíîãî÷èñëåííûõ ôàêòîðîâ,
äåòåðìèíèðóþùèõ ôîðìèðîâàíèå in vitro ÿéöåêëåòêè,
êîìïåòåíòíîé ê îïëîäîòâîðåíèþ è ðàçâèòèþ èç íåå ýìá-
ðèîíîâ. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — ñðàâíèòü ïîêà-
çàòåëè ñòàòóñà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà (ÈÔÐÔ), êîíúþãè-
ðîâàííîãî ñ àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè) â íàòèâíûõ è äå-
âèòðèôèöèðîâàííûõ (ÄÂ) îîöèòàõ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ
ìåéîçà. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò âèçóàëèçèðîâàëè îêðàñ-
êîé ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (R415, Invitrogen). Ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ñêàíèðóþùåì ìèêðî-
ñêîïå. Âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðîèçâîäèëè ñâåòîì
ñ äëèíîé âîëíû 546. ÈÔÐÔ ôèêñèðîâàëè â óñëîâíûõ åäè-
íèöàõ (óñë. åä.). Ýêñïåðèìåíòû ïî âèçóàëèçàöèè àêòèíî-
âîãî ñêåëåòà è èçìåðåíèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ïðîâîäèëè íà áàçå Öåíòðà êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ
«Õðîìàñ» (ÑÏáÃÓ) è Èíñòèòóòà áèîëîãèè æèâîòíûõ
(Äóììåðñòîðô, Ãåðìàíèÿ). Õðîìàòèí âèçóàëèçèðîâàëè
Hoechst 33342 (Sigma). Ñåëåêöèþ îîöèòîâ è èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèå ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäàìè, ðàçðàáî-
òàííûìè â Ëàáîðàòîðèè áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÔÁÃÍÓ
ÂÍÈÈÃÐÆ (Êóçüìèíà è äð., 2009). Äëÿ âèòðèôèêàöèè
îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû (ÎÊÊ), âûäåëåííûå èç
ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 6—8 ìì è çàòåì èíêóáèðîâàííûå
â æèäêîñòè ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì � 3 ìì, îáðàáàòûâà-
ëè ðàñòâîðàìè êðèîïðîòåêòîðîâ (ÑÐÀ) íà ñðåäå ÒÑ-199
ñ äîáàâëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (ÔÁÑ;
Sigma). CPA-1: 0.7 M äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ) +
0.9 M ýòèëåíãëèêîëü (ÝÃ); CPA-2: 1.4 M ÄÌÑÎ + 1.8 M
ÝÃ; CPA-3: 2.8 M ÄÌÑÎ + 3.6 M ÝÃ + 0.65 M òðåãàëîçà.
ÎÊÊ ïîìåùàëè â ÑÐÀ-1, çàòåì â ÑÐÀ-2 íà 30 c è â ÑÐÀ-3
íà 20 ñ. Ñîëîìèíû ñ ÎÊÊ ïîìåùàëè â æèäêèé àçîò, ÷åðåç
3 ÷ èçâëåêàëè èç ñîëîìèí, ïîìåùàëè â 3 ìë 0.25 Ì òðåãà-
ëîçû â ÒÑ-199 ñ 10 % ÔÁÑ ïðè 37 °Ñ, îòìûâàëè â 0.19 Ì
è çàòåì 0.125 Ì òðåãàëîçå, îêîí÷àòåëüíî â ÒÑ-199. Ïðî-
àíàëèçèðîâàíû ïîêàçàòåëè ÈÔÐÔ â íàòèâíûõ è ÄÂ îîöè-
òàõ, õðîìàòèí êîòîðûõ íàõîäèëñÿ íà ñòàäèÿõ äèïëîòåíû,
ìåòàôàçû-I è ìåòàôàçû-II. Âñåãî îöåíåíî 322 îîöèòà. Íå

îáíàðóæåíî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â óðîâíå ÈÔÐÔ â
íàòèâíûõ è ÄÂ îîöèòàõ íà èäåíòè÷íûõ ñòàäèÿõ ìåéîçà.
Îáíàðóæåíû âûñîêèå ïîêàçàòåëè ÈÔÐÔ â íàòèâíûõ è
ÄÂ îîöèòàõ íà ñòàäèè ìåòàôàçû-I (41.2 ± 6.7 è 43.3 ± 9.8
ñîîòâåòñòâåííî), íà ñòàäèè ìåòàôàçû-II ýòè ïîêàçàòåëè
ñíèæàëèñü äî 25.8 ± 9.3 è 29.7 ± 7.1 (P � 0.05, Student
test), ïðèáëèæàÿñü ê ïîêàçàòåëÿì íà ñòàäèè äèïëîòåíû
(21.1 ± 1.08 è 28.7 ± 1.45). Ñíèæåíèå ÈÔÐÔ íà ñòàäèè ìå-
òàôàçû-II ìîæíî èíòåðïðåòèðîâàòü ñ ó÷åòîì áëîêà ìåéî-
çà íà ñòàäèè ìåòàôàçû-II ïåðåä îâóëÿöèåé. Óâåëè÷åíèå
ïîêàçàòåëåé ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
(ÈÔÐÔ) íà ñòàäèè ìåòàôàçû-I ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü
îá àêòèâàöèè èíòðàöåëëþëÿðíûõ ïðîöåññîâ, â ðåàëèçà-
öèþ êîòîðûõ âîâëå÷åíû ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû öèòîñêå-
ëåòà (àêòèíîâûå ôèëàìåíòû).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-90038 Áåë_à).
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Íèêîòèíàìèä àäåíèí äèíóêëåîòèä (NAD) — âàæíåé-
øèé êîôàêòîð îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöèé
êëþ÷åâûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé. Ïîìèìî ýòîãî, NAD
ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ íåñêîëüêèõ ñåìåéñòâ ðåãóëÿòîð-
íûõ áåëêîâ — äåàöåòèëàç áåëêîâ ñèðòóèíîâ, ÀÄÔ-ðèáî-
çèë òðàíñôåðàç è ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçèë ïîëèìåðàç, êîòîðûå
îòâå÷àþò çà äåàöåòèëèðîâàíèå, ìîíî- è ïîëè-ÀÄÔ-ðèáî-
çèëèðîâàíèå áåëêîâ. Äàííûå NAD-çàâèñèìûå ïîñòòðàíñ-
ëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè áåëêîâ ðåãóëèðóþò òàêèå æèç-
íåííî íåîáõîäèìûå ïðîöåññû, êàê ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, ïðà-
âèëüíîå ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, ñåêðåöèÿ
èíñóëèíà, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, àïîïòîç, ñòàðåíèå è ìíîãèå
äðóãèå. Êðîìå ýòîãî, NAD ÿâëÿåòñÿ ïðåäøåñòâåííèêîì
áèîñèíòåçà ðÿäà ìåòàáîëèòîâ (ADPR, cADPR è NAADP),
îòâå÷àþùèõ çà Ca2+-çàâèñèìûé ñèãíàëèíã. Òàêèì îáðà-
çîì, NAD ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíîé âíóòðèêëåòî÷íîé ðå-
ãóëÿòîðíîé ìîëåêóëîé. Â îòëè÷èå îò îêèñëèòåëüíî-âîñ-
ñòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöèé â ðåàêöèÿõ ñèãíàëèíãà NAD ïî-
ñòîÿííî ðàñùåïëÿåòñÿ, òàê êàê âñå îíè ñîïðÿæåíû ñ
ðàçðûâîì N-ãëèêîçèäíîé ñâÿçè ìåæäó íèêîòèíàìèäîì è
ðèáîçîé. Äëÿ ýôôåêòèâíîãî îñóùåñòâëåíèÿ NAD-çàâèñè-
ìûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ è ñèãíàëüíûõ ôóíêöèé êëåòêå íåîá-
õîäèìî ïîñòîÿííî ïîääåðæèâàòü îïðåäåëåííûé óðîâåíü
NAD, à íàðóøåíèÿ åãî ðåãóëÿöèè ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ
ðàçâèòèåì òàêèõ ñåðüåçíûõ ïàòîëîãèé, êàê íåéðîäåãåíå-
ðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ, äèàáåò è ðàê. Îñíîâíûì ñïîñîáîì
ïîääåðæàíèÿ óðîâíÿ NAD â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ
åãî áèîñèíòåç èç ïîñòóïàþùèõ ñ ïèùåé ïðåäøåñòâåííè-
êîâ, òàêèõ êàê íèêîòèíàìèä (Nam), íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà
(NA) è ðèáîçèäû íèêîòèíàìèäà (NR) è íèêîòèíîâîé êèñ-
ëîòû (NAR). Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â
îáëàñòè èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ áèîñèíòåçà NAD, äîñòèã-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 637



íóòûé çà ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå, îñòàåòñÿ ðÿä íåðåøåí-
íûõ ôóíäàìåíòàëüíûõ âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ ñ êîìïàðò-
ìåíòàëèçàöèåé NAD-çàâèñèìûõ ïðîöåññîâ, à òàêæå ñ ìå-
õàíèçìàìè îáðàçîâàíèÿ è âçàèìîäåéñòâèÿ âíóòðè- è
âíåêëåòî÷íûõ ïóëîâ NAD è åãî êëþ÷åâûõ ìåòàáîëèòîâ.
Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî âñå èçâåñòíûå ìåòàáî-
ëèòû NAD, äîáàâëåííûå âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó, ïîääåð-
æèâàþò ñèíòåç âíóòðèêëåòî÷íîãî NAD. Ïðè ïîìîùè
ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè ìû ïîäòâåðäèëè ãèïîòåçó î òîì, ÷òî
âíåêëåòî÷íûå äèíóêëåîòèäû (NAD è NAAD) è ìîíîíóê-
ëåîòèäû (NMN è NAMN) ðàñùåïëÿþòñÿ äî ñîîòâåòñòâó-
þùèõ íóêëåîçèäîâ NR è NAR, êîòîðûå âõîäÿò â êëåòêè
÷åëîâåêà ïîñðåäñòâîì îïèñàííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ íóêëåî-
çèäîâ. Òàêæå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ïîìèìî ïîñòóïëåíèÿ ñ
ïèùåé NR è NAR ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ âíóòðè êëåòîê.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî öèòîçîëüíûå 5’-íóêëåîòèäàçû ÷åëî-
âåêà CN-II è CN-III äåôîñôîðèëèðóþò ìîíîíóêëåîòèäû
NMN è NAMN ñ îáðàçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ íóêëåî-
çèäîâ NR è NAR. Áîëåå òîãî, ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,
÷òî ñèíòåçèðîâàííûé NAR âûõîäèò èç êëåòîê ÷åëîâåêà è
âûñòóïàåò â ðîëè ïðåäøåñòâåííèêà äëÿ ñèíòåçà NAD â
äðóãèõ êëåòêàõ, íåñïîñîáíûõ ìåòàáîëèçèðîâàòü Nam è
NA.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-01765 à è 14-04-32117 ìîë_à).
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Íà çàâåðøàþùåì ýòàïå ñîçðåâàíèÿ in vivo è in vitro â
îòñóòñòâèå àêòèâèðóþùåãî ñèãíàëà â îîöèòàõ ìëåêîïèòà-
þùèõ èíèöèèðóþòñÿ äåñòðóêòèâíûå ïðîöåññû, ñõîäíûå
ñ òàêîâûìè, ïðîòåêàþùèìè â ÿè÷íèêàõ ñòàðåþùèõ ñàìîê
(Miao et al., 2009. Hum. Reprod. Update. 15 : 573—585).
Ýòè ïðîöåññû îáóñëîâëèâàþò ñíèæåíèå êà÷åñòâà ñîçðåâ-
øèõ ÿéöåêëåòîê, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîòåðå èõ ñïîñîáíîñòè ê
ïîñëåäóþùåìó ýìáðèîíàëüíîìó ðàçâèòèþ. Ôåíîìåí ñòà-
ðåíèÿ îîöèòîâ, äîñòèãøèõ ìåòàôàçû-II, îáíàðóæåí ó ðàç-
íûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå ó äîìàøíåé êî-
ðîâû, è ñâÿçàí ñ ðàçëè÷íûìè öèòîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíè-
ÿìè, òàêèìè êàê õðîìîñîìíûå àíîìàëèè, àïîïòîç,
ñïîíòàííàÿ ïàðòåíîãåíåòè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ, çàòâåðäåâà-
íèå çîíû ïåëëþöèäà è ò. ä. (Miao et al., 2009; Ëåáåäåâà
è äð., 2014. Öèòîëîãèÿ. 56 : 57—66). Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìîäåëè ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ îîöèòîâ ðà-
íåå íàìè áûëî ïîêàçàíî òîðìîçÿùåå äåéñòâèå äâóõ ðîä-
ñòâåííûõ ãèïîôèçàðíûõ ãîðìîíîâ — ïðîëàêòèíà (ÏÐË)
è ãîðìîíà ðîñòà (ÃÐ) — íà ñêîðîñòü ìîäèôèêàöèè ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì â ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ êîðîâ (Lebe-
deva et al., 2014. Reprod. Fertil. Develop. 26 : 196). Â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå áûëî èññëåäîâàíî in vitro âëèÿíèå ÏÐË è ÃÐ
íà ñâÿçàííûå ñî ñòàðåíèåì àïîïòîòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ñî-
çðåâøèõ îîöèòîâ äîìàøíåé êîðîâû Bos taurus taurus è
çàòâåðäåâàíèå îêðóæàþùåé èõ çîíû ïåëëþöèäà. Ìîðôî-
ëîãè÷åñêè íîðìàëüíûå îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû
(ÎÊÊ) êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ÷ â ñðåäå ÒÑ-199, ñî-
äåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè, 10 ìêã/ìë

ÔÑÃ (Sigma) è 10 ìêã/ìë ËÃ (Sigma). Ïîñëå ñîçðåâàíèÿ
îîöèòîâ ÎÊÊ ïåðåíîñèëè â ñðåäó ñòàðåíèÿ ÒÑ-199 ñ 10 %
ñûâîðîòêè (êîíòðîëü) è äîïîëíèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 24 èëè 48 ÷. Â ñðåäó îïûòíûõ ãðóïï âíîñèëè
50 íã/ìë ÏÐË (Ýíäîêðèíîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð,
Ìîñêâà) èëè 10 íã/ìë ÃÐ (Monsanto, ÑØÀ) è (èëè) èíãè-
áèòîðû âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ. Àïîïòîç
â îîöèòàõ âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà TUNEL (Paula-
Lopes et al., 2007. Biol. Reprod. 76 : 532—541), çàòâåðäåâà-
íèå çîíû ïåëëþöèäà îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì õèìîò-
ðèïñèíîâîãî òåñòà (Miao et al., 2005. Biol. Reprod. 73 :
1025—1031). ×åðåç 24 ÷ ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñîçðåâøèõ îîöèòîâ, îêðóæåííûõ êëåòêàìè êó-
ìóëþñà, áûëî îáíàðóæåíî ðåçêîå âîçðàñòàíèå äîëè
ÿéöåêëåòîê ñ ïðèçíàêàìè àïîïòîçà ñ 8.1 ± 4.7 (0 ÷)
äî 48.6 ± 5.8 % (Ð < 0.01). Âíåñåíèå ÏÐË â ñðåäó ñòàðå-
íèÿ îáóñëîâëèâàëî ñíèæåíèå äîëè òàêèõ êëåòîê äî
18.0 ± 4.9 % (Ð < 0.01), òîãäà êàê ÃÐ íå ìîäóëèðîâàë
àïîïòîòè÷åñêèå ïðîöåññû â îîöèòàõ. Èíãèáèòîð ïðîòåèí-
êèíàçû Ñ êàëïîñòèí Ñ (0.9 ìêÌ) íå âëèÿë íà àïîïòîç
îîöèòîâ, ñòàðåþùèõ â êîíòðîëüíîé ñðåäå, íî ïîäàâëÿë
àíòèàïîïòîòè÷åñêîå äåéñòâèå ÏÐË. Èíãèáèòîð Akt-êèíà-
çû òðèöèðèáèí (50 ìêÌ) â öåëîì óñèëèâàë àïîïòîòè÷å-
ñêèå ïðîöåññû â îîöèòàõ (Ð < 0.001), îäíàêî íå áëîêèðî-
âàë ïðîòèâîïîëîæíîå âëèÿíèå ÏÐË, êîòîðûé ñíèæàë
äîëþ ÿéöåêëåòîê ñ ïðèçíàêàìè àïîïòîçà â ïðèñóòñòâèè
òðèöèðèáèíà ñ 61.8 ± 4.1 äî 42.3 ± 7.4 % (Ð < 0.05). Òàêæå
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî çàòâåðäåâàíèå çîíû ïåëëþöèäà â
ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ êîðîâ ïðîèñõîäèò ìåäëåííî è
ñòàíîâèòñÿ çàìåòíûì òîëüêî ÷åðåç 48 ÷ ïðîëîíãèðîâàí-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Ð < 0.05). Ïðè ýòîì íè ÏÐË, íè ÃÐ
íå âëèÿëè íà ñêîðîñòü ýòîãî ïðîöåññà. Òàêèì îáðàçîì,
ÏÐË îêàçûâàåò òîðìîçÿùåå íà àïîïòîòè÷åñêèå ïðîöåññû
â îêðóæåííûõ êóìóëþñîì îîöèòàõ êîðîâ, ñòàðåþùèõ in
vitro, êîòîðîå ðåàëèçóåòñÿ ïóòåì àêòèâàöèè ñèãíàëüíîãî
ïóòè, àññîöèèðîâàííîãî ñ ïðîòåèíêèíàçîé Ñ. Â òî æå âðå-
ìÿ çàòâåðäåâàíèå çîíû ïåëëþöèäà, ñâÿçàííîå ñî ñòàðåíè-
åì îîöèòîâ, íå çàâèñèò îò âîçäåéñòâèÿ ÏÐË è ÃÐ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 13-04-01888 è 15-08-99473).
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Ðàçãðóæåííûå è (èëè) îáåçäâèæåííûå â òå÷åíèå
îïðåäåëåííîãî ïåðèîäà ìûøöû õàðàêòåðèçóþòñÿ ñíèæå-
íèåì ñîêðàòèòåëüíûõ âîçìîæíîñòåé, óìåíüøåíèåì áåë-
êîâîé ìàññû è ðàçìåðîâ ìûøå÷íûõ âîëîêîí (àòðîôèåé).
Ïðè ýòîì àòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ðàçâèâàþòñÿ â ðåçóëü-
òàòå ñíèæåíèÿ êàê èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà áåëêà, òàê è
èíòåíñèôèêàöèè åãî ðàñïàäà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåäî-
ñòàòî÷íî èçó÷åíû ïóñêîâûå ìåõàíèçìû, ïðèâîäÿùèå ê
ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà áåëêà, â ÷àñòíîñòè ñî-
âåðøåííî îòñóòñòâóþò ðàáîòû, â êîòîðûõ èçó÷àëàñü áû
ðåãóëÿöèÿ ïðîöåññîâ ýëîíãàöèè ïîëèïåïòèäíîé öåïè â
ìûøöå ïðè ðàçãðóçêå. Ïîêàçàíî, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå
ýóêàðèîòè÷åñêîãî ýëîíãàöèîííîãî ôàêòîðà 2 (eEF2) åãî
ñïåöèôè÷åñêîé êèíàçîé (eEF2k) ñíèæàåò â 10—100 ðàç
ñðîäñòâî eEF2 ê ðèáîñîìå, ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ñêî-
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ðîñòè ñèíòåçà áåëêà (Carlberg et al., 1990). Ìû ïðåäïîëà-
ãàåì, ÷òî â óñëîâèÿõ ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêè àêòèâ-
íîñòü eEF2k óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíîé èç
ïðè÷èí ñíèæåíèÿ ñèíòåçà áåëêà â ìûøöå ïðè ôóíêöèîíà-
ëüíîé ðàçãðóçêå. Áûëî ïðîâåäåíî âûâåøèâàíèå êðûñ ïî
ìåòîäó Èëüèíà—Íîâèêîâà â ìîäèôèêàöèè Ìîðåé—Õîë-
òîí â òå÷åíèå 3, 7 è 14 ñóò. Íà÷èíàÿ ñ 7 ñóò âûâåøèâàíèÿ
áûëî âûÿâëåíî óìåíüøåíèå ìàññû m. soleus. Áûëî îáíà-
ðóæåíî, ÷òî óæå íà 3-è ñóò ðàçãðóçêè óðîâåíü ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ eEF2 (T56) áûë â 5 ðàç âûøå òàêîâîãî â êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïå. Ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ eEF2 îñòàâà-
ëàñü íåèçìåííîé. Çíà÷èòåëüíûé ðîñò ýêñïðåññèè ìÐÍÊ,
ñîäåðæàíèÿ áåëêà eEF2k è óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî
S366 áûë îáíàðóæåí â m. soleus òàêæå íà÷èíàÿ ñ 3-õ ñóò
âûâåøèâàíèÿ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî Ca2+/CaM (êàëüìî-
äóëèí)-çàâèñèìàÿ eEF2-êèíàçà àêòèâèðóåòñÿ ïîâûøåí-
íûì óðîâíåì Ca2+, êîòîðûé íàáëþäàåòñÿ âî âðåìÿ ðàç-
ãðóçêè ìûøöû. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû êðûñàì,
âûâåøåííûì 3 ñóò, åæåäíåâíî ââîäèëè èíãèáèòîð êàëü-
öèåâûõ êàíàëîâ L-òèïà íèôåäèïèí èëè õåëàòîð êàòèîíîâ
êàëüöèÿ BAPTA-AM. Ââåäåíèå íèôåäèïèíà íåñêîëüêî,
íî äîñòîâåðíî ñíèçèëî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ eEF2 (T56) âî âðåìÿ ðàçãðóçêè, à ââåäåíèå BAP-
TA-AM ïîëíîñòüþ åãî ïðåäîòâðàòèëî. Òàêèì îáðàçîì,
óæå íà ðàííèõ ñðîêàõ âûâåøèâàíèÿ â m. soleus àêòèâèðó-
åòñÿ eEF2k, ÷òî ÿâëÿåòñÿ êàëüöèé-çàâèñèìûì ïðîöåññîì,
â êîòîðîì îò÷àñòè ó÷àñòâóþò êàëüöèåâûå êàíàëû L-òèïà.
Çíà÷èòåëüíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
eEF2 (T56) ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíîé èç îñíîâíûõ ïðè÷èí
ñíèæåíèÿ ñèíòåçà áåëêà âî âðåìÿ ôóíêöèîíàëüíîé ðàç-
ãðóçêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 11-04-01769-a, 15-04-05729-à).
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Ãàììà-àìèíîìàñëÿíàÿ êèñëîòà (ÃÀÌÊ) ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé îäèí èç îñíîâíûõ òîðìîçíûõ ìåäèàòîðîâ â öåíò-
ðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìå è èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðàç-
âèòèè, ñîçðåâàíèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè ìîçãà, ìîäóëè-
ðóÿ íåéðîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè
èîíîòðîïíûõ ÃÀÌÊÀ- è ìåòàáîòðîïíûõ ÃÀÌÊÁ-ðåöåï-
òîðîâ (Bowery et al., 2002; Olsen, Sieghart, 2008). Ê íà-
ñòîÿùåìó ìîìåíòó ïîëó÷åí ðÿä ñâèäåòåëüñòâ â ïîëüçó
òîãî, ÷òî ýòà àìèíîêèñëîòà ñïîñîáíà èãðàòü îïðåäåëåí-
íóþ ñèíàïòè÷åñêóþ ðîëü è çà ïðåäåëàìè ÖÍÑ, â ÷àñòíî-
ñòè â ñèìïàòè÷åñêèõ ãàíãëèÿõ, ãäå áûëî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî óãíåòàþùåå âëèÿíèå ÃÀÌÊ íà ïðîöåññû âûäåëåíèÿ
àöåòèëõîëèíà (ÀÕ) (Kato, Kuba, 1980). Ïðè ýòîì îäíî-
çíà÷íîãî îòâåòà íà âîïðîñ îòíîñèòåëüíî âëèÿíèÿ àìèíî-
êèñëîòû è íàëè÷èÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíêöèîíàëüíûõ
ÃÀÌÊ-ðåöåïòîðîâ â äðóãîì ïåðèôåðè÷åñêîì õîëèíåðãè-
÷åñêîì ñèíàïñå, à èìåííî â íåðâíî-ìûøå÷íîì êîíòàêòå,

äî ñèõ ïîð ïîëó÷åíî íå áûëî, ÷òî è ïðåäîïðåäåëèëî ïðî-
âåäåíèå íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ. Öåëüþ ðàáîòû ñòàëî
èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÃÀÌÊ íà âñå òðè èçâåñòíûõ ê íàñòîÿ-
ùåìó ìîìåíòó ïðîöåññà âûäåëåíèÿ ÀÕ — íåêâàíòîâîå,
ñïîíòàííîå êâàíòîâîå è âûçâàííîå êâàíòîâîå îñâîáîæ-
äåíèå.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà íåðâíî-ìûøå÷íîì ïðå-
ïàðàòå äèàôðàãìû áåëûõ ëàáîðàòîðíûõ êðûñ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ ýëåêòðîôèçèîëîãèè è ñ ïðè-
ìåíåíèåì ñîâðåìåííûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ. Òàê,
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àïïëèêàöèÿ ÃÀÌÊ íå âëèÿåò
íà èíòåíñèâíîñòü ïðîöåññà ñïîíòàííîé êâàíòîâîé ñåêðå-
öèè ÀÕ, îöåíèâàåìîé ïî ñðåäíåé ÷àñòîòå ìèíèàòþðíûõ
ïîòåíöèàëîâ êîíöåâîé ïëàñòèíêè, îäíàêî çíà÷èòåëüíî
ñíèæàåò èíòåíñèâíîñòü íåêâàíòîâîãî âûäåëåíèÿ ÀÕ, äå-
òåêòèðóåìîãî ïî âåëè÷èíå H-ýôôåêòà (ñòåïåíü ãèïåðïî-
ëÿðèçàöèè ïîñòñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïîñëå áëîêàäû
õîëèíîðåöåïòîðîâ â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîé àöåòèëõî-
ëèíýñòåðàçû (Vyskocil et al., 2009)). Èíòåíñèâíîñòü âû-
çâàííîé êâàíòîâîé ñåêðåöèè ìåäèàòîðà, îöåíèâàåìîé ïî
âåëè÷èíå êâàíòîâîãî ñîñòàâà ïîòåíöèàëîâ êîíöåâîé ïëà-
ñòèíêè, òàêæå çíà÷èòåëüíî ñíèæàëàñü. Èíãèáèðóþùåå
âëèÿíèå àìèíîêèñëîòû íà ïðîöåññû íåêâàíòîâîãî è
âûçâàííîãî êâàíòîâîãî âûäåëåíèÿ ÀÕ îñòàâàëîñü áåç èç-
ìåíåíèé íà ôîíå áëîêàòîðà ÃÀÌÊÀ-ðåöåïòîðîâ ïèêðî-
òîêñèíà, íî ïîëíîñòüþ îòñóòñòâîâàëî ïîñëå ïðåäâàðè-
òåëüíîé àïïëèêàöèè áëîêàòîðà ÃÀÌÊÁ-ðåöåïòîðîâ CGP
55845. Èíãèáèðîâàíèå ôîñôîëèïàçû Ñ ñîåäèíåíèåì
U73122 òàêæå ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàëî ñíèæåíèå èí-
òåíñèâíîñòè íåêâàíòîâîãî è âûçâàííîãî êâàíòîâîãî âû-
äåëåíèÿ ÀÕ ïîä äåéñòâèåì ÃÀÌÊ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò
ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî â íåðâíî-ìûøå÷íîì
ñèíàïñå ìëåêîïèòàþùåãî ëîêàëèçîâàíû ìåòàáîòðîïíûå
ÃÀÌÊÁ-ðåöåïòîðû, àêòèâàöèÿ êîòîðûõ ïðèâîäèò ê îïî-
ñðåäîâàííîìó ôîñôîëèïàçîé Ñ ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè
êàê íåêâàíòîâîãî, òàê è âûçâàííîãî êâàíòîâîãî âûäåëå-
íèÿ ÀÕ. À ýòî â ñâîþ î÷åðåäü ïðåäïîëàãàåò âîçìîæíîñòü
òîãî, ÷òî ÃÀÌÊ, ðàññìàòðèâàåìàÿ äî íåäàâíåãî âðåìåíè
èñêëþ÷èòåëüíî â àñïåêòå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÖÍÑ, ñïî-
ñîáíà èãðàòü ìîäóëÿòîðíóþ ðîëü è â íåðâíî-ìûøå÷íîì
êîíòàêòå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-01788 è 13-00-40286-Ê) è ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÍØ-5584.2014.4).
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Öèòîñêåëåò îïðåäåëÿåò ìîðôîëîãèþ êëåòêè, îáåñïå-
÷èâàåò èõ ïîäâèæíîñòü è ìèãðàöèþ, ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé
âíóòðèêëåòî÷íîé è ìåæêëåòî÷íîé êîììóíèêàöèè. Ñïî-
ñîáíîñòü öèòîñêåëåòà ê ñàìîñáîðêå, ðîñòó è ðàçìíîæå-
íèþ ïîçâîëÿåò âûñêàçûâàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ìàêðîìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, àíàëîãè÷íûå öèòîñêåëå-
òó, ÿâëÿþòñÿ ïðèìèòèâíûìè ôîðìàìè çàðîæäåíèÿ æèçíè.
Ñâÿçü öèòîñêåëåòà ñ ÐÍÊ è àïïàðàòîì òðàíñëÿöèè ñîçäà-
åò ïðåäïîñûëêè äëÿ áèîñèíòåçà öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ
íåïîñðåäñòâåííî â ðàéîíå ðîñòà: â ëèäèðóþùåé êðîìêå
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ôèáðîáëàñòîâ, â êîí÷èêå îòðîñòêà íåðâíîé êëåòêè è â
çîíå ðîñòà àêñîíåìû ñïåðìàòîçîèäà. ìÐÍÊ â-actin îäíîé
èç ïåðâûõ áûëà îòíåñåíà ê êëàññó òàê íàçûâàåìûõ ëî-
êàëèçîâàííûõ ìÐÍÊ. Åå òðàíñëÿöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ â
ðàéîíå ñáîðêè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Ïîëàãàþò, ÷òî â
ôîðìèðîâàíèè ìèêðîòóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà àíàëî-
ãè÷íóþ ðîëü âûïîëíÿþò òóáóëèíîâûå ìÐÍÊ. Ñóùåñòâî-
âàíèå îñîáûõ ÌÒ-ÐÍÊ, ñâÿçàííûõ ñ àïïàðàòîì äåëåíèÿ
êëåòêè, ÿâëÿåòñÿ âåñîìûì àðãóìåíòîì â ïîëüçó çíà÷åíèÿ
ÐÍÊ â äèíàìè÷íûõ ïðåîáðàçîâàíèÿõ öèòîñêåëåòà (Sharp
et al., 2011). Òðàíñëÿöèÿ ëîêàëèçîâàííûõ ìÐÍÊ ñòðîãî
ðåãóëèðóåòñÿ, îáåñïå÷èâàÿ ïîÿâëåíèå ñîîòâåòñòâóþùåãî
áåëêà â íóæíîì ìåñòå è â íóæíîå âðåìÿ, à íàðóøåíèå
ýòîãî ïðîöåññà, êàê ïðàâèëî, èìååò äîìèíàíòíî-íåãàòèâ-
íûé ýôôåêò.

Ñóäüáà äîëãîæèâóùèõ ìÐÍÊ îïðåäåëÿåòñÿ åùå â
ÿäðå áëàãîäàðÿ ôîðìèðîâàíèþ êîìïëåêñîâ ìÐÍÏ, ñïî-
ñîáíûõ ñîõðàíÿòü ìÐÍÊ â ñîñòîÿíèè, âðåìåííî íåäî-
ñòóïíîì äëÿ òðàíñëÿöèè, à áëàãîäàðÿ ïðèñóòñòâèþ â êîì-
ïëåêñå ìîòîðíûõ áåëêîâ — îáåñïå÷èâàòü äîñòàâêó ìÐÍÏ
â ñîîòâåòñòâóþùåå ìåñòî â êëåòêå. Ñåìåéñòâî áåëêîâ
NXF (Nuclear Export Factor) ó âûñøèõ ýóêàðèîò âêëþ÷àåò
â ñåáÿ îñíîâíîé íàèáîëåå ýâîëþöèîííî-äðåâíèé áåëîê
NXF1, îñóùåñòâëÿþùèé íåñïåöèôè÷åñêèé ýêñïîðò áîëü-
øèíñòâà ðàçëè÷íûõ ìÐÍÊ èç ÿäðà â öèòîïëàçìó. Ê ýòîìó
ñåìåéñòâó ïðèíàäëåæàò è áåëêè-ïàðàëîãè, âûïîëíÿþùèå
ñïåöèàëèçèðîâàííûå ôóíêöèè è ó÷àñòâóþùèå â ìåòàáî-
ëèçìå äîëãîæèâóùèõ ìÐÍÊ â öèòîïëàçìå. Ó Drosophila
melanogaster ñïåöèàëèçàöèÿ NXF1 ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò îá-
ðàçîâàíèÿ îðãàíîñïåöèôè÷íûõ ïðîäóêòîâ ãåíà Dm nxf1
(sbr) — êàê òðàíñêðèïòîâ, òàê è áåëêîâ. Ïîêàçàííàÿ íàìè
íåñëó÷àéíàÿ ëîêàëèçàöèÿ áåëêà Dm NXF1 â öèòîïëàçìå
ñèíöèòèàëüíûõ ýìáðèîíîâ è ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê, à
òàêæå åãî ïðèñóòñòâèå â ñîñòàâå ãðàíóë â îòðîñòêàõ íåðâ-
íûõ êëåòîê ñîãëàñóþòñÿ ñ òåìè íàðóøåíèÿìè, êîòîðûå
îïèñàíû ó ìóòàíòîâ ïî ãåíó sbr, êîäèðóþùåìó áåëîê Dm
NXF1. Ñðåäè íèõ: «ìèòîòè÷åñêèå êàòàñòðîôû» â ðàííèõ
ýìáðèîíàõ, îáðàçîâàíèå àíîìàëüíûõ, â òîì ÷èñëå è òðåõ-
ïîëþñíûõ, âåðåòåí â ìåéîçå ó ñàìîê, ñïåöèôè÷åñêèå äå-
ôåêòû ñòðóêòóðû ìîçãà è ñîîòâåòñòâóþùèå îòêëîíåíèÿ â
ïîâåäåíèè, õàðàêòåðíûå àíîìàëèè àêñîíåìû è îòñóòñò-
âèå ïîäâèæíûõ ñïåðìàòîçîèäîâ. Áîëüøèíñòâî ïåðå÷èñ-
ëåííûõ îñîáåííîñòåé ìóòàíòíîãî ôåíîòèïà èìååò äî-
ìèíàíòíûé àëëåëåñïåöèôè÷íûé õàðàêòåð. Ýòî ïîçâîëÿåò
ñâÿçûâàòü ôóíêöèè NXF1 ñ ôîðìèðîâàíèåì è ôóíêöèî-
íèðîâàíèåì öèòîñêåëåòà. Â ïîëüçó òàêîé òî÷êè çðåíèÿ
ñâèäåòåëüñòâóþò è ðåçóëüòàòû, èçâåñòíûå èç ëèòåðàòóðû:
íåïîñðåäñòâåííîå âçàèìîäåéñòâèå Mm NXF1 ìûøè ñ
ÌÀÐ1 (microtubule associated protein 1) (Tretyakova et al.,
2005), íàðóøåíèå ñïîñîáíîñòè îòðîñòêîâ íåðâíûõ êëåòîê
äîñòèãàòü ìèøåíåé ó ìóòàíòîâ ïî ãåíó sbr, îáúÿñíÿåìîå
äåôåêòàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Korey et al., 2001).
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Âîññòàíîâëåíèå âñåõ òèïîâ íåéðîíîâ è ãëèè ïðè ðå-
ãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ó òðèòîíà îñóùåñòâëÿåòñÿ â ðåçóëüòà-
òå ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ êëåòîê ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíòíî-
ãî ýïèòåëèÿ (ÐÏÝ) è ôîðìèðîâàíèÿ èìè ïîïóëÿöèè àê-

òèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ ìóëüòèïîòåíòíûõ íåéðîáëàñ-
òîâ (Chiba, Mithashov, 2007). Ýòè ïðîöåññû — óíèêàëü-
íûé ïðèìåð òêàíåâîé ðåãåíåðàöèè in vivo îíè íàõîäÿòñÿ
ïîä êîíòðîëåì ïåðåêðûâàþùèõñÿ ãåííûõ ñåòåé. Âàæíîé
ñîñòàâëÿþùåé â ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìàõ ÿâëÿþòñÿ áåë-
êè ÿäðûøêà è ñèãíàëüíûé ïóòü, îïîñðåäóåìûé FGF2
(Bartova et al., 2010; Stocum, 2012). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìå-
õàíèçìîâ êîíâåðñèè êëåòî÷íîãî òèïà ïðè äåëåíèè êëåòîê
ÐÏÝ òðèòîíà îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èçó÷åíèå êîí-
ñåðâàòèâíîãî GTP-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà ÿäðûøêà íóêëå-
îñòåìèíà (NS/Ns è GNL3/Gnl3), êîòîðûé âîâëå÷åí â ïå-
ðåäà÷ó ìèòîãåííûõ ñèãíàëîâ (Tsai, McKay, 2005). Â òêà-
íÿõ ãëàçà âçðîñëîãî òðèòîíà Pleurodeles waltl ðàíåå ìû
èäåíòèôèöèðîâàëè ãåí fgf2, êîäèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ Fgf2, è ãåí NS, êîäèðóþùèé GTP-ñâÿçûâà-
þùèé áåëîê ÿäðûøêà íóêëåîñòåìèí. Áûëà äàíà ñòðóê-
òóðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà èäåíòèôèöèðîâàííûõ íóêëåîòèä-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èçó÷àåìûõ ãåíîâ (Ìàðêèòàí-
òîâà è äð., 2014, 2015). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè è ëîêàëèçàöèè ôàêòîðà
ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ Fgf2, ðåöåïòîðîâ Fgfr è áåëêà ÿä-
ðûøêà íóêëåîñòåìèíà Ns ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ
ÏÖÐ, ÏÖÐ ðåàëüíîãî âðåìåíè è èììóíîõèìèè. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçðàñòàíèè óðîâíåé
ýêñïðåññèè ãåíîâ Fgf2 è Ns (ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíîé
ñåò÷àòêîé) íà ñòàäèè íàèáîëåå àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè
âîçíèêàþùèõ èç ÐÏÝ íåéðîáëàñòîâ ðåãåíåðèðóþùåé ñåò-
÷àòêè. Èíòåðåñíî, ÷òî â äðóãèõ ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ
òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü íóêëåîñòåìèíà òàêæå óñè-
ëèâàåòñÿ â ïðîëèôåðèðóþùèõ íåéðàëüíûõ, ýìáðèîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ è íåêîòîðûõ ëèíèÿõ ðàêîâûõ êëåòîê, ãäå
îí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â êîíòðîëå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è äå-
ëåíèÿ êëåòîê (Sijin et al., 2004; Amini et al., 2014). Â ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà â ñèñòåìå in vitro
íàáëþäàåòñÿ äîçîçàâèñèìîå âîçðàñòàíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè íóêëåîñòåìèíà íà ôîíå óñèëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè ýòèõ êëåòîê ïîä âëèÿíèåì ñèãíàëîâ FGF2
(Kafienah et al., 2006). Ïîìèìî up-ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè
ãåíîâ fgf2 è Ns ìû îáíàðóæèëè cîëîêàëèçàöèþ áåëêîâ
Fgf2 è Ns, à òàêæå ðåöåïòîðîâ Fgfr êàê â íàòèâíîé ñåò÷àò-
êå, òàê è â íåéðîáëàñòàõ ðàííåãî ðåãåíåðàòà ñåò÷àòêè òðè-
òîíà ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé è íåôëóîðåñöåíòíîé
èììóíîõèìèè. Èíòåðåñíî, ÷òî ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëà-
ñòîâ Fgf2 áûë âûÿâëåí íå òîëüêî â öèòîïëàçìå êëåòîê, íî
òàêæå â ÿäðå. Ñõîäñòâî òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè,
ïðîñòðàíñòâåííîãî ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêîâ Fgf2, Ns è Fgfr
â êëåòêàõ íàòèâíîé ñåò÷àòêè è ðåãåíåðàòà ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàãàòü âçàèìîäåéñòâèå è ó÷àñòèå ýòèõ ìîëåêóëÿð-
íûõ êîìïîíåíòîâ â îáùåì ñèãíàëèíãå, ðàáîòàþùåì â
ïðîöåññå ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
ÐÏÝ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ëîêàëèçàöèÿ Fgf2 (êàê è íåêîòî-
ðûõ èçîôîðì) â ÿäðàõ êëåòîê ñåò÷àòêè ìîæåò óêàçûâàòü
íà âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëåíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé
íå òîëüêî ïîñðåäñòâîì ñâÿçûâàíèÿ ñ ðåöåïòîðàìè, íî òàê-
æå â êà÷åñòâå êîôàêòîðà, ðåãóëèðóþùåãî àêòèâíîñòü ãå-
íîâ. Òàêèì îáðàçîì, â íàòèâíîé ñåò÷àòêå è íåéðîáëàñòàõ
ðåãåíåðèðóþùåé ñåò÷àòêè òðèòîíà âûÿâëåíà êîððåëÿöèÿ
ìåæäó ýêñïðåññèåé ñèãíàëüíîãî áåëêà Fgf2, Ns è Fgfr.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ ó÷àñòèå íóêëåîñòåìèíà â ðåàëèçàöèè ìè-
òîãåííûõ ñèãíàëîâ Fgf2 â ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿöèè ïðîëè-
ôåðàöèè íåéðîáëàñòîâ ïðè ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè âçðîñ-
ëîãî òðèòîíà, ÷òî òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

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

640 II Âñåðîññèéñêàÿ êîíôåðåíöèÿ «Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ, òðàíñïîðò, öèòîñêåëåò»



åêò 14-04-00184) è ïðîãðàììû «Æèâàÿ ïðèðîäà: ñîâðå-
ìåííîå ñîñòîÿíèå è ïðîáëåìû ðàçâèòèÿ».
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ÊËÅÒÊÀÌ. © Å. À. Ìàòâååâà, Ë. Ñ. Âåíêîâà, Â. Ñ. Âëà-
ñåíêî, À. À. Ìèíèí. Èíñòèòóò áåëêà ÐÀÍ, Ìîñêâà, alexmi-
nin@gmail.com

Ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû (ÏÔ) ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç
êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà â æèâîòíûõ êëåòêàõ, ôóíêöèè
êîòîðîãî íàèìåíåå èçó÷åíû. Íà ðàçíûõ ýòàïàõ ýìáðèî-
íàëüíîãî ðàçâèòèÿ, íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè
è â ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê ýêñïðåññèðóþòñÿ ÏÔ, ñîñòîÿùèå
èç ðàçíûõ áåëêîâ. Âñåãî â ãåíîìå ÷åëîâåêà îáíàðóæåíî
îêîëî 70 ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðàçëè÷íûå áåëêè ÏÔ, êîòî-
ðûå îáðàçóþò îäíî èç ñàìûõ ìíîãî÷èñëåííûõ áåëêîâûõ
ñåìåéñòâ. Âèìåíòèí, îäèí èç íèõ, õàðàêòåðåí äëÿ ôèá-
ðîáëàñòîâ, ëåéêîöèòîâ, êëåòîê ýíäîòåëèÿ è íåêîòîðûõ
äðóãèõ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, âèìåíòèí îáíà-
ðóæèâàåòñÿ â êëåòêàõ, äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðíû ÏÔ, ñî-
ñòîÿùèå èç äðóãèõ áåëêîâ. Òàê, ïðè ýïèòåëèàëüíî-ìå-
çåíõèìíîì ïåðåõîäå (ÝÌÏ) â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ ñ êåðà-
òèíîâûìè ÏÔ ïîÿâëÿåòñÿ âèìåíòèí. Èíòåðåñíî, ÷òî
îáðàçóåìûå â ðåçóëüòàòå ÝÌÏ êëåòêè ïðèîáðåòàþò íå òî-
ëüêî ñïîñîáíîñòü ê ìèãðàöèè, íî è ïîâûøåííóþ óñòîé-
÷èâîñòü ê ðàçëè÷íûì ïðîòèâîðàêîâûì ïðåïàðàòàì. Ïî-
ñêîëüêó òàêèå ïðåâðàùåíèÿ êëåòîê íàáëþäàþòñÿ ïðè
çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ìíîãèõ îïóõîëåé, âûÿñ-
íåíèå èõ ïðè÷èí èìååò áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå.
Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî âèìåíòèíîâûå ÏÔ âçàèìîäåéñò-
âóþò ñ ìèòîõîíäðèÿìè è âëèÿþò íà èõ âíóòðèêëåòî÷íóþ
ïîäâèæíîñòü è òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë. Ìû ïðåäïî-
ëîæèëè, ÷òî óâåëè÷åíèå óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê öèòîñòà-
òèêàì ïðè ýêñïðåññèè âèìåíòèíà ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
åãî ñïîñîáíîñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ìèòîõîíäðèÿìè è
âëèÿòü íà èõ ñâîéñòâà. ×òîáû ïðîâåðèòü ýòó ãèïîòåçó, ìû
èñïîëüçîâàëè êëåòêè MFT-16, ëèøåííûå ÏÔ, äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ëèíèé ñ âîññòàíîâëåííûìè âèìåíòèíîâûìè ÏÔ
ïðè ïîìîùè ðåòðîâèðóñíîé òðàíñôåêöèè. Â ýòèõ ëèíèÿõ
ÏÔ ñîñòîÿëè èç âèìåíòèíà äèêîãî òèïà, ñïîñîáíîãî
ñâÿçûâàòüñÿ ñ ìèòîõîíäðèÿìè, èëè èç ìóòàíòíûõ ôîðì,
êîòîðûå òàêóþ ñïîñîáíîñòü óòðàòèëè. Àíàëèç æèçíå-
ñïîñîáíîñòè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðà-
öèé äâóõ íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ ïðåïàðàòîâ —
âèíêðèñòèíà è àäðèáëàñòèíà — ïîêàçàë, ÷òî âèìåí-
òèí îêàçûâàåò íà êëåòêè çàùèòíûé ýôôåêò òîëüêî â òîì
ñëó÷àå, åñëè îí ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ìèòîõîíä-
ðèÿìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 13-04-00931à è 12-04-32280ì).
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Â òå÷åíèå ìèëëèàðäîâ ëåò ïðèðîäà èñêóñíî ñîçäàâàëà
ñóïåðñëîæíûå íàäìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðû ÷åðåç ïðî-
öåññû áèîðàñïîçíàâàíèÿ è áèîìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçà-
öèè, èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå íåêîâàëåíòíûå âçàèìîäåéñò-
âèÿ. Íåäàâíî îòêðûòûå äâå àöèðåäóêòîí-äèîêñèãåíàçû
Ni-ARD è Fe-ARD ïðèìå÷àòåëüíû òåì, ÷òî, ÿâëÿÿñü
÷ëåíàìè ñòðóêòóðíîãî ñóïåðñåìåéñòâà êóïèíîâ, ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé íåîáû÷íûé ñëó÷àé êàòàëèçà, ïîñêîëü-
êó ðàçëè÷àþòñÿ ìåõàíèçìîì äåéñòâèÿ ïî îòíîøåíèþ ê
îáùèì ñóáñòðàòàì (1,2-äèãèäðîêñè-3-îêñî-5(ìåòèëòèî)
ïåíò-1-åí(àöèðåäóêòîí) è êèñëîðîä)) è ïðåâðàùàþò àöè-
ðåäóêòîí â ðàçëè÷íûå ïðîäóêòû. NiII(FeII)-ARD îáëàäàþò
îäíèì è òåì æå ïîëèïåïòèäíûì îêðóæåíèåì, íî ïðè
ýòîì ðàçëè÷àþòñÿ èîíîì ìåòàëëà (Ni2+ è Fe2+) è ñòðóêòó-
ðîé. Ìåòèîíèí îáðàçóåòñÿ â ðåçóëüòàòå îêñèãåíèðîâàíèÿ
àöèðåäóêòîíà ìîëåêóëÿðíûì êèñëîðîäîì, êàòàëèçèðóå-
ìîãî ôåðìåíòîì FeII-ARD. Â ðåçóëüòàòå äåÿòåëüíîñòè
NiII-ARD ìåòèîíèí íå îáðàçóåòñÿ. Îäíàêî óñòàíîâëåíà
âàæíàÿ ôóíêöèÿ íèêåëåâîãî ôåðìåíòà: â ðåçóëüòàòå
äåéñòâèÿ NiII-ARD îáðàçóåòñÿ îêñèä óãëåðîäà (ÑÎ), êîòî-
ðûé, ïîäîáíî îêñèäó àçîòà (NO), ÿâëÿåòñÿ ïðåäñòàâèòå-
ëåì íîâîãî êëàññà íåéðîòðàíñìèòòåðîâ. Ìû ïðåäïîëîæè-
ëè, ÷òî ðàçëè÷íàÿ ñàìîîðãàíèçàöèÿ êàòàëèçàòîðà â ìàêðî-
ñòðóêòóðû çà ñ÷eò ìåæìîëåêóëÿðíûõ H-ñâÿçåé è äðóãèõ
íåêîâàëåíòíûõ âçàèìîäåéñòâèé ìîæåò áûòü îäíîé èç
ïðè÷èí òàêîãî íåîáû÷íîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ NiII(FeII)-
ARD-ôåðìåíòîâ. Ìû ïðåäëàãàåì íîâûé ïîäõîä (ÀÑÌ)
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñàìîîðãàíèçàöèè êîìïëåêñîâ íèêåëÿ
è æåëåçà, ÿâëÿþùèõñÿ ìîäåëÿìè NiII(FeII)-ARD, â ìàê-
ðîñòðóêòóðû ðàçëè÷íîé ôîðìû çà ñ÷åò ìåæìîëåêóëÿð-
íûõ H-ñâÿçåé (Matienkoet al., 2012. J. Biol. Res. 1 : 37).
Ãåíåðèðóåìûå íà ìîäèôèöèðîâàííîé êðåìíèåâîé ïî-
âåðõíîñòè çà ñ÷åò H-ñâÿçåé ñòðóêòóðû íà îñíîâå
NiII

2(AcO)3(acac)MP · 2H2O (MP=N-ìåòèëïèððîëèäîí-2)
(«A») (NiII-ARD) èìåþò ôîðìó òðåõ ïî÷òè ñëèâøèõñÿ
ñôåð îêîëî 20—35 íì ïî âûñîòå. Ìàêðîñòðóêòóðû
íà îñíîâå êîìïëåêñîâ FeIII

x(acac)y18C6m(H2O)n («B»)
(Fe-ARD) íàïîìèíàþò ôîðìó ìèêðîâîëîêíèñòîé òðóáî÷-
êè òóáóëèíà ñ âûñîòîé îêîëî 3—4 íì, â ðàçðåçå (ïðè ôèê-
ñèðîâàííîé äëèíå è îðèåíòàöèè) — 40—60 íì. Ñòðóê-
òóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ êîìïëåêñîâ æåëåçà («B») ìîæåò ñïî-
ñîáñòâîâàòü àêòèâàöèè O2 (FeII + O2 ® FeIII – O2

–), ïåðâîé
ñòàäèè â ìåõàíèçìå FeII-ARD, ïîñëåäóþùåìó ðåãèîñå-
ëåêòèâíîìó ïðèñîåäèíåíèþ àêòèâèðîâàííîãî êèñëîðîäà
ê àöèðåäóêòîíó è ðåàêöèÿì, ïðèâîäÿùèì ê ìåòèîíèíó.
Ïðåîáðàçîâàíèå ìîíîìåðíûõ ôîðì â ìíîãîìåðíûå (â
ñëó÷àå NiII-ARD) («A») ìîæåò áûòü îäíèì èç ñïîñîáîâ
ðåãóëèðîâàíèÿ NiII(FeII)-ARD àêòèâíîñòè. Ìû ïðåäïîëà-
ãàåì, ÷òî íåîáõîäèìî ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå òàêæå ðîëü
Tyr — ôðàãìåíòà âî âòîðîé êîîðäèíàöèîííîé ñôåðå öåí-
òðàëüíîãî èîíà ìåòàëëà. Êàê áûëî íàìè óñòàíîâëåíî,
âêëþ÷åíèå PhOH â êîîðäèíàöèîííóþ ñôåðó êîìïëåêñà
Ni(acac)2· MP, ÿâëÿþùåãîñÿ ìîäåëüþ ïåðâè÷íûõ êîìï-
ëåêñîâ â ñëó÷àå NiII-ARD, ïðèâîäèò ê åãî ñòàáèëèçà-
öèè, ëèãàíä acac (àíàëîã â-äèêåòîíàòíîãî ëèãàíäà àöèðå-
äóêòîíà) íå ïîäâåðãàåòñÿ O2-çàâèñèìîé òðàíñôîðìàöèè.
Îáðàçîâàíèå ñóïðàìîëåêóëÿðíûõ ìàêðîñòðóêòóð çà ñ÷eò
ìåæìîëåêóëÿðíûõ H-ñâÿçåé íà îñíîâå êîìïëåêñîâ
Ni(acac)2 · L2 · PhOH, óñòàíîâëåííîå íàìè ìåòîäîì ÀÑÌ,
ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ñòàáèëèçèðóþùåé ðîëè ôå-
íîëüíîãî ëèãàíäà.
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ÍÀ. © Ð. ß. Ìåäâåäåâ,1, 2 Ñ. Ñ. Åôèìîâà,1 Î. Ñ. Îñòðî-
óìîâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è
2 Èíñòèòóò ôèçèêè íàíîòåõíîëîãèé è òåëåêîììóíèêàöèé
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ïîëèòåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà Ïåò-
ðà Âåëèêîãî, 4ragon@rambler.ru

Ìåñòíîå îáåçáîëèâàíèå ïðèíÿòî ñâÿçûâàòü ñ ýôôåê-
òîì àíåñòåçèðóþùèõ àãåíòîâ íà ïîòåíöèàëçàâèñèìûå
íàòðèåâûå êàíàëû. Â ëèòåðàòóðå îáñóæäàåòñÿ âîïðîñ î
ìîäóëèðîâàíèè ôóíêöèè çàäåéñòâîâàííûõ â ðàçâèòèè
àíåñòåçèè èîííûõ êàíàëîâ ïóòåì èçìåíåíèÿ ôèçè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ëèïèäíîãî áèñëîÿ ïðè àäñîðáöèè àíåñòåòèêîâ
(Sonner, Cantor, 2013. Ann. Rev. Biophys.). Óñòàíîâëåíî,
÷òî àäñîðáöèÿ ìîëåêóë àíåñòåòèêîâ íà ëèïèäíîé ìåìáðà-
íå ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ åå äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà
(Hogberg, Lyubartsev, 2008. Biophys. J.), òåìïåðàòóðû
ïëàâëåíèÿ ìåìáðàíîîáðàçóþùèõ ëèïèäîâ (Hata et al.,
2000. Biophys. Chem.) è ïðîíèöàåìîñòè ëèïèäíîãî áèñ-
ëîÿ äëÿ ìàëûõ îðãàíè÷åñêèõ ìîëåêóë, òàêèõ êàê êàðáîê-
ñèôëóîðåñöèí (Onyuksel et al., 2007. Chemico-Biological
Int.). Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî â áîëüøèíñòâå öèòèðóåìûõ ðà-
áîò ñèñòåìàòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ
ëîêàëüíûõ àíåñòåòèêîâ íà ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà
ëèïèäíûõ ìåìáðàí íå ïðîâîäèëîñü. Â ðàáîòå èññëåäî-
âàíî âëèÿíèå ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà òåêó÷åñòü ôîñôî-
ëèïèäíûõ ìåìáðàí. Ïðîòåñòèðîâàíû àìèäû, ãèäðîõëîðè-
äû ëèäîêàèíà, ïðèëîêàèíà, ìåïèâàêàèíà è áóïèâàêàèíà,
à òàêæå ñëîæíûå ýôèðû, áåíçîêàèí, ãèäðîõëîðèäû
ïðîêàèíà è òåòðàêàèíà. Î ïðîíèöàåìîñòè ëèïèäíûõ áèñ-
ëîåâ ñóäèëè ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êàëüöåè-
íà, âûñâîáîæäåííîãî èç äèîëåèëôîñôàòèäèëõîëèíîâûõ
(ÄÎÔÕ) ìîíîëàììåëÿðíûõ ëèïîñîì. Àíåñòåòèêè äîáàâ-
ëÿëè ê ñóñïåíçèè ëèïîñîì äî êîíöåíòðàöèè îò 0 äî
100 ìÌ. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ïîêàçàëè: 1) â èññëåäóå-
ìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé áåíçîêàèí è ïðîêàèí ïðî-
íèöàåìîñòè ÄÎÔÕ-ìåìáðàí äëÿ êàëüöåèíà íå èçìåíÿþò;
2) ïîðîãîâàÿ êîíöåíòðàöèÿ òåòðàêàèíà, âûçûâàþùàÿ óâå-
ëè÷åíèå âûñâîáîæäåíèÿ êàëüöåèíà, ñîñòàâëÿåò 2 ìÌ, ïðè
êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ ïðîèñõîäèò ïîëíàÿ äåçèíòåãðàöèÿ
ëèïîñîìàëüíûõ ìåìáðàí; 3) àìèäíûå àíåñòåòèêè ñëàáî
âëèÿþò íà âûõîä êðàñèòåëÿ èç ëèïîñîì (10 % ïðè
10 ìÌ). Îáíàðóæåííàÿ ðàçíèöà âî âëèÿíèè ìåñòíûõ àíå-
ñòåòèêîâ íà òåêó÷åñòü ÄÎÔÕ ëèïîñîì ìîæåò áûòü îáó-
ñëîâëåíà îñîáåííîñòÿìè õèìè÷åñêèõ ñòðóêòóð ìîäèôè-
êàòîðîâ, â ÷àñòíîñòè ðàçíûì ÷èñëîì è ðàñïîëîæåíèåì
ïîëÿðíûõ àìèíîãðóïï, à òàêæå íàëè÷èåì äîïîëíèòåëü-
íûõ ãèäðîôîáíûõ ðàäèêàëîâ. Óêàçàííûå ôàêòîðû ìîãóò
îïðåäåëÿòü ãëóáèíó ïîãðóæåíèÿ è îðèåíòàöèþ àíåñòåòè-
êîâ â ëèïèäíîì áèñëîå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 15-34-20356) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÂÈÑÊÎÑÒÀÒÈÍ ÌÎÄÓËÈÐÓÅÒ ÂËÈßÍÈÅ ÃËÓ-
ÒÎÊÑÈÌÀ ÍÀ ÒÐÀÍÑÏÎÐÒ Na+ Â ÊÎÆÅ ËßÃÓØÊÈ.
© À. Â. Ìåëüíèöêàÿ, Ç. È. Êðóòåöêàÿ, Ñ. Í. Áóòîâ,
Í. È. Êðóòåöêàÿ, Â. Ã. Àíòîíîâ. Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëü-
òåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà,
avm242@hotbox.ru

Êîæà àìôèáèé è äðóãèå èçîëèðîâàííûå ýïèòåëèàëü-
íûå ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ êëàññè÷åñêèìè ìîäåëüíûìè îáú-

åêòàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà èîíîâ
÷åðåç áèîìåìáðàíû. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿãóøêè ìîäóëèðóåòñÿ ðàçëè÷íûìè
îêèñëÿþùèìè àãåíòàìè, òàêèìè êàê öèñòàìèí, öèñòèí,
îêèñëåííûé ãëóòàòèîí (GSSG) è åãî ñèíòåòè÷åñêèé àíà-
ëîã ïðåïàðàò ãëóòîêñèì® (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî GSSG è ãëóòîêñèì, ïðè-
ëîæåííûå ê áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè ëÿãóøêè,
èìèòèðóþò äåéñòâèå èíñóëèíà è ñòèìóëèðóþò òðàíñïîðò
Na+. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî â ðåãóëÿöèè ãëóòîêñèìîì òðàíñ-
ïîðòà Na+ â êîæå ëÿãóøêè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå òèðîçèí-
êèíàçû è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàçû, ïðîòåèíêèíàçà Ñ,
ñåðèí/òðåîíèíîâûå ïðîòåèíôîñôàòàçû ÐÐ1/ÐÐ2, ìèêðî-
òðóáî÷êè è ìèêðîôèëàìåíòû, êàñêàä ìåòàáîëèçìà àðàõè-
äîíîâîé êèñëîòû è ïðîöåññû âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà.
Èçâåñòíî, ÷òî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿ-
öèè òðàíñýïèòåëèàëüíîãî òðàíñïîðòà Na+ è àêòèâíîñòè
ìíîãèõ Na+-òðàíñïîðòèðóþùèõ áåëêîâ, êîëîêàëèçîâàí-
íûõ ñ àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè è àêòèíñâÿçûâàþùèìè
áåëêàìè. Êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîöåññàõ ôîðìèðîâàíèÿ
óñòîé÷èâûõ ôèëàìåíòîâ èç ìîíîìåðîâ G-àêòèíà èãðàåò
êîìïëåêñ Arp2/3 (Actin-Related Proteins). Â ñîñòàâ ñàéòîâ
íóêëåàöèè âõîäÿò òàêæå WASP-áåëêè (Wiskott—Aldrich
syndrome family proteins, ñåìåéñòâî áåëêîâ ñèíäðîìà
Âèñêîòòà—Îëäðè÷à), êîòîðûå àêòèâèðóþò Arp2/3-êîìï-
ëåêñû, îáåñïå÷èâàþò èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ ìîíîìåðàìè
àêòèíà, çàïóñêàþò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà è ôîðìèðîâà-
íèå ðàçâåòâëåííûõ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Â ñâÿçè ñ
ýòèì ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì èññëåäîâàòü âîçìîæíîå
ó÷àñòèå ïðîöåññîâ ðîñòà è âåòâëåíèÿ àêòèíîâûõ ôèëà-
ìåíòîâ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå
ëÿãóøêè. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð áåë-
êà N-WASP âèñêîñòàòèí. Äëÿ ðåãèñòðàöèè âîëüò-àìïåð-
íûõ õàðàêòåðèñòèê (ÂÀÕ) êîæè ëÿãóøêè èñïîëüçîâàëè
àâòîìàòèçèðîâàííóþ óñòàíîâêó ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà.
Â èíòåðâàëàõ ìåæäó èçìåðåíèÿìè ÂÀÕ òðàíñýïèòåëèàëü-
íûé ïîòåíöèàë (VÒ) êîæè ïîääåðæèâàëè ïðè ïîòåíöèàëå
îòêðûòîé öåïè VOC (VOC = VÒ ïðè òðàíñýïèòåëèàëüíîì
òîêå IÒ = 0). Èç ÂÀÕ îïðåäåëÿëè ýëåêòðè÷åñêèå ïàðà-
ìåòðû êîæè: òîê êîðîòêîãî çàìûêàíèÿ ISC (ISC = IT ïðè
VT = 0), VOC è òðàíñýïèòåëèàëüíóþ ïðîâîäèìîñòü gT.
Òðàíñïîðò Na+ îöåíèâàëè êàê àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûé
ISC. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå
x ± sx. Ïîêàçàíî, ÷òî ãëóòîêñèì, ïðèëîæåííûé ê áàçîëà-
òåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè èíòàêòíîé êîæè ëÿãóøêè, ñòèìó-
ëèðóåò òðàíñïîðò Na+. Â ñðåäíåì (ïî ðåçóëüòàòàì 10 ýêñ-
ïåðèìåíòîâ) ïîñëå ïðèëîæåíèÿ 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà
ISC âîçðàñòàåò íà 31.24 ± 8.32 %; VOC — íà 38.04 ± 5.15 %;
gT íå ìåíÿåòñÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî âèñêîñòàòèí ñóùåñòâåí-
íî ñíèæàåò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ãëóòîêñèìà íà
òðàíñïîðò Na+. Â ñðåäíåì (ïî äàííûì 10 ýêñïåðèìåíòîâ)
èçìåíåíèå ýëåêòðè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê êîæè ëÿãóøêè
ïîñëå äîáàâëåíèÿ 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà ê áàçîëàòå-
ðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êîæè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàí-
íîé â òå÷åíèå 30 ìèí ñî ñòîðîíû àïèêàëüíîé ïîâåðõíî-
ñòè 10 ìêÌ âèñêîñòàòèíà, áûëî ñëåäóþùèì: ISC óâåëè-
÷èâàåòñÿ íà 14.34 ± 3.12 %, VOC — íà 16.09 ± 5.11, à gT —
íà 1.58 ± 0.32 %. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçà-
íî, ÷òî èíãèáèòîð WASP-áåëêîâ âèñêîñòàòèí ìîäóëèðó-
åò âëèÿíèå ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè WASP-áåëêîâ è
âàæíîé ðîëè ïðîöåññîâ ñáîðêè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà íà òðàíñïîðò Na+ â êîæå ëÿ-
ãóøêè.
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Ó×ÀÑÒÈÅ ÔÎÑÔÎËÈÏÀÇÛ À2 ÂÎ ÂËÈßÍÈÈ ÃËÓ-
ÒÎÊÑÈÌÀ ÍÀ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÓÞ ÊÎÍÖÅÍÒ-
ÐÀÖÈÞ Ñà2+ Â ÌÀÊÐÎÔÀÃÀÕ. © Ë. Ñ. Ìèëåíèíà,
Ç. È. Êðóòåöêàÿ, À. À. Íàóìîâà, Ñ. Í. Áóòîâ, Í. È. Êðó-
òåöêàÿ, Â. Ã. Àíòîíîâ. Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà
(GSSG) ïðåïàðàò ãëóòîêñèì® (äèíàòðèåâàÿ ñîëü GSSG c
d-ìåòàëëîì â íàíîêîíöåíòðàöèè, ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã) îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ
òèîïîýòèíîâ, âëèÿþùèõ íà ïðîöåññû ðåäîêñ-ðåãóëÿöèè â
êëåòêàõ; èñïîëüçóåòñÿ êàê èììóíîìîäóëÿòîð è ãåìîñòè-
ìóëÿòîð â êîìïëåêñíîé òåðàïèè áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñ-
íûõ çàáîëåâàíèé, ïñîðèàçà, ëó÷åâîé è õèìèîòåðàïèè
â îíêîëîãèè. Îäíàêî êëåòî÷íûå è ìîëåêóëÿðíûå ìåõà-
íèçìû åãî äåéñòâèÿ äàëåêè îò ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ. Ðàíåå
íàìè âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî ãëóòîêñèì óâåëè÷èâàåò
âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ñà2+ [Ca2+]i, âûçûâàÿ
ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç òàïñèãàðãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ñà2+-
äåïî è ïîñëåäóþùèé äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+ â ïåðè-
òîíåàëüíûå ìàêðîôàãè êðûñû. Êðîìå òîãî, ðàíåå íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî â êîìïëåêñíîì ñèãíàëüíîì êàñêàäå, çàïóñ-
êàåìîì ãëóòîêñèìîì â ìàêðîôàãàõ è ïðèâîäÿùåì ê óâå-
ëè÷åíèþ [Ca2+]i, ó÷àñòâóþò ôåðìåíòû è (èëè) ïðîäóêòû
öèêëîîêñèãåíàçíîãî è ëèïîêñèãåíàçíîãî ïóòåé îêèñëå-
íèÿ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû (ÀÊ). Ïîñêîëüêó çàïóñê êàñ-
êàäà ìåòàáîëèçìà ÀÊ — îäíî èç êëþ÷åâûõ ñîáûòèé â àê-
òèâàöèè ìàêðîôàãîâ, ïðåäñòàâëÿëîñü òàêæå öåëåñîîáðàç-
íûì èññëåäîâàòü ó÷àñòèå êëþ÷åâîãî («ñòàðòîâîãî»)
ôåðìåíòà êàñêàäà — ôîñôîëèïàçû À2 (ÔËÀ2) — âî âëèÿ-
íèè ïðåïàðàòà ãëóòîêñèì íà [Ñà2+]i â ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ êðûñû. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè
êóëüòèâèðóåìûå ðåçèäåíòíûå ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôà-
ãè êðûñû. Äëÿ èçìåðåíèÿ [Ca2+]i èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñ-
öåíòíûé Ñà2+-çîíä Fura-2AM. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè
íà 1—2-å ñóò ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà àâ-
òîìàòèçèðîâàííîé óñòàíîâêå äëÿ èçìåðåíèÿ [Ca2+]i íà
áàçå ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica DM 4000B (Leica
Microsystems, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîãî
ó÷àñòèÿ ÔËÀ2 âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà íà [Ñà2+]i â ìàêðî-
ôàãàõ áûë èñïîëüçîâàí èíãèáèòîð ÔËÀ2 4-áðîìôåíàöèë-
áðîìèä (2,4’-äèáðîìîàöåòîôåíîí). Â êîíòðîëüíûõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ ïîêàçàíî, ÷òî 200 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà âûçûâàþò
äâóõôàçíûé Ñà2+-îòâåò, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è ïîñëåäóþùèì äåïîçàâèñèìûì
âõîäîì Ñà2+ â ìàêðîôàãè. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäâà-
ðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ìàêðîôàãîâ ñ 20 ìêÌ 4-áðîìôåíà-
öèëáðîìèäà â òå÷åíèå 15 ìèí äî ââåäåíèÿ 200 ìêã/ìë
ãëóòîêñèìà ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó ïîäàâëåíèþ êàê
ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2+ (â ñðåäíåì íà 47.1 %), òàê è ïî-
ñëåäóþùåãî âõîäà Ñà2+ (â ñðåäíåì íà 79.4 %), âûçûâàå-
ìûõ ãëóòîêñèìîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè ÔËÀ2 è êàñêàäà
ìåòàáîëèçìà ÀÊ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà íà [Ca2+]i â ìàê-
ðîôàãàõ. Êðîìå òîãî, ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ýòîé ðà-
áîòå è ðàíåå, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðåïàðàò ãëó-
òîêñèì, íåñïîñîáíûé ïðîíèêàòü ÷åðåç ïëàçìàëåììó, âû-
çûâàåò â ìàêðîôàãàõ êîìïëåêñíûé ñèãíàëüíûé êàñêàä,
ïðèâîäÿùèé ê óâåëè÷åíèþ [Ca2+]i è àêòèâàöèè ìàêðîôà-
ãîâ, îäíèì èç êëþ÷åâûõ ñîáûòèé â êîòîðîì ÿâëÿåòñÿ çà-
ïóñê êàñêàäà ìåòàáîëèçìà ÀÊ è ïðîäóêöèè áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûõ ïðîäóêòîâ ýéêîçàíîèäîâ.
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Èçâåñòíî, ÷òî ñîäåðæàíèå áåëêà-ðåãóëÿòîðà àïîïòîçà
ð53 â êðîâè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ óâåëè÷èâàåòñÿ, ïîý-
òîìó äëèòåëüíîå âðåìÿ ãåí P53 ñ÷èòàëñÿ îíêîãåíîì. Îä-
íàêî îêàçàëîñü, ÷òî â íîðìå áåëîê èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü
â ñèãíàëüíîì ð53-çàâèñèìîì ïóòè ðåïàðàöèè è àïîïòîçà
è â ðåãóëÿöèè èììóííîãî îòâåòà. Áûëî èçó÷åíî ñîäåðæà-
íèå ð53 â êðîâè êóðèëüùèêîâ, à òàêæå â êðîâè ïàöèåíòîâ,
áîëüíûõ ðàêîì ìîëî÷íîé æåëåçû (ÐÌÆ), äî è ïîñëå ëå-
÷åíèÿ (Ìèëü è äð., 2005, 2012) Ðàíåå â ðÿäå ðàáîò áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî êóðèëüùèêè íàõîäÿòñÿ â çîíå íàèáîëüøåãî
ðèñêà ïî ÷àñòîòå âîçíèêíîâåíèÿ ðàêà ëåãêèõ è äûõàòåëü-
íûõ ïóòåé, ïîñêîëüêó ïîä äåéñòâèåì ñèãàðåòíîãî äûìà
ïðîèñõîäèò ïîñòîÿííûé àïîïòîç êëåòîê ãîðòàíè, ÷òî ïðè-
âîäèò ê çàìåùåíèþ â ãåíå p53, ïîÿâëåíèþ äîëãîæèâóùå-
ãî áåëêà è èçìåíåíèÿì â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà. Íàìè îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ êóðèëüùèêîâ
(ðàê âåðõíèõ äûõàòåëüíûõ ïóòåé) ñîäåðæàíèå áåëêà p53 â
ñûâîðîòêå êðîâè ñóùåñòâåííî âûøå è áîëåå ÷åì â 3 ðàçà
(Ð = 0.0002) ïðåâûøàåò óðîâåíü ð53 â ãðóïïå çäîðîâûõ.
Îòìå÷àëàñü âûñîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü ïàðàìåòðà ð53 â
êîíòðîëüíîé ãðóïïå (0.8—3.2 îòí. åä.), íå êîððåëèðîâàâ-
øàÿ ñ èíòåíñèâíîñòüþ êóðåíèÿ. Ïðè ýòîì óðîâåíü àíòè-
àïîïòîçíîãî áåëêà bcl-2 ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ è çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ (íåêóðÿùèõ è ñëàáî êóðÿùèõ) íå ðàçëè-
÷àëñÿ. Íî ó ñèëüíî êóðÿùèõ çäîðîâûõ äîíîðîâ — ïðè
ïîñòîÿííîì àïîïòîçå êëåòîê ãîðòàíè — óðîâåíü bcl-2,
ó÷àñòâóþùåãî â ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîì è àíòèîêñèäàíò-
íîì ïðîöåññàõ, ðåçêî âîçðàñòàë. Òàêæå îòìå÷àëîñü óñèëå-
íèå àêòèâíîñòè àíòèîêñèäàíòíîé ñèñòåìû (ôåðìåíòîâ
ÑÎÄ, ÃÏ), ÷òî, âåðîÿòíî, çàùèùàëî èõ îò ðàçâèòèÿ îíêî-
ëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà è ìîãëî áûòü ñâÿçàíî ñ îñîáåííî-
ñòÿìè ãåíîòèïà. Ïðè èçó÷åíèè ñîäåðæàíèÿ ð53 ó âñåõ
10 áîëüíûõ ÐÌÆ III—IV ñòåïåíè áûë çàðåãèñòðèðîâàí
âûñîêèé óðîâåíü ð53. Ëå÷åíèå äâóìÿ êóðñàìè õèìèîòå-
ðàïèè ñ äîêñîðóáèöèíîì ñïîñîáñòâîâàëî òîðìîæåíèþ
îïóõîëåâîãî ïðîöåññà çà ñ÷åò àïîïòîçà êëåòîê îïóõîëè.
Ó ïàöèåíòîâ ñðåäíåãî âîçðàñòà (36—54 ãîäà) ñðàçó ïîñëå
õèìèîòåðàïèè â ñûâîðîòêå êðîâè îòìå÷àëñÿ ðîñò ñîäåð-
æàíèÿ ð53 (íà 16—22 %), ïðè ýòîì èíäóêöèÿ ãåíà ð53
äèêîãî òèïà ìîæåò ïðèâîäèòü êàê ê àïîïòîçó, òàê è ê ðå-
ïàðàöèè êëåòîê. Â ïîëüçó ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ñâèäå-
òåëüñòâîâàëè èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ îñíîâíûõ èììóíî-
ãëîáóëèíîâ, ñíèæåíèå IgA è âîçðàñòàíèå IgM è IgG, ÷òî
ïîçâîëÿåò ëèìôîöèòàì èçáåæàòü àïîïòîçà (âòîðè÷íûé
èììóííûé îòâåò). Ó ïàöèåíòîê ïîæèëîãî âîçðàñòà (61—
70 ëåò) îòìå÷åíû óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà ð53
(17—25 %) è çíà÷èòåëüíîå óõóäøåíèå ñàìî÷óâñòâèÿ. Ïðè
ýòîì ó âñåõ áîëüíûõ ýòîé ãðóïïû íàáëþäàëèñü âîçðàñòà-
íèå IgM è ñíèæåíèå IgG è IgA (ïîäîáíî ïåðâè÷íîìó èì-
ìóííîìó îòâåòó). Ïî-âèäèìîìó, ìàëàÿ ýôôåêòèâíîñòü ëå-
÷åíèÿ ÿâëÿëàñü ñëåäñòâèåì âîçðàñòíîãî ñíèæåíèÿ èììó-
íèòåòà è îòðàæàëà äèñôóíêöèþ ðåãóëÿòîðíûõ îòíîøåíèé
â ñèñòåìàõ èììóííîé çàùèòû è àïîïòîçà. Ëå÷åíèå ïî-
æèëûõ ïàöèåíòîâ, ïî-âèäèìîìó, ñëåäóåò ñîïðîâîæäàòü
ïðèìåíåíèåì èììóíîñòèìóëÿòîðîâ è àíòèîêñèäàíòîâ.
Ïðèìåðîì ïðåïàðàòà, âûçûâàþùåãî ïîëîæèòåëüíûé àí-
òèàïîïòîçíûé ýôôåêò, ìîæåò ñëóæèòü àíòèîêñèäàíò ôå-
íîçàí, êîòîðûé ðàíåå ïîêàçàë õîðîøèé ïðîòèâîîïóõîëå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 643



âûé ýôôåêò è, êàê áûëî ïîêàçàíî íàìè, âûçûâàë èíäóê-
öèþ ð53 è áåëêà Bcl-2 â êðîâè ìûøåé ëèíèè ÀÊÝ è
ñåëåçåíêå ìûøåé íèçêîðàêîâîé ëèíèè F1.
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Âîññòàíîâëåíèå ìûøå÷íîé ìàññû ïîñëå äèñôóíêöè-
îíàëüíîé àòðîôèè ñêåëåòíûõ ìûøö ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé
ïðîáëåìîé äëÿ êîñìè÷åñêîé áèîëîãèè è ðåàáèëèòàöèîí-
íîé ìåäèöèíû. Îäíàêî ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ðåãó-
ëèðóþùèå ñèíòåç áåëêà â ïåðèîä ðåàäàïòàöèè ïîñëå ôóí-
êöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè, ÿâëÿþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè. Ïîý-
òîìó öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â àíàëèçå
àíàáîëè÷åñêèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â ñêåëåòíîé ìûøöå
êðûñû â ïåðèîä âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ãðàâèòàöèîííîé
ðàçãðóçêè. Ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà áûë ïðî-
àíàëèçèðîâàí âêëàä òàêèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, êàê PI3K-
Akt-mTORC1 è PLD-PA-mTORC1, à òàêæå ñòðåò÷-÷óâñò-
âèòåëüíûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â ðåãóëÿöèþ áåëêîâîãî
ñèíòåçà â êàìáàëîâèäíîé ìûøöå êðûñû. Àíòèîðòîñòàòè-
÷åñêîå âûâåøèâàíèå çàäíèõ êîíå÷íîñòåé êðûñ Âèñòàð ñ
öåëüþ ìîäåëèðîâàíèÿ ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêè ïðîâî-
äèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå Èëüèíà—Íîâèêîâà â ìî-
äèôèêàöèè Morey—Holton. Èíòåíñèâíîñòü ñèíòåçà áåëêà
â m. soleus îöåíèâàëè ìåòîäîì SUnSET. Ïðîãðàììà ýêñ-
ïåðèìåíòà è âñå ìàíèïóëÿöèè, âûïîëíÿåìûå ñ æèâîòíû-
ìè, áûëè îäîáðåíû êîìèññèåé ïî áèîìåäèöèíñêîé ýòèêå
ÃÍÖ ÐÔ — ÈÌÁÏ ÐÀÍ. Ïîñëå 14-ñóòî÷íîé ãðàâèòàöèîí-
íîé ðàçãðóçêè èíòåíñèâíîñòü ñèíòåçà áåëêà â êàìáàëî-
âèäíîé ìûøöå êðûñû ñíèçèëàñü íà 33 % (P < 0.05). Îäíà-
êî ïîñëå ïåðèîäà ðåàäàïòàöèè â òå÷åíèå 3 ñóò ïðîèçîøåë
ðîñò ñèíòåçà áåëêà íà 40 % (P < 0.05) îòíîñèòåëüíî ãðóï-
ïû «14-HS». Ó æèâîòíûõ, êîòîðûì íà ôîíå âîññòàíîâëå-
íèÿ ââîäèëè èíãèáèòîðû âîðòìàííèí è áóòàíîë-1, ïðîè-
çîøëî ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà áåëêà îòíîñèòå-
ëüíî «14HS+3R+ïëàöåáî» íà 35.6 è 38.5 % (P < 0.05)
ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå 14-ñóòî÷íîé ãðàâèòàöèîííîé ðàç-
ãðóçêè ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ðèáîñîìàëüíîé
êèíàçû p-p70 äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ. Ïå-
ðèîä 3-ñóòî÷íîé ðåàäàïòàöèè ïðèâåë ê äîñòîâåðíîìó
óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ äàííîé êèíàçû â m. soleus îòíî-
ñèòåëüíî ãðóïïû «14-HS». Ïðè ââåäåíèè èíãèáèòîðà áó-
òàíîëà-1 íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå p-p70 íà 57.7 % (P <
< 0.05) îòíîñèòåëüíî ãðóïïû «÷èñòîãî» âîññòàíîâëåíèÿ.
Ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ðèáîñîìàëüíîé êèíàçû
p-90 RSK äîñòîâåðíî ñíèçèëîñü â ãðóïïå «3R+placebo»
íà 84.5 % (P < 0.05) îòíîñèòåëüíî ãðóïïû «êîíòðîëü».

Ïðè ïðèìåíåíèè ñîëè ãàäîëèíèÿ èçìåíåíèÿ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ p70S6K íå îáíàðóæåíî, îäíàêî íàáëþäà-
ëîñü óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû 4Å-BP1.
Ïðè âîçäåéñòâèè ñîëè ãàäîëèíèÿ ìû îáíàðóæèëè äîñòî-
âåðíîå ïîâûøåíèå èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà áåëêà â 1.5 ðà-
çà ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé ðåàäàïòàöèè íà ôîíå ïëàöåáî
(P < 0.05). Â ñâÿçè ñ íåîäíîðîäíîé ðåàêöèåé àíàáîëè÷å-
ñêèõ ìàðêåðîâ íà ââåäåíèå ñîëè ãàäîëèíèÿ ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ñèíòåçà áåëêà â äàííîì ñëó÷àå
ìîãëî áûòü ñâÿçàíî ñ êîìïåíñàòîðíûìè îòâåòàìè äðóãèõ
ìåõàíîñåíñîðíûõ ñòðóêòóð. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïîâûøå-
íèå èíòåíñèâíîñòè áåëêîâîãî â ñèíòåçà â m. soleus íà
ðàííåé ñòàäèè ðåàäàïòàöèè ïîñëå 14-ñóòî÷íîé ôóíêöèî-
íàëüíîé ðàçãðóçêè ñâÿçàíî ñ ó÷àñòèåì ïî êðàéíåé ìåðå
äâóõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé — Akt-íåçàâèñèìîãî ÷åðåç ôîñ-
ôàòèäíóþ êèñëîòó, àêòèâèðóþùóþ mTORC1, è Akt-çàâè-
ñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 7.

ÂËÈßÍÈÅ ÑÅÐÎÂÎÄÎÐÎÄÀ ÍÀ ÎÒÂÅÒÛ TRPV1-ÐÅ-
ÖÅÏÒÎÐÎÂ ÍÅÉÐÎÍÎÂ ÒÐÎÉÍÈ×ÍÎÃÎ ÃÀÍÃËÈß
ÊÐÛÑÛ. © À. Í. Ìóñòàôèíà, Ð. À. Ãèíèàòóëëèí, Ã. Ô. Ñèò-
äèêîâà. Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé óíèâåð-
ñèòåò, al-must@yandex.ru

Òðîéíè÷íûé íåðâ — V ïàðà ÷åðåïíî-ìîçãîâûõ íåð-
âîâ, ñîñòîÿùàÿ èç ÷óâñòâèòåëüíûõ è äâèãàòåëüíûõ âîëî-
êîí. Íåéðîíû òðîéíè÷íîãî ãàíãëèÿ ïåðåäàþò áîëåâûå
ñòèìóëû îò êîæè, ñëèçèñòûõ ïîâåðõíîñòåé, ìîçãîâûõ
îáîëî÷åê, ïîýòîìó èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïåðåäà÷è íîöè-
öåïòèâíûõ ñèãíàëîâ ÿâëÿåòñÿ âàæíûì â èçó÷åíèè è ïîíè-
ìàíèè îïðåäåëåííûõ ôîðì îñòðûõ è õðîíè÷åñêèõ áîëåé.
Èçâåñòíî, ÷òî TRPV1-ðåöåïòîðû, àãîíèñòîì êîòîðûõ ÿâ-
ëÿåòñÿ êàïñàèöèí, èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïåðåäà÷è áîëè.
Àêòèâàöèÿ TRPV1-ðåöåïòîðîâ â íåðâíûõ îêîí÷àíèÿõ âû-
çûâàåò âõîä Na è Ñà â êëåòêó, äåïîëÿðèçàöèþ ìåìáðàíû
è îñâîáîæäåíèå íåéðîìåäèàòîðîâ. Âñå áîëüøå ïîÿâëÿåò-
ñÿ äàííûõ îá ó÷àñòèè íîâîãî ãàçîìåäèàòîðà — ñåðîâîäî-
ðîäà (H2S) — â íîöèöåïöèè. Èçâåñòíî, ÷òî äîíîð H2S —
NaHS — àêòèâèðóåò êàïñàèöèí-÷óâñòâèòåëüíûå ñåíñîð-
íûå íåéðîíû â èçîëèðîâàííûõ ìî÷åâûõ ïóçûðÿõ êðûñ
ïóòåì àêòèâàöèè TRPA1-êàíàëîâ, îäíàêî äàíûå î âëèÿ-
íèè H2S íà TRPV1-ðåöåïòîðû òðèãåìèíàëüíûõ íåéðîíîâ
åùå íå äî êîíöà èçó÷åíû. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàøåé ðà-
áîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ NaHS íà îòâåòû
TRPV1-ðåöåïòîðîâ òðèãåìèíàëüíûõ íåéðîíîâ. Ýêñïåðè-
ìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòóðå íåéðîíîâ òðîéíè÷íûõ ãàí-
ãëèåâ, èçîëèðîâàííûõ èç 9—12-ñóòî÷íûõ êðûñ. Æèâîò-
íûõ ïîäâåðãàëè äåêàïèòàöèè, ïîñëå ÷åãî òðîéíè÷íûå
ãàíãëèè èçâëåêàëè è ïåðåìåùàëè â õîëîäíóþ ñðåäó F12,
ñîäåðæàùóþ ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí. Ïîñëå ýòîãî
ãàíãëèè ïîìåùàëè â ôåðìåíòàòèâíûé ðàñòâîð, ñîäåðæà-
ùèé ñðåäó F12, òðèïñèí (0.25 ìã/ìë), êîëëàãåíàçó
(1 ìã/ìë) è ÄÍÊàçó (0.2 ìã/ìë), è çàòåì â òåðìîñòàò íà
25 ìèí äëÿ äèññîöèàöèè íåéðîíîâ. Äèññîöèèðîâàííûå â
íåéðîíû ãàíãëèè áûëè ïîñàæåíû íà ñòåêëà, ïðåäâàðè-
òåëüíî îáðàáîòàííûå poly-L-lysine, è ïîìåùåíû â èíêó-
áàòîð (37 °Ñ, 5 % CO2). Äëÿ ðåãèñòðàöèè èîííûõ òîêîâ
TRPV1-ðåöåïòîðîâ â îòâåò íà àïïëèêàöèþ êàïñàèöèíà
(1 ìêÌ) èñïîëüçîâàëè ìåòîä patch-clamp â êîíôèãóðàöèè
whole-cell. Êëåòêè ïîñòîÿííî ïåðôóçèðîâàëè ðàñòâîðîì
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ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â ìÌ): 148 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2,
2 CaCl2, 10 Hepes è 10 D-Glucose, pH7.2. Âíóòðèïèïå-
òî÷íûé ðàñòâîð ñîäåðæàë (â ìÌ): 130 CsCl, 5 MgCl2,
10 Hepes, 5 EGTA, 0.5 CaCl2, 2 Mg-ATP, 0.5 Na-GTP è
5 KCl, pH7.2. Êàïñàèöèí â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ àïïëèöè-
ðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû áûñòðîé àïïëèêàöèè â
òå÷åíèå 2 ñ. Â êà÷åñòâå äîíîðà H2S èñïîëüçîâàëè NaHS,
òàê êàê â âîäíûõ ðàñòâîðàõ îí äèññîöèèðóåò äî èîíà íà-
òðèÿ (Na+) è ãèäðîñóëüôèäíîãî àíèîíà (HS–), êîòîðûé ðå-
àãèðóåò ñ ïðîòîíîì (Í+), îáðàçóÿ H2S. Â òðèãåìèíàëüíûõ
íåéðîíàõ â êîíòðîëå àìïëèòóäà îòâåòîâ TRPV1-ðåöåïòî-
ðîâ íà àïïëèêàöèþ êàïñàèöèíà â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ
ñîñòàâèëà 2470.9 ± 1168.9 ðÀ (n = 5). Â òå÷åíèå 5 ìèí àï-
ïëèêàöèè NaHS àìïëèòóäà îòâåòîâ íà êàïñàèöèí ïîâû-
øàëàñü äî 3680.4 ± 1689.4 ðÀ (n = 5). Îäíàêî ê 15-é ìèí
àïïëèêàöèè NaHS àìïëèòóäà ñíèçèëàñü äî 273.5 ±
± 139.1 ðÀ (n = 5), ÷òî íà 76.8 ± 12.7 % ìåíüøå êîíòðîëü-
íûõ çíà÷åíèé (n = 5, P < 0.05). Â ïðèñóòñòâèè ÄÒÒ (äèòè-
îòðåèòîëà) íå íàáëþäàëè íà÷àëüíîãî ïîâûøåíèÿ àìïëè-
òóäû îòâåòà íà êàïñàèöèí â ïðèñóòñòâèè NaHS, íî ê
15-é ìèí îòâåòû íà àïïëèêàöèþ êàïñàèöèíà òàêæå ñíè-
æàëèñü, ýôôåêò ñîñòàâèë 41 ± 13.99 % îò êîíòðîëüíûõ
çíà÷åíèé (n = 5, P < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî äîíîð ñåðîâîäîðîäà îêàçûâàåò äâóõôàçíîå âëèÿíèå
íà îòâåòû TRPV1-ðåöåïòîðîâ, âûçûâàÿ ïåðâè÷íîå óñèëå-
íèå îòâåòà è ïîñëåäóþùåå óìåíüøåíèå, ïðè ýòîì ïåðâè÷-
íûé ýôôåêò ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ âîññòàíàâëèâàþùèì
äåéñòâèåì NaHS íà TRPV1-ðåöåïòîðû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00618).
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Òðàíñïîðòíûå áåëêè îáåñïå÷èâàþò ïåðåìåùåíèå âå-
çèêóë, îðãàíåëë è äðóãèõ âåùåñòâ â êëåòêå. Îñíîâíûå
áåëêè ýòîãî òèïà êëàññèôèöèðóþòñÿ ïî êîìïîíåíòàì öè-
òîñêåëåòà, ñ êîòîðûìè îíè âçàèìîäåéñòâóþò. Äâà îñíîâ-
íûõ ìîòîðíûõ áåëêà, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ òóáóëèíî-
âûì öèòîñêåëåòîì, — êèíåçèí è äèíåèí. Ó ìûøè ñóïåð-
ñåìåéñòâî êèíåçèíîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ 15 ñåìåéñòâ
áåëêîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî àìèíîêèñëîòíîìó ñîñòàâó,
ðàñïîëîæåíèþ ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíîâ è ñïåöèàëè-
çàöèè â òðàíñïîðòíûõ ïðîöåññàõ (Hirokawa et al., 2009).
Êèíåçèí KIF5 îòíîñèòñÿ ê N-êèíåçèíàì, ó êîòîðûõ ìî-
òîðíûé äîìåí íàõîäèòñÿ íà NH2-êîíöå ìîëåêóëû. Åãî ãî-
ìîëîã âûÿâëåí è ó ëÿãóøêè (Lu et al., 2013). KIF5 ïåðåìå-
ùàåòñÿ ê ïëþñ-êîíöó ìèêðîòðóáî÷åê öèòîñêåëåòà. Åãî
ôóíêöèè â êëåòêå ìíîãîîáðàçíû: KIF5 îáåñïå÷èâàåò
òðàíñïîðò òàêèõ îðãàíåëë, êàê ìèòîõîíäðèè è ëèçîñîìû,
à òàêæå ïåðåìåùàåò âåçèêóëû è èõ ïðåäøåñòâåííèêè,
ïðåäøåñòâåííèêè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, áåëêîâûå
êîìïëåêñû è êîìïëåêñû ìÐÍÊ-áåëîê. Öèòîïëàçìàòè÷å-
êèé äèíåèí, íàïðîòèâ, ïåðåìåùàåòñÿ ê ìèíóñ-êîíöó ìèê-
ðîòðóáî÷êè è îáåñïå÷èâàåò òðàíñïîðò â ýòîì íàïðàâëå-
íèè (Lodish et al., 2000). Â àêñîíå òóáóëèíîâûé öèòîñêå-

ëåò îðèåíòèðîâàí ïëþñ-êîíöîì ê íåðâíîìó îêîí÷àíèþ.
Òàêèì îáðàçîì, â íåðâíîé òåðìèíàëè êèíåçèí îáåñïå÷è-
âàåò àíòåðîãðàäíûé òðàíñïîðò âåùåñòâ è îðãàíåëë, â òî
âðåìÿ êàê äèíåèí îòâå÷àåò çà ðåòðîãðàäíûé òðàíñïîðò
(ïðîäóêòû ýíäîöèòîçà ïåðåìåùàþòñÿ ê ëèçîñîìàì è ò. ä.)
(Hirokawa et al., 2009). Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èññëå-
äîâàòü äèíàìèêó êèíåçèíà è äèíåèíà â íåðâíîì îêîí÷à-
íèè ëÿãóøêè ïðè ýëåêòðè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè íåðâà ñ ðàç-
ëè÷íîé ÷àñòîòîé èìïóëüñîâ. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà
íåðâíî-ìûøå÷íûõ ñèíàïñàõ êîæíî-ãðóäèííîé ìûøöû
ëÿãóøêè Rana ridibunda. Âèçóàëèçàöèþ ýëåìåíòîâ öèòî-
ñêåëåòà îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî êîíôîêàëü-
íîãî ìèêðîñêîïà Leica SP5 TCS MP. Ìèêðîòðóáî÷êè
áûëè âûÿâëåíû ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê
àëüôà-òóáóëèíó (Sigma). Êèíåçèí è äèíåèí âûÿâëÿëè
ñ ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê êèíåçèíó KIF5
(Sigma) è äèíåèíó (Sigma) ñîîòâåòñòâåííî. Ïðå- è ïî-
ñòñèíàïñ äèôôåðåíöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìàðêåðîâ ïðå- è
ïîñòñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíû — ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåíò-
íûìè ìàðêåðàìè FITC è TRITC ëåêòèíà PNA (peanut ag-
glutinin lectin) (Sigma) è àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (Sigma)
ñîîòâåòñòâåííî. Ýëåêòðè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ íåðâà ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõíèêè âñàñûâàþùåãî ýëåêò-
ðîäà. Àíàëèç è ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì ImageJ, LSM 4.0 è LAS AF.
Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû ïðèìåíÿëè ýëåêòðè÷åñêóþ
ñòèìóëÿöèþ ñ ÷àñòîòàìè 10 è 100 Hz â ðàñòâîðå Ðèíãåðà
â òå÷åíèå 5 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé ôèêñàöèåé â ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäå (4 %). Â äðóãèõ âàðèàíòàõ ñòèìóëèðîâàííûå
ìûøöû ôèêñèðîâàëè ïîñëå 5 ìèí îòäûõà. Êàê ïîêàçàëè
íàøè èññëåäîâàíèÿ, ñòèìóëÿöèÿ êàê ñ íèçêîé (10 Hz), òàê
è ñ âûñîêîé (100 Hz) ÷àñòîòîé âûçûâàåò ïåðåðàñïðåäåëå-
íèå êèíåçèíà ê äèñòàëüíîé ÷àñòè íåðâíîé òåðìèíàëè, ïðè
ýòîì ïîñëå íèçêî÷àñòîòíîé ñòèìóëÿöèè è 5 ìèí ðåëàêñà-
öèè ðàñïðåäåëåíèå êèíåçèíà âîçâðàùàëîñü ê êîíòðîëüíî-
ìó, à ïðè âûñîêî÷àñòîòíîé ñòèìóëÿöèè ñîõðàíÿëîñü ïðå-
îáëàäàíèå êèíåçèíà â êîíöå íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ. Ïðè
ýòîì ìû íå íàáëþäàëè èçìåíåíèé â ðàñïðåäåëåíèè äèíå-
èíà ïî òåðìèíàëè âî âñåõ âàðèàíòàõ ýëåêòðè÷åñêîé ñòè-
ìóëÿöèè. Òàêàÿ äèíàìèêà ìîòîðíûõ áåëêîâ ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ ðàçíîé ïîòðåáíîñòüþ êëåòêè âî âíóòðèêëåòî÷íîì
òðàíñïîðòå ïðè ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè ýëåêòðè÷åñêîé
ñòèìóëÿöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-01595 a).
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Â ðàçâèòèè ãëàçà ïîçâîíî÷íûõ âàæíóþ ðîëü èãðàåò
íåñêîëüêî ñåìåéñòâ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ — FGF, TGFalpha,
TGFbeta, Hedgehog, Wnt è Notch. Ñèãíàëüíûå áåëêè íàõî-
äÿòñÿ â òåñíîì âçàèìîäåéñòâèè ñ òðàíñêðèïöèîííûìè
ôàêòîðàìè è ôóíêöèîíèðóþò â ñîñòàâå ìíîãîêîìïîíåíò-
íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Ñåìåéñòâî áåëêîâ TGFbeta
(TGFbeta1, TGFbeta2 è TGFbeta3) ñîñòàâëÿåò ãðóïïó ïî-
ëèôóíêöèîíàëüíûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ
äëÿ íîðìàëüíîãî ìîðôîãåíåçà ãëàçà. Â ãëàçó ìëåêîïèòà-
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þùèõ è ãëàçó âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ýêñïðåññèðóþòñÿ âñå
òðè èçîôîðìû ýòîãî ñåìåéñòâà. Ðîëü áåëêîâ ñåìåéñòâà
TGFbeta â ðåãóëÿöèè íîðìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè òêà-
íåé ãëàçà áûëà äîêàçàíà ãëàâíûì îáðàçîì íà ìîäåëÿõ
ãëàçà ìûøè. Ó TGFbeta2-íîêàóòíûõ ìûøåé âûÿâëåíû
àíîìàëèè ðàçâèòèÿ ãëàçà, êîòîðûå õàðàêòåðíû è äëÿ ëþ-
äåé. Ýòè àíîìàëèè ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì íàðóøåíèÿ ýïè-
òåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûõ âçàèìîîòíîøåíèé. Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ïðîñòðàíñòâåííî-âðå-
ìåíí*îé ýêñïðåññèè TGFbeta2 â ïðåíàòàëüíîì ðàçâèòèè
òêàíåé ãëàçà ÷åëîâåêà ñ 8-é ïî 31-þ íåä áåðåìåííîñòè
÷åëîâåêà. TGFbeta2 áûë âûáðàí â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî îí ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðåîáëàäàþùåé èçîôîðìîé èññëåäóåìîãî áåëêà â
òêàíÿõ ãëàçà ÷åëîâåêà. Â ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèÿõ (ÏÖÐ-àíàëèç) ýêñïðåññèÿ ãåíà TGFbeta2 âû-
ÿâëåíà íàìè âî âñåõ àíàëèçèðóåìûõ òêàíÿõ ãëàçà (ðîãî-
âèöå, õðóñòàëèêå, ñåò÷àòêå, öèëèàðíîì òåëå+ðàäóæêà è
ïèãìåíòíîì ýïèòåëèè+ñîñóäèñòàÿ îáîëî÷êà) ñ 9.5-é ïî
21-þ íåä ïðåíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà. Âûñîêèé óðî-
âåíü ýêñïðåññèè íàáëþäàåòñÿ âïëîòü äî 17—18 íåä
ïðåíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ, íà 21-é íåä îòìå÷åíî ñóùåñò-
âåííîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè TGFbeta2 âî âñåõ
òêàíÿõ. Â èììóíîõèìè÷åñêîì èññëåäîâàíèè íàìè âûÿâ-
ëåíà ëîêàëèçàöèÿ áåëêà TGFbeta2 â ýïèòåëèàëüíûõ è íåé-
ðîýïèòåëèàëüíûõ ïðîèçâîäíûõ òêàíåé ãëàçà: ýïèòåëèè
ðîãîâèöû, ýïèòåëèè õðóñòàëèêà, âî âíóòðåííèõ ñëîÿõ
ñåò÷àòêè, ïèãìåíòíîì ýïèòåëèè ñåò÷àòêè, íåïèãìåíòèðî-
âàííîì ýïèòåëèè öèëèàðíîãî òåëà, ñ 8-é ïî 31-þ íåä. ïðå-
íàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ. È òîëüêî íà 17-é íåä ëîêàëèçàöèÿ
ýòîãî áåëêà âûÿâëåíà â ìåçåíõèìíûõ ïðîèçâîäíûõ ãëà-
çà — â ñòðîìå öèëèàðíîãî òåëà è ýíäîòåëèè ðîãîâèöû.
Ñòðîãàÿ ëîêàëèçàöèÿ áåëêà TGFbeta2 â ñåò÷àòêå íà ãðàíè-
öå ñî ñòåêëîâèäíûì òåëîì â ñëîå ãàíãëèîçíûõ êëåòîê è
ñëîå âíóòðåííåé ïîãðàíè÷íîé ìåìáðàíû, à òàêæå â õðóñ-
òàëèêå ïðåäïîëàãàåò åãî ó÷àñòèå â êà÷åñòâå âàæíåéøåãî
ðåãóëÿòîðà àíãèîãåíåçà â ïåðèîä, êîãäà èäóò òàêèå âàæ-
íûå ñîáûòèÿ â ðàçâèòèè ãëàçà, êàê ñòàíîâëåíèå è ðåã-
ðåññèÿ âíóòðèãëàçíîãî ãèàëîèäíîãî êðîâîñíàáæåíèÿ,
ôîðìèðîâàíèå âòîðè÷íîãî è òðåòè÷íîãî ñòåêëîâèäíîãî
òåëà è ðàçâèòèå äåôèíèòèâíîãî êðîâîñíàáæåíèÿ ñåò÷àò-
êè. Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ñâèäåòåëüñòâóþò îá
ó÷àñòèè TGFbeta2 â ïðîöåññàõ ïðîëèôåðàöèè è äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê â õîäå ôîðìèðîâàíèÿ òêàíåé ãëàçà,
èìåþùèõ ðàçëè÷íîå ýìáðèîíàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå —
íåéðîýêòîäåðìàëüíîå, íåéðîìåçåíõèìíîå è ýêòîäåðìàëü-
íîå, îñóùåñòâëÿÿ êîíòðîëü ìîðôîãåíåçà ãëàçà â öåëîì.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ã. Ò. Ñóõèõ è
Ð. À. Ïîëòàâöåâîé (ÍÖ àêóøåðñòâà, ãèíåêîëîãèè è ïå-
ðèíàòîëîãèè èì. àêàä. Â. È. Êóëàêîâà Ìèíèñòåðñòâà
çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðîññèè) çà ïðåäîñòàâëåíèå ìàòåðèàëà
ãëàç äëÿ èññëåäîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 14-04-00745) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Æèâàÿ ïðèðîäà: ñîâðåìåííîå ñîñòîÿíèå è ïðîáëåìû
ðàçâèòèÿ».
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ÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÏÓÒÅÌ ÂÇÀÈÌÎ-
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öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Æèðîâûå êëåòêè ïðîèñõîäÿò èç ìåçåíõèìíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÌÑÊ), êîòîðûå ó ìëåêîïèòàþùèõ îáëàäàþò
ïîòåíöèàëîì ê äèôôåðåíöèðîâêå âî âñå ìåçîäåðìàëüíûå
íåêðîâåòâîðíûå ëèíèè. Èíèöèèðîâàíèå æèðîâîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè (ÆÄ) âûçûâàåòñÿ âçàèìîäåéñòâèåì ðåãóëÿ-
òîðíûõ ìîëåêóë íåñêîëüêèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, êîòîðûå
âëèÿþò íà âûáîð êëåòî÷íîé ñóäüáû â ÌÑÊ, îáëàäàþùèõ
ïîòåíöèàëîì ê äèôôåðåíöèðîâêå â æèðîâûå, êîñòíûå
èëè ìûøå÷íûå êëåòêè. Ðîëü ýïèãåíåòè÷åñêèõ «ïåðåêëþ-
÷àòåëåé» ÆÄ ìîãóò âûïîëíÿòü ìåòèëòðàíñôåðàçà Ezh2 è
äåìåòèëàçà Utx ñåìåéñòâà Polycomb (PcG), êîòîðûå ðåãó-
ëèðóþò óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ 27-ãî îñòàòêà ëèçèíà ãèñ-
òîíà Í3 (Í3K27), ÿâëÿþùåãîñÿ ìåòêîé òðàíñêðèïöèîí-
íî-íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà. Â òåêóùåé ëèòåðàòóðå åñòü
äàííûå î òîì, ÷òî àêòèâíîñòü óêàçàííûõ ôåðìåíòîâ ðåãó-
ëèðóåòñÿ áåëêàìè ñåìåéñòâà ïðîäóêòà ãåíà ðåòèíîáëàñòî-
ìû (pRb). Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå
ðîëè pRb è åãî ïàðòíåðñêîé ìîëåêóëû ð130 â ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè Ezh2 è Utx â ÌÑÊ, èíäóöèðîâàííûõ ê ÆÄ.
Äëÿ äîñòèæåíèÿ ýòîé öåëè ìû èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå
ÌÑÊ ëèíèè C3H10T1/2 ñ êîíñòèòóòèâíîé ýêñïðåññèåé
ýêçîãåííîãî ðRb äèêîãî òèïà (ÄB/X), íåàêòèâíîãî ðRb ñ
ìóòàöèåé â ôóíêöèîíàëüíîì Ò-àíòèãåíñâÿçûâàþùåì äî-
ìåíå (ÄS/N) èëè ñòàáèëüíî àêòèâíîãî pRb ñ ìóòàöèÿìè 8
ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (Äð34). Êëåòêè èíäóöèðîâàëè
ê ÆÄ ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé èíäîìåòàöèí, äåêñàìåòàçîí, 3-èçîáóòèë-1-ìåòèëê-
ñàíòèí è èíñóëèí. ÆÄ îöåíèâàëè ÷åðåç 0, 7, 10 è 14 ñóò
ïîñëå íà÷àëà èíäóêöèè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé ìèêðîñêî-
ïèè êëåòîê, îêðàøåííûõ ìàñëÿíûì êðàñíûì, è ñïåêòðî-
ôîòîìåòðè÷åñêîãî èçìåðåíèÿ êîëè÷åñòâà êðàñèòåëÿ, ýêñò-
ðàãèðîâàííîãî èç îêðàøåííûõ ÌÑÊ. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè ïîêàçàëè, ÷òî ïðè èíäóêöèè ÆÄ â
ÌÑÊ âñåõ ëèíèé ïîâûøàåòñÿ ýêñïðåññèÿ RB, ñî÷åòàþùà-
ÿñÿ ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ ìÐÍÊ ð130 â êëåòêàõ ëèíèé,
ïðîäóöèðóþùèõ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûé ðRb, íî åãî
ñíèæåíèåì â êëåòêàõ ÄS/N, ïðîäóöèðóþùèõ íåôóíêöèî-
íàëüíûé pRb. Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì èçìåíÿåòñÿ ýêñïðåñ-
ñèÿ òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî èíäóêòîðà ÆÄ PPAR ãàììà,
Ezh2, Utx è Bmi1 — ÷ëåíà ñåìåéñòâà PcG, ÿâëÿþùåãîñÿ
ìàðêåðîì ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ
èíàêòèâàöèÿ BMI1 ïóòåì òðàíñäóêöèè ëåíòèâèðóñîì
FUGW-H1, êîäèðóþùèì ñïåöèôè÷åñêóþ shRNA, çàìåä-
ëÿëî â êëåòêàõ âñåõ ëèíèé ÆÄ, ñíèæàëî ýêñïðåññèþ pRb,
p130 è PPAR ãàììà. Ýòè èçìåíåíèÿ áûëè ñîïðÿæåíû ñ
óìåíüøåíèåì àêòèâàöèè Ezh2 è Utx. Ðåçóëüòàòû íàøåé
ðàáîòû ñîîòâåòñòâóþò îïóáëèêîâàííûì äàííûì î òîì,
÷òî Ezh2 è Utx ìîãóò âûïîëíÿòü ðîëü ýïèãåíåòè÷åñêîãî
ïåðåêëþ÷àòåëÿ ïðè âûáîðå ÌÑÊ æèðîâîé ñóäüáû ïóòåì
èçìåíåíèé óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ Í3Ê27 íà ïðîìîòîðàõ
òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ, òàêèõ êàê
PPAR ãàììà. Ïðè ýòîì èçìåíåíèå àêòèâíîñòè óêàçàííûõ
ôåðìåíòîâ èíèöèèðóåòñÿ ÷ëåíàìè ñåìåéñòâà pRb è ìî-
æåò îïîñðåäîâàòüñÿ áåëêîì Bmi1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-31115).

ÀÊÒÈÍÎÂÛÉ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ NF-kB Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÝÏÈÄÅÐÌÎÈÄÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ À431.
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Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðàçíîîá-
ðàçíûõ ïðîöåññàõ íåìûøå÷íûõ êëåòîê, òàêèõ êàê ìèãðà-
öèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà, âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò è
ñèãíàëèíã. Îäíîé èç ñàìûõ âàæíûõ õàðàêòåðèñòèê öèòî-
ñêåëåòà ÿâëÿåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü ê áûñòðîé ðåîðãàíèçà-
öèè ïîä âëèÿíèåì ôàêòîðîâ ðîñòà, ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè
è àäãåçèè ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ñóùåñòâóþò
äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà èíäóöèðóåò ìîäóëÿöèþ àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöè-
îííûõ ôàêòîðîâ. NF-êB ïðèíàäëåæèò ê ñåìåéñòâó òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå èíäóöèðóþòñÿ ðàçëè÷-
íûìè ñòèìóëàìè. Íàèáîëåå øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîé
ñóáúåäèíèöåé NF-êB ÿâëÿåòñÿ RelA/p65, êîòîðàÿ îáðàçó-
åò ãîìîäèìåðû èëè ãåòåðîäèìåðû ñ ñóáúåäèíèöåé p50.
Çíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ RelA/p65 íàõîäèòñÿ â öèòîïëàçìå â àñ-
ñîöèàöèè ñ ÷ëåíàìè ñåìåéñòâà èíãèáèòîðîâ, IêB-áåëêà-
ìè. Ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê ïðèâîäèò ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ è
äàëüíåéøåé äåãðàäàöèè IêB è ÿäåðíîé òðàíñëîêàöèè
NF-êB. Â ÿäðå NF-êB âçàèìîäåéñòâóåò ñ êîíñåíñóñíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ðàçíîîáðàçíûõ ãåíîâ è ðåãóëèðóåò
èõ àêòèâíîñòü. Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â ïî-
íèìàíèè ÿäåðíûõ ôóíêöèé NF-êB, ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõà-
íèçìàõ òðàíñïîðòà â ÿäðî è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ëîêàëè-
çàöèè äàëåêè îò ÿñíîñòè. Ïåðâîíà÷àëüíûå äàííûå, ïîëó-
÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè, ñâèäåòåëüñòâóþò î
êîëîêàëèçàöèè NF-êB ñî ñòðóêòóðàìè àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà â öèòîïëàçìå ðàçëè÷íûõ êëåòîê è î âçàèìîäåéñò-
âèè NF-êB ñ èììîáèëèçîâàííûì ôèáðèëëÿðíûì àêòè-
íîì. Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå
NF-êB â öèòîïëàçìå ïðîèñõîäèò â çàâèñèìîñòè îò ñîñòîÿ-
íèÿ àêòèíà. Â êà÷åñòâå ìîäåëè èñïîëüçîâàëè êëåòêè ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû À431, êîòîðûå ðàñïëàñòûâàëè íà
ôèáðîíåêòèíå, ÷òî ïðèâîäèëî ê ôîðìèðîâàíèþ ñòðåññ-
ôèáðèëë áîëåå ÷åì ó 70 % êëåòîê. Ïîä âîçäåéñòâèåì ðÿäà
ñòèìóëîâ, îäíèì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ÝÔÐ, ïðîèñõî-
äèò ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Õàðàêòåðíûå
÷åðòû ýòîé ðåîðãàíèçàöèè íàáëþäàþòñÿ ó áîëüøèíñòâà
êëåòîê ïîïóëÿöèè. Ýòè îñîáåííîñòè îòâåòà êëåòîê íà àä-
ãåçèþ è âîçäåéñòâèå ÝÔÐ îáåñïå÷èâàþò âîçìîæíîñòü èí-
òåðïåðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ â êîíòåêñòå êëåòî÷íîãî îòâåòà,
ïðèñóùåãî êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè â öåëîì. Àíàëèç ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ RelA/p65, ñóáúåäèíèö p50, à òàêæå èíãèáè-
òîðíîé ñóáúåäèíèöû IêB â ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ êëå-
òîê À431, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå è ñòèìóëèðî-
âàííûõ ÝÔÐ, ïîêàçàë, ÷òî îêîëî 7 % êëåòî÷íîãî ïóëà
RelA/p65 âûÿâëÿåòñÿ â öèòîñêåëåòíîé ôðàêöèè, êîòîðàÿ
íå ñîäåðæèò èíãèáèòîðíîé ñóáúåäèíèöû IêB. Íàïðîòèâ,
ôðàêöèÿ ñâîáîäíûõ áåëêîâ öèòîïëàçìû ñîäåðæàëà îêî-
ëî 50, à ìåìáðàííàÿ — îêîëî 30 % êëåòî÷íîãî ïóëà
RelA/p65, êîòîðûå òàêæå ñîäåðæàëè IêB. Ïðè÷åì
RelA/p65 ìåìáðàííîé ôðàêöèè àêòèâèðîâàëñÿ ÝÔÐ ïó-
òåì äåãðàäàöèè IêB àëüôà, à â öèòîñêåëåòíîé ôðàêöèè
ñòèìóëÿöèÿ ÝÔÐ ïðèâîäèëà ê òðåõêðàòíîìó íàêîïëåíèþ
RelA/p65. Âçàèìîäåéñòâèå RelA/p65 ñ àêòèíîâûì öèòî-
ñêåëåòîì ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ðåçóëüòàòû ïðåäïîëàãà-
þò îñîáûé, âîçìîæíî àêòèâèðîâàííûé, ñòàòóñ NF-êB,
ñâÿçàííîãî ñ öèòîñêåëåòîì. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïî-
ëîæåíèÿ áûë ïðîâåäåí àíàëèç äèíàìèêè ðàñïðåäåëåíèÿ
àêòèíà è RelA/p65 â ýêñïåðèìåíòàõ ñ æèâûìè êëåòêàìè.
Êðîìå òîãî, áûëè ïðîâåäåíû äåòàëüíûé èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíûé è Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ è ÿäåðíîé

òðàíñëîêàöèè RelA/p65, à òàêæå àíàëèç ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùåé àêòèâíîñòè êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòè-
íå è ñòèìóëèðîâàííûõ ÝÔÐ â ïðèñóòñòâèè
ñòàáèëèçèðóþùèõ è äåñòàáèëèçèðóþùèõ àêòèíîâûé öè-
òîñêåëåò àãåíòîâ. Àíàëèç æèâûõ êëåòîê, à òàêæå êîíôî-
êàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîêàçàëè ïåðåìåùåíèå RelA/p65 â
öèòîïëàçìå, ñòèìóëèðîâàííîå ÝÔÐ. Ïîìèìî êîëîêàëèçà-
öèè ñî ñòðåññ-ôèáðèëëàìè è ðàôôëàìè RelA/p65 ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ ÝÔÐ áûë îáíàðóæåí â îñîáûõ äèñêðåòíûõ
àêòèíñîäåðæàùèõ ñòðóêòóðàõ, êîòîðûå ñîäåðæàëè òàêæå
áåëêè àäãåçèè è ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû. ÝÔÐ èíäóöèðîâàë
ÿäåðíóþ òðàíñëîêàöèþ â ïðèñóòñòâèè àãåíòîâ, ñòàáèëè-
çèðóþùèõ è äåñòàáèëèçèðóþùèõ àêòèíîâûé öèòîñêåëåò.
Ðåãóëÿöèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè íàáëþäàëàñü â
êëåòêàõ ñ äåñòàáèëèçèðîâàííûì öèòîñêåëåòîì. Ïî-âèäè-
ìîìó, ÝÔÐ ñòèìóëèðóåò â êëåòêàõ À431 äâà äèíàìè÷å-
ñêèõ ïîòîêà RelA/p65 îäíîâðåìåííî — â ÿäðî è ê ïåðè-
ôåðèè êëåòêè. Îáñóæäàþòñÿ ãèïîòåçû, îáúÿñíÿþùèå
ðîëü àêòèíñâÿçàííîãî RelA/p65, è ïðèâîäÿòñÿ äàííûå,
ïîäòâåðæäàþùèå ó÷àñòèå àêòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà, àê-
òèíèíà 4, â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè NF-êB.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå the
Swedish Institute (Visby program 879/2009), the Swedish
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ÐÀÍ è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 13-04-00497).
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Ïîñëå 35—40 ëåò ó ëþäåé íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå
ïóëà ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïðèâîäÿùåå ê
íåäîñòàòî÷íîñòè ïîïîëíåíèÿ êëåòî÷íîãî ñîñòàâà êàìáèà-
ëüíûõ çîí, íåïîëíîìó çàìåùåíèþ ãèáíóùèõ ñòàðûõ êëå-
òîê è êàê ñëåäñòâèå ê ïðîãðåññèðîâàíèþ ðàçâèòèÿ àòðî-
ôè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ïîäàâëÿþùåì ÷èñëå òêàíåé. Â îò-
âåò îêðóæàþùèå ýïèòåëèàëüíûå è ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè, à òàêæå ïðèâëå÷åííûå ãèáåëüþ ñòàðûõ êëåòîê
ìàêðîôàãè îáðàçóþò êëåòî÷íûå ôàêòîðû ðîñòà, ñòèìóëè-
ðóþùèå äåëåíèå êëåòîê ðîñòîâûõ çîí. Ñ óâåëè÷åíèåì
âîçðàñòà êîëè÷åñòâî êëåòîê êàìáèàëüíûõ çîí, íåñìîòðÿ
íà âîçðàñòàþùóþ ñòèìóëÿöèþ êëåòî÷íûìè ðîñòîâûìè
ôàêòîðàìè, óìåíüøàåòñÿ. Ñîîòâåòñòâåííî ïðîäóêöèÿ
êëåòî÷íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, íàïðàâëåííàÿ íà äîïîë-
íèòåëüíóþ ñòèìóëÿöèþ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê êàìáèàëü-
íûõ çîí, óñèëèâàåòñÿ è ñòàíîâèòñÿ ïîñòîÿííîé, ïðèâîäÿ ê
ìåòàïëàçèè, à çàòåì ê ìàëèãíèçàöèè (Ïå÷åðñêèé è äð.,
2008). Ïðè âîçðàñòíîì ñíèæåíèè ïðîäóêöèè ïîëîâûõ
ãîðìîíîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ äåëåíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè
íåñóùèõ èõ ðåöåïòîðû êëåòîê (â ÷àñòíîñòè, ïðè ÷àñòè÷-
íîì âîçðàñòíîì àíäðîãåííîì äåôèöèòå ó ìóæ÷èí), ó ëèö
ïîñëå 35—40 ëåò êîìïåíñàòîðíî ïîâûøàåòñÿ ïðîäóêöèÿ
ïî àóòîêðèííî-ïàðàêðèííîìó ìåõàíèçìó êëåòî÷íûõ ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ (èíñóëèíîïîäîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà, ýïè-
äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ è äð.) (Ïå÷åðñêèé è äð., 2003, 2006). Ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ êëåòî÷íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, îáóñëîâ-
ëåííîå íåçàâåðøåííîñòüþ ðåãåíåðàöèè ïîñëå ãèáåëè ñòà-
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ðûõ êëåòîê, äîïîëíÿåòñÿ ïîâûøåíèåì óðîâíÿ àíàëîãè÷-
íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, îáóñëîâëåííîå íàðóøåíèåì
ðàçâèòèÿ àíäðîãåíçàâèñèìûõ êëåòîê. Ñíèæåíèå ïðîäóê-
öèè òåñòîñòåðîíà ïðèâîäèò òàêæå ê óâåëè÷åíèþ óðîâíåé
ëþòåèíèçèðóþùåãî, ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùåãî, ïàðà-
òèðåîèäíîãî è àäðåíîêîðòèêîòðîïíîãî ãîðìîíîâ, à òàêæå
ê óìåíüøåíèþ àìïëèòóäû èõ èìïóëüñíîé èíêðåöèè (Pe-
chersky et al., 2002; Ïå÷åðñêèé è äð., 2006). Èìåÿ ïåïòèä-
íóþ ñòðóêòóðó, äàííûå ãîðìîíû ñâÿçûâàþòñÿ ñ êîìïëå-
ìåíòàðíûìè ðåöåïòîðàìè íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè,
èíèöèèðóþò cAMP-ïóòü ïåðåäà÷è ñèãíàëà (Alberts et al.,
1994; Lavin, 1999). Íàðàâíå ñ cAMP è cGMP íåîáõîäèìî
ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå òðåòèé — èíîçèòîëôîñôîëè-
ïèäíûé ïóòü (Ca2+ — ìåññåíäæåðíóþ ñèñòåìó) îò ïî-
âåðõíîñòíûõ êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ. ×åðåç èíîçèòîëôîñ-
ôîëèïèäíûé ïóòü ïåðåäà÷è ñèãíàëà, òàê æå êàê è ÷åðåç
êàòàëèòè÷åñêèå ðåöåïòîðû ñ òèðîçèí-ñïåöèôè÷åñêîé
ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ, ðåàëèçóåòñÿ ìèòîãåííûé
ýôôåêò áîëüøèíñòâà êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ ðîñòà. Ýôôåêò
ðÿäà êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ ðîñòà (ïðè âîâëå÷åíèè Ca2+-
ìåññåíäæåðîâîé ñèñòåìû) îïîñðåäîâàí îáðàçîâàíèåì
äèàöèëãèöåðîëà. Äèàöèëãèöåðîë àêòèâèçèðóåò ïðîòåèí-
êèíàçó C, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ñòèìóëÿöèåé ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê. Äàííîìó ïðîöåññó ñîïóòñòâóåò îñâîáîæäå-
íèå Ca2+ èç êëåòî÷íûõ õðàíèëèù, ïðèâîäÿùåå ê ïîâûøå-
íèþ òîíóñà ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê. Äèàöèëãëèöåðîë â
ïîñëåäóþùåì ðàñïàäàåòñÿ äî àðàõèäîíîâîé êèñëîòû,
íåîáõîäèìîé äëÿ ñèíòåçà ïðîñòàãëàíäèíîâ. Âûøåîïè-
ñàííûå ïðîöåññû, âûçûâàÿ ïîâûøåíèå òîíóñà ãëàäêîìû-
øå÷íûõ êëåòîê, ñïîñîáñòâóþò íàðóøåíèþ ìèêðîöèð-
êóëÿöèè, ðàçâèòèþ ãèïåðòîíè÷åñêîé áîëåçíè, äèçóðèè
(âñëåäñòâèå ïîâûøåíèÿ òîíóñà ãëàäêèõ ìûøö ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ è ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû) è äðóãèõ çàáîëåâàíèé è
ñèíäðîìîâ ó ëþäåé ñòàðøå 35—40 ëåò. Îáðàòíîå ðàçâè-
òèå âûøåîïèñàííûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ ìîæíî
ïîëó÷èòü ïðè íàçíà÷åíèè çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè ïîëî-
âûìè ãîðìîíàìè, à òàêæå âîññòàíîâëåíèåì ðåãåíåðàöèè
ïðè òðàíñôóçèè ìîíîíóêëåàðíîé ôðàêöèè ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè îò ìîëîäûõ äîíîðîâ 18—23 ëåò îäíèõ ñ ðåöè-
ïèåíòîì ãðóïï êðîâè è ïîëà (ïàòåíò ÐÔ ¹ 2350340; Ïå-
÷åðñêèé è äð., 2008, 2010, 2014).
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Ðåãóëÿöèÿ ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â
äèôôåðåíöèðîâêå, ïëàñòè÷íîñòè è ïðåäîòâðàùåíèè çëî-
êà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïîääåð-
æàíèå êëåòî÷íîãî ïîêîÿ íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì
«ïîêåòíûõ» áåëêîâ — ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà ïðîäóêòà ãåíà
ðåòèíîáëàñòîìû (pRb), îäíàêî èõ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ)
îñòàåòñÿ íåèçó÷åííîé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäî-
âàëè âçàèìîäåéñòâèå äâóõ ïîêåòíûõ áåëêîâ — pRb è
ð130 — â ôîðìèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ êîìïëåêñîâ ñ áåëêà-
ìè ñåìåéñòâà E2F íà ÄÍÊ ((pp)-E2f-ÄÍÊ) â ïîêîÿùèõñÿ
ÌÑÊ, êîíñòèòóòèâíî ïðîäóöèðóþùèõ ðàçëè÷íûå ôîðìû
ýêçîãåííîãî pRb. Êëåòî÷íûé öèêë è ïðîäóêöèþ ïîêåò-
íûõ áåëêîâ â ÌÑÊ (ïîëèïîòåíòíûå êëåòêè ëèíèè
Ñ3Í10Ò1/2) îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ

ðîñòà, ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè è èììóíîáëîòèíãà ñèíõ-
ðîíèçèðîâàííûõ ÌÑÊ â ñðàâíåíèè ñ òàêîâûìè äëÿ ñîìà-
òè÷åñêèõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê óñòàíîâëåííûõ
ëèíèé T98G è HeLa, ïðîäóöèðóþùèõ cîîòâåòñòâåííî
ôóíêöèîíàëüíûé è íåôóíêöèîíàëüíûé ð130. Âçàèìîäåé-
ñòâèå pRb è p130 â ôîðìèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ êîìïëåêñîâ
pp-E2f-ÄÍÊ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà çàäåðæ-
êè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè â ãåëå (EMSA).
C öåëüþ ýêñïðåññèè ýêçîãåííîãî pRb êëåòêè 10T1/2 áûëè
ñòàáèëüíî òðàíñôèöèðîâàíû âåêòîðàìè, ñîäåðæàùèìè
ãåí ìûøèíîãî RB «äèêîãî» è ìóòàíòíîãî òèïîâ, ñîåäè-
íåííûé ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ýïèòîï ãå-
ìàããëþòèíèíà âèðóñà ãðèïïà (HA). Ýêñïðåññèþ ýêçîãåí-
íîãî RB îöåíèâàëè ïóòåì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ) è èììóíîáëîòèíãà
ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ è àíòèòåë, âûÿâëÿþùèõ ýïèòîï
ÍÀ. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî êëåòêè HeLa â óñëîâèÿõ ðîñòà
â ñðåäå, ëèøåííîé ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè, íå âõîäÿò â ñî-
ñòîÿíèå ïîêîÿ è íå îáðàçóþò êîìïëåêñîâ p130/p107-
E2f4-ÄÍÊ, íåñìîòðÿ íà ïðîäóêöèþ ôóíêöèîíàëüíîãî
pRb è ôîðìèðîâàíèå êîìïëåêñîâ pRb-E2f1-ÄÍÊ. Íàïðî-
òèâ, ÌÑÊ, ïîäîáíî êîíòðîëüíûì êëåòêàì ëèíèè T98G,
âõîäÿò â ñîñòîÿíèå ïîêîÿ è ôîðìèðóþò ðàçëè÷íûå êîìï-
ëåêñû pp-E2f-ÄÍÊ, èäåíòè÷íûå ïî ðèñóíêó ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè, íî îòëè÷àþùèåñÿ ïî ñòðóêòóðå
îò òàêîâûõ â êëåòêàõ T98G. Ïðîäóêöèÿ äèêîãî èëè ìó-
òàíòíîãî òèïà ýêçîãåííîãî pRb â ÌÑÊ ïîâûøàåò ñèíòåç
ìÐÍÊ è áåëêà, êîäèðóåìîãî îáùåêëåòî÷íûì RB, íî íå
ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ êîìïëåêñîâ pRb-E2f-ÄÍÊ.
Îäíàêî â ýòèõ óñëîâèÿõ ôîðìèðóþòñÿ êîìïëåêñû, ñîäåð-
æàùèå p130/p107-E2f4-Cdk2-CycE/A-ÄÍÊ (p130-E2f4-cy-
cE/A-ÄÍÊ). Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
pRb ñïîñîáñòâóåò ýôôåêòîðíîé ôóíêöèè p130 â ðåãóëÿ-
öèè ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ ÌÑÊ, à êîíñòèòóòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ
ýêçîãåííîãî pRb âûçûâàåò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ
p130-E2f4-cycE/A-ÄÍÊ â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).

ÑÐÀÂÍÅÍÈÅ ÓÐÎÂÍÅÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÑÈÃÍÀËÜ-
ÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ ÊÀÑÊÀÄÀ Â-ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÐÅÖÅÏ-
ÒÎÐÀ Â ÍÎÐÌÀËÜÍÛÕ Â-ÊËÅÒÊÀÕ È ÏÐÈ Â-ÕËË
ÌÅÒÎÄÎÌ ÏÖÐ Â ÐÅÀËÜÍÎÌ ÂÐÅÌÅÍÈ. © Ä. Ì. Ïî-
òàøíèêîâà,1 À. À. Ãëàäêèõ,1 È. À. Âîðîáüåâ.1, 2 1 Áèîëîãè-
÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, alinagladkikh@gmail.
com, è 2 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ñèãíàëüíûé êàñêàä îò Â-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà (ÂÊÐ)
ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ñèãíàëüíûì êàñêàäîì ó íîðìàëüíûõ
è îïóõîëåâûõ Â-êëåòîê, îáåñïå÷èâàþùèì èõ âûæèâàíèå
è ïðîëèôåðàöèþ. Ñðåäè Â-êëåòî÷íûõ îïóõîëåé, äëÿ êî-
òîðûõ ïîêàçàíî íàðóøåíèå ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëà îò Â-êëå-
òî÷íîãî ðåöåïòîðà, íàèáîëåå çíà÷èìûì ÿâëÿåòñÿ Â-êëå-
òî÷íûé õðîíè÷åñêèé ëèìôîëåéêîç (Â-ÕËË) êàê íàèáîëåå
âñòðå÷àþùèéñÿ è êëèíè÷åñêè ãåòåðîãåííûé òèï Â-çðå-
ëîêëåòî÷íîé ëèìôîìû. Ñóùåñòâóåò ìíîãî äàííûõ î íà-
ðóøåíèÿõ ýêñïðåññèè êîìïîíåíòîâ ÂÊÐ íà óðîâíå áåëêà,
íî äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò ðà-
áîòû î ðàçëè÷èÿõ â óðîâíå ýêñïðåññèè ñèãíàëüíûõ òèðî-
çèíêèíàç â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ Â-ëèìôîöèòàõ íà
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óðîâíå ìÐÍÊ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå
îòñîðòèðîâàííûõ ñóáïîïóëÿöèé îïóõîëåâûõ ëèìôîöèòîâ
Â-ÕËË (êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóþùèõ ïîâåðõíîñò-
íûé ìàðêåð CD5), íîðìàëüíûõ Â-ëèìôîöèòîâ èç ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè (íå ýêñïðåññèðóþùèõ CD5) è ñóáýïèòå-
ëèàëüíîé çîíû ìèíäàëèí ÷åëîâåêà (ýêñïðåññèðóþùèõ
CD5 è ôåíîòèïè÷åñêè áîëåå áëèçêèõ ê Â-ÕËË) ïî óðîâ-
íÿì ýêñïðåññèè ãåíîâ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ ÂÊÐ-êàñêàäà.
Ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè îöåíèâàëè óðîâíè
ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ CD79À, CD79Â, LYN, SYK,
SHP1(PTPN6) è ZAP70; â êà÷åñòâå ðåôåðåíòíûõ ãå-
íîâ äëÿ íîðìàëèçàöèè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ãåíû UBC,
YWHAZ è HPRT1. Íîðìàëüíûå CD5– Â-êëåòêè èç ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè è CD5+ Â-êëåòêè èç òêàíè ìèíäàëèí ñòà-
òèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé òîëüêî
ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà ñèãíàëüíîé òèðîçèíêè-
íàçû ZAP70 (ìåäèàíà îòíîñèòåëüíîãî íîðìàëèçîâàííîãî
êîëè÷åñòâà êÄÍÊ äëÿ CD5– Â-êëåòîê 0.081, äëÿ CD5+
Â-êëåòîê 0.223). Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà ZAP70
òàêæå ïîçâîëèë äîñòîâåðíî ðàçäåëèòü âûáîðêó îïóõî-
ëåâûõ ëèìôîöèòîâ Â-ÕËË íà äâå ãðóïïû: ZAP70high
(ìåäèàíà îòíîñèòåëüíîãî íîðìàëèçîâàííîãî êîëè÷åñòâà
êÄÍÊ 0.31) è ZAP70low (ìåäèàíà îòíîñèòåëüíîãî íîðìà-
ëèçîâàííîãî êîëè÷åñòâà êÄÍÊ 0.01). Êàæäàÿ èç ãðóïï
Â-ÕËË èìåëà ñâîé óíèêàëüíûé ïðîôèëü ýêñïðåññèè ãå-
íîâ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ, îòëè÷àþùèéñÿ êàê îò CD5– íîð-
ìàëüíûõ Â-êëåòîê êðîâè, òàê è îò ÑD5+ Â-êëåòîê ìèíäà-
ëèí. Ìåæäó ñîáîé ZAP70high è ZAP70low ïîäãðóïïû
Â-ÕËË äîñòîâåðíî ðàçëè÷àëèñü ïî óðîâíÿì ýêñïðåññèè
âñåõ èññëåäîâàííûõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÐ-êàñêàäà, çà èñêëþ-
÷åíèåì ãåíà òèðîçèíêèíàçû LYN, óðîâåíü ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ êîòîðîãî áûë ñíèæåí âî âñåõ îïóõîëåâûõ ëèìôî-
öèòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè. Ìåäèàíû îòíîñè-
òåëüíîãî íîðìàëèçîâàííîãî êîëè÷åñòâà êÄÍÊ äëÿ èññëå-
äîâàííûõ ãåíîâ ñîñòàâèëè: â ãðóïïå ZAP70low 7.232
(CD79À), 0.700 (CD79Â), 0.267 (SYK), 0.187 (LYN) è 0.255
(SHP1); â ãðóïïå ZAP70high 4.830 (CD79À), 2.565
(CD79Â), 2.248 (SYK), 0.205 (LYN) è 1.573 (SHP1). Òàêèì
îáðàçîì, ñóùåñòâóåò îáùèé ïàòòåðí ýêñïðåññèè ãåíîâ
ñèãíàëüíûõ áåëêîâ ÂÊÐ-êàñêàäà äëÿ íîðìàëüíûõ Â-êëå-
òîê íåçàâèñèìî îò èõ èììóíîôåíîòèïà è ãèñòîëîãè÷å-
ñêîé ëîêàëèçàöèè. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò ãåí ZAP70,
óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ êîòîðîãî ïîçâîëÿåò äèôôåðåí-
öèðîâàòü ðàçëè÷íûå ãðóïïû íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ
Â-ëèìôîöèòîâ è óêàçûâàåò íà êëþ÷åâóþ ðåãóëÿòîðíóþ
ðîëü ýòîé òèðîçèíêèíàçû â ïàòîãåíåçå Â-ÕËË.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâà-
íèÿ, ïðèîáðåòåííîãî çà ñ÷åò ñðåäñòâ ïðîãðàììû ðàçâè-
òèÿ Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì.
Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
13-04-40189-Í).

ÄÅÏÎËßÐÈÇÓÞÙÈÉ ÝÔÔÅÊÒ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ NMDA-
ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ ÏÎÑÒÑÈÍÀÏÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÌÅÌÁÐÀÍÛ
ÑÊÅËÅÒÍÛÕ ÌÛØÅ×ÍÛÕ ÂÎËÎÊÎÍ ÌËÅÊÎ-
ÏÈÒÀÞÙÅÃÎ. © Ñ. Å. Ïðîñêóðèíà,1, 2 Ê. À. Ïåòðîâ,1—3

À. È. Ìàëîìóæ,1—3 Å. Å. Íèêîëüñêèé.1—4 1 Êàçàíñêèé
(Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, svetlana-pro-
skurina@mail.ru, 2 Êàçàíñêèé èíñòèòóò áèîõèìèè è áèî-
ôèçèêè, 3 Èíñòèòóò îðãàíè÷åñêîé è ôèçè÷åñêîé õèìèè
èì. À. Å. Àðáóçîâà, Êàçàíü, è 4 Êàçàíñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò.

Íàðóøåíèå ðàáîòû èëè íåäîñòàòî÷íûé óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè ãëóòàìàòíûõ N-ìåòèë-D-àñïàðòàòíûõ (NMDA) ðå-
öåïòîðîâ ëåæàò â îñíîâå áîëüøîãî ÷èñëà ïàòîëîãèé ìîç-
ãà, â ñâÿçè ñ ÷åì ýòè ðåöåïòîðû ñòàëè ðàññìàòðèâàòüñÿ â
êà÷åñòâå ìèøåíè äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà íåéðîàêòèâíûõ
ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â öåíò-
ðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìå äàííûé òèï ãëóòàìàòíûõ ðå-
öåïòîðîâ â òîé èëè èíîé ìåðå ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ íåé-
ðîíàëüíîé âîçáóäèìîñòè, ñèíàïòè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè
(Cotman åt al., 1987), ýêñàéòîòîêñè÷íîñòè ïðè íåéðîäåãå-
íåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèÿõ, à òàêæå â ïàòîãåíåçå ýïèëåï-
ñèè è ñóäîðîã. Ïðè ýòîì äî íåäàâíåãî âðåìåíè íàëè÷èå è
àêòèâíîñòü NMDA-ðåöåïòîðîâ çà ïðåäåëàìè ÖÍÑ äàæå
íå ðàññìàòðèâàëèñü. Îòíîñèòåëüíî íåäàâíî íàìè áûëî
ïîêàçàíî ó÷àñòèå ýòèõ ðåöåïòîðîâ â ìîäóëÿöèè ïðîöåñ-
ñîâ âûäåëåíèÿ àöåòèëõîëèíà (Malomouzh et al., 2003) è
ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè àöåòèëõîëèíýñòåðàçû (Petrov et al.,
2013) â íåðâíî-ìûøå÷íîì ñèíàïñå ìëåêîïèòàþùåãî. Áî-
ëåå òîãî, ïîêàçàíà ïîñòñèíàïòè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ
NR1-ñóáúåäèíèöû NMDA-ðåöåïòîðîâ (Malomouzh et al.,
2011). Òàêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü âîç-
ìîæíîñòü èçìåíåíèÿ âîçáóäèìîñòè (ðàçâèòèÿ äåïîëÿðè-
çàöèè) ìûøå÷íîãî âîëîêíà ïðè àïïëèêàöèè àãîíèñòà ýòî-
ãî òèïà èîíîòðîïíûõ ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ. Ïðîâåðêà
äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ è ëåãëà â îñíîâó íàñòîÿùåé ðà-
áîòû, ïðîâåäåííîé ìåòîäàìè ñòàíäàðòíîé ìèêðîýëåêò-
ðîäíîé ýëåêòðîôèçèîëîãèè íà ïðåïàðàòå ìûøöû äëèííî-
ãî ðàçãèáàòåëÿ ïàëüöåâ êðûñû. Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ãëóòàìàò â ïðèñóòñòâèè ãëèöèíà (íåîáõîäèìîãî
êîàãîíèñòà NMDA-ðåöåïòîðîâ) äåéñòâèòåëüíî âûçûâàåò
äåïîëÿðèçàöèþ ìåìáðàíû ñêåëåòíîãî ìûøå÷íîãî âîëîê-
íà. Ýòîò äåïîëÿðèçóþùèé ýôôåêò àìèíîêèñëîò ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò íà ôîíå ñåëåêòèâíîãî êîíêó-
ðåíòíîãî áëîêàòîðà NMDA-ðåöåïòîðîâ 2-àìèíî-5-ôîñ-
ôîâàëåðèàíîâîé êèñëîòû, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü
êëþ÷åâóþ ðîëü èìåííî NMDA-ðåöåïòîðîâ â ðåàëèçàöèè
äåïîëÿðèçóþùåãî ýôôåêòà àìèíîêèñëîò. Òîò ôàêò, ÷òî
ïîëíîñòüþ äåéñòâèå ãëóòàìàòà íå óñòðàíÿåòñÿ áëîêàòî-
ðîì, ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ íàëè÷èåì íà ìåìáðàíå èíîãî
òèïà ãëóòàìàòíûõ èîíîòðîïíûõ ðåöåïòîðîâ (÷òî ìàëîâå-
ðîÿòíî) èëè æå ñ áîëåå âûñîêîé àôôèííîñòüþ ðåöåïòî-
ðîâ ê ãëóòàìàòó (÷òî áîëåå âåðîÿòíî).

Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî íà ïîñòñè-
íàïòè÷åñêîé ìåìáðàíå ìûøå÷íîãî âîëîêíà ìëåêîïèòàþ-
ùåãî èìååò ìåñòî ôóíêöèîíàëüíîàêòèâíàÿ ïîïóëÿöèÿ
NMDA-ðåöåïòîðîâ, â ðåçóëüòàòå àêòèâàöèè êîòîðûõ ìî-
æåò íå òîëüêî èçìåíÿòüñÿ âîçáóäèìîñòü ìûøå÷íîãî âî-
ëîêíà, íî è çàïóñêàòüñÿ øèðîêèé ñïåêòð âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ðåàêöèé ÷åðåç ñèñòåìó êàëüöèéàêòèâèðóåìûõ âòî-
ðè÷íûõ ïîñðåäíèêîâ (÷òî îáóñëîâëåíî îòíîñèòåëüíî
âûñîêîé ïðîïóñêàþùåé ñïîñîáíîñòüþ êàíàëà NMDA-ðå-
öåïòîðà äëÿ èîíîâ êàëüöèÿ). Ñ ó÷åòîì ðàçíîîáðàçèÿ âîç-
ìîæíûõ, îïîñðåäóåìûõ NMDA-ðåöåïòîðàìè ôóíêöèé
äàëüíåéøåå èçó÷åíèå èõ ðîëè â ðàáîòå íåðâíî-ìûøå÷íî-
ãî ñèíàïñà ïðåäñòàâëÿåòñÿ êðàéíå àêòóàëüíîé çàäà÷åé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-01788 è 13-00-40286-Ê).

ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÛÅ ÊÀËÜÖÈÅÂÛÅ ÊÀÍÀËÛ È
ÏÀÒÎËÎÃÈß ÍÀÑËÅÄÑÒÂÅÍÍÎÉ ÁÎËÅÇÍÈ ÀËÜÖ-
ÃÅÉÌÅÐÀ. © Ì. À. Ðÿçàíöåâà,1 À. À. Ãîí÷àðîâà,2

Ê. Â. Ñêîáåëåâà,1 Å. Â. Êàçíà÷ååâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
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ÐÀÍ, mariaandreevnar@gmail.com, è 2 Èíñòèòóò ôèçèîëî-
ãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Áîëüøèíñòâî ñëó÷àåâ (äî 50 %) íàñëåäñòâåííîé áî-
ëåçíè Àëüöãåéìåðà (ÁÀ) ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå ìóòà-
öèè â ãåíå áåëêà ïðåñåíèëèí-1. Áåëîê ïðåñåíèëèí-1 ÿâëÿ-
åòñÿ ïðîòåàçîé, âõîäÿùåé â ñîñòàâ ñëîæíîãî ôåðìåíòà
ãàììà-ñåêðåòàçû. Â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ áåëîê ïðåñåíè-
ëèí-1 ðàçðåçàåò ñàì ñåáÿ, äàâàÿ çàòåì äâà òåðìèíàëüíûõ
ôðàãìåíòà, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ãàììà-ñåêðåòàçû. Ðàíåå
áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ìóòàöèè â ýòîì ãåíå ïðèâîäÿò ê
íàðóøåíèþ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè è íàêîïëåíèþ
íåðàçðåçàííîé ôîðìû áåëêà ïðåñåíèëèí-1 â òêàíÿõ ãî-
ëîâíîãî ìîçãà ïàöèåíòîâ ñ ÁÀ. Â ñëó÷àå ñïîðàäè÷åñêîé
ôîðìû áîëåçíè òàêæå ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
áåëêà è ìàòðè÷íîé ÐÍÊ ãåíà áåëêà ïðåñåíèëèí-1. Ðàíåå
áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî íàêîïëåíèå íåðàçðå-
çàííîãî áåëêà ïðåñåíèëèí-1 ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ êàëü-
öèåâîãî ãîìåîñòàçà â íåéðîíàõ, ÷òî ïðèâîäèò â êîíå÷íîì
ñ÷åòå ê íàðóøåíèÿì ïàìÿòè. Äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèå-
âûå êàíàëû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðàáîòå íåéðîíîâ, îïî-
ñðåäóÿ çàïóñê äîëãîâðåìåííîé ïîòåíöèàöèè è âûáðîñà
íåéðîìåäèàòîðà. Íàðóøåíèå èõ ðàáîòû ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ ïàòîëîãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè ïðè ÁÀ. Ö å ë ü ð à -
á î ò û. Èññëåäîâàòü íàðóøåíèÿ ðàáîòû äåïîóïðàâëÿåìûõ
êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â æèâîòíûõ è êëåòî÷íûõ ìîäåëÿõ
ÁÀ. Ì à ò å ð è à ë è ì å ò î ä è ê à. Ìåòîä ëîêàëüíîé ôèêñà-
öèè ïîòåíöèàëà (patch-clamp technique) ñ çàïèñüþ òîêîâ
÷åðåç ìåìáðàíó îäèíî÷íîé êëåòêè. Èçìåðåíèå âíóòðè-
êëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ ñ ôëóîðåñöåíòíûì çîí-
äîì Fura-2. Èììóíîáëîòèíã. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ
ñ æèâûìè êëåòêàìè. Ïîëó÷åíèå ïåðâè÷íûõ êóëüòóð íåé-
ðîíîâ ìûøè ñ ëåíòèâèðóñíîé òðàíñäóêöèåé ìóòàíòíûõ
ãåíîâ áåëêà ïðåñåíèëèí-1 ÷åëîâåêà, ñâÿçàííûõ ñ ÁÀ.
Òðàíñãåííûå Drosophila melanogaster ëèíèè PS1-DE9, ñî-
çäàííîé â ëàáîðàòîðèè, ñ ýêñïðåññèåé ìóòàíòíîãî ãåíà
áåëêà ïðåñåíèëèí-1 ÷åëîâåêà â õîëèíåðãè÷åñêîé íåðâíîé
ñèñòåìå. Òåñòèðîâàíèå ïàìÿòè D. melanogaster íà îñíîâå
ñòåðåîòèïíîãî ïîëîâîãî ïîâåäåíèÿ. Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îá-
ðàáîòêà äàííûõ ïðîèçâåäåíà â ïðîãðàììå Origin8. Ð å -
ç ó ë ü ò à ò û. Áûëî îáíàðóæåíî çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå
àêòèâàöèè äåïîóïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â íåé-
ðîíàõ ãèïïîêàìïà ìûøåé, ìîäåëèðóþùèõ ÁÀ ñ íàêîï-
ëåíèåì íåðàçðåçàííîãî áåëêà ïðåñåíèëèí-1. Ïðè÷èíîé
óñèëåíèÿ èõ àêòèâàöèè ÿâëÿåòñÿ ãèïåðàêòèâíîñòü âíóòðè-
êëåòî÷íûõ áåëêîâ—êàëüöèåâûõ ñåíñîðîâ STIM1, ïåðåäà-
þùèõ ñèãíàë íà äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû. Ïðè ýòîì óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ýòèõ ñåíñîðîâ è äðóãèõ ðåãóëÿòîðíûõ
ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë è êàíàëüíûõ ñóáúåäèíèö äåïîóïðàâ-
ëÿåìûõ êàíàëîâ íå ïðåòåðïåëè èçìåíåíèÿ. Óñòðàíåíèå
ãèïåðàêòèâíîñòè äåïî-óïðàâëÿåìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ
ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà 2-àìèíîýòîêñè-
äèôåíèë áîðàòà âîññòàíàâëèâàë íîðìàëüíûé óðîâåíü àê-
òèâíîñòè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ â êóëüòóðàõ è ýëèìèíèðî-
âàëî íàðóøåíèÿ êðàòêîâðåìåííîé ïàìÿòè ó òðàíñãåííûõ
D. melanogaster. Òàêèì îáðàçîì, äåïîóïðàâëÿåìûå êàëü-
öèåâûå êàíàëû ÿâëÿþòñÿ âîçìîæíîé ìîëåêóëÿðíîé ìè-
øåíüþ äëÿ óñòðàíåíèÿ íàðóøåíèé ïàìÿòè ïðè íàñëåäñò-
âåííîé ôîðìå ÁÀ.

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÒÅÃÐÈÍÎÂ ÍÀ ÀÄÃÅÇÈÞ ÌÓËÜÒÈ-
ÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ, ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ, Ê ÁÅËÊÀÌ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ.
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Èìåþùèåñÿ äàííûå íå äî êîíöà ðàñêðûâàþò ðîëü âû-
ÿâëåííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñèãíàëüíûõ ôàêòîðîâ â
îïðåäåëåíèè ñóäüáû ñòâîëîâîé êëåòêè èç-çà ñëîæíîñòè
åå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìèêðîîêðóæåíèåì. Â ïåðåäà÷å ïðî-
ñòðàíñòâåííîé èíôîðìàöèè îò ìèêðîîêðóæåíèÿ ê êëåòêå
ó÷àñòâóþò ñëîæíûå ìåìáðàííûå ìîëåêóëû, êîòîðûå â çà-
âèñèìîñòè îò ñèãíàëà ñïîñîáñòâóþò êëåòî÷íîé àäãåçèè
èëè ìèãðàöèè. Êëåòêè ïîëó÷àþò ñèãíàë ê ìèãðàöèè èëè ê
ôîêàëüíîé àäãåçèè ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ ìåìáðàííûõ
êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ, íàïðèìåð èíòåãðèíîâ, ñ áåëêàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), ñ îäíîé ñòîðîíû, è áåë-
êàìè öèòîñêåëåòà — ñ äðóãîé. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî
èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ïÿòè ãåíîâ èíòåãðèíîâ â ðåçóëüòà-
òå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ), âûäåëåííûõ èç
ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè (ÏÆÒ) ÷åëîâåêà (Ñàâ÷åíêî-
âà È. Ï., Ñàâ÷åíêîâà Å. À., 2014). Ðåçóëüòàòû ñðàâíèòåëü-
íîãî àíàëèçà ÌÌÑÊ íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ âûÿâèëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëå-
òîê, ïîëîæèòåëüíî ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè (ÀÒ) ïðîòèâ
CD49a (á1-èíòåãðèí — ðåöåïòîð äëÿ êîëëàãåíà è ëàìèíè-
íà) è CD49d (á4-èíòåãðèí — ðåöåïòîð äëÿ ôèáðîíåêòè-
íà), íà 87.2 è 11.2 % ñîîòâåòñòâåííî. Äîëÿ êëåòîê, ïîëî-
æèòåëüíî îêðàøåííûõ ÀÒ ïðîòèâ CD49f (á6-èíòåãðèí —
ðåöåïòîð äëÿ ëàìèíèíà) è ÑD49b (á2-èíòåãðèí — ðåöåï-
òîð äëÿ êîëëàãåíà è ëàìèíèíà), íàîáîðîò, óâåëè÷èâàëàñü
â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 9.9 è 2.3 % ñî-
îòâåòñòâåííî. Âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ èíòåãðèíà â1 (98 %)
ÌÌÑÊ ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿëàñü âî âðåìÿ äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òàê êàê áåëêè ÂÊÌ ÿâëÿþòñÿ ëèãàíäà-
ìè ê á-èíòåãðèíàì, ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ îöåíèòü ýòè
êëåòêè ïî àäãåçèè è ðàñïëàñòûâàíèþ ê ìàòðèöàì, ïðåä-
ñòàâëåííûì êîëëàãåíîì òèïà 1, ôèáðîíåêòèíîì è ëà-
ìèíèíîì. Ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå (Repell-Silane,
Sigma) ïîêðîâíûå ñòåêëà ïîêðûâàëè êîëëàãåíîì, ôèáðî-
íåêòèíîì è ëàìèíèíîì (Sigma) â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë
è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 4 °Ñ äëÿ èììîáèëèçà-
öèè áåëêîâ. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ (100 ìêë) ÌÌÑÊ â
êîíöåíòðàöèè 1 � 106 êë./ìë íàíîñèëè íà ïðåäâàðèòåëüíî
îòìûòûå ñòåêëà ñ ëèãàíäàìè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
3 ÷. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà èñïîëüçî-
âàëè êðàñèòåëü TRITC-ôàëëîèäèí (Sigma) â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë. Ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ
îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê íà
1 ñì2 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè ïëîòíîñòüþ 3000 êëåòîê
íà 1 ñì2 íà èììîáèëèçîâàííûå áåëêè ÂÊÌ. Ñòàòèñòè÷å-
ñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì MS
Excel. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àêòèíîâàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ öèòî-
ñêåëåòà íàèáîëåå ëàáèëüíà ñðåäè îñíîâíûõ ñòðóêòóð öè-
òîñêåëåòà. Îêðàøèâàíèå ÌÌÑÊ íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ TRITC-ôàëëîèäèíà íå âûÿ-
âèëî çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãà-
íèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Îäíàêî êëåòêè íà 2-ì è
17-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñî-
áîé ïî ñïîñîáíîñòè ïðèêðåïëÿòüñÿ ê áåëêàì ÂÊÌ. Êîëè-
÷åñòâî êëåòîê íà 2-ì ïàññàæå, ïðèêðåïëåííûõ ê êîëëàãå-
íó è ôèáðîíåêòèíó, ïðåâîñõîäèëî ÷èñëî êëåòîê íà 17-ì
ïàññàæå â 5 è 2 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Â òî âðåìÿ êàê ÷èñëî
êëåòîê, àäãåçèðóåìûõ ê ëàìèíèíó íà 2-ì ïàññàæå, áûëî
ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè íà 17-ì ïàññàæå â
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2 ðàçà. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå ýêñïðåññèîííîãî ïðî-
ôèëÿ ãåíîâ èíòåãðèíîâ â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ âëèÿåò íà àäãåçèþ ýòèõ êëåòîê ê áåë-
êàì ÂÊÌ.

Ê ÂÎÏÐÎÑÓ Î ÐÎËÈ ÔÎÑÔÎÐÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÒÀÉ-
ÒÈÍÀ Â ÐÀÇÂÈÒÈÈ ÌÛØÅ×ÍÎÉ ÀÒÐÎÔÈÈ.
© Í. Í. Ñàëìîâ,1 È. Ì. Âèõëÿíöåâ,1 Ãðèöûíà,1 À. Ä. Óëàíî-
âà,1, 2 Ç. À. Ïîäëóáíàÿ.1, 2 1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, vikhlyant-
sev@iteb.ru, è 2 Ïóùèíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé åñòåñòâåí-
íî-íàó÷íûé èíñòèòóò.

Òàéòèí (òèòèí/êîííåêòèí, ìîë. ìàññà 2000—
3800 êÄà) — ãèãàíòñêèé áåëîê ñàðêîìåðíîãî öèòîñêåëåòà
ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøö ïîçâîíî÷íûõ. Ìîëåêóëû òàé-
òèíà äëèíîé áîëåå 1 ìêì ïåðåêðûâàþò ïîëîâèíó ñàðêî-
ìåðà îò Ì-ëèíèè äî Z-äèñêà, ôîðìèðóÿ òðåòüþ ôèëàìåí-
òíóþ ñèñòåìó â ìèîôèáðèëëàõ. Â À-çîíå ñàðêîìåðà òàé-
òèí ñâÿçàí ñ òîëñòûìè (ìèîçèíîâûìè) íèòÿìè. Ýòà ÷àñòü
ìîëåêóëû ïîëó÷èëà íàçâàíèå Ò2 (ìîë. ìàññà 2000 êÄà).
Â I-çîíå ñàðêîìåðà íåêîòîðûå ó÷àñòêè ìîëåêóëû òàéòèíà
âçàèìîäåéñòâóþò ñ òîíêèìè (àêòèíîâûìè) íèòÿìè, îäíà-
êî áoëüøàÿ ÷àñòü åãî ìîëåêóëû â ýòîé çîíå ïðîõîäèò ñâî-
áîäíî, ôîðìèðóÿ ýëàñòè÷íîå ñîåäèíåíèå ìåæäó êîíöàìè
ìèîçèíîâûõ íèòåé è Z-äèñêîì. Íà êàæäóþ ìèîçèíîâóþ
íèòü â ïîëîâèíå ñàðêîìåðà ïðèõîäèòñÿ øåñòü ìîëåêóë
òàéòèíà, N-êîíöû êîòîðûõ ïåðåêðûâàþòñÿ â Z-äèñêå, à
Ñ-êîíöû — â Ì-ëèíèè ñàðêîìåðà. Á *oëüøàÿ ÷àñòü (~90 %)
ìîëåêóëû òàéòèíà ñîñòîèò èç ïîâòîðÿþùèõñÿ èììóíîã-
ëîáóëèíîïîäîáíûõ (IgC2) è ôèáðîíåêòèíîïîäîáíûõ
(FnIII) äîìåíîâ ñ â-ñêëàä÷àòîé ñòðóêòóðîé. Êðîìå ýòèõ
äîìåíîâ òàéòèí ñîäåðæèò óíèêàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè — êèíàçíûé äîìåí âáëèçè Ì-ëèíèè ñàðêîìåðà è ýëà-
ñòè÷íûå N2A, N2B è PEVK-ýëåìåíòû â I-çîíå ñàðêîìåðà.
Òàéòèí — ïîëèôóíêöèîíàëüíûé áåëîê, ó÷àñòâóþùèé â
ïîääåðæàíèè âûñîêîóïîðÿäî÷åííîé ñàðêîìåðíîé ñòðóê-
òóðû, çàïóñêå è ðåãóëÿöèè àêòèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ. Êàê ñåíñîð ðàñòÿæåíèÿ è íàïðÿæåíèÿ (ìåõàíî-
ñåíñîð) òàéòèí, ñâÿçûâàÿñü ñî ìíîãèìè áåëêàìè â ñàðêî-
ìåðå è îáúåäèíÿÿ èõ â åäèíóþ ñåòü — filament network
(Linke W., Hamdani N. Circ. Res., 2014), èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè. Èçâåñò-
íà ñïîñîáíîñòü ýòîãî áåëêà ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ in vivo.
Îòêðûòû ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òàéòèíà â Ì-ëèíèè,
I-çîíå è Z-äèñêå ñàðêîìåðà è îáíàðóæåíî ìíîãî ïîòåíöè-
àëüíûõ ó÷àñòêîâ äëÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ åãî ìîëåêóëû.
Èçâåñòíû êèíàçû, ôîñôîðèëèðóþùèå òàéòèí: ïðîëèíî-
íàïðàâëåííàÿ ERK1/2 è öèêëèíçàâèñèìàÿ PK-2 êèíàçû,
ïðîòåèíêèíàçû À (PKA), G (PKG) è Ñ (PKCá), êèíàçà, ðå-
ãóëèðóåìàÿ ýêñòðàêëåòî÷íûì ñèãíàëîì (ERK2), è
Ca2+/êàëüìîäóëèíçàâèñèìàÿ êèíàçà (CaMKIIä). Ïîêàçàíî,
÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå/äåôîñôîðèëèðîâàíèå ðàñòÿæè-
ìûõ PEVK- è N2B-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òàéòèíà ñåðäå÷-
íîé ìûøöû èçìåíÿåò æåñòêîñòü åãî ìîëåêóë, ÷òî ÿâëÿåò-
ñÿ ÷àñòüþ ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà, îòâåòñòâåííîãî çà
èçìåíåíèå ýëàñòè÷íîñòè ñàðêîìåðà è ìûøöû â öåëîì.
Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òàéòèíà ñêå-
ëåòíûõ ìûøö íåÿñíà. Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé,
ïîëó÷åííûå ïðè èçó÷åíèè èçìåíåíèé ñîäåðæàíèÿ è óðîâ-
íÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òàéòèíà â ñêåëåòíûõ ìûøöàõ, àò-
ðîôèðîâàííûõ â óñëîâèÿõ êîñìè÷åñêîãî ïîëåòà, ïðè çèì-
íåé ñïÿ÷êå, à òàêæå âñëåäñòâèå ðàçâèòèÿ èíäóöèðóåìûõ
àëêîãîëåì íàðóøåíèé, ïîçâîëèëè ñäåëàòü ïðåäïîëîæå-

íèå î òîì, ÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
òàéòèíà ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîòåîëèòè÷åñêîé äåãðà-
äàöèè ýòîãî áåëêà è ÷òî ýòî â ñâîþ î÷åðåäü âíîñèò âêëàä
â ðàçâèòèå ñêåëåòíî-ìûøå÷íîé àòðîôèè. Â äîêëàäå áóäóò
ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ýòèõ èññëåäîâàíèé, à òàêæå
äàííûå ëèòåðàòóðû, êîòîðûå âûñòóïàþò â ïîääåðæêó
ñäåëàííîãî íàìè ïðåäïîëîæåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 13-04-00281, 14-04-00112, 14-04-32171, 14-04-92116 è
14-04-32240).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ
ÝÔÐ Â ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ.
© À. Â. Ñàëîâà, Å. À. Ëåîíòüåâà, Å. Ñ. Êîðíèëîâà,
Ò. Í. Áåëÿåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, avsalova@gmail.com

Â ñâÿçè ñ ïåðñïåêòèâàìè ïðèìåíåíèÿ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê â òåðàïèè äåãåíåðàòèâíûõ, îïóõîëåâûõ, ìíîãèõ íà-
ñëåäñòâåííûõ è äðóãèõ çàáîëåâàíèé äåòàëüíûé àíàëèç
ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ èõ æèçíåäå-
ÿòåëüíîñòü, ÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëåí êàê äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ
íàïðàâëåííûõ âîçäåéñòâèé, òàê è äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæ-
íûõ íåãàòèâíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ. Îäíèì èç èñòî÷íè-
êîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ ðåãèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ îðãà-
íàõ è òêàíÿõ, â òîì ÷èñëå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
÷åëîâåêà (ÌÑÊ). Â ðàáîòàõ ïî èçó÷åíèþ ñâîéñòâ ÌÑÊ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÝÔÐ ñïîñîáåí óñèëèâàòü ïðîäóêöèþ
êëåòêàìè ðÿäà ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ, âêëþ÷àÿ
ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ, ôàêòîð ðîñòà ãåïàòîöè-
òîâ, ãåïàðèíñâÿçûâàþùèé ÝÔÐ-ïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà è
èíòåðëåéêèí-6. Îäíàêî ìåõàíèçìû ðåàëèçàöèè ýôôåêòîâ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñóäüáà èõ êîìï-
ëåêñîâ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ðåöåïòîðàìè â ÌÑÊ ïðàêòè-
÷åñêè íå èññëåäóþòñÿ. Òàêæå íå ñòàâèòñÿ âîïðîñ î ñâÿçè
ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ ñ àêòèâàöèåé ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé â êëåòêàõ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû âûáðàëè ñèñòåìó
«ÝÔÐ—ðåöåïòîð» â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ðåöåï-
òîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà â ÌÑÊ. ÝÔÐ, äåéñòâóþ-
ùèé íà êëåòêó ÷åðåç ñïåöèôè÷åñêèå òðàíñìåìáðàííûå
ðåöåïòîðû-òèðîçèíêèíàçû, ðåãóëèðóåò øèðîêèé ñïåêòð
êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ïîñêîëüêó â êëåòêàõ ðàçíîãî òèïà
óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ ñóùåñòâåííî ðàçëè-
÷àåòñÿ, íàì âàæíî áûëî èññëåäîâàòü ýêñïðåññèþ è ëîêà-
ëèçàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ â ÌÑÊ. Â êà÷åñòâå îáúåêòà áûëè
âûáðàíû êóëüòèâèðóåìûå ÌÑÊ ÷åëîâåêà èç äåñêâàìè-
ðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè (ýÌÑÊ).
Îêðàñêà ðåöåïòîðà ÝÔÐ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë â êëåòêàõ
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà äîáàâëåíèåì ÝÔÐ âûÿâèëà
â ýÌÑÊ îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðà ÝÔÐ, äîñòà-
òî÷íîå äëÿ èññëåäîâàíèÿ åãî àññîöèàöèè ñ áåëêàìè ýíäî-
öèòîçíîãî ïóòè ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñ-
êè è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç
5 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà äîáàâëåíèåì 4 íÌ
ÝÔÐ â êëåòêàõ âûÿâëÿåòñÿ ìíîãî ìåëêèõ âåçèêóëÿðíûõ
ñòðóêòóð, ÷àñòè÷íî êîëîêàëèçóþùèõñÿ ñ ìàðêåðîì ðàí-
íèõ ýíäîñîì ÅÅÀ1. Ê 15-é ìèí ýòè ýíäîñîìû çíà÷èòåëü-
íî óêðóïíÿþòñÿ, ïåðåìåùàþòñÿ îò ïåðèôåðèè ê öåíòðó
êëåòêè, á *îëüøàÿ èõ ÷àñòü ñòàíîâèòñÿ àññîöèèðîâàííîé ñ
ÅÅÀ1. Îäíàêî ÷åðåç 30—60 ìèí èíêóáàöèè êîëîêàëèçà-
öèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ ñ ÅÅÀ1 ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèâà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 651



åòñÿ. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðåöåïòîð ÝÔÐ ñïîñîáåí èí-
òåðíàëèçîâàòüñÿ â ýÌÑÊ â ñîñòàâå ýíäîñîì, êîòîðûå ïîä-
âåðãàþòñÿ ñîçðåâàíèþ. Òàêèì îáðàçîì, ðåöåïòîð ÝÔÐ ïî
ìåðå ïðîõîæäåíèÿ ïî ýíäîöèòîçíîìó ïóòè ìîæåò îñóùå-
ñòâëÿòü ðåãóëÿöèþ âàæíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ÿâëÿþòñÿ ïðåäïîñûëêîé äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè
ðåöåïòîðà ÝÔÐ â ñèãíàëüíûõ ïðîöåññàõ â ýÌÑÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-50-00068) è ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 24 ïî íàíîòåõíîëîãèÿì.

ÐÎËÜ ÕÎËÈÍÎÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÊÀËÜ-
ÖÈÅÂÎÃÎ ÌÅÒÀÁÎËÈÇÌÀ Â ÏÅÐÈÔÅÐÈ×Å-
ÑÊÈÕ ÑÈÍÀÏÑÀÕ ÒÅÏËÎÊÐÎÂÍÛÕ È ÕÎËÎÄ-
ÍÎÊÐÎÂÍÛÕ. © Ä. Â. Ñàìèãóëëèí,1—3 Ý. Ô. Õàçèåâ,1, 3

Í. Â. Æèëÿêîâ,3 Ý. À. Áóõàðàåâà,1, 3 Å. Å. Íèêîëüñêèé.1, 3

1 Êàçàíñêèé èíñòèòóò áèîõèìèè è áèîôèçèêè ÊàçÍÖ
ÐÀÍ, 2 Êàçàíñêèé íàöèîíàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé òåõ-
íè÷åñêèé óíèâåðñèòåò èì. À. Í. Òóïîëåâà è 3 Êàçàíñêèé
(Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò.

Â íåðâíî-ìûøå÷íûõ ñèíàïñàõ òåïëîêðîâíûõ è õî-
ëîäíîêðîâíûõ æèâîòíûõ àöåòèëõîëèí, âûäåëÿþùèéñÿ â
ñèíàïòè÷åñêóþ ùåëü, îñóùåñòâëÿåò ïåðåäà÷ó ñèãíàëà
ìåæäó ìîòîíåéðîíîì è ìûøå÷íîé êëåòêîé. Íàðÿäó ñ
ýòîé ôóíêöèåé ïåðåäàò÷èêà âîçáóæäåíèÿ àöåòèëõîëèí
âûïîëíÿåò ôóíêöèþ ìîäóëÿòîðà ñèíàïòè÷åñêîé ïåðåäà-
÷è. Ñóùåñòâóþò ãèïîòåçû î òîì, ÷òî ïðîöåññ àóòîðåãóëÿ-
öèè îïîñðåäîâàí èçìåíåíèåì ïðåñèíàïòè÷åñêîãî óðîâíÿ
êàëüöèÿ (Ñà2+) ÷åðåç ñèñòåìó ïðåñèíàïòè÷åñêèõ àóòîðå-
öåïòîðîâ. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû â íàøåé ëàáîðàòî-
ðèè áûëà íàëàæåíà ìåòîäèêà îöåíêè ïðåñèíàïòè÷åñêîãî
óðîâíÿ êàëüöèÿ â íåðâíî-ìûøå÷íûõ ñèíàïñàõ òåïëîêðîâ-
íûõ è õîëîäíîêðîâíûõ æèâîòíûõ. Ìåòîäèêà îñíîâàíà íà
ïðèìåíåíèè ôëóîðåñöåíòíûõ Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíûõ îäíî-
âîëíîâûõ êðàñèòåëåé, êîòîðûå èçìåíÿþò èíòåíñèâíîñòü
ñâå÷åíèÿ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè Ñà2+ (Ñà2+-òðàí-
çèåíò) è òàêèì îáðàçîì ïîçâîëÿþò îöåíèâàòü äèíàìèêó
Ñà2+ â âîçáóäèìûõ êëåòêàõ ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ.
Çàãðóçêó Ñà2+-êðàñèòåëÿ — Oregon Green BAPTA 1 — â
ÍÎ ëÿãóøêè îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç êóëüòþ íåðâà. Â ñëó÷àå
ðàáîòû íà ÍÎ òåïëîêðîâíûõ èñïîëüçîâàëè ïðîíèêàþ-
ùóþ ñêâîçü êëåòî÷íûå ìåìáðàíû ôîðìó êðàñèòåëÿ Fluo3
AM. Ïðè ðåãèñòðàöèè Ñà2+-òðàíçèåíòà â îòâåò íà åäèíè÷-
íóþ ñòèìóëÿöèþ íåðâà ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë ðåãèñò-
ðèðîâàëè áûñòðîäåéñòâóþùèì ôîòîäèîäîì, óñòàíîâëåí-
íûì íà ïëàòôîðìå ìèêðîñêîïà Îëèìïóñ BX-51 c âîäíî-
èììåðñèîííûì îáúåêòèâîì �60 è íàáîðîì íåîáõîäèìûõ
ôèëüòðîâ. Ðåãèñòðàöèþ Ñà2+-òðàíçèåíòà â ýêñïåðèìåíòàõ
íà ñèíàïñàõ ìûøè îñóùåñòâëÿëè íà êîíôîêàëüíîì ìèê-
ðîñêîïå LEICA TCS SP 5 MP. Äàííûå ýêñïåðèìåíòû âû-
ïîëíÿëè ïðè âûñîêî÷àñòîòíîé ñòèìóëÿöèè íåðâà. Îöåíè-
âàëè èíòåãðàëüíûé Ñà2+-òðàíçèåíò, îáóñëîâëåííûé íà-
êîïëåíèåì Ñà2+ â îòâåò íà ðèòìè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ. Ýòî
áûëî ñâÿçàíî ñ ìåòîäè÷åñêèìè òðóäíîñòÿìè ðåãèñòðàöèè
âõîäà Ñà2+ â îòâåò íà åäèíè÷íîå ðàçäðàæåíèå íåðâà ïðè
èñïîëüçîâàíèè êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Îñóùåñòâëÿ-
ëè ñòèìóëÿöèþ äâèãàòåëüíîãî íåðâà ñ ÷àñòîòàìè 20 è
50 èìï/ñ â òå÷åíèå 30 ñ.

Ïðîâåäåííîå ôàðìàêîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ñ
ïðèìåíåíèåì àêòèâàòîðîâ è áëîêàòîðîâ õîëèíîðåöåïòî-
ðîâ ïîêàçàëî, ÷òî â ÍÎ õîëîäíîêðîâíûõ õîëèíåðãè÷åñêàÿ

ðåãóëÿöèÿ Ñà2+-ìåòàáîëèçìà îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç íèêî-
òèíîâûå è ìóñêàðèíîâûå ðåöåïòîðû Ì2-ïîäòèïà, ïðè÷åì
àêòèâàöèÿ ýòèõ ðåöåïòîðîâ ïðèâîäèò ê ïîíèæåíèþ óðîâ-
íÿ Ñà2+ â ÍÎ. Íàïðîòèâ, â ñèíàïñàõ òåïëîêðîâíûõ áëîêà-
äà ïðåñèíàïòè÷åñêèõ á4â2 íèêîòèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ïðè-
âîäèò ê ïîíèæåíèþ óðîâíÿ Ñà2+ â ÍÎ, è ýòî ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî â óñëîâèÿõ ÷àñòîòíîé ñòèìóëÿöèè
àêòèâàöèÿ ýòèõ ðåöåïòîðîâ ýíäîãåííûì àöåòèëõîëèíîì
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ïðåñèíàïòè÷åñêîãî óðîâíÿ Ñà2+.
Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ ñèíàïñàõ êàê òåïëîêðîâíûõ, òàê è õîëîäíîêðîâíûõ
æèâîòíûõ êàëüöèåâûé ìåòàáîëèçì ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì
ìîäóëÿöèè ñèñòåìîé ïðåñèíàïòè÷åñêèõ õîëèíîðåöåïòî-
ðîâ. Â ñèíàïñàõ õîëîäíîêðîâíûõ æèâîòíûõ ýòîò òèï ìî-
äóëÿöèè ðàáîòàåò ïî ïðèíöèïó îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé
ñâÿçè, à â ñèíàïñàõ òåïëîêðîâíûõ — ïî ïðèíöèïó ïîëî-
æèòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ¹ 7 ïðåçèäèóìà ÐÀÍ è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, à òàêæå çà ñ÷åò ñðåäñòâ
ñóáñèäèè, âûäåëåííîé â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîé ïîä-
äåðæêè Êàçàíñêîãî (Ïðèâîëæñêîãî) ôåäåðàëüíîãî óíè-
âåðñèòåòà â öåëÿõ ïîâûøåíèÿ åãî êîíêóðåíòîñïîñîá-
íîñòè ñðåäè âåäóùèõ ìèðîâûõ íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíûõ
öåíòðîâ.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÐÎËÈ ÓÐÎÊÈÍÀÇÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ
Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÎÃÎ ÐÎÑÒÀ È ÂÅÒÂ-
ËÅÍÈß ÊÀÏÈËËßÐÎÂ ÍÀ ÌÎÄÅËÈ EX VIVO.
© Å. Â. Ñåìèíà, Ê. À. Ðóáèíà, Â. Þ. Ñûñîåâà, Â. À. Òêà-
÷óê. Êàôåäðà áèîõèìèè è ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû, ôà-
êóëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû, Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà,
e-semina@yandex.ru

Äëÿ ñîçäàíèÿ ñëîæíîé ñîñóäèñòîé ñåòè ïðè åå ôîð-
ìèðîâàíèè, à òàêæå ïðè ðîñòå íîâûõ ñîñóäîâ íåîáõî-
äèìû îáåñïå÷åíèå âåêòîðíîñòè äâèæåíèÿ êëåòîê, ðàç-
ðóøåíèå òêàíåâûõ áàðüåðîâ íà èõ ïóòè è îïðåäåëåíèå
òðàåêòîðèè äâèæåíèÿ. Âàæíåéøóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè íà-
ïðàâëåííîãî äâèæåíèÿ êëåòîê èãðàþò êîìïîíåíòû ôèá-
ðèíîëèòè÷åñêîé ñèñòåìû, à èìåííî óðîêèíàçà (uPA), åå
ðåöåïòîð (uPAR) è èíãèáèòîðû. uPA — ñåðèíîâàÿ ïðîòå-
àçà, ñåêðåòèðóåìàÿ âñåìè òèïàìè êëåòîê ñîñóäîâ. Ñâÿçû-
âàÿñü íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñ uPAR, uPA ïðåâðàùàåò
ïëàçìèíîãåí â ïëàçìèí, çàïóñêàÿ êàñêàä ïðîòåîëèòè÷å-
ñêèõ ðåàêöèé, ÷òî ïðèâîäèò ê ëîêàëüíîìó ðàçðóøåíèþ
áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðÿìîé àêòèâàöèè ôàê-
òîðîâ ðîñòà ñîñóäîâ. Åñëè ðîëü uPA è uPAR â ðåìîäåëè-
ðîâàíèè ñîñóäîâ è àíãèîãåíåçå îõàðàêòåðèçîâàíà, òî ìå-
õàíèçìû íàâèãàöèîííîé ôóíêöèè uPAR, îïðåäåëÿþùåé
òðàåêòîðèþ ðîñòà ñîñóäîâ, ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíû.
Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ uPA è uPAR íà ðîñò è
âåòâëåíèå ñîñóäîâ áûëà èñïîëüçîâàíà òðåõìåðíàÿ ýêñ-
ïëàíòíàÿ ìîäåëü àîðòû ìûøè â Ìàòðèãåëå. Äàííûé ïîä-
õîä ïîçâîëÿåò îöåíèòü òðàåêòîðèþ ðîñòà è âåòâëåíèå êà-
ïèëëÿðîâ, îòðàñòàþùèõ îò àîðòû â Ìàòðèãåëü, à òàêæå
èçó÷èòü ñêîðîñòü ìèãðàöèè ñîñóäèñòûõ è ãëàäêîìûøå÷-
íûõ (ÃÌÊ) êëåòîê èç ýêñïëàíòîâ àîðòû â Ìàòðèãåëü. Ìû
èñïîëüçîâàëè àîðòû ìûøåé, íîêàóòèðîâàííûõ ïî óðîêè-
íàçå (PLAU), è àîðòû ìûøåé äèêîãî òèïà. Ýêñïëàíòû âû-
ñàæèâàëè â êàïëþ Ìàòðèãåëÿ è íà ïðîòÿæåíèè 14 ñóò íà-
áëþäàëè çà ìèãðàöèåé ñîñóäèñòûõ êëåòîê èç àîðòû â
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Ìàòðèãåëü. Îêàçàëîñü, ÷òî ýêñïðåññèÿ uPAR â ýêñïëàíòàõ
PLAU ñóùåñòâåííî ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì,
â òî æå âðåìÿ ñïîíòàííàÿ ìèãðàöèÿ ñîñóäèñòûõ êëåòîê ó
ìûøåé PLAU â 2 ðàçà íèæå, ÷åì â êîíòðîëå (P < 0.05).
Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå uPA/uPAR-ñèñòåìû â
ðåãóëÿöèè ìèãðàöèè ñîñóäèñòûõ êëåòîê. Îäíàêî âèçóàëè-
çàöèÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ïîêàçàëà,
÷òî ó ìûøåé PLAU ñíèæàåòñÿ ìèãðàöèÿ ÃÌÊ, íî ìèãðà-
öèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê îñòàåòñÿ ïðåæíåé. Äëÿ òîãî
÷òîáû îïðåäåëèòü, îïîñðåäóåò ëè uPAR íàïðàâëåííóþ
ìèãðàöèþ êëåòîê è âåòâëåíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóê-
òóð, ìèãðèðîâàâøèõ èç ýêñïëàíòîâ, ìû èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà, áëîêèðóþùèå uPAR. Ïðè ýòîì íàáëþäàëîñü
óñèëåíèå âåòâëåíèÿ êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð è èç-
ìåíåíèå ìîðôîëîãèÿ ÃÌÊ: â êîíòðîëå ÃÌÊ èìåþò âåðå-
òåíîîáðàçíóþ ôîðìó, à ïðè áëîêèðîâàíèè uPAR ÃÌÊ
ñòàíîâÿòñÿ ðàñïëàñòàííûìè, êàê áû òåðÿÿ íàïðàâëåí-
íîñòü ìèãðàöèè (ïîëÿðíîñòü). Äàëåå ìû îöåíèëè ñïîñîá-
íîñòü uPA ðåãóëèðîâàòü ìèãðàöèþ êëåòîê. Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ýêçîãåííîå ââåäåíèå uPA àêòèâèðóåò íå òîëüêî
ñïîíòàííóþ ìèãðàöèþ êëåòîê (â 1.6 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì, P < 0.05), íî òàêæå óâåëè÷èâàåò ñêîðîñòü ìèã-
ðàöèè ñîñóäèñòûõ êëåòîê (â 1.75 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì, P < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, ïðè èññëåäîâàíèè
ðîëè óðîêèíàçíîé ñèñòåìû â ðåãóëÿöèè íàïðàâëåííîãî
ðîñòà è âåòâëåíèÿ êàïèëëÿðîâ ex vivo áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ìèãðàöèÿ ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê çàâèñèò îò ýêñ-
ïðåññèè óðîêèíàçíîé ñèñòåìû: uPA ñòèìóëèðóåò ñïîí-
òàííóþ ìèãðàöèþ êëåòîê è óâåëè÷èâàåò ñêîðîñòü ìèãðà-
öèè, à áëîêèðîâàíèå óðîêèíàçíîãî ðåöåïòîðà òîðìîçèò
îáà ýòèõ ïðîöåññà. Êðîìå òîãî, ïðè áëîêèðîâàíèè uPAR
óñèëèâàåòñÿ âåòâëåíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð, îá-
ðàçîâàííûõ ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè, è íàðóøàåòñÿ
ìîðôîëîãèÿ ÃÌÊ: èç âåðåòåíîîáðàçíîé ôîðìû ÃÌÊ ïðè-
îáðåòàþò ôîðìó ðàñïëàñòàííîé, êàê áû òåðÿÿ íàïðàâëå-
íèå ìèãðàöèè.
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Â íåéðîíàõ íàòðèé-êàëüöèåâûé îáìåííèê ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû (NCX) âûïîëíÿåò êëþ÷åâóþ ðîëü â
ïîääåðæàíèè êàëüöèåâîãî ãîìåîñòàçà. Ïàäåíèå ãðàäèåíòà
íàòðèÿ ïðè ýêñàéòîòîêñè÷åñêîì ñòðåññå, âûçâàííîå èøå-
ìèåé èëè èíñóëüòîì, ìîæåò ïåðåâîäèòü NCX â îáðàòíûé
ðåæèì ðàáîòû, ïðèâîäÿ ê óñèëåíèþ êàëüöèåâîé ïåðåãðóç-
êè íåéðîíîâ. Ñîåäèíåíèå KB-R7943 ìîæåò óñèëèâàòü âû-
æèâàåìîñòü íåéðîíîâ ïðè ýêñàéòîòîêñè÷åñêîì ñòðåññå,
áëîêèðóÿ NCX. Ñ÷èòàåòñÿ òàêæå, ÷òî íåéðîïðîòåêòîðíûé
ýôôåêò KB-R7943 ñâÿçàí ñ èíãèáèðîâàíèåì NMDA-ðå-
öåïòîðîâ (NMDAR), âûñîêàÿ êàëüöèåâàÿ ïðîíèöàåìîñòü
êîòîðûõ âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò ïåðâè÷íóþ êàëüöèåâóþ
äèñðåãóëÿöèþ íåéðîíîâ ïðè ýêñàéòîòîêñè÷åñêîì ñòðåññå.
Êðîìå òîãî, âîçðàñòàíèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
êàëüöèÿ âûçûâàåò êàëüöèåâóþ äåñåíñèòèçàöèþ (èíàêòè-
âàöèþ) NMDAR. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íà ïåðâè÷-
íîé êóëüòóðå íåéðîíîâ êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ ìåòî-
äîì patch-clamp — ðåãèñòðàöèè òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ
â êîíôèãóðàöèè «öåëàÿ êëåòêà» — èññëåäîâàíî âëèÿíèå

èíãèáèðîâàíèÿ NCX íà ïðîöåññ êàëüöèåâîé èíàêòèâàöèè
NMDAR. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî KB-R7943 ÿâëÿåòñÿ ýô-
ôåêòèâíûì àãîíèñòîì ãëèöèíîâîãî ñàéòà NMDAR
(1.18 ± 0.16 ìêM) è ñàì ïî ñåáå íå âûçûâàåò èíãèáèðîâà-
íèÿ òîêîâ NMDAR â îòñóòñòâèå âíåêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ.
Â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ âíåêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ òîêè
NMDAR, âûçâàííûå NMDA è ãëèöèíîì, äåìîíñòðèðóþò
äåñåíñèòèçàöèþ äî d 50 % îò ïèêîâîãî çíà÷åíèÿ. Âîç-
äåéñòâèå 10 ìíM KB-R7943 óìåíüøàåò àìïëèòóäó òîêîâ
NMDAR äî d 5—10 % îò ïèêîâîãî çíà÷åíèÿ. Ýòîò ýô-
ôåêò ðàíåå âîñïðèíèìàëñÿ êàê ïðÿìîå èíãèáèðîâàíèå
NMDAR ñî ñòîðîíû KB-R7943. Òåì íå ìåíåå â áåñêàëü-
öèåâîì ðàñòâîðå KB-R7943 íå âûçûâàåò èíãèáèðîâàíèÿ
òîêîâ NMDA, à íà íåéðîíàõ, çàãðóæåííûõ êàëüöèåâûì
õåëàòîðîì BAPTA, äàæå â ïðèñóòñòâèè âíåêëåòî÷íîãî
êàëüöèÿ íå ðåãèñòðèðóåòñÿ êàëüöèéçàâèñèìàÿ èíàêòèâà-
öèÿ NMDAR èëè ïîäàâëåíèå àìïëèòóäû òîêîâ ïðè äåé-
ñòâèè KB-R7943. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ KB-R7943 èíãèáèðóåò NCX, ÷òî çàòðóäíÿåò óäàëåíèå
êàëüöèÿ èç ïðèìåìáðàííîé çîíû è óñèëèâàåò äåñåíñèòè-
çàöèþ NMDAR êàëüöèåì, âõîäÿùèì ÷åðåç ýòè ðåöåïòî-
ðû. Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ ðàáîòû âñåõ íàòðèé-çàâèñèìûõ
îáìåííèêîâ, âêëþ÷àÿ NCX, òàêæå ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ
ëèòèé, îáëàäàþùèé îäèíàêîâîé ñ íàòðèåì ïðîíèöàå-
ìîñòüþ ÷åðåç êàíàëû èîíîòðîïíûõ ðåöåïòîðîâ ãëóòàìà-
òà, íî ïëîõî òðàíñïîðòèðóåìûé îáìåííèêàìè. Ëèòèé â
áåñêàëüöèåâîì ðàñòâîðå íå âûçûâàåò óìåíüøåíèÿ òîêîâ
NMDAR, âûçâàííûõ àïïëèêàöèåé NMDA è ãëèöèíà. Òåì
íå ìåíåå â ïðèñóòñòâèè âíåêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ ýïèçîäè-
÷åñêàÿ çàìåíà íàòðèÿ íà ëèòèé äîñòîâåðíî íà 60 ± 8 %
ïîäàâëÿåò òîêè, âûçûâàåìûå NMDA. Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî
ïðè àêòèâàöèè NMDAR â ïîñòñèíàïòè÷åñêîå ïðîñòðàíñò-
âî âõîäèò êàëüöèé, êîòîðûé âûçûâàåò êàëüöèéçàâèñèìóþ
äåñåíñèòèçàöèþ NMDAR, íî áûñòðî óäàëÿåòñÿ èç êëåòêè
NCX. Ïîäàâëåíèå NCX ïðè ïîìîùè ñïåöèôè÷åñêîãî
áëîêàòîðà (KB-R7943) èëè íåñïåöèôè÷åñêîãî áëîêàòîðà
(ëèòèé) ïðåïÿòñòâóåò óäàëåíèþ êàëüöèÿ èç ïðèìåìáðàí-
íîé öèòîïëàçìû, ïðèâîäÿ ê íàêîïëåíèþ êàëüöèÿ è óñèëè-
âàÿ äåñåíñèòèçàöèþ NMDAR. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âû-
ÿâëåíà òåñíàÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ñâÿçü ìåæäó NCX è
NMDAR, â êîòîðîé ðàáîòà NCX â ïðÿìîì ðåæèìå îãðà-
íè÷èâàåò êàëüöèéçàâèñèìóþ äåñåíñèòèçàöèþ NMDAR.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 15-04-08283, 14-04-00227 è 14-04-31707).

ÂËÈßÍÈÅ ÑÅÐÎÂÎÄÎÐÎÄÀ ÍÀ ÊÀËÈÅÂÛÅ ÊÀÍÀ-
ËÛ, ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÉ ÏÎÒÅÍÖÈÀË È ÝÊÇÎÖÈÒÎÇ
ÑÅÊÐÅÒÎÐÍÛÕ ÃÐÀÍÓË Â GH3-ÊËÅÒÊÀÕ ÃÈÏÎÔÈ-
ÇÀ ÊÐÛÑÛ. © Ã. Ô. Ñèòäèêîâà, À. Â. ßêîâëåâ. Êàôåäðà
ôèçèîëîãèè ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, Èíñòèòóò ôóíäàìåíòà-
ëüíîé ìåäèöèíû è áèîëîãèè, Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé)
ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò.

Ñåðîâîäîðîä (H2S) ÿâëÿåòñÿ ÷ëåíîì ñåìåéñòâà ãàçî-
ìåäèàòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ðÿäà ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ è ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Â âîçáóäèìûõ
êëåòêàõ ýôôåêòû H2S îïîñðåäóþòñÿ âëèÿíèåì íà àêòèâ-
íîñòü èîííûõ êàíàëîâ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü îïðåäåëÿåò
ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ñïîñîáíîñòü ê ãåíåðàöèè ïîòåí-
öèàëîâ äåéñòâèÿ è êàê ñëåäñòâèå — îñâîáîæäåíèå ìåäèà-
òîðîâ è ãîðìîíîâ. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî îöåíèòü
âëèÿíèå äîíîðà ñåðîâîäîðîäà — ãèäðîñóëüôèäà íàòðèÿ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 653



(NaHS) — íà àêòèâíîñòü êàëüöèéàêòèâèðóåìûõ êàëèå-
âûõ (ÂK) êàíàëîâ, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è ýêçîöèòîç
ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë â ãèïîôèçàðíûõ îïóõîëåâûõ GH3-
êëåòêàõ êðûñû ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîôèçèîëîãè÷å-
ñêîãî è ôëóîðåñöåíòíîãî ïîäõîäîâ. Ýêñïåðèìåíòû ïðî-
âîäèëè íà êóëüòóðå ãèïîôèçàðíûõ êëåòîê êðûñû GH3,
ïîëó÷åííûõ èç êîëëåêöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ è êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ÔÐÃ. Ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è èíòåãðàëüíûå
èîííûå òîêè ðåãèñòðèðîâàëè â êîíôèãóðàöèè whole-cell â
ðåæèìàõ îòâåäåíèÿ current-clamp è voltage-clamp ñîîòâåò-
ñòâåííî, àêòèâíîñòü ÂK-êàíàëîâ ðåãèñòðèðîâàëè â êîí-
ôèãóðàöèè outside-out ñ èñïîëüçîâàíèåì óñèëèòåëÿ Axo-
patch-200B, Digidata 1440A è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ
Clamp10 (Axon Instruments/Molecular Devices, Sunnyvale,
California, ÑØA). Äëÿ àíàëèçà ïðîöåññà ýêçîöèòîçà ñåê-
ðåòîðíûõ ãðàíóë èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìàðêåð
FM 1-43, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî îêðàøèâàëè ìåìáðàíû
êëåòîê â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ è â îòâåò íà äåïîëÿðèçà-
öèþ — ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî âûñîêóþ êîí-
öåíòðàöèþ KCl (100 ìÌ). Ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ
êëåòîê ðåãèñòðèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîñêîïà
AxioScope A1 è âûñîêîñêîðîñòíîé êàìåðû AxioCam
MRm (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû ImageJ software (NIH, ÑØA). Âñå èñïîëüçóå-
ìûå ðåàêòèâû ïîëó÷åíû èç ôèðìû Sigma (Vienna, Aâñò-
ðèÿ). Â ðåçóëüòàòå íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî,
÷òî NaHS âûçûâàåò óâåëè÷åíèå âûõîäÿùèõ èíòåãðàëü-
íûõ êàëèåâûõ òîêîâ, íåçàâèñèìîå îò ñîäåðæàíèÿ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî êàëüöèÿ è àêòèâàöèè ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ êà-
ëüöèåâûõ êàíàëîâ. Ðåãèñòðàöèÿ àêòèâíîñòè îäèíî÷íûõ
èîííûõ êàíàëîâ ïîêàçàëà, ÷òî NaHS äîçîçàâèñèìî ïîâû-
øàåò âåðîÿòíîñòü îòêðûòèÿ ÂK-êàíàëîâ è ýòîò ýôôåêò
ñâÿçàí ñ âîññòàíàâëèâàþùèì äåéñòâèåì íà áåëêîâûå
ñóáúåäèíèöû êàíàëà. Êðîìå òîãî, àïïëèêàöèÿ NaHS ïðè-
âîäèëà ê äîçîçàâèñèìîé ãèïåðïîëÿðèçàöèè ìåìáðàíû
êëåòîê, ïðåêðàùåíèþ ñïîíòàííîé ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè è ñíèæåíèþ ñîïðîòèâëåíèÿ ìåìáðàíû, ÷òî óêà-
çûâàåò íà óâåëè÷åíèå ìåìáðàííîé ïðîâîäèìîñòè. Ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì áëîêàòîðà è àêòèâàòîðà ÀÒÔ-çàâèñèìûõ
êàëèåâûõ (KÀÒÔ) êàíàëîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãèïåðïîëÿ-
ðèçóþùèé ýôôåêò NaHS ñâÿçàí ñ àêòèâàöèåé KÀÒÔ-êàíà-
ëîâ. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå áûëî ïîäòâåðæäåíî â ýêñïå-
ðèìåíòàõ ñ ôèêñàöèåé ïîòåíöèàëà, â êîòîðûõ ðåãèñòðè-
ðîâàëè âõîäÿùèå òîêè â îòâåò íà ãèïåðïîëÿðèçóþùèå
òîêè. NaHS âûçûâàë óâåëè÷åíèå àìïëèòóäû òîêîâ, è ïî-
ñëåäóþùåå äîáàâëåíèå ãëèáåíêëàìèäà, áëîêàòîðà KÀÒÔ-
êàíàëîâ, ñíèæàëî òîêè äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ. Ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêåðà FM 1-43 áûëî
ïîêàçàíî ïîâûøåíèå ñâå÷åíèÿ ìåìáðàíû êëåòîê êàê â
êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ, òàê è â îòâåò íà äåïîëÿðèçàöèþ,
÷òî îòðàæàåò áàçàëüíûé è âûçâàííûé ýêçîöèòîç ñåêðå-
òîðíûõ ãðàíóë. Ïðåäâàðèòåëüíîå âûäåðæèâàíèå êëåòîê â
ðàñòâîðå ñ NaHS ñíèæàëî êàê áàçàëüíûé, òàê è âûçâàí-
íûé ýêçîöèòîç. Ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî H2S âûçû-
âàåò ãèïåðïîëÿðèçàöèþ GH3-êëåòîê, è ýòî âûçûâàåò ïðå-
êðàùåíèå ñïîíòàííîé ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ñíè-
æåíèå âûñâîáîæäåíèÿ ãîðìîíîâ.
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Èîíîòðîïíûå ðåöåïòîðû P2X ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñå-
ìåéñòâî ÀÒÔ-óïðàâëÿåìûõ èîííûõ êàíàëîâ, èãðàþùèõ
âàæíóþ ðîëü âî ìíîãèõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ. Âñå
ñåìü ïîäòèïîâ ðåöåïòîðîâ P2X1-7 ñîñòîÿò èç ñõîäíûõ,
õîòÿ è íåñêîëüêî ðàçëè÷àþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
àìèíîêèñëîò; ïðè ýòîì ñêîðîñòè àêòèâàöèè, èíàêòèâàöèè
è äåñåíñèòèçàöèè ýòèõ ðåöåïòîðîâ âåñüìà ðàçëè÷íû, êàê
è èõ ñðîäñòâî ê àãîíèñòó (North, 2002). Ïÿòü íàèáîëåå
÷àñòî âñòðå÷àþùèõñÿ ïîäòèïîâ èîíîòðîïíûõ ðåöåïòîðîâ
P2X1-5 ñîäåðæàò íà ïîçèöèè 275 êîíñåðâàòèâíóþ àìèíî-
êèñëîòó ñåðèí (S275). Íåäàâíî íàì óäàëîñü ïîêàçàòü âàæ-
íóþ ðîëü ýòîé àìèíîêèñëîòû â îáåñïå÷åíèè âûñîêîé ñêî-
ðîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ðåöåïòîðà P2X3 ñ ÀÒÔ è âûñîêîé
ñêîðîñòè åãî äåñåíñèòèçàöèè (Petrenko et al., 2011). Îáíà-
ðóæåííûé ïðåèìóùåñòâåííî â èììóííûõ è ãëèàëüíûõ
êëåòêàõ ðåöåïòîð P2X7 ñîäåðæèò íà ïîçèöèè 288, ñîîò-
âåòñòâóþùåé ïîçèöèè 275 ó ïåðâûõ ïÿòè ïîäòèïîâ èîíî-
òðîïíûõ ïóðèíîöåïòîðîâ, àìèíîêèñëîòó ôåíèëàëàíèí
(F288). Ïðè ýòîì ðåöåïòîð P2X7 îáëàäàåò óíèêàëüíûì
ñâîéñòâîì — ïðè äëèòåëüíîé åãî àêòèâàöèè âûñîêîé
êîíöåíòðàöèåé àãîíèñòà (� 1 ìÌ äëÿ ÀÒÔ) îáû÷íûé êà-
òèîííûé êàíàë óâåëè÷èâàåòñÿ â ðàçìåðå è ïåðåõîäèò â
òàê íàçûâàåìîå ñîñòîÿíèå ïîðû, ñïîñîáíîé ïðîïóñêàòü
íå òîëüêî èîíû, íî è íåáîëüøèå îðãàíè÷åñêèå ìîëåêóëû,
â ÷àñòíîñòè ÀÒÔ (North, 2002). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòî
ñâîéñòâî ðåöåïòîðîâ P2X7 ìîæåò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â
íåéðîãëèàëüíîì è ãëèÿãëèàëüíîì âçàèìîäåéñòâèè. Èñïî-
ëüçóÿ òåõíèêó patch-clamp è áûñòðóþ àïïëèêàöèþ àãîíè-
ñòà, ìû èçìåðèëè òðàíñìåìáðàííûå òîêè, âûçûâàåìûå
ÀÒÔ, â êëåòêàõ HEK293 ñ ýêñïðåññèðîâàííûìè â íèõ
ëèáî íàòèâíûìè ðåöåïòîðàìè P2X7, ëèáî ìóòàíòíûìè
ðåöåïòîðàìè, â êîòîðûõ íàõîäÿùèéñÿ íà ïîçèöèè 288 ôå-
íèëàëàíèí áûë çàìåíåí íà ñåðèí (F288S). Ïðåäïîëà-
ãàëîñü, ÷òî òàêîå «âîññòàíîâëåíèå» ñåðèíà ñäåëàåò ìó-
òàíòíûé ðåöåïòîð P2X7 ïîäîáíûì ïî ñâîéñòâàì êàêî-
ìó-ëèáî èç P2X1-5. Äåéñòâèòåëüíî, ýêñïåðèìåíòû
ïîêàçàëè, ÷òî 20-ñåêóíäíàÿ àïïëèêàöèÿ 1 ìÌ ÀÒÔ, âû-
çûâàþùàÿ èç-çà îòêðûòèÿ ïîðû ãåíåðàöèþ îãðîìíîãî
âòîðè÷íîãî ïèêà òîêà â íàòèâíîì ðåöåïòîðå P2X7, íå ãå-
íåðèðóåò âòîðè÷íîãî ïèêà â ìóòàíòå F288S. Îäíàêî
20-ñåêóíäíàÿ àïïëèêàöèÿ 5 ìÌ ÀÒÔ âñå æå âûçûâàåò
îòêðûòèå ïîðû â ìóòàíòå, õîòÿ è ìåíåå âûðàæåííîå, ÷åì
â íàòèâíîì P2X7. Êðîìå òîãî, ìóòàöèÿ F288S ïðèâîäèò
ê çíà÷èòåëüíîìó çàìåäëåíèþ èíàêòèâàöèè îòêðûòûõ
èîííûõ êàíàëîâ âî âñåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ïîðà íå îòêðûâà-
åòñÿ. Êèíåòè÷åñêîå ìîäåëèðîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî íà-
áëþäàåìûå ôåíîìåíû ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû çàìåäëåíè-
åì âçàèìîäåéñòâèÿ ìóòàíòíîãî ðåöåïòîðà ñ àãîíèñòîì,
à òàêæå åãî áîëåå ìåäëåííûì ïåðåõîäîì êàê â äåñåíñèòè-
çàöèþ, òàê è â ñîñòîÿíèå ïîðû. Ñëåäîâàòåëüíî, â íàòèâ-
íîì ðåöåïòîðå P2X7 èìåííî ôåíèëàëàíèí F288 îáåñïå-
÷èâàåò âûñîêóþ ñêîðîñòü ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé è ïåðå-
õîäîâ.
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Íåîáõîäèìîñòü èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ñëàáûõ íèçêî-
÷àñòîòíûõ ýëåêòðîìàãíèòíûõ ïîëåé íà áèîëîãè÷åñêèå
îáúåêòû ðàçëè÷íîé ñòåïåíè ñëîæíîñòè, â ïåðâóþ î÷åðåäü
íà ÷åëîâåêà, îáóñëîâëåíà áîëüøîé ïðîíèêàþùåé ñïîñîá-
íîñòüþ ýòèõ ïîëåé â æèâûå òêàíè. Îòäåëüíûé èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿåò âûÿñíåíèå ðîëè êëåòî÷íîé ïëàñòè÷íîñòè â
àäàïòàöèè îðãàíèçìà ê âíåøíèì âîçäåéñòâèÿì, à èìåííî
èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ðåàêöèè êëåòîê íà ýêðàíèðîâà-
íèå ìàãíèòíîãî ïîëÿ Çåìëè. Â êà÷åñòâå ìîäåëåé èçó÷åíèÿ
âëèÿíèÿ ýêðàíèðîâàíèÿ íà æèâûå îáúåêòû áûëè âûáðàíû
êëåòêè ñåìåé áîëüíûõ àòàñêèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé (ÀÒ).
Àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ (ñèíäðîì Ëóè-Áàð) ÿâëÿåòñÿ
ñëîæíûì íàñëåäñòâåííûì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì ñèíä-
ðîìîì, õàðàêòåðèçóþùèìñÿ ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëü-
íîñòüþ, ïîâûøåííûì ðèñêîì îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ è ïðî-
ãåðîèäíûìè ÷åðòàìè, à òàêæå ñèìïòîìàìè ïðåæäåâðå-
ìåííîãî ñòàðåíèÿ. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè êëåòî÷íîé
ïëàñòè÷íîñòè â àäàïòàöèè îðãàíèçìà ê âíåøíèì âîçäåé-
ñòâèÿì íà êëåòî÷íîé ìîäåëè êëåòêè ÀÒ áûëî ïðåäïðè-
íÿòî èññëåäîâàíèå, ïîçâîëèâøåå îïðåäåëèòü, ó÷àñòâóåò
ëè ÀÒÌ-çàâèñèìûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â ðåàê-
öèè êëåòîê íà ýêðàíèðîâàíèå ìàãíèòíîãî ïîëÿ Çåìëè
(ÝÌÏÇ). Â ðàáîòå áûëî èçó÷åíî ñîñòîÿíèå øòàììîâ äèï-
ëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ çäîðîâîãî äîíîðà è äèïëîèäíûõ
ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíîé ÀÒ, ïîìåùåííûõ
â ñïåöèàëüíî ñêîíñòðóèðîâàííóþ ýêðàíèðóþùóþ êàìå-
ðó. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íîãî îòâåòà íà èçìåíåííûå
óñëîâèÿ ñóùåñòâîâàíèÿ (ÝÌÏÇ) ìåòîäîì íåïðÿìîé èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè áûëè èññëåäîâàíû áåëêè Ð53, 53ÂÐ1
è Ð21. Êëåòêè çäîðîâîãî äîíîðà â óñëîâèÿõ ÝÌÏÇ äåìîí-
ñòðèðîâàëè êàðòèíó, ïîäîáíóþ òîé, êîòîðàÿ âîçíèêàåò
ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ (DDR response), ò. å. ïîâûøàëîñü
êîëè÷åñòâî áåëêîâ Ð53 è Ð21, ôîðìèðîâàëèñü ôîêóñû
53ÂP1. Â ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòàõ áîëüíûõ ÀÒ íèêàêèõ
âèäèìûõ èçìåíåíèé îáíàðóæåíî íå áûëî. Êðîìå òîãî,
ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåàêöèÿ ìèòîõîíäðèàëü-
íîé ñåòè íà ÝÌÏÇ â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ çàäåðæèâàåòñÿ
íà çíà÷èòåëüíûé ïðîìåæóòîê âðåìåíè. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîé ðîëè ÀÒÌ-çàâè-
ñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè â îòâåòå êëåòêè íà èçìåíåíèå
ÝÌÏÇ.

ÑÓÁÚÅÄÈÍÈ×ÍÛÉ ÑÎÑÒÀÂ NMDA-ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ Â
ÊÓËÜÒÓÐÅ ÌÎÇÆÅ×ÊÀ ÊÐÛÑ. © Þ. Ä. Ñòåïàíåíêî, Ò.
Â. Êàðåëèíà, Ï. À. Àáóøèê, Ñ. Ì. Àíòîíîâ, Ä. À. Ñèáàðîâ.

Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì.
È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, moorl@rambler.ru

Èçâåñòíî, ÷òî ðåöåïòîðû ãëóòàìàòà NMDA-òèïà
(NMDAR) âîâëå÷åíû â ðàçëè÷íûå âèäû íåéðîäåãåíåðà-
òèâíûõ çàáîëåâàíèé è ñâÿçàíû ñ ïðîöåññàìè ñèíàïòè÷å-
ñêîé ïëàñòè÷íîñòè. NMDAR ðàçëè÷íîãî ñóáúåäèíè÷íîãî
ñîñòàâà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ïðîâîäèìîñòè èîííûõ êàíàëîâ
äëÿ Ñà2+, ÷òî ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå äëÿ ãåíåðàöèè
Ñà2+-îòâåòà íåéðîíîâ. Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿ-
ëîñü îïðåäåëåíèå ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà NMDAR è
èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ â îòâåò
íà äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðîâ ãëóòàìàòà
NMDA-òèïà â êóëüòóðå íåéðîíîâ ìîçæå÷êà êðûñ íà
DIV 7. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è èñïîëüçîâàëè òðè ìåòî-
äà — èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñóáúåäèíèö
NMDAR, ðåãèñòðàöèÿ òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ ñ ïîìî-
ùüþ ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà â êîíôèãóðàöèè
«öåëàÿ êëåòêà» è ìîíèòîðèíã âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè Ñà2+ ñ ïîìîùüþ ôëóîðèìåòðè÷åñêîãî çîíäà Fluo3.
Ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêà-
çàëè, ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå òåëà êëåòîê êóëüòóðû ìîçæå÷-
êà íà DIV 7 ýêñïðåññèðóþò âñå ñóáúåäèíèöû NMDAR.
Cóáúåäèíèöó GluN2A ýêñïðåññèðóåò 94.9 ± 2.0 % êëåòîê,
GluN2B — 97.3 ± 2.7 è GluN2C — 98.1 ± 1.2 %. Äëÿ àêòè-
âàöèè NMDAR áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå àãî-
íèñòû: ãëóòàìàò è ãîìîöèñòåèí, ÿâëÿþùèéñÿ ýíäîãåííûì
ìåòàáîëèòîì, è NMDA — èçáèðàòåëüíûé àãîíèñò
NMDAR. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èçìåðåíèþ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ Ñà2+-îòâåòîâ íà êðàòêîâðåìåííóþ (2 ìèí) àïïëèêà-
öèþ ãîìîöèñòåèíà, NMDA è ãëóòàìàòà âûÿâèëè òðè
ãðóïïû êëåòîê. Ê ïåðâîé ãðóïïå áûëè îòíåñåíû êëåòêè,
êîòîðûå îòâå÷àëè ïîäúåìîì âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðà-
öèè Ñà2+ íà ïîäà÷ó âñåõ àãîíèñòîâ. Èõ äîëÿ ñîñòàâèëà
59.9 ± 12.8 % îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê. Êëåòêè âòîðîé
ãðóïïû (34.2 ± 13.3 %) îòâå÷àëè óâåëè÷åíèåì èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè NMDA è ãëóòàìàòà, ÷òî îòðàæàåò
óâåëè÷åíèå ñâîáîäíîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ âíóòðè êëåòêè,
íî íå ðåàãèðîâàëè íà ãîìîöèñòåèí. Â êëåòêàõ òðåòüåé
ãðóïïû (5.8 ± 2.2 %) Ñà2+-îòâåòû íà àïïëèêàöèþ NMDA
íå ðåãèñòðèðîâàëèñü, íàáëþäàëñÿ ðåçêèé ðîñò âíóòðè-
êëåòî÷íîãî [Ñà2+] â îòâåò íà ãëóòàìàò. Ïî-âèäèìîìó, ýòè
ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà èçáèðàòåëüíîñòü äåéñòâèÿ ãî-
ìîöèñòåèíà â îòíîøåíèè NMDAR îïðåäåëåííîãî ñóáú-
åäèíè÷íîãî ñîñòàâà è î ïðèñóòñòâèè â ÷àñòè êëåòîê
Ca2+-ïðîíèöàåìûõ ÀÌÐÀ-ðåöåïòîðîâ ïðè îòñóòñòâèè
NMDAR. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âêëàäà êàæäîé ñóáúåäèíèöû â
òðàíñìåìáðàííûå òîêè, îïîñðåäîâàííûå àêòèâàöèåé
NMDAR, èñïîëüçîâàëè áëîêàòîðû, ñïåöèôè÷íûå ê
GluN2C/GluN2D- è GluN2B-ñóáúåäèíèöàì, — QNZ46 è
èôåíïðîäèë ñîîòâåòñòâåííî. Òîê, âûçûâàåìûé NMDA â
íåéðîíàõ, QNZ46 áëîêèðîâàë íà 42 ± 14, à èôåíïðî-
äèë — íà 47 ± 10 %. Ñîâìåñòíàÿ àïïëèêàöèÿ QNZ46 è
èôåíïðîäèëà ñîïðîâîæäàëàñü áëîêèðîâàíèåì NMDAR-
îïîñðåäîâàííûõ òîêîâ íà 74 ± 9 %, ÷òî ìåíüøå èõ ñóì-
ìàðíîãî ýôôåêòà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü ñóùåñò-
âîâàíèå êàê äèãåòåðîìåðíûõ, òàê è òðèãåòåðîìåðíûõ ðå-
öåïòîðîâ â êóëüòóðå. Ïîëó÷åííûå äàííûå äåìîíñòðèðó-
þò, ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå íåéðîíû ìîçæå÷êà íà DIV 7
ýêñïðåññèðóþò NMDAR. Ïðè ýòîì ÷àñòü íåéðîíîâ íå
èìååò NMDAR, íî ýêñïðåññèðóåò Ca2+-ïðîíèöàåìûå
AMPA-ðåöåïòîðû. Ýêñïðåññèðóåìûå NMDA-ðåöåïòîðû
âêëþ÷àþò â ñåáÿ GluN2A-, GluN2B-, GluN2C- èëè
GluN2D-ñóáúåäèíèöû è ìîãóò ÿâëÿòüñÿ êàê äèãåòåðîìå-
ðàìè, òàê è òðèãåòåðîìåðàìè.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 655



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 15-04-08283, 14-04-00227 è 14-04-31707).

ÂÍÓÒÐÈÖÅÍÒÐÀËÜÍÀß ÌÈÃÐÀÖÈß ÌÅÇÅÍÕÈÌ-
ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÎÑËÅ ÈÍÒÐÀÍÀÇÀËÜÍÎÃÎ ÂÂÅÄÅ-
ÍÈß ÊÐÛÑÀÌ Þ. © Ï. Ñòóêà÷. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè
Íàöèîíàëüíîé àêàäåìèè íàóê Áåëàðóñè, Ìèíñê, stukachy-
ulya@gmail.com

Ïðîáëåìà êîððåêöèè òÿæåëûõ ñîñòîÿíèé, âûçâàííûõ
ïîâðåæäåíèåì òêàíåé ãîëîâíîãî ìîçãà (òðàâìà, íåéðîõè-
ðóðãè÷åñêèå îïåðàöèè), â ñîâðåìåííîé ìåäèöèíå äî ñèõ
ïîð íå ðåøåíà, ïîýòîìó àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà
òåõíîëîãèé, íàïðàâëåííûõ íà àêòèâàöèþ ðåïàðàòèâíûõ
ïðîöåññîâ â öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìå. Ñåãîäíÿ ê
íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì ìåòîäèêàì îòíîñèòñÿ ââåäåíèå
ñòâîëîâûõ êëåòîê âíóòðèâåííî èëè â ïîâðåæäåííûé ó÷à-
ñòîê ãîëîâíîãî ìîçãà. Îäíàêî ó ýòèõ òåõíîëîãèé åñòü ðÿä
ñóùåñòâåííûõ íåäîñòàòêîâ : â ïåðâîì ñëó÷àå — äèôôóç-
íîå ðàñïðåäåëåíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê â êðîâîòîêå è ñëà-
áàÿ ïðîíèöàåìîñòü ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüåðà, âî
âòîðîì — äîïîëíèòåëüíàÿ òðàâìàòèçàöèÿ ïàöèåíòà. Äëÿ
íèâåëèðîâàíèÿ íåäîñòàòêîâ ýòèõ ìåòîäèê ðàçðàáîòàíà
ìåòîäèêà, îñíîâàííàÿ íà ãèïîòåçå î ðåàëüíîñòè ìèãðàöèè
ñòâîëîâûõ êëåòîê â ìîçã ÷åðåç ðåöåïòèâíûå îêîí÷àíèÿ
÷åðåïíî-ìîçãîâûõ íåðâîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì â ðàáîòå ïî-
ñòàâëåíà öåëü — âåðèôèöèðîâàòü â ýêñïåðèìåíòàõ íà
êðûñàõ îñîáåííîñòè ìèãðàöèè ìåçåíõèìíûõ êëåòîê â ãî-
ëîâíîé ìîçã ïîñëå èõ ââåäåíèÿ ïîä ñëèçèñòóþ îáîëî÷êó
íîñà. Ìåçåíõèìíûå êëåòêè âûäåëÿëè èç æèðîâîé òêàíè
âçðîñëûõ êðûñ è êóëüòèâèðîâàëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå DMEM (Sigma, Ãåðìàíèÿ) íà ïðîòÿæåíèè 5 ñóò.
Â äåíü ïðîâåäåíèÿ îïåðàöèè êëåòêè îêðàøèâàëè ôëóî-
ðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì PKH67 Green Fluorescent Cell
Linker (Sigma, Ãåðìàíèÿ). Îïåðàöèè ïî ðàçðóøåíèþ ó÷à-
ñòêîâ ãîëîâíîãî ìîçãà ïðîâîäèëè íà êðûñàõ ïîä íàðêî-
çîì. Æèâîòíûõ ôèêñèðîâàëè â ñòåðåîòàêñèñå, ïîäãîòàâ-
ëèâàëè òðåïàíàöèîííîå îòâåðñòèå (2.5 ìì ëàòåðàëüíåå
ñðåäíåé ëèíèè, íà 2.5 ìì êàóäàëüíåå áðåãìû è íà 5.0 ìì â
ãëóáèíó îò ïîâåðõíîñòè ìîçãà), ÷åðåç êîòîðîå óäàëÿëè
òêàíü ìîçãà ðàçìåðîì 2 � 2 ìì. Ñïóñòÿ 10 ìèí ïîä ñëèçè-
ñòóþ îáîëî÷êó íîñà ââîäèëè 50 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè
(35 òûñ. êëåòîê). Ïðîäîëüíûå ñðåçû ìîçãà (òîëùèíà
8 ìêì) ïîëó÷àëè íà êðèîñòàòå ÷åðåç 1 è 24 ÷, à òàêæå ÷å-
ðåç 10 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ êëåòîê. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðî-
âàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå (Zeiss AxioVert 200M
inverted research, êàìåðà: Zeiss AxioCam HRm, îáúåêòèâ:
Plan-Neofluar 40�/0.75, Plan-Neofluar 20�/0.5 èëè
Plan-Neofluar 10�/0.3) ïðè óâåëè÷åíèÿõ 10, 20, 40.

Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòîâ óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åðåç
1 ÷ ìåçåíõèìíûå êëåòêè àêòèâíî ïðîíèêàþò â îáîíÿòåëü-
íûå ëóêîâèöû, îòäåëüíûå êëåòêè îáíàðóæåíû â ëîáíûõ
äîëÿõ, ñêîðëóïå, ãèïïîêàìïå è îáëàñòè òðàâìû. Ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè îáðàçöîâ, ïîëó÷åííûõ ÷åðåç 24 ÷, ôëóîðåñöè-
ðóþùèå ýëåìåíòû âèçóàëèçèðîâàëèñü â äîâîëüíî áîëü-
øîì êîëè÷åñòâå â îáîíÿòåëüíûõ ëóêîâèöàõ è ëîáíûõ äî-
ëÿõ êàê ëåâîãî, òàê è ïðàâîãî ïîëóøàðèÿ, à òàêæå â
îáëàñòè òðàâìû. ×åðåç 10 ñóò ïîñëå èìïëàíòàöèè ìåçåí-
õèìíûõ êëåòîê ôëóîðåñöèðóþùèå ýëåìåíòû â áîëüøîì
êîëè÷åñòâå çàðåãèñòðèðîâàíû â îáëàñòè òðàâìû ïðè èõ
îòñóòñòâèè â äðóãèõ îòäåëàõ ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ, ïðè
ýòîì ñóùåñòâåííûì ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå êëåòî÷íûõ
ñêîïëåíèé â îáëàñòè ïîâðåæäåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó-

÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè ïåðèíåâðàëü-
íîãî òðåéñèíãà ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, ïðè÷åì îñíîâíîé
âåêòîð èõ ìèãðàöèè â ìîçãå íàïðàâëåí ê ïîâðåæäåííîìó
ó÷àñòêó.
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ÌÈÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. Â. Ñóäàðèêîâà, È. Î. Âàñèëüåâà,
Å. À. Ìîðà÷åâñêàÿ, Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, anastasia.sudarikova@
gmail.com

Ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìîæåò èãðàòü
äîìèíàíòíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ
èîííûõ êàíàëîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ýëåêòðîíå-
âîçáóäèìûõ êëåòîê. Â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, â òîì ÷èñëå êëåòêàõ êðîâè, íàéäåíû íàòðèé-ñåëåê-
òèâíûå êàíàëû, àêòèâíîñòü êîòîðûõ êðèòè÷åñêè çàâèñèò
îò ñîñòîÿíèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ. Ðàíåå ïîêàçàíà è äåòàëü-
íî èçó÷åíà ôóíêöèîíàëüíàÿ ñâÿçü íàòðèåâûõ êàíàëîâ ñ
äèíàìèêîé ïðèìåìáðàííîãî àêòèíà â êëåòêàõ ëåéêåìèè
÷åëîâåêà. Â òî æå âðåìÿ äî ñèõ ïîð íåèçâåñòíà ìîëåêó-
ëÿðíàÿ ïðèðîäà ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíà-
ëîâ, êîòîðûå íà îñíîâàíèè èçâåñòíîãî ìåõàíèçìà àêòèâà-
öèè è èíàêòèâàöèè ìîãóò áûòü íàçâàíû àêòèíóïðàâëÿå-
ìûìè. Íàøè ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòî àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå êàíà-
ëû ENaC; â êà÷åñòâå ðàáî÷åé ãèïîòåçû ìîãóò ðàññìàòðè-
âàòüñÿ òàêæå êàíàëû ïîäñåìåéñòâà TRPÌ, â ÷àñòíîñòè
TRPM4 è M5. Çàäà÷è ðàáîòû âêëþ÷àþò â ñåáÿ: à) îïðåäå-
ëåíèå è óòî÷íåíèå âîçìîæíûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîððåëÿòîâ
íà îñíîâàíèè áèîôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê îäèíî÷íûõ
êàíàëîâ â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 è ëèìôîìû
U937; á) ïîëó÷åíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè âîçìîæíûõ êàí-
äèäàòîâ íà óðîâíå ìÐÍÊ è áåëêà ñ ó÷åòîì âàðèàíòîâ
ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà. Ñóììèðóÿ ðåçóëüòàòû ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïàò÷-êëàìï, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî àêòèíóïðàâëÿ-
åìûå êàíàëû èìåþò ïðîâîäèìîñòü 10—12 ïÑì (145 ìÌ
Na+), õàðàêòåðèçóþòñÿ íàòðèåâîé ñåëåêòèâíîñòüþ (îòíî-
øåíèå ïðîíèöàåìîñòåé ÐNa/ÐK îêîëî 3), íåïðîíèöàåìû
äëÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ (Ca2+ è Mg2+) è íå áëîêèðó-
þòñÿ àìèëîðèäîì. Â îïûòàõ íà êëåòêàõ U937 è K562 ïî-
êàçàíî îòñóòñòâèå àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíîé êîìïîíåíòû
êàê íà óðîâíå îäèíî÷íûõ êàíàëîâ, òàê è íà óðîâíå èíòåã-
ðàëüíîãî íàòðèåâîãî òîêà. Ñóäÿ ïî èìåþùèìñÿ äàííûì,
àêòèâíîñòü èññëåäóåìûõ êàíàëîâ, âåðîÿòíî, íå çàâèñèò îò
óðîâíÿ ñâîáîäíîãî èîíèçèðîâàííîãî êàëüöèÿ â öèòîçîëå.
Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå
òåñòû íå äàþò àðãóìåíòîâ â ïîëüçó TRPM êàê âîçìîæíûõ
ïðîòîòèïîâ ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ.
Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ àëüôà-, áåòà-,
ãàììà-hENaC â êëåòêàõ K562 è U937. Îäíàêî î÷åâèäíû
îòëè÷èÿ ôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê èññëåäóåìûõ
àêòèíóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ îò òèïè÷íûõ êàíàëîâ ENaC
ïî÷êè. Ñòàíîâèòñÿ ïîíÿòíî, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àìè-
ëîðèäó è åãî ïðîèçâîäíûì ÿâëÿåòñÿ íåäîñòàòî÷íûì êðè-
òåðèåì â èäåíòèôèêàöèè êàíàëîâ ENaC êàê â òðàíñïîðò-
íûõ ýïèòåëèÿõ, òàê è â äðóãèõ òèïàõ êëåòîê. Ïðîáëåìà
èäåíòèôèêàöèè îñëîæíÿåòñÿ òàêæå òåì, ÷òî àìèëî-
ðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå êàíàëû ñåìåéñòâà ENaC èçó÷åíû
ïîêà íåäîñòàòî÷íî. Â ïåðñïåêòèâå îïðåäåëåíèå ìîëåêó-
ëÿðíîé ïðèðîäû àêòèíóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ ìîæåò ñïî-
ñîáñòâîâàòü âûÿñíåíèþ öèòîñêåëåòçàâèñèìûõ ìåõàíèç-
ìîâ êîíòðîëÿ àêòèâíîñòè íàòðèåâûõ êàíàëîâ â àïèêàëü-
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íûõ ìåìáðàíàõ ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ, ðåãóëèðóþùèõ
âîäíî-ñîëåâîé áàëàíñ íà óðîâíå îðãàíèçìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 15-04-02950 è 15-34-20464).
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Ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûå íåéðàëüíûå êëåòêè îáëà-
äàþò ñïîñîáíîñòüþ èíòåãðèðîâàòüñÿ è ñòèìóëèðîâàòü ðå-
ïàðàòèâíûå ïðîöåññû ïðè òðàíñïëàíòàöèè â ìîçã âçðîñ-
ëîãî ðåöèïèåíòà, íåñìîòðÿ íà áëîêèðóþùåå àêñîíàëüíûé
ðîñò ìèêðîîêðóæåíèå ïîñëåäíåãî. Èññëåäîâàíèå äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê â íîâîì ìèêðîîêðóæåíèè èìååò ôóí-
äàìåíòàëüíîå çíà÷åíèå è âàæíî äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìå-
äèöèíû. Èíòåãðàöèÿ êëåòîê çàâèñèò îò ñòàäèè èõ äèôôå-
ðåíöèðîâêè è ìåòîäîâ ïåðåñàäêè. Öåëüþ ðàáîòû áûë
èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ñòðóêòóðíîé è öèòîñêå-
ëåòíîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê îò òêàíåâûõ è ñóñïåíçè-
îííûõ àëëîãåííûõ òðàíñïëàíòàòîâ ôåòàëüíîãî íåîêîð-
òåêñà GFP-ìûøåé ðàçíîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ â òêàíè ìîçãà
âçðîñëîãî ðåöèïèåíòà. Äîíîðñêèì ìàòåðèàëîì ïîñëóæè-
ëè ñóñïåíçèè êëåòîê èëè ôðàãìåíòû íåîêîðòåêñà ýìáðèî-
íîâ òðàíñãåííûõ GFP ìûøåé (Okabe, 1997) íà ñòàäèÿõ
ðàçâèòèÿ Ý-12.5, Ý-14.5 è Ý-19.5. Êëåòêè òðàíñïëàíòèðî-
âàëè (èç ðàñ÷åòà 500 òûñ. êëåòîê â 1.5 ìêë ðàñòâîðà Õýíê-
ñà íà ìûøü) ïî êîîðäèíàòàì îò áðåãìû +0.45 ìì, ëàòå-
ðàëüíî 2 ìì, íà ãëóáèíó 2.5 ìì â ìîçã âçðîñëûì ìûøàì.
Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ñëåäóþùåé ïàíåëè àíòèòåë: ànti-GFP (ìàðêåð
êëåòîê äîíîðà), anti-GFAP (ìàðêåð ãëèàëüíûõ êëåòîê),
anti-NeuN (ìàðêåð çðåëûõ íåéðîíîâ), anti-Ki67 (ìàðêåð
ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê), anti-DCX (ìàðêåð íåçðåëûõ
íåéðîíîâ), anti-TH (ìàðêåð òèðîçèíãèäðîêñèëàçíûõ êëå-
òîê è âîëîêîí). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèêðîôîòîãðàôèé èñïîëü-
çîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìèêðîñêîï Keyence BZ-9000E è
ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîïà Leica
TCS SP5. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ìèêðîîêðóæåíèå
âçðîñëîãî ìîçãà íå èíãèáèðóåò ðàçâèòèå êëåòîê ôåòàëü-
íîé òêàíè êàê ðàííèõ, òàê è ïîçäíèõ ñðîêîâ ðàçâèòèÿ.
Áûëî îáíàðóæåíî óñêîðåíèå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
òðàíñïëàíòàòîâ â àñòðîöèòû (ïî ýêñïðåññèè GFAP) è òîð-
ìîæåíèå äèôôåðåíöèðîâêè â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëå-
íèè. Àíòèòåëà ê GFP (ïîä àêòèíîâûì ïðîìîòîðîì) ÷åòêî
âûÿâëÿëè ñòðóêòóðó äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê, ðàñ-
òóùèå âîëîêíà è îáðàçîâàíèå øèïèêîâ íà äåíäðèòàõ. Íà
30-å ñóò ïîñëå ïåðåñàäêè âûÿâëÿëèñü êëåòêè ñ ìîðôîëî-
ãèåé êàê àñòðîöèòîâ, òàê è íåéðîíîâ. Êëåòêè îò Ý-12 àê-
òèâíî ìèãðèðîâàëè ïî âîëîêîííûì òðàêòàì ñòðèàòóìà,
âäîëü ñîñóäîâ ðåöèïèåíòà, ïîä îáîëî÷êàìè ìîçãà è ïî
ïåðâîìó ñëîþ êîðû ðåöèïèåíòà. Àêòèâíàÿ ìèãðàöèÿ õà-
ðàêòåðíà è äëÿ íà÷àëüíîãî ïåðèîäà íåéðîãåíåçà ïðè íîð-
ìàëüíîì ðàçâèòèè. Ïåðåñàæåííûå êëåòêè îò ýìáðèîíîâ
ðàçíûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ áûëè ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü îá-
øèðíûå ñåòè òîíêèõ àêñîíîâ. Îíè îáðàçîâûâàëè ïëîò-
íóþ ñåòü â ñòðèàòóìå, ðàñïðîñòðàíÿëèñü äî ðîñòðàëüíûõ

îáëàñòåé ôðîíòàëüíîé êîðû, à åäèíè÷íûå ïðîíèêàëè â in-
ternal capsule. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî íà ôåòàëüíûõ êëåòêàõ
îòñóòñòâóþò ðåöåïòîðû ê áëîêàòîðàì àêñîíàëüíîãî ðîñòà
âçðîñëîãî ìîçãà. Êëåòêè, òðàíñïëàíòèðîâàííûå â âèäå
ñóñïåíçèè, îáëàäàëè áîëåå íèçêèìè ïîòåíöèÿìè ê ðîñòó
îòðîñòêîâ, ÷åì êëåòêè îò öåëüíûõ ôðàãìåíòîâ òêàíè, ÷òî,
âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ ïîâðåæäåíèåì êëåòî÷íîé ìåìáðàíû
ïðè äèññîöèàöèè êëåòîê. Íåðâíûå âîëîêíà îò êëåòîê ðå-
öèïèåíòà ïðîíèêàëè â òðàíñïëàíòàò. Òàêèì îáðàçîì,
òðàíñïëàíòèðîâàííûå êëåòêè ôåòàëüíîé òêàíè äèôôå-
ðåíöèðîâàëèñü è ðàñïðîñòðàíÿëè îáøèðíûå ñåòè àêñîíîâ
â çðåëîé òêàíè ìîçãà ðåöèïèåíòà. Ìèêðîîêðóæåíèå
âçðîñëîãî ìîçãà, êîòîðîå ïðèíÿòî ñ÷èòàòü èíãèáèðóþ-
ùèì, ïîääåðæèâàëî ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà êëåòîê
òðàíñïëàíòàòîâ, íåîáõîäèìûå äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè è
ðîñòà àêñîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-31117).
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Â ðàáîòå áûëà èññëåäîâàíà çàâèñèìîñòü êèíåòèêè
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê Vero îò ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ), èõ
äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè è àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðà-
ùåíèÿ. Â êà÷åñòâå èíãèáèðîâ àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðàùå-
íèÿ èñïîëüçîâàëè áëåááèñòàòèí è Y27632. Èíãèáèòîðàìè
ÌÒ ñëóæèëè âûñîêèå äîçû íîêîäàçîëà èëè ñî÷åòàíèå
íàíîìîëÿðíûõ äîç íîêîäàçîëà è òàêñîëà (äëÿ ïîäàâëåíèÿ
äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ÌÒ). Êëåòêè íà÷èíà-
þò ðàñïëàñòûâàíèå àñèíõðîííî, â ñðåäíåì ÷åðåç 7.2 ±
± 3.5 ìèí ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ êëåòêè ê ñóáñòðàòó. Êèíå-
òèêà ðàñïëàñòûâàíèÿ êàæäîé êëåòêè íåëèíåéíà, óâåëè÷å-
íèå ïëîùàäè â ïåðâûå 10 ìèí ñîñòàâëÿåò 72.69 ±
± 10.01 ìêì2/ìèí, íà îòðåçêå 10—60 ìèí — 9.30 ±
± 1.43 ìêì2/ìèí. Çà ýòî âðåìÿ êëåòêè óâåëè÷èâàþò îòíî-
ñèòåëüíóþ ïëîùàäü â 6.64 ± 0.35 ðàçà, è 2/3 óâåëè÷åíèÿ
ïëîùàäè ïðèõîäèòñÿ íà ïåðâûå 10 ìèí. Íà÷àëüíîå ðàñ-
ïëàñòûâàíèå êëåòîê â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ìèîçèíà
â öåëîì ïîõîæå íà ðàñïëàñòûâàíèå â íîðìå. Ïåðèîä îò
ïðèêðåïëåíèÿ êëåòêè äî íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ ñîñòàâ-
ëÿåò 7.5 ± 4.5 (áëåááèñòàòèí) è 10.5 ± 4.2 (Y27362) ìèí.
Êèíåòèêà ðàñïëàñòûâàíèÿ îñòàåòñÿ íåëèíåéíîé: â ïåðâûå
10 ìèí êëåòêè ðàñïëàñòûâàþòñÿ ñî ñêîðîñòüþ 51.87 ±
± 6.52 (áëåááèñòàòèí) è 39.04 ± 4.94 (Y27362) ìêì2/ìèí.
Íà îòðåçêå 10—60 ìèí ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ ïàäàåò
äî 9.60 ± 1.73 ìêì2/ìèí äëÿ áëåááèñòàòèíà è 9.53 ± 0.91
äëÿ Y27632. Îòíîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü êëåòîê ê êîíöó
1-ãî ÷ äîñòèãàåò çíà÷åíèé, áëèçêèõ ê íîðìå. Äåïîëèìåðè-
çàöèÿ ÌÒ èëè ïîäàâëåíèå èõ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíî-
ñòè ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ âðåìåíè îò ïðèêðåïëåíèÿ
êëåòêè äî íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ è ê çíà÷èòåëüíîìó óìå-
íüøåíèþ ñêîðîñòè íà÷àëüíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ïåðèîä
îæèäàíèÿ ñîñòàâëÿåò 32 ± 25 ìèí ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ è
ìîæåò äîñòèãàòü 6 ÷ ïðè ïîëíîé äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ
(ñðåäíåå âðåìÿ 80 ± 113 ìèí). Â òàêèõ êëåòêàõ â òå÷åíèå
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ïåðâûõ 10 ìèí ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ â ñðåäíåì â
5 ðàç íèæå íîðìû â óñëîâèÿõ ñòàáèëèçàöèè ÌÒ è â 10 ðàç
íèæå íîðìû ïðè ïîëíîé ðàçáîðêå ÌÒ. Â äàëüíåéøåì
ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðîäîëæàåò ñíèæàòüñÿ è íà îò-
ðåçêå 10—60 ìèí ñîñòàâëÿåò 4.64 ± 0.82 ìêì2/ìèí â óñëî-
âèÿõ ñòàáèëèçàöèè è 2.35 ± 0.43 â óñëîâèÿõ ðàçáîðêè ÌÒ.
Ê êîíöó1-ãî ÷ êëåòêè äîñòèãàþò ïëîùàäè 1/3—2/3 îò
íîðìàëüíûõ çíà÷åíèé. Ïðè èíãèáèðîâàíèè ìèîçèíà â
êëåòêàõ, ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ â óñëîâèÿõ ñòàáèëèçàöèè
ÌÒ, ñîõðàíÿåòñÿ çàäåðæêà íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ, õàðàê-
òåðíàÿ äëÿ êëåòîê ñî ñòàáèëèçèðîâàííûìè ÌÒ. Ñêîðîñòü
ðàñïëàñòûâàíèÿ â ïåðâûå 10 ìèí ñîñòàâëÿåò 56.54 ±
± 7.62 ìêì2/ìèí äëÿ áëåááèñòàòèíà è 30.84 ± 4.95 äëÿ
Y27362, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò çíà÷åíèÿì äëÿ êëåòîê, îáðàáî-
òàííûõ òîëüêî èíãèáèòîðàìè ìèîçèíà. Ê êîíöó ÷àñà îò-
íîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü êëåòîê äîñòèãàåò 5.53 ± 0.33 è
5.23 ± 0.33. Èíãèáèðîâàíèå ìèîçèíà â êëåòêàõ, ðàñïëàñ-
òûâàþùèõñÿ â óñëîâèÿõ ïîëíîé ðàçáîðêè ÌÒ, óìåíüøàåò
çàäåðæêó íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ äî 54.75 ± 37.5 ìèí
(áëåááèñòàòèí) è 28.27 ± 19.13 (Y27632) è âîññòàíàâëèâà-
åò çíà÷åíèÿ ñêîðîñòè íà 10 ìèí, áëèçêèå ê çíà÷åíèÿì äëÿ
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ òîëüêî èíãèáèòîðàìè ìèîçèíà. ×å-
ðåç 60 ìèí îòíîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ
â 4.48 ± 0.30 è 4.57 ± 0.40 ðàçà (áëåááèñòàòèí è Y27362
ñîîòâåòñòâåííî). Òàêèì îáðàçîì, ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê
ñîñòîèò èç íåñêîëüêèõ ýòàïîâ, è íà÷àëüíûå ýòàïû ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê Vero çàâèñÿò îò íàëè÷èÿ äèíàìè÷-
íûõ ÌÒ è ïðàêòè÷åñêè íå ðåãóëèðóþòñÿ ìèîçèíîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 3-04-40189-Í).
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Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïðîöåñ-
ñàõ îðãàíèçàöèè ôîðìû êëåòêè. Èíãèáèòîðû, âëèÿþùèå
íà äèíàìè÷åñêóþ íåñòàáèëüíîñòü ÌÒ, çàòðóäíÿþò êëå-
òî÷íóþ ïîäâèæíîñòü è áëîêèðóþò êëåòî÷íîå äåëåíèå.
Â äàííîé ðàáîòå ïðîâåäåíà êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ïàðà-
ìåòðîâ ðîñòà ïëþñ-êîíöîâ ÌÒ ïîä äåéñòâèåì àíòèìèê-
ðîòðóáî÷êîâûõ ÿäîâ — íîêîäàçîëà, òàêñîëà è âèíîðåëü-
áèíà. Â ýêñïåðèìåíòå àíàëèçèðîâàëè ôèáðîáëàñòû ëèíèè
3Ò3, òðàíñôèöèðîâàííûå EB3-RFP, äî âîçäåéñòâèÿ èí-
ãèáèòîðîâ è òå æå êëåòêè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
(5—8 êëåòîê â ãðóïïå). Äëèíû òðåêîâ ïëþñ-êîíöåâûõ
êîìïëåêñîâ («êîìåò») èçìåðÿëè ïî èçîáðàæåíèþ ìàêñè-
ìàëüíûõ èíòåíñèâíîñòåé çà 100 ñ. Â êëåòêàõ 3Ò3 ñðåäíÿÿ
äëèíà òðåêîâ áûëà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ðàäèóñà êëåòêè.
Áîëüøèíñòâî òðåêîâ ïîäõîäèò ê êðàþ, èõ äëèíà ñîñòàâè-
ëà 5.02 ± 0.16 ìêì (N = 389), â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè òðå-
êè ñëåãêà äëèííåå — 5.79 ± 0.19 ìêì (N = 335). Íàèáîëåå
äëèííûå òðåêè ðàñïîëàãàþòñÿ öåíòðîáåæíî âäîëü äëèí-
íîé îñè êëåòêè â ëàìåëëå, íî ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòî-
ðîâ ÌÒ â êîíöåíòðàöèè âûøå ïîðîãîâîé ýòà ïîïóëÿöèÿ
òðåêîâ íå âûÿâëÿåòñÿ. Äîáàâëåíèå âèíîðåëüáèíà â êîí-

öåíòðàöèÿõ 1 è 5 íÌ íå îêàçàëî âèäèìîãî ýôôåêòà íà
ðàñïðåäåëåíèå è äëèíó òðåêîâ, íî â êîíöåíòðàöèè 10 íÌ
âèíîðåëüáèí íåñêîëüêî óìåíüøàåò ÷èñëî è äëèíó êîìåò,
ïðîòÿæåííûå òðåêè íå âûÿâëÿþòñÿ. EB3 â ýòèõ óñëîâèÿõ
÷àñòè÷íî ñîõðàíÿåò ñâÿçü ñ ïðîòÿæåííûìè ó÷àñòêàìè ÌÒ
èëè îáðàçóåò ìàëîïîäâèæíûå îêðóãëûå àãëîìåðàöèè äèà-
ìåòðîì íåìíîãî ìåíüøå 1 ìêì. Â âèíîðåëüáèíå (100 íÌ
èëè 1 ìêÌ) òðåêè êîìåò íå ïðîñëåæèâàþòñÿ, ÷èñëî àãëî-
ìåðàöèé ðàñòåò. Íîêîäàçîë â êîíöåíòðàöèè 10 íÌ íå îêà-
çûâàåò âèäèìîãî âëèÿíèÿ íà ÌÒ, à â êîíöåíòðàöèè
100 íÌ âûçûâàåò óìåíüøåíèå ïëîòíîñòè òðåêîâ íà êðàþ
êëåòêè è â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, èõ äëèíà óìåíüøàåòñÿ
â 1.5—2 ðàçà. Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè äî 800 íÌ ïðè-
âîäèò ê ðåçêîìó óìåíüøåíèþ ïëîòíîñòè è äëèíû òðåêîâ,
êîëè÷åñòâà è äëèíû êîìåò, ïîÿâëåíèþ àãëîìåðàöèé EB3,
êîòîðûå ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî öèòîïëàçìå.
Â îòëè÷èå îò äâóõ äðóãèõ èíãèáèòîðîâ äåéñòâèå òàêñîëà
â êîíöåíòðàöèÿõ 100 è 800 íÌ ïðèâîäèëî íå ê óìåíüøå-
íèþ ÷èñëà òðåêîâ, à òîëüêî ê èõ ïåðåðàñïðåäåëåíèþ: â
öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè ïëîòíîñòü òðåêîâ óìåíüøà-
ëàñü, à íà êðàþ ëàìåëëû óâåëè÷èâàëàñü. Òðåêè óêîðà÷è-
âàþòñÿ â îáåèõ äîçàõ ïðèìåðíî â 1.5 ðàçà. Äëèíà êîìåò
òàêæå óìåíüøèëàñü â îáåèõ ãðóïïàõ. Òàêèì îáðàçîì, âè-
íîðåëüáèí ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿåò äèíàìèêó ÌÒ, ïîðîãî-
âàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýòîãî öèòîñòàòèêà ñîñòàâëÿåò îêîëî
10 íÌ, íîêîäàçîë äåéñòâóåò ñõîäíûì îáðàçîì, íî ìåíåå
ýôôåêòèâíî, ÷åì âèíîðåëüáèí, à òàêñîë äàæå â êîíöåíò-
ðàöèè 800 íÌ, êîòîðàÿ çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ìèòîñòà-
òè÷åñêóþ, íå ñòàáèëèçèðóåò ÌÒ ïîëíîñòüþ. Ïðåäëîæåí-
íûé ìåòîä îöåíêè âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ ïîêàçûâàåò
âûñîêóþ ñõîäèìîñòü èçìåðÿåìûõ çíà÷åíèé äëèí òðåêîâ
ìåæäó îòäåëüíûìè êëåòêàìè è ïîçâîëÿåò êîëè÷åñòâåííî
îöåíèâàòü ñòåïåíü ýôôåêòà íèçêèõ äîç èíãèáèòîðîâ íà
äèíàìèêó ÌÒ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-40189-Í).
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Ïåðåâèâàåìàÿ àñöèòíàÿ ãåïàòîìà Çàéäåëà áûëà èíäó-
öèðîâàíà ó êðûñ áîëåå 50 ëåò íàçàä ñ ïîìîùüþ ãåïàòî-
êàíöåðîãåíà 4-äèìåòèëàìèíîàçîáåíçîëà (Çàéäåëà, 1963).
Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî àñöèòíàÿ ôîðìà ãåïàòîìû ÿâëÿ-
åòñÿ ýòàïîì ìåòàñòàòè÷åñêîãî êàñêàäà íà ïóòè äèññå-
ìèíàöèè îïóõîëè â îðãàíèçìå è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
àäåêâàòíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ îïóõîëåâîé
ïðîãðåññèè è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Ðàíåå ñ ïîìîùüþ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà â ñîñòàâå íàðóæíûõ
ìåìáðàí êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà íàìè áûëè
âûÿâëåíû è èäåíòèôèöèðîâàíû íåêîòîðûå îïóõîëåàññî-
öèèðîâàííûå àíòèãåíû, â ÷èñëå êîòîðûõ ìàðêåð ñòâîëî-
âûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ïå÷åíè — àäãåçèîííàÿ ìîëå-
êóëà ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê EpCAM (Òåðþêîâà è äð.,
2010). Ìåìáðàííûé ãëèêîïðîòåèä EpCAM, èìåþùèé
ìîë. ìàññó 32—42 êÄà, ñîñòîèò èç ýêòîäîìåíà EpEX,
òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà è Ñ-òåðìèíàëüíîãî ýíäîäîìå-
íà EpICD ñ ìîë. ìàññîé 6 êÄà. Â áîëüøèíñòâå íîðìàëü-
íûõ ýïèòåëèàëüíûõ òêàíåé ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü EpCAM
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ñâîäèòñÿ òîëüêî ê ìåæêëåòî÷íîé ãîìîòèïè÷åñêîé àäãå-
çèè. Îäíàêî â îïóõîëÿõ ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â
ðåçóëüòàòå ðåãóëèðóåìîãî âíóòðèìåìáðàííîãî ïðîòåîëè-
çà äîìåí EpEX âûñâîáîæäàåòñÿ â ìåæêëåòî÷íóþ ñðåäó, à
äîìåí EpICD — â öèòîïëàçìó, îòêóäà â êîìïëåêñå ñ
FHL2, áåòà-êàòåíèíîì è Lef-1 ïåðåìåùàåòñÿ â ÿäðî è ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ÄÍÊ äëÿ íåïîñðåäñòâåííîãî ó÷àñòèÿ â ðåãóëÿ-
öèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ðåïðîãðàììèðóþùèõ ôàêòîðîâ
c-Myc, Oct4, Nanog è Sox2 (Munz et al., 2009; Huang et al.,
2011; Lin et al., 2012). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîáûòèé, êîòî-
ðàÿ íà÷èíàåòñÿ ñ ðàñùåïëåíèÿ EpCAM, ïîëó÷èëà íàçâà-
íèå EpCAM-ñèãíàëüíîãî ïóòè. Èçâåñòíî, ÷òî ñèíòåç Ep-
CAM îñóùåñòâëÿåòñÿ â íîðìàëüíûõ íèçêîäèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ ãåïàöèòàðíîãî ðÿäà — ãåïàòîáëàñòàõ è
îâàëüíûõ êëåòêàõ — è ïðåêðàùàåòñÿ â çðåëûõ ãåïàòîöè-
òàõ (Schmelzer et al., 2006). Â êëåòêàõ ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ
êàðöèíîì ýêñïðåññèÿ EpCAM ðåãóëèðóåòñÿ àêòèâíîñòüþ
Wnt-beta-êàòåíèíîâîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè, íåïîñðåäñòâåí-
íîé ìèøåíüþ êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ãåí EpCAM (Yamashita
et al., 2007), îäíàêî êëåòêè íåêîòîðûõ ïå÷åíî÷íîêëåòî÷-
íûõ êàðöèíîì, òàê æå êàê ïî÷å÷íîêëåòî÷íûõ êàðöèíîì,
óðîãåíèòàëüíûõ îïóõîëåé è ïëîñêîêëåòî÷íîãî ðàêà
êîæè, îêàçûâàþòñÿ EpCAM-íåãàòèâíûìè (Spizzo et al.,
2011). Çàäà÷åé íàøåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ýêñ-
ïðåññèè EpCAM â êëåòêàõ ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû
Çàéäåëà è åå êëîíàõ — êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ñ ïðèçíàêàìè
îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê. Ñ ïîìî-
ùüþ èììóíîáëîòèíãà ìû îïðåäåëèëè, ÷òî â ëèçàòàõ âñåõ
êëåòîê ïðèñóòñòâîâàë êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé 32 êÄà,
ñâÿçûâàþùèé ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê äîìåíó EpICD
(A-20, Santa Cruz). Äëÿ âûÿâëåíèÿ êëåòî÷íîé ëîêàëèçà-
öèè EpICD ìû âûðàùèâàëè êëåòêè íà ïîêðîâíûõ ñòåê-
ëàõ, ôèêñèðîâàëè ïàðàôîðìàëüäåãèäîì è ïåðìåàáèëèçè-
ðîâàëè Òðèòîíîì Õ-100 èëè ñàïîíèíîì, ïîñëå ÷åãî îáðà-
áàòûâàëè àíòèòåëàìè ê äîìåíó EpICD è âòîðè÷íûìè
àíòèòåëàìè ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé. Ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ìû âïåðâûå çàðåãèñòðèðîâàëè
ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ ýíäîäîìåíà EpCAM äëÿ êëåòîê
âñåõ ëèíèé. Äîìåí EpICD êîíöåíòðèðîâàëñÿ êëàñòåðàìè
âîêðóã ÿäðûøêîâûõ çîí, ÷òî, î÷åâèäíî, îòðàæàåò åãî ó÷à-
ñòèå â ïðîöåññàõ òðàíñêðèïöèè è ïîääåðæàíèè íèçêî-
äèôôåðåíöèðîâàííîãî ñòàòóñà êëåòîê. Â êëåòêàõ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ìèòîçå, ñõîäíûå ïî ðàçìåðó êëàñòåðû EpICD
îïðåäåëÿëèñü òîëüêî âíå õðîìàòèíà â öèòîçîëå. Ïðè ïðî-
âåäåíèè ýëåêòðîôîðåçà êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ êîðîòêèå ìî-
ëåêóëû EpICD, ïî-âèäèìîìó, ìèãðèðîâàëè â íèçêîìîëå-
êóëÿðíóþ ÷àñòü ãåëÿ, âñëåäñòâèå ÷åãî è íå âûÿâëÿëèñü íà
èììóíîáëîòå. Â ñëåäóþùåé ðàáîòå ìû èññëåäóåì ýêñ-
ïðåññèþ EpCAM â êëåòêàõ ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóð, îòëè-
÷àþùèõñÿ îò ìîíîñëîéíûõ ïî ñïîñîáó ðîñòà, àäãåçèâíûì
ñâîéñòâàì, àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç è
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè.
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Âíóòðèêëåòî÷íûå ãðàäèåíòû ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë çà-
äàþò íàïðàâëåíèå è ñòèìóëèðóþò ìèãðàöèþ êëåòîê. Ôîñ-
ôàòèäèëèíîçèòîëòðèñôîñôàò (PIP3), îáðàçóåìûé PI3-êè-
íàçîé, ñëóæèò ãëàâíîé òàêîé ìîëåêóëîé ïðè õåìîòàêñèñå.
Îí ìàðêèðóåò ïåðåäíèé êðàé êëåòêè, ó÷àñòâóÿ â àêòèâà-
öèè ÃÒÔàçû Rac — êëþ÷åâîãî àêòèâàòîðà äèíàìèêè àê-
òèíà â ëèäèðóþùåé ëàìåëëå. Îäíàêî âñå ìåõàíèçìû äåé-
ñòâèÿ PIP3, òàê æå êàê è äðóãèå ðåãóëÿòîðû íàïðàâëåííîé
ìèãðàöèè, äî êîíöà íåèçâåñòíû. Ïåðîêñèä âîäîðîäà
(Í2Î2) îáðàçóåòñÿ â êëåòêå ÍÀÄÔÍ-çàâèñèìûìè îêñèäà-
çàìè NOX è äâîéíûìè îêñèäàçàìè DuOX, êîòîðûå ÷àñòî
èñïîëüçóþò Rac êàê àêòèâàòîð. Í2Î2 äåéñòâóåò ëîêàëüíî
è â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ êàê âòîðè÷íûé ïîñðåäíèê, êðàò-
êîâðåìåííî àêòèâèðóÿ òèðîçèíîâûå êèíàçû ñåìåéñòâà Src
è âûêëþ÷àÿ òèðîçèíîâûå ôîñôàòàçû. Òàê, Í2Î2 ïîääåð-
æèâàåò àêòèâíîñòü òèðîçèíêèíàçíûõ ñèãíàëüíûõ êàñêà-
äîâ ïðè àêòèâàöèè êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ. Èçâåñòíî, ÷òî
Í2Î2 êàêèì-òî îáðàçîì ó÷àñòâóåò â õåìîòàêñèñå ëåéêîöè-
òîâ è ìèãðàöèè ôèáðîáëàñòîâ, íî ïîëíîñòüþ ìåõàíèçì
åãî äåéñòâèÿ íå âûÿñíåí. Èñïîëüçóÿ âíóòðèêëåòî÷íûé
ñåíñîð Í2Î2, ìû ðàíåå îáíàðóæèëè, ÷òî Í2Î2 íàêàïëèâà-
åòñÿ â ëèäèðóþùåé ëàìåëëå ìèãðèðóþùèõ 3Ò3-ôèáðîá-
ëàñòîâ è ôîðìèðóåò âíóòðèêëåòî÷íûå ãðàäèåíòû, çàâèñÿ-
ùèå îò PIP3 è ñîâïàäàþùèå ñ íàïðàâëåíèåì äâèæåíèÿ.
Íàðóøåíèå ãðàäèåíòîâ Í2Î2 òîðìîçèëî äâèæåíèå ôèá-
ðîáëàñòîâ, íî íè âëèÿíèå Í2Î2 íà äèíàìèêó ñóáêëåòî÷-
íûõ ñòðóêòóð, íè ìèøåíè Í2Î2 îïðåäåëåíû íå áûëè. ×òî-
áû îòâåòèòü íà ýòè âîïðîñû, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè äèíà-
ìèêó Í2Î2 è ïåðåäíåãî êðàÿ ìèãðèðóþùèõ êëåòîê è
ïðîâåëè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèþ NOX/DuOX äëÿ îöåíêè
PDGF-çàâèñèìîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÐÊÂ/Akt êàê ðåïîð-
òåðà àêòèâíîñòè PI3-êèíàçíîãî ìîäóëÿ. Îäíîâðåìåííûé
àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ Í2Î2 è äèíàìèêè ïåðåäíåãî êðàÿ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êèìîãðàìì ñâîáîäíî äâèæóùèõñÿ
ôèáðîáëàñòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ñåíñîð ê Í2Î2 HyPer,
ñëèòûé ê ÐÍ-äîìåíîì êèíàçû Btk (PIPSHOW). Ìû îáíà-
ðóæèëè ÷åòêóþ êîððåëÿöèþ ìåæäó ïðèìåìáðàííûì óðîâ-
íåì Í2Î2 è ñêîðîñòüþ ðîñòà ïðîòðóçèé. Âûêëþ÷åíèå ýêñ-
ïðåññèè DuOX2 ñ ïîìîùüþ si-RNA èëè îáðàáîòêà êàòà-
ëàçîé ñíèæàëè âíóòðèêëåòî÷íûå ãðàäèåíòû Í2Î2 è ñêî-
ðîñòü äâèæåíèÿ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, èìåííî Í2Î2, à
íå ïðåäøåñòâóþùèå åìó àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà óâå-
ëè÷èâàåò ñêîðîñòü äâèæåíèÿ êëåòîê çà ñ÷åò óñêîðåíèÿ ðî-
ñòà ëèäèðóþùèõ ïðîòðóçèé. Îáðàáîòêà si-RNA âåëà ê
ñíèæåíèþ óðîâíÿ ìÐÍÊ è ýêñïðåññèè DuOX2 â 3—4 ðàçà.
Ïðè ýòîì PDGF òåðÿë ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü ìèãðà-
öèþ ôèáðîáëàñòîâ è àêòèâèðîâàòü ôîñôîðèëèðîâàíèå
PKB/Akt — êîíå÷íîé ìèøåíè PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà,
÷åãî íå ïðîèñõîäèëî ïðè îáðàáîòêå êëåòîê íåñìûñëîâîé
si-RNA. Â ñîâîêóïíîñòè íàøè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî Í2Î2 óñêîðÿåò äâèæåíèå ôèáðîáëàñòîâ, àê-
òèâèðóÿ PI3-êèíàçíûé êàñêàä íà ïåðåäíåì êðàå, äèíàìèêó
àêòèíà è ïðîòðóçèîííóþ àêòèâíîñòü. Òîò ôàêò, ÷òî ãðàäè-
åíòû Í2Î2 çàâèñÿò îò ãðàäèåíòîâ PIP3, íî íå íàîáîðîò,
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ìèøåíüþ Í2Î2 ÿâëÿåòñÿ íèæåñòîÿ-
ùèé êîìïîíåíò PI3-êèíàçíîãî ìîäóëÿ èëè ñàìà ÐÊÂ/Akt.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÏÎËÈÌÅÐÈÇÀÖÈÈ ÐÀÑÒÂÎÐÎÂ ÀÒÐ-G-
ÀÊÒÈÍÀ È ÌÅÑÒÀ ÏÐÎ×ÍÎÃÎ ÑÂßÇÛÂÀÍÈß ÄÈ-
ÊÀÒÈÎÍÀ ÌÀÃÍÈß (Mg2+). © Â. Í. Óìåöêàÿ. Èíñòèòóò
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Èçâåñòíî, ÷òî ìåõàíèçì ïîëèìåðèçàöèè è ðåãóëÿöèè
ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà îòâåòñòâåí çà ïðèðîäó äèíàìèêè

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 659



öèòîñêåëåòà. Èçìåíåíèå îðãàíèçàöèè ôèëàìåíòà F-àêòè-
íà âûçûâàåò èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê. Â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ðàññìîòðåí ìåõàíèçì ïðåâðàùåíèÿ ÀÒÐ-G-àêòèíà â
F-àêòèí â Mg2+-ñîäåðæàùèõ ðàñòâîðàõ, â ÷àñòíîñòè ðîëü
ãèäðîëèçà ÀÒÐ, ñâÿçàííîé â àêòèâíîì öåíòðå G-àêòèíà, â
ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ ôèëàìåíòàðíîãî àêòèíà â ýòèõ
óñëîâèÿõ. Ïåðå÷èñëåííûå âîïðîñû ê íàñòîÿùåìó âðåìå-
íè äî êîíöà íå èçó÷åíû. Äî êîíöà íåèçâåñòíî ìåñòî ïðè-
ñîåäèíåíèÿ äèêàòèîíîâ ìåòàëëîâ â ÀÒÐ-G-àêòèíå, íåÿñåí
ìåõàíèçì ãèäðîëèçà ÀÒÐ, à òàêæå ïîðÿäîê ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ôóíêöèé ãèäðîëèçà è ïîëèìåðèçàöèè â ðàñ-
òâîðàõ àêòèíà è â êëåòêå. Ýòè âîïðîñû ëåæàò â îñíîâå
ìíîãèõ ñîâðåìåííûõ èññëåäîâàíèé. Íàìè ïîêàçàíî ñ ïî-
ìîùüþ ÓÔ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ, ÷òî â ðåçóëüòàòå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ Mg2+ ïðîèñõîäèò ãèäðîëèç ÀÒÐ, ñâÿçàííîé
ñ G-àêòèíîì â åãî àêòèâíîì öåíòðå ñ îáðàçîâàíèåì
ÀÒÐ-G-àêòèíà, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íà÷àëüíûì øàãîì ïåðåõîäà â
F-àêòèí. Â äàííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîâ ïðîòîííî-
ãî ÿäåðíîãî ìàãíèòíîãî ðåçîíàíñà (ßÌÐ) áûëè èçó÷åíû
òå æå îáðàçöû ÀÒÐ-G-àêòèíà, à òàêæå Mg2+ ATP-G-àêòèíà
â D2O äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìåñòà ïðî÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ äèêà-
òèîíà ìàãíèÿ, óñëîâèé ãèäðîëèçà ÀÒÐ è ïîëèìåðèçàöèè
àêòèíà. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî Mg2+ îáðàçóåò êîìïëåêñ ñ
ÀÒÐ è åãî îêðóæåíèåì â áåëêå. Ïðè ýòîì ñîçäàþòñÿ óñëî-
âèÿ äëÿ ãèäðîëèçà ÀÒÐ â àêòèâíîì öåíòðå G-àêòèíà ñ îá-
ðàçîâàíèåì ÀÒÐ-G-àêòèíà. Ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ïðîèñõî-
äèò íàêîïëåíèå ÀÒÐ-G-àêòèíà, êîòîðûé ïî äîñòèæåíèè
êðèòè÷åñêîé âåëè÷èíû ïåðåõîäèò â F-àêòèí. Ýòîò ïåðå-
õîä êîîïåðàòèâíî çàâèñèò îò âðåìåíè. Âûâîäû ñäåëàíû
íà îñíîâå ðàññìîòðåíèÿ õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ ïðîòîíîâ â
îáëàñòè àäåíèíîâîãî êîëüöà ÀÒÐ. Îáíàðóæåíû ðàçëè÷èå
ïîëîæåíèÿ ðåçîíàíñîâ ïðîòîíîâ ïðè C2 è C8 àäåíèíà ÀÒÐ
â êîìïëåêñå ñ G-àêòèíîì â D2O, ñìåùåíèå ïîëîñ è ðàñ-
ùåïëåíèå ïîëîñû ðåçîíàíñà ïðîòîíà ïðè C8 íà äâå ïîëî-
ñû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ñóùåñòâîâàíèè â ðàñòâîðå àê-
òèíà â äâóõ ôîðìàõ Mg2+ ATP-G-àêòèíà è AÒP-F-àêòèíà.
Èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ ñèãíàëîâ ïðîòîííîãî ßÌÐ-ñïåê-
òðà àäåíèíà ÿâëÿåòñÿ äîêàçàòåëüñòâîì áëèçîñòè êàê Mg2+,
òàê è PO3-ãðóïï òðèôîñôàòíîé ñâÿçè, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü
äîêàçûâàåò íåëèíåéíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ PO3-ãðóïï òðè-
ôîñôàòíîé öåïè ATP ïðè ñîîòâåòñòâóþùåì óãëå ãëèêî-
çèäíîé ñâÿçè. Ýòà ìîäåëü ïðîñòðàíñòâåííîãî ñòðîåíèÿ
ATP áûëà ïðåäëîæåíà ðàíåå íà îñíîâå ðàññìîòðåíèÿ
ñïåêòðîâ ñâîáîäíîé ATP â ðàñòâîðå è ïîäòâåðæäåíà íà-
ñòîÿùèì èññëåäîâàíèåì äëÿ ñòðóêòóðû ATP â ñîñòàâå
G-àêòèíà â åãî àêòèâíîì öåíòðå.
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Ñåðèí-òðåîíèíîâàÿ êèíàçà LOSK (long Ste20-like
kinase) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ çàÿêî-
ðèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê íà öåíòðîñîìå âî âðåìÿ èíòåð-
ôàçû, ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ èõ óïîðÿäî÷åííîãî ðàñïî-
ëîæåíèÿ. Ýòî îáåñïå÷èâàåòñÿ ïóòåì òàðãåòèðîâàíèÿ
äèíàêòèíîâîãî êîìïëåêñà íà öåíòðîñîìó ÷åðåç ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå åãî êîìïîíåíòà — áåëêà p150Glued. Èíãèáèðî-
âàíèå àêòèâíîñòè LOSK ïðèâîäèò ê ïîòåðå äèíàêòèíîì

åãî öåíòðîñîìíîãî ìåñòîïîëîæåíèÿ è õàîòèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê; â òî æå âðåìÿ èìèòèðóþùèé ôîñôîðèëèðîâà-
íèå p150Glued ñïîñîáåí ïîääåðæèâàòü ñâîþ öåíòðîñîìíóþ
ëîêàëèçàöèþ è ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê â
êëåòêàõ.

Èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè LOSK òàêæå íåãàòèâíî
ñêàçûâàåòñÿ è íà ëîêàëèçàöèè íåêîòîðûõ êîìïîíåíòîâ
ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòåðèàëà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî áåëîê
PCM-1, ó÷àñòâóþùèé â îáðàçîâàíèè ïåðâè÷íûõ ðåñíè÷åê
è íåãàòèâíî âëèÿþùèé íà îðãàíèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê
öåíòðîñîìîé, òåðÿåò ñâîå íîðìàëüíîå ìåñòîïîëîæåíèå è
ðàñïðåäåëÿåòñÿ ïî öèòîïëàçìå êëåòîê. Îêàçûâàåòñÿ, ÷òî
ïîääåðæàíèå ëîêàëèçàöèè PCM-1 íå çàâèñèò îò ìåñòîïî-
ëîæåíèÿ äèíàêòèíà: â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èñêóññòâåííîìó
òàðãåòèðîâàíèþ p150Glued íà àïïàðàò Ãîëüäæè èëè íà
öåíòðîñîìó ìû îáíàðóæèëè ñîîòâåòñòâóþùåå ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèå êîìïîíåíòîâ äèíàêòèíîâîãî êîìïëåêñà, íî
íå áåëêà PCM-1. Áîëåå òîãî, ñèíòåç ðåêîìáèíàíòíûõ áåë-
êîâ p150Glued ñàì ïî ñåáå â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðèâîäèë
ê äèñïåðãèðîâàíèþ PCM-1 ïî öèòîïëàçìå êëåòîê. Ýòîò
ýôôåêò, âåðîÿòíî, áûë îïîñðåäîâàí èíãèáèðîâàíèåì àê-
òèâíîñòè äèíåèíîâîãî òðàíñïîðòà çà ñ÷åò íàëè÷èÿ â ìî-
ëåêóëå p150Glued CC1-ó÷àñòêà, íåãàòèâíî âëèÿþùèì íà
òðàíñïîðòíûå ôóíêöèè äèíåèíà, à òàêæå íàðóøåíèåì åñ-
òåñòâåííîé ëîêàëèçàöèè áåëêà p150Glued, ïðåïÿòñòâóþùåé
åìó âûïîëíÿòü òðàíñïîðòíûõ ôóíêöèé â ñîñòàâå äèíàê-
òèíîâîãî êîìïëåêñà. Òàêæå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî èíãèáè-
ðîâàíèå LOSK, âî-ïåðâûõ, íå çàòðàãèâàåò òðàíñïîðòíûõ
ôóíêöèé äèíåèíà (äâèæåíèå ñîäåðæàùèõ áåëîê ERGIC53
âåçèêóë); âî-âòîðûõ, íàðóøàåò âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñ-
ïîðò â äîëãîâðåìåííûõ ñîáûòèÿõ (ñáîðêà àïïàðàòà Ãîëü-
äæè ïðè îòìûâêå áðåôåëäèíà À). Êðîìå òîãî, íàðóøåíèå
ðàäèàëüíîé îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê, íå ñâÿçàííîå ñ
èíãèáèðîâàíèåì äèíåèíîâîãî òðàíñïîðòà (èíãèáèðîâà-
íèå àêòèâíîñòè ïðîòåèíêèíàçû GSK-3beta), ïðèâîäèò ê
òàêîìó æå ýôôåêòó ïîòåðè áåëêîì PCM-1 åãî öåíòðîñîì-
íîãî ìåñòîïîëîæåíèÿ, êàê è â ñëó÷àå èíãèáèðîâàíèÿ àê-
òèâíîñòè LOSK. Ñóììèðóÿ âûøåñêàçàííîå, ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî LOSK îáåñïå÷èâàåò ðàäèàëüíóþ îðãàíèçà-
öèþ ìèêðîòðóáî÷åê, à òà â ñâîþ î÷åðåäü ñïîñîáñòâóåò
ýôôåêòèâíîìó òðàíñïîðòó êîìïîíåíòîâ ïåðèöåíòðèîëÿð-
íîãî ìàòåðèàëà ê öåíòðîñîìå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 15-04-02609-à è 14-04-01729-à).

ÌÅÕÀÍÈÇÌ ÇÀÄÅÐÆÊÈ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ Â
ÔÀÇÅ G2 ÏÐÈ ÏÎÂÛØÅÍÈÈ ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈÈ
ÈÎÍÎÂ ÊÀËÜÖÈß Â ÖÈÒÎÇÎËÅ Ó ÄÐÎÆÆÅÉ HAN-
SENULA POLYMORPHA. © À. Â. Ôîêèíà, À. Â. Êàðãèíîâ,
Ì. Ä. Òåð-Àâàíåñÿí, Ì. Î. Àãàôîíîâ. Èíñòèòóò áèîõèìèè
èì. À. Í. Áàõà ÐÀÍ, Ìîñêâà, a.fokina@gmail.com

Ca2+ ó÷àñòâóåò â ïåðåäà÷å ñèãíàëà âíóòðè êëåòêè â êà-
÷åñòâå âòîðè÷íîãî ìåññåíäæåðà. ×òîáû îñóùåñòâëÿòü ýòó
ôóíêöèþ, Ca2+ íàêàïëèâàåòñÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî,
à åãî êîíöåíòðàöèÿ â öèòîçîëå ïîääåðæèâàåòñÿ íà î÷åíü
íèçêîì óðîâíå. Ó äðîææåé îñíîâíûì äåïî Ca2+ ÿâëÿåòñÿ
âàêóîëü. Ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè íèçêîé êîí-
öåíòðàöèè Ca2+ â öèòîçîëå è åãî íàêîïëåíèè â âàêóîëè
èãðàåò âàêóîëÿðíàÿ Ca2+-ÀÒÔàçà Pmc1. Íàðóøåíèå ãåíà
PMC1 ïðèâîäèò ê íåñïîñîáíîñòè äðîææåé Saccharomyces
cerevisiae ðàñòè â óñëîâèÿõ âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ â
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ñðåäå. Ðàíåå íàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ó äðîææåé Han-
senula polymorpha íàðóøåíèå ýòîãî ãåíà ïîìèìî ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ê âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ ïðèâîäèò òàêæå
ê ïîâûøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äîäåöèëñóëüôàòó íà-
òðèÿ (SDS) â ñðåäå. Íàìè áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû òðè
ãåíà, íàðóøåíèå êîòîðûõ ñíèæàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
SDS ó ìóòàíòà ñ íàðóøåííûì ãåíîì ÐÌÑ1. Îäíèì èç
ýòèõ ãåíîâ áûë ÑÑH1, êîäèðóþùèé ñóáúåäèíèöó êàíàëà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû äëÿ Ca2+, äðóãèì — HOG1, êî-
äèðóþùèé ïðîòåèíêèíàçó, îáåñïå÷èâàþùóþ îòâåò êëåò-
êè íà ãèïåðîñìîòè÷åñêèé øîê, à òðåòüèì — WEE1, êîäè-
ðóþùèé ïðîòåèíêèíàçó, ðåãóëèðóþùóþ ïåðåõîä êëåòî÷-
íîãî öèêëà îò ôàçû G2 ê ìèòîçó. Èíàêòèâàöèÿ ãåíà PMC1
ó øòàììà, êîòîðûé ïðîäóöèðîâàë õèìåðíûé áåëîê, ñî-
äåðæàùèé N-êîíöåâîé ôðàãìåíò Wee1, âûçâàëà íàðóøå-
íèå ìîðôîëîãèè êëåòîê, õàðàêòåðíîå äëÿ çàäåðæêè êëå-
òî÷íîãî öèêëà â ôàçå G2. Ýòî ìîãëî áûòü ñâÿçàíî ñ âûòåñ-
íåíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà Wee1 èç âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ êîìïëåêñîì áåëêîâ Hsl1 è Hsl7, êîòîðûå ñòèìóëèðóþò
åãî äåãðàäàöèþ. Ýòè äàííûå òàêæå ïîçâîëÿëè ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè Ca2+ â öèòîçîëå ïðè
èíàêòèâàöèè âàêóîëÿðíîé ÀÒÔàçû Pmc1 ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê SDS â ðåçóëüòàòå çàäåðæêè
êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G2, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ óâåëè÷åíè-
åì àêòèâíîñòè Wee1 è Hog1. Íàìè áûëè ïðîâåäåíû ýêñ-
ïåðèìåíòû, ðåçóëüòàòû êîòîðûõ ïîäòâåðæäàëè ïðàâèëü-
íîñòü âûäâèíóòûõ ïðåäïîëîæåíèé. Â ÷àñòíîñòè, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî íàðóøåíèå âàêóîëÿðíîé Ca2+-ÀÒÔàçû
Pmc1 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëè-
ðîâàííîé ôîðìû êèíàçû Hog1. Áûëî òàêæå îáíàðóæåíî,
÷òî âëèÿíèå ýêñïðåññèè õèìåðíîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî
N-êîíöåâûå äîìåíû Wee1, íà ìîðôîëîãèþ êëåòîê îáíà-
ðóæèâàåòñÿ òîëüêî ïðè íàëè÷èè àëëåëè WEE1 äèêîãî
òèïà.

ÂËÈßÍÈE ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀ ÄÅÏÎËÈÌÅÐÈÇÀÖÈÈ ÌÈÊ-
ÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ ÏÀÊËÈÒÀÊÑÅËÀ ÍÀ ÌÎÐÔÎÃÅÍÅÇ
ÑÒÂÎÐÊÈ ÄÈÀÒÎÌÎÂÎÉ ÂÎÄÎÐÎÑËÈ SYNEDRA
ACUS SUBSP. RADIANS KÜTZING. © Ê. Â. Õàðèòîíåíêî,
Å. Ä. Áåäîøâèëè. Ëèìíîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò ÑÎ ÐÀÍ,
Èðêóòñê, kani161089@rambler.ru

Ãëàâíàÿ îñîáåííîñòü äèàòîìîâûõ âîäîðîñëåé —
êðåìíèñòûé ïàíöèðü, êîòîðûé ñèíòåçèðóåòñÿ âíóòðè
êëåòêè è ñîñòîèò èç äâóõ ïåðåêðûâàþùèõñÿ ÷àñòåé : ýïè-
òåêè è ãèïîòåêè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ öèòîñêå-
ëåòíûõ èíãèáèòîðîâ áûëè âûÿâëåíû ìíîãî÷èñëåííûå îò-
êëîíåíèÿ â ðàçâèòèè êðåìíèñòûõ ñòâîðîê, óñòàíîâëåíà
ëîêàëèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê è àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
ïðè ìîðôîãåíåçå ñòâîðîê íåñêîëüêèõ âèäîâ ìîðñêèõ äèà-
òîìåé (Cohn et al., 1989; Van de Meene, Pickett-Heaps,
2002, 2004; Tesson, Hildebrand, 2010). Â èññëåäîâàíèè
ìîðôîãåíåçà ïðåñíîâîäíîé äèàòîìîâîé âîäîðîñëè Syned-
ra acus subsp. radians Kützing íàìè áûëè óñòàíîâëåíû ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü è ïðîäîëæèòåëüíîñòü ñòàäèé ìîðôîãå-
íåçà ñòâîðêè â ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðå, à òàêæå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå êîëõèöèíà — èíãèáèòîðà
ïîëèìåðèçàöèè òóáóëèíà — íà îïðåäåëåííûõ ñòàäèÿõ
ìîðôîãåíåçà âûçûâàåò õàðàêòåðíûå äëÿ êàæäîé ñòàäèè
àíîìàëèè ðàçâèòèÿ ñòâîðîê (Kharitonenko et al., 2014).
Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî îïðåäåëèòü âëèÿíèå ïàêëè-
òàêñåëà — èíãèáèòîðà äåïîëèìåðèçàöèè òóáóëèíà — íà
ôîðìèðîâàíèå êðåìíèñòûõ ñòâîðîê S. acus subsp. radians
â ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðå. Ñèíõðîíèçàöèþ êóëüòó-

ðû ïðîâîäèëè ìåòîäîì êðåìíèåâîãî ãîëîäàíèÿ â òåìíîòå
â òå÷åíèå 3 ñóò. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ñèíõðîíèçàöèè â êóëü-
òóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè ìåòàñèëèêàò íàòðèÿ, ÷òîáû
êëåòêè íà÷àëè ôîðìèðîâàíèå ñòâîðêè. Ïàêëèòàêñåë áûë
äîáàâëåí â ñðåäó ÷åðåç 0.5, 1.5, 2.5 è 3.5 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ â ñðåäó êðåìíèÿ. ×åðåç 0.5 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ïàêëè-
òàêñåëà êëåòêè îòìûâàëè ÷èñòîé ñðåäîé è âûðàùèâàëè â
òå÷åíèå 1 ñóò, ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè ýòàíîëîì. Ìåòî-
äîì òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè áûëî
âûäåëåíî íåñêîëüêî òèïîâ íàðóøåíèé â ñòðîåíèè ñòâî-
ðîê: ñìåùåíèå è óòîëùåíèå îñåâîãî ïîëÿ, èçìåíåíèÿ ðàñ-
ïîëîæåíèÿ ðÿäîâ àðåîë, äåôåêòû ôîðìû ñòâîðêè, íàðó-
øåíèÿ ôîðìû àïåêñà, ñìåùåíèå äâóãóáîãî âûðîñòà è íå-
ðàâíîìåðíûå ðàñøèðåíèÿ íåêîòîðûõ ÷àñòåé ñòâîðêè.
Ïðè äîáàâëåíèè ïàêëèòàêñåëà ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îêîí÷à-
íèÿ ñèíõðîíèçàöèè ó 27.5 % ñòâîðîê âñòðå÷àþòñÿ ñìåùå-
íèå è óòîëùåíèå îñåâîãî ïîëÿ. Íà ýòîò æå ýêñïåðèìåíò
ïðèõîäèòñÿ ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ñòâîðîê ñ íåðàâíî-
ìåðíûìè ðàñøèðåíèÿìè íåêîòîðûõ ÷àñòåé ñòâîðêè, ñ íà-
ðóøåíèåì ôîðìû ñòâîðêè è ôîðìû àïåêñà, à òàêæå íàè-
áîëüøåå êîëè÷åñòâî ñòâîðîê ñî ñìåùåíèåì äâóãóáûõ
âûðîñòîâ. Èçìåíåíèå ðåãóëÿðíîñòè (ïàðàëëåëüíîñòè)
ðàñïîëîæåíèÿ ðÿäîâ àðåîë áûëî íàèáîëåå âûðàæåííûì ó
20 % ñòâîðîê ïðè âîçäåéñòâèè ïàêëèòàêñåëà ÷åðåç 1.5 ÷
ïîñëå îêîí÷àíèÿ ñèíõðîíèçàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, äîëÿ ñòâîðîê è õàðàêòåð íàðóøåíèé
èõ ìîðôîëîãèè çàâèñÿò îò ñòàäèè ìîðôîãåíåçà, íà êîòî-
ðîé ïàêëèòàêñåë äîáàâëÿëè â ñðåäó ñ êëåòêàìè. Èíãèáè-
òîð, ïðîíèêàÿ â êëåòêè äèàòîìåé è èíãèáèðóÿ äåïîëèìå-
ðèçàöèþ ÌÒ, íàðóøàåò ìîðôîãåíåç äî÷åðíèõ ñòâîðîê.

ÀÍÀËÈÇ ÌÅÆÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÉ
ÏÐÈ ÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÈÈ ÝÔÔÅÊÒÎÂ ÌÈÊÐÎÃÐÀÂÈ-
ÒÀÖÈÈ. © Ì. Î. Õîòÿíîâè÷, Þ. Ï. Ñòóêà÷, Ä. Ï. Òîêàëü-
÷èê, Æ. À. Ãëàäêîâà. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè Íàöèîíàëüíîé
àêàäåìèè íàóê Áåëàðóñè, Ìèíñê.

Ñóùåñòâóþò ïðîòèâîðå÷èâûå òî÷êè çðåíèÿ íà òî, êàê
âëèÿåò ìîäåëèðîâàíèå ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè íà
ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ â íîðìàëüíûõ è îïóõîëå-
âûõ êëåòêàõ. Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå îñîáåííî-
ñòåé ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé ïðè ìîäåëèðîâàíèè
ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà
îïóõîëåâûõ (ãëèîìà Ñ6 êðûñû) è íåîïóõîëåâûõ (ôèáðî-
áëàñòû ÷åëîâåêà FLv) êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Êëåòêè ãëèî-
ìû Ñ6 êðûñû è ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà FLv (êîíöåíòðà-
öèÿ 2 · 105 êë./ìë) êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ îáúåìîì
25 ìë â ñðåäå F10 ñ äîáàâëåíèåì 10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé
òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 10–4 ìã/ìë ðàñòâîðà ñóëüôàòà ãåí-
òàìèöèíà. Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòà-
öèè èñïîëüçîâàëè êëèíîñòàò UN-KTM2 è òåõíîëîãèþ èç-
ìåíåíèÿ ïîëîæåíèÿ ôëàêîíîâ îòíîñèòåëüíî ãîðèçîíòàëü-
íîé ïëîñêîñòè. Ïîâîðîò ôëàêîíîâ íà 60° îñóùåñòâëÿëè
÷åðåç 40—48 ÷ ïîñëå äîñòèæåíèÿ êîíôëþýíòíîñòè â
70 %. ×åðåç 24 ÷ ìîäåëèðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòà-
öèè íàíîñèëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê èíòåãðèíó â2,
ìå÷åííûå ôëóîðåñöåèíîì (R&D, ÑØÀ), èëè ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ê êàäãåðèíó, ìå÷åííûå èçîòèîöèàíà-
òîì ôëóîðåñöåèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Âèçóàëèçàöèþ
è ôîòîãðàôèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ âèäåîêà-
ìåðû Leica DC 300F ïðè 16-êðàòíîì óâåëè÷åíèè ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà MPV-2 (Leitz, Ãåðìàíèÿ). Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ãèñòîõèìè÷åñêèé èíäåêñ äëÿ êàäãåðèíà â
êëåòêàõ ãëèîìû Ñ6 ñîñòàâèë ÷åðåç 24 ÷ ïðè ðàñïîëîæå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 661



íèè ÷àøåê Ïåòðè â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè 197.8 ±
± 3.4 %, à ïîñëå ïîâîðîòà ñòåêîë íà 60° â ÷àøêàõ Ïåòðè
äîñòèã 138.5 ± 11.8 %. Ãèñòîõèìè÷åñêèé èíäåêñ äëÿ êàä-
ãåðèíà ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà ñîñòàâèë ÷åðåç 24 ÷ íà-
áëþäåíèÿ ïðè ðàñïîëîæåíèè êóëüòóðû êëåòîê FLv â ÷àø-
êàõ Ïåòðè â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè 154.5 ± 10.4 %,
à ïîñëå ïîâîðîòà ñòåêîë íà 60° â ÷àøêàõ Ïåòðè —
197.3 ± 12.5 %. Òàêèì îáðàçîì, â êóëüòóðå êëåòîê ãëèîìû
Ñ6 ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè íà-
áëþäàåòñÿ îñëàáëåíèå ýêñïðåññèè êàäãåðèíà, ÷òî ñîâïà-
äàåò ñ îñëàáëåíèåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê. Â êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ FLv ýêñïðåññèÿ
ìîëåêóë êàäãåðèíà óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ óñè-
ëåíèåì êèíåòèêè ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ. Àíàëî-
ãè÷íàÿ íàïðàâëåííîñòü ýêñïðåññèè ìîëåêóë àäãåçèè âû-
ÿâëåíà â îïûòàõ ñ èçó÷åíèåì ðàñïðåäåëåíèÿ â2-èíòåãðè-
íà. Ãèñòîõèìè÷åñêèé èíäåêñ äëÿ â2-èíòåãðèíà êëåòîê
ãëèîìû Ñ6 ÷åðåç 24 ÷ íàáëþäåíèÿ ïðè ðàñïîëîæåíèè
êóëüòóðû â ÷àøêàõ Ïåòðè â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè
ñîñòàâèë 202.5 ± 11.5 %, à ïîñëå ïîâîðîòà ñòåêîë íà
60° — 122.8 ± 10.5 %. Ãèñòîõèìè÷åñêèé èíäåêñ äëÿ â2-
èíòåãðèíà ôèáðîáëàñòîâ FLv ïðè ðàñïîëîæåíèè êóëüòó-
ðû êëåòîê â ÷àøêàõ Ïåòðè â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè
ñîñòàâèë 150.8 ± 6.1 %, à ïîñëå ïîâîðîòà ñòåêîë íà 60° —
214.3 ± 3.8 %. Òàêèì îáðàçîì, â ïðîâåäåííûõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýôôåêòîâ
ìèêðîãðàâèòàöèè â îïóõîëåâûõ è íåîïóõîëåâûõ êëåòêàõ
ñïåöèôè÷íî òðàíñôîðìèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìîëåêóë àäãå-
çèè: â êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà Flv ýêñïðåññèÿ
êàäãåðèíà è â2-èíòåãðèíà âîçðàñòàåò, à â êëåòêàõ ãëèîìû
Ñ6 êðûñ ñíèæàåòñÿ.
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1 Êàçàíñêèé èíñòèòóò áèîõèìèè è áèîôèçèêè ÊàçÍÖ
ÐÀÍ, venerik87@mail.ru, è 2 Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé)
ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò.

Ãèïåðãîìîöèñòåèíåìèÿ (ÃÖ) — çàáîëåâàíèå, îáó-
ñëîâëåííîå ïîâûøåíèåì óðîâíÿ àìèíîêèñëîòû ãîìîöèñ-
òåèíà, âûçûâàåò óõóäøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ íåðâíîé
ñèñòåìû è ðàçâèòèå ðÿäà íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâà-
íèé. Äàæå íåáîëüøîå âîçðàñòàíèå êîíöåíòðàöèè ãîìîöè-
ñòåèíà â ïëàçìå êðîâè êîððåëèðóåò ñ âîçðàñòíûìè êîãíè-
òèâíûìè íàðóøåíèÿìè, íàáëþäàåòñÿ ó ïàöèåíòîâ ñ áî-
ëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è ïðè ìíîæåñòâåííîì ñêëåðîçå,
ñîïðîâîæäàåò ðàçâèòèå ýïèëåïñèè. Îäèí èç ìåõàíèçìîâ
äåéñòâèÿ ïîâûøåííîãî ñîäåðæàíèÿ ãîìîöèñòåèíà ìîæåò
áûòü ñâÿçàí ñ ïîñëåäñòâèÿìè âûçûâàåìîãî èì îêñèäàòèâ-
íîãî ñòðåññà, îêàçûâàþùåãî âëèÿíèå íà ïðîöåññû ïåðå-
äà÷è èíôîðìàöèè â ñèíàïñàõ êàê öåíòðàëüíîé, òàê è ïå-
ðèôåðè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû. Äëÿ èçó÷åíèÿ õàðàêòåðà
âëèÿíèÿ ïîâûøåííîãî óðîâíÿ ýíäîãåííîãî ãîìîöèñòåèíà
âñëåäñòâèå ðàçâèòèÿ ÃÖ áûëà ñîçäàíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ
ìîäåëü ýòîãî çàáîëåâàíèÿ íà êðûñàõ. Âûñîêèé óðîâåíü
ãîìîöèñòåèíà â êðîâè ñàìîê â ïåðèîä áåðåìåííîñòè ñî-
çäàâàëñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêè
(Arutyunyan et al., 2012) ïóòåì ââåäåíèÿ â ïèòüåâîé ðà-
öèîí êðûñ ìåòèîíèíà â êîíöåíòðàöèè 1 ã íà 1 êã ìàññû
æèâîòíîãî (ñ ó÷åòîì ñóòî÷íîãî ïîòðåáëåíèÿ âîäû). Ðàç-
âèòèå ïîòîìñòâà â ðàìêàõ ñîçäàííîé ìîäåëè ïðîèñõîäè-
ëî â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, èíäóöèðîâàííîãî

ïîâûøåííûì óðîâíåì ãîìîöèñòåèíà â ïëàçìå êðîâè êàê
ñàìêè, òàê è ôîðìèðóþùåãîñÿ ïëîäà. Íàëè÷èå ðàçâèâ-
øåéñÿ ÃÖ êîíòðîëèðîâàëè ïî ñîäåðæàíèþ ãîìîöèñòåèíà
â êðîâè æèâîòíûõ. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ýêñòðàêëåòî÷íîé
ìèêðîýëåêòðîäíîé ðåãèñòðàöèè îöåíèâàëè óðîâåíü ñïîí-
òàííîé è âûçâàííîé êâàíòîâîé ñåêðåöèè àöåòèëõîëèíà, à
òàêæå ñòåïåíü àñèíõðîííîñòè îñâîáîæäåíèÿ êâàíòîâ â
èçîëèðîâàííîì íåðâíî-ìûøå÷íîì ñèíàïñå äèàôðàãìàëü-
íîé ìûøöû íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ ñ ìîäåëüíîé ÃÖ è
ñðàâíèâàëè ýòè ïàðàìåòðû ñ íàáëþäàåìûìè ó æèâîòíûõ
êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Ó êðûñÿò 6- è 10-ñóòî÷íîãî âîçðàñ-
òà èç ýêñïåðèìåíòàëüíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïï èçìåðÿëè
ñðåäíþþ ÷àñòîòó ìèíèàòþðíûõ òîêîâ êîíöåâîé ïëàñòèí-
êè, ñðåäíåå êîëè÷åñòâî êâàíòîâ, îñâîáîæäàþùèõñÿ â îò-
âåò íà íåðâíûé ñòèìóë, îöåíèâàëè ñòåïåíü ñèíõðîííîñòè
âûäåëåíèÿ êâàíòîâ, èçìåðÿÿ èñòèííûå ñèíàïòè÷åñêèå çà-
äåðæêè îäíîêâàíòîâûõ îòâåòîâ è èõ äèñïåðñèþ. Â ñèíàï-
ñàõ 6- è 10-ñóòî÷íûõ êðûñÿò ñ ÃÖ èíòåíñèâíîñòü ñïîí-
òàííîé êâàíòîâîé ñåêðåöèè è êîëè÷åñòâî êâàíòîâ, îñâî-
áîæäàåìûõ â îòâåò íà íåðâíûé ñòèìóë, áûëè çíà÷èìî
âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ ñîîòâåòñòâóþùåãî
âîçðàñòà. Ïðè ýòîì áîëüøåå êîëè÷åñòâî êâàíòîâ â ñèíàï-
ñàõ ñ ÃÖ âûäåëÿëîñü â ïåðèîä ôàçíîé ñèíõðîííîé ñåêðå-
öèè, ÷òî óêàçûâàåò íà áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ñèíõðîí-
íîñòè âûäåëåíèÿ êâàíòîâ â îòëè÷èå îò âûðàæåííîãî
àñèíõðîííîãî âûäåëåíèÿ êâàíòîâ, íàáëþäàåìîãî ó êîíò-
ðîëüíûõ æèâîòíûõ. Êðîìå òîãî, â ñèíàïñàõ ñ ÃÖ íàáëþ-
äàëàñü ìåíüøàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñèíàïñàìè êîíòðîëüíîé
ãðóïïû âåëè÷èíà ìèíèìàëüíîé ñèíàïòè÷åñêîé çàäåðæêè
îäíîêâàíòîâûõ îòâåòîâ, ñîîòâåòñòâóþùàÿ âðåìåíè âûäå-
ëåíèÿ íàèáîëåå áûñòðûõ è ãîòîâûõ ê ñåêðåöèè êâàíòîâ
ìåäèàòîðà. Ñîïîñòàâëåíèå õàðàêòåðèñòèê íåéðîñåêðåòîð-
íîãî ïðîöåññà â ñèíàïñàõ æèâîòíûõ ñ ìîäåëüþ ÃÖ è ó
êîíòðîëüíûõ ïîêàçàëî, ÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýíäîãåí-
íîãî ãîìîöèñòåèíà ïðè ðàçâèòèè ÃÖ âûçûâàåò èçìåíåíèå
ïðîöåññîâ âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè è ïðèâîäèò ê
«âçðîñëåíèþ» ñèíàïñîâ, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â èçìåíåíèè ïà-
ðàìåòðîâ ñåêðåöèè êâàíòîâ àöåòèëõîëèíà, ïðèáëèæàþ-
ùèõñÿ ê õàðàêòåðíûì äëÿ çðåëûõ æèâîòíûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00618).

ÄÂÎÉÍÎÅ ÂËÈßÍÈÅ ÈÎÍÎÂ ÊÀÄÌÈß ÍÀ ÊÂÀÍÒÎ-
ÂÓÞ ÑÅÊÐÅÖÈÞ ÀÖÅÒÈËÕÎËÈÍÀ Â ÍÅÐÂÍÎ-ÌÛ-
ØÅ×ÍÎÌ ÑÎÅÄÈÍÅÍÈÈ ËßÃÓØÊÈ. © À. Í. Öåíöå-
âèöêèé,1, 2 Ý. À. Áóõàðàåâà,1, 2 Å. Å. Íèêîëüñêèé.1, 2 1 Êàçàí-
ñêèé èíñòèòóò áèîõèìèè è áèîôèçèêè ÊàçÍÖ ÐÀÍ,
atsen@list.ru, è 2 Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé
óíèâåðñèòåò.

Èîíû êàäìèÿ, êàê è äðóãèå äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû,
ïîäàâëÿþò îñâîáîæäåíèå ìåäèàòîðà èç ìîòîðíûõ íåðâ-
íûõ îêîí÷àíèé âñëåäñòâèå áëîêèðîâàíèÿ ïîòåíöèàë-
çàâèñèìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ âõîä
èîíîâ êàëüöèÿ â íåðâíóþ òåðìèíàëü è ó÷àñòâóþùèõ â çà-
ïóñêå ïðîöåññà ñåêðåöèè êâàíòîâ àöåòèëõîëèíà (Hagiva-
ra, Byerly, 1981). Âìåñòå ñ òåì äåéñòâèå èîíîâ êàäìèÿ ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ îáðàçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ðàäèêàëîâ, òàêèõ
êàê ñóïåðîêñèä, ãèäðîêñèë-ðàäèêàë, à òàêæå ïåðåêèñü âî-
äîðîäà (Watanabe et al., 2003). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî â íåðâíî-ìûøå÷íîì ñèíàïñå ëÿãóøêè ïåðåêèñü âîäî-
ðîäà ñíèæàëà ÷èñëî êâàíòîâ àöåòèëõîëèíà, âûäåëÿþùèõ-
ñÿ â îòâåò íà íåðâíûé ñòèìóë, à òàêæå èçìåíÿëà ñòåïåíü
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ñèíõðîííîñòè èõ âûäåëåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå
ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ íåðâíîé òåðìèíàëè ñóùåñòâåííî âëèÿ-
åò íà ðàáîòó ñèíàïòè÷åñêîãî àïïàðàòà. Â íàñòîÿùåì
èññëåäîâàíèè ïðîâåðÿëè ãèïîòåçó î âîçìîæíîì îêñè-
äàíòíîì âëèÿíèè èîíîâ êàäìèÿ íà ïàðàìåòðû ñåêðåöèè
êâàíòîâ ÀÕ. Ñ ýòîé öåëüþ â óñëîâèÿõ ñíèæåííîé êîíöåíò-
ðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ â ñðåäå îñóùåñòâëÿëè ýêñòðà-
êëåòî÷íóþ ðåãèñòðàöèþ îäíîêâàíòîâûõ òîêîâ êîíöåâîé
ïëàñòèíêè (ÒÊÏ) â ïðèñóòñòâèè èîíîâ êàäìèÿ â êîíöåíò-
ðàöèÿõ 0.1, 0.5 è 1 ìêÌ, à òàêæå åãî äåéñòâèå ïðè íàëè-
÷èè â ñðåäå àíòèîêñèäàíòà N-àöåòèëöèëöèñòåèíà. Àíàëè-
çèðîâàëè êîëè÷åñòâî êâàíòîâ ìåäèàòîðà, îñâîáîæäàåìûõ
â îòâåò íà íåðâíûé ñòèìóë (êâàíòîâûé ñîñòàâ), è êèíåòè-
êó ñåêðåöèè êâàíòîâ, îöåíèâàÿ ñòåïåíü ôëóêòóàöèé èñ-
òèííûõ ñèíàïòè÷åñêèõ çàäåðæåê îäíîêâàíòîâûõ ÒÊÏ â
ïðîêñèìàëüíîì è äèñòàëüíîì îòäåëàõ ïðîòÿæåííîãî íåð-
âíî-ìûøå÷íîãî ñîåäèíåíèÿ ëÿãóøêè. Õëîðèä êàäìèÿ äî-
çîçàâèñèìûì îáðàçîì ñíèæàë êâàíòîâûé ñîñòàâ è ÷àñòî-
òó ñïîíòàííûõ ìèíèàòþðíûõ òîêîâ êîíöåâîé ïëàñòèíêè
â îáîèõ ó÷àñòêàõ íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ. Õëîðèä êàäìèÿ â
êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ, êàê è äðóãèå ñïåöèôè÷åñêèå (ù-êî-
íîòîêñèí GVIA, ù-àãàòîêñèí) è íåñïåöèôè÷åñêèå (èîíû
ìàãíèÿ) áëîêàòîðû ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ êàëüöèåâûõ êà-
íàëîâ, âûçûâàë óìåíüøåíèå äèñïåðñèè ñèíàïòè÷åñêèõ
çàäåðæåê ÒÊÏ, ò. å. ñèíõðîíèçàöèþ âðåìåíí *îãî õîäà ñåê-
ðåöèè ìåäèàòîðà. Îäíàêî â áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(0.1 è 0.5 ìêÌ) äåéñòâèå õëîðèäà êàäìèÿ ïðèâîäèëî ê äå-
ñèíõðîíèçàöèè âûäåëåíèÿ êâàíòîâ àöåòèëõîëèíà â äè-
ñòàëüíîì ó÷àñòêå íåðâíîé òåðìèíàëè. Ýòîò ýôôåêò íà êè-
íåòèêó ñåêðåöèè ïðåäîòâðàùàëñÿ àíòèîêñèäàíòîì N-àöå-
òèëöèñòåèíîì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðåäîêñçàâèñèìîì
âëèÿíèè èîíîâ êàäìèÿ íà âðåìåííîé õîä ñåêðåöèè ìåäèà-
òîðà. Àíòèîêñèäàíò íåçíà÷èòåëüíî îñëàáëÿë ïîäàâëÿþ-
ùåå âëèÿíèå èîíîâ êàäìèÿ íà âåëè÷èíó êâàíòîâîãî ñîñòà-
âà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â
íåðâíî-ìûøå÷íîì ñîåäèíåíèè ëÿãóøêè èîíû êàäìèÿ îá-
ëàäàþò äâîéíûì ýôôåêòîì. Áëîêèðîâàíèå ïîòåíöèàë-
çàâèñèìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ
÷èñëà è ñèíõðîíèçàöèè ïðîöåññà ñåêðåöèè êâàíòîâ àöå-
òèëõîëèíà, âûäåëÿþùèõñÿ â îòâåò íà íåðâíûé ñòèìóë, à
ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå, íàïðîòèâ, ïðîÿâëÿåòñÿ â äå-
ñèíõðîíèçàöèè èõ îñâîáîæäåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è çà
ñ÷åò ñðåäñòâ ñóáñèäèè, âûäåëåííîé â ðàìêàõ ãîñóäàðñò-
âåííîé ïîääåðæêè Êàçàíñêîãî (Ïðèâîëæñêîãî) ôåäåðà-
ëüíîãî óíèâåðñèòåòà â öåëÿõ ïîâûøåíèÿ åãî êîíêóðåí-
òîñïîñîáíîñòè ñðåäè âåäóùèõ ìèðîâûõ íàó÷íî-îáðàçî-
âàòåëüíûõ öåíòðîâ.

ÐÎËÜ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ðÍ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÊÀËÜÖÈ-
ÅÂÎÃÎ ÂÕÎÄÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ JURKAT. © À. Ë. ×åðåçî-
âà,1, 2 Â. Í. Òîìèëèí,2 Þ. À. Íåãóëÿåâ,2 Ñ. Á. Ñåìåíîâà.2

1 Êàôåäðà áèîôèçèêè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî ïîëèòåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà (ÈÔÍèÒ), lelya_
rud92@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Èçâåñòíî, ÷òî êèñëîòíî-ùåëî÷íîé ãîìåîñòàç íåîáõî-
äèì äëÿ ïîääåðæàíèÿ íîðìàëüíûõ êëåòî÷íûõ îòâåòîâ è
ôèçèîëîãè÷åñêîé öåëîñòíîñòè êëåòîê æèâîãî îðãàíèçìà.
Ìíîãèå êëåòî÷íûå îòâåòû, âêëþ÷àÿ àêòèâíîñòü öèòîçî-
ëüíûõ è ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ ôåðìåíòîâ, àêòèâíîñòü

òðàíñïîðòà èîíîâ, ñèíòåç áåëêà è ÄÍÊ, óðîâåíü öÀÌÔ è
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ, ìåíÿþòñÿ ïðè èçìåíåíèè âíå-
êëåòî÷íîãî pH. Ñîãëàñíî èìåþùèìñÿ ëèòåðàòóðíûì äàí-
íûì, àêòèâíîñòü íåêîòîðûõ êàíàëîâ ñóïåðñåìåéñòâà TRP
(transient receptor potential channel) òàêæå íàõîäèòñÿ ïîä
êîíòðîëåì âíåêëåòî÷íîãî è (èëè) âíóòðèêëåòî÷íîãî pH.
Ðàíåå â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ
÷åëîâåêà ìû ïîêàçàëè ýêñïðåññèþ è ôóíêöèîíàëüíóþ àê-
òèâíîñòü êàëüöèåâûõ êàíàëîâ TRPV5/V6 (transient recep-
tor potential channels subfamily V members 5 and 6). Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå âíåêëåòî÷íîãî ðÍ
íà àêòèâíîñòü ýòèõ êàíàëîâ â êëåòêàõ ëèìôîáëàñòíîé
ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè Jurkat. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ïàò÷-êëàìï, â êîíôèãóðàöèè whole-cell áûëè çàðåãèñòðè-
ðîâàíû âõîäÿùèå èíòåãðàëüíûå òîêè ÷åðåç êàíàëû
TRPV5/V6. Òîêè àêòèâèðîâàëè â ðàñòâîðå ñ ðÍ 7.2 ïðè
ïîääåðæèâàåìîì ïîòåíöèàëå íà ìåìáðàíå –70 ìÂ. Çàòåì
ïðîèçâîäèëè ñìåíó íàðóæíîãî ðàñòâîðà íà êèñëûé ðàñ-
òâîð ñ ðÍ 6.0 èëè ùåëî÷íîé ñ ðÍ 8.2. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïðè çàêèñëåíèè íàðóæíîãî ðàñòâîðà âåëè÷èíà èíòåãðàëü-
íûõ òîêîâ ñóùåñòâåííî óìåíüøàëàñü, à ïðè çàùåëà÷èâà-
íèè íàðóæíûõ ðàñòâîðîâ íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå èíòå-
ãðàëüíûõ òîêîâ. ×òîáû ïðîâåðèòü âëèÿíèå âíåêëåòî÷íîãî
ðÍ íà óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â êëåòêàõ Jur-
kat, ïðîâîäèëè èçìåðåíèÿ óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîí-
öåíòðàöèè Ñà2+ ñ èñïîëüçîâàíèåì Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîãî
çîíäà Fura-2ÀÌ. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, ñíèæå-
íèå ðÍ âíåøíåé ñðåäû ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ, à ïîâûøåíèå ðÍ ñðåäû — ê
óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ â êëåòêàõ Jurkat. Ìû
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî, âëèÿÿ íà àêòèâíîñòü êàëüöèåâûõ êàíà-
ëîâ, âíåêëåòî÷íûé ðÍ äàåò âîçìîæíîñòü êëåòêàì èììóí-
íîé ñèñòåìû ðåàãèðîâàòü íà èçìåíåíèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ,
â òîì ÷èñëå â ìåñòàõ ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ âîñïàëåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-00938) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ ÀÊÒÈÍÎÂÎÃÎ ÖÈ-
ÒÎÑÊÅËÅÒÀ, ËÅÆÀÙÈÕ Â ÎÑÍÎÂÅ ÌÅÇÅÍÕÈÌÀ-
ËÜÍÎ-ÀÌÅÁÎÈÄÍÎÃÎ ÏÅÐÅÕÎÄÀ ÏÐÈ ÌÈÃÐÀÖÈÈ
ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © À. Ñ. ×èêèíà,1, 2 Ò. Ì. Ñâèò-
êèíà,3 À. Þ. Àëåêñàíäðîâà.1 1 Ðîññèéñêèé îíêîëîãè÷åñêèé
öåíòð èì. Í. Í. Áëîõèíà, Ìîñêâà, tonya_alex@yahoo.com,
2 Êàôåäðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè áèîëîãè÷å-
ñêîãî ôàêóëüòåòà Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåð-
ñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 3 Óíèâåðñèòåò Ïåíñèëü-
âàíèè, ÑØÀ.

Îáðàçîâàíèå âòîðè÷íûõ î÷àãîâ îïóõîëåâîãî ðîñòà —
ìåòàñòàçîâ — ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ðàññåëåíèÿ èíäèâèäó-
àëüíûõ êëåòîê èç ïåðâè÷íîé îïóõîëè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
îïèñàíû äâà îñíîâíûõ ñïîñîáà ìèãðàöèè èíäèâèäóàëü-
íûõ êëåòîê, â îñíîâå êîòîðûõ ëåæàò ðàçëè÷íûå êëåòî÷-
íûå ìåõàíèçìû. Îäèí, ìåçåíõèìàëüíûé, îñíîâûâàåòñÿ íà
Arp2/3-çàâèñèìîé ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà, çà ñ÷åò êîòîðîé
ïðîèñõîäèò âûäâèæåíèå ëàìåëëèïîäèè íà âåäóùåì êðàþ
êëåòêè. Ýôôåêòèâíîñòü òàêîãî äâèæåíèÿ çàâèñèò îò ôîð-
ìèðîâàíèÿ êîíòàêòîâ êëåòêè ñ ñóáñòðàòîì è çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè àêòèâàöèè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòå-
àç. Äðóãîé ñïîñîá ìèãðàöèè — àìåáîèäíîå äâèæåíèå,
îíî îñíîâàíî íà îáðàçîâàíèè ñïåöèôè÷åñêèõ ïðîòðó-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 663



çèé — áëåáîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ïóçûðåîáðàçíîå
âûïÿ÷èâàíèå êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ïîä äåéñòâèåì àê-
òèí-ìèîçèíîâîãî ñîêðàùåíèÿ. Àìåáîèäíîå äâèæåíèå íå
çàâèñèò îò îáðàçîâàíèÿ àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ ñ ñóáñòðà-
òîì è àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç. Ïëàñòè÷-
íîñòü ìåõàíèçìîâ ìèãðàöèè êëåòîê — ýòî ñïîñîáíîñòü
êëåòîê ïåðåêëþ÷èòüñÿ ñ îäíîãî ñïîñîáà ìèãðàöèè íà äðó-
ãîé â çàâèñèìîñòè îò îêðóæàþùèõ óñëîâèé èëè îò àêòèâ-
íîñòè âíóòðåííèõ ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ. Ìû èññëå-
äîâàëè ìèãðàöèîííóþ ïëàñòè÷íîñòü êëåòîê ôèáðîñàðêî-
ìû ÷åëîâåêà ëèíèè ÍÒ1080 è íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòîâ 1036 â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ê îïóõîëåâûì
êëåòêàì. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî âîçäåéñòâèÿ î÷åíü ðàçíîãî õà-
ðàêòåðà, òàêèå êàê íàðóøåíèå àäãåçèâíîñòè ñóáñòðàòà
èëè èíãèáèðîâàíèå êîìïëåêñà Arp2/3, ëèìèòèðóþùèå
ïîäâèæíîñòü ïî ìåçåíõèìàëüíîìó òèïó, ìîãóò âûçûâàòü
ìåçåíõèìàëüíî-àìåáîèäíûé ïåðåõîä (ÌÀÏ) ó êëåòîê
ôèáðîñàðêîìû, íî íå ó íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà ïëàòèíîâûõ ðåïëèê ìû èññëåäîâàëè ñòðî-
åíèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè-
÷åñêîì óðîâíå è âûÿâèëè ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè, êî-
òîðûå ñïîñîáíû ê ÌÀÏ ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ, è
òåìè, êîòîðûå íå ïîêàçûâàþò ïîäîáíîãî ïåðåõîäà. Ñ ïî-
ìîùüþ êîððåëÿòèâíîé âèäåî è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè ìû èññëåäîâàëè äèíàìèêó èçìåíåíèÿ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà â ïðîöåññå àìåáîèäíîãî äâèæåíèÿ, âûäåëèëè
4 ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ áëåáîâ è îïèñàëè ñòðîåíèå àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà, òèïè÷íîãî äëÿ êàæäîé ñòàäèè. Áûëî
ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ýôôåêòèâíîñòè
ìåçåíõèìàëüíîãî è àìåáîèäíîãî äâèæåíèé â ðàçíûõ
óñëîâèÿõ è äîêàçàíî, ÷òî èìåííî ìèãðàöèîííàÿ ïëàñòè÷-
íîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê, ò. å. èõ ñïîñîáíîñòü ìåíÿòü
êëåòî÷íûå ìåõàíèçìû, ðåãóëèðóþùèå äâèæåíèå â çàâè-
ñèìîñòè îò âíåøíèõ óñëîâèé, äàåò èì ñåðüåçíîå ïðåèìó-
ùåñòâî ïðè ðàññåëåíèè ïî îðãàíèçìó â ïðîöåññå ìåòàñòà-
çèðîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò ¹ 14-04-01228à).

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÎÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß
ÑÈÌÂÀÑÒÀÒÈÍÀ ÍÀ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÞ ÌÅÌÁÐÀÍÛ
È ÀÊÒÈÍÎÂÛÉ ÖÈÒÎÑÊÅËÅÒ Â ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎ-
ÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí,
Å. À. Ìîðà÷åâñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, vchubinskiy@gmail.com

Ôàðìàêîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû ãðóïïû ñòàòèíîâ ÿâ-
ëÿþòñÿ èíãèáèòîðàìè 3-ãèäðîêñè-3-ìåòèëãëþòàðèë-êî-
ýíçèìÀ-ðåäóêòàçû — ôåðìåíòà, êàòàëèçèðóþùåãî ëèìè-
òèðóþùóþ ñòàäèþ áèîñèíòåçà õîëåñòåðèíà â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Õîëåñòåðèí — íåîáõîäèìûé ëèïèäíûé
êîìïîíåíò êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, êîòîðûé îòâå÷àåò çà ìíî-
æåñòâî ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé â îðãàíèçìå. Êàê èçâå-
ñòíî, íàðóøåíèÿ ëèïèäíîãî îáìåíà, â ÷àñòíîñòè ïîâû-
øåííûé óðîâåíü öèðêóëèðóþùåãî õîëåñòåðèíà, èãðàþò
ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ðàçâèòèè ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ ïà-
òîëîãèé. Ýôôåêòèâíîñòü è îòíîñèòåëüíàÿ áåçîïàñíîñòü
ñòàòèíîâ ñäåëàëè èõ íàèáîëåå øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííû-
ìè ïðåïàðàòàìè äëÿ ëå÷åíèÿ ãèïåðõîëåñòåðèíåìèè è ïðå-
äóïðåæäåíèÿ ñâÿçàííûõ ñ íåþ îñëîæíåíèé. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ îñîáûé èíòåðåñ ïðèâëåêàþò ïëåéîòðîïíûå ýôôåê-
òû ñòàòèíîâ, â ÷àñòíîñòè èõ âîçìîæíîå ïðèìåíåíèå â êà-

÷åñòâå ïðîòèâîîïóõîëåâûõ è èììóíîìîäóëèðóþùèõ
àãåíòîâ. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïóáëèêàöèé
ìåäèöèíñêîãî ïðîôèëÿ, àäðåñîâàííûõ ýôôåêòàì ñòàòè-
íîâ, ìåõàíèçìû èõ äåéñòâèÿ íà êëåòî÷íîì è ìåìáðàííîì
óðîâíÿõ èçó÷åíû ÿâíî íåäîñòàòî÷íî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
èññëåäîâàëè âëèÿíèå ëèïîôèëüíîãî ïðåïàðàòà ñèìâàñòà-
òèíà íà ôóíêöèîíàëüíóþ îðãàíèçàöèþ ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû è àêòèíîâûé öèòîñêåëåò. Îñíîâíûìè îáúåêòàìè
ñëóæèëè òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû 3T3B-SV40,
êëåòêè ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè K562 è ãåïàòîêàðöèíîìû
Hep-G2. Îöåíåíî âëèÿíèå ñèìâàñòàòèíà â äèàïàçîíå êîí-
öåíòðàöèé îò 50 íÌ äî 10 ìêÌ íà æèçíåñïîñîáíîñòü ðàç-
ëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê. Ïîêàçàíî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå ñèìâàñòàòèíà íà êëåòêè ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562,
âîçìîæíî ñâÿçàííîå ñ ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé â íèõ
ãèäðîêñèìåòèë-ãëþòàðèë-êîýíçèìÀ-ðåäóêòàçû. Â õîäå
ïðîâåäåííîãî ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ îáíàðóæåíû
ïðèíöèïèàëüíûå ðàçëè÷èÿ ýôôåêòîâ èíãèáèòîðà ãèä-
ðîêñèìåòèë-ãëþòàðèë-êîýíçèìÀ-ðåäóêòàçû ñèìâàñòàòè-
íà è àêöåïòîðà ñòåðîëîâ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíà
(ÌáÖÄ). Ïðè âèçóàëèçàöèè ãàíãëèîçèäà GM1 íå âûÿâëå-
íî íàðóøåíèé öåëîñòíîñòè ðàôòîâ â ìåìáðàíå êëåòîê
3T3B-SV40 ïîñëå èíêóáàöèè ñ ñèìâàñòàòèíîì (äî
10 ìêÌ). Â îòëè÷èå îò äåéñòâèÿ àêöåïòîðà ñòåðîëîâ
ÌáÖÄ ñèìâàñòàòèí íå âûçûâàë ñóùåñòâåííîãî ñíèæåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðèíà â êëåòêå. Êàê ïîêàçàíî ðàíåå,
ìåìáðàííûå ìîäèôèêàòîðû, ñâÿçûâàþùèå õîëåñòåðèí
(ÌáÖÄ, ôèëèïèí), èíèöèèðîâàëè ñáîðêó ìèêðîôèëàìåí-
òîâ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ; ïðè ýòîì îòìå÷åíû
ïðèçíàêè ðåâåðñèè òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà. Ïî-
ñëå èíêóáàöèè ôèáðîáëàñòîâ 3T3B-SV40 ñ ñèìâàñòàòè-
íîì íàáëþäàëè ðàçáîðêó è ðåîðãàíèçàöèþ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ, óâåëè÷åíèå ñòåïåíè ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê è
îáðàçîâàíèå êîðîòêèõ àêòèíîâûõ ïó÷êîâ, âåðîÿòíî â çîíå
èíèöèàöèè ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî
îáíàðóæåííûå ýôôåêòû ñèìâàñòàòèíà ñâÿçàíû ñî ñíèæå-
íèåì óðîâíÿ èçîïðåíîèäîâ âñëåäñòâèå èíãèáèðîâàíèÿ
ñèíòåçà ìåâàëîíîâîé êèñëîòû è ïîñëåäóþùåãî èçìåíå-
íèÿ ñòàòóñà ïðåíèëèðîâàíèÿ ìàëûõ ÃÒÔàç ñåìåéñòâà
Rho.

ÂËÈßÍÈÅ ÔËÀÂÎÍÎÈÄÎÂ ÍÀ ÓÒÅ×ÊÓ ÊÀËÜÖÅÈ-
ÍÀ ÈÇ ËÈÏÎÑÎÌ. © Å. Ã. ×óëêîâ, Î. Ñ. Îñòðîóìîâà.
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ev_chulkov
@mail.ru

Ôëàâîíîèäû — ýòî êëàññ ðàñòèòåëüíûõ ïîëèôåíî-
ëîâ, øèðîêî ïðåäñòàâëåííûé â âûñøèõ ðàñòåíèÿõ. Îíè
èìåþò øèðîêèé ñïåêòð áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, îáó-
ñëîâëåííûé èõ äåéñòâèåì íà ìåìáðàíû. Ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ ôëàâîíîèäîâ íà ïðîíèöàåìîñòü ëè-
ïèäíûõ áèñëîéíûõ ìåìáðàí îñòàþòñÿ íåäîñòàòî÷íî èçó-
÷åííûìè. Ïåðñïåêòèâíûì ìåòîäîì èññëåäîâàíèÿ äåéñò-
âèÿ ôëàâîíîèäîâ íà ìåìáðàíû ÿâëÿåòñÿ èçìåðåíèå óòå÷-
êè ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ èç ëèïîñîì. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè áîëüøèå îäíîñëîéíûå ëèïîñîìû äèàìåò-
ðîì 100 íì èç ñìåñè äèîëåèëôîñôàòèäèëõîëèíà è õîëå-
ñòåðèíà (67 : 33 Ì %), ïðèãîòîâëåííûå ñ ïîìîùüþ ìè-
íè-ýêñòðóäåðà â ðàñòâîðå 35 ìÌ êàëüöåèíà, 5 ìÌ HEPES
ïðè pH 7.4. Ïîñðåäñòâîì ãåëü-ýêñêëþçèîííîé õðîìàòî-
ãðàôèè íà êîëîíêå ñ ñåôàäåêñîì G-75 âíåëèïîñîìàëüíûé
ðàñòâîð çàìåíÿëè ñâîáîäíûì îò êàëüöåèíà áóôåðîì
(5 ìÌ HEPES, 150 ìÌ NaCl, pH 7.4). Êàëüöåèí, íàõîäÿ-
ùèéñÿ âíóòðè ëèïîñîì, èç-çà ñàìîòóøåíèÿ íå èìåë çíà-
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÷èòåëüíîé ôëóîðåñöåíöèè. Â ñóñïåíçèþ äîáàâëÿëè ñîîò-
âåòñòâóþùåå êîëè÷åñòâî ôëàâîíîèäà è èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûñâîáîæäåííîé èç ëèïîñîìû ìåò-
êè îöåíèâàëè èçìåíåíèå ïðîíèöàåìîñòè ëèïèäíîãî
áèñëîÿ. Äèôôåðåíöèàëüíóþ ñêàíèðóþùóþ êàëîðèìåò-
ðèþ âûïîëíÿëè íà äèïàëüìèòîèëôîñôàòèäèëõîëèíîâûõ
(ÄÏÔÕ) ëèïîñîìàõ ïðè ïîìîùè µDSC7 (Setaram, Ôðàí-
öèÿ). Ôëàâîíîèäû ââîäèëè ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ ëèïîñîì
äî ñîîòíîøåíèÿ ëèïèäà ê ôëàâîíîèäó 9 : 1. Óñòàíîâëåíî,
÷òî ôëîðåòèí è áèîõàíèí À ïðè êîíöåíòðàöèè áîëåå
5 ìêÌ óâåëè÷èâàþò óòå÷êó êàëüöåèíà èç ëèïîñîì. Â òî
æå âðåìÿ êâåðöåòèí, êàòåõèí è äàèäçåèí ïîäîáíîãî
äåéñòâèÿ íå îêàçûâàþò. Âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî ôëîðåòèí è áèîõàíèí À èç-çà ñâîåé îòíîñèòåëü-
íî áîëüøåé ãèäðîôîáíîñòè ñïîñîáíû âñòðàèâàòüñÿ â îá-
ëàñòü íà ãðàíèöå ìåæäó ãèäðîôèëüíûìè è ãèäðîôîáíû-
ìè îáëàñòÿìè ìåìáðàíû è óâåëè÷èâàòü ïëîùàäü, ïðèõî-
äÿùóþñÿ íà ëèïèäíóþ ìîëåêóëó â áèñëîå, ò. å. ñíèæàòü
ïëîòíîñòü óïàêîâêè àöèëüíûõ õâîñòîâ, à ñëåäîâàòåëüíî,
è òåêó÷åñòü ìåìáðàíû. Â òî æå âðåìÿ êâåðöåòèí, êàòåõèí
è äàèäçåèí ïîäîáíîãî ýôôåêòà íå îêàçûâàþò. Äàííûå,
ïîëó÷åííûå ïðè ïîìîùè äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþ-
ùåé êàëîðèìåòðèè, óêàçûâàþò íà ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû
ïëàâëåíèÿ àöèëüíûõ öåïåé ÄÏÔÕ íà 2 °Ñ â ïðèñóòñòâèè
ôëîðåòèíà è áèîõàíèíà À. Êàòåõèí, äàèäçåèí è êâåðöå-
òèí â òåõ æå óñëîâèÿõ èçìåíÿëè òåìïåðàòóðó ôàçîâîãî
ïåðåõîäà ÄÏÔÕ íå áîëåå ÷åì íà 0.5 °Ñ, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò îá èõ ìåíüøåì âëèÿíèè íà ïîäâèæíîñòü óãëåâîäî-
ðîäíûõ õâîñòîâ ÄÏÔÕ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äëÿ ïðîÿñíåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
ðåãóëÿöèè ìåìáðàííîé àêòèâíîñòè êàíàëîîáðàçóþùèõ
ñîåäèíåíèé ôëàâîíîèäàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé
ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò
14-14-00565), ÍØ-1721.2014.4 è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëî-
ãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì.
Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, irina_alieva@belozersky. msu.ru

Ýíäîòåëèé — ìîíîñëîé ïëîòíî ïðèëåãàþùèõ äðóã ê
äðóãó ýíäîòåëèîöèòîâ — âûñòèëàåò âíóòðåííþþ ïîâåðõ-
íîñòü âñåõ ñîñóäîâ îðãàíèçìà è ôóíêöèîíèðóåò êàê ñå-
ëåêòèâíûé áàðüåð ìåæäó öèðêóëèðóþùåé â ñîñóäàõ
êðîâüþ è òêàíåâîé æèäêîñòüþ òåõ îðãàíîâ, â êîòîðûõ ñî-
ñóäû ðàñïîëîæåíû. Ýíäîòåëèàëüíûé áàðüåð äèíàìè÷åí è
÷óâñòâèòåëåí ê âîçäåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ñòèìóëîâ, ïðè
ýòîì îñíîâíàÿ ðîëü â îñóùåñòâëåíèè áàðüåðíîé ôóíêöèè
ïðèíàäëåæèò ýíäîòåëèàëüíîìó öèòîñêåëåòó. Èçìåíåíèå
åãî àðõèòåêòóðû ïðè âîçäåéñòâèÿõ, ðàçðóøàþùèõ öåëî-
ñòíîñòü áàðüåðà, ïðèâîäèò ê ñæàòèþ ýíäîòåëèîöèòîâ,
ðàçðóøåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è êàê ñëåäñòâèå —
ê ïîâûøåíèþ ñîñóäèñòîé ïðîíèöàåìîñòè. Âåùåñòâà, óñè-
ëèâàþùèå ýíäîòåëèàëüíûé áàðüåð, íàïðîòèâ, ïðåïÿòñò-
âóþò îïèñàííûì èçìåíåíèÿì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñ-
ïîëüçîâàëè ìîíîñëîé ýíäîòåëèîöèòîâ âåíû ÷åëîâåêà

(êóëüòóðà êëåòîê EA.hy926) äëÿ àíàëèçà è êîëè÷åñòâåí-
íîé îöåíêè èçìåíåíèé öèòîñêåëåòà, ïðîèñõîäÿùèõ ïðè
ôîðìèðîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, îò ìîìåíòà ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê è îáðàçîâàíèÿ ïåðâûõ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ýíäîòåëèîöèòîâ ñ ñîñåäíèìè
êëåòêàìè äî ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ.
Â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ëèíèè EA.hy926 ýêñïðåññèðóþòñÿ
äâå íåìûøå÷íûå èçîôîðìû àêòèíà — â- è ã-öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèå àêòèíû, êîòîðûå ôîðìèðóþò äâà òèïà ñòðóêòóð:
îðãàíèçîâàííûå ïàðàëëåëüíî ñóáñòðàòó ïó÷êè ñòðåññ-
ôèáðèëë, ñîñòîÿùèå èç â-àêòèíà, à òàêæå õîðîøî ðàçâè-
òóþ àêòèíîâóþ ñåòü, ñôîðìèðîâàííóþ â îñíîâíîì ã-àê-
òèíîì. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî íà âñåõ ñòà-
äèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèîöèòîâ èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè â-àêòèíà áûëà çíà÷èòåëüíî âûøå â
ðàéîíå êîíòàêòîâ êëåòêè ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ îáëàñòüþ åå ñâîáîäíîé ëàìåëëû. Âìåñòå ñ òåì
ã-àêòèíîâàÿ ñåòü áûëà íàèáîëåå ðàçâèòîé â îáëàñòè ëà-
ìåëëû ñâîáîäíîãî êðàÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê. Ïî ìåðå ôîð-
ìèðîâàíèÿ ïåðâûõ êîíòàêòîâ ýíäîòåëèîöèòîâ ñ ñîñåäíè-
ìè êëåòêàìè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íà ñâîáîä-
íîì êðàå çíà÷èòåëüíî ïàäàåò, è â êëåòêàõ, îêðóæåííûõ
ñîñåäíèìè, ã-àêòèí â êðàåâûõ çîíàõ ðàñïðåäåëåí áîëåå
ðàâíîìåðíî. Èññëåäîâàíèå èçìåíåíèé, êîòîðûå ïðåòåð-
ïåâàåò ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê, ïîêàçàëî, ÷òî ïî ìåðå
ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ êîëè÷åñòâî
ìèêðîòðóáî÷åê íà êðàþ êëåòêè ïîñòåïåííî óâåëè÷èâà-
ëîñü, îäíàêî êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â îáëàñòè ñôîð-
ìèðîâàííûõ êîíòàêòîâ ýíäîòåëèîöèòîâ âñåãäà ïðåâûøà-
ëî èõ êîëè÷åñòâî â ñâîáîäíîé ëàìåëëå. Ïðîâåäåííûé
àíàëèç âîâëå÷åííîñòè â- è ã-èçîôîðì àêòèíà â ðåîðãàíè-
çàöèþ öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèîöèòîâ ïîêàçàë, ÷òî îáå ñèñ-
òåìû íåìûøå÷íîãî àêòèíà ïîäâåðæåíû çíà÷èòåëüíûì,
íî íå îäíîòèïíûì èçìåíåíèÿì. Ïîëó÷åííûå â ðàáîòå
äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îáå àêòèíîâûå ñèñ-
òåìû, ã-àêòèíîâàÿ ñåòü è â-àêòèíîâûå ôèáðèëëû, ñïåöè-
ôè÷åñêè îðãàíèçîâàííûå â ýíäîòåëèîöèòàõ, àêòèâíî âî-
âëå÷åíû â ýòîò ïðîöåññ, âîçìîæíî áëàãîäàðÿ ñóùåñòâóþ-
ùåé (íî íà íàñòîÿùåé ìîìåíò íåèññëåäîâàííîé)
ìåõàíè÷åñêîé ñâÿçè ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè. Ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî âîçìîæíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ñ àê-
òèíîâûìè ñòðóêòóðàìè, ñôîðìèðîâàííûìè ã- è â-èçî-
ôîðìàìè àêòèíà, ìîãóò èìåòü ðàçíûå çíà÷åíèÿ â ïðîöåñ-
ñå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèîöèòîâ, îòðàæàÿ
ðàçíóþ ðîëü àêòèíîâûõ èçîôîðì è èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
ìèêðîòðóáî÷êàìè â ôîðìèðîâàíèè è ïîääåðæàíèè ýíäî-
òåëèàëüíîãî áàðüåðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 09-04-00363 è 12-04-00488).
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Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îñíîâíûìè ïàðò-
íåðàìè ìèíîðíûõ èçîôîðì hRPB11b á è hRPB11ñá ñóáú-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 665



åäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ÷åëîâåêà hRPB11 ÿâëÿþòñÿ
ñóáúåäèíèöà hRPB3, íîâûé, ðàíåå íå îïèñàííûé áåëîê
COMMD4d, à òàêæå äâå èçîôîðìû îäíîé èç ñóáúåäèíèö
ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè: eIF3má (GA17) è
eIF3mâ, ïîñëåäíÿÿ èç êîòîðûõ òàêæå îáíàðóæåíà íàìè
âïåðâûå (Áèîõèìèÿ. 2011, 76 (8) : 1195—1200; Öèòîëî-
ãèÿ. 2013, 55 (3) : 172—177). Äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèè ýòîãî
íîâîãî êîìïîíåíòà ïðîòåîìà ÷åëîâåêà, êîäèðóåìîãî, êàê
è eIF3má, ãåíîì PCID1, ìû îïðåäåëèëè óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ñïåöèôè÷åñêîé ìÐÍÊ eIF3mâ â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ è
äåòàëüíî èçó÷èëè èíòåðàêòîì áåëêà eIF3mâ â íåðâíîé
(ýìáðèîíàëüíûé ìîçã) è èììóííîé (êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ
Jurkat) òêàíÿõ ÷åëîâåêà. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïî-
êàçàë, ÷òî áåëîê eIF3mâ ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ïî êðàé-
íåé ìåðå òðåõ âàæíåéøèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Èçîôîð-
ìà eIF3mâ â îòëè÷èå îò eIF3má ñïîñîáíà ïðîíèêàòü (àê-
òèâíî èìïîðòèðîâàòüñÿ) â ÿäðà êëåòîê, ãäå áëàãîäàðÿ
âçàèìîäåéñòâèÿì ñ ðàçëè÷íûìè âàðèàíòàìè ñóáúåäèöè-
öû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB11 è ñóáúåäèíèöåé Ìåäè-
àòîðà MED21 ðåãóëèðóåò òðàíñêðèïöèþ îïðåäåëåííîãî
íàáîðà ãåíîâ, ïðåæäå âñåãî âàæíûõ äëÿ ñèíàïòîãåíåçà è
äèíàìèêè öèòîñêåëåòà â íåéðîíàõ, ïðè ðåãåíåðàöèè àêñî-
íîâ, à òàêæå â ðàííåì ãåìàòîãåíåçå. Êðîìå òîãî, áëàãîäà-
ðÿ âçàèìîäåéñòâèÿì â öèòîïëàçìå êëåòîê ñ á-êàòóëèíîì
(CTNNAL1), à â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå (ÝÐ) ñ
RASIP (RAIN) eIF3mâ ó÷àñòâóåò â Wnt-, ROCK/Rho- è
Ras-ïóòÿõ âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè. Ïî-âèäèìîìó,
îñíîâíîé ñïîñîá ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ýòèõ ñëó÷àÿõ çàêëþ-
÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÷àñòü èç èñõîäíî íàõîäèâøèõñÿ â ÝÐ
è (èëè) öèòîïëàçìå ìîëåêóë eIF3mâ ïðè àêòèâàöèè îäíî-
ãî èç ïåðå÷èñëåííûõ ïóòåé ïåðåíîñèòñÿ â ÿäðî êëåòêè.
Áëàãîäàðÿ âçàèìîäåéñòâèþ ñ äèñáèíäèíîì (DTNBP1)
eIF3mâ ó÷àñòâóåò â ñîðòèíãå áåëêîâ â àïïàðàòå Ãîëüäæè,
èõ ôèêñàöèè â ýíäîñîìàõ è òðàíñïîðòå íà ýíäîïëàçìàòè-
÷åñêóþ ìåìáðàíó. Îáíàðóæåííîå íàìè óíèêàëüíîå âçàè-
ìîäåéñòâèå ìåæäó eIF3mâ è àíòèâèðóñíûì áåëêîì òåòå-
ðèíîì (BST2, CD317) ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
eIF3mâ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â òðàíñïîðòå è çàêðåïëåíèè
ýòîãî áåëêà íà ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ïîâûøå-
íèå êîíöåíòðàöèè èçîôîðìû eIF3mâ â êëåòêå äîëæíî
ñïîñîáñòâîâàòü áûñòðîìó è ýôôåêòèâíîìó ïåðåíîñó òå-
òåðèíà â ýíäîñîìû è ïðèâîäèòü ê ïîâûøåíèþ àíòèâèðóñ-
íîé àêòèâíîñòè ýòîãî áåëêà, ÷òî ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
ïðîôèëàêòèêå âèðóñíûõ èíôåêöèé è â ñîçäàíèè íîâûõ
àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ.

ÑÈÃÍÀËÜÍÛÅ ÏÐÎÖÅÑÑÛ Â ÑÊÅËÅÒÍÛÕ ÌÛØ-
ÖÀÕ ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ ÍÀ ÐÀÍÍÅÉ ÑÒÀÄÈÈ
ÃÐÀÂÈÒÀÖÈÎÍÍÎÉ ÐÀÇÃÐÓÇÊÈ. © Á. Ñ. Øåíêìàí.
Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íûé öåíòð ÐÔ Èíñòèòóò ìåäèêî-
áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, bshenkman
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Ïðè ãèïîêèíåçèè, èììîáèëèçàöèè ìûøö è ïðåáûâà-
íèè â óñëîâèÿõ ðåàëüíîé èëè èìèòèðóåìîé íåâåñîìîñòè
îòìå÷àþò ïîòåðþ ìûøå÷íîé ìàññû (àòðîôèÿ), ðàçâèòèå
êîòîðîé îïðåäåëÿåòñÿ èíòåíñèôèêàöèåé ïðîòåîëèçà è çà-
ìåäëåíèåì ñèíòåçà áåëêà, ñíèæåíèåì æåñòêîñòíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê ìûøå÷íîé òêàíè (àòîíèÿ), èçìåíåíèåì ïàò-
òåðíà ýêñïðåññèè èçîôîðì êëþ÷åâûõ ñîêðàòèòåëüíûõ è
ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ (òÿæåëûõ è ëåãêèõ öåïåé ìèîçèíà,
òðîïîíèíîâ è SERCA). Â îñíîâå ýòèõ ôåíîìåíîâ ëåæèò
ãëóáîêàÿ ïåðåñòðîéêà âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïðî-
öåññîâ. Òàê, â ïîñëåäíèå ãîäû ïîêàçàíî, ÷òî â ïåðâûå äíè

ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêè â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ïîñòó-
ðàëüíîé êàìáàëîâèäíîé ìûøöû íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå
èîíîâ êàëüöèÿ (Ingalls et al., 1999, 2001; Shenkman, Nemi-
rovskaya, 2008), êîòîðîå àêòèâèðóåò êàëüöèé-÷óâñòâè-
òåëüíûå öèñòåèíîâûå ïðîòåàçû, êàëüïàèíû, ÷òî ïðèâîäèò
ê èíòåíñèâíîìó ðàñïàäó öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ, òàêèõ
êàê òèòèí, íåáóëèí è äåñìèí (Shenkman et al., 2002, 2004;
Ogneva, 2010; Mirzoev et al., 2011). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî òà-
êîé äåñòðóêòèâíûé ñöåíàðèé ðåàëèçóåòñÿ â îïèñûâàåìûõ
óñëîâèÿõ âñëåäñòâèå ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè îêñèäà àçî-
òà (ýíäîãåííîãî èíãèáèòîðà êàëüïàèíîâ) è ñíèæåíèÿ ýêñ-
ïðåññèè áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ îêñèäà àçîòà è
ýêñïðåññèè áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà ñ ïîìîùüþ ôàðìàêî-
ëîãè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà ôîíå ìîäåëèðîâàíèÿ ãðàâè-
òàöèîííîé ðàçãðóçêè ïîçâîëÿåò ïðåäîòâðàòèòü èíäóöèðî-
âàííûé êàëüïàèíîì ðàñïàä öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ è ïî-
âûøåíèå ýêñïðåññèè Å3 óáèêâèòèí ëèãàç (Lomonosova
et al., 2011, 2012). Ïðè êðàòêîâðåìåííîé ìîäåëèðóåìîé
ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêå â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ó÷àñòèåì
÷åëîâåêà (ìîäåëü «ñóõîé èììåðñèè») íàìè áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî óæå â òå÷åíèå 3 ñóò âîçäåéñòâèÿ â òêàíè êàìáà-
ëîâèäíîé ìûøöû áûëî äîñòîâåðíî ñíèæåíî ñîäåðæàíèå
ôîñôîðèëèðîâàííîé íåéðîíàëüíîé ñèíòàçû îêñèäà àçîòà,
÷òî ñîïðîâîæäàëîñü ñòîëü æå ñóùåñòâåííûì ñíèæåíèåì
óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÀÌÔ-àêòèâèðóåìîé ïðîòåèí-
êèíàçû (ÀÌÏÊ) (Vilchinskaya et al., 2015, â ïå÷àòè). Ñíè-
æåíèå ñîäåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ÀÌÏÊ
áûëî òàêæå îáíàðóæåíî â àíàëîãè÷íûõ êðàòêîâðåìåííûõ
ýêñïåðèìåíòàõ íà æèâîòíûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì îáùåïðè-
íÿòîé ìîäåëè àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ. Íå
èñêëþ÷åíî, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ÀÌÏÊ ìîãëî ñïîñîáñòâîâàòü ïàðàäîêñàëüíîìó óâåëè÷å-
íèþ ñîäåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû êëþ÷åâîé
mTOR-çàâèñèìîé ðèáîñîìàëüíîé êèíàçû p70S6K â êàì-
áàëîâèäíîé ìûøöå êðûñû, êîòîðîå áûëî îáíàðóæåíî â
ýòèõ æå ýêñïåðèìåíòàõ ñ ðàçãðóçêîé ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòüþ 24 ÷. Ïîñëå 3 ñóò âîçäåéñòâèÿ è äàëåå â òå÷åíèå
14 ñóò â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íå áûëî âûÿâëåíî ñíèæå-
íèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p70S6K îòíîñèòåëüíî
êîíòðîëÿ. Ïðè ýòîì íà÷èíàÿ ñ 3-õ ñóò íàáëþäàëîñü âûðà-
æåííîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè áåëêîâîãî ñèíòåçà. Âå-
ðîÿòíî, ñëåäóåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òàêîå ñíèæåíèå áûëî
ðåçóëüòàòîì îáíàðóæåííîãî íàìè ñíèæåíèÿ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ GSK3â è ïîâûøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðî-
âàííîé ôîðìû ýëîíãàöèîííîãî ôàêòîðà eeF-2 (Êðàñíûé,
Ëîìîíîñîâà è äð., 2013). Òàêèì îáðàçîì, óæå íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêè â ïîñòóðàëüíîé ìûø-
öå ôîðìèðóåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèé ïàòòåðí ñèãíàëüíûõ ðå-
àêöèé, ïðèâîäÿùèõ ê «îòêëþ÷åíèþ» çàùèòíûõ ìåõàíèç-
ìîâ èëè «âûïàäåíèþ» áîêîâûõ, íî, êàê âûÿñíÿåòñÿ, ëè-
ìèòèðóþùèõ îòâåòâëåíèé àíàáîëè÷åñêèõ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé. Ýòè ïðîöåññû, ïî-âèäèìîìó, è îáóñëîâëèâàþò äàëü-
íåéøåå ëàâèíîîáðàçíîå ðàçâèòèå ìûøå÷íîé àòðîôèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00888) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Èíòå-
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GAR-ÄÎÌÅÍ ÔÈÁÐÈËËÀÐÈÍÀ ÎÒÂÅ×ÀÅÒ ÇÀ ÍÀ-
ÊÎÏËÅÍÈÅ ÁÅËÊÀ Â ÃÐÀÍÓËßÐÍÎÌ ÊÎÌÏÎ-
ÍÅÍÒÅ ßÄÐÛØÊÀ. © Ì. Þ. Øóáèíà, ß. Ð. Ìóñèíîâà,

666 II Âñåðîññèéñêàÿ êîíôåðåíöèÿ «Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ, òðàíñïîðò, öèòîñêåëåò»



Å. Â. Øåâàëü. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçè-
êî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíî-
ñîâà, musinova. yana@gmail.com

Ôèáðèëëàðèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå õîðîøî
èçó÷åííûõ ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññû
ñîçðåâàíèÿ ïðå-ðÐÍÊ. Ýòîò áåëîê äåìîíñòðèðóåò ÷ðåçâû-
÷àéíî âûñîêóþ êîíñåðâàòèâíîñòü îò àðõåé äî âûñøèõ
ýóêàðèîò. Èñêëþ÷åíèåì ÿâëÿåòñÿ îáîãàùåííûé ãëèöèíà-
ìè è àðãèíèíàìè N-êîíöåâîé äîìåí (Glycine-Argini-
ne-Rich, èëè GAR-äîìåí), êîòîðûé îáíàðóæèâàåòñÿ òîëü-
êî ó ýóêàðèîò. Ðîëü GAR-äîìåíà â ôóíêöèîíèðîâàíèè
ôèáðèëëàðèíà èçó÷åíà ñëàáî. Â ðàáîòå èññëåäîâàëè ëîêà-
ëèçàöèþ ôèáðèëëàðèíà, GAR-äîìåíà è ôèáðèëëàðèíà ñ
äåëåòèðîâàííûì GAR-äîìåíîì (ÄGAR). Äëÿ àíàëèçà áå-
ëîê è åãî ôðàãìåíòû áûëè ñëèòû ñ EGFP. Ïîëíîðàçìåð-
íûé ôèáðèëëàðèí ïðåèìóùåñòâåííî íàêàïëèâàåòñÿ â
ïëîòíîì ôèáðèëëÿðíîì êîìïîíåíòå (ÏÔÊ) ÿäðûøêà,
â ìåíüøåé ñòåïåíè â ãðàíóëÿðíîì êîìïîíåíòå (ÃÊ) ÿä-
ðûøêà è â íóêëåîïëàçìå. ÄGAR ñëàáî íàêàïëèâàåòñÿ â
ÏÔÊ è ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåí ïî îñòàëüíîé êëåòêå (ïî
íóêëåîïëàçìå è öèòîïëàçìå). GAR-äîìåí ëîêàëèçóåòñÿ
â ÃÊ ÿäðûøêà è íóêëåîïëàçìå, íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
âûÿâëÿåòñÿ â öèòîïëàçìå. Òàêèì îáðàçîì, GAR-äîìåí
ñïîñîáñòâóåò íàêîïëåíèþ ôèáðèëëàðèíà â ãðàíóëÿðíîì
êîìïîíåíòå ÿäðûøêà. Ìåòîäîì FRAP ïîêàçàíî, ÷òî âîñ-
ñòàíîâëåíèå ôëóîðåñöåíöèè ôèáðèëëàðèíà ïðîèñõîäèò â
äâà ýòàïà — ñíà÷àëà î÷åíü áûñòðî âîññòàíàâëèâàåòñÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ â ÃÊ, çàòåì ìåäëåííî âîññòàíàâëèâàåòñÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ â ÏÔÊ. Â ñëó÷àå ÄGAR íàáëþäàåòñÿ
òîëüêî âòîðàÿ êîìïîíåíòà, ò. å. ìåäëåííîå âîññòàíîâëå-
íèå ôëóîðåñöåíöèè â ÏÔÊ (äèôôóçíî ðàñïðåäåëåííûé
áåëîê èìååò êðàéíå âûñîêóþ ïîäâèæíîñòü, åãî äèíàìèêà
íå ìîãëà áûòü çàðåãèñòðèðîâàíà â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ).
È íàêîíåö, ôëóîðåñöåíöèÿ GAR-äîìåíà â ÃÊ âîññòàíàâ-
ëèâàåòñÿ áûñòðî. Òàêèì îáðàçîì, GAR-äîìåí îòâå÷àåò çà
âûñîêîäèíàìè÷íîå íàêîïëåíèå ôèáðèëëàðèíà â ÃÊ ÿä-
ðûøêà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåõàíèçìà íàêîïëåíèÿ ôèáðèëëà-
ðèíà â ÃÊ ÿäðûøêà çà ñ÷åò GAR-äîìåíà áûëè ïîëó÷åíû
ìóòàíòíûå ôîðìû ôèáðèëëàðèíà, â êîòîðûõ ðàçíîå êîëè-
÷åñòâî àðãèíèíîâ áûëî çàìåíåíî íà ëèçèíû ëèáî íà àëà-
íèíû. GAR-äîìåí òåðÿë ñïîñîáíîñòü íàêàïëèâàòüñÿ â ÿä-
ðûøêå, åñëè çàðÿæåííûå àðãèíèíû çàìåíÿëè íà íåçàðÿ-
æåííûå àëàíèíû, íî íå íà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå
ëèçèíû. Ïðè÷åì ýôôåêòèâíîñòü íàêîïëåíèÿ â ÿäðûøêå
áûëà òåì ìåíüøå, ÷åì áîëüøå àðãèíèíîâ áûëî çàìåíåíî
íà íåçàðÿæåííûå àìèíîêèñëîòû. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî íàêîïëåíèå â ÃÊ ÿäðûøêà ïðîèñõîäèò çà
ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ GAR-äîìåíà ñ
ÿäðûøêîâûìè êîìïîíåíòàìè. Áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü íàêîï-
ëåíèÿ ôèáðèëëàðèíà â ÃÊ ïîêà íåÿñíà. Âîçìîæíî, ôèá-
ðèëëàðèí âûïîëíÿåò êàêèå-òî ôóíêöèè íà ïîçäíèõ ýòàïàõ
ôîðìèðîâàíèÿ ïðåðèáîñîì, ÷òî òðåáóåò åãî ëîêàëèçàöèè
â ÃÊ. Îäíàêî îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî
õàðàêòåð íàêîïëåíèÿ â ÃÊ çà ñ÷åò GAR-äîìåíà íåñïåöè-
ôè÷åí. Íî äàæå â ýòîì ñëó÷àå íàêîïëåíèå â ÃÊ ìîæåò
èìåòü ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå, òàê êàê îíî ïðèâîäèò ê
ïîâûøåíèþ êîíöåíòðàöèè áåëêà âíóòðè ÿäðûøêà, ÷òî
ìîæåò óâåëè÷èâàòü âåðîÿòíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôóíê-
öèîíàëüíûìè ñàéòàìè â ÏÔÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-01650-à).
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Ýïèòåëèàëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû (ENaC) îòíîñÿòñÿ
ê ñåìåéñòâó èîííûõ êàíàëîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèì áëîêèðîâàíèåì äèóðåòèêîì àìèëîðèäîì. Ýêñ-
ïðåññèÿ ENaC ïîêàçàíà â ðàçëè÷íûõ ýïèòåëèàëüíûõ òêà-
íÿõ; â ýïèòåëèè ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷åê ïî÷êè ENaC
êîíòðîëèðóåò ðåàáñîðáöèþ íàòðèÿ, ÷òî íàïðÿìóþ âëèÿåò
íà äàâëåíèå êðîâè. Èçâåñòíî, ÷òî ðàçáîðêà F-àêòèíà ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ
(Po) ENaC. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ñîáè-
ðàòåëüíûõ òðóáî÷åê ïî÷êè Po ENaC óìåíüøàåòñÿ ïðè
ó÷àñòèè àêòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà êîðòàêòèíà. Ïî âñåé
âèäèìîñòè, ýòî ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå ïîëèìåðèçàöèè
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, êîòîðàÿ èíèöèèðóåòñÿ êîðòàêòè-
íîì è îïîñðåäóåòñÿ êîìïëåêñîì Arp2/3. Íåäàâíî áûë îá-
íàðóæåí àêòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê MIM (Missing-In-Me-
tastasis, íàçâàííûé òàê èç-çà òîãî, ÷òî åãî ýêñïðåññèÿ ïðî-
ïàäàåò â ìåòàñòàçèðóþùèõ êëåòêàõ), âîâëå÷åííûé â
ðåãóëÿöèþ ïåðåñòðîåê àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî MIM êîëîêàëèçóåòñÿ ñ êîðòàêòèíîì è êîìï-
ëåêñîì Arp2/3, îïîñðåäóÿ ñáîðêó àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
è ìîäóëèðóÿ âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó öèòîñêåëåòîì è
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî
îïðåäåëèòü, âîâëå÷åí ëè MIM â ìóëüòèáåëêîâûé êîìï-
ëåêñ, îòâå÷àþùèé çà ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè ENaC ïåðå-
ñòðîéêàìè àêòèíà. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ èññëåäîâàíèÿ
ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà áûëà ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ
MIM â êîðòåêñå ïî÷êè êðûñû. Îñíîâíàÿ ðàáîòà áûëà ïðî-
âåäåíà íà êëåòêàõ ëèíèè CHO, òðàíñôèöèðîâàííûõ á-, â-
è ã-ñóáúåäèíèöàìè ENaC ìûøè (mENaC), ëèáî mENaC
âìåñòå ñ ïîëíîöåííûì áåëêîì MIM (MIM WT), èëè ðàç-
ëè÷íûìè åãî ìóòàíòíûìè ôîðìàìè. Èñïîëüçîâàíèå ýëåê-
òðîôèçèîëîãè÷åñêîãî ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåí-
öèàëà â îòâåäåíèè îò öåëîé êëåòêè ïîçâîëèëî îáíàðó-
æèòü ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå ïëîòíîñòè
àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûõ òîêîâ ïîñëå êîòðàíñôåêöèè
ðàçíûìè ôîðìàìè áåëêà MIM (â ïÀ/ïÔ): MIM WT —
69.6 ± 11.9, MIM PH — 48.9 ± 7.8, MIM ÄPRD —
178.0 ± 19.3, MIM ÄWH2 — 146.0 ± 19.4, MIM/IMD-L —
82.7 ± 19.8 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì — 271.2 ± 18.3. Ñî-
ãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, äâà äîìåíà áåëêà MIM —
PRD (ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîðòàêòèíîì) è WH2 (ó÷àñòâóåò â ïî-
ëèìåðèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ) — âîâëå÷åíû â ðå-
ãóëÿöèþ ENaC. Â ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ â îòâåäåíèè îò ó÷àñòêà ìåìáðàíû, â êëåòêàõ, êîòðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ MIM WT, áûëî îáíàðóæåíî ñíèæåíèå Po

ENaC ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû äîêàçûâàþò âîâëå÷åíèå MIM â ðåãóëÿöèþ ENaC àêòè-
íîâûì öèòîñêåëåòîì. Îêðàñêà ðîäàìèíîì-ôàëëîèäèíîì
ïîêàçàëà èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà:
â êëåòêàõ ÑÍÎ òðàíñôåêöèÿ MIM WT èíäóöèðóåò îáðà-
çîâàíèå óòîëùåííûõ àêòèíîâûõ ôèáðèëë â ïîäìåìáðàí-
íîé îáëàñòè, à òàêæå ôèëîïîäèé è âûñòóïîâ êëåòî÷íîé
ìåìáðàíû (ìèêðîøèïèêîâ). MIM PH, MIM/IMD-L è
MIM/IMD-S ïðèâåëè ê ñõîæèì èçìåíåíèÿì ñòðóêòóðû
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, òîãäà êàê MIM ÄWH2 è MIM
ÄPRD íå âûçûâàëè ïîäîáíûõ èçìåíåíèé, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ
ñ ðåçóëüòàòàìè ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 667



Ïîëó÷åííûå ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå äàþò îñíîâàíèÿ
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷êàõ ïî÷êè àê-
òèâíîñòü ENaC ðåãóëèðóåòñÿ ïåðåñòðîéêàìè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà ïðè ó÷àñòèè ñëîæíîîðãàíèçîâàííîãî ìóëü-
òèáåëêîâîãî êîìïëåêñà, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ êîðòàêòèí,
êîìïëåêñ Arp2/3 è, âåðîÿòíî, MIM. Äàëüíåéøèå èññëåäî-
âàíèÿ áóäóò íàïðàâëåíû íà èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìà ðå-
ãóëÿöèè ENaC ïðè ó÷àñòèè MIM â èììîðòàëèçîâàííîé
ëèíèè ñîáèðàòåëüíûõ òðóáî÷åê ïî÷êè ìûøè ñ ýêñïðåñ-
ñèåé MIM, ïîäàâëåííîé ïðè ïîìîùè ëåíòèâèðóñíîé
òðàíñäóêöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00700).
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Íèêîòèíàìèä àäåíèí äèíóêëåîòèä (NAD) ÿâëÿåòñÿ
êîôåðìåíòîì äåãèäðîãåíàç, êàòàëèçèðóþùèõ îêèñëè-
òåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûå ðåàêöèè öåíòðàëüíûõ ìåòàáî-
ëè÷åñêèõ ïóòåé â êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Ïîìèìî ýòîãî, ðàñ-
ùåïëåíèå NAD ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ýëåìåíòîì ìíîæåñò-
âà ñèãíàëüíûõ ïðîöåññîâ. Òàê, äèíóêëåîòèä èñïîëüçóåòñÿ
äëÿ ìîäèôèêàöèé áåëêîâ (äåàöåòèëèðîâàíèÿ è ÀÄÔ-ðè-
áîçèëèðîâàíèÿ), à òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïðåäøåñòâåííèêîì ñèã-
íàëüíûõ ìîëåêóë. NAD-çàâèñèìûå ðåãóëÿòîðíûå ïðîöåñ-
ñû ïîâñåìåñòíî ïðèñóòñòâóþò âî âñåõ îðãàíèçìàõ è íå
òîëüêî âîâëå÷åíû â àäàïòàöèþ ìåòàáîëèçìà ê èçìåíåíè-
ÿì îêðóæàþùåé ñðåäû, íî òàêæå ó÷àñòâóþò â êîíòðîëå
ôóíäàìåíòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ ñòàðå-
íèå è ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà, ýêñïðåññèþ ãåíîâ,
ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, êàëüöèéçàâè-
ñèìûé ñèãíàëèíã, àïîïòîç è ìíîãèå äðóãèå ïðîöåññû.
Óñïåøíàÿ ðåãóëÿöèÿ äàííûõ NAD-çàâèñèìûõ ìåòàáîëè-
÷åñêèõ è ñèãíàëüíûõ ïðîöåññîâ çàâèñèò îò òîãî, íàñêîëü-
êî ýôôåêòèâíî êëåòêå óäàåòñÿ ïîääåðæèâàòü îïðåäåëåí-
íûé óðîâåíü äàííîãî äèíóêëåîòèäà. Îñíîâíûì ñïîñîáîì
ðåãóëÿöèè óðîâíÿ NAD â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ åãî
áèîñèíòåç èç ïîñòóïàþùèõ ñ ïèùåé âèòàìèíîâ B3: íèêî-
òèíàìèäà (Nam), íèêîòèíîâîé êèñëîòû (NA) è ðèáîçèäîâ
íèêîòèíàìèäà (NR) è íèêîòèíîâîé êèñëîòû (NAR). Ïî-
ïàâ â êëåòêó, äàííûå ìåòàáîëèòû èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ñèí-
òåçà ìîíîíóêëåîòèäîâ NMN èëè NAMN. Äàëåå NMN è
NAMN àäåíèëèðóþòñÿ äî äèíóêëåîòèäîâ NAD è (èëè)
NAAD ñîîòâåòñòâåííî. Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ýêçîãåííûå íóêëåîòèäû NMN (NAMN) è NAD
(NAAD) òàêæå ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî ïîääåðæèâàòü
âíóòðèêëåòî÷íûé ïóë NAD. Êàêèì îáðàçîì ýòî ïðîèñõî-
äèò, íà äàííûé ìîìåíò äî êîíöà íå âûÿñíåíî. Äëÿ èçó÷å-
íèÿ ðîëè è ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ýêçîãåííûõ NAD è åãî
ìåòàáîëèòîâ ìû ðàçðàáîòàëè ìåòîä èõ èäåíòèôèêàöèè è
êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ïðè ïîìîùè ßÌÐ. Ïîìèìî ýòî-
ãî, äàííûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò èçó÷àòü
ìåõàíèçìû òðàíñïîðòà ïðåäøåñòâåííèêîâ NAD ÷åðåç

ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êëåòîê ÷åëîâåêà. Îäíèì èç
îñíîâíûõ ïðåèìóùåñòâ ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî ñòðóêòóðíûå è êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ìîãóò áûòü
ïîëó÷åíû äëÿ øèðîêîãî äèàïàçîíà õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ â
îäíîì ßÌÐ-ýêñïåðèìåíòå. Îáðàçöû äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî
àíàëèçà áûëè ïðèãîòîâëåíû ïîñëå îñàæäåíèÿ áåëêîâûõ
ôðàêöèé 60%-íûì àöåòîíèòðèëîì ñ ïîñëåäóþùåé ëèî-
ôèëèçàöèåé ñóïåðíàòàíòà. Çàòåì îáðàçöû ðàñòâîðÿëè â
íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7.0) íà îñíîâå D2O è èç-
ìåðÿëè ñïåêòðû ßÌÐ ñ îïòèìàëüíî ïîäîáðàííûìè ïàðà-
ìåòðàìè ðåãèñòðàöèè. Îñîáåííîñòüþ èññëåäóåìûõ ìåòà-
áîëèòîâ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî äèàïàçîí õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ
ïèðèäèíîâûõ êîëåö íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå 8—10 ppm,
êîòîðûé íå ñîäåðæèò ñèãíàëîâ îò äðóãèõ âåùåñòâ, èìåþ-
ùèõñÿ â ñòàíäàðòíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Ðàçðàáîòàííûé
íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ïðîèçâîäèòü
êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ îáðàç-
öîâ, ñîäåðæàùèõ ñìåñü ñëåäóþùèõ ìåòàáîëèòîâ : Nam,
NR, NAR, NMN, NAMN, NAAD è NAD ñ êîíöåíòðàöèåé
îò 0.5 ìêÌ ñ ïîãðåøíîñòüþ íå áîëåå 10 %.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-01765à è 14-04-32117ìîë_à).
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Â 1-þ íåä ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ ìîçãà â íåéðîíàõ
ãèïïîêàìïà è ìîçæå÷êà îáíàðóæèâàþòñÿ âûñîêàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ H2S è âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ôåðìåíòà
ñèíòåçà H2S — öèñòàòèîíèí-â-ñèíòàçû. Èçâåñòíî, ÷òî èç-
ìåíåíèå êîíöåíòðàöèè òèîëñîäåðæàùèõ ñîåäèíåíèé â
îðãàíèçìå ìîæåò ïðèâîäèòü ê íàðóøåíèÿì âî ìíîãèõ ñè-
ñòåìàõ îðãàíèçìà, â òîì ÷èñëå ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé è
íåðâíîé, ïàòîëîãèÿì ðàçâèòèÿ íåðâíîé ñèñòåìû è íåéðî-
äåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâàíèÿì. Â ïåðâûå 2 íåä ïîñò-
íàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ â îáëàñòè ãèïïîêàìïà íàáëþäàåòñÿ
îñîáûé ïàòòåðí ñïîíòàííîé ñåòåâîé àêòèâíîñòè — ãè-
ãàíòñêèå äåïîëÿðèçàöèîííûå ïîòåíöèàëû (ÃÄÏ). ÃÄÏ
ÿâëÿþòñÿ ñåòåâûìè ðàçðÿäàìè, íàïîìèíàþùèìè èíòå-
ðèêòàëüíûå ýïèëåïòèôîðìíûå ðàçðÿäû, âî âðåìÿ êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ êàê ïèðàìèäíûõ, òàê è èíòåðíåé-
ðîíîâ ãèïïîêàìïà, âñëåäñòâèå ñèíåðãåòè÷åñêîãî âîçáóæ-
äàþùåãî äåéñòâèÿ íåéðîìåäèàòîðîâ ãëóòàìàòà è ÃÀÌÊ.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íà ðàííèõ ýòàïàõ îíòîãåíåçà íåé-
ðîíàëüíûå ñâÿçè òîëüêî ôîðìèðóþòñÿ è èõ êîëè÷åñòâî
íåâåëèêî, à ÃÄÏ îáåñïå÷èâàåò ñèíõðîííóþ àêòèâíîñòü
ïðå- è ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ êëåòîê, ÍÌÄÀ-ðåöåïòîðîâ,
÷òî ñïîñîáñòâóåò ðàçâèòèþ è ôîðìèðîâàíèþ íåéðîííûõ
ñåòåé. Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå
ýôôåêòîâ è ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ äîíîðà H2S — NaHS —
íà ïîïóëÿöèîííóþ àêòèâíîñòü íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ó
íîâîðîæäåííûõ êðûñÿò. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ãî-
ðèçîíòàëüíûõ ñðåçàõ ãîëîâíîãî ìîçãà íîâîðîæäåííûõ
êðûñÿò â 1-þ íåä ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ (P3—P7, ãäå
Ð0 — äåíü ðîæäåíèÿ). Âíåêëåòî÷íóþ ðåãèñòðàöèþ ïîëå-
âûõ ïîòåíöèàëîâ ïîïóëÿöèîííîé àêòèâíîñòè íåéðîíîâ
ÑÀ3-îáëàñòè ãèïïîêàìïà ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ìåòàë-
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ëè÷åñêîãî ýëåêòðîäà è íèçêîøóìÿùåãî âíåêëåòî÷íîãî
óñèëèòåëÿ (DAM 80, WPI, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ñèíàïòè÷å-
ñêèå ÃÀÌÊ(À)-îïîñðåäîâàííûå îòâåòû ðåãèñòðèðîâàëè
ïðè ïîìîùè ïýò÷-êëàìï-ðåãèñòðàöèè â ðåæèìå «öåëàÿ
êëåòêà» ñ ôèêñàöèè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íà 0 ìÂ ñ
èñïîëüçîâàíèåì óñèëèòåëÿ Axopatch 200Â (Axon Instr.,
ÑØA). Â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ àêòèâíîñòü íåéðîíîâ
áûëà ñãðóïïèðîâàíà â ïîïóëÿöèîííûå ðàçðÿäû, ñî-
ñòîÿùèå èç ãðóïïû ïîòåíöèàëîâ äåéñòâèÿ — ãèãàíòñêèõ
äåïîëÿðèçóþùèõ ïîòåíöèàëîâ (ÃÄÏ), êîòîðûå ïðè îäíî-
âðåìåííîé ïýò÷-êëàìï-ðåãèñòðàöèè ïèðàìèäíûõ êëå-
òîê ÑÀ3-îáëàñòè ñîïðîâîæäàëèñü ïîëèñèíàïòè÷åñêè-
ìè ÃÀÌÊ(À)-îïîñðåäîâàííûìè òîêàìè. Àïïëèêàöèÿ
100 ìêÌ äîíîðà H2S âûçûâàëà çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå
÷àñòîòû ÃÄÏ è ïîëèñèíàïòè÷åñêèõ îòâåòîâ íåéðîíîâ.
Ñåòåâàÿ àêòèâíîñòü ãèïïîêàìïà ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëè-
âàëàñü ïîñëå îòêëþ÷åíèÿ ïîäà÷è âåùåñòâà. Ðåãèñòðàöèÿ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïèðàìèäíûõ êëåòîê ÑÀ3-îáëàñ-
òè â ðåæèìå «íà êëåòêå» ïðè ôèêñàöèè òîêà (I = 0) ïîêà-
çàëà, ÷òî àïïëèêàöèÿ NaHS âûçûâàëà çíà÷èòåëüíóþ äåïî-
ëÿðèçàöèþ íåéðîíîâ, è ýòî ïðèâîäèëî ê ïîäàâëåíèþ ñå-
òåâîé àêòèâíîñòè ãèïïîêàìïà. Àíàëèç ñèíàïòè÷åñêèõ
òîêîâ, âûçâàííûõ àêòèâàöèåé ãëóòàìàòíûõ è ÃÀÌÊ(À)-
ðåöåïòîðîâ, âûÿâèë, ÷òî äîíîð H2S îêàçûâàë íåîáðàòè-
ìûé èíãèáèðóþùèé ýôôåêò íà àìïëèòóäó è âðåìÿ íàðàñ-
òàíèÿ ÍÌÄÀ-âûçâàííîãî ñèíàïòè÷åñêîãî òîêà íåéðîíà-
ëüíîé êëåòêè ó íîâîðîæäåííîãî êðûñåíêà â ÑÀ3-îáëàñòè
ãèïïîêàìïà áåç èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ ñèíàïòè÷ååñêèõ
îòâåòîâ, âûçâàííûõ àêòèâàöèåé ÀÌÏÀ- èëè ÃÀÌÊ(À)-
ðåöåïòîðîâ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
H2S â 1-þ íåä ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ ãèïïîêàìïà ïî-
äàâëÿåò ñåòåâóþ àêòèâíîñòü, çà ñ÷åò äåïîëÿðèçàöèè ìåì-
áðàííîãî ïîòåíöèàëà íåéðîíîâ è óãíåòåíèÿ ÍÌÄÀ-ðå-
öåïòîðîâ.
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Áåëîê Tag7 îòêðûò â íàøåì èíñòèòóòå â 1998 ã. è ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ âðîæäåííîãî èììóíè-
òåòà ó äðîçîôèëû. Äëÿ Tag7 ó ìëåêîïèòàþùèõ òàêæå ïî-
êàçàíà àíòèìèêðîáíàÿ àêòèâíîñòü, îäíàêî åãî ðîëü ó âû-
ñøèõ îðãàíèçìîâ ñëîæíåå, ÷åì ó äðîçîôèëû. Â íàøåé
ëàáîðàòîðèè ïîêàçàíî, ÷òî â êîìïëåêñå ñ áåëêîì òåïëîâî-
ãî øîêà Hsp70 îí ñïîñîáåí âûçûâàòü ëèçèñ êëåòîê ðàêî-
âûõ ëèíèé. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñ Tag7—
Hsp70 èíäóöèðóåò â ðàêîâûõ êëåòêàõ àïîïòîç è íåêðîï-
òîç. Ïðè ýòîì èíãèáèðîâàíèå êàñïàçíîé àêòèâíîñòè cas-
pase 8, îñíîâíîé ðåãóëÿòîðíîé êàñïàçû, âîâëå÷åííîé â
ïåðåäà÷ó ñèãíàëà àïîïòîçà îò ðåöåïòîðîâ ñìåðòè, íå
ïðåäîòâðàùàåò íåêðîïòîç. Òàêæå ìû ïîêàçàëè, ÷òî êîìï-
ëåêñ äâóõ áåëêîâ Tag7—Hsp70, êîòîðûé èíäóöèðóåò ãè-
áåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ íîâûì ëèãàíäîì äëÿ
TNFR1, ðåöåïòîðà öèòîêèíà ïðèîáðåòåííîãî èììóíèòåòà
TNF-alpha. Òàêæå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñàì áåëîê
Tag7 ÿâëÿåòñÿ íîâûì ëèãàíäîì äëÿ ðåöåïòîðà TNFR1, è â
ýòîì êà÷åñòâå èíãèáèðóåò êàê öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâ-
íîñòü êîìïëåêñà Tag7—Hsp70, òàê è öèòîòîêñè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü TNF-alpha.
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