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Ïðîäóêò ãåíà BMI1 — êëþ÷åâîé êîìïîíåíò ñåìåéñòâà Polycomb

Áåëîê Bmi1 ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì êîìïîíåíòîì ñåìåéñòâà Polycomb (PcG), êîòîðîå ó ìëåêîïèòàþ-
ùèõ ðåãóëèðóåò îñíîâíûå ôóíêöèè ñîìàòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) — ñàìîïîääåðæàíèå è äèôôå-
ðåíöèðîâêó ïóòåì òðàíñêðèïöèîííîé ñóïðåññèè ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ êëåòî÷íûì öèêëîì è äèôôåðåíöè-
ðîâêîé. Íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åííûìè ìèøåíÿìè Bmi1 ÿâëÿþòñÿ ãåíû ëîêóñà Ink4 — èíãèáèòîð öèê-
ëèíçàâèñèìûõ êèíàç ð16Ink4a è p14Arf, ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè êîòîðûõ ïðè àêòèâèðóþùèõ ìóòàöèÿõ ãåíà
BMI1 ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ïîÿâëåíèÿ ðàêîâûõ ÑÊ è êàðöèíîì â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ. Èíàêòèâàöèÿ BMI1,
íàïðîòèâ, ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà è êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ. Õîòÿ ìåäèöèíñêèå ïîñëåäñò-
âèÿ ãèïî- è ãèïåðôóíêöèè BMI1 øèðîêî èçâåñòíû, åãî ìèøåíè è ðîëü â ìåõàíèçìå ðåãóëÿöèè ôóíêöèé
òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ÑÊ íå èçó÷åíû. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ðåãóëÿòîðíîé ðîëè
BMI1 â æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêå (ÆÄ) ìûøèíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Èíäóêöèÿ
ÆÄ â ìûøèíûõ ÌÑÊ ëèíèè Ñ3Í10Ò1/2 áûëà àññîöèèðîâàíà ñ ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè BMI1, ãåíîâ ñå-
ìåéñòâà pRb (RB è p130) è ãåíà äåìåòèëàçû UTX, íî íå ìåòèëòðàíñôåðàçû EZH2, ïðîäóêòû êîòîðûõ ðå-
ãóëèðóþò óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ H3K27, èãðàþùåãî ðîëü ýïèãåíåòè÷åñêîãî ïåðåêëþ÷àòåëÿ ÆÄ â ÌÑÊ
÷åëîâåêà (Hemming et al., 2014). Èíàêòèâàöèÿ BMI1 ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîé ìèÐÍÊ çíà÷èòåëüíî çà-
ìåäëÿëà è ñíèæàëà óðîâåíü ÆÄ, íî íå îòìåíÿëà ôîðìèðîâàíèå àäèïîöèòîâ, ÷òî ñî÷åòàëîñü ñ ïîëíûì
òîðìîæåíèåì ýêñïðåññèè àäèïîãåííûõ ìàðêåðîâ — PPARã2 è ADIPOQ (aäèïîíåêòèíà), à òàêæå ñî çíà-
÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè ãåíîâ RB è p130, íî íå UTX. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î ðàçëè÷èÿõ â ìåõàíèçìå ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ÆÄ â ÌÑÊ ìûøè è ÷åëîâåêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, æèðîâàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, Polycomb, Bmi1,
pRb.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÆÄ — æèðîâàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ÊÄ — êîñòíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà,
ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÏÖÐ-ÐÂ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ â ðåàëüíîì âðåìåíè,
ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÔÁÑ — ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ÑÊ, pRb — ïðî-
äóêò ãåíà ðåòèíîáëàñòîìû.

Áåëêè ñåìåéñòâà Polycomb (PcG) áûëè îòêðûòû êàê
òðàíñêðèïöèîííûå ñóïðåññîðû ãåíîâ HOX, êîíòðîëèðó-
þùèõ ôîðìèðîâàíèå ïëàíà è ñåãìåíòàöèþ òåëà (ãîìåîòè-
÷åñêèå ðåãóëÿòîðû) â õîäå ðàçâèòèÿ ó ìóõ Drosophila.
Ìóòàöèè ãåíîâ ñåìåéñòâà PcG ñîïðîâîæäàþòñÿ íàðóøå-
íèÿìè ôîðìîîáðàçîâàíèÿ, íàïðèìåð ïîÿâëåíèåì äîïîë-
íèòåëüíûõ ïîëîâûõ ãðåáåøêîâ íà 2-ì è 3-ì òîðàêàëüíûõ
ñåãìåíòàõ ó ìóõ Drosophila (Kennison et al., 1995). Ó ìëå-
êîïèòàþùèõ áåëêè PcG ðåãóëèðóþò ñîñòîÿíèå èäåíòè÷-
íîñòè è äèôôåðåíöèðîâêó ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) (Spar-
mann, van Lohuinzen, 2006; Pietersen, van Lohuinzen, 2008).
Cåìåéñòâî PcG ôîðìèðóåò ìíîãîêîìïîíåíòíûå áåëêîâûå
êîìïëåêñû (Polycomb repressive complexes, PRCs), êîòîðûå
òîðìîçÿò òðàíñêðèïöèþ ïóòåì ìîäèôèêàöèè õðîìàòèíà
(Boyer et al., 2006; Bracken et al., 2006; Lee et al., 2006).
Â ÑÊ áåëêè PcG ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïðîìîòîðàìè äèôôåðåí-
öèðîâî÷íûõ ãåíîâ è ðåïðåññèðóþò èõ àêòèâíîñòü, ðåãó-
ëèðóÿ âûáîð êëåòî÷íîé ñóäüáû â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ (Pasini et al., 2007; Ezhkova et al., 2009).

Ñóùåñòâóþùàÿ ìîäåëü òðàíñêðèïöèîííîé ðåãóëÿöèè
áåëêàìè PcG ïðåäïîëàãàåò, ÷òî êîìïëåêñ PRC2, âêëþ÷à-
þùèé â ñåáÿ òðè îñíîâíûõ êîìïîíåíòà — Ezh2, Eed è
Suz12, òðèìåòèëèðóåò ñàéò Í3K27 ñ ïîìîùüþ ìåòèë-
òðàíñôåðàçû Ezh2. Êîìïëåêñ PRC1 ðàñïîçíàåò è ñâÿçûâà-
åò Í3K27ìå3, âûçûâàÿ òðàíñêðèïöèîííóþ ñóïðåññèþ àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ íèì ãåíîâ (Ñao et al., 2002; Kuzmichev
et al., 2002). PRC1 ñîäåðæèò ÷åòûðå îñíîâíûõ áåëêà —
Polycomb (Cbx), Polyhomeotic (Edr), Posterior sex combs
(Bmi1) è Ring 1, êàæäûé èç êîòîðûõ ìîæåò áûòü ïðåä-
ñòàâëåí íåñêîëüêèìè èçîôîðàìè (Levine et al., 2002;
Valk-Lingbeek et al., 2004). Áåëêè Cbx ðàñïîçíàþò è ñâÿ-
çûâàþò Í3K27ìå3, à áåëêè Ring 1 óêðåïëÿþò ñâÿçü PcG c
Í3K27ìå3 ïóòåì ìîíîóáèêâèòèíèðîâàíèÿ ëèçèíà
Í2ÀK119 (De Nàpoles et al., 2004). Ãåí BMI1 ÷åëîâåêà
(hBMI1, B-cell-specific Moloney leukemia virus integration
site) êàðòèðîâàí íà êîðîòêîì ïëå÷å õðîìîñîìû 10
(10.11.23) è êîäèðóåò ìÐÍÊ 3.4 êá. Ïðîäóêò hBMI1 ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 37 êÄà, âêëþ÷àþùèé
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â ñåáÿ 326 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, òîãäà êàê ó ìûøè
BMI1 (mBMI1) êîäèðóåò áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 45—47 êÄà
(Cao et al., 2011; Bhattacharya et al., 2015). Bmi1 íå îáëàäà-
åò ñîáñòâåííîé ôåðìåíòíîé àêòèâíîñòüþ, íî ñîäåðæèò â
ñâîåé ñòðóêòóðå êîíñåðâàòèâíûå äîìåíû Ring finger (êî-
ëüöåâîé ïàëåö) è HTH (helix-turn-helix), êîòîðûå íàäåëÿ-
þò åãî ñïîñîáíîñòüþ èçìåíÿòü ñòðóêòóðó õðîìàòèíà (Cao
et al., 2005). Ê íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åííûì ìèøåíÿì
Bmi1 îòíîñÿòñÿ ãåíû ëîêóñà Ink4 — ð16Ink4a è ð14Arf (Silva
et al., 2006). Áåëîê ð16Ink4a ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì öèêëèí-
çàâèñèìûõ êèíàç (Cdk4-6) ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà G1,
òîðìîæåíèå åãî ïðîäóêöèè áåëêîì Bmi1 ïðèâîäèò ê ïî-
âûøåíèþ àêòèâíîñòè êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ Cdk4-6/öèê-
ëèíû D, èíãèáèöèè áåëêîâ ñåìåéñòâà pRb è óñêîðåíèþ
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè. Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ð14Arf

ñâÿçàíà ñ òîðìîæåíèåì àêòèâíîñòè óáèêâèòèíîâîé ëèãà-
çû Mdm2, èíàêòèâèðóþùåé îïóõîëåâûé ñóïðåññîð ð53.
Òîðìîæåíèå åãî ïðîäóêöèè áåëêîì Bmi1 ñîïðÿæåíî ñ
óáèêâèòèíèðîâàíèåì è ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèåé ð53,
àêòèâàöèåé êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîâûøåíèåì ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè êëåòîê ê çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè.
Ñíèæåíèå àêòèâíîñòè Bmi1, íàïðîòèâ, ïðèâîäèò ê ïîâû-
øåíèþ ïðîäóêöèè áåëêîâ ð16Ink4a è ð14Arf, çàìåäëåíèþ
ïðîëèôåðàöèè è êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ (Park et al., 2004).

Bmi1 èãðàåò áîëåå âàæíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü â
ÑÊ, ÷åì â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ, ó÷àñòâóÿ â ôîð-
ìèðîâàíèè ìåõàíèçìà, ðåãóëèðóþùåãî îñíîâíóþ ôóíê-
öèþ ÑÊ — ñàìîïîääåðæàíèå. ÝÑÊ è ñîìàòè÷åñêèå ÑÊ
õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêèì óðîâíåì Bmi1, êîòîðûé ñíè-
æàåòñÿ â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîâûøåíèå óðîâíÿ
Bmi1 ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé âîçíèêíîâåíèÿ ðàêîâûõ ÑÊ è
îïóõîëåé â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ, à ýêòîïè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ
Bmi1 âåäåò ê èììîðòàëèçàöèè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
(Dimri et al., 2002; Lessard, Sauvageau, 2003; Molofsky et al.,
2005). Ñàìîïîääåðæàíèå ÑÊ çàâèñèò îò ñóïðåññèè ìíîæå-
ñòâà äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ãåíîâ, íà ïðîìîòîðàõ êîòîðûõ
îáíàðóæåíû áåëêè PcG. Â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ è
ñîìàòè÷åñêèõ ÑÊ îòìå÷àþòñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ âçàèìî-
äåéñòâèÿ PcG ñ ðåãóëÿòîðíûìè îáëàñòÿìè ãåíîâ äèôôå-
ðåíöèðîâêè, ïîòåðÿ ìåòîê Í3K27ìå3 è Í2ÀK119ub1
(Boyer et al., 2006; Bracken et al., 2006; Lee et al., 2006).

Õîòÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ Ezh2 â õîäå êëåòî÷íîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè áûëî îòìå÷åíî äëÿ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ÑÊ è
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê, îíî íå ÿâëÿåòñÿ îáùåé çà-
êîíîìåðíîñòüþ, ïðèìåíèìîé ê ëþáûì êëåòî÷íûì òèïàì.
Îïóáëèêîâàííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðå-
ãóëÿöèÿ æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêè (ÆÄ) ÌÑÊ ÷åëîâåêà
ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ïóòåì èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ìåòèëè-
ðîâàíèÿ Í3K27 ìåòèëòðàíñôåðàçîé Ezh2 è äåìåòèëàçîé
Utx, ôîðìèðóþùèìè ýïèãåíåòè÷åñêèé ïåðåêëþ÷àòåëü,
êîíòðîëèðóþùèé îáðàòèìûé ïåðåõîä ñ æèðîâîé íà êîñò-
íóþ äèôôåðåíöèðîâêó (ÊÄ). Ïîâûøåíèå óðîâíÿ è àêòèâ-
íîñòè Ezh2 â ÌÑÊ ÷åëîâåêà ñïîñîáñòâóåò ÆÄ, òîãäà êàê
äåìåòèëàçà Utx äåéñòâóåò â ïðîòèâîïîëîæíîì íàïðàâëå-
íèè (Hemming et al., 2014).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ðåãó-
ëÿòîðíîé ðîëè BMI1 â ÆÄ ìûøèíûõ ÌÑÊ. Ïåðâàÿ çàäà÷à
ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â òîðìîæåíèè ýêñïðåññèè BMI1 â
êëåòêàõ 10Ò1/2 ñ ïîìîùüþ ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèè â íèõ
ìèÐÍÊ ïðîòèâ BMI1. Âòîðàÿ çàäà÷à ðàáîòû âêëþ÷àëà â
ñåáÿ èíäóêöèþ ÆÄ è îöåíêó åå óðîâíÿ â êîíòðîëüíûõ è
îïûòíûõ êëåòêàõ ëèíèè 10Ò1/2 ñ èíàêòèâèðîâàííûì
BMI1. Â òðåòüþ çàäà÷ó ðàáîòû âõîäèëî îïðåäåëåíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ BMI1, EZH2, UTX, RB è p130 â
èíäóöèðîâàííûõ ê ÆÄ êëåòêàõ 10Ò1/2 ñ èíàêòèâèðîâàí-

íûì BMI1. Îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè óêàçàííûõ
ãåíîâ äàâàëî âîçìîæíîñòü óñòàíîâèòü èõ ðîëü â õîäå ÆÄ
ìûøèíûõ ÌÑÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å
ê ë å ò î ê. Ìûøèíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè
C3H10T1/2 (10Ò1/2) èç Àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð (ÀÒÑÑ) êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM, ñî-
äåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (ÔÁÑ) è
50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, â ÑÎ2-èíêóáàòîðå (5 % CO2 è
âëàæíîñòü 100 %).

È í ä ó ê ö è ÿ Æ Ä. Êëåòêè (1�104) â ëîãàðèôìè÷åñêîé
ôàçå ðîñòà êóëüòèâèðîâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ äëÿ
ìèêðîñêîïèè â 35-ìèëëèìåòðîâûõ êóëüòóðàëüíûõ ÷àø-
êàõ â 1.5 ìë ðîñòîâîé ñðåäû. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ðîñòî-
âóþ ñðåäó çàìåíÿëè ñïåöèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâî÷íîé,
ñîäåðæàùåé 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, 10 % ÔÁÑ, 5 ìêã/ìë
èíñóëèíà, 50 ìêÌ èíäîìåòàöèíà, 1�10–6 Ì äåêñàìåòàçîíà
è 0.5 ìêÌ 3-èçîáóòèë-1-ìåòèëêñàíòèíà (Sigma, ÑØÀ).
Æèðîâûå âêëþ÷åíèÿ âûÿâëÿëè íà 7, 10 è 14-å ñóò ïîñëå
èíäóêöèè ÆÄ, ôèêñèðóÿ êëåòêè â 4%-íîì ïàðàôîðìàëü-
äåãèäå â PBS â òå÷åíèå 1 ÷. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðî-
ìûâàëè äâàæäû äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, 1 ðàç 60%-íûì
èçîïðîïàíîëîì (Âåêòîí, Ðîññèÿ), âûñóøèâàëè, îêðàøè-
âàëè 10 ìèí êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì êðàñíûì (Sigma,
ÑØÀ) è ïðîìûâàëè 4 ðàçà äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Ðàñ-
òâîð êðàñèòåëÿ ãîòîâèëè, ñìåøèâàÿ 6 ÷àñòåé ðàñòâîðà, ñî-
äåðæàùåãî 35 ìêã/ìë ìàñëÿíîãî êðàñíîãî â 100%-íîì
èçîïðîïàíîëå, ñ 4 ÷àñòÿìè äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ïå-
ðåä íàíåñåíèåì íà êëåòêè êðàñèòåëü ôèëüòðîâàëè ÷åðåç
ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0.45 ìêì. ÆÄ îöåíèâàëè â ïðî-
õîäÿùåì ñâåòå íà ìèêðîñêîïå Pascal (Carl Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 10�. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ÆÄ êðàñèòåëü ýêñòðàãèðîâàëè â 1 ìë 100%-íîãî
èçîïðîïàíîëà è åãî ñîäåðæàíèå â ðàñòâîðå îïðåäåëÿëè ïî
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Nanodrop
(ÑØÀ) ïðè äëèíå âîëíû 520 íì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÐÍÊ
1.5�105 êëåòîê âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 10 ñóò íà ÷àøêàõ
100 ìì, âûçûâàÿ ÆÄ ïî âûøåîïèñàííîé ìåòîäèêå. Êàæ-
äûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè, ðàñïëàñòàííûìè ïðè ðîñòå
â êóëüòóðå, ïåðåíîñèëè â êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè 35 ìì,
îäíîêðàòíî îòìûâàëè PBS 5 ìèí, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì
ïàðàôîðìàëüäåãèäîì 15 ìèí, çàòåì 70%-íûì ýòèëî-
âûì ñïèðòîì â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ; îáðàáàòûâàëè
0.2%-íûì äåòåðãåíòîì Òðèòîíîì X-100 10 ìèí, ïðîìû-
âàëè PBS 2 ðàçà ïî 5 ìèí, ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ àíòèòåë áëîêèðîâàëè 1 ÷ ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì 3 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0.1 % Òâè-
íà 20; çàòåì íà êëåòêè íàíîñèëè ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà
(ðàçâåäåíèå â 50—200 ðàç) â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå íà
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî
5 ìèí PBS, îáðàáàòûâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåíò-
íîé ìåòêîé, îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS è çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Ànti-Fade (BioRad, ÑØÀ), óìåíüøàþùóþ íåñïåöè-
ôè÷åñêóþ ôëóîðåñöåíöèþ è ñîäåðæàùóþ êðàñèòåëü
DAPI äëÿ îêðàñêè ÄÍÊ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå èçîáðà-
æåíèÿ ïîëó÷àëè íà ýëåêòðîííîì ñêàíèðóþùåì ìèêðî-
ñêîïå Leica (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ ëàçåðû ñ
äëèíàìè âîëí 488 è 633 íì.
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Í î ê ä à ó í ã å í à B M I 1. Ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð
FUGW-H1 BMI1 shRNA1 áûë ïîëó÷åí â äàð îò ä-ðà Sally
Temple (êîìïàíèÿ Addgene, ïëàçìèäà ¹ 21576) (Fasano
et al., 2007). Âåêòîð ýêñïðåññèðóåò çåëåíûé ôëóîðåñöèðó-
þùèé áåëîê (GFP) è ìàëóþ øïèëå÷íóþ ÐÍÊ (ìèÐÍÊ),
ñîäåðæàùóþ 19-ìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü GAGATA-
ATAAGCTTGTCTA, íàïðàâëåííóþ ïðîòèâ îòêðûòîé
ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ãåíà BMI1. Äëÿ óïàêîâêè ëåíòèâèðóñ-
íûõ ÷àñòèö êëåòêè ëèíèè 293T áûëè êîòðàíñôèöèðîâàíû
ïðè ïîìîùè êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäà ïëàçìèäàìè
FUGW-H1 BMI1 shRNA1, psPAX2 è pMD2.G (Tronolab,
ÑØÀ) â êîëè÷åñòâå 11, 8 è 4 ìêã íà 1 100-ìèëëèìåòðî-
âóþ ÷àøêó ñîîòâåòñòâåííî. Íà ñëåäóþùèé äåíü ïîñëå
òðàíñôåêöèè ñðåäó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ. Ñðåäó, ñîäåðæà-
ùóþ âèðóñíûå ÷àñòèöû, ñîáèðàëè íà 2-å è 3-è ñóò ïîñëå
òðàíñôåêöèè è ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì ïîð
45 íì. Òèòð âèðóñà îïðåäåëÿëè íà êëåòêàõ 293Ò ïðè èõ
èíôèöèðîâàíèè âèðóñîì â 10-êðàòíûõ ðàçâåäåíèÿõ ñî-
äåðæàùåé åãî ñðåäû ñ ïîñëåäóþùèì öèòîôëóîðèìåòðè-
÷åñêèì èçìåðåíèåì äîëè êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ Gfp,
íà öèòîìåòðå Beckman Coulter (ÑØÀ). Èñïîëüçóåìàÿ
íàìè ñðåäà ñîäåðæàëà 2�106 âèðóñíûõ åäèíèö â 1 ìë ñðå-
äû. Êëåòêè ëèíèè 10T1/2 âûñåâàëè â êîëè÷åñòâå 2�105 íà
60-ìèëëèìåòðîâûå ÷àøêè. Íà ñëåäóþùèé äåíü ðîñòîâóþ
ñðåäó çàìåíÿëè 2 ìë ñðåäû, ñîäåðæàùåé âèðóñíûå ÷àñòè-
öû, è èíêóáèðîâàëè â íåé êëåòêè 18 ÷, ïîñëå ÷åãî ñðåäó
çàìåíÿëè íà ñâåæóþ. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ýê-
ñïðåññèè GFP ïðîâîäèëè ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå èíôèöèðîâà-
íèÿ.

Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è (Ï Ö Ð - Ð Â). Îáùå-
êëåòî÷íóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç 2�106 êëåòîê ñ ïîìîùüþ íà-
áîðà ðåàãåíòîâ GeneJET RNA (Thermo Scientific, ÑØÀ).
Î÷èùåííóþ ÐÍÊ îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé I (Thermo Sci-
entific, ÑØÀ) — 3 åä. â ðåàêöèîííîì îáúåìå 35 ìêë â òå-
÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, ïîñëå ÷åãî ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè
ïóòåì äîáàâëåíèÿ íà 10 ìèí 3.5 ìêë 50 ìÌ ðàñòâîðà
ÝÄÒÀ ïðè 65 °Ñ. Êîëè÷åñòâî ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ñïåêòðî-
ìåòðè÷åñêè ïðè äëèíå âîëíû 260 íì, à åå öåëîñòíîñòü —
ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþøåì àãàðîç-
íîì ãåëå ñ ôîðìàëüäåãèäîì ïî íàëè÷èþ ïîëîñ ÐÍÊ 28S è
18S. Äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ 2 ìêã ÐÍÊ ñìåøèâàëè ñ 0.5 ìêã
ïðàéìåðà îëèãî-äÒ18, îáúåì ñìåñè äîâîäèëè äî 12.5 ìêë
è èíêóáèðîâàëè ïðè 65 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí, ðåàêöèîííóþ
ñìåñü îõëàæäàëè, äîáàâëÿëè ê íåé 4 ìêë 5-êðàòíîãî áó-
ôåðà, 1 ìêë (200 åä.) îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû RevertAid
(Thermo Scientific, ÑØÀ), 2 ìêë 10 ìÌ ñìåñè dNTP è
0.5 ìêë èíãèáèòîðà ÐÍÊàç RiboLock (Thermo Scientific,
ÑØÀ), èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 42 °Ñ. Ðåàêöèþ îñòàíàâëè-
âàëè íàãðåâàíèåì äî 70 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. ÏÖÐ-ÐÂ
ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòîðå Applied Biosystems 7300 ñî

ñëåäóþùèìè ïàðàìåòðàìè ðåàêöèè: èíèöèèðóþùåå
ïëàâëåíèå — 5 ìèí ïðè 95 °Ñ, ïëàâëåíèå — 15 ñ ïðè
95 °Ñ, îòæèã — 30 ñ ïðè 58 °Ñ, ñèíòåç — 20 ñ ïðè 72 °Ñ;
40 öèêëîâ. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîñòîÿëà èç 8 ìêë 2.5-êðàò-
íîãî ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôà-
òû (dNTP), ÏÖÐ-áóôåð, MgCl2, Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó,
SYBR Green I è ROX (Ñèíòîë, Ðîññèÿ), 0.2 ìêÌ ïðÿìîãî
è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ (ñì. òàáëèöó), ñèíòåçèðîâàííûõ â
êîìïàíèè Beagle (Ðîññèÿ), 0.2 ìêë êÄÍÊ è âîäó äî îáúå-
ìà 20 ìêë. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîãî ãåíà èñïîëüçîâàëè
â-àêòèí; îòíîñèòåëüíóþ ýêñïðåññèþ ãåíîâ ðàññ÷èòûâàëè
ïî ôîðìóëå R = 2–ÄÄC(T). Äëÿ âñåõ ãåíîâ ÐÂ-ÏÖÐ áûëà ïðî-
âåäåíà â 3 áèîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðàõ.

À í ò è ò å ë à. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Bmi1 (Santa Cruz, Inc.,
ÑØÀ) è Gfp (Sigma, ÑØÀ), à â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòè-
òåë — Alexa Fluor® 633 Fab-ôðàãìåíò êîçëèíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ êðî-
ëèêà (Invitrogen, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ð å ç ó ë ü ò à ò î â
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðåäíåé àðèôìåòè÷åñêîé
âåëè÷èíû è ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ, îïðåäåëÿåìûõ ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Office Excel, 2010. Äëÿ
îöåíêè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé
Ñòüþäåíòà. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû. Èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè â ïðåïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ
íà ñêàíèðóþùåì ëàçåðíîì ìèêðîñêîïå Leica, îïðåäåëÿëè
ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Zeiss LSM.

Ðåçóëüòàòû

È í à ê ò è â à ö è ÿ B M I 1 â Ì Ñ Ê ë è í è è 1 0 Ò 1 / 2.
Ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèåé, ñî-
äåðæàùåé ìèÐÍÊ äëÿ èíàêòèâàöèè BMI1 è ãåí GFP, 80 %
êëåòîê 10Ò1/2 âûÿâëÿëèñü öèòîìåòðè÷åñêè ïî ïðîäóêöèè
Gfp â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê
(ðèñ. 1, à). Èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îöåíêà ïðîäóêöèè
êëåòêàìè Gfp ïóòåì ðåãèñòðàöèè íàòèâíîé ôëóîðåñöåí-
öèè, âîçáóæäàåìîé ëàçåðîì 488 íì, è ôëóîðåñöåíöèè,
îïîñðåäîâàííîé ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê Gfp è
âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ êðàñèòåëåì
Cy5, âîçáóæäàåìîé ëàçåðîì 633 íì, ïîäòâåðäèëà öèòî-
ìåòðè÷åñêèå äàííûå (ðèñ. 1, á). Áîëüøèíñòâî èíôèöèðî-
âàííûõ êëåòîê ïðîäóöèðîâàëî Gfp, õîòÿ óðîâåíü åãî ýêñ-
ïðåññèè, ñîîòâåòñòâóþùèé èíòåíñèâíîñòè åñòåñòâåííîé
è èíäóöèðîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè, áûë ðàçëè÷åí â ðàç-
íûõ êëåòêàõ. Ýíäîãåííûé Bmi1 âûÿâëÿëñÿ â êëåòêàõ
10Ò1/2 ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë è âòîðûõ àí-
òèòåë ñ êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèåé â áîëüøèíñòâå êëåòîê

Ïðîäóêò ãåíà BMI1 — êëþ÷åâîé êîìïîíåíò ñåìåéñòâà Polycomb 85

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ ÏÖÐ-ÐÂ

Ãåí Ïðÿìîé ïðàéìåð (5R—3R) Îáðàòíûé ïðàéìåð (5R—3R)

â-àêòèí CATCCGTAAAGACCTCTATGCC GACTCATCGTACTCCTGCTTG

BMI1 GGAGACCAGCAAGTATTGTCC TTCTCCTCGGTCTTCATTGG

EZH2 GCAATTTAGAAAACGGAAATGC GTACAAAACACTTTGCAGCTGG

UTX CGGGCGACAAAAGAAGAAC AGATGAGGCGGATGGTAATG

RB CATCTAATGGACTTCCAGAG CATAACAGTCCTAACTGGAG

p130 TTGGACTCTGTCTCGGTGTGTCTAAG AATGCGTCATGCTCCAGAACACCAG

PPARã2 TGACCCAGAGCATGGTGCCTTC TGTGGCATCCGCCCAAACC

ADIPOQ GGAGAGAAAGGAGATGCAGGTCT GGTAGTTGCAGTCAGTTGGTATCAT
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè GFP (à) è èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê ëèíèè
10Ò1/2, ýêñïðåññèðóþùèõ GFP è Bmi1 (á).

à — ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê íåèíôèöèðîâàííûõ (÷åðíàÿ êðèâàÿ) è èíôèöèðîâàííûõ ëåíòèâèðóñîì FUGW-H1 BMI1 shRNA1, êîäèðóþ-
ùèì ìèÐÍÊ ïðîòèâ BMI1 è ãåí GFP (çåëåíàÿ êðèâàÿ). á: 1 — îêðàøèâàíèå DAPI, 2 — íàòèâíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ GFP, 3 — ñâÿçûâàíèå ñïåöèôè÷åñêèìè

àíòèòåëàìè è âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ êðàñèòåëåì Cy5, 4 — ñîâìåùåííîå èçîáðàæåíèå. Îá.: 40�.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå íîêäàóíà BMI1 (siBMI1) íà íàêîïëåíèå æèðîâûõ âàêóîëåé â êëåòêàõ 10T1/2 ïðè èíäóêöèè æèðîâîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè (ÆÄ).

à — îêðàñêà êëåòîê ìàñëÿíûì êðàñíûì íà ðàçëè÷íûõ ñðîêàõ ÆÄ. á — ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêàÿ îöåíêà êîëè÷åñòâà êðàñèòåëÿ, ñâÿçûâàåìîãî àäèïîöè-
òàìè íà ðàçëè÷íûõ ñðîêàõ äèôôåðåíöèðîâêè; ïîêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (OD) ïðè 520 íì è èõ îøèáêà. n = 3, çâåçäî÷êà ïîêà-

çûâàåò ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ ïðè P < 0.05.



ïîêàçûâàë ñìåøàííóþ ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ëî-
êàëèçàöèþ (ðèñ. 1, á). Â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñïåöè-
ôè÷åñêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, îïîñðåäîâàííàÿ àíòèòåëàìè ê
Bmi1, çíà÷èòåëüíî ñíèæàëàñü, â ïðåïàðàòàõ âûÿâëÿëèñü
ëèøü åäèíè÷íûå îêðàøåííûå íà Bmi1 êëåòêè, òîãäà êàê
íàòèâíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ Gfp íå èçìåíÿëàñü (ðèñ. 1, á).

È í à ê ò è â à ö è ÿ B M I 1 ò î ð ì î ç è ò è í ä ó ö è ð î -
â à í í ó þ Æ Ä â Ì Ñ Ê. Êëåòêè ëèíèè 10Ò1/2 âûñîêî÷óâ-
ñòâèòåëüíû ê èíäóêöèè ÆÄ è ê 14-ì ñóò ïîñëå åå íà÷àëà
çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê â ïîïóëÿöèè íàêàïëèâàëà æè-
ðîâûå âàêóîëè, îêðàøèâàþùèåñÿ êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì
êðàñíûì (ðèñ. 2, à). Èíàêòèâàöèÿ BMI1 çàìåäëÿëà ðàçâè-
òèå ÆÄ è óìåíüøàëà åå óðîâåíü, ÷òî ñëåäîâàëî èç êîëè-
÷åñòâåííîé îöåíêè ÆÄ ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî
îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà êðàñèòåëÿ, ýêñòðàãèðîâàííîãî èç
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ
óâåëè÷åíèå íàêîïëåíèÿ æèðîâûõ âêëþ÷åíèé âûÿâëÿëîñü
ìåæäó 7-ìè è 10-ìè ñóò ïîñëå èíäóêöèè ÆÄ. Â ýòè æå
ñðîêè íàáëþäàëè ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíîé è êîíòðîëü-
íîé ãðóïïàìè ïî óðîâíþ íàêîïëåíèÿ æèðîâûõ âêëþ÷å-
íèé (ðèñ. 2, à). Â êëåòêàõ ñ èíàêòèâèðîâàííûì BMI1 óâå-
ëè÷åíèå íàêîïëåíèÿ æèðà îòìå÷àëè òîëüêî ìåæäó 10-ìè
è 14-ìè ñóò ÆÄ (ðèñ. 2, á).

Æ è ð î â à ÿ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à â ê ë å ò ê à õ
1 0 Ò 1 / 2 ñ î ï ð ÿ æ å í à ñ è í ä ó ê ö è å é ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
B M I 1, R B, p 1 3 0 è U T X, í î í å E Z H 2. Â õîäå ÆÄ â
êëåòêàõ èíäóöèðîâàëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíîâ åå òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ — PPARã2 è ADIPOQ (àäèïîíåêòè-

íà), óðîâåíü êîòîðûõ ïîâûøàëñÿ â äåñÿòêè ðàç ïî ñðàâíå-
íèþ ñ íåäèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè (ðèñ. 3, à).
Èíàêòèâàöèÿ BMI1 ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùà-
ëà ýêñïðåññèþ àäèïîãåííûõ ìàðêåðîâ, óðîâåíü èõ èíäóê-
öèè ïðè ÆÄ (ðèñ. 3, à) óìåíüøàëñÿ â òàêèõ êëåòêàõ â äå-
ñÿòêè ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè êëåòêàìè. Ñòå-
ïåíü ñíèæåíèÿ èíäóêöèè àäèïîãåííûõ ìàðêåðîâ ïðè ÆÄ
â êëåòêàõ ñ íîêäàóíîì BMI1 çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàëà òà-
êîâóþ äëÿ BMI1, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî âîçðàñòàëà â òåõ æå
óñëîâèÿõ â 3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ íåäèôôåðåíöèðîâàííû-
ìè êëåòêàìè (ðèñ. 3, à, á). Èíòåðåñíî, ÷òî èíäóêöèÿ ÆÄ â
êëåòêàõ 10Ò1/2 áûëà ñîïðÿæåíà ñ ïîâûøåíèåì óðîâíÿ ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ áåëêîâîãî ñåìåéñòâà pRb — RB, ð130
(ðèñ. 3, ã) è äåìåòèëàçû Í3K27 UTX, íî íå ìåòèëòðàíñôå-
ðàçû EZH2 (ðèñ. 3, â), ïðîäóêò êîòîðîé òðèìåòèëèðóåò
òîò æå ñàéò. Èíàêòèâàöèÿ BMI1 ïðåäîòâðàùàëà ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ RB è ð130 (ðèñ. 3, ã), íî íå
îòìåíÿëà àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè UTX (ðèñ. 3, â).

Îáñóæäåíèå

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ðåãó-
ëÿòîðíîé ðîëè ñåìåéñòâà PcG â ìåõàíèçìå ÆÄ ìûøèíûõ
ÌÑÊ. Ëèòåðàòóðíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
êîíñåðâàòèâíàÿ ðîëü áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâà çàêëþ÷àåòñÿ
â ðåãóëÿöèè ñàìîïîääåðæàíèÿ ÑÊ ïóòåì ñîïðÿæåíèÿ åå ñ
äèôôåðåíöèðîâêîé. Áåëêè PcG îáðàòèìî ðåïðåññèðóþò
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ (ÍÄ), äèôôåðåíöèðîâàííûõ (ÆÄ) êëåòêàõ ëèíèè
10T1/2 ÷åðåç 10 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ÆÄ è ïðè íîêäàóíå BMI1 (ÆÄ + siBMI1).

à — PPARã è ADIPOQ (àäèïîíåêòèí), á — BMI1, â — EZH2 (ãåí ìåòèëòðàíñôåðàçû) è UTX (ãåí äåìåòèëàçû), ã — RB è ð130. Äàííûå ÏÖÐ-ÐÂ ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé ñðåäíèå àðèôìåòè÷åñêèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêè, n = 3, çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05.



ïðîìîòîðû äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ãåíîâ, ñïîñîáñòâóÿ âû-
áîðó êëåòî÷íîé ñóäüáû â ñëó÷àå èõ èçáèðàòåëüíîé äåðåï-
ðåññèè. Â õîäå ðàçâèòèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè áåëêè PcG
îñóùåñòâëÿþò òðàíñêðèïöèîííûé êîíòðîëü àëüòåðíàòèâ-
íûõ ðåãóëÿòîðîâ â ëþáîé êëåòî÷íîé ëèíèè, à íàðóøåíèå
ýòîãî ïðîöåññà âåäåò ê âîçíèêíîâåíèþ îïóõîëåé ðàçëè÷-
íûõ òêàíåé (Bracken, Helin, 2009). Ïðîöåññ òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äèíà-
ìè÷íîå ðåïðîãðàììèðîâàíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ìíî-
æåñòâà ãåíîâ ñ ó÷àñòèåì áåëêîâ PcG, îäíàêî ìåõàíèçìû
ýòèõ ïðîöåññîâ äëÿ ìíîãèõ òèïîâ äèôôåðåíöèðîâîê,
âêëþ÷àÿ ÆÄ, íå èçó÷åíû.

Â êà÷åñòâå ðàáî÷åé ãèïîòåçû ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèç-
ìà ÆÄ â ìûøèíûõ ÌÑÊ ëèíèè 10Ò1/2 ìû èñïîëüçîâàëè
èäåþ î òîì, ÷òî ìåòèëòðàíñôåðàçà Ezh2 è äåìåòèëàçà Utx,
îïðåäåëÿþùèå óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ H3K27me3, ìîãóò
ôîðìèðîâàòü ýïèãåíåòè÷åñêèé ïåðåêëþ÷àòåëü, êîíòðîëè-
ðóþùèé îáðàòèìûé ïåðåõîä ñ ÊÄ íà ÆÄ (Hemming et al.,
2014). Ïî äàííûì ýòèõ èññëåäîâàòåëåé, ïðè ÆÄ â ÌÑÊ
÷åëîâåêà îòìå÷àþòñÿ âûñîêèé óðîâåíü Ezh2, íèçêèé óðî-
âåíü Utx è câÿçûâàíèå ìåòèëèðîâàííîãî Í3K27 ñ ïðîìî-
òîðàìè òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ðåãóëÿòîðîâ ÆÄ, â ÷àñòíî-
ñòè ñ PPARã2. Ìû ó÷èòûâàëè, ÷òî àêòèâíîñòü ïåðåêëþ÷à-
òåëÿ Ezh2/Utx êîíòðîëèðóåòñÿ êîìïëåêñîì PRC1 è ìîæåò
ïåðåäàâàòüñÿ ÷åðåç áåëîê Bmi1, à òàêæå òîò ôàêò, ÷òî îáà
êîìïîíåíòà ïåðåêëþ÷àòåëÿ íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðîëåì
áåëêîâ ñåìåéñòâà pRb. Èíàêòèâèðóþùèå ìóòàöèè RB ñî-
ïðÿæåíû ñ ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè áåëêîâ Ezh2 è Eed,
ïðîäóêöèÿ êîòîðûõ, êàê è Bmi1, çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò
ïðè ðàçëè÷íûõ ôîðìàõ ðàêà (Bracken et al., 2003; Bracken,
Helin, 2009; Cao et al., 2011). C äðóãîé ñòîðîíû, Ezh2 è
Bmi1 ýôôåêòèâíî ìåòèëèðóþò H3K27 è ñóïðåññèðóþò
ïðîäóêöèþ ð16Ink4a òîëüêî â êëåòêàõ ñ àêòèâíûìè áåëêàìè
ñåìåéñòâà pRb, ò. å. äåéñòâóþò â pRb-çàâèñèìîé ìàíåðå
(Kotake et al., 2007).

Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé â íàñòîÿùåé ðàáîòå çà-
äà÷è ìû ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðîâàëè â ïîëèïîòåíòíûõ
ÌÑÊ ëèíèè 10Ò1/2 ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð, ñîäåðæàùèé

ìèÐÍÊ ïðîòèâ BMI1, è ïîëó÷èëè êëåòêè ñ èíàêòèâèðîâàí-
íûì Bmi1 (ðèñ. 1, à, á). Â êëåòêàõ 10Ò1/2 ïîñëå èíäóêöèè
ÆÄ îòìå÷àåòñÿ íàêîïëåíèå æèðîâûõ âàêóîëåé, îêðàøè-
âàþùèõñÿ êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì êðàñíûì, ýêñòðàêöèÿ
êîòîðîãî äàâàëà âîçìîæíîñòü êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü äè-
íàìèêó ÆÄ â íîðìå, à òàêæå çàìåäëåíèå è ñíèæåíèå åå
óðîâíÿ â êëåòêàõ ñ èíàêòèâèðîâàííûì BMI1 (ðèñ. 2, à, á).

Ñ ïîìîùüþ ÏÐÖ-ÐÂ ìû íàøëè, ÷òî ïðè ÆÄ ïðîèñõî-
äèò èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ åå ìàðêåðîâ — PPARã2 è
ADIPOQ, êîòîðàÿ ïîëíîñòüþ îòìåíÿåòñÿ ïðè èíàêòèâà-
öèè BMI1 â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ (ðèñ. 3, a), â
êîòîðûõ íà 10-å ñóò ïîñëå èíäóêöèè ÆÄ îáðàçóåòñÿ â
3 ðàçà ìåíüøå àäèïîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(ðèñ. 2, á). Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
BMI1 íå ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ìåäèàòîðîì ÆÄ (ðèñ. 4).
Ïîñêîëüêó, ïî äàííûì ÐÂ-ÏÖÐ, óðîâåíü ñíèæåíèÿ ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ ÆÄ â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñ
èíàêòèâàöèåé BMI1 áîëåå âûðàæåí, ÷åì ñòåïåíü èíàêòè-
âàöèè BMI1 (ðèñ. 3, à, á), ìû ïðåäïîëàãàåì ñóùåñòâîâà-
íèå äîáàâî÷íîãî ê BMI1 ìåõàíèçìà, îïîñðåäóþùåãî òîð-
ìîæåíèå ïðîäóêöèè PPARã2 è ADIPOQ. Òàêîå ïðåäïîëî-
æåíèå íàõîäèò ïîäòâåðæäåíèå â äðóãèõ ðåçóëüòàòàõ
íàñòîÿùåé ðàáîòû. Â ÷àñòíîñòè, èíäóêöèÿ ÆÄ â êëåòêàõ
10Ò1/2 ñîïðÿæåíà ñ óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè UTX, êîòî-
ðàÿ îñòàåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòêàõ ñ èíàêòèâèðîâàííûì BMI1 (ðèñ. 3, â). Ýòè äàí-
íûå äàþò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýêñïðåññèÿ
UTX ïðè ÆÄ íàïðÿìóþ âûçûâàåòñÿ BMI1, óðîâåíü êîòî-
ðîé â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ
siBMI1, ïðåâûøàåò òàêîâîé â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòêàõ (ðèñ. 3, á). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñîâðåìåííûå ïóá-
ëèêàöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî àêòèâíîñòü Utx íåîáõîäèìà äëÿ
ïîääåðæàíèÿ ñîñòîÿíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ êëåòîê,
êîòîðîå îáåñïå÷èâàåòñÿ ñèãíàëüíûì ïóòåì pRb (Herz
et al., 2010).

Â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè, èñïîëüçóåìîé â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå, Utx ìîæåò îñóùåñòâëÿòü ñâîå äåéñòâèå ïó-
òåì àêòèâàöèè ýêñïðåññèè RB è ð130, êîòîðûå, êàê óñòà-
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Ðèñ. 4. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ãåíîâ BMI1, UTX, RB è p130 â õîäå ÆÄ ìûøèíûõ ÌÑÊ ëèíèè 10Ò1/2.

Èíäóêöèÿ ÆÄ îñíîâàíà íà ìåõàíèçìå, âêëþ÷àþùåì â ñåáÿ ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè BMI1, ïðîäóêò êîòîðîãî âõîäèò â ñîñòàâ ñåìåéñòâà PcG, à òàêæå àê-
òèâàöèè äðóãèõ íåèäåíòèôèöèðîâàííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ôàêòîðîâ. Îïîñðåäîâàííàÿ BMI1 àêòèâàöèÿ PPARy2 (òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî èíäóêòîðà
ÆÄ) è ADIPOQ (òåðìèíàëüíîãî ìàðêåðà ÆÄ) ìîæåò ïîääåðæèâàòüñÿ ÷åðåç äîïîëíèòåëüíûé ìåõàíèçì, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ RB, p130 è UTX. Ïîëîæè-
òåëüíîå âëèÿíèå UTX íà ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ÆÄ, ïî-âèäèìîìó, îïîñðåäóåòñÿ ÷åðåç RB è p130, êîòîðûå, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, âçàèìîäåéñòâóþò ñ

PcG íà îñíîâå ïîëîæèòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè. Ðîëü EZH2 â ÆÄ ìûøèíûõ ÌÑÊ îñòàåòñÿ íåïîíÿòíîé.



íîâëåíî, àêòèâèðóþò æèðîâóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ
(Hallenborg et al., 2009; Calo et al., 2010; Popov, Petrov,
2014; Ïîïîâ è äð., 2015). Ñõåìà âçàèìîäåéñòâèÿ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé PcG è pRb â ðåãóëÿöèè ÆÄ, ñîîòâåòñòâóþùàÿ
ðåçóëüòàòàì íàñòîÿùåé ðàáîòû, ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 4.

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).
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PRODUCT OF THE BMI1 — A KEY COMPONENT OF POLYCOMB — POSITIVELY REGULATES

ADIPOCYTE DIFFERENTIATION OF MOUSE MESENCHYMAL STEM CELLS

N. S. Petrov, N. A. Vereschagina, E. N. Sushilova, A. V. Kropotov, N. F. Miheeva, B. V. Popov1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;
1 e-mail: borisvp478@gmail.com

Bmi1 is a key component of Polycomb (PcG), which in mammals controls the basic functions of mammali-
an somatic stem cells (SSC) such as self-renewal and differentiation. Bmi1 supports SSC via transcriptional
suppression of genes associated with cell cycle and differentiation. The most studied target genes of Bmi1 are
the genes of Ink4 locus, CdkI p16Ink4a and p14Arf, suppression of which due to activating mutations of the BMI1
results in formation of cancer stem cells (CSC) and carcinomas in various tissues. In contrast, inactivation of
BMI1 results in cell cycle arrest and cell senescence. Although clinical phenomena of hypo- and hyperactivati-
on of BMI1 are well known, its targets and mechanisms of regulation of tissue specific SSC are still obscure.
The goal of this study was to evaluate the regulatory role of BMI1 in adipocyte differentiation (AD) of mouse
mesenchymal stem cells (MSC). Induction of AD in mouse MSC of the C3H10T1/2 cell line was associated
with an increase in the expression levels of BMI1, the genes of pRb family (RB, p130) and demethylase UTX,
but not methyltransferase EZH2, whose products regulate the methylation levels of H3K27. It was observed
earlier that H3K27me3 may play the role of the epigenetic switch by promoting AD of human MSC via activa-
ting expression of the PPARy2, the master gene of AD (Hemming et al., 2014). Here we show that inactivation
of BMI1 using specific siRNA slows and decreases the levels of AD, but does not abolish it. This is associated
with a complete inhibition of the expression of adipogenic marker genes — PPARã 2, ADIPOQ and a decrease
in the expression of RB, p130, but not UTX. The results obtained give evidence that the epigenetic mechanism
regulating AD differentiation in mouse and human MSC is different.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, adipocyte differentiation, Polycomb, Bmi1, pRb.
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