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Ê íåêîäèðóþùåé ÄÍÊ, êîòîðàÿ çàíèìàåò ïîäàâëÿþ-
ùóþ ÷àñòü ãåíîìîâ âûñøèõ ýóêàðèîò, îòíîñÿòñÿ äèñïåð-
ãèðîâàííûå ïîâòîðû (TE, transposable elements) è òàíäåì-
íûå ïîâòîðû (TR, tandem repeats). Â äîãåíîìíóþ ýðó
Ãðóïïà çàíèìàëàñü ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèìè áåëêàìè, ñïå-
öèôè÷íûìè êàê äëÿ ÒÅ, òàê è äëÿ TR. Èñïîëüçîâàëè êëî-
íèðîâàííûå ôðàãìåíòû ÒÅ (êëàññ SINE — Alu, B1;
êëàññ LINE — L1, CR1).

Ïîêàçàíî ñóùåñòâîâàíèå Alu-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ.
Â êëåòêàõ HeLa îáíàðóæåíû Àlu-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, ïî-
ëó÷åíû àíòèòåëà, îïðåäåëåíà ëîêàëèçàöèÿ, íà îñíîâàíèè
ÌÀËÄÈ áåëîê èäåíòèôèöèðîâàí êàê ãåòåðîäèìåð
Ku70/80. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäèòñÿ äîêàçàòåëüñòâî
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ Alu-Ku70/80 in vivo.
Sp1/Sp3 îïðåäåëåíû êàê áåëêè ñåìåííèêîâ êðûñ, ñâÿçû-
âàþùèå ïðîìîòîð â 5RUTR-ðàéîíå L1 (êëàññ LINE).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ TR òå-
ëîìåðñâÿçûâàþùèé áåëîê TRF2 îïðåäåëåí êàê ìåìáðàí-
íî-ñâÿçàííûé. Ïðîâîäèòñÿ ðàáîòà ïî îïðåäåëåíèþ êîíê-
ðåòíîãî äîìåíà TRF2, îòâåòñòâåííîãî çà ïðèêðåïëåíèå
òåëîìåð ê ìåìáðàíå. Ñ èñïîëüçîâàíèåì êëîíèðîâàííûõ
TR ÌèÑàò (ìèíîðíûé ñàòåëëèò ìûøè) è HS3 (Human Sa-
tellite 3) ÐÍÊ-õåëèêàçà ð68 (DDX5) îïðåäåëåíà êàê áåëîê,
ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþùèé ñàòåëëèòíóþ ÄÍÊ, è êàê
êîìïîíåíò íèòè, ñâÿçûâàþùèé õðîìîñîìû â ìåòàôàçíîé
ïëàñòèíå â ñâÿçè ñ ïðèñóòñòâèåì â íèòè TR. Áåëîê
SAF-A/hnRNP-U, ðàíåå èçâåñòíûé êàê ñâÿçûâàþùèé ìàò-
ðèêñàññîöèèðîâàííûå ðàéîíû (Matrix Attachment Regi-
ons, MAR), îïðåäåëåí êàê ñâÿçûâàþùèé ÌàÑàò (ìàæîð-
íûé ñàòåëëèò ìûøè), íî íå ÌèÑàò; òàêèì îáðàçîì SAF-A
ÿâëÿåòñÿ áåëêîì, èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþùèì ïåðèöåíò-
ðîìåðíûå TR. Ñâÿçûâàíèå in vitro çàâèñèò îò òðåõìåðíîé
ñòðóêòóðû, «êðèâèçíû» ÄÍÊ, ò. å. ñòðóêòóðíî ñïåöèôè-
÷åñêîå ñâÿçûâàíèå in vitro ïîêàçàíî êàê äëÿ ÐÍÊ-õåëèêà-
çû ð68 (DDX5), òàê è äëÿ SAF-A.

Ïîÿâëåíèå ïðî÷èòàííûõ ãåíîìîâ äàëî âîçìîæíîñòü
êëàññèôèöèðîâàòü êàê TR ãåíîìîâ ìëåêîïèòàþùèõ (ìå-
òîäèêà îòðàáîòàíà íà õîðîøî ñîáðàííîì ãåíîìå ìûøè),
òàê è ÒÅ â ïëîõî èçó÷åííûõ ãåíîìàõ áåñïîçâîíî÷íûõ.

Íåñêîëüêî ëåò íàçàä (âçðûâ ðàáîò â 2012 ã.) ñòàëî ïî-
íÿòíî, ÷òî íå ìåíåå 80 % ãåíîìîâ âûñøèõ ýóêàðèîò

òðàíñêðèáèðóåòñÿ, ò. å. òðàíñêðèáèðóþòñÿ áîëüøèíñòâî
ÒÅ è TR, êîòîðûå äîëãî ñ÷èòàëè èíåðòíîé ÷àñòüþ ãåíîìà.
Òðàíñêðèïòû ÒÅ è TR ñîñòàâèëè êëàññ äëèííûõ íåêîäè-
ðóþùèõ ÐÍÊ (lncRNA, long noncoding RNA). Ñòàëî ïî-
íÿòíî, ÷òî lncRNA èãðàþò ïðèíöèïèàëüíóþ ðîëü â ðåãó-
ëÿöèè àíñàìáëåé ãåíîâ. Îñîáåííî âàæíû òðàíñêðèïòû
ðàçíûõ ÒÅ (lncRNA) â ýìáðèîíàëüíîì ðàçâèòèè, ïðè ïîä-
äåðæàíèè ïëþðèïîòåíòíîñòè, äåòåðìèíàöèè çàðîäûøå-
âûõ ëèñòêîâ è äàëüíåéøåé äèôôåðåíöèðîâêå.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ïðîèñõîäèò
òðàíñêðèïöèÿ ïåðèöåíòðîìåðíîé, íî íå öåíòðîìåðíîé
ñàòÄÍÊ êàê â ðàçíûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà, òàê è íà ìîäåëè
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè. Ïðîäîëæàåòñÿ
ðàáîòà ïî êàðòèðîâàíèþ âûÿâëåííûõ in silico TR ðàçíûõ
âèäîâ è èõ òðàíñêðèïòîâ.

Ìû ïîêàçàëè îáîãàùåíèå êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðî-
õðîìàòèíà, âî-ïåðâûõ, IAP (ERV 2-é êëàññ), êîòîðûé
îïðåäåëÿåò ñîñòîÿíèå ïëþðèïîòåíòíîñòè; âî-âòîðûõ,
îïðåäåëåííûì ôðàãìåíòîì êîíöà 2-é ORF è 3RUTR-ðàéî-
íà L1. Ýòîò ôðàãìåíò ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì êîìïîíåíòîì
Cot lncRNA ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Òðàíñêðèïòû êëàññà
LINE (lncRNA) ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç ñàìûõ äèíàìè÷íûõ â
ýìáðèîíàëüíîì ðàçâèòèè. Íà ìîäåëè ïàðòåíîãåíåòè÷å-
ñêîãî ïîêîëåíèÿ ïàðàçèòè÷åñêîé òðåìàòîäû ìû ïîêàçàëè,
÷òî, âî-ïåðâûõ, êîäèðóþùèå îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó
(RT, reverse transcriptase) è íåêîäèðóþùèå, ñïåéñåðíûå,
ó÷àñòêè ÒÅ CR1 (êëàññ LINE) êàðòèðóþòñÿ â ðàçíûõ ó÷à-
ñòêàõ ãåíîìà: ñïåéñåðíûå — â êîñòèòóòèâíîì, RT —
â ôàêóëüòàòèâíîì ãåòåðîõðîìàòèíå; âî-âòîðûõ, áîëåå
òîãî, RT è ñïåéñåðû íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ òðàíñêðèïòàõ
(lncRNA), êîòîðûå â ñóììå ñîñòàâëÿþò ~80 % òðàíñêðèï-
òîìà ïîâòîðîâ.

Ìíîãîëåòíèå óñèëèÿ Ãðóïïû íåêîäèðóþùåé ÄÍÊ
íàïðàâëåíû íà òî, ÷òîáû âûÿâèòü ïðîãðàììó ìîðôîãåíå-
çà, êîòîðàÿ ñêðûòà â ïîâòîðàõ êëàññîâ ÒÅ è TR. Îïðåäå-
ëåíèå ðîëè êîíêðåòíûõ ÒÅ è TR äîïîëíèò ðàñïðîñòðà-
íåííóþ êàñêàäíóþ òåîðèþ Ãèëáåðòà, îñíîâàííóþ òîëüêî
íà ãåíàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 15-15-20026) è ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÐÀÇËÈ×Èß Â ÑÈÑÒÅÌÅ ÐÅÏÀÐÀÖÈÈ ÏÎÒÎÌÊÎÂ
ýÌÑÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ, ÏÅÐÅÆÈÂØÈÕ ÑÓÁËÅÒÀËÜÍÎÅ
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ÒÅÏËÎÂÎÅ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÅ Â ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÔÀÇÀÕ
ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ, ÏÎ ÄÀÍÍÛÌ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏ-
ÒÎÌÍÎÃÎ ÀÍÀËÈÇÀ. © Ë. Ë. Àëåêñååíêî,1 Î. Â. Àíàö-
êàÿ, Ì. À. Øèëèíà, À. Å. Âèíîãðàäîâ, Ò. Ì. Ãðèí÷óê,
Í. Í. Íèêîëüñêèé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, 1 al.l.l@mail.ru

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ñóùåñòâóþò
âî âñåõ òêàíÿõ ÷åëîâåêà. Ñïîñîáíîñòü ÌÑÊ ñåêðåòèðî-
âàòü ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûå ôàêòîðû è äèôôåðåíöèðî-
âàòüñÿ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ, ïðåâðàùàÿñü â ðàçíûå
òèïû êëåòîê, ïðèäàåò èì îñîáåííóþ öåííîñòü äëÿ ðåãåíå-
ðàòèâíîé ìåäèöèíû è êëåòî÷íîé òåðàïèè. Ðàñïîëàãàÿñü â
òêàíåâûõ íèøàõ ñ îïòèìàëüíûì ôèçèîëîãè÷åñêèì ìèê-
ðîîêðóæåíèåì, ÌÑÊ ñîõðàíÿþò ãåíåòè÷åñêóþ ñòàáèëü-
íîñòü è ñîñòîÿíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ. Ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè in vitro, íåîáõîäèìîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëüøîé
áèîìàññû êëåòîê, òàê æå êàê è â ïðîöåññå ñàìîé òðàíñ-
ïëàíòàöèè êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà, ÌÑÊ ÷àñòî ïîäâåðãàþò-
ñÿ ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì, ïðèâîäÿùèì ê ïîòåðå ãåíå-
òè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè, ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ è
íåïðèãîäíîñòè äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ. Èç ëèòåðà-
òóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè â ðàçíûõ ôàçàõ êëå-
òî÷íîãî öèêëà ìîãóò ïî-ðàçíîìó ðåàãèðîâàòü íà ñòðåññî-
âîå âîçäåéñòâèå. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûëî èññëåäîâàòü îòëè÷èÿ â ðàáîòå ðåïàðàöèîííîé ñèñòå-
ìû ó ïîòîìêîâ ÌÑÊ ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ), ïåðå-
æèâøèõ ñóáëåòàëüíûé òåïëîâîé øîê (ÑÒØ) â ðàçëè÷íûõ
ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà. Äëÿ ýòîãî ìû ñîïîñòàâèëè äàí-
íûå ïîëíîòðàíñêðèïòîìíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ äëÿ êëåòîê
àñèíõðîííîé è ñèíõðîíèçèðîâàííîé â ôàçå G0—G1 êóëü-
òóðû ýÌÑÊ, ïåðåæèâøèõ ñóáëåòàëüíîå òåïëîâîå âîçäåé-
ñòâèå (45 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí) ÷åðåç 6 ïàññàæåé êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Îñíîâíîå âíèìà-
íèå áûëî óäåëåíî ãåííûì ìîäóëÿì ðåïàðàöèè è
èíòåðàêòàíòàì ãëàâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ðåïàðàöèè ðàçðûâîâ
ÄÍÊ. Âëèÿíèå ÑÒØ íà ðåïàðàöèîííóþ ñèñòåìó êëåòîê
àñèíõðîííîé êóëüòóðû ïðîÿâëÿëîñü â ñíèæåíèè àêòèâíî-
ñòè îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ðåïàðàöèè îäèíàðíûõ è äâîé-
íûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ — ATM, CHK2, ATR, CHK1, BRCA1
è BRCA2, â êîìïåíñàòîðíîé èíäóêöèè ðåãóëÿòîðà ðåïà-
ðàöèè îäèíàðíûõ ðàçðûâîâ — PARP1 è ðåïàðàöèè òåëî-
ìåðàçíîé ÄÍÊ — PML1. Â òî âðåìÿ êàê äëÿ ïîòîìêîâ
êëåòîê, ñèíõðîíèçèðîâàííûõ â ôàçå G0—G1, àêòèâíîñòü
ðåãóëÿòîðîâ ðåïàðàöèè è èõ èíòåðàêòàíòîâ ïðàêòè÷åñêè
íå îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì,
áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç òðàíñêðèïòîìà ïîêàçàë, ÷òî
ðåïàðàöèîííàÿ ñèñòåìà ïîòîìêîâ êëåòîê, ïåðåæèâøèõ
òåïëîâîé øîê â ôàçå G0—G1, îòëè÷àåòñÿ îò ðåïàðàöèîí-
íîé ñèñòåìû àñèíõðîííîé êóëüòóðû, ïåðåæèâøåé àíàëî-
ãè÷íîå âîçäåéñòâèå, è ñõîäíà ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè.

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

ßÄÐÛØÊÎÂÛÉ ÀÏÏÀÐÀÒ Â ßÄÐÀÕ ÏÈÒÀÞÙÈÕ
ÊËÅÒÎÊ ßÈ×ÍÈÊÎÂ PROTOPHORMIA TERRAENO-
VAE (R-D) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE). © Ò. Â. Àíàíü-
èíà,1 À. Â. Ñâèðêî, Ê. Å. Óñîâ. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé
èíñòèòóò áèîëîãèè è áèîôèçèêè Òîìñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà, 1tany_a@list.ru

ßäðûøêî — íàèáîëåå êðóïíûé è ïëàñòè÷íûé äîìåí
èíòåðôàçíîãî ÿäðà, ñòðóêòóðà è ðàçìåðû êîòîðîãî êîððå-

ëèðóþò ñ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ êëåòêè è èçìå-
íÿþòñÿ â îòâåò íà ìíîãèå âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ. Ñ îäíîé
ñòîðîíû, ïîçèöèÿ ÿäðûøåê â ÿäðå çàâèñèò îò ëîêàëèçà-
öèè ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ õðîìîñîì, à ñ äðóãîé
ñòîðîíû, èçìåíåíèå ðàçìåðîâ è êîëè÷åñòâà ÿäðûøåê äîë-
æíî âëèÿòü íà ðàñïðåäåëåíèå îêðóæàþùåãî ÿäðûøêè
õðîìàòèíà è íà ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ èíòåð-
ôàçíîãî ÿäðà â öåëîì. Îñîáåííî çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé
â ïðîñòðàíñòâåííîé ëîêàëèçàöèè ÿäðûøêîâîãî àïïàðàòà
ñòîèò îæèäàòü ïðè ñìåíå ïîëèòåííîé îðãàíèçàöèè õðîìà-
òèíà íà ïîëèïëîèäíóþ ñ ðåòèêóëÿðíîé ñòðóêòóðîé õðî-
ìàòèíà. Òàêèå èçìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò â ÿäðàõ ïèòàþùèõ
êëåòîê ÿè÷íèêîâ íåêîòîðûõ âèäîâ äâóêðûëûõ íàñåêî-
ìûõ. Òàê, íà ðàííèõ ñòàäèÿõ îîãåíåçà â ÿäðàõ ïèòàþùèõ
êëåòîê Protophormia terraenovae ïðîèñõîäèò ýíäîðåäóï-
ëèêàöèÿ ÄÍÊ è ôîðìèðóþòñÿ ïîëèòåííûå õðîìîñîìû.
Çàòåì õðîìàòèäû ñïèðàëèçóþòñÿ, îòñîåäèíÿþòñÿ äðóã îò
äðóãà è ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ðàñïàäàþòñÿ íà ýíäîìè-
òîòè÷åñêèå õðîìîñîìû. Äàëüíåéøàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ
ÿäðà ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå ýíäîìèòîçîâ è ñîïðîâîæäà-
åòñÿ êîíäåíñàöèåé / äåêîíäåíñàöèåé (âåðîÿòíî, ÷àñòè÷-
íîé) õðîìàòèä.

Ìû èçó÷èëè èçìåíåíèå ëîêàëèçàöèè è ïðîñòðàíñò-
âåííîé îðãàíèçàöèè ãåíîâ 18S ðÐÍÊ è áåëêà ïëîòíîãî
ôèáðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà — ôèáðèëëàðèíà — â ïèòà-
þùèõ êëåòêàõ ÿè÷íèêîâ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ îîãåíåçà ó
P. terraenovae. ßäðûøêîîáðàçóþùàÿ õðîìîñîìà P. terra-
enovae áûëà îïðåäåëåíà ìåòîäîì FISH çîíäà ðÄÍÊ íà
ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ïèòàþùèõ êëåòîê. Ñèãíàë çîíäà
ëîêàëèçîâàëñÿ íà ïëå÷àõ ñàìîé ìàëåíüêîé õðîìîñîìû
íàáîðà — õðîìîñîìû 1. Ñ ïîìîùüþ 3D FISH 18S ðÄÍÊ,
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ôèáðèëëàðèíà è
êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ áûëè ïîëó-
÷åíû 3D-ìîäåëè ÿäðûøêîâîãî àïïàðàòà â ÿäðàõ ïèòàþ-
ùèõ êëåòîê ñ ðàçíîé îðãàíèçàöèåé õðîìàòèíà. Öèñòîöè-
òû èç 1-ãî è 2-ãî ðåãèîíîâ ãåðìàðèÿ ñîäåðæàò ïî îäíîìó
ñôåðè÷åñêîìó ÿäðûøêó, çàíèìàþùåìó íåìíîãî ñìåùåí-
íóþ îò öåíòðà ÿäðà ïîçèöèþ. Ïîñëå ïåðåìåùåíèÿ öèñòû
â ðåãèîí 3 ãåðìàðèÿ è ñ íà÷àëîì ýíäîðåäóïëèêàöèè õðî-
ìàòèíà â ÿäðàõ ïèòàþùèõ êëåòîê ïëîòíûé ôèáðèëëÿð-
íûé êîìïîíåíò ÿäðûøêà ðàñïðåäåëÿåòñÿ íàä îáëàñòüþ,
ñîäåðæàùåé ðÄÍÊ, â âèäå ñëîæíîé, ìíîãîëîïàñòíîé
ñòðóêòóðû. Â ÿäðàõ ñ ïîëèòåííûìè õðîìîñîìàìè ÿäðûø-
êî ïðîäîëæàåò çàíèìàòü ïîçèöèþ â öåíòðå ÿäðà, âûòåñ-
íÿÿ õðîìîñîìû íà ïåðèôåðèþ ÿäðà. Ñ íà÷àëîì êîíäåíñà-
öèè õðîìàòèä õðîìîñîìû ñòàíîâÿòñÿ îêðóãëûìè è ðûõ-
ëûìè, à ìàòåðèàë ÿäðûøêà îêàçûâàåòñÿ âûòåñíåííûì â
ìåæõðîìîñîìíûå îáëàñòè. Ðàñïàä ïîëèòåííûõ õðîìîñîì
íà ýíäîõðîìîñîìû ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàñïðåäåëåíèåì ÿä-
ðûøêîâîãî ìàòåðèàëà ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà â âèäå ñêîï-
ëåíèé ðàçíûõ ðàçìåðà è ôîðìû. Â ÿäðàõ ñ ðåòèêóëÿðíîé
ñòðóêòóðîé õðîìàòèíà ìîæíî âûäåëèòü òðè âàðèàíòà
ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäðûøêîâîãî àïïàðàòà:
1) ìíîãî÷èñëåííûå ÿäðûøêè ñôåðè÷åñêîé ôîðìû, ðàñ-
ïðåäåëåííûå ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà (íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ
îîãåíåçà íàèáîëåå êðóïíûå ÿäðûøêè íàõîäÿòñÿ íà ïåðè-
ôåðèè ÿäðà); 2) ÿäðûøêè îáðàçóþò ðàçâåòâëåííóþ ñåòü â
âèäå âçàèìîñâÿçàííûõ êàíàëüöåâ; 3) ñåòü çíà÷èòåëüíî
äåçèíòåãðèðîâàíà, ãðàíèöû êàíàëüöåâ «ñìÿòû». Â ïåðâûõ
äâóõ ñëó÷àÿõ ðÄÍÊ è ôèáðèëëàðèí íàõîäÿòñÿ íà ïåðèôå-
ðèè ÿäðûøåê, îáðàçóÿ ìíîãî÷èñëåííûå ãðàíóëû.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ïðîãðàììû ïîâûøåíèÿ êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè ÒÃÓ
(ïðîåêò ¹ 8.1.39.2017).
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Ïîëèïëîèäèçàöèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê øèðîêî ðàñ-
ïðîñòðàíåíà â òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ. Ó ÷åëîâåêà ïîëè-
ïëîèäèÿ îñîáåííî ñèëüíî ðàçâèâàåòñÿ â êîðå ãîëîâíîãî
ìîçãà, àìèãäàëå, ìîçæå÷êå, à òàêæå â ñåðäöå, ïå÷åíè,
òðîôîáëàñòå è ýïèòåëèè. Â òî æå âðåìÿ åå âëèÿíèå
íà áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû è ýêñïðåññèþ ãåíîâ äî ñèõ
ïîð íåÿñíî. Ýòî íåóäèâèòåëüíî, ïîòîìó ÷òî, ñîõðàíÿÿ
áàëàíñ äîçû ãåíîâ, ïîëèïëîèäèÿ ìîæåò îêàçûâàòü
ëèøü ñëàáîå âëèÿíèå íà ðàáîòó îòäåëüíûõ ãåíîâ. Îäíà-
êî ìîäèôèöèðóÿ àêòèâíîñòü òûñÿ÷ ãåíîâ îäíîâðåìåí-
íî, ïîëèïëîèäèÿ ó÷àñòâóåò â êîîðäèíàöèè ïðîöåññîâ
ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ, îíòîãåíåòè÷åñêîãî ïðîãðàì-
ìèðîâàíèÿ, äèôôåðåíöèðîâêè è ïàòîãåíåçà ìíîãèõ çà-
áîëåâàíèé, âêëþ÷àÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå è îíêîëîãè÷å-
ñêèå (Anatskaya O. V. et al. 2010. Int. J. Cardiol. 141 : 81;
Erenpreisa J., Cragg M. S. 2013, Cancer Cell Int. 13 : 92;
Vazquez-Martin A. et al. Oncotarget. 7 : 75235). Äëÿ òîãî
÷òîáû óëó÷øèòü ïîíèìàíèå ðîëè ïîëèïëîèäèè â ðå-
ãóëÿöèè àêòèâíîñòè òðàíñêðèïòîìà, ìû èññëåäîâàëè ýô-
ôåêòû ïîëèïëîèäèè íà àêòèâíîñòü ãåííûõ ìîäóëåé
ðàçâèòèÿ, ýìáðèîãåíåçà, ñòâîëîâîñòè, ìîðôîãåíåçà è
äèôôåðåíöèðîâêè ìåòîäîì ìåæâèäîâîãî ñðàâíåíèÿ
òðàíñêðèïòîìîâ. Îñíîâîé ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ ïîïàðíî ïå-
ðåêðåñòíîå ñðàâíåíèå òðàíñêðèïòîìîâ â òêàíÿõ ñ ðàçíîé
ïîëèïëîèäèçàöèåé. Â íàøåì ñëó÷àå ýòî ñåðäöå ÷åëîâå-
êà—ñåðäöå ìûøè è ïå÷åíü ìûøè—ïå÷åíü ÷åëîâåêà. Èñ-
òî÷íèêîì äàííûõ ñëóæèëà áàçà BioGPS (Wu C. et al.
2016. Nucleic Acids Res. 44 : D313). Ñðàâíåíèå âûÿâèëî
672 ãåíà ñ ïîâûøåííûì è 831 ãåí ñ ïîíèæåííûì óðîâ-
íåì ìÐÍÊ â ïîëèïëîèäíûõ òêàíÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ äèï-
ëîèäíûìè òêàíÿìè ïðè 1.5-êðàòíîì ïîðîãå ðàçëè÷èé.
Èç îáùåãî ñïèñêà GO-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, äîñòî-
âåðíî îáîãàùåííûõ ðåãóëèðóåìûìè ïëîèäíîñòüþ ãåíà-
ìè, 92 ïðîöåññà ñîäåðæàëè â íàçâàíèè òåðìèíû «deve-
lopment», «embryo», «morphogenesis», «differentiation» è
«stem cell» è ïîòîìó ïðåäñòàâëÿëè îñîáûé èíòåðåñ.
Èç 92 ïðîöåññîâ 82 îòíîñèëèñü ê ðàçâèòèþ è äèôôåðåí-
öèðîâêå, à 10 — ê ïðîëèôåðàöèè è ïîääåðæàíèþ ñòâî-
ëîâîé êëåòêè («stem cell proliferation», «stem cell ma-
intenance»), «stem cell division» è «stem cell proliferation».
Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâèðîâàííûå ïëîèäíîñòüþ ãåíû ïðå-
èìóùåñòâåííî îáîãàùàþò GO-ïðîöåññû, êîîðäèíèðóþ-
ùèå ðàçâèòèå è ìîðôîãåíåç, à òàêæå ïðîëèôåðàöèþ
è ïîääåðæàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïîäàâëåííûå ïëî-
èäíîñòüþ ãåíû îáîãàùàþò ïðåèìóùåñòâåííî GO-ïðî-
öåññû, êîîðäèíèðóþùèå äèôôåðåíöèðîâêó, ïîäòâåðæ-
äàÿ êàóçàëüíîñòü ñâÿçè ìåæäó ïîëèïëîèäèåé è èíäóê-
öèåé ôåòàëüíûõ è ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ïðîãðàìì. Òàêèì
îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïîëèïëîèäèÿ íå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì òåð-
ìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè è ñòàðåíèÿ. Áîëåå òîãî,
îíè õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè îá àêòèâàöèè ïîëè-
ïëîèäèåé ïðîãðàìì ñòâîëîâîñòè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå
íà ãèãàíòñêèõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (Eren-
preisa J., Cragg M. S. 2013. Cancer Cell Int. 13 : 92). Â ñâÿ-
çè ñ ýòèì ïðåäñòàâëåííûå ñâåäåíèÿ ïîìîãóò óëó÷øèòü
ïîíèìàíèå ðîëè ïîëèïëîèäèè â íîðìàëüíîé ôèçèî-
ëîãèè, òðàíñôîðìàöèè è äðóãèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿ-
íèÿõ.
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Ìíîãèå îðãàíèçìû ñïîñîáíû ïðîèçâîäèòü êðåìíå-
çåìíûå ñòðóêòóðû, íî äèàòîìîâûå âîäîðîñëè ñïîñîáíû
ñîçäàâàòü íàèáîëüøåå ðàçíîîáðàçèå ìèêðî- è íàíî-ðàç-
ìåðíûõ ôîðì. Ñòðîåíèå ïàíöèðåé äèàòîìåé âèäîñïåöè-
ôè÷íî. Ýëåìåíòû êðåìíåçåìíîãî ïàíöèðÿ ñèíòåçèðóþòñÿ
âíóòðè êëåòêè â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ îðãàíåëëàõ — âåçè-
êóëàõ îòëîæåíèÿ êðåìíåçåìà, îêðóæåííûõ îñîáîé ìåìá-
ðàíîé ñèëèêàëåììîé. Ñèììåòðèÿ ñòâîðêè äèàòîìåé (ðà-
äèàëüíàÿ èëè áèëàòåðàëüíàÿ) îïðåäåëÿåòñÿ íà ñàìîé ðàí-
íåé ñòàäèè ìîðôîãåíåçà è êîíòðîëèðóåòñÿ öèòîñêåëåòîì.
Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû ðàáîòû ìèêðîòðóáî÷åê è àêòè-
íîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ âûçûâàþò ðàçëè÷íûå àíîìàëèè
â ñòðîåíèè ñòâîðîê — èçìåíåíèÿ ôîðìû ñòâîðêè è ðàñïî-
ëîæåíèÿ íà íåé âûðîñòîâ è êðóïíûõ ñòðóêòóð (øâîâ, îñå-
âûõ ïîëåé), à òàêæå óïîðÿäî÷åííîñòü ðàñïîëîæåíèÿ àðå-
îë (îòâåðñòèé â ñòâîðêå). Èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ðàçëè÷-
íûõ èíãèáèòîðîâ ðàáîòû öèòîñêåëåòà íà ñòâîðêè â
ñèíõðîíèçèðîâàííûõ êóëüòóðàõ äèàòîìåé ïîçâîëèëè áî-
ëåå òî÷íî îïðåäåëèòü ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê â ôîðìèðî-
âàíèè ñòâîðêè íà îïðåäåëåííûõ ñòàäèÿõ åå ìîðôîãåíåçà.
Ïîñëå îáðàáîòêè ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðû Synedra
acus subsp. radians èíãèáèòîðîì ìèêðîòðóáî÷åê êîëõèöè-
íîì â ïåðèîä ôîðìèðîâàíèÿ îòâåðñòèé àðåîë îáðàçóåòñÿ
áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñòâîðîê áåç àðåîë íà çíà÷èòåëüíîé
ïëîùàäè ñòâîðêè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îáðàáîòêà êëåòîê
ïàêëèòàêñåëîì âûçûâàåò îáðàçîâàíèå àíîìàëüíûõ àðåîë
ñ âèäîèçìåíåííûì âåëóìîì è èíîãäà äàæå êðóïíûõ îò-
âåðñòèé íà ïàíöèðå. Ñêîðåå âñåãî, çíà÷åíèå àêòèíà è
ìèêðîòðóáî÷åê íå îãðàíè÷åíî èõ ó÷àñòèåì â âåçèêóëÿð-
íîì òðàíñïîðòå, îíè âûïîëíÿþò åùå è ðîëü îïîðû, à òàê-
æå êîíòðîëèðóþò íà÷àëî ðàçâèòèÿ ñòâîðêè ïîñëå öèòîêè-
íåçà. Èçâåñòíî, ÷òî ðàçâèòèå ñòâîðêè íà÷èíàåòñÿ ñðàçó
ïîñëå öèòîêèíåçà. Ïðè ýòîì ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êàêèõ-ëè-
áî íàðóøåíèÿõ öèòîêèíåçà èëè äåëåíèÿ ÿäðà (íàïðèìåð,
ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê êîëõèöèíîì è öèòîõàëàçèíîì D)
ìîðôîãåíåç ñòâîðêè âñå ðàâíî ïðîèñõîäèò, íî ïðè ýòîì
ôîðìèðóåòñÿ òîëüêî îäíà öèëèíäðè÷åñêàÿ ñòâîðêà. Íå-
ñìîòðÿ íà ïðîøåäøèå ïîëâåêà èññëåäîâàíèé ïðîöåññà
ìîðôîãåíåçà äèàòîìåé, îñòàåòñÿ äèñêóññèîííûì âîïðîñ î
ïðîèñõîæäåíèè âåçèêóëû îòëîæåíèÿ êðåìíåçåìà. Îáðà-
ùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå îíòîãåíåòè÷åñêàÿ áëèçîñòü ïëàç-
ìàëåììû è ñèëèêàëåììû — ÷àñòü ñèëèêàëåììû ñòàíî-
âèòñÿ ïëàçìàëåììîé â ïðîöåññå îñâîáîæäåíèÿ çðåëîé
ñòâîðêè èç êëåòêè. Ñèëèêàëåììà è ïëàçìàëåììà ñëèâà-
þòñÿ â ðàéîíå çàãèáà ñôîðìèðîâàííûõ äî÷åðíèõ ñòâîðîê,
ïðè ýòîì îñòàòêè âåðõíåé ÷àñòè ñèëèêàëåììû è ñòàðîé
ïëàçìàëåììû îêàçûâàþòñÿ â ïðîñòðàíñòâå ìåæäó äâóìÿ
äî÷åðíèìè êëåòêàìè. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå òàêóþ òåñ-
íóþ ñòðóêòóðíóþ ñâÿçü ïëàçìàëåììû è ñèëèêàëåììû, à
òàêæå ïîäâèæíîñòü ïëàçìàëåììû íà çàâåðøàþùèõ ñòà-
äèÿõ ìîðôîãåíåçà, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî âîçìîæåí è îá-
ðàòíûé ïðîöåññ — èíâàãèíàöèÿ ïëàçìàëåììû è ôîðìè-
ðîâàíèå ïåðâîíà÷àëüíîé âåçèêóëû SDV. Òàêàÿ âåçèêóëà
ìîæåò îñòàâàòüñÿ «íà ïðè÷àëå» âîçëå ïëàçìàëåììû è ðàñ-
òè çà ñ÷åò ñëèâàþùèõñÿ ñ íåé âåçèêóë, ÷òî íàáëþäàåòñÿ
âî ìíîãèõ èññëåäîâàíèÿõ ìîðôîãåíåçà ñòâîðêè.

Òàêèì îáðàçîì, ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàêîïëåíû
äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá ó÷àñòèè îïðåäåëåííûõ
êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ â êîíòðîëå ïðîöåññà ìîðôîãåíåçà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 745



äèàòîìåé. Èçìåíåíèÿ â ðàáîòå ýòèõ êëåòî÷íûõ ìåõàíèç-
ìîâ ïðèâîäÿò ê ôîðìèðîâàíèþ ðàçíîîáðàçíûõ êðåìíå-
çåìíûõ ñòðóêòóð â ýêñïåðèìåíòàõ, à â ïðîöåññå ýâîëþöèè
ìîæåò îáåñïå÷èâàòü ìíîãîîáðàçèå ôîðì äèàòîìåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÔÀÍÎ (ïðîåêò 0345-2015-0031 «Êëåòî÷íûå è ìîëåêó-
ëÿðíûå ìåõàíèçìû ìîðôîãåíåçà äèàòîìåé»).

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÀÑÏÅÊÒÛ ÔÓÍÊ-
ÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß ßÄÐÛØÊÎÂÎÃÎ ÎÐÃÀÍÈÇÀÒÎÐÀ
Â ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÎÎÖÈÒÀÕ ÊÐÀÑÍÎÓÕÎÉ ×ÅÐÅÏÀ-
ÕÈ. © À. Â. Áåëÿåâ, Å. È. Êîøåëü, À. Ã. Ä¸ìèí, À. Ã. Äà-
âèäüÿí, Ñ. À. Ãàëêèíà, À. Ô. Ñàéôèòäèíîâà, Å. Ð. Ãàãèí-
ñêàÿ, Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò,
t800vst1000@mail.ru

Ñíàáæåíèå êëåòêè ðèáîñîìíûìè ÐÍÊ îáóñëîâëåíî
ýêñïðåññèåé ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ (ßÎÐ) õðîìî-
ñîì è ôóíêöèîíèðîâàíèåì ÿäðûøêà. Â ðàñòóùåì îîöèòå
íàêàïëèâàþòñÿ îãðîìíûå êîëè÷åñòâà ðÐÍÊ äëÿ îáåñïå÷å-
íèÿ ðàííèõ ýòàïîâ ýìáðèîãåíåçà äî íà÷àëà ýêñïðåññèè ãå-
íîâ â çàðîäûøå. Â çàâèñèìîñòè îò èñòî÷íèêà ðÐÍÊ â
îîöèòå æèâîòíûõ îáíàðóæèâàåòñÿ áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå
ñöåíàðèåâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ßÎÐ. Êëàññ Ðåïòèëèè â
ýòîì îòíîøåíèè ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ â ñèëó ñó-
ùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ïðåäñòàâèòåëÿìè ðàçíûõ
îòðÿäîâ â ìåõàíèçìàõ íàêîïëåíèÿ ðÐÍÊ â îîöèòàõ. Â ÷àñò-
íîñòè, ó ÷åðåïàõ è êðîêîäèëîâ â ÿäðàõ êðóïíûõ îîöèòîâ
íà ìîðôîëîãè÷åñêîì óðîâíå îïèñàíû ýêñòðàõðîìîñîì-
íûå ÿäðûøêè. Òåì íå ìåíåå ìåõàíèçì èõ îáðàçîâàíèÿ äî
ñèõ ïîð îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
íàìè âïåðâûå áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû íåêîòîðûå ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå àñïåêòû àìïëèôèêàöèè ßÎÐ ó ðåï-
òèëèé íà ïðèìåðå êðàñíîóõîé ÷åðåïàõè Trachemys scripta.

Íà îñíîâå àíàëèçà íåàííîòèðîâàííûõ êîíòèãîâ èç ãå-
íîìíîé ñáîðêè áóãîð÷àòîé ÷åðåïàõè Malaclemys terrapin
GCA_001728815.2, äåïîíèðîâàííîé â NCBI, áûëà ðåêîí-
ñòðóèðîâàíà è îïèñàíà íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
êëàñòåðà ãåíîâ ðÐÍÊ è ìåæãåííîãî ñïåéñåðà IGS. Ïîëó-
÷åííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëíîãî ðèáîñîìíîãî ïîâòî-
ðà áûëà èñïîëüçîâàíà êàê ðåôåðåíñ äëÿ ñáîðêè òðàíñê-
ðèáèðóåìîé ÷àñòè ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà êðàñíîóõîé
÷åðåïàõè. Ñáîðêà ïðîâîäèëàñü ñ èñïîëüçîâàíèåì áàçû
«ñûðûõ» ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òðàíñêðèïòîìà (NCBI,
SRA: SRX565330). Èñïîëüçóÿ ïîëó÷åííóþ èíôîðìàöèþ,
ìû ðàçðàáîòàëè ÄÍÊ-çîíä äëÿ âíåøíåãî òðàíñêðèáèðóå-
ìîãî ñïåéñåðà 5RETS ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà. FISH ïðîâî-
äèëè íà êðèîñðåçàõ ÿè÷íèêîâ ïîëîâîçðåëûõ ñàìîê êðàñ-
íîóõîé ÷åðåïàõè. Öåëüþ ýêñïåðèìåíòîâ áûëî âûÿâëåíèå
ðÄÍÊ è íåñïëàéñèðîâàííîé ïðå-ðÐÍÊ.

Â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíèÿ ðàáîòû íàìè âïåðâûå áûëà
ðåêîíñòðóèðîâàíà ïîëíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðèáîñîì-
íîãî ïîâòîðà: êëàñòåð ðÄÍÊ è ìåæãåííûé ñïåéñåð IGS.
Èñïîëüçóÿ 5RETS-çîíä, ìû âûÿâèëè ðÄÍÊ â ÿäðûøêàõ
è ïîäòâåðäèëè åå òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò ñõîäñòâî â ñòðóêòóðå
è ôóíêöèîíèðîâàíèè ÿäðûøåê ó ðåïòèëèé ñ ýêñòðà-
õðîìîñîìíûìè ÿäðûøêàìè àìôèáèé. Íåñìîòðÿ íà ýâî-
ëþöèîííóþ áëèçîñòü ×åðåïàõ ê êëàññó Ïòèöû, ñöåíàðèè
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ßÎÐ â îîãåíåçå ýòèõ æèâîòíûõ èìå-
þò ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, íå-
ñîìíåííî, âíîñÿò âêëàä â ïðåäñòàâëåíèÿ î ðàçíîîáðàçèè
òèïîâ îîãåíåçà.

Èññëåäîâàíèå ðåàëèçîâàíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåð-
æêå ãðàíòîâ ÑÏáÃÓ (ïðîåêò 1.50.1043.2014) è Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-05684), à òàêæå ïðè èñïîëüçîâàíèè îáîðóäîâà-
íèÿ ÐÖ ÑÏáÃÓ «Õðîìàñ».

ÕÐÎÌÀÒÈÍÐÅÌÎÄÅËÈÐÓÞÙÈÉ ÁÅËÎÊ ATRX ÏÐÈ-
ÑÓÒÑÒÂÓÅÒ Â ÝÊÑÒÐÀÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÕ ÑÒÐÓÊÒÓ-
ÐÀÕ ßÄÐÀ ÎÎÖÈÒÎÂ ÍÀÑÅÊÎÌÛÕ. © Ä. Ñ. Áîãîëþ-
áîâ,1 È. Ñ. Ñòåïàíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, 1 dbogol@mail.ru

Èññëåäîâàíî ðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíðåìîäåëèðóþ-
ùåãî áåëêà ATRX â ÿäðàõ îîöèòîâ òðåõ âèäîâ ëàáîðàòîð-
íûõ íàñåêîìûõ â ñâÿçè ñ ðàçâèòèåì êàðèîñôåðû ðàçíûõ
òèïîâ. Êàðèîñôåðà — ñïåöèôè÷åñêàÿ äëÿ ìåéîçà ñòðóê-
òóðà, îáðàçîâàííàÿ êîíäåíñèðîâàííûìè áèâàëåíòàìè, ñî-
áðàííûìè â îãðàíè÷åííîì îáúåìå êðóïíîãî ÿäðà îîöèòà.
Îíà ôîðìèðóåòñÿ íà ñòàäèè äèïëîòåíû ó îðãàíèçìîâ, ó
êîòîðûõ â îîãåíåçå èìååò ìåñòî ôèçèîëîãè÷åñêè äåòåð-
ìèíèðîâàíííàÿ òðàíñêðèïöèîííàÿ èíàêòèâàöèÿ ÿäðà
îîöèòà. Áåëîê ATRX (a-thalassemia mental retardation
X-linked) ïðåäñòàâëÿåò ÀÒÔ-çàâèñèìóþ ÄÍÊ-ãåëèêàçó è
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ õðîìàòèíðåìîäåëèðóþùèõ
áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèåé. Îäíàêî ëî-
êàëèçàöèÿ ATRX â ÿäðå îîöèòîâ è åãî ó÷àñòèå â ïðåîáðà-
çîâàíèÿõ õðîìàòèíà äî ñèõ ïîð áûëè ïîêàçàíû ëèøü â îò-
íîøåíèè ìëåêîïèòàþùèõ â õîäå ôîðìèðîâàíèÿ èõ ñïå-
öèôè÷åñêîé êàðèîñôåðû (De La Fuente et al., 2012. Results
Probl. Cell Differ. 55 : 45—68). Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîé è èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ìû èçó-
÷èëè ëîêàëèçàöèþ ATRX â äèïëîòåííûõ îîöèòàõ, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèì ñòðîåíèåì ÿäðà, íà ïðèìåðå
íàñåêîìûõ Acheta domesticus (êàðèîñôåðà â îîãåíåçå íå
ôîðìèðóåòñÿ), Tribolium castaneum (êàðèîñôåðà èìååò
âíåøíþþ ýêñòðàõðîìîñîìíóþ êàïñóëó) è Tenebrio moli-
tor (ôîðìèðóåòñÿ ëèøåííàÿ êàïñóëû êàðèîñôåðà, èëè êà-
ðèîñîìà). Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ôîðìèðîâàíèÿ êàðèîñôåðû
(êàðèîñîìû) çîíû ëîêàëèçàöèè ATRX, êàê îæèäàëîñü,
ñâÿçàíû ñ ãåòåðîõðîìàòèíîì, ÷òî íàâîäèò íà ìûñëü îá
ýâîëþöèîííîé êîíñåðâàòèâíîñòè ATRX â ïðîöåññå ôîð-
ìèðîâàíèÿ êàðèîñôåðû. Íåîæèäàííî îêàçàëîñü, ÷òî
ATRX ëîêàëèçóåòñÿ è â ýêñòðàõðîìîñîìíîì ìàòåðèàëå
îïðåäåëåííûõ òèïîâ. Òàêîâûì, íàïðèìåð, îêàçàëñÿ
«âíóòðåííèé êëàñòåð èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë» â ñî-
ñòàâå ñëîæíîãî ÿäåðíîãî òåëüöà îîöèòîâ A. domesticus,
îáúåäèíÿþùåãî ìîðôîëîãè÷åñêèå êîìïîíåíòû òåëåö Êà-
õàëÿ èëè òåëåö ãèñòîíîâûõ ëîêóñîâ, ñ îäíîé ñòîðîíû, è
êëàñòåðîâ èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë — ñ äðóãîé (Bogo-
lyubov et al. BioEssays. 31 : 400—409). Â îîöèòàõ T. moli-
tor àíòèòåëà ê ATRX ìàðêèðîâàëè îïðåäåëåííóþ ãðóïïó
ãåòåðîìîðôíûõ ÿäåðíûõ òåëåö — êàê ñâÿçàííûõ ñ êàðè-
îñôåðîé, òàê è ëåæàùèõ ñâîáîäíî â íóêëåîïëàçìå.
Â îîöèòàõ Ò. castaneum îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ëî-
êàëèçàöèÿ ATRX â êàïñóëå êàðèîñôåðû — ñïåöèôè÷å-
ñêîì ÿäåðíîì êîìïàðòìåíòå, êîòîðûé, ïî-âèäèìîìó, ñëó-
æèò íå òîëüêî «èçîëÿòîðîì» ïðîäóêòîâ õðîìîñîìíîé àê-
òèâíîñòè îò îñòàëüíîé ÷àñòè íóêëåîïëàçìû, íî, íå
èñêëþ÷åíî, ìîæåò áûòü áîëåå òåñíî âîâëå÷åí â ïðîöåññû
ýêñïðåññèè ãåíîâ (Bogolyubov et al., 2013. Cell Biol. Int.
37 : 1061—1079). Âûÿâëåíèå ATRX â ýêñòðàõðîìîñîì-
íîì êîìïàðòìåíòå ÿäðà îîöèòîâ — êàïñóëå êàðèîñôåðû
è (èëè) ÿäåðíûõ òåëüöàõ — ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ãè-
ïîòåçû î çàïàñàþùåé ôóíêöèè äàííûõ ñòðóêòóð. Âìåñòå
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ñ òåì ÿäåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ATRX, î÷åâèäíî, âåñüìà äè-
íàìè÷íî, ïîñêîëüêó ýòîò áåëîê èììóíîöèòîõèìè÷åñêè
ìîæåò íå âûÿâëÿòüñÿ â ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûõ îáðàçî-
âàíèÿõ, ïðèñóòñòâóþùèõ â îäíîì ÿäðå. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå åùå ðàç ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó âûñîêîé ñëîæíî-
ñòè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð îîöèòîâ è íåîáõîäèìîñòè èñïîëü-
çîâàíèÿ «íåñòàíäàðòíûõ» ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ äëÿ
ëó÷øåãî ïîíèìàíèÿ ñòðóêòóðû è ôóíêöèé êëåòî÷íîãî
ÿäðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-01857).

ËÀÒÐÓÍÊÓËÈÍ B ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÕÀÐÀÊ-
ÒÅÐÀ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÌÎÍÎÌÅÐÍÎÃÎ È ÔÈÁ-
ÐÈËËßÐÍÎÃÎ ÀÊÒÈÍÀ Â ÏÐÎÍÓÊËÅÓÑÀÕ ÇÈÃÎÒ
ÌÛØÈ. © Í. À. Áîãîëþáîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, nataly_bogoly@mail.ru

Âçàèìîñâÿçü ìåæäó ñîñòîÿíèåì àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà è äèíàìèêîé àêòèíà â êëåòî÷íîì ÿäðå â ïîñëåäíåå
âðåìÿ ïðèâëåêàåò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé, ñâÿçàííûõ ñ
èçó÷åíèåì áèîëîãèè ÿäåðíîãî àêòèíà. Â äàííîé ðàáîòå
áûëî ïðîñëåæåíî âëèÿíèå èíãèáèðîâàíèÿ ïîëèìåðèçà-
öèè àêòèíà â öèòîïëàçìå ëàòðóíêóëèíîì B (LatB) íà õà-
ðàêòåð ëîêàëèçàöèè àêòèíà â ïðîíóêëåóñàõ çèãîò ìûøè.
Ïðîíóêëåóñû ÿâëÿþòñÿ ôóíêöèîíàëüíî è ìîðôîëîãè÷å-
ñêè àòèïè÷íûìè ÿäåðíûìè ñòðóêòóðàìè, â êîòîðûå ïîñëå
îïëîäîòâîðåíèÿ ïðåîáðàçóþòñÿ ìàòåðèíñêèé è îòöîâ-
ñêèé íàáîðû õðîìîñîì.

Çèãîòû, íàõîäèâøèåñÿ íà ñåðåäèíå îäíîêëåòî÷íîé
ñòàäèè ðàçâèòèÿ, èíêóáèðîâàëè in vitro â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 10 ìêã/ìë LatB, â òå÷åíèå 30, 60 è 180 ìèí, ïîñëå
÷åãî ôèêñèðîâàëè. Äàëåå ìîíîìåðíûé (G) è ôèáðèë-
ëÿðíûé (F) àêòèí âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðÿìîãî
ìå÷åíèÿ ôëóðåñöåíòíûìè ìàðêåðàìè Alexa Fluor
488-ÄÍÊàçà-I (488-DNase) è TRITC-ôàëëîèäèí (TPh), ïî-
ñëå ÷åãî õàðàêòåð âíóòðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ äàííûõ
ôîðì àêòèíà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà Leica TS5.

Â ðîäèòåëüñêèõ ïðîíóêëåóñàõ êîíòðîëüíûõ çèãîò ìå-
÷åíûé G-àêòèí áûë ëîêàëèçîâàí â íóêëåîïëàçìå, ãäå åãî
ñâå÷åíèå ïðåäñòàâëÿëî ñîáîé ñîâîêóïíîñòü ìíîãî÷èñëåí-
íûõ, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ òî÷å÷íûõ ôëóîðåñöåíò-
íûõ ñèãíàëîâ. Â ìåñòàõ ðàñïîëîæåíèÿ ïðîÿäðûøåê —
ôóíêöèîíàëüíî íåàêòèâíûõ ýìáðèîíàëüíûõ àíàëîãîâ ÿä-
ðûøåê — ôëóîðåñöåíöèÿ àêòèíà îòñóòñòâîâàëà. Ïîñëå
îêðàøèâàíèÿ çèãîò c ïîìîùüþ TPh ñïåöèôè÷åñêîãî
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà îò ìå÷åíîãî ôèáðèëëÿðíîãî àê-
òèíà â ìåñòàõ ðàñïîëîæåíèÿ ïðîíóêëåóñîâ îáíàðóæåíî
íå áûëî. Ïîñëå 30 ìèí èíêóáàöèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
LatB, è îêðàøèâàíèÿ 488-DNase ó áîëüøèíñòâà çèãîò íà
ôîíå ðàâíîìåðíîãî ñâå÷åíèÿ G-àêòèíà â íóêëåîïëàçìå
áûëà îò÷åòëèâî âèäíà áîëåå ÿðêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïðîÿä-
ðûøåê. Õàðàêòåð ëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè â
ìåñòàõ ðàñïîëîæåíèÿ ïðîíóêëåóñîâ ïîñëå îêðàøèâàíèÿ
çèãîò TPh íå îòëè÷àëñÿ îò íàáëþäàâøåãîñÿ ðàíåå ó êîíò-
ðîëüíûõ çàðîäûøåé. Ó çèãîò, èíêóáèðîâàííûõ â ïðèñóò-
ñòâèè LatB â òå÷åíèå 60 ìèí, õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ
G-àêòèíà áûë ñõîäåí ñ íàáëþäàâøèìñÿ ó êîíòðîëüíûõ
çàðîäûøåé. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ çèãîò TPh íàáëþäàëè
äâà âàðèàíòà ìå÷åíèÿ ïðîíóêëåóñîâ: ëèáî ðàâíîìåðíî
ðàñïðåäåëåííûå òî÷å÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå ñèãíàëû ïî

âñåé ïëîùàäè îïòè÷åñêîãî ñðåçà ÿäðà, âêëþ÷àÿ ìåñòà ëî-
êàëèçàöèè ïðîÿäðûøåê, ëèáî áîëåå ÿðêîå ñâå÷åíèå ïðî-
ÿäðûøåê íà ôîíå ôëóîðåñöåíöèè íóêëåîïëàçìû. Ïîñëå
èíêóáàöèè çèãîò ñ LatB â òå÷åíèå 180 ìèí ñâå÷åíèå ìå-
÷åííîãî ôëóðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè ìîíîìåðíîãî è
ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â çîíå ðàñïîëîæåíèÿ ïðîíóêëåó-
ñîâ ïî âèçóàëüíîé îöåíêå áûëî çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, ÷åì â
ïðåäûäóùåì ñëó÷àå. Îäíàêî â òåõ ïðîíóêëåóñàõ, ãäå
áûëî âîçìîæíî îïðåäåëèòü ìåñòà ðàñïîëîæåíèÿ ïðîÿä-
ðûøåê, âíóòðèÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ îáåèõ ôîðì àêòèíà
ñîîòâåòñòâîâàëà ðàíåå íàáëþäàâøåéñÿ ó çèãîò ïîñëå èí-
êóáàöèè ñ LatB â òå÷åíèå 60 ìèí.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî
ïîâûøåíèå óðîâíÿ G-àêòèíà â öèòîïëàçìå, âûçâàííîå
êðàòêîâðåìåííûì äåéñòâèåì LatB, èíäóöèðóåò â ïðîíóê-
ëåóñàõ çèãîò ïåðåðàñïðåäåëåíèå ìîíîìåðíîãî àêòèíà è
ïîÿâëåíèå âûÿâëÿåìîãî ôàëëîèäèíîì àêòèíà, íåòèïè÷íî-
ãî äëÿ ýòèõ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâè-
ÿõ. Äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ çèãîò ñ LatB, âîçìîæíî, ïðèâî-
äèò ê óìåíüøåíèþ èìïîðòà àêòèíà â ïðîíóêëåóñû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî çàäà-
íèÿ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (ãîñ. ðåãèñòðàöèÿ
¹ 01201351105).
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Ïðîíèêíîâåíèå áàêòåðèé â êëåòêè ýóêàðèîò (èíâà-
çèÿ) — ýòî óíèêàëüíûé ïðîöåññ, â êîòîðîì âçàèìîäåéñò-
âèå áàêòåðèàëüíûõ è êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ ïðèâîäèò ê çà-
õâàòó áàêòåðèé ýóêàðèîòè÷åñêèìè êëåòêàìè, â íîðìå íå
ÿâëÿþùèìèñÿ ôàãîöèòàìè. Ïàòîãåííûå áàêòåðèè ïðîíè-
êàþò â êëåòêó-õîçÿèíà, ëèáî âñòðàèâàÿ ïîðó â öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó è èíúåöèðóÿ ñîáñòâåííûå ýôôåê-
òîðû íåïîñðåäñòâåííî â öèòîïëàçìó («òðèããåðíûé» ìåõà-
íèçì), ëèáî ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïîâåðõíîñòíûõ
áåëêîâ, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ ðåöåïòîðàìè êëåò-
êè-õîçÿèíà (ìåõàíèçì «çàñòåæêè-ìîëíèè»). Îáà ïóòè
ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, ðåîðãàíèçà-
öèåé öèòîñêåëåòà è ïîëèìåðèçàöèåé àêòèíà (Sansonetti,
2001; Pizarro-Cerda et al., 2016). Ñïîñîáíîñòüþ ïðîíèêàòü
â êëåòêè ýóêàðèîò îáëàäàþò íå òîëüêî ïàòîãåííûå, íî è
óñëîâíî-ïàòîãåííûå áàêòåðèè, îäíàêî ìåõàíèçìû èõ ïà-
òîãåííîñòè î÷åíü ìàëî èçó÷åíû. Èíâàçèþ óñëîâíî-ïàòî-
ãåííûõ áàêòåðèé îáû÷íî ñâÿçûâàþò ñ àêòèâíîñòüþ òîê-
ñèíîâ (Hertle, 2005) èëè ñåêðåòèðóåìûõ áàêòåðèÿìè ïðî-
òåàç (Ishii et al., 2014). Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
óñëîâíî-ïàòîãåííûå áàêòåðèè Serratia grimesii è S. prote-
amaculans, ïðîäóöåíòû âíóòðèêëåòî÷íîé àêòèí-ñïåöè-
ôè÷åñêîé ìåòàëëîïðîòåàçû ECP32/ãðèìåëèçèí è ïðîòåà-
ëèçèí ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè
ýóêàðèîò è âûçûâàòü ðåîðãàíèçàöèþ èõ öèòîñêåëåòà.
Òðàíñôîðìàöèÿ E. coli ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, íåñóùåé ãåí
ãðèìåëèçèíà èëè ïðîòåàëèçèíà, ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â
áàêòåðèÿõ èíâàçèâíîãî ôåíîòèïà, ÷òî óêàçûâàåò íà àê-
òèâíîå ó÷àñòèå ôåðìåíòà â ïðîöåññå èíâàçèè. Íàðÿäó ñ
ïðîòåàëèçèíîì èíâàçèâíàÿ àêòèâíîñòü S. proteamaculans
îïðåäåëÿåòñÿ ãåìîëèòè÷åñêèì òîêñèíîì ShlA è âíåêëå-
òî÷íîé ïðîòåàçîé ñåððàëèçèí, àêòèâíîñòü êîòîðûõ â
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S. grimesii íèçêà. Ýòî êîððåëèðóåò ñ áîëåå âûñîêîé èíâà-
çèâíîé àêòèâíîñòüþ S. proteamaculans ïî ñðàâíåíèþ ñ
èíâàçèâíîé àêòèâíîñòüþ S. grimesii, óêàçûâàÿ íà òî, ÷òî
ñåêðåöèÿ òîêñèíà è ñåððàëèçèíà óñèëèâàåò èíâàçèâíóþ
àêòèâíîñòü ñåððàöèé, íî íå ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷åñêè íåîáõî-
äèìîé äëÿ èíâàçèè. Áàêòåðèè ðîäà Serratia ïðîíèêàþò
êàê â òðàíôîðìèðîâàííûå êëåòêè, òàê è â èììîðòàëèçî-
âàííûå ôèáðîáëàñòû, õîòÿ è ñ ìåíüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ.
×óâñòâèòåëüíîñòü ýòèõ êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè
çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ àíòè-
îêñèäàíòàìè N-àöåòèëöèñòåèíîì è äèãèäðîëèïîåâîé
êèñëîòîé. Ïî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ïðåèìó-
ùåñòâåííûì ìåõàíèçìîì ïðîíèêíîâåíèÿ ñåððàöèé â
ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ìåõà-
íèçì «çàñòåæêà-ìîëíèÿ», íà ïåðâîì ýòàïå êîòîðîãî ïðî-
èñõîäèò âçàèìîäåéñòâèå áàêòåðèàëüíîãî èíâàçèíà ñ ïî-
âåðõíîñòíûì ðåöåïòîðîì êëåòêè-õîçÿèíà. Ñðåäè ïîâåðõ-
íîñòíûõ áåëêîâ áàêòåðèé îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò
áåëîê OmpX, àíàëîã ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà ñàëüìîíåëë
Rck, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ìåäèàòîðîì òðèããåð-íåçàâèñèìîé
èíâàçèè ñàëüìîíåëë â êóëüòèâèðóåìûå ýóêàðèîòè÷åñêèå
êëåòêè (Rosselin et al., 2010). Àíàëèç ñòðóêòóðû ýòîãî áåë-
êà (Lackey, 2014) è íàøè ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî OmpX ìîæåò áûòü ñóáñòðàòîì ïðî-
òåàëèçèíà. Èçâåñòíî, ÷òî â ìåõàíèçìå «çàñòåæêà-ìîëíèÿ»
èíâàçèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïîâåðõíîñòíûì ðåöåïòîðîì
Å-êàäãåðèíîì (Pizarro-Cerda et al., 2016). Óâåëè÷åíèå ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè S. grimesii
ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ N-àöåòèëöèñòåèíîì ïðèâîäèò
ê óñèëåíèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ Å-êàäãåðèíà è óâåëè÷åíèþ
êîëè÷åñòâà Å-êàäãåðèíà â êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòàõ. Ñîïî-
ñòàâëåíèå ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ñ äàííûìè ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî Å-êàäãåðèí ó÷àñò-
âóåò â ïðîíèêíîâåíèè S. grimesii â êëåòêè ýóêàðèîò. Ýòî
ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî àíàëèçà î êîëîêàëèçàöèè áàêòåðèé S. grime-
sii ñ Å-êàäãåðèíîì êëåòêè-õîçÿèíà.
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Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â óñëîâèÿõ ñóáëåòàëüíîãî
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (1 ÷, 200 ìêÌ Í2Î2) ýíäîìåòðè-
àëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ) âõîäÿò â ñî-
ñòîÿíèå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ. Áûëè âûÿâëåíû
îñíîâíûå ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ñòàðûõ êëåòîê, —
ãèïåðòðîôèÿ, íåîáðàòèìàÿ îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè è íà-
êîïëåíèå â ïîïóëÿöèè SA-b-Gal-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê.
Ïðè èññëåäîâàíèè ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà ïðåæäåâðå-
ìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ áûëà óñòàíîâëåíà ðîëü ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé ÀÒÌ/Chk2/ð53/ð21/Rb è ð38/MAPKAPK-2 â
ðåàëèçàöèè íåîáðàòèìîãî àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàê-
æå ïðîäåìîíñòðèðîâàí âêëàä mTORC1-ñèãíàëèíãà â ìî-
äóëÿöèþ ôåíîòèïà ýÌÑÊ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå ìå-
õàíèçìîâ ðàñïðîñòðàíåíèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â
ïîïóëÿöèè ýÌÑÊ. Èçâåñòíî, ÷òî ñòàðåþùèå êëåòêè ÷åðåç
àóòî/ïàðàêðèííûé ìåõàíèçì ìîãóò âëèÿòü íà êëåòêè ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ, ñåêðåòèðóÿ ìíîæåñòâî ðàçëè÷íûõ ôàêòî-
ðîâ, âêëþ÷àÿ öèòîêèíû, õåìîêèíû, ïðîòåàçû è ðîñòîâûå

ôàêòîðû. Òàêîé ïðîôèëü ñåêðåòèðóåìûõ ñòàðåþùèìè
êëåòêàìè ìîëåêóë ïîëó÷èë íàçâàíèå àññîöèèðîâàííîãî
ñî ñòàðåíèåì ñåêðåòîðíîãî ôåíîòèïà (senescence associa-
ted secretory phenotype, SASP). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èç-
âåñòíî, ÷òî êîìïîíåíòû SASP îïîñðåäóþò èììóííûé
êëèðåíñ ñòàðåþùèõ êëåòîê, êðîìå òîãî, îíè ìîãóò ñòèìó-
ëèðîâàòü òðàíñôîðìàöèþ ñîñåäíèõ ïðåäðàêîâûõ êëåòîê
è (èëè) èíèöèèðîâàòü ïàðàêðèííîå ñòàðåíèå ñîñåäíèõ
çäîðîâûõ êëåòîê. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè
âëèÿíèå ôàêòîðîâ, ñåêðåòèðóåìûõ ñòàðåþùèìè ýÌÑÊ íà
íàòèâíûå êëåòêè. Â ïåðâóþ î÷åðåäü áûëà ïðîàíàëèçèðî-
âàíà âîçìîæíîñòü èíäóêöèè ñòàðåíèÿ íàòèâíûõ ýÌÑÊ
ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â êîíäèöèîííîé ñðåäå, ïîëó÷åí-
íîé îò ñòàðûõ (Í2Î2-îáðàáîòàííûõ) êëåòîê. Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå íàòèâíûõ ýÌÑÊ â êîíäèöèîí-
íîé ñðåäå ñòàðûõ êëåòîê ïðèâîäèò ê çàìåòíîìó çàìåäëå-
íèþ ïðîëèôåðàöèè, óâåëè÷åíèþ ðàçìåðà êëåòîê,
ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ýíäîãåííûõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðî-
äà, ïîÿâëåíèþ îêðàøèâàíèÿ íà SA-b-Gal, âîçíèêíîâåíèþ
ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è óñèëåíèþ àêòèâíîñòè ñèãíàëüíîãî
ïóòè ð53/ð21/Rb, îïîñðåäóþùåãî áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà.
Äàëåå ïðè ïîìîùè æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè è
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ áûë ïðîâåäåí
äåòàëüíûé ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñîñòàâà ñåêðåòîìîâ
êîíòðîëüíûõ è ñòàðûõ (Í2Î2-îáðàáîòàííûõ) ýÌÑÊ. Â ñî-
ñòàâå ñåêðåòîìîâ êîíòðîëüíûõ è Í2Î2-îáðàáîòàííûõ
ýÌÑÊ ñóììàðíî áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî 892 áåëêà. Ñðå-
äè âûÿâëåííûõ áåëêîâ 659 áûëè îáùèìè, òîãäà êàê 141 è
92 áåëêà îêàçàëèñü óíèêàëüíûìè äëÿ ñåêðåòîìîâ êîíò-
ðîëüíûõ è Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ ñîîòâåòñòâåííî.
Äàëüíåéøèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëèë äîñòî-
âåðíî îöåíèòü ðàçëè÷èÿ â óðîâíÿõ ýêñïðåññèè è ïîñëåäó-
þùåé ñåêðåöèè áåëêîâ, îáùèõ äëÿ ñåêðåòîìîâ íàòèâíûõ
è ñòàðûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî îêèñëèòåëüíîå âîçäåéñò-
âèå ïðèâîäèëî ê óñèëåíèþ ñåêðåöèè 167 áåëêîâ è îäíî-
âðåìåííîìó óìåíüøåíèþ ñåêðåöèè 114 áåëêîâ. Ðåçóëüòàòû
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè áûëè äîïîëíèòåëüíî âåðèôèöèðîâàíû
ïðè ïîìîùè èììóíîáëîòèíãà è èììóíîôåðìåíòíîãî àíà-
ëèçà. Òàêæå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî áåëêè, ñåêðåöèÿ êîòî-
ðûõ ïîâûøàëàñü ïîñëå äåéñòâèÿ Í2Î2, âîâëå÷åíû â êëå-
òî÷íóþ àäãåçèþ, èíòåãðèíîïîñðåäîâàííóþ àäãåçèþ è ðå-
ìîäåëèðîâàíèå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ñóììèðóÿ âñå
ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ôàêòîðû,
ñåêðåòèðóåìûå ñòàðûìè êëåòêàìè, îïîñðåäóþò ðàñïðî-
ñòðàíåíèå ïàðàêðèííîãî ñòàðåíèÿ â ïîïóëÿöèè íàòèâíûõ
ýÌÑÊ.

TARGETING THE TUMOR MICROENVIRONMENT
FOR LUNG CANCER TREATMENT. © Anna Brichkina.
Institute of Molecular Oncology, Center for Tumor- and Im-
munobiology, Philipps University, Marburg, Germany, brich-
kinaa@gmail.com

Lung cancer has been associated with the highest rate of
cancer-related deaths worldwide. Although major advances
have been made in understanding this disease, including the
identification of novel potential therapeutic targets, overall
survival has not significantly changed over the past several
decades. It is becoming clear that the most effective approach
for treating lung cancer requires therapies that target both tu-
mor cells and the tumor microenvironment. In this respect,
stromal fibroblasts could be attractive targets, because they
are known to provide additional signals to support tumor
growth, survival, and drug resistance. Unfortunately, no treat-
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ment option exists that successfully targets this component of
the tumor microenvironment. In order to develop the strategi-
es for efficient lung cancer treatment based on the targeting
tumor stroma, we used mouse models of lung cancer, primary
human lung cancer material and bioinformatic analysis of hu-
man lung cancer stromal interactomes. We demonstrate that
p38MAPK as a key component in the tissue microenviron-
ment to regulate both — activation of tumor-associated mac-
rophages and stromal fibroblasts. We identify fibroblast-spe-
cific hyaluronan synthesis at the center of p38-driven tumori-
genesis, which regulates early stromal fibroblast activation,
the conversion to Carcinoma-Associated Fibroblasts (CAF),
and cancer cell proliferation. We propose that targeting
p38MAPK pathway could provide an important improvement
for lung cancer treatment.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÔÎÐÌ OCT4 È ÅÃÎ
ÏÑÅÂÄÎÃÅÍÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈÍÎÌÛ
ÒÎËÑÒÎÉ ÊÈØÊÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ì. À. Áûñòðÿêîâà,1

Ñ. À. Êîøêèí,2 Å. Í. Òîëêóíîâà.2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ima-9811329780@mail.ru

Âàæíûì òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì ïëþðèïîòåíò-
íîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà
ÿâëÿåòñÿ Oct4. Îí òàêæå ýêñïðåññèðóåòñÿ â îïóõîëåâûõ
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (ÎÑÊ) è ÿâëÿåòñÿ èõ áèîìàðêåðîì.
Ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè Oct4 â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñâÿçàí ñ ðàçâèòèåì è
ïðîãíîçîì êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà. Â ñâÿçè ñ íàëè÷èåì íå-
ñêîëüêèõ âàðèàíòîâ òðàíñêðèïòîâ è èçîôîðì áåëêà, à òàê-
æå ýêñïðåññèè ïñåâäîãåíîâ íóæåí áîëåå ñòðîãèé àíàëèç
Oct4 âî èçáåæàíèå ëîæíûõ âûâîäîâ. Èçâåñòíû òðè òðàíñ-
êðèïòà Oct4 — Oct4À, Oct4B è Oct4B1. Îct4À ëîêàëèçó-
åòñÿ â ÿäðå ÝÑÊ è ÎÑÊ, ãäå ïîääåðæèâàåò ïëþðèïîòåíò-
íîñòü êëåòîê è èõ ñïîñîáíîñòü ê ñàìîîáíîâëåíèþ. Oct4B
ýêñïðåññèðóåòñÿ â öèòîïëàçìå ÎÑÊ, íå ïîääåðæèâàåò
èõ ïëþðèïîòåíòíîñòü. Oct4B1 ÿâëÿåòñÿ ôîðìîé Oct4B,
ïîëó÷åííîé ïóòåì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà. Èçíà-
÷àëüíî îí áûë íàéäåí â ÿäðå è öèòîïëàçìå ïëþðèïîòåíò-
íûõ è íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Åñòü ñâåäåíèÿ î
òîì, ÷òî îí äåéñòâóåò êàê àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ôàêòîð â
îïóõîëÿõ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, æåëóäêà è òîëñòîé êèøêè.
Èññëåäîâàíèÿ âûÿâëÿþò â áîëüøèíñòâå êëåòîê ýêñïðåñ-
ñèþ ïñåâäîãåíîâ Oct4pg1, Oct4pg3 è Oct4pg4. Ñóùåñòâó-
åò âçàèìîñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé Oct4A è ýêñïðåññèåé
ïñåâäîãåíîâ â ÝÑÊ — âî âðåìÿ èíäóöèðîâàííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå óìåíüøåíèå Oct4A
ïàðàëëåëüíî ñ óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè ïñåâäîãåíîâ.
Ñóùåñòâóåò ëè òàêàÿ ñâÿçü ìåæäó OCT4 è åãî ïñåâäîãåíà-
ìè â êëåòêàõ êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà ÷åëîâåêà, ïîêà íåèç-
âåñòíî.

Èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà Oct4 ìûøè ïîêàçàëè,
÷òî îí íå îáíàðóæèâàåòñÿ âî âçðîñëûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ
ðÿäà ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé, â òîì ÷èñëå ýïèòåëèÿ êèøå÷-
íèêà, êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà (ãåìîïîýòè÷åñêèõ è ìåçåí-
õèìíûõ ëèíèé), âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà, ãîëîâíîãî ìîçãà
è ïå÷åíè, ïðè ýòîì ó ìûøåé íå âûÿâëåíî íàðóøåíèÿ ãî-
ìåîñòàçà èëè ðåãåíåðàòèâíûõ ñïîñîáíîñòåé, ÷òî äàåò
îñíîâàíèÿ ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýêñïðåññèÿ Oct4 ÿâëÿåòñÿ
íåîáÿçàòåëüíîé äëÿ ñàìîîáíîâëåíèÿ è ðåãåíåðàöèè ñîìà-
òè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Èäåíòèôèêàöèè Oct4 â ñîìàòè÷åñêèõ òêàíÿõ è ëè-
íèÿõ êëåòîê ðàêà ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì îáíàðóæåíèÿ

òðàíñêðèïòîâ ïñåâäîãåíîâ ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ è (èëè)
ÿäåðíîãî îáíàðóæåíèÿ ïñåâäîãåííûõ áåëêîâ èììóíîöè-
òîõèìèåé. Îáúåêòèâíî ñóùåñòâóåò ñëîæíîñòü âûÿâëåíèÿ
ðàçëè÷èé ìåæäó Oct4-èçîôîðìàìè. Âñå áåëêîâûå èçîôîð-
ìû Oct4 èäåíòè÷íû â èõ Ñ-êîíöåâîé îáëàñòè è ðàçëè÷à-
þòñÿ N-êîíöåâîé îáëàñòüþ, òàê ÷òî ðàñïîëîæåíèå ýïèòî-
ïîâ, ðàñïîçíàâàåìûõ àíòè-Oct4-àíòèòåëàìè, ñëåäóåò ó÷è-
òûâàòü â ïåðâóþ î÷åðåäü â ñî÷åòàíèè ñ òùàòåëüíûì
àíàëèçîì òðàíñêðèïòîâ Oct4. Ó÷èòûâàòü íàäî òàêæå âå-
ðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî Oct4-ïñåâäîãåíû òðàíñëèðóþòñÿ â
áåëêè è ÷òî Oct4-pg1 ìîæåò ëîêàëèçîâàòüñÿ â ÿäðå.

Öåëü: èññëåäîâàòü ýêñïðåññèþ ðàçëè÷íûõ ôîðì Oct4
â îïåðàöèîííîì ìàòåðèàëå ïàöèåíòîâ ñ àäåíîêàðöèíîìîé
òîëñòîé êèøêè è îöåíèòü èõ ñîîòíîøåíèå. Äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ ôîðì Oct4 èñïîëüçîâàëè 14 îáðàçîâ îïóõîëåé
è íîðìàëüíóþ òêàíü ýïèòåëèÿ òîëñòîé êèøêè. Èç îáðàç-
öîâ âûäåëÿëè ÐÍÊ, ñèíòåçèðîâàëè êÄÍÊ è íà îñíîâå
ÎÒ-ÏÖÐ õàðàêòåðèçîâàëè îáðàçöû ïî ýêñïðåññèè ôîðì
ñòâîëîâîãî ìàðêåðà Oct4.

Äîêëàä ñîäåðæèò ãðàôè÷åñêèå ìàòåðèàëû, ïîëíûé
ïåðå÷åíü è àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068 «Ìîëåêó-
ëÿðíî-êëåòî÷íûå òåõíîëîãèè äëÿ ëå÷åíèÿ ñîöèàëüíî
çíà÷èìûõ çàáîëåâàíèé»).

ÌÅÒÈËÒÐÀÍÑÔÅÐÀÇÀ EHMT2/G9a ÀÊÒÈÂÈÐÓÅÒ ð53
ÏÎ ÌÅÒÈËÍÅÇÀÂÈÑÈÌÎÌÓ ÌÅÕÀÍÈÇÌÓ. © Å. Âà-
ñèëüåâà, Ë. Ëåçèíà, À. Â. Àíòîíîâ, Í. À. Áàðëåâ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

ð53 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ñóïðåññîðîâ îïó-
õîëåé â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà. Îí ôóíêöèîíèðóåò â îñíîâ-
íîì êàê òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, è åãî àêòèâíîñòü
ðåãóëèðóåòñÿ ìíîæåñòâîì ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôè-
êàöèé. Ñðåäè ðàçëè÷íûõ êîâàëåíòíûõ ìîäèôèêàöèé, îá-
íàðóæåííûõ ó ð53, íàèáîëåå ñïîðíûì ÿâëÿåòñÿ ìåòèëè-
ðîâàíèå ëèçèíà. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî G9a (hG9a) ÷åëîâå-
êà â îòëè÷èå îò ìûøèíîãî îðòîëîãà (mG9a) ñòèìóëèðóåò
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü p53. Ýêçîãåííûé è ýíäî-
ãåííûé hG9a óâåëè÷èâàþò ð53-çàâèñèìóþ òðàíñêðèïöèþ
òàêèõ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ, êàê Bax è Puma, ÷òî ïðè-
âîäèò ê óñèëåíèþ àïîïòîçà è ñíèæåííîìó ôîðìèðîâà-
íèþ êîëîíèè. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî shRNA-îïîñðåäîâàí-
íûé íîêäàóí hG9a îñëàáëÿë ð53-çàâèñèìóþ àêòèâàöèþ
ãåíà Puma. Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå hG9a âçàèìîäåéñò-
âóåò ñ àöåòèëòðàíñôåðàçîé ãèñòîíîâ, p300 / CBP, ÷òî
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ â ïðî-
ìîòîðå Puma. Áèîèíôîðìàòè÷åñêèå äàííûå ïîìîãëè íàì
îáîñíîâàòü íàøè âûâîäû, ïðîäåìîíñòðèðîâàâ, ÷òî ïîëî-
æèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ýêñïðåññèåé G9a è ð53 ñâÿ-
çàíà ñ ëó÷øåé âûæèâàåìîñòüþ áîëüíûõ ðàêîì ëåãêîãî.
Â ñîâîêóïíîñòè ýòî èññëåäîâàíèå ïîêàçûâàåò, ÷òî â çà-
âèñèìîñòè îò êëåòî÷íîãî è îðãàíèçìåííîãî êîíòåêñòîâ
îðòîëîãè÷íûå áåëêè ìîãóò îêàçûâàòü êàê ïåðåñåêàþ-
ùèåñÿ, òàê è ïðîòèâîïîëîæíûå ôóíêöèè. Êðîìå òîãî,
ýòîò âûâîä èìååò âàæíûå ïîñëåäñòâèÿ â îòíîøåíèè èñ-
ïîëüçîâàíèÿ èíãèáèòîðîâ G9a â ñî÷åòàíèè ñ ãåíîòîêñè÷å-
ñêèìè ëåêàðñòâàìè äëÿ ëå÷åíèÿ ð53-ïîëîæèòåëüíûõ îïó-
õîëåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00816).

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 749



ÐÎËÜ ATM-ÊÈÍÀÇÛ Â ÏÎÄÄÅÐÆÀÍÈÈ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ
ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ. © À. Ê. Âåëè÷êî,1, * Í. Â. Ïåòðîâà,1

À. Â. Ëóæèí,1 Ñ. Â. Ðàçèí,1, 2 Î. Ë. Êàíòèäçå.1 1 Èíñòèòóò
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ÀÒÌ (Ataxia Telangiectasia mutated) ÿâëÿåòñÿ ñå-
ðèí/òðåîíèíîâîé ïðîòåèíêèíàçîé è îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñò-
âó êèíàç, ðîäñòâåííûõ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçå
(phosphatidylinositol 3-kinase related kinases, PIKK). ATM
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ áåëêîâ, êîîðäèíèðóþùèõ
êëåòî÷íûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Êàíîíè÷åñêèì
èíäóêòîðîì ÀÒÌ ïðè äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâàõ ÄÍÊ
ñ÷èòàåòñÿ MRN-êîìïëåêñ (Mre11-Rad50-Nbs1), êîòîðûé
îáåñïå÷èâàåò ïåðâîíà÷àëüíóþ ëîêàëèçàöèþ ÀÒÌ íà ñàé-
òå ïîâðåæäåíèÿ è ïîñëåäóþùåå ÀÒÌ-çàâèñèìîå ôîñôî-
ðèëèðîâàíèå ìíîãî÷èñëåííûõ ñóáñòðàòîâ, âêëþ÷àÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà H2AX ïî ñåðèíó 139. Íà ïðèìåðå
êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî â
óñëîâèè îñòðîãî ãèïîîñìîòè÷åñêîãî ñòðåññà ïðîèñõîäÿò
àêòèâàöèÿ ATM-êèíàçû è ôîñôîðèëèðîâàíèå åþ ìíîãèõ
ìèøåíåé, âêëþ÷àÿ ìàññèâíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà
H2AX. Èíòåðåñíî, ÷òî ïîäîáíàÿ àêòèâàöèÿ ATM íå
áûëà ñâÿçàíà ñ ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ è íå çàâèñåëà îò
MRN. Êðîìå òîãî, ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî êëåòêè ñ
ïîíèæåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè èìåííî ATM, íî íå
H2AX ÿâëÿþòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê îñòðîìó ãèïî-
îñìîòè÷åñêîìó ñòðåññó. Íàøè ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîäîáíûé ýôôåêò ñâÿçàí ñ àê-
òèâàöèåé ATM-çàâèñèìîãî ïðîöåññà ðåìîäåëèíãà õðîìà-
òèíà, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó ïðîèñõîäÿò âîññòàíîâëåíèå è
ñòàáèëèçàöèÿ åãî ñòðóêòóðû ïîñëå ãëîáàëüíîé ãèïîîñìî-
òè÷åñêîé äåêîìïàêòèçàöèè. Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû
óêàçûâàþò íà çíà÷èòåëüíî áîëåå øèðîêóþ ðîëü ÀÒÌ íå
òîëüêî â êà÷åñòâå ñåíñîðà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, íî è êàê àê-
òèâàòîðà ïðîöåññîâ âîññòàíîâëåíèÿ íàòèâíîé ñòðóêòóðû
õðîìàòèíà â óñëîâèè åå ðåîðãàíèçàöèè.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00022).

ÏÀÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÊÀËÜÖÈÅÂÎÉ
ÑÈÃÍÀËÈÇÀÖÈÈ Â ÏÀÖÈÅÍÒ-ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÌÎ-
ÄÅËßÕ ÁÎËÅÇÍÈ ÕÀÍÒÈÍÃÒÎÍÀ. © Â. À. Âèãîíò,
À. Þ. Ñêîïèí, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vvigand@gmail.com

Áîëåçíü Õàíòèíãòîíà (ÁÕ) — ýòî òÿæåëîå íàñëåäñò-
âåííîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå, õàðàêòåðè-
çóþùååñÿ ìîòîðíîé äèñôóíêöèåé, ñíèæåíèåì êîãíèòèâ-
íûõ ñïîñîáíîñòåé è íàëè÷èåì ïñèõè÷åñêèõ ðàññòðîéñòâ.
Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ÁÕ îáóñëîâëåíà ìóòàöèåé â
ïåðâîì ýêçîíå ãåíà, êîäèðóþùåãî áåëîê õàíòèíãòèí.
Â ðåçóëüòàòå äàííîé ìóòàöèè ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ïî-
ëèãëóòàìèíîâîãî òðàêòà â N-êîíöåâîé îáëàñòè õàíòèíã-
òèíà è ðàçâèâàåòñÿ òÿæåëàÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíàÿ ïàòî-
ëîãèÿ.

Çíà÷èòåëüíîå âíèìàíèå â ñîâðåìåííîì ìèðå óäåëÿåò-
ñÿ ñîçäàíèþ àäåêâàòíûõ ìîäåëåé çàáîëåâàíèé, ñðåäè êî-
òîðûõ îñîáî ìîæíî âûäåëèòü èñïîëüçîâàíèå òåõíîëîãèé
ãåíåòè÷åñêîãî ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê, ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåíòîâ ñ êîíêðåòíûìè ìîëåêóëÿð-
íûìè ôîðìàìè èçó÷àåìîé ïàòîëîãèè, ñ ïîñëåäóþùåé íà-

ïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêîé â îïðåäåëåííûé òèï êëå-
òîê. Ïîäîáíûé ïîäõîä ïîçâîëèò ñîçäàòü ïëàòôîðìó äëÿ
èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, à òàêæå äëÿ îáåñïå÷å-
íèÿ íàïðàâëåííîãî ïîèñêà ïîòåíöèàëüíûõ ìîëåêóë-ìè-
øåíåé è òåñòèðîâàíèÿ ïåðñïåêòèâíûõ òàðãåòíûõ ïðåïà-
ðàòîâ.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêàïëèâàåòñÿ âñå áîëüøå ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, äåìîíñòðèðóþùèõ öåíòðàëüíóþ
ðîëü íàðóøåíèé êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè â ïàòîãåíåçå
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, è â ÷àñòíîñòè ÁÕ. Îä-
íèì èç íàèáîëåå îáùèõ òèïîâ ïðèòîêà êàëüöèÿ â êëåòêó
ÿâëÿåòñÿ äåïîóïðàâëÿåìûé êàëüöèåâûé âõîä (SOCE), õà-
ðàêòåðíûé êàê äëÿ ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòîê, òàê è
äëÿ íåéðîíîâ.

Â äàííîé ðàáîòå ìû èçó÷èëè ïàòîëîãè÷åñêèå èçìå-
íåíèÿ SOCE â Õàíòèíãòîí-ñïåöèôè÷íûõ íåéðîíàõ ÷åëî-
âåêà, ïîëó÷åííûõ ïóòåì ãåíåòè÷åñêîãî ðåïðîãðàììè-
ðîâàíèÿ ïàöèåíò-ñïåöèôè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ â èíäó-
öèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè è èõ
ïîñëåäóþùåé äèôôåðåíöèðîâêè â ÃÀÌÊåðãè÷åñêèå íåé-
ðîíû ñòðèàòóìà.

Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî SOCE â ëþáîé èç ëèíèé
Õàíòèíãòîí-ñïåöèôè÷íûõ íåéðîíîâ ÷åëîâåêà ïðèìåðíî â
2 ðàçà âûøå, ÷åì â ëþáîé èç ëèíèé êîíòðîëüíûõ íåéðî-
íîâ, ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâûõ ëþäåé. Òàêèì îáðàçîì, ìû
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè õîðîøóþ âîñïðîèçâîäèìîñòü èñ-
ñëåäóåìîé ìîäåëè áîëåçíè Õàíòèíãòîíà, ÷òî ïðèäàåò åé
çíà÷èòåëüíóþ öåííîñòü êàê äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé, òàê è ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ïëàòôîðìû
äëÿ ñêðèíèíãà ëåêàðñòâ.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â äàííîì èññëåäîâàíèè
èñïîëüçîâàëè êëåòêè, ýíäîãåííî ýêñïðåññèðóþùèå ìó-
òàíòíûé õàíòèíãòèí ñ íåáîëüøîé äëèíîé ïîëèãëóòàìè-
íîâîãî òðàêòà (42—47 îñòàòêîâ ãëóòàìèíà), ÷òî, êàê ïðà-
âèëî, íå ïðèâîäèëî ê âûðàæåííûì íàðóøåíèÿì â äðóãèõ
ìîäåëÿõ. Îäíàêî ýôôåêò óâåëè÷åíèÿ SOCE îêàçàëñÿ
ñòîëü æå ñèëüíûì, êàê è â ðàíåå èññëåäîâàííûõ êëåòî÷-
íûõ ìîäåëÿõ, ýêçîãåííî ýêñïðåññèðóþùèõ ìóòàíòíûé
õàíòèíãòèí ñî 138 îñòàòêàìè ãëóòàìèíà â òðàêòå.

Äàëåå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ áûëî äîêàçàíî, ÷òî íàáëþäàåìûå ýôôåêòû ïà-
òîëîãè÷åñêîãî óâåëè÷åíèÿ SOCE ñâÿçàíû èìåííî ñ ýêñï-
ðåññèåé ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî àë-
ëåëü-ñïåöèôè÷íûé íîêäàóí ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà â
áîëüíûõ êëåòêàõ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ SOCE äî íîðìà-
ëüíûõ çíà÷åíèé, â òî âðåìÿ êàê ëåíòèâèðóñîïîñðåäîâàí-
íàÿ ýêñïðåññèÿ ôðàãìåíòà ìóòàíòíîãî õàíòèíãòèíà â çäî-
ðîâûõ êëåòêàõ, íàïðîòèâ, óâåëè÷èâàåò SOCE äî ïàòîëî-
ãè÷åñêèõ çíà÷åíèé. Òàêæå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî,
÷òî ÿâëÿþùååñÿ ïåðñïåêòèâíîé ôàðìàêîëîãè÷åñêîé ñóá-
ñòàíöèåé ñîåäèíåíèå EVP4593 ñïîñîáíî ñíèæàòü SOCE
êàê â Õàíòèíãòîí-ñïåöèôè÷íûõ, òàê è â êîíòðîëüíûõ
íåéðîíàõ.

Â öåëîì ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
SOCE, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç öåíòðàëüíûõ ìå-
õàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå íåéðîäåãåíåðàöèè, è ìî-
æåò ñ÷èòàòüñÿ ïåðñïåêòèâíîé ìèøåíüþ äëÿ ðàçðàáîòêè
òåðàïåâòè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê ëå÷åíèþ áîëåçíè Õàíòèíã-
òîíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-74-20068) è ñòè-
ïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ.
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Ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû — íèçêîìîëåêóëÿðíûå ðåãó-
ëÿòîðû ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè ðàñòåíèé. Àáñöèçîâàÿ
(ÀÁÊ) è ãèááåðåëëèíîâàÿ (ÃÊ3) êèñëîòû ÿâëÿþòñÿ óñëîâ-
íûìè àíòàãîíèñòàìè: ÀÁÊ îòâå÷àåò çà ïåðåõîä ðàñòåíèé
â ñîñòîÿíèå ïîêîÿ â îòâåò íà àáèîòè÷åñêèé è áèîòè÷åñêèé
ñòðåññû (Lee, Luan, 2012), à ÃÊ3 ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿòîðîì
ðîñòà ðàñòåíèé è òàêæå ìîæåò áûòü âîâëå÷åíà â ðåàêöèè
íà àáèîòè÷åñêèé ñòðåññ (Colebrook et al., 2014). Èçâåñòíî,
÷òî íåêîòîðûå ôèòîãîðìîíû ïðè îïðåäåëåííûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ îêàçûâàþò ðàçíîãî ðîäà âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè
æèâîòíûõ (Li et al., 2011; Cesari et al., 2014).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîìïîíåíòû ñèíòåòè-
÷åñêîé è ñåêðåòîðíîé ñèñòåì êóëüòèâèðóåìûõ íîðìàëü-
íûõ (êåðàòèíîöèòû HaCaT) è îïóõîëåâûõ (ýïèäåðìîèä-
íàÿ êàðöèíîìà À431) êëåòîê êîæè ÷åëîâåêà ÿâëÿþòñÿ
ìèøåíüþ äëÿ äåéñòâèÿ ÀÁÊ è ÃÊ3 â ñóáòîêñè÷åñêîé êîí-
öåíòðàöèè (Âèëüäàíîâà è äð., 2014). Îäíàêî ìîðôî-
ëîãè÷åñêè ñõîäíûé îòâåò êëåòîê íà äåéñòâèå àãåíòîâ,
âûðàæàþùèéñÿ â ãèïåðòðîôèè ÝÏÐ è êîìïëåêñà Ãîëü-
äæè, èìååò ðàçíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ îñíîâó. Â ÷àñòíî-
ñòè, â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÀÁÊ è ÃÊ3 ïîâûøàþò óðîâåíü
áåëêà èíâîëþêðèíà, ÿâëÿþùåãîñÿ ìàðêåðîì äèôôåðåí-
öèðîâêè êåðàòèíîöèòîâ. Èçìåíåíèå ñîñòîÿíèÿ âåçèêóë
êèñëîãî êîìïàðòìåíòà íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå,
ñâÿçàííîå ñ ôîðìèðîâàíèåì àóòîôàãîñîì è àóòîôàãè÷å-
ñêèõ âàêóîëåé, íàáëþäàåòñÿ â íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òàõ ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ è â îïóõîëåâûõ ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ
è ÃÊ3.

Äèôôåðåíöèðîâêà êåðàòèíîöèòîâ — êîìïëåêñíûé
ïðîöåññ, â õîäå êîòîðîãî ìîãóò áûòü çàäåéñòâîâàíû ïóòè,
ñâÿçàííûå ñ ñåêðåöèåé, ñòðåññîì ÝÏÐ è (èëè) àïïàðàòà
Ãîëüäæè, UPR (unfolded protein response, óíèâåðñàëüíàÿ
ðåàêöèÿ, íàïðàâëåííàÿ íà âîññòàíîâëåíèå ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê ïîñëå ñòðåññà ÝÏÐ), àóòîôàãèåé.

Â õîäå äàííîé ðàáîòû ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî â êëåòêàõ ÍàÑàÒ
ÀÁÊ è ÃÊ3 ïîâûøàþò óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ chop,
atf4 è grp, àññîöèèðîâàííûõ ñî ñòðåññîì ÝÏÐ. Èññëåäîâà-
íèÿ ïîñëåäíèõ ëåò äåìîíñòðèðóþò ñâÿçü ìåæäó ñòðåññîì
ÝÏÐ è àóòîôàãèåé (Eckhart et al., 2013; Garcia-Huerta
et al., 2016). Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðîâåëè äâîéíîå îêðàøè-
âàíèå êëåòîê ÍàÑàÒ ôëóîðåñöåíòíûì ìàðêåðîì ìîíî-
äàíçèëêàäàâåðèíîì, âûÿâëÿþùèì âåçèêóëû ýíäîñîì-
íî-ëèçîñîìíîãî êîìïàðòìåíòà, ïðåäïîëîæèòåëüíî ó÷àñò-
âóþùèå â àóòîôàãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, è àíòèòåëàìè ê
áåëêó LC3, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì àóòîôàãîñîì.
Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå èíêóáàöèè ñ
ÀÁÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñò-
âî êëåòîê ñ âåçèêóëàìè ñðåäíåãî ðàçìåðà, îêðàøåííûìè
êàê ìîíîäàíçèëêàäàâåðèíîì, òàê è àíòèòåëàìè ê LC3 è,
âåðîÿòíî, ÿâëÿþùèìèñÿ àóòîôàãîñîìàìè. Ïîñëå îáðàáîò-
êè êëåòîê ÃÊ3 òàêîãî ýôôåêòà íå íàáëþäàåòñÿ.

Ìû ïîëàãàåì, ÷òî â êëåòêàõ ÍàÑàÒ ÀÁÊ è ÃÊ3 âûçû-
âàþò ñòðåññ ÝÏÐ, ïðè ýòîì ÀÁÊ äîïîëíèòåëüíî àêòèâè-
ðóåò àóòîôàãèþ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû òàêæå ìîãóò ãî-
âîðèòü î òîì, ÷òî äàííûå ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû îêàçû-
âàþò âëèÿíèå íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè íîðìàëüíûõ
êåðàòèíîöèòîâ.

ÂÍÓÒÐÈßÄÅÐÍÛÅ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ Â ÐÀÑÒÓÙÈÕ
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Êðóïíûå ÿäðà ðàñòóùèõ îîöèòîâ ïòèö, â êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò àêòèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ÿâëÿþòñÿ óäîáíûìè
îáúåêòàìè äëÿ èçó÷åíèÿ îðãàíèçàöèè è çàêîíîìåðíîñòåé
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýóêàðèîòè÷åñêîãî ãåíîìà. Äåòàëüíûå
èññëåäîâàíèÿ îðãàíèçàöèè ÿäåð îîöèòîâ ðàíåå áûëè âû-
ïîëíåíû äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé îòðÿäîâ Êóðîîáðàçíûõ, Ãî-
ëóáåîáðàçíûõ è Âîðîáüèíûõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñ öåíòðîìåð-
íûìè ðàéîíàìè õðîìîñîì ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû
«áåëêîâûå òåëà» ðàçíîãî ðàçìåðà, èõ ìàðêåðíûé êîìïî-
íåíò — áåëêè êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà. Â îîöèòàõ ãîëóáÿ
ñèçîãî áûëè îïèñàíû ÐÍÊ-ñîäåðæàùèå òåëüöà, íå ñâÿçàí-
íûå ñ õðîìîñîìàìè, — «ïëîòíûå øàðû» è «ïîëûå ñôå-
ðû». Ýòè ñòðóêòóðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òåëüöà, ïîäîá-
íûå òåëüöàì Êàõàëÿ. Âìåñòå ñ òåì ÿäðà ðàñòóùèõ îîöè-
òîâ äîìàøíåé êóðèöû, ÿïîíñêîãî ïåðåïåëà è çÿáëèêà íå
ñîäåðæàò íèêàêèõ çàìåòíûõ ýêñòðàõðîìîñîìíûõ òåëåö.
Ïðèñóòñòâóþò ëè ýêñòðàõðîìîñîìíûå âíóòðèÿäåðíûå
òåëüöà â ÿäðàõ ðàñòóùèõ îîöèòîâ äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé
êëàññà, íåèçâåñòíî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè ïåð-
âè÷íûé àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäðà ðàñ-
òóùåãî îîöèòà çåáðîâîé àìàäèíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ëà-
çåðíîé êîíôîêàëüíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè è èì-
ìóíîöèòîõèìèè.

Çåáðîâàÿ àìàäèíà — ïðåäñòàâèòåëü âüþðêîâûõ òêà-
÷èêîâ, âàæíûé ìîäåëüíûé îáúåêò áèîëîãèè. Ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî â èçîëèðîâàííûõ ÿäðàõ ðàçìåðîì 50—100 ìêì
õðîìîñîìû íàõîäÿòñÿ â ôàçå ëàìïîâûõ ùåòîê (ËÙ), àê-
òèâíî òðàíñêðèáèðóþòñÿ è ëåæàò îáîñîáëåííî îò ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè. Ñ õðîìîñîìàìè ìîãóò áûòü àññîöèèðîâà-
íû äîâîëüíî êðóïíûå òåëüöà (äèàìåòðîì îêîëî 5 ìêì),
ñîäåðæàùèå êîèëèí, FLASH, ÐÍÊ è íå ÿâëÿþùèåñÿ öåíò-
ðîìåðíûìè áåëêîâûìè òåëàìè. Ñ êîíäåíñèðîâàííûìè
ðàéîíàìè õðîìîñîìû ëèíèè ïîëîâûõ êëåòîê (GRC) àññî-
öèèðîâàíû ìíîæåñòâåííûå ìàëåíüêèå (ðàçìåðîì ìåíåå
0.5 ìêì) ñôåðè÷åñêèå òåëüöà, ñîäåðæàùèå êîèëèí. Ïîõî-
æèå ñòðóêòóðû íåáîëüøîãî ðàçìåðà, äåòåêòèðóåìûå òåìè
æå àíòèòåëàìè R288, áûëè çàôèêñèðîâàíû â ÿäðàõ îîöè-
òîâ ëÿãóøåê Pelophylax esculentus êàê ïðèëåæàùèå ê õðî-
ìîìåðíûì âàëèêàì êîèëèíñîäåðæàùèå ãðàíóëû. Ïî ïå-
ðèôåðèè ÿäðà ðàñïîëàãàþòñÿ ýêñòðàõðîìîñîìíûå òåëüöà,
ñîäåðæàùèå íóêëåèíîâûå êèñëîòû è êîèëèí. Ðàçìåðû èõ
îò 0.5 äî 3 ìêì, íà îäíî ÿäðî ïðèõîäèòñÿ ïîðÿäêà 40 òå-
ëåö. Â ÿäðàõ îîöèòîâ ìåíüøåãî äèàìåòðà îòìå÷åíî ïðè-
ñóòñòâèå òåëåö òàêîãî æå ñîñòàâà, íî áîëåå êðóïíûõ. Ðå-
çóëüòàòû ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î
áîëüøîì ðàçíîîáðàçèè ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè
ÿäðà îîöèòà ó ïòèö äàæå â ïðåäåëàõ îäíîãî îòðÿäà Âî-
ðîáüèíûå (ñð.: Saifitdinova et al., 2003).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé è òåõíè÷åñêîé
ïîääåðæêå Ðåñóðñíîãî öåíòðà «ÖÊÏ ÕÐÎÌÀÑ» Íàó÷-
íîãî ïàðêà ÑÏáÃÓ è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 15-04-05684à).

ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÌÌÏ È ÑÈÍÒÅÇ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ
ÂÊÌ Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÕÎÍÄÐÎÃÅÍÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÊÈ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â
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Îäíèì èç íàïðàâëåíèé, èññëåäóþùèõ ôóíêöèîíàëü-
íûå îñîáåííîñòè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ)
â ïðîöåññàõ èõ äèôôåðåíöèðîâîê, ÿâëÿåòñÿ âûÿñíåíèå
ðîëè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ), êîòîðûå
âëèÿþò íà ôóíäàìåíòàëüíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ó÷àñò-
âóþò â ïðîöåññàõ ðåìîäåëèðîâàíèÿ òêàíåé è ðàçâèòèÿ îð-
ãàíîâ, ñïåöèôè÷åñêè ìîäóëèðóÿ ñèãíàëüíûå ïóòè ïîñðåä-
ñòâîì âçàèìîäåéñòâèÿ c ñóáñòðàòàìè ðàçíîé ïðèðîäû è
ïóòåì ïåðåñòðîéêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-1 â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè
â àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ â ëèíèÿõ
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà (FetMSC), è çà÷àòêà
êîíå÷íîñòè (Ì-FetMSC) îäíîãî äîíîðà — ðàííåãî ýìá-
ðèîíà ÷åëîâåêà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äèíàìèêè àêòèâ-
íîñòåé ýòèõ ÌÌÏ â ïðîöåññå îáåèõ äèôôåðåíöèðîâîê
ïîêàçàë ðàçëè÷èÿ ìåæäó ìîíîñëîéíûìè êóëüòóðàìè (2D)
è ïîëó÷åííûìè èç íèõ êëåòî÷íûìè ñôåðîèäàìè (3D).

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå ñîñòîÿëî èç íåñêîëüêèõ ÷àñ-
òåé: 1) ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1, -2, -8,
-9 è -13; 2) ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ
õîíäðîãåíåçà (êîëëàãåí 2 è àããðåêàí) è íåêîòîðûõ êîìïî-
íåíòîâ ÂÊÌ (äåêîðèí, âåðñèêàí è êîëëàãåí I) â ïðîöåññå
õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ëèíèè MSCWJ-1
â èíäóêöèîííîé ñðåäå â òå÷åíèå 21 ñóò â óñëîâèÿõ ìîíî-
ñëîÿ (2D) è â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ (3D).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîëó÷åííóþ â ÖÊÏ «Êîëëåê-
öèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ» ÈÍÖ ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, Ðîññèÿ) êëåòî÷íóþ ëèíèþ MSCWJ-1 (âíîâü ïîëó-
÷åííàÿ è îõàðàêòåðèçîâàííàÿ ëèíèÿ ÌÑÊ, âûäåëåííàÿ èç
Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà). Íàïðàâ-
ëåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè
ïðîâîäèëè â êóëüòóðå ìèêðîìàññ. Ñóëüôàòèðîâàííûå ãëè-
êîçàìèíîãëèêàíû â ïðîöåññå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè èäåíòèôèöèðîâàëè ïî îêðàñêå òîëóèäèíîâûì ñè-
íèì. Íàëè÷èå è àêòèâíîñòü ÌÌÏ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì
çèìîãðàôèè, à ïðèñóòñòâèå è êîëè÷åñòâî êîìïîíåíòîâ
ÂÊÌ — ñïîñîáîì äîò-áëîòà è âåñòåðí-áëîòà ïðîá êîíäè-
öèîíèðîâàííîé ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ è ëèçàòîâ êëåòîê.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â èíäóêöèîííîé õîíäðîãåííîé
ñðåäå êóëüòóðû ìèêðîìàññ â òå÷åíèå 21 ñóò ïîêàçàí àê-
òèâíûé õîíäðîãåíåç. Áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
â ëèçàòàõ êëåòîê íàêîïëåíèå êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ èäåò ëó÷-
øå ïðè óñëîâèÿõ 3D, ïðè ýòîì â êîíäèöèîíèðîâàííîé
ñðåäå êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà II, àããðåêàíà è äåêîðèíà
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ â ñðåäå
ñíèæàåòñÿ ïî ìåðå äèôôåðåíöèðîâêè, ïîëíîñòüþ èñ÷åçàÿ
ê 21 ñóòêàì. Òàê êàê äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ ñðåäà íå ñî-
äåðæèò ñûâîðîòêè, âñå ÌÌÏ ñèíòåçèðóþòñÿ òîëüêî êëåò-
êàìè. Ñêîðîñòü ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè ðàçëè÷íà äëÿ ðàç-
íûõ ÌÌÏ: íàïðèìåð, äëÿ ÌÌÏ-1 àêòèâíîñòü íå ôèêñè-
ðóåòñÿ óæå íà 6-å ñóò, à äëÿ ÌÌÏ-2 íà 18-å ñóò îíà åùå
ïðèñóòñòâóåò â ñðåäå.

Ïî-âèäèìîìó, â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ (3D) èìååò
ìåñòî áîëåå àêòèâíûé ïðîöåññ õîíäðîãåíåçà, ÷åì â êóëü-
òóðå ìèêðîìàññ (2D).

ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÉ ÌÅÕÀÍÈÇÌ ÐÀÇÂÈÒÈß ÐÅÇÈ-
ÑÒÅÍÒÍÎÑÒÈ Ê ÈÍÑÓËÈÍÓ Â ÀÄÈÏÎÖÈÒÀÕ: ÐÅ-
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1 Ëàáîðàòîðèÿ êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè, 2 Ëàáîðàòîðèÿ àí-
ãèîãåíåçà Ðîññèéñêîãî êàðäèîëîãè÷åñêîãî íàó÷íî-ïðîèç-
âîäñòâåííîãî êîìïëåêñà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ
ÐÔ, Ìîñêâà, 3 Ìåäèöèíñêèé öåíòð Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è 4 Ôà-
êóëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Èíñóëèíîðåçèñòåíòíîñòü (ÈÐ) îïðåäåëÿåòñÿ êàê ñíè-
æåííàÿ ðåàêöèÿ êëåòîê èíñóëèíçàâèñèìûõ òêàíåé (ïå-
÷åíè, ìûøö è æèðîâîé òêàíè) íà ôèçèîëîãè÷åñêèå êîí-
öåíòðàöèè èíñóëèíà. ÈÐ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé ÷åðòîé
äèàáåòà 2-ãî òèïà è òàêèõ ñèñòåìíûõ íàðóøåíèé, êàê ãè-
ïåðãëèêåìèÿ, ãèïåðòîíèÿ è äèñëèïèäåìèÿ, â ñîâîêóïíî-
ñòè èçâåñòíûõ êàê ìåòàáîëè÷åñêèé ñèíäðîì. Íåñìîòðÿ íà
áîëüøîå ìíîãîîáðàçèå ãåíåòè÷åñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ, ïðèâîäÿùèõ ê ÈÐ, èõ îáùèì çâåíîì ÿâëÿåòñÿ
ñíèæåíèå àêòèâíîñòè èíñóëèíîâîãî êàñêàäà, ñâÿçàííîå
ñ íàðóøåíèåì ñèãíàëïðîâîäÿùåé ôóíêöèè ñóáñòðàòà èí-
ñóëèíîâîãî ðåöåïòîðà — áåëêà IRS. Ýòîò ìåõàíèçì ðåà-
ëèçóåòñÿ çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ IRS ïî ðàçëè÷íûì
ñåðèíîâûì îñòàòêàì ïîä äåéñòâèåì ðÿäà ïðîòåèíêèíàç,
êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ â óñëîâèÿõ âîñïàëåíèÿ, îêñèäà-
òèâíîãî ñòðåññà, ãèïåðëèïèäåìèè è ïèùåâîé ïåðåãðóçêè.
Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ óêàçûâàþò íà êëþ÷åâóþ
ðîëü â ýòîì ïðîöåññå ïåðâîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà êèíà-
çû mTOR (mTORC1) — ìèøåíè PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà,
àêòèâèðóåìîãî IRS. Ïðè ãèïåðàêòèâàöèè mTORC1 çàïóñ-
êàåò ïåòëþ îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè, ïðèâîäÿùóþ ê
ñåðèíîâîìó ôîñôîðèëèðîâàíèþ IRS è ïîäàâëåíèþ òèðî-
çèíîâîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ IRS, íåîáõîäèìîãî äëÿ àê-
òèâàöèè PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà èíñóëèíîì. Â ðåçóëüòàòå
èíñóëèí ïåðåñòàåò àäåêâàòíî ñòèìóëèðîâàòü òðàíñïîðò
ãëþêîçû â ìûøå÷íûå è æèðîâûå êëåòêè è ïîäàâëÿòü
ãëþêîíåîãåíåç â êëåòêàõ ïå÷åíè.

Èñïîëüçóÿ ëèíåéíûå àäèïîöèòû 3T3-L1 ìûøè êàê
êëàññè÷åñêóþ ìîäåëü, ìû ïîäòâåðäèëè íàëè÷èå â ýòèõ
êëåòêàõ ôóíêöèîíàëüíîãî èíñóëèíîâîãî êàñêàäà (ðåöåïòîð
èíñóëèíà j IRS j PI3-êèíàçà j Akt j AS160 j Ãëþò4), êî-
òîðûé àêòèâèðóåò âûõîä ãëþêîçíîãî òðàíñïîðòåðà Ãëþò4
íà ïîâåðõíîñòü êëåòêè è òðàíñïîðò âíåøíåé ãëþêîçû â
àäèïîöèòû. Ýêñïåðèìåíòàëüíî ìîäåëèðóÿ ñîñòîÿíèÿ äèñ-
ëèïèäåìèè, âîñïàëåíèÿ, îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà è ñòðåññà
ÝÏÐ, ìû âûçûâàëè ÈÐ è âî âñåõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëè ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà è Akt. Âìåñòå ñ
òåì â óñëîâèÿõ ãèïåðëèïèäåìèè (îñíîâíîé ôàêòîð, ïðî-
âîöèðóþùèé ÈÐ) ìû îáíàðóæèëè àáåððàíòíóþ àêòèâà-
öèþ mTORC1 è ïîâûøåííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå IRS ïî
êëþ÷åâîìó îñòàòêó Ser-307. Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ
ñ àêòèâàöèåé ìåõàíèçìà îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè
îò mTORC1 è åãî ìèøåíè, ðèáîñîìàëüíîé êèíàçû S6K1,
ê ñåðèíîâîìó ôîñôîðèëèðîâàíèþ IRS è ñíèæåíèþ ñïî-
ñîáíîñòè èíñóëèíà àêòèâèðîâàòü ñâîé êàñêàä.

Â ïîèñêàõ âîçìîæíîñòè âûêëþ÷åíèÿ îòðèöàòåëüíîé
îáðàòíîé ñâÿçè, ðåàêòèâàöèè èíñóëèíîâîãî êàñêàäà è èí-
ñóëèíçàâèñèìîãî òðàíñïîðòà ãëþêîçû â àäèïîöèòû ìû
èñïîëüçîâàëè ðàïàìèöèí — ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð
mTORC1. Êàê â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ, òàê è â óñëîâèÿõ
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãèïåðëèïèäåìèè ðàïàìèöèí äîçîçà-
âèñèìî èíàêòèâèðîâàë mTORC1 è â êîíöåíòðàöèè
100 íÌ ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàë ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáñò-
ðàòà mTORC1 — êèíàçû S6K1 — â àäèïîöèòàõ 3Ò3-L1.
Ïðè ýòîì ðàïàìèöèí óñèëèâàë àêòèâàöèþ èíñóëèíîì
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PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà, êèíàçû Akt è ôîñôîðèëèðîâàíèå
ãëàâíîãî ðåãóëÿòîðà òðàíñïîðòåðà ãëþêîçû Ãëþò4, áåëêà
AS160.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò
àáåððàíòíóþ àêòèâàöèþ mTORC1 â óñëîâèÿõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ãèïåðëèïèäåìèè â àäèïîöèòàõ è âàæíóþ
ðîëü mTORC1 â ðàçâèòèè æèðîâîé ÈÐ. Ðàïàìèöèí ñïîñî-
áåí âîññòàíàâëèâàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü èíñóëèíîâîãî êàñ-
êàäà ê èíñóëèíó â óñëîâèÿõ ÈÐ è, òàêèì îáðàçîì, èìååò
òåðàïåâòè÷åñêèé ïîòåíöèàë ïðè ãèïåðãëèêåìèè è ñàõàð-
íîì äèàáåòå 2-ãî òèïà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00086) è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò ¹ 17-04-02225à).

ÝÊÇÎÑÎÌÀËÜÍÛÉ ÑÅÊÐÅÒÎÐÍÛÉ ÏÓÒÜ Ó×ÀÑÒ-
ÂÓÅÒ Â ÒÐÀÍÑËÎÊÀÖÈÈ ÄÂÓÕ ÈÇÎÔÎÐÌ ÁÅËÊÀ
ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ 90 ÍÀ ÏËÀÇÌÀÒÈ×ÅÑÊÓÞ
ÌÅÌÁÐÀÍÓ ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Ì. À. Âòîðî-
âà, À. Â. Ñíèãèðåâà, Î. Ñ. Ìîðåíêîâ, Â. Â. Âðóáëåâñêàÿ.
Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, v_vrublev-
skaya@mail.ru

Èçâåñòíî, ÷òî áåëîê òåïëîâîãî øîêà 90 (Hsp90), àññî-
öèèðîâàííûé ñ êëåòî÷íîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé
ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê, èãðàåò âàæíóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè
ïîäâèæíîñòè è èíâàçèè íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëå-
òîê. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåõàíèçìû òðàíñëîêàöèè Hsp90
íà êëåòî÷íóþ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó íå èçó÷åíû.
Ó Hsp90 îòñóòñòâóþò ñèãíàëüíûé ïåïòèä è òðàíñìåìá-
ðàííûé äîìåí, êîòîðûå îáåñïå÷èâàëè áû åãî ñåêðåöèþ
ïî êëàññè÷åñêîìó ïóòè è ôèêñàöèþ íà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå. Ðàíåå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ìû ïîêàçàëè, ÷òî
íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê ôèáðîñàðêîìû
(HT1080) è ãëèîáëàñòîìû (A-172) ÷åëîâåêà ýêñïðåññèðó-
þòñÿ äâå èçîôîðìû Hsp90 — Hsp90a è Hsp90b — è ÷òî
îáå èçîôîðìû ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàííîãî Hsp90 ó÷à-
ñòâóþò â ìèãðàöèè è èíâàçèè êëåòîê. Öåëüþ äàííîé ðà-
áîòû áûëî èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ òðàíñëîêàöèè Hsp90a è
Hsp90b íà ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êëåòîê HT1080
è A-172. Ìåõàíèçìû òðàíñëîêàöèè Hsp90 íà ïëàçìàòè-
÷åñêóþ ìåìáðàíó èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðíî-
ãî àíàëèçà, îöåíèâàÿ âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ
ñåêðåöèè áåëêîâ íà êîëè÷åñòâî ìåìáðàííî-àññîöèèðî-
âàííîãî Hsp90, êîòîðîå îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì ïðî-
öåññà òðàíñëîêàöèè íà ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó íîâûõ
Hsp90 èç öèòîçîëÿ è ïðîöåññîâ óäàëåíèÿ ìåìáðàííî-àñ-
ñîöèèðîâàííîãî Hsp90 ñ ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïîñðåäñò-
âîì ýíäîöèòîçà è (èëè) äèññîöèàöèè â ìåæêëåòî÷íîå
ïðîñòðàíñòâî.

Íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ HT1080 è A-172 ïîêàçàíî,
÷òî îáðàáîòêà êëåòîê èíãèáèòîðàìè êëàññè÷åñêîãî
ÝÏÐ/Ãîëüäæè-çàâèñèìîãî ïóòè ñåêðåöèè áðåôåëäèíîì À
è ìîíåíçèíîì — èíãèáèòîðîì ôîðìèðîâàíèÿ ëèïèäíûõ
ðàôòîâ ìåòèë-b-öèêëîäåêñòðèíîì — è èíãèáèòîðîì ëè-
çîñîìàëüíîé ñåêðåöèè õëîðèäîì àììîíèÿ íå ïðèâîäèëà ê
èçìåíåíèþ óðîâíÿ ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàííûõ Hsp90a
è Hsp90b. Îáðàáîòêà êëåòîê äâóìÿ èíãèáèòîðàìè ýêçîñî-
ìàëüíîé ñåêðåöèè GW4869 è äèìåòèë àìèëîðèäîì â òå-
÷åíèå 2 ÷ ñíèæàëà óðîâåíü äâóõ èçîôîðì ìåìáðàííî-àñ-
ñîöèèðîâàííîãî Hsp90 íà 40—60 è 75—80 % ñîîòâåòñò-

âåííî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá ó÷àñòèè ýêçîñîìàëüíîãî
ïóòè ñåêðåöèè â òðàíñëîêàöèè Hsp90 íà ïîâåðõíîñòíóþ
êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äàííîãî âûâî-
äà èññëåäîâàëè âîññòàíîâëåíèå óðîâíÿ ìåìáðàííî-àññî-
öèèðîâàííîãî Hsp90 ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê ãåïàðèíîì.
Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê ãåïàðèíîì ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ìåìáðàííîé ýêñïðåññèè
Hsp90a è Hsp90b íà 40—80 %. Èíêóáàöèÿ êëåòîê, îáðà-
áîòàííûõ ãåïàðèíîì, ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ ñîïðîâîæ-
äàëàñü ïîëíûì âîññòàíîâëåíèåì êîëè÷åñòâà ìåìáðàí-
íî-àññîöèèðîâàííûõ Hsp90a è Hsp90b íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê. Áðåôåëäèí À, ìîíåíçèí, ìåòèë-b-öèêëîäåêñòðèí
è õëîðèä àììîíèÿ íå âëèÿëè íà äèíàìèêó âîññòàíîâëå-
íèÿ óðîâíÿ ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàííûõ Hsp90a è
Hsp90b ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê ãåïàðèíîì, â òî âðåìÿ
êàê GW4869 è äèìåòèë àìèëîðèä ïîëíîñòüþ èíãèáèðîâà-
ëè äàííûé ïðîöåññ.

Â öåëîì ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà äâóõ îïóõîëåâûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, ñâèäåòåëüñòâîâàëè î òîì, ÷òî ýêçî-
ñîìàëüíûé ñåêðåòîðíûé ïóòü âîâëå÷åí â òðàíñëîêàöèþ
äâóõ èçîôîðì Hsp90 — Hsp90a è Hsp90b — íà ïëàçìàòè-
÷åñêóþ ìåìáðàíó îïóõîëåâûõ êëåòîê.

ÃÅÍÛ ÐÈÁÎÑÎÌÍÎÉ ÐÍÊ Â ÎÎÖÈÒÀÕ ÏÒÈÖ È ÐÅÏ-
ÒÈËÈÉ. © Å. Ð. Ãàãèíñêàÿ, À. Ã. Äàâèäüÿí, Å. È. Êîøåëü,
À. Ã. Äåìèí, À. Â. Áåëÿåâ, Ñ. À. Ãàëêèíà, À. Ô. Ñàéôèòäè-
íîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò,
elena.gaginskaya@gmail.com

Ðàñòóùèå îîöèòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé âûñîêîñïåöèà-
ëèçèðîâàííûå êëåòêè, â öèòîïëàçìå êîòîðûõ àêêóìóëè-
ðóþòñÿ è çàïàñàþòñÿ îãðîìíûå êîëè÷åñòâà îðãàíåëë, ìàê-
ðîìîëåêóë è äðóãèõ ýíåðãîåìêèõ ñîåäèíåíèé, íåîáõîäè-
ìûõ äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ðàííèõ ýòàïîâ ýìáðèîíàëüíîãî
ðàçâèòèÿ. Ñðåäè ìàòåðèíñêîãî ìàòåðèàëà ÐÍÊ, â ÷àñòíî-
ñòè ðèáîñîìíûå ÐÍÊ (ðÐÍÊ), âàæíû äëÿ ðàáîòû áåëîê-
ñèíòåçèðóþùåãî àïïàðàòà çàðîäûøà. Ðàçíîîáðàçèå èñ-
òî÷íèêîâ ìàòåðèíñêèõ ÐÍÊ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
îïðåäåëÿåò îãðîìíîå ðàçíîîáðàçèå ñïîñîáîâ ðàçâèòèÿ
æåíñêîé ïîëîâîé êëåòêè. Òàê, âûñîêàÿ òðàíñêðèïöèîííàÿ
àêòèâíîñòü õðîìîñîì, ïðåîáðàçîâàííûõ â ëàìïîâûå ùåò-
êè, è àìïëèôèêàöèÿ ðèáîñîìíûõ ãåíîâ ñ îáðàçîâàíèåì
ìíîæåñòâà ýêñòðàõðîìîñîìíûõ ÿäðûøåê õàðàêòåðèçóþò
ãèïåðòðàíñêðèïöèîííûé òèï îîãåíåçà (ïî: Äîíäóà, 2005)
ó ïðåäñòàâèòåëåé ðûá, àìôèáèé è ðÿäà íèçøèõ âòîðè÷íî-
ðîòûõ. ×òî êàñàåòñÿ ïòèö, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ãîñïîäñòâó-
åò ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî â êëàññå Aves îñîáûé òèï
îîãåíåçà îïðåäåëÿåòñÿ ïîëíîé èíàêòèâàöèåé ãåíîâ ðÐÍÊ
(ÿäðûøêîâîãî îðãàíèçàòîðà) è îòñóòñòâèåì ÿäðûøåê íà
ôîíå âûñîêîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè õðîìîñîì
òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê â îîöèòàõ ó âçðîñëûõ îñîáåé (ñì.
îáçîð: Gaginskaya et al., 2009), ïðè ýòîì ðÐÍÊ ïîñòóïàþò
â îîöèò èç êëåòîê ôîëëèêóëÿðíîãî ýïèòåëèÿ (Schjeide,
1970; Paulson, Rosenberg, 1972). Â òî æå âðåìÿ ó íåïîëî-
âîçðåëûõ ñàìîê îîöèòû ñîäåðæàò â ÿäðå îäíî èëè äâà èñ-
òèííûõ ÿäðûøêà, êîòîðûå èñ÷åçàþò â ñåðåäèíå ñòàäèè
ëàìïîâûõ ùåòîê (×èíü, 1977; ñì. îáçîð: Koshel et al.,
2016; Äàâèäüÿí è äð., 2017). Ñèòóàöèÿ ïîõîæà íà íàáëþ-
äàåìóþ â îîöèòàõ íåêîòîðûõ ðåïòèëèé (Arronet, 1973;
Lutes et al., 2010), îäíàêî äàííûå îá ýêñïðåññèè ãåíîâ
ðÐÍÊ â ðàñòóùèõ îîöèòàõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Reptilia
îãðàíè÷åííû è ïðîòèâîðå÷èâû.

Äîêëàä ïðåäñòàâëÿåò ìàòåðèàëû èññëåäîâàíèÿ ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ðÐÍÊ â îîãåíåçå äâóõ ïðåäñòàâèòåëåé ãðóï-
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ïû Sauropsida, îáúåäèíÿþùåé êëàññû Aves è Reptilia, —
äîìàøíåé êóðèöû Gallus g. domesticus è êðàñíîóõîé ÷å-
ðåïàõè Trachemys scrypta. Äëÿ îáîèõ âèäîâ áûëè ïîëíî-
ñòüþ ðàñøèôðîâàíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðèáîñîìíûõ
ïîâòîðîâ è ñêîíñòðóèðîâàíû ÄÍÊ-çîíäû, êîìïëåìåíòàð-
íûå âíóòðåííåìó òðàíñêðèáèðóåìîìó ñïåéñåðó ITS1 â
ðÄÍÊ êóðèöû è âíåøíåìó òðàíñêðèáèðóåìîìó ñïåéñåðó
3RETS ðèáîñîìíîãî êëàñòåðà êðàñíîóõîé ÷åðåïàõè. Ñèí-
òåçèðîâàííûå çîíäû áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ ôëóîðåñöåíò-
íîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH) íà êðèîñðåçàõ ÿè÷íèêîâ è
íà ïðåïàðàòàõ èçîëèðîâàííûõ èç îîöèòîâ ÿäåð è èõ ñî-
äåðæèìîãî. Àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâ ÿäðûøêà, ìàðêåðîâ
ðåïëèêàöèè (PCNA) è äåãðàäàöèè ÄÍÊ (TUNEL), à òàêæå
ïðîòèâ êîèëèíà èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîõèìè÷åñêîãî
àíàëèçà ÿäåðíûõ ñòðóêòóð. Ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû, êîòî-
ðûå âíîñÿò ñóùåñòâåííûå êîððåêòèâû â ïðåäñòàâëåíèÿ î
ïîëíîé èíàêòèâàöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ â îîöèòàõ ïîëî-
âîçðåëûõ ñàìîê ïòèö. Òàê æå êàê è â ãîíàäàõ íåïîëîâî-
çðåëûõ ñàìîê, â îîöèòàõ âçðîñëîé êóðèöû ãåíû ðÐÍÊ àê-
òèâíû â òå÷åíèå êîðîòêîãî ïåðèîäà ðîñòà îîöèòà îò ðàí-
íåé äèïëîòåíû äî íà÷àëüíûõ ýòàïîâ ñòàäèè ëàìïîâûõ
ùåòîê. Ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü ñóùåñòâóþùåãî â
ýòîò ïåðèîä ÿäðûøêà íåèçâåñòíà, î÷åâèäíî, ÷òî îíî íå
îòâåòñòâåííî çà ôîðìèðîâàíèå ïóëà ìàòåðèíñêèõ ðÐÍÊ â
ÿéöåêëåòêå. Â îòëè÷èå îò îîãåíåçà êóðèöû îîãåíåç êðàñ-
íîóõîé ÷åðåïàõè õàðàêòåðèçóåòñÿ àìïëèôèêàöèåé ðÄÍÊ
è ôîðìèðîâàíèåì ìíîãî÷èñëåííûõ ýêñòðàõðîìîñîìíûõ
ÿäðûøåê. Ïðèðîäà âíóòðèÿäåðíûõ òåëåö è îñîáåííîñòè
àìïëèôèêàöèè ðÄÍÊ â îîöèòàõ ÷åðåïàõè îáñóæäàþòñÿ.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå ÑÏáÃÓ (òåìà 1.50.1043.2014) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 15-04-05684)
íà áàçå ÐÖ ÑÏáÃÓ «Õðîìàñ».

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÁÅËÊÀ p53 Â ÎÒÂÅÒ ÍÀ
ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÕ ÀÃÅÍÒÎÂ Â ÒÐÀÍ-
ÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ E1A+Ras. © Î. Î. Ãíå-
äèíà,1 Ì. Â. Èãîòòè, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 1 olga.o.gnedina@gmail.com

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ôèáðîáëà-
ñòîâ ãðûçóíîâ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è
cHa-Ras, èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ (HDAC) áó-
òèðàòîì íàòðèÿ (NaBut) âûçûâàåò îñòàíîâêó ïðîëèôåðà-
öèè íà ãðàíèöå ôàç G1/S (Abramova et al. 2006, J. Biol.
Chem. 281 : 21 040—21 045). Äåéñòâèå èíãèáèòîðà ñáîð-
êè ìèêðîòðóáî÷åê êîëöåìèäà è èíãèáèòîðà òîïîèçîìåðà-
çû II ýòîïîçèäà òàêæå âûçûâàåò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî
öèêëà è ïðîãðàììèðóåìóþ ãèáåëü êóëüòóðû îíêîãåí-
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (Nakayama et al. 2015. Cell
Struct. Funct. 40 : 51—59). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè NaBut ñ ýòîïîçèäîì èëè êîëöåìèäîì
àíòèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò óñèëèâàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ
ñ äåéñòâèåì àãåíòîâ áåç NaBut. Íàìè áûëà îòìå÷åíà ðàç-
íèöà â ñòåïåíè ñåíñèáèëèçàöèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê áóòèðàòîì íàòðèÿ ê äåéñòâèþ ýòîïîçèäà è êîëöå-
ìèäà. Òàê, óñèëåíèå áóòèðàòîì íàòðèÿ àíòèïðîëèôåðà-
òèâíîãî äåéñòâèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî àãåíòà êîëöåìèäà
áûëî â ãîðàçäî ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì óñèëåíèå êëåòî÷-
íîé ãèáåëè ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè NaBut è ýòîïîçèäà.
Ýòî óêàçûâàåò íà ðåàëèçàöèþ ðàçíûõ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèã-
íàëà â êëåòêå ïðè äåéñòâèè ýòîïîçèäà è êîëöåìèäà îò-
äåëüíî è ñîâìåñòíî ñ áóòèðàòîì íàòðèÿ.

Êëþ÷åâûì áåëêîì êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ñòðåññ è ïî-
âðåæäåíèå ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ áåëîê îïóõîëåâûé ñóïðåññîð
p53, àêòèâàöèÿ êîòîðîãî âåäåò êëåòêó ê ïðîëèôåðàòèâíî-
ìó áëîêó, ðåïàðàöèè ÄÍÊ èëè àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè.
Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ðåãóëèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè áåëêà
p53 â êëåòêå ÿâëÿåòñÿ åãî ôîñôîðèëèðîâàíèå è èçìåíåíèå
ëîêàëèçàöèè — ïåðåìåùåíèå â ÿäðî, ãäå îí ñïîñîáåí ñâÿ-
çûâàòüñÿ ñ ÄÍÊ è âûïîëíÿòü ôóíêöèè òðàíñêðèïöèîííî-
ãî ôàêòîðà (Ko et al., 1996. Genes, Devop. 10 : 1054—
1072). Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè êîëöåìèäà
è êîëöåìèäà/NaBut ïðîèñõîäèò ñèëüíîå íàêîïëåíèå áåë-
êà ð53 â ÿäðå êëåòîê E1A+Ras, òîãäà êàê ïðè èñïîëüçîâà-
íèè äðóãîãî àãåíòà ýòîïîçèäà íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå
ïóëà ÿäåðíîãî ð53 ïðîèñõîäèëî òîëüêî ïðè åãî ñîâìåñò-
íîì àäìèíèñòðèðîâàíèè ñ NaBut. Óñòàíîâëåíî, ÷òî êîë-
öåìèä âûçûâàë áîëåå ñèëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà
ð53 ïî îñòàòêó Ser-392, ÷åì ýòîïîçèä. Ïðè ýòîì íàêîïëå-
íèå ð53, ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî Ser-392, èíäóöèðîâàí-
íîå êîëöåìèäîì, âûÿâëÿåòñÿ êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàç-
ìå êëåòîê E1A+Ras. Òîãäà êàê èíäóöèðîâàííîå êîëöåìè-
äîì ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî Ser-15 áåëêà ð53 âûÿâëÿåòñÿ
èñêëþ÷èòåëüíî â öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ýêñòðàêòàõ. Ýòî
óêàçûâàåò íà àêòèâàöèþ ïðîàïîïòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ð53 ïðè äåéñòâèè êîëöåìèäà êàê îäíîãî, òàê è ñîâìåñòíî
ñ NaBut.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêèé àãåíò êîëöåìèä êàê ñàìîñòî-
ÿòåëüíî, òàê è ñîâìåñòíî ñ NaBut âûçûâàåò àíòèïðîëèôå-
ðàòèâíûé ýôôåêò â îíêîãåíòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåò-
êàõ, ñîïðîâîæäàþùèéñÿ àêòèâàöèåé òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà ð53, òîãäà êàê ýòîïîçèä è ýòîïîçèä/NaBut äåéñò-
âóþò íåçàâèñèìî îò àêòèâàöèè ð53.

C-TALE (CHROMATIN-TARGETED LIGATION ENRIC-
HMENT) — ÍÎÂÛÉ ÏÎÄÕÎÄ Ê ÖÅËÅÂÎÌÓ ÎÁÎÃÀ-
ÙÅÍÈÞ 3Ñ-SEQ- È HI-C-ÁÈÁËÈÎÒÅÊ. © À. Ê. Ãîëîâ,1

À. À. Ãàëèöûíà,1 À. Â. Ëóæèí,1 Ñ. Â. Ðàçèí,1, 2 Ñ. Â. Óëüÿ-
íîâ,1, 2 À. À. Ãàâðèëîâ.1 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ,
Ìîñêâà, è 2 Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, golovstein@gmail.com

Íà ïðîòÿæåíèè äåñÿòèëåòèé èçó÷åíèå óêëàäêè ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ ãåíîìîâ âåëîñü ãëàâíûì îáðàçîì ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Â ïîñëåäíèå äâà äåñÿòèëåòèÿ ðàç-
âèâàþòñÿ ìåòîäèêè èçó÷åíèÿ óêëàäêè õðîìàòèíà, îñíî-
âàííûå íà ïðèíöèïå ëèãèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïî ñáëèæåííîñòè
(proximity ligation), — C-ìåòîäû. Ýòè ïîäõîäû ïîçâîëÿþò
èçó÷àòü ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ õðîìîñîì ñ ðàç-
ðåøåíèåì äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ ï. î. Ñîâìåùåíèå ëèãè-
ðîâàíèÿ ïî ñáëèæåííîñòè ñ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûì
ñåêâåíèðîâàíèåì (ìåòîäû 5Ñ, 3Ñ-seq è Hi-C) ñäåëàëî âîç-
ìîæíûì èçó÷åíèå óêëàäêè áîëüøèõ ôðàãìåíòîâ õðîìî-
ñîì èëè äàæå öåëûõ ãåíîìîâ áåç ïðèâëå÷åíèÿ ïðåäâàðè-
òåëüíûõ ãèïîòåç î âçàèìîäåéñòâóþùèõ ó÷àñòêàõ. Ïîñòå-
ïåííîå óâåëè÷åíèå ãëóáèíû ñåêâåíèðîâàíèÿ òàêèõ
áèáëèîòåê ñîïðîâîæäàëîñü óñòàíîâëåíèåì âñå áîëåå ìåë-
êèõ äåòàëåé ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ãåíîìîâ: A- è
B-êîìïàðòìåíòîâ, òîïîëîãè÷åñêèõ äîìåíîâ è, íàêîíåö,
ïåòëåâûõ äîìåíîâ. Äëÿ îáíàðóæåíèÿ ïåòëåâûõ äîìåíîâ
ìåòîäîì Hi-C â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïîòðåáîâàëîñü
áîëåå 1 ìëðä ïàðíîêîíöåâûõ ïðî÷òåíèé. Òàêèì îáðàçîì,
èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ îáðàçîâàíèÿ è ïîääåðæàíèÿ ýòèõ
ñòðóêòóð òðåáóåò äîâîëüíî äîðîãèõ ýêñïåðèìåíòîâ, çíà-
÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ñðåäñòâ â êîòîðûõ ðàñõîäóåòñÿ íà ñåêâå-
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íèðîâàíèå. Â òî æå âðåìÿ äëÿ èçó÷åíèÿ óíèâåðñàëüíûõ
äëÿ âñåõ ïåòëåâûõ äîìåíîâ ìåõàíèçìîâ äîñòàòî÷íî ñôî-
êóñèðîâàòüñÿ íà íåñêîëüêèõ âûáðàííûõ ó÷àñòêàõ ãåíîìà.
Êàê ðàç äëÿ ðåøåíèÿ ïîäîáíûõ çàäà÷ â ñâîå âðåìÿ áûë
ïðåäëîæåí ìåòîä 5Ñ, íî òåõíè÷åñêèå ñëîæíîñòè äî ñèõ
ïîð íå ïîçâîëÿþò ïîëó÷àòü ñ åãî ïîìîùüþ êàðòû ïðî-
ñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ñ ðàçðåøåíèåì, äîñòàòî÷íûì
äëÿ íàäåæíîãî îáíàðóæåíèÿ ïåòëåâûõ äîìåíîâ. Âñå ýòî
ïðèâåëî ê ðàçðàáîòêå öåëîãî ðÿäà ïðîòîêîëîâ öåëåâîãî
îáîãàùåíèÿ ïîä îáùèì íàçâàíèåì Capture Hi-C. Îäíàêî
óìåíüøåíèå ðàñõîäîâ íà ñåêâåíèðîâàíèå â Ñapture Hi-C
âî ìíîãîì êîìïåíñèðóåòñÿ çíà÷èòåëüíûìè çàòðàòàìè íà
õèìè÷åñêèé ñèíòåç áèáëèîòåêè çîíäîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ
îáîãàùåíèÿ. Íàøåé çàäà÷åé ñòàëà ðàçðàáîòêà ïðîòîêîëà
äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ áèîòèíèëèðîâàííûõ çîíäîâ èç áàê-
ìèäíîé ÄÍÊ, êîòîðûé ïîçâîëèë áû çíà÷èòåëüíî óäåøå-
âèòü ïðîöåäóðó Ñapture Hi-C. Ðàçðàáîòàííûé ïðîòîêîë
áûë íàçâàí íàìè C-TALE (Chromatin TArgeted Ligation
Enrichment). Â ýòîì ïðîòîêîëå äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ çîíäîâ
èñïîëüçóåòñÿ áàêìèäíàÿ ÄÍÊ (ÄÍÊ îäíîé èëè íåñêîëü-
êèõ áàêìèä, ïåðåêðûâàþùèõ èíòåðåñóþùèé ðåãèîí ãåíî-
ìà), äðîáëåííàÿ óëüòðàçâóêîì. Ê ñìåñè òàêèõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ëèãèðóþòñÿ àäàïòîðû. Äëÿ ìå÷åíèÿ ïîëó÷åííîé
áèáëèîòåêè çîíäîâ èñïîëüçóåòñÿ ÏÖÐ ñ áèîòèíèëèðîâàí-
íûìè ïðàéìåðàìè. Áèîòèíèëèðîâàííûå ÏÖÐ-ïðîäóêòû â
äàëüíåéøåì ãèáðèäèçóþòñÿ ñ Hi-C- èëè 3C-seq-áèáëèî-
òåêàìè. Äëÿ äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíîé ýôôåêòèâíîñòè
îáîãàùåíèÿ ìû èñïîëüçóåì â C-TALE äîïîëíèòåëüíûé
ðàóíä ãèáðèäèçàöèè. Òàêèì ñïîñîáîì íàì óäàåòñÿ äî-
áèòüñÿ îáîãàùåíèÿ öåëåâûìè ôðàãìåíòàìè â íåñêîëüêî
òûñÿ÷ ðàç, ñðàâíèìîãî ñ îáîãàùåíèåì â äðóãèõ ïðîòîêî-
ëàõ Capture Hi-C. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ Hi-C-êàðò ñ âûñîêèì
ðàçðåøåíèåì â îáëàñòÿõ îáîãàùåíèÿ ïðîòÿæåííîñòüþ
äî 1.5 ìëí ï. î. íàì òðåáóåòñÿ âñåãî ïîðÿäêà 10 ìëí ïàð-
íîêîíöåâûõ ïðî÷òåíèé. Íà ïîëó÷åííûõ íàìè ìåòîäîì
Ñ-TALE Hi-C-êàðòàõ äîâîëüíî ÷åòêî ðàçëè÷èìû òîïî-
ëîãè÷åñêèå äîìåíû è ïåòëè. Âèçóàëüíîå ñðàâíåíèå
Hi-C-êàðò, ïîëó÷åííûõ íàìè ìåòîäîì C-TALE, ñ êàðòàìè
(ïîëó÷åííûìè êîíâåíöèàëüíûì Hi-C) òåõ æå ó÷àñòêîâ ãå-
íîìà, óæå îïóáëèêîâàííûõ äðóãèìè àâòîðàìè, óêàçûâàåò
íà èõ êà÷åñòâåííîå ñîâïàäåíèå. Òàêèì îáðàçîì, ñëîæíàÿ
ïðîöåäóðà Ñ-TALE íå âíîñèò ñóùåñòâåííûõ àðòåôàêòîâ
â ïåðâîíà÷àëüíóþ áèáëèîòåêó ïðîäóêòîâ ëèãèðîâàíèÿ.
Ðàçðàáîòêà îáùåäîñòóïíîãî ìåòîäà èññëåäîâàíèÿ ïðî-
ñòðàíñòâåííîé óêëàäêè õðîìàòèíà ñ ðàçðåøåíèåì ïîðÿä-
êà íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ ï. î., òàêîãî êàê C-TALE, îòêðûâàåò
ïóòü äëÿ èçó÷åíèÿ áàçîâûõ íàäíóêëåîñîìíûõ ìåõàíèç-
ìîâ êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà â ÿäðå ïîçâîíî÷íûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00022).
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© Í. Ì. Ãðåôíåð,1 Ë. Â. Ãðîìîâà,2 ß. Þ. Êîìèññàð÷èê.1

1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Èíñòè-
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Òðàíñïîðò ãëþêîçû ÷åðåç àïèêàëüíóþ è áàçîëàòå-
ðàëüíóþ ìåìáðàíû ýíòåðîöèòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïåðå-
íîñ÷èêàìè SGLT1 è GLUT2. Äèíàìèêà ýòèõ ïðîöåññîâ â

íîðìå è ïàòîëîãèè äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíà ôèçèîëî-
ãàìè, â òî âðåìÿ êàê ìîðôîëîãè÷åñêèå àñïåêòû îñòàþòñÿ
íåèçâåñòíûìè. Â ÷àñòíîñòè, íåèçâåñòíû ïóòè òðàíñïîðòà
ýòèõ áåëêîâ âíóòðè êëåòêè, èõ ñâÿçü ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè
ñòðóêòóðàìè è ýëåìåíòàìè öèòîñêåëåòà. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ èññëåäîâàòåëè îáðàòèëè âíèìàíèå íà ýòîò ïðîáåë.
Ê ñîæàëåíèþ, áîëüøèíñòâî ïîÿâëÿþùèõñÿ ðàáîò âûïîë-
íåíî íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîãî ìèêðîñêîïà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
íà óðîâíå ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà ïðàêòè÷åñêè îòñóò-
ñòâóþò. Íàøè ïîïûòêè ïðîâîäèòü òàêîãî ðîäà èññëåäîâà-
íèÿ íà ïðåïàðàòàõ, çàêëþ÷åííûõ â ñìîëó, îêàçàëèñü íå-
óäà÷íûìè, òàê êàê áåëêè-òðàíñïîðòåðû ïîâðåæäàëèñü â
ïðîöåññå ïðåïàðèðîâàíèÿ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå äëÿ èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè óëüòðà-
òîíêèå êðèîñðåçû.

Ïðè ïîäãîòîâêå ïðåïàðàòîâ êóñî÷êè êèøå÷íèêà êðû-
ñû ôèêñèðîâàëè â ñìåñè 2%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà è
0.1%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà íà ôîñôàòíîì áóôåðå. Ïîñëå
ôèêñàöèè îáðàçöû èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ãëèöèíà,
ñâÿçûâàþùåì àëüäåãèäíûå ãðóïïû, è ïðîïèòûâàëè ðàñò-
âîðîì æåëàòèíà â âîçðàñòàþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ (îò 2 äî
12 %). Çàòåì ïðåïàðàòû ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð 2.3 Ì càõà-
ðîçû, êîòîðàÿ ñëóæèëà êðèîïðîòåêòîðîì. Ïîëó÷åííûå
áëîêè çàìîðàæèâàëè â ýòàíîëå, îõëàæäåííîì æèäêèì
àçîòîì íà óñòàíîâêå Leica EM GP. Óëüòðàòîíêèå êðèîñðå-
çû ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êðèîóëüòðàòîìà Leica EM UC7.
Ñðåçû ïîñëå èììóíîìå÷åíèÿ êîíòðàñòèðîâàëè ñìåñüþ
âîäíîãî ðàñòâîðà óðàíèë-àöåòàòà è ìåòèëöåëëþëîçû.
Îêðàøåííûå ñðåçû ïðîñìàòðèâàëè íà ýëåêòðîíîì ìèêðî-
ñêîïå Libra 120 (Carl Zeiss).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ìåòêà ê
òðàíñïîðòåðó SGLT1 ðàñïîëîæåíà ïðåèìóùåñòâåííî â
îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê. Ìåòêà ê òðàíñïîðòåðó GLUT2
âñòðå÷àåòñÿ êàê â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê, òàê è âáëèçè
áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíû. Ïðè óñèëåíèè âñàñûâàíèÿ
ãëþêîçû â êèøå÷íèêå ìåòêà ê GLUT2 ñòàíîâèòñÿ ìíîãî-
÷èñëåííîé â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î âêëþ÷åíèè GLUT2 â òðàíñïîðò ãëþêîçû ÷åðåç
àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó ýíòåðîöèòà.

Ìåòêè ê òðàíñïîðòåðàì çàêëþ÷åíû â âåçèêóëû, êîòî-
ðûå îáíàðóæèâàþòñÿ â ðàçíûõ îòäåëàõ êëåòêè. Èììóíî-
ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ê áåëêàì-ìàðêåðàì ÅÅÀ1, RAB7 è
LAMP1 ïîêàçàëî, ÷òî ýòè ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû ìîãóò
ÿâëÿòüñÿ ðàííèìè è ïîçäíèìè ýíäîñîìàìè è (èëè) ëèçî-
ñîìàìè. ×òîáû âûÿñíèòü, êàêèå èìåííî ñòðóêòóðû ñîäåð-
æàò òðàíñïîðòåðû ãëþêîçû, ìû èñïîëüçîâàëè äâîéíóþ
èììóííóþ ìåòêó ê òðàíñïîðòåðàì ãëþêîçû è ýíäîñîìàì
èëè ëèçîñîìàì. Ìû îáíàðóæèëè êîëîêàëèçàöèþ ìåòêè ê
GLUT2 è RAB7 (ìàðêåð ïîçäíèõ ýíäîñîì), à òàêæå êîëî-
êàëèçàöèþ ìåòêè ê SGLT1 c ìåòêàìè EEA1 (ìàðêåð ðàí-
íèõ ýíäîñîì) è RAB7. Â äàëüíåéøåé ðàáîòå ìû ïëàíèðó-
åì áîëåå äåòàëüíî ðàññìîòðåòü âçàèìîäåéñòâèå òðàíñïîð-
òåðîâ ãëþêîçû ñ ìåìáðàííûìè ñòðóêòóðàìè êëåòêè è
ïðîñëåäèòü ïåðåìåùåíèå òðàíñïîðòåðîâ âíóòðè ýíòåðî-
öèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà áàçå Ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâè-
òèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

ÊÎÍÑÅÐÂÀÒÈÇÌ ÁÅËÊÎÂ ÌÅÉÎÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÐÅ-
ÊÎÌÁÈÍÀÖÈÈ È ÈÇÌÅÍ×ÈÂÎÑÒÜ ÕÐÎÌÎÑÎÌ-
ÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ, ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÛÕ ÄËß ÌÅÉÎÇÀ, Â ÔÈ-
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ËÎÃÅÍÅÇÅ ÝÓÊÀÐÈÎÒ. © Ò. Ì. Ãðèøàåâà, Þ. Ô. Áîã-
äàíîâ. Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè èì. Í. È. Âàâèëîâà
ÐÀÍ, Ìîñêâà, grishaeva@vigg.ru

Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àìèíî-
êèñëîò â îðòîëîãàõ áåëêîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ìåéîçà, ó
ðàñòåíèÿ Arabidopsis thaliana, ãðèáîâ Saccharomyces cere-
visiae è Schizosaccharomyces pombe, íåìàòîäû Caenorhab-
ditis elegans, íàñåêîìîãî Drosophila melanogaster, ðûáû
Danio rerio, ìûøè Mus musculus è ÷åëîâåêà. Èñïîëüçîâàí
ïîêàçàòåëü îòíîñèòåëüíîãî ñõîäñòâà Score â % îò ìàêñè-
ìàëüíî âîçìîæíîãî ñõîäñòâà «ñàì íà ñåáÿ». Íàèáîëåå
êîíñåðâàòèâíûì èç èçó÷åííûõ áåëêîâ îêàçàëñÿ ìåäèàòîð
ðåêîìáèíàöèè RAD51 (ñõîäñòâî îò 45 % ïðè ñðàâíåíèè
íåìàòîäû è äðîçîôèëû è äî 89—99 % â ïîäòèïå ïîçâî-
íî÷íûõ). Åãî ìåéîòè÷åñêèé ãîìîëîã DMC1 åñòü íå ó âñåõ
îðãàíèçìîâ, íî îí íå ìåíåå êîíñåðâàòèâåí: 49 % ñõîäñòâà
ìåæäó DMC1 A. thaliana è S.cerevisiae è 89—97 % ñõîäñò-
âà ñðåäè ïîçâîíî÷íûõ. Ôóíêöèîíàëüíûå äîìåíû áåëêîâ
RAD51 è DMC1 íåñêîëüêî áîëåå êîíñåðâàòèâíû. Íèæíèå
ïðåäåëû èõ ñõîäñòâà ñîñòàâëÿþò ñîîòâåòñòâåííî 63 è
58 %.

Áåëêè mismatch-ðåïàðàöèè MLH1 (âàæíûå ôåðìåíòû
ìåõàíèçìà êðîññèíãîâåðà) ó A. thaliana è S. cerevisiae
èìåþò ëèøü 21 % ñõîäñòâà, íî ñõîäíû íà 67—87 % ñðåäè
ïîçâîíî÷íûõ. Îäíàêî èõ ôóíêöèîíàëüíûå äîìåíû áîëåå
ñõîäíû: 40 % ñõîäñòâà ó A. thaliana è S. cerevisiae è äî
97 % â ïîäòèïå ïîçâîíî÷íûõ.

Ìåéîç-ñïåöèôè÷íàÿ ýíäîíóêëåàçà SPO11 íàèìåíåå
êîíñåðâàòèâíà ñðåäè èçó÷åííûõ íàìè ôåðìåíòîâ ìåéîçà.
Ïðè ïîïàðíîì ñðàâíåíèè ìåæäó ïðåäñòàâèòåëÿìè ðàçíûõ
òèïîâ æèâîòíûõ îòíîñèòåëüíîå ñõîäñòâî ñòðóêòóðû
SPO11 íå ïðåâûøàëî 32 %.

Ñòðóêòóðíûå áåëêè ìåéîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ìàëî
êîíñåðâàòèâíû. Ñõîäñòâî ìåéîòè÷åñêîãî êîãåçèíà REC8
ó èçó÷åííûõ ìîäåëüíûõ îðãàíèçìîâ íå ïðåâûøàåò 67 %
ñðåäè ìëåêîïèòàþùèõ è 19 % ïðè ñðàâíåíèè ýòîãî áåëêà
ó ðûáû D. rerio è ìûøè. Îíî ñòàòèñòè÷åñêè íåçíà÷èìî
ïðè ñðàâíåíèè REC8 ó äâóõ âèäîâ äðîææåé, íåìàòîäû è
äðîçîôèëû. Â òî æå âðåìÿ åãî ñîìàòè÷åñêèé ãîìîëîã
RAD21 äîñòèãàåò 97 % ñõîäñòâà ñðåäè ìëåêîïèòàþùèõ,
67 % ñõîäñòâà ñ îðòîëîãîì ó ðûáû è 31 % ñõîäñòâà ñðåäè
äðóãèõ èçó÷åííûõ íàìè âèäîâ. Íåêîíñåðâàòèâíûìè ÿâ-
ëÿþòñÿ áåëêè ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ, äàæå ñîäåð-
æàùèå êîíñåðâàòèâíûé äîìåí HORMA. Ýòîò äîìåí ñðå-
äè íåñêîëüêèõ áåëêîâ ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ â
2—3 ðàçà áîëåå êîíñåðâàòèâåí, ÷åì öåëûå ìîëåêóëû, íî
ýòî ñõîäñòâî íå âûõîäèò çà ïðåäåëû 26 % ïðè ñðàâíåíèè
äîìåíà HORMA ó èçó÷åííûõ íàìè ïðåäñòàâèòåëåé ðàñòå-
íèé, ãðèáîâ è áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, ñðåäè êëþ÷åâûõ áåëêîâ ìåéîçà íàè-
áîëåå êîíñåðâàòèâíû áåëêè, îòâåòñòâåííûå çà òî÷íîñòü
ìåéîòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè (RAD51, DMC1 è MLH1).
Ìåéîç-ñïåöèôè÷íàÿ ýíäîíóêëåàçà SPO11 è ñòðóêòóðíûå
áåëêè õðîìîñîì — êîãåçèíû, áåëêè ñèíàïòîíåìíûõ êîì-
ïëåêñîâ — ìåíåå êîíñåðâàòèâíû äàæå â ïðåäåëàõ èõ ôóíê-
öèîíàëüíûõ äîìåíîâ. Î÷åâèäíî, ÷òî ìåéîç-ñïåöèôè÷íûå
áåëêè ïðåòåðïåëè íåçàâèñèìóþ ýâîëþöèþ â ðàçíûõ ôè-
ëîãåíåòè÷åñêèõ ëèíèÿõ ýóêàðèîò. Ýòè îöåíêè ïîäòâåðæ-
äàþò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïîñëå âîçíèêíîâåíèÿ
ìåéîçà ýâîëþöèÿ åãî ìîëåêóëÿðíîãî àïïàðàòà øëà íåçà-
âèñèìûìè ïóòÿìè â ðàçíûõ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ âåòâÿõ, íî
êîíâåðãåíòíî ïðèâîäÿùèìè ê ñõîäíûì ðåçóëüòàòàì: ñî-
õðàíåíèþ äðåâíåãî ìåõàíèçìà ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè õðîìîñîì, êîððåêöèè îøèáîê ñèíòåçà ÄÍÊ ïðè ðå-

êîìáèíàöèè è ê ïîñòðîåíèþ â ìåéîòè÷åñêèõ êëåòêàõ
ôóíêöèîíàëüíî ñõîäíûõ âñïîìîãàòåëüíûõ óëüòðàñòðóê-
òóð — ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ, ôîðìèðóþùèõñÿ èç
íåãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ ó ðàñòåíèé, ãðèáîâ, æèâîòíûõ è
÷åëîâåêà.

ÄÅÏÎÓÏÐÀÂËßÅÌÛÉ ÂÕÎÄ ÊÀËÜÖÈß Â ÊÀÐÄÈÎ-
ÌÈÎÖÈÒÀÕ ÌÛØÈ. © Ê. Î. Ãóñåâ, Â. À. Âèãîíò,
Ä. À. Ãðåõí¸â, Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñ.-Ïåòåðáóðã.

Äåïîóïðàâëÿåìûé âõîä Ca2+ ïîçâîëÿåò íåâîçáóäè-
ìûì êëåòêàì ïîääåðæèâàòü êîíöåíòðàöèþ Ca2+ âíóòðè
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà íà äîñòàòî÷íîì óðîâíå.
Â ýëåêòðîâîçáóäèìûõ êëåòêàõ — íåéðîíàõ — íàðóøåíèå
äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà Ca2+ áûëî ïîêàçàíî ïðè ðàçâè-
òèè òàêèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, êàê áî-
ëåçíè Õàíòèíãòîíà è Àëüöãåéìåðà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñóùåñòâóþò ïðîòèâîðå÷èâûå äàííûå î íàëè÷èè äåïî-
óïðàâëÿåìîãî âõîäà Ca2+ âî âçðîñëûõ êàðäèîìèîöèòàõ
ìûøè.

Â äàííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñè-
òåëÿ fura-2 ìû çàðåãèñòðèðîâàëè âõîä Ca2+, ÷óâñòâèòåëü-
íûé ê èíãèáèòîðó äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ 2-APB â
êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâî-
ëèëè îïòèìèçèðîâàòü óñëîâèÿ äëÿ àêòèâàöèè è ðåãèñòðà-
öèè äåïîóïðàâëÿåìîãî âõîäà Ca2+ ìåòîäîì ôëóîðåñöåíò-
íîé ìèêðîñêîïèè. Ïîñëåäóþùèå èçìåðåíèÿ ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà íà ìåìáðàíå âûÿâèëè òîêè
èîíîâ Ca2+ ÷åðåç ñåëåêòèâíûå êàíàëû ñ âîëüòàìïåðíîé
õàðàêòåðèñòèêîé, ïîäîáíîé êëàññè÷åñêèì äåïîóïðàâëÿå-
ìûì CRAC êàíàëàì è ñ àìïëèòóäîé 0.4—0.6 ïÀ/ïÔ. Äàí-
íûå òîêè Ca2+ áûëè òàêæå ÷óâñòâèòåëüíû ê 50 ìêÌ
2-APB.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ãäå íàìè âïåðâûå íàïðÿìóþ
çàðåãèñòðèðîâàíû òîêè Ca2+, âûçâàííûå îïóñòîøåíèåì
Ca2+-äåïî âî âçðîñëûõ êàðäèîìèîöèòàõ, ïîçâîëÿþò ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî íàðóøåíèÿ äàííîãî ìåõàíèçìà Ca2+-âõîäà
ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû â ðàçâèòèå çàáîëåâàíèé ñåðäöà
àíàëîãè÷íî íàðóøåíèÿì, íàáëþäàåìûì ïðè íåéðîäåãåíå-
ðàòèâíûõ çàáîëåâàíèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00720-Ï).

ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ ßÄÐÛØÊÎÂÎÃÎ ÎÐÃÀÍÈ-
ÇÀÒÎÐÀ Â ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÎÎÖÈÒÀÕ GALLUS GALLUS
DOMESTICUS. © À. Ã. Äàâèäüÿí, Å. È. Êîøåëü, À. Ã. Äå-
ìèí, À. Ô. Ñàéôèòäèíîâà, Å. Ð. Ãàãèíñêàÿ. Ñ.-Ïåòåðáóðã-
ñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, àsya.davidian@gma-
il.com

Â ïðîöåññå îîãåíåçà ñèíòåçèðóåòñÿ îãðîìíîå êîëè÷å-
ñòâî âñåõ âèäîâ ÐÍÊ, â òîì ÷èñëå ðèáîñîìíûõ ÐÍÊ, äëÿ
îáåñïå÷åíèÿ ðàííèõ ñòàäèé ýìáðèîãåíåçà. Ïîâòîðÿþùèå-
ñÿ êëàñòåðû ðÄÍÊ ñ ðàçäåëÿþùèìè èõ ìåæãåííûìè
ñïåéñåðàìè IGS ñîñòàâëÿþò ÿäðûøêîîáðàçóþùèé ðàéîí
õðîìîñîì, èëè ÿäðûøêîâûé îðãàíèçàòîð (ßÎÐ), ýêñïðåñ-
ñèÿ êîòîðîãî ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ÿäðûøêà â ÿäðå
ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè. Èçâåñòíî, ÷òî ó áîëüøèíñòâà
ïòèö ßÎÐ ëîêàëèçîâàí íà åäèíñòâåííîé õðîìîñîìå. Ó êó-
ðèöû ýòî õðîìîñîìà 16 (GGA16). Íà îñíîâå äàííûõ, ïî-
ëó÷åííûõ ðàíåå ìåòîäàìè ðóòèííîé ìèêðîñêîïèè, ðàäèî-
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àâòîãðàôèè è ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäîì ê ðÐÍÊ äðîçîôèëû
(Ãàãèíñêàÿ, Ãðóçîâà, 1975), à òàêæå èññëåäîâàíèÿ ñîäåð-
æèìîãî ÿäåð, èçîëèðîâàííûõ èç îîöèòîâ íà ñòàäèè ëàì-
ïîâûõ ùåòîê, ñëîæèëîñü ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî ó ïòèö
â ÿè÷íèêàõ ïîëîâîçðåëûõ ñàìîê ßÎÐ èíàêòèâèðîâàí íà
âñåõ ñòàäèÿõ ðîñòà îîöèòà (Gaginskaya et al., 2009).

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ ôåíîìåíà èíàêòèâèðîâàííîãî ßÎÐ
â îîöèòàõ ïîëîâîçðåëûõ ïòèö âûäâèãàëàñü ãèïîòåçà î ñó-
ùåñòâîâàíèè â ÿè÷íèêå íåïîëîâîçðåëûõ ñàìîê äâóõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ ôîðì îîöèòîâ, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ
íàëè÷èåì èëè îòñóòñòâèåì ÿäðûøêà â ÿäðå, ïðè ýòîì
ïîñëåäíèå ïîëó÷àþò ïðåèìóùåñòâà â ðàçâèòèè, à ÿäðûø-
êîñîäåðæàùèå îîöèòû, âåðîÿòíî, ïîãèáàþò ïî ïóòè àïîï-
òîçà (Ãàãèíñêàÿ, ×èíü, 1980). Â íàøó çàäà÷ó âõîäèëî ïðî-
âåðèòü ýòó êîíöåïöèþ, èñïîëüçóÿ ñîâðåìåííûå ìåòîäè-
÷åñêèå ïîäõîäû.

Àíàëèç ïîïóëÿöèé îîöèòîâ â öåëîì ÿè÷íèêå öûï-
ëåíêà âñêîðå ïîñëå âûëóïëåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì 3D-ðåêîíñòðóêöèè â ïðîãðàììå Amira 6.0 ïî ñåðèé-
íûì ãèñòîëîãè÷åñêèì ñðåçàì, îêðàøåííûì ãåìàòîêñè-
ëèí-ýîçèíîì è ìåòèëîâûì çåëåíûì-ïèðîíèíîì. Â ïðî-
àíàëèçèðîâàííîì ÿè÷íèêå âûÿâëåíû çîíû ñ îîöèòàìè íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ ñîçðåâàíèÿ ïðîôàçû ïåðâîãî äåëåíèÿ
ìåéîçà; âûÿâëåíà ïåðåäíå-çàäíÿÿ è äîðñîâåíòðàëüíàÿ ïî-
ëÿðíîñòü â ñîçðåâàíèè îîöèòîâ. Îáíàðóæåíî, ÷òî àïîïòî-
çó ïîäâåðãàþòñÿ îîöèòû òîëüêî â êîðòèêàëüíîì ñëîå,
òîãäà êàê â ìåäóëëÿðíîé çîíå àïîïòîç âûÿâëåí òîëüêî â
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ.

Áûëà ïðîñëåæåíà äèíàìèêà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ßÎÐ
â îîöèòàõ ÿè÷íèêîâ íåïîëîâîçðåëûõ öûïëÿò ðàçíîãî âîç-
ðàñòà (îò 6 ñóò äî 5 ìåñ ïîñëå âûëóïëåíèÿ), à òàêæå ïîëî-
âîçðåëûõ êóð. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÿäðûøêà â îîöèòàõ Gallus
gallus domesticus áûëè ïðèìåíåíû ìåòîäû ôëóîðåñöåíò-
íîé èììóíîãèñòîõèìèè (àíòèòåëà ïðîòèâ ôèáðèëëàðèíà)
è ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò in situ (çîíä ê
ïðå-ðÐÍÊ).

Ïî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèÿ îïèñàí èäåíòè÷íûé
ñöåíàðèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ßÎÐ â ÿè÷íèêå êàê íåïîëî-
âîçðåëîé, òàê è ïîëîâîçðåëîé êóðèöû: ÿäðûøêî ïîÿâëÿ-
åòñÿ íà ðàííåé äèïëîòåíå äî íàñòóïëåíèÿ ñòàäèè ëàìïî-
âûõ ùåòîê, ßÎÐ ôóíêöèîíèðóåò íà ðàííåé ñòàäèè ëàìïî-
âûõ ùåòîê, ïîñëå ÷åãî ßÎÐ èíàêòèâèðóåòñÿ è ÿäðûøêî
ñåãðåãèðóåò. Âíà÷àëå îíî ðàñïàäàåòñÿ íà êðóïíûå ôðàã-
ìåíòû, ñîäåðæàùèå ÐÍÊ è áåëêè, à çàòåì íà áîëåå ìåëêèå
ãðàíóëû, â êîòîðûõ äåòåêòèðóåòñÿ ôèáðèëëàðèí è íå ñî-
äåðæèòñÿ ÐÍÊ. Ýòî î÷åíü ìåëêèå ãðàíóëû, êîòîðûå ðàñ-
ïðåäåëÿþòñÿ ïî ÿäðó. Ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ
ôèáðèëëàðèíà è ïðîòèâ êîèëèíà íà îäíèõ è òåõ æå ïðåïà-
ðàòàõ ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â îîöèòàõ ïîëîâîçðåëûõ êóð
ýòè áåëêè êîëîêàëèçóþòñÿ âî ôðàãìåíòàõ ÿäðûøêà íà
âñåõ ñòàäèÿõ åãî äåçîðãàíèçàöèè.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ãðàíòà ÑÏáÃÓ (¹ 1.50.1043.2014) è Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-05684); èñïîëüçîâàíî îáîðóäîâàíèå ÐÖ
ÑÏáÃÓ «Õðîìàñ».

ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÀß ÇÍÀ×ÈÌÎÑÒÜ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉ-
ÑÒÂÈß ÐÍÊ-ÑÂßÇÛÂÀÞÙÅÃÎ ÁÅËÊÀ HUR Ñ ÓÁÈÊ-
ÂÈÒÈÍËÈÃÀÇÎÉ PIRH2. © À. À. Äàêñ,1 Î. À. Ôåäîðîâà,1
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Å. À. Âàñèëüåâà,1 Í. À. Áàðëåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñò-

âåííûé óíèâåðñèòåò è 3 Íàöèîíàëüíûé ìåäèöèíñêèé èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé öåíòð èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, alexandra.daks@gmail.com

Áåëîê PIRH2 êîäèðóåòñÿ ãåíîì ÷åëîâåêà RCHY è
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé RING-äîìåíñîäåðæàùóþ ëèãàçó Å3,
ñïåöèôè÷íî ìîäèôèöèðóþùóþ îñòàòêàìè óáèêâèòèíà
áåëêè ñåìåéñòâà ñåìåéñòâà ð53. Pirh2-îïîñðåäîâàííîå
óáèêâèòèíèðîâàíèå â ñâîþ î÷åðåäü ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì
äëÿ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè áåëêîâ-ìèøåíåé. PIRH2
ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííîé ìèøåíüþ îíêîñóïðåññîðà
ð53 è åãî ãîìîëîãîâ — ð63 è ð73. Òàêèì îáðàçîì, ôîðìè-
ðóåòñÿ ñèñòåìà îáðàòíîé ðåãóëÿöèè, îáåñïå÷èâàþùàÿ
òîíêóþ íàñòðîéêó àêòèâíîñòè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà ð53.

Íåñìîòðÿ íà ñâîþ î÷åâèäíóþ îíêîãåííóþ ôóíêöèþ
â îòíîøåíèè ð53, ð63 è ð73, PIRH2 ñïîñîáåí èãðàòü àì-
áèâàëåíòíóþ ðîëü â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ðàêà, è
äàííûé àñïåêò òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé.
Íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî ïîìèìî ð53 äàííàÿ óáèêâèòèí-
ëèãàçà íàïðàâëÿåò íà äåãðàäàöèþ òàêèå êëþ÷åâûå ôàêòî-
ðû ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà, îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ è ïðîëèôåðàöèè, êàê Chk2, ñ-Myc, p27Kip, ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçà PolH è äð. Îäíàêî íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èíôîð-
ìàöèè î ìèøåíÿõ PIRH2 è èõ ðîëè â êàíöåðîãåíåçå ïðåä-
ñòàâëåíî î÷åíü ìàëî.

Äëÿ áîëåå ãëóáîêîãî ïîíèìàíèÿ ðîëè PIRH2 â ôîð-
ìèðîâàíèè òóìîðîãåííîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê ìû èñïîëü-
çîâàëè ïðîòåîìíûé ïîäõîä, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íàìè áûëî
èäåíòèôèöèðîâàíî áîëåå 100 íîâûõ èíòåðàêòàíòîâ äàí-
íîé óáèêâèòèíëèãàçû. Ïðè àíàëèçå èíòåðàêòîìà PIRH2
ìû îáðàòèëè îñîáîå âíèìàíèå íà ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áå-
ëîê HuR (Elavl1). Áåëîê HuR ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç àêòèâíî
èññëåäóåìûõ ðåãóëÿòîðîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ íà ïîñòòðàí-
ñêðèïöèîííîì óðîâíå. Èçâåñòíî, ÷òî îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ
3R-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòüþ ìÐÍÊ ñâîèõ ìèøåíåé è òà-
êèì îáðàçîì âëèÿåò íà èõ ñòàáèëüíîñòü â êëåòêå. HuR ÿâ-
ëÿåòñÿ ðåãóëÿòîðîì òàêèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êàê
àïîïòîç, ïðîëèôåðàöèÿ è ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó çà ñ÷åò âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ òàêèõ áåëêîâ, êàê
c-Myc, öèêëèíû A, B1, D1 è E, p53 è TNFa. Ïðè ýòîì
èìååòñÿ ìíîæåñòâî ñâèäåòåëüñòâ îá îíêîãåííîé ðîëè
HuR, îïîñðåäîâàííîé åãî ñïîñîáíîñòüþ óñèëèâàòü ïðî-
ëèôåðàöèþ è óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê ãåíîòîêñè÷åñêèì
àãåíòàì.

Â ðåçóëüòàòå íàøåé ðàáîòû ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî
PIRH2 ñïîñîáåí ôèçè÷åñêè ñâÿçûâàòüñÿ ñ áåëêîì HuR in
vitro è in vivo. Ìû òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî PIRH2
ÿâëÿåòñÿ óáèêâèòèíëèãàçîé HuR è îáåñïå÷èâàåò ïîëè-
óáèêâèòèíèðîâàíèå äàííîãî ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî HuR ïîäâåðãàåòñÿ äåãðàäàöèè â ïðîòåà-
ñîìàõ. Êðîìå òîãî, íà êëåòêàõ HeLa ÷åëîâåêà áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî PIRH2-îïîñðåäîâàííàÿ ðåãóëÿöèÿ HuR ïðîÿâëÿ-
åòñÿ â óñëîâèÿõ îòâåòà íà òåïëîâîé øîê, íåãàòèâíî âëèÿÿ
êàê íà óðîâåíü áåëêà HuR, òàê è íà ýêñïðåññèþ åãî ãå-
íîâ-ìèøåíåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 16-34-00869 ìîë_à è 16-34-60228 ìîë_à_äê).

ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÁÅËÊÎÂ ßÄÐÛØÊÎÏÎÄÎÁÍÎÃÎ
ÒÅËÜÖÀ Â ÏÎÇÄÍÅÌ ÎÎÃÅÍÅÇÅ È ÐÀÍÍÅÌ ÝÌÁÐÈÎ-
ÃÅÍÅÇÅ ×ÅËÎÂÅÊÀ È ÌÛØÈ. © Ì. À. Äîáðûíèí,1
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Ñîçðåâàíèå îîöèòà ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåîðãàíèçàöèåé
õðîìàòèíà è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð. Ó áîëüøèí-
ñòâà ìëåêîïèòàþùèõ ïðè ýòîì îáðàçóåòñÿ õàðàêòåðíîå
âíóòðèêëåòî÷íîå îáðàçîâàíèå — ÿäðûøêîïîäîáíîå òåëî
(ßÏÒ), nucleolus like body. Â îòðÿäå ãðûçóíîâ ßÏÒ ôîð-
ìèðóåòñÿ íà êîðîòêîå âðåìÿ ïåðåä îâóëÿöèåé íà ñòàäèè
äèïëîòåíû 1-ãî äåëåíèÿ ìåéîçà. Ïîçäíåå â ýìáðèîãåíåçå
ìëåêîïèòàþùèõ îáðàçóåòñÿ ñòðóêòóðà, íàçûâàåìàÿ
ïðåäúÿäðûøêî (Ïß), ïðåäúÿäðûøêîâîå òåëüöå, nucleolar
precursor body, èìåþùàÿ ìîðôîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî ñ
ßÏÒ. ßÏÒ è Ïß — âíóòðèêëåòî÷íûå îáðàçîâàíèÿ, íåîá-
õîäèìûå äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ êîìïàðòìåíòàëèçàöèè ÿäðà,
îïðåäåëåííîé ëîêàëèçàöèè õðîìîñîì è äåïîíèðîâàíèÿ
ìàòåðèíñêèõ ÐÍÊ è áåëêîâ. Áåëêîâûé ñîñòàâ ßÏÒ ìàëî
èçó÷åí. Çàâåðøåíèå ìåéîçà ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàçáîðêîé
ßÏÒ. Ëîêàëèçàöèÿ áåëêîâ èç ñîñòàâà ßÏÒ íà ýòîé ñòàäèè
íåÿñíà. Íåÿñíî, åñòü ëè ñâÿçü áåëêîâ Ïß çèãîòû ñ áåëêîâûì
ñîñòàâîì ßÏÒ ïðåîâóëÿòîðíîãî îîöèòà. Öåëüþ ðàáîòû ÿâ-
ëÿëîñü èññëåäîâàíèå áåëêîâîãî ñîñòàâà ßÏÒ â ïîçäíåì
îîãåíåçå ÷åëîâåêà è ìûøè è Ïß â ðàííåé çèãîòå ìûøè.

Äëÿ ñòèìóëÿöèè îâóëÿöèè ñàìêàì ìûøåé (6—10 íåä)
ââîäèëè àíàëîãè ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùåãî ãîðìîíà è
õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ çèãîò ñà-
ìîê ïîñëå ñòèìóëÿöèè ïîäñàæèâàëè ê ñàìöàì è ÷åðåç
18 ÷ èçâëåêàëè çèãîòû. Ïðè ðàáîòå ñ îîöèòàìè ÷åëîâåêà
èñïîëüçîâàëè íåïðèãîäíûå äëÿ öåëåé ÂÐÒ íåçðåëûå
îîöèòû íà ñòàäèÿõ GV è GVBD èç áàíêà äîíîðñêèõ îîöè-
òîâ êëèíèêè Àâà-Ïåòåð. Äëÿ âñåõ îîöèòîâ áûëè ïîëó÷å-
íû èíôîðìèðîâàííûå ñîãëàñèÿ äîíîðîâ. Îîöèòû è çèãî-
òû ôèêñèðîâàëè, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè è îêðàøèâàëè àí-
òèòåëàìè (ÀÒ) ê èññëåäóåìûì áåëêàì.

Ó ìûøè íà ñòàäèè GV â ñîñòàâå ïîçäíåãî ßÏÒ (ñòà-
äèÿ SN) âûÿâëåíû áåëêè ëàìèíû À, B, TRF2 è DDX5. Àê-
òèí è òîïîèçîìåðàçà II ðàñïîëàãàëèñü çà ïðåäåëàìè ßÏÒ.
Â ßÏÒ ÷åëîâåêà íè îäèí èç ýòèõ áåëêîâ îáíàðóæåí íå
áûë. Â îòëè÷èå îò ìûøè ÀÒ ê ëàìèíó À (íî íå ê ëàìè-
íó Ñ) îêðàøèâàëè ëàìèíó GV äàæå íà ñòàäèè SN. ÀÒ ê
îñòàëüíûì áåëêàì îêðàøèâàëè òîëüêî íåáîëüøèå ãðàíó-
ëû ïî âñåìó îáúåìó îîöèòà. ÀÒ ê DDX5 ïîìèìî ìåëêèõ
ãðàíóë âûÿâëÿëè íà ñòàäèÿõ GV è GVBD îîöèòà ÷åëîâåêà
îäíî êðóïíîå îáðàçîâàíèå ðàçìåðîì îêîëî 10 ìêì. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòðóêòóðà
ßÏÒ ó äîìîâîé ìûøè è ÷åëîâåêà ðàçëè÷íà.

Ïðè ðàçáîðêå ßÏÒ è ïåðåõîäå ê ñòàäèè Ì2 ó ìûøè
TRF2, DDX5, ëàìèíû À/Ñ, B áûëè ðàñïðåäåëåíû ïî âñå-
ìó îîöèòó. Ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ TRF2 è ëàìèíû íå âõî-
äèëè â ñîñòàâ ïðîíóêëåóñîâ è ðàñïîëîæåííûõ âíóòðè íèõ
Ïß. Íàïðîòèâ, áåëêè, äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðíà ÿäðûøêî-
âàÿ ëîêàëèçàöèÿ, — a-ôèáðèëëàðèí è DDX5 — â çèãîòå
ïåðåìåùàëèñü â ðàéîí ôîðìèðóþùèõñÿ Ïß. a-Ôèáðèë-
ëàðèí áûë âûÿâëåí âíóòðè Ïß â âèäå êðóïíûõ ãðàíóë.
Ïîëèôóíêöèîíàëüíûé ãåòåðîõðîìàòèíàññîöèèðîâàííûé
DDX5, ìèãðèðóþùèé â ÿäðûøêè ïðè àêòèâíîé ïðîëèôå-
ðàöèè êëåòîê, ðàñïîëàãàëñÿ ïî ïåðèôåðèè Ïß â âèäå
êîëüöà â îáëàñòÿõ, ÿðêî îêðàøèâàåìûõ DAPI.

Òàêèì îáðàçîì, ó ìûøè è ÷åëîâåêà ßÏÒ ðàçáèðàþòñÿ
â îâóëèðóþùåì îîöèòå. Ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ ó ìûøè â
ïðîíóêëåóñàõ ôîðìèðóþòñÿ íîâûå ñòðóêòóðû — Ïß.
Ñòðóêòóðû ßÏÒ è Ïß ïðè âíåøíåì ìîðôîëîãè÷åñêîì

ñõîäñòâå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñîñòàâó. Ëàìèí À/Ñ è TRF2 íå
àññîöèèðîâàíû ñ Ïß â îòëè÷èå îò ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ
DDX5 è ôèáðèëëàðèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 15-15-20026), Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû
15-04-01857 è 16-34-00714) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÀÊÒÈÂÀÖÈß ÐÅÏÀÐÀÒÈÂÍÛÕ ÑÂÎÉÑÒÂ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÑÅÐÄÖÀ ÏÐÈ ÎÑÒÐÎÌ ÈÍÔÀÐÊÒÅ
ÌÈÎÊÀÐÄÀ. © Ï. Ì. Äîêøèí,1 À. Á. Ìàëàøè÷åâà.1, 2

1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò è 2 Ñå-
âåðî-Çàïàäíûé ôåäåðàëüíûé ìåäèöèíñêèé èññëåäîâà-
òåëüñêèé öåíòð èì. Â. À. Àëìàçîâà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâî-
îõðàíåíèÿ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, docshin74@icloud.com

Âîññòàíîâëåíèå ñîêðàòèòåëüíîé ôóíêöèè ñåðäöà è
ðåãåíåðàöèÿ ìèîêàðäà ïîñëå èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ
ÿâëÿþòñÿ àêòóàëüíûìè âîïðîñàìè ñîâðåìåííîé ðåãåíåðà-
òèâíîé ìåäèöèíû è êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Òðàäèöèîííî
ñ÷èòàëè, ÷òî â ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäå âîçìîæíîñòè ðåïà-
ðàöèè ñåðäöà ñèëüíî îãðàíè÷åíû èëè îòñóòñòâóþò. Îäíà-
êî íåäàâíî áûëè îïèñàíû ñòâîëîâûå êëåòêè ñåðäöà
(ÑÊÑ), ñïîñîáíûå ê êàðäèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå, è â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ðåãåíåðàòèâíûé ïîòåíöèàë ýòèõ êëåòîê
àêòèâíî èçó÷àþò. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êëåòêè, íàõîäÿ-
ùèåñÿ áëèç î÷àãà ïîâðåæäåíèÿ, èìåþò ïîâûøåííóþ ýêñ-
ïðåññèþ ãåíà Notch1, îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ ñèãíàëüíîãî
ïóòè Notch, îòâå÷àþùåãî çà ïîääåðæàíèå ïîïóëÿöèé
ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ïîëó÷èòü ÑÊÑ íåïîñðåä-
ñòâåííî èç çîíû èíôàðêòà ìèîêàðäà, ñðàâíèòü èõ ñ ÑÊÑ,
ïîëó÷åííûìè èç ó÷àñòêà çäîðîâîãî ìèîêàðäà, ïî ôóíêöè-
îíàëüíûì ñâîéñòâàì — ñêîðîñòè ðîñòà, ñïîñîáíîñòè ê
ìèãðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå. Ðàçâèòèå èíôàðêòà ìèî-
êàðäà ïåðåäíåé ñòåíêè ïðàâîãî æåëóäî÷êà ñåðäöà ó êðûñ
ëèíèè Âèñòàð èíäóöèðîâàëè ïåðåâÿçêîé êîðîíàðíîé àð-
òåðèè. ×åðåç 3 ñóò èç èøåìèçèðîâàííîãî ó÷àñòêà ïîëó÷à-
ëè ÑÊÑ ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîé äèññîöèàöèè òêàíè; â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ó÷àñòîê çäîðîâîãî ìèîêàð-
äà. Ïîëó÷åííûå ëèíèè êëåòîê ôåíîòèïèðîâàëè ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè îöå-
íèâàëè ìåòîäîì ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ ðîñòà. Ñêîðîñòü ìèã-
ðàöèè îöåíèâàëè ìåòîäîì íàíåñåíèÿ öàðàïèíû íà ìîíî-
ñëîé êëåòîê. Êëåòêè äèôôåðåíöèðîâàëè â êàðäèîãåííîì,
àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ ïóòåì äîáàâ-
ëåíèÿ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ èíäóêòî-
ðîâ. Îöåíêó ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâîäèëè ìåòî-
äîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ íà ñïåöèôè÷åñêèå ìàðêåðû
äèôôåðåíöèðîâêè, à òàêæå îêðàøèâàëè äèôôåðåíöèðî-
âàííûå êëåòêè èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì íà ñïå-
öèôè÷åñêèå ìàðêåðû.

Ñòâîëîâûå êëåòêè ñåðäöà, ïîëó÷åííûå èç èøåìèçè-
ðîâàííûõ ó÷àñòêîâ ìèîêàðäà, îáëàäàëè áîëåå âûñîêèì
ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÑ, âû-
äåëåííûìè èç ó÷àñòêîâ íîðìàëüíîãî ìèîêàðäà; ñêîðîñòü
ìèãðàöèè è ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â èññëåäî-
âàííûõ íàïðàâëåíèÿõ áûëà âûøå ó êëåòîê, ïðîèñõîäÿ-
ùèõ èç èøåìèçèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ, ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåò-
êàìè íîðìàëüíîãî ìèîêàðäà. Àíàëèç ýêñïðåññèè ðåöåïòî-
ðîâ è ëèãàíäîâ Notch-ñèãíàëèíãà ìåòîäîì qPCR ïîêàçàë,
÷òî ãåíû Notch2, Notch3, Notch4, Dll-1 è Jag-1 èìåþò ïî-
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âûøåííóþ ýêñïðåññèþ â òêàíÿõ, âçÿòûõ èç ïîñòèíôàðêò-
íîãî ó÷àñòêà ìèîêàðäà. Ïðè îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêå ìû âûÿâèëè ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ
â èøåìèçèðîâàííûõ êëåòêàõ òàêèõ ìàðêåðîâ, êàê BMP2,
îäíîãî èç çíà÷èòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé,
ó÷àñòâóþùåãî â äèôôåðåíöèðîâêå ðàçëè÷íûõ êëåòîê, îñ-
òåîáëàñòíîãî ìàðêåðà OPN è ìàðêåðà àäèïîöèòîâ Fabp4,
à â êàðäèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå áûëî çàìåòíîå ïîâû-
øåíèå ýêñïðåññèè êàðäèàëüíîãî ìàðêåðà Actn2.

Òàêèì îáðàçîì, èøåìè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà ìèî-
êàðä ïðè èíôàðêòå ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè âíóòðåííåãî ðå-
ãåíåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà ÑÊÑ in vivo. Çàïëàíèðîâàíû
äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ýòîãî ôåíîìåíà.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÀ ßÄÅÐ ÀÍÒÈÏÎÄÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÇÀ-
ÐÎÄÛØÅÂÎÃÎ ÌÅØÊÀ ÏØÅÍÈÖÛ Â ÕÎÄÅ ÄÈÔ-
ÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ È ÏÊÃ ÊÎÌÏËÅÊÑÀ. © Ò. Â. Äîðî-
íèíà,1 È. À. ×àáàí,2 Å. Ì. Ëàçàðåâà.1 1 Êàôåäðà êëåòî÷íîé
áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè áèîëîãè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà Ìîñ-
êîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà è 2 Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èí-
ñòèòóò ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé áèîòåõíîëîãèè ÐÀÑÕÍ,
Ìîñêâà, matveevatatiana.94@yandex.ru

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â òå÷åíèå îíòîãåíåçà àíòè-
ïîäàëüíûå êëåòêè (ÀÊ) çàðîäûøåâîãî ìåøêà çëàêîâ ïî-
ñëåäîâàòåëüíî ïðîõîäÿò ñòàäèè ïðîëèôåðàöèè, äèôôå-
ðåíöèðîâêè è ãèáåëè. Òðè èíèöèàëüíûå ÀÊ ïðîëèôåðè-
ðóþò è îáðàçóþò êîìïëåêñ èç òðåõ ÿðóñîâ êëåòîê —
áàçàëüíîãî, ãðàíè÷àùåãî ñ ïðîâîäÿùèì ïó÷êîì, ñðåäíåãî
è àïèêàëüíîãî, êîíòàêòèðóþùåãî ñ ýíäîñïåðìîì. Ýíäî-
ðåäóïëèêàöèÿ ÄÍÊ ÀÊ íà÷èíàåòñÿ ñòðîãî ïîñëå îêîí÷à-
íèÿ èõ ïðîëèôåðàöèè. Â ïðîöåññå ýíäîðåäóïëèêàöèè
ÄÍÊ â ÿäðàõ àíòèïîä ôîðìèðóþòñÿ ãèãàíòñêèå õðîìîñî-
ìû. Â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ìîðôîëîãèÿ ÿäåð ÀÊ ìåíÿ-
åòñÿ. Öåëëþëÿðèçàöèÿ ñèíöèòèÿ ýíäîñïåðìà çàïóñêàåò
ïðîãðàììèðóåìóþ êëåòî÷íóþ ãèáåëü (ÏÊÃ) àíòèïîä.

Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòàòîì ôóíê-
öèîíàëüíîé ïîëèïëîèäèçàöèè ÿäåð íåêîòîðûõ òêàíåé.
Ñòðóêòóðà è ôóíêöèè ïîëèòåííûõ õðîìîñîì æèâîòíûõ
ïîäðîáíî èçó÷åíû. Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ðàñòåíèé îò-
ëè÷àþòñÿ îò õðîìîñîì æèâîòíûõ, äåòàëè èõ îðãàíèçàöèè
íå âûÿñíåíû äî ñèõ ïîð. Íåèçâåñòíî, ÷òî òðàíñêðèáèðó-
þò ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê è êàê
îíè ïîãèáàþò.

Êîìïëåêñ àíòèïîä çàðîäûøåâîãî ìåøêà çëàêîâ —
óíèêàëüíàÿ ìîäåëü, ïîçâîëÿþùàÿ îòâåòèòü íà âñå ýòè âî-
ïðîñû. Êîìïëåêñ ðàñïîëàãàåòñÿ íà ãðàíèöå ìåæäó ìàòå-
ðèíñêèì îðãàíèçìîì è ôîðìèðóþùèìñÿ ýíäîñïåðìîì.
Îñíîâíîé ôóíêöèåé ÀÊ ÿâëÿåòñÿ ñèíòåç âåùåñòâ, íåîá-
õîäèìûõ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñèíöèòèàëüíîãî ýíäîñïåðìà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷å-
íèå ñòðóêòóðû ÿäåð ÀÊ ðàçíûõ ÿðóñîâ êîìïëåêñà íà ñòà-
äèÿõ åãî äèôôåðåíöèðîâêè è ãèáåëè. Ïîêàçàíî, ÷òî ÿäðà
ÀÊ êîìïëåêñà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ. ßäðà
êëåòîê áàçàëüíîãî ÿðóñà ñîäåðæàò ìåíüøå ÄÍÊ, à ÿäðà
êëåòîê àïèêàëüíîãî ÿðóñà — íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî
ÄÍÊ. Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â
ÿäðàõ êîìïëåêñà óâåëè÷èâàåòñÿ, îñîáåííî â êëåòêàõ àïè-
êàëüíîãî ÿðóñà. Íà ñòàäèè ãèáåëè êîìïëåêñà íåêîòîðûå
êëåòêè àïèêàëüíîãî è ñðåäíåãî ÿðóñîâ ïðîäîëæàþò àê-
òèâíî ôóíêöèîíèðîâàòü, ñîäåðæàíèå ÄÍÊ èõ ÿäåð óâåëè-
÷èâàåòñÿ. Íà ôèíàëüíûõ ýòàïàõ ãèáåëè ñîäåðæàíèå ÄÍÊ
â ÿäðàõ ðåçêî ïàäàåò, òàê êàê àíòèïîäû íà÷èíàþò ïîã-

ëîùàòüñÿ ýíäîñïåðìîì. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ äèôôå-
ðåíöèðîâêè ýíäîïîëèïëîèäíûå ÿäðà àíòèïîä èìåþò
îäèíàêîâûé ðàçìåð, îêðóãëóþ ôîðìó è ôèáðèëëÿðíûé
õðîìàòèí. Ïîçäíåå îâàëüíûå ÿäðà êëåòîê ñðåäíåãî è àïè-
êàëüíîãî ÿðóñîâ çàìåòíî óâåëè÷èâàþòñÿ â ðàçìåðàõ,
â íèõ ðàçëè÷èìû îòäåëüíûå ãèãàíòñêèå õðîìîñîìû, îíè
ñîäåðæàò îò îäíîãî äî ÷åòûðåõ ÿäðûøåê è ìèíè-ÿäðûø-
êè. Íà ñòàäèè ÏÊÃ õðîìîñîìíûå òåððèòîðèè ÿäåð ñáëè-
æàþòñÿ, â õðîìàòèíå îáðàçóþòñÿ ëàêóíû, â êîòîðûå ìèã-
ðèðóþò êîìïîíåíòû ÿäðûøêà (ÐÍÏ, ôèáðèëëàðèí è
àðãåíòîôèëüíûå áåëêè). Çàòåì òàêèå ÿäðà ñèëüíî óïëî-
ùàþòñÿ è ïîãëîùàþòñÿ ýíäîñïåðìîì. Â ÷àñòè ÿäåð êëå-
òîê àïèêàëüíîãî ÿðóñà ïðîèñõîäèò ôðàãìåíòàöèÿ õðîìà-
òèíà. Êëåòêè ñ ôðàãìåíòèðîâàííûìè ÿäðàìè ïîãëîùàþò-
ñÿ ýíäîñïåðìîì ðàíüøå îñòàëüíûõ. Â àíòèïîäàõ íà
ñòàäèè ãèáåëè íàáëþäàåòñÿ ýêñòðóçèÿ êîìïîíåíòîâ ÿä-
ðûøêà è õðîìàòèíà â ýíäîñïåðì, ÷òî îòðàæàåò èõ ñåêðå-
òîðíóþ ôóíêöèþ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè ïîñòðîèòü ñõåìó èç-
ìåíåíèÿ ñòðóêòóðû ÿäåð êîìïëåêñà â õîäå îíòîãåíåçà.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÏÎÑÒÒÐÀÍÑËßÖÈÎÍ-
ÍÛÕ ÌÎÄÈÔÈÊÀÖÈÉ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ È ÂÍÅÊËÅÒÎ×-
ÍÛÕ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Å. Å. Äüÿêîíîâ,1, 2
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1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, 2 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 3 Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñè-
òåò, diakonov2007@mail.ru

26S ïðîòåàñîìà — ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé
êîìïëåêñ, îòâå÷àþùèé çà èçáèðàòåëüíóþ óáèêâèòèíçàâè-
ñèìóþ äåãðàäàöèþ áåëêîâ â ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ïðîòåàñîìû íàõîäÿòñÿ íå òîëüêî â ÿäðå è öè-
òîïëàçìå êëåòêè, íî è â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå, ãäå
îíè ïðåäñòàâëåíû â îñíîâíîì 20S-êîðîâûìè êîìïëåê-
ñàìè áåç 19S-ðåãóëÿòîðíûõ ÷àñòèö. Èçâåñòíî, ÷òî àê-
òèâíîñòü ïðîòåàñîì çàâèñèò îò ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìî-
äèôèêàöèé (ÏÒÌ), êîòîðûå òàêæå âëèÿþò è íà èõ âíóò-
ðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî
òðàíñïîðò âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì òàêæå ìîæåò ðåãóëè-
ðîâàòüñÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ÏÒÌ ïðîòåàñîìíûõ
áåëêîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü
ñðàâíåíèå ÏÒÌ êëåòî÷íûõ è âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì,
àôôèííî î÷èùåííûõ èç êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèè K562. Ïî-
ñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ïðîòåàñîì â ñèñòåìå îäíîìåðíîãî
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ áåëêî-
âûå îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêò-
ðîìåòðà èîííî-öèêëîòðîííîãî ðåçîíàíñà ñ Ôóðüå-ïðå-
îáðàçîâàíèåì ñ ìàòðè÷íî-àêòèâèðîâàííîé ëàçåðíîé äå-
ñîðáöèåé/èîíèçàöèåé. Èäåíòèôèêàöèþ áåëêîâ è ÏÒÌ
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Mascot è Prospector
MS-Fit. Ñîãëàñíî äàííûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, ìû îáíà-
ðóæèëè â êëåòî÷íûõ è âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîìàõ ñîîò-
âåòñòâåííî 37 è 46 ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, 6 è 10 ñàé-
òîâ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ, 40 è 34 ñàéòà àöåòèëèðîâàíèÿ, 6
è 14 ñàéòîâ ñóêöèíèëèðîâàíèÿ. Ó êëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì
áûëè ôîñôîðèëèðîâàíû 11 áåëêîâ èç 14 ñóáúåäèíèö
20S-êîðîâîãî êîìïëåêñà, 3 ñóáúåäèíèöû óáèêâèòèíèðî-
âàíû, 12 àöåòèëèðîâàíû è 4 ñóêöèíèëèðîâàíû. Â òî æå
âðåìÿ ó âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì áûëè ôîñôîðèëèðîâà-
íû, óáèêâèòèíèðîâàíû, àöåòèëèðîâàíû è ñóêöèíèëèðî-
âàíû 13, 5, 11 è 8 ñóáúåäèíèö ñîîòâåòñòâåííî. Âàæíî îò-
ìåòèòü, ÷òî íåêîòîðûå èç óêàçàííûõ ÏÒÌ áûëè îáíàðó-
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æåíû âïåðâûå. Â ðåçóëüòàòå ñðàâíåíèÿ ÏÒÌ êëåòî÷íûõ è
âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ìû ïîëó÷èëè ñïèñîê èç 22 ñïå-
öèôè÷åñêèõ äëÿ âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ÏÒÌ: 1) ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö a1 (T231), a4 (S216), a6
(S54), a7 (T186), b3 (S181), b5 (Y125) è b6 (S195);
2) óáèêâèòèíèðîâàíèå ñóáúåäèíèö a4 (K204), b3 (K68,
K77 è K201) è b6 (K204); 3) àöåòèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö
a6 (K39 è K62), b2 (K127 è K238) è b3 (K115); 4) ñóêöè-
íèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö a3 (K222), a6 (K115), a7
(K110) è b6 (K204 è K228). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî
15 ÏÒÌ èç ïðåäñòàâëåííîãî ñïèñêà îáíàðóæåíû íàìè
âïåðâûå è ÿâëÿþòñÿ êàíäèäàòàìè äëÿ äàëüíåéøåãî ïîä-
òâåðæäåíèÿ èõ ôóíêöèîíàëüíîé çíà÷èìîñòè ïóòåì âíåñå-
íèÿ òî÷å÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-14-08128).

ÐÀÑÒÈÒÅËÜÍÛÅ ÏÎËÈÔÅÍÎËÛ ÈÍÄÓÖÈÐÓÞÒ
ÏÎËÈÌÎÐÔÍÛÉ ÔÀÇÎÂÛÉ ÏÅÐÅÕÎÄ ËÈÏÈÄÎÂ.
© Ñ. Ñ. Åôèìîâà, Î. Ñ. Îñòðîóìîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, ssefimova@mail.ru

Ðàñòèòåëüíûå ïîëèôåíîëû õàðàêòåðèçóþòñÿ àíòèîê-
ñèäàíòíîé, àíòèãèñòàìèííîé, ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé, à
òàêæå àíòèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòüþ. Ïðè ýòîì îíè ìà-
ëîðàñòâîðèìû â âîäå, ÷òî çàòðóäíÿåò èõ ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêîå ïðèìåíåíèå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå ïåðñïåê-
òèâíûì ñïîñîáîì ïîâûøåíèÿ áèîäîñòóïíîñòè ïîëèôåíî-
ëîâ ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå èõ êîìïëåêñîâ ñ ëèïèäàìè, â
÷àñòíîñòè ìîäèôèöèðîâàííûõ èìè ëèïèäíûõ âåçèêóë.

Íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî ôëàâîíîèäû (ôëîðåòèí, áóòå-
èí, 4R-ãèäðîêñèõàëêîí, íàðèíãåíèí, êâåðöåòèí, ìèðèöå-
òèí, áèîõàíèí À, ãåíèñòåèí, êàðäàìîíèí, ëèêîõàëêîí À è
ëèêâèðèòèãåíèí) è ôèòîàëåêñèíû (ðåñâåðàòðîë) ñïîñîá-
íû èíäóöèðîâàòü ïîëèìîðôíûé ôàçîâûé ïåðåõîä ëèïè-
äîâ â ñóñïåíçèè ëèïîñîì, ñôîðìèðîâàííûõ èç äèîëåèë-
ôîñôàòèäèëõîëèíà (ÄÎÔÕ). Îäíîëàìåëëÿðíûå ëèïîñî-
ìû èçãîòàâëèâàëè ìåòîäîì ýêñòðóçèè è ìåòîäîì
ýëåêòðîôîðìàöèè, à ìóëüòèëàìåëëÿðíûå âåçèêóëû ôîð-
ìèðîâàëè ïðè ãèäðàòèðîâàíèè ëèïèäíûõ ïëåíîê. Äëÿ
êàæäîé èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåì âàðüèðîâàëè ñîîò-
íîøåíèå ëèïèä : ïîëèôåíîë îò 1 : 1, 1 : 3 ê 1 : 5. Íàáëþ-
äåíèå ïîâåäåíèÿ ëèïèäíûõ ñèñòåì â ïðèñóòñòâèè ïîëè-
ôåíîëîâ ïðîâîäèëè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Olympus FV3000 (Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîêàçûâàþò, ÷òî ðàñòèòåëü-
íûå ïîëèôåíîëû èíäóöèðóþò ïîëèìîðôíûé ôàçîâûé ïå-
ðåõîä ÄÎÔÕ íåçàâèñèìî îò ìåòîäà îáðàçîâàíèÿ âåçèêóë.
Ôëîðåòèí, êàðäàìîíèí, áèîõàíèí À, ãåíèñòåèí, êâåðöå-
òèí è ìèðèöåòèí âûçûâàþò ïîÿâëåíèå èãîëü÷àòûõ øàðî-
îáðàçíûõ íåáèñëîéíûõ ñòðóêòóð, â òî âðåìÿ êàê ïðèñóò-
ñòâèå â ëèïîñîìàëüíîé ñóñïåíçèè áóòåèíà, íàðèíãåíèíà
è ðåñâåðàòðîëà ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïàëî÷êîîáðàçíûõ
îáðàçîâàíèé. Ìîðôîëîãèÿ èíäóöèðîâàííûõ ïîëèôåíîëà-
ìè íåáèñëîéíûõ ñòðóêòóð íå çàâèñèò îò ñîîòíîøåíèÿ ëè-
ïèä : ïîëèôåíîë. Äîáàâêà â ñóñïåíçèþ ëèïîñîì 4R-ãèäðî-
êñèõàëêîíà, ëèêâèðèòèãåíèíà è ëèêîõàëêîíà À â óêàçàí-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå âûçûâàåò ïîëèìîðôíîãî ôàçîâîãî
ïåðåõîäà ëèïèäîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà
çàâèñèìîñòü ñïîñîáíîñòè ïîëèôåíîëîâ èíäóöèðîâàòü îá-
ðàçîâàíèå íåáèñëîéíûõ ñòðóêòóð îò ÷èñëà ÎÍ-ãðóïï â
ìîëåêóëå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-74-10137).

ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈÍÎÌÀ ËÅÃÊÈÕ: ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ, ÐÅÃÓ-
ËÈÐÓÞÙÈÅ ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÜ È ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜ-
ÍÎÑÒÜ Ê ÒÅÐÀÏÈÈ. © Á. Ä. Æèâîòîâñêèé. Ôàêóëüòåò
ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåí-
íîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, Ðîññèÿ, è Èí-
ñòèòóò ìåäèöèíû îêðóæàþùåé ñðåäû, Êàðîëèíñêèé èí-
ñòèòóò, Ñòîêãîëüì, Øâåöèÿ, Boris.Zhivotovsky@ki.se

Ðàê ëåãêèõ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé ñìåðòè îò
ðàêà â ìèðå, ïðè ýòîì àäåíîêàðöèíîìà ëåãêîãî (ÀÊË) ÿâ-
ëÿåòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ïîäòèïîì ýòîãî òÿæå-
ëîãî çàáîëåâàíèÿ. ÀÊË ÷àñòî äèàãíîñòèðóåòñÿ íà ïîçä-
íèõ ñòàäèÿõ ïðè ðàçâèòûõ ìåòàñòàçàõ. Ýòî îñîáåííî âàæ-
íî äëÿ ðàçðàáîòêè íîâûõ ïîäõîäîâ ê òåðàïèè ÀÊË.
Âûñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü ÀÊË ê ðàäèî- è õèìèîòåðàïèè
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñåðüåçíóþ ïðîáëåìó ýôôåêòèâíîñòè
ëå÷åíèÿ. Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî Òþäîð ñòàôèëîêîê-
êîâàÿ íóêëåàçà (SND1 èëè TSN) ñâåðõýêñïðåññèðóåòñÿ â
ëèíèÿõ êëåòîê è êëèíè÷åñêîì ìàòåðèàëå ÀÊË è èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè õèìèîðåçèñòåíòíîñòè ÀÊË.
Ïîäàâëåíèå TSN RNAi â êëåòêàõ AÊË ïðèâîäèëî ê ïî-
òåíöèðîâàíèþ ãèáåëè êëåòîê â îòâåò íà öèñïëàòèí.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïîòåíöèàëüíûõ ìîëåêóëÿðíûõ
ìèøåíåé, âîâëå÷åííûõ â ñåíñèáèëèçàöèþ ÀÊË ê öèñïëà-
òèíó, áûë ïðîâåäåí ãëîáàëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ.
Ïðè íîêäàóíå TSN íàáëþäàëîñü áîëåå ÷åì äâóêðàòíîå
èçìåíåíèå òðàíñêðèïöèè 391 ãåíà, ïðè÷åì òðàíñêðèïöèÿ
234 ãåíîâ áûëà ïîíèæåíà, à 157 — óâåëè÷åíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Èñïîëüçóÿ àíàëèç inge-
nuity (IPA) è ñòåïåíè îáîãàùåíèÿ îíòîëîãèé ãåíîâ, ìû
îñòàíîâèëèñü íà èçó÷åíèè ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ ðåãóëÿöèåé
àóòîôàãèè è àïîïòîçà, à òàêæå âûæèâàåìîñòè â îòâåò íà
ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ. Äàííûå àíàëèçà ìèêðî÷èïîâ ïîäòâåð-
æäàëè ñ ïîìîùüþ q-RT-PCR. Íà ïåðâîì ìåñòå â ñïèñêå
îêàçàëñÿ ãåí S100A11. Ïîäàâëåíèå TSN ñîïðîâîæäàëîñü
çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè S100A11 êàê íà
óðîâíå ìÐÍÊ, òàê è íà óðîâíå áåëêà. Ïîäàâëåíèå
S100A11 RNAi ïðèâîäèëî ê ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè êëåòîê ÀÊË ê öèñïëàòèíó, îêñàëèïëàòèíó è 5-ôòîðó-
ðàöèëó.

Âçàèìîäåéñòâèå S100A11 ñ äðóãèìè áåëêàìè èññëå-
äîâàëè ñ ïîìîùüþ áèîèíôîðìàòè÷åñêîãî àíàëèçà ïóòåé,
âîâëå÷åííûõ â àïîïòîç è óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê öèòîñòà-
òèêàì. Îáíàðóæåíî, ÷òî â öèòîïëàçìå S100A11 âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ àííåêñèíàìè À1 è A2 è òàêèì îáðàçîì èíãè-
áèðóåò àêòèâíîñòü ôîñôîëèïàçû A2 (PLA2) — ôåðìåíòà,
ó÷àñòâóþùåãî â êàñêàäå àðàõèäîíîâîé êèñëîòû. Èíãèáè-
òîð PLA2 èëè siÐÍÊ-ïîäõîä ñíèìàëè õèìèîñåíñèáèëèçà-
öèþ êëåòîê ÀÊË ïðè ïîäàâëåíèè S100A11. Òàêèì îáðà-
çîì, íàìè îáíàðóæåíà öåïü ñîáûòèé, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ
TSN-S100A11-PLA2, ðåãóëèðóþùàÿ ñóïåðîêñèäçàâèñè-
ìûé àïîïòîç, èíèöèèðóåìûé õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèìè
àãåíòàìè íà îñíîâå ïëàòèíû â ÀÊË. Ýòà öåïü ñîáûòèé
ïîçâîëÿåò íàëàäèòü òàðãåòíóþ òåðàïèþ ÀÊË.

Èññëåäîâàíèå áûëî âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-25-00056).

ÎÖÅÍÊÀ ÓÐÎÂÍß ÊÎÐÎÒÊÎÆÈÂÓÙÈÕ ÀÊÒÈÂÍÛÕ
ÔÎÐÌ ÊÈÑËÎÐÎÄÀ Â ÀÊÒÈÂÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÝÍÄÎ-
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ÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÏÐÈ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÈ
Ñ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÌÈ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ.
© Î. Â. Æèäêîâà, Ì. È. Åçäàêîâà. Èíñòèòóò ìåäèêî-áèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, flain-fish@yandex.ru

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) ÿâëÿþòñÿ
ïåðñïåêòèâíûì èíñòðóìåíòîì ðåãåíåðàòèâíîé òåðàïèè.
Îñîáóþ ðîëü â ðåàëèçàöèè òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà
ÌÑÊ èãðàþò ïàðàêðèííûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Ïîìèìî õî-
ðîøî èçâåñòíûõ öèòîêèíîâ ìåæêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ñèíòåçà êîðîòêîæèâóùèõ ìîëåêóë,
îêñèäà àçîòà (ÎÀ) è äðóãèõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
(ÀÔÊ). ÀÔÊ è ÎÀ ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, à òàêæå àêòèâèðóþò
âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå êàñêàäû. Ââåäåíèå ÌÑÊ â
ñîñóäèñòîå ðóñëî ïðåäïîëàãàåò äàëüíåéøåå âçàèìîäåéñò-
âèå ñ êëåòêàìè ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç îñíîâíûõ ïðîäóöåíòîâ ÎÀ. Öåëüþ äàííîé ðà-
áîòû áûëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÌÑÊ íà èíäóêöèþ ñèíòåçà
ÎÀ è ÀÔÊ â ïðîâîñïàëèòåëüíî àêòèâèðîâàííûõ ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòêàõ.

ÌÑÊ âûäåëÿëè èç ñòðîìàëüíî-âàñêóëÿðíîé ôðàêöèè
æèðîâîé òêàíè çäîðîâûõ äîíîðîâ è êóëüòèâèðîâàëè
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (5 % ÑÎ2, ðîñòîâàÿ ñðåäà ñ äî-
áàâëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè). Ýíäîòå-
ëèàëüíûå êëåòêè (ÝÊ) âûäåëÿëè èç ïóïî÷íîé âåíû è òàê-
æå êóëüòèâèðîâàëè ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Çà 24 ÷
äî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÊ àêòèâèðîâàëè ÔÍÎ-àëüôà
(10 íã/ìë), ÷åðåç 1 ñóò ñðåäó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ è äîáàâ-
ëÿëè ñóñïåíçèþ ÌÑÊ â ñîîòíîøåíèè 1 : 1. ÌÑÊ ñîêóëü-
òèâèðîâàëè ñ ÝÊ 24 ÷. Àïîïòîòè÷åñêèå è íåêðîòè÷åñêèå
ïóòè ãèáåëè êëåòîê äåòåêòèðîâàëè ïîñëå îêðàøèâàíèÿ
FITC-àííåêñèíîì è èîäèäîì ïðîïèäèÿ, óðîâåíü ÀÔÊ è
ÎÀ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ
(CM-H2DCFDA è DAF-FM Diacetate, Thermo Fisher Sci-
entific) ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîäåëü êðàòêîñðî÷íîãî êîí-
òàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ è ÝÊ. Ñîêóëüòèâèðî-
âàíèå íå âëèÿëî íà äîëþ àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè-
÷åñêèõ êëåòîê. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîâîñïàëèòåëüíàÿ àêòèâà-
öèÿ ÔÍÎ-àëüôà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âûçûâàåò ïîâû-
øåíèå ïðîäóêöèè ÀÔÊ è ÎÀ. Êðàòêîñðî÷íîå ñîêóëüòè-
âèðîâàíèå ñ ÌÑÊ ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ ïðîäóêöèè
îêñèäà àçîòà àêòèâèðîâàííûìè ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêà-
ìè â ñðåäíåì íà 30%, îäíàêî íå âëèÿëî íà ïðîäóêöèþ
ÀÔÊ.

Ïðîâîñïàëèòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ ÔÍÎ-àëüôà ïðèâîäèò
ê ïîâûøåíèþ ñèíòåçà ÎÀ â ÝÊ, à êðàòêîñðî÷íîå âçàèìî-
äåéñòâèå ñ ÌÑÊ óñèëèâàåò ýòîò ýôôåêò. Òàêèì îáðàçîì,
ïîìèìî ñåêðåöèè öåëîãî ðÿäà öèòîêèíîâ ðåãóëÿòîðíàÿ
ðîëü ÌÑÊ ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ çà ñ÷åò èíäóêöèè ñèí-
òåçà êîðîòêîæèâóùèõ ÀÔÊ, íàïðèìåð ÎÀ, â ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-15-10407).

ÄÎÌÅÍ, ÀÑÑÎÖÈÈÐÎÂÀÍÍÛÉ Ñ ÖÈÍÊÎÂÛÌÈ
ÏÀËÜÖÀÌÈ (ZAD) ÁÅËÊÀ ZAF1, ÍÅÎÁÕÎÄÈÌ ÄËß
ÏÎÄÄÅÐÆÀÍÈß ÏÅÒÅËÜ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ. © Í. À. Çîëî-
òàðåâ, Î. Â. Êûð÷àíîâà, À. Í. Áîí÷óê, Î. Ã. Ìàêñèìåíêî,
Ï. Ã. Ãåîðãèåâ. Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ, Ìîñêâà, ni-
ñkîlàó.zîlîtàråv@óàndåõ.ru

Àðõèòåêòóðíûå (èíñóëÿòîðíûå) áåëêè íåîáõîäèìû
äëÿ ïîääåðæàíèÿ ñòðóêòóðû õðîìàòèíà è ñáëèæåíèÿ ïðî-
ìîòîðîâ ñ ýíõàíñåðàìè. Ó äðîçîôèëû îïèñàí ðÿä àðõè-
òåêòóðíûõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ (dCTCF, Su(Hw),
Zw5, Pita, ZIPIC è äð.). Âñå èçâåñòíûå èíñóëÿòîðíûå áåë-
êè äðîçîôèëû âçàèìîäåéñòâóþò ñ êîôàêòîðîì CP190.
Ýòîò áåëîê íå ñïîñîáåí ñâÿçûâàòü ÄÍÊ, íî ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ ïðèâëåêàåòñÿ íà õðîìàòèí.
CP190 ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè îòêðûòîãî õðîìàòèíà è
ïðåèìóùåñòâåííî ëîêàëèçóåòñÿ íà ïðîìîòîðàõ ãåíîâ.

Â ýòîé ðàáîòå íàìè îïèñàí íîâûé àðõèòåêòóðíûé áå-
ëîê CG6808, êîòîðûé ìû íàçâàëè ZAF1 (ZAD domain Ar-
chitectural Factor 1). Íà N-êîíöå ýòîãî áåëêà ðàñïîëîæåí
äîìåí, àññîöèèðîâàííûé ñ öèíêîâûìè ïàëüöàìè (ZAD),
íà C-êîíöå íàõîäèòñÿ êëàñòåð èç ïÿòè öèíêîâûõ ïàëüöåâ
«Ñ2Í2»-òèïà. Òàêàÿ ñòðóêòóðà õàðàêòåðíà è äëÿ íåêîòî-
ðûõ äðóãèõ àðõèòåêòóðíûõ áåëêîâ — Zw5, Pita è ZIPIC.
Ìû ðàíåå ïîêàçàëè, ÷òî ZAD-äîìåíû ýòèõ áåëêîâ îáðàçó-
þò ãîìîäèìåðû. Èñïîëüçóÿ ñøèâêó áåëêîâ ãëóòåðàëüäå-
ãèäîì è êîýêñïðåññèþ áåëêîâ â êëåòêàõ E. coli, ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ZAD-äîìåí ZAF1 òàêæå ñïåöèôè÷íî äèìå-
ðèçóåòñÿ. Ïîäîáíî äðóãèì èíñóëÿòîðíûì áåëêàì ZAF1
ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîôàêòîðîì CP190. Ñ ïîìîùüþ äðîææåâîé
äâóãèáðèäíîé ñèñòåìû ìû îïðåäåëèëè, ÷òî äëÿ âçàèìî-
äåéñòâèÿ íåîáõîäèì ó÷àñòîê èç 25 àìèíîêèñëîò â ñðåä-
íåé ÷àñòè áåëêà.

Èñïîëüçóÿ ìåòîä èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà ñ
ïîñëåäóþùèì ãëóáîêèì ñåêâåíèðîâàíèåì (ChIP-seq), ìû
âûÿâèëè 307 ïèêîâ ñâÿçûâàíèÿ äëÿ ZAF1. Íàéäåííûå
ïèêè ÷àñòî íàõîäÿòñÿ â ïðîìîòîðàõ ãåíîâ è ñîâïàäàþò ñ
ïèêàìè CP190. Â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ïèêîâ ZAF1 ìû
îáíàðóæèëè îáîãàùåííûé ìîòèâ, ñ êîòîðûì áåëîê ñâÿçû-
âàåòñÿ íàïðÿìóþ.

Ðàíåå, èñïîëüçóÿ ìîäåëüíóþ ñèñòåìó íà îñíîâå ãåíà
white, îòâåòñòâåííîãî çà ïèãìåíòàöèþ ãëàç, ìû ïîêàçàëè,
÷òî ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ Zw5, Pita è ZIPIC ñïîñîáíû
ïîääåðæèâàòü ïåòëè õðîìàòèíà. ZAF1 íå ýêñïðåññèðóåò-
ñÿ â ãëàçíûõ èìàãèíàëüíûõ äèñêàõ, ÷òî ïîçâîëèëî íàì
ìîäåðíèçèðîâàòü íàøó ìîäåëüíóþ ñèñòåìó. Ìû ýêñïðåñ-
ñèðîâàëè ZAF1 è åãî äåëåöèîííûå ïðîèçâîäíûå ïîä êîí-
òðîëåì òêàíåñïåöèôè÷íîãî ïðîìîòîðà. Èñïîëüçóÿ òàêîé
âàðèàíò ìîäåëüíîé ñèñòåìû, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ZAF1 ïðî-
ÿâëÿåò ýíõàíñåðáëîêèðóþùóþ àêòèâíîñòü è ñïîñîáåí
ïîääåðæèâàòü ïåòëè ÄÍÊ. Îäíàêî áåëîê áåç ZAD-äîìåíà
òåðÿåò ýòè àêòèâíîñòè. ZAF1 áåç ó÷àñòêà âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ CP190 ïðîäîëæàåò áëîêèðîâàòü ýíõàíñåðû, íî íå ñïîñî-
áåí ïîääåðæèâàòü ïåòëè ÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, âàæíîé
ôóíêöèåé ZAD-äîìåíà ÿâëÿåòñÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíî-
âûõ ïåòåëü.

Òàê êàê ZAF1 ñòðóêòóðíî ïîõîæ íà ðàíåå îïèñàííûå
àðõèòåêòóðíûå áåëêè Zw5, Pita è ZIPIC, ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî äîìåíû, àññîöèèðîâàííûå ñ öèíêîâûìè ïàëüöà-
ìè, âàæíû äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìíîãèõ àðõèòåêòóðíûõ
áåëêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00166).

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÈÌÌÓÍÎÑÓÏÐÅÑÑÈÂÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎ-
ÑÒÈ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â
ÓÑËÎÂÈßÕ ÃÈÏÎÊÑÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÑÒÐÅÑÑÀ. © Ê. Â. Çîð-
íèêîâà, À. Í. Ãîðíîñòàåâà, Å. Ð. Àíäðååâà. Èíñòèòóò ìå-
äèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, kse2574@
yandex.ru

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 761



Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
(ÌÑÊ) — ñòðîìàëüíûå ïðåäøåñòâåííèêè, ñïîñîáíûå
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ïî ðàçëè÷íûì íàïðàâëåíèÿì è âëè-
ÿòü íà ðåïàðàöèþ, ðåãåíåðàöèþ è èììóííûé îòâåò. Áëà-
ãîäàðÿ ýòèì ñâîéñòâàì, â îñîáåííîñòè èììóíîñóïðåññèè,
ÌÑÊ ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ êëå-
òî÷íîé òåðàïèè è ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî â òêàíÿõ îðãàíèçìà êîíöåíòðà-
öèÿ êèñëîðîäà ñîñòàâëÿåò 1—10 %. Â äàííîé ðàáîòå èçó-
÷åíî âëèÿíèå êðàòêîñðî÷íîãî ãèïîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ
íà èììóíîñóïðåññîðíûå ñïîñîáíîñòè ÌÑÊ, ïîñòîÿííî
êóëüòèâèðóåìûõ ïðè óðîâíå Î2, áëèçêîì ê òêàíåâîìó
(5 %), â îòíîøåíèè àêòèâèðîâàííûõ ìîíîíóêëåàðîâ êðî-
âè (ÌÍÊ).

ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè çäîðîâûõ äîíîðîâ ïîñòîÿííî
êóëüòèâèðîâàëè ïðè 5 % Î2. Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ óñëîâèé
ãèïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà êëåòêè ïîìåùàëè â ãèïîêñè÷å-
ñêóþ êàìåðó ñ ñîäåðæàíèåì Î2 ìåíåå 1 % íà 24 ÷. Ïîñëå
ýòîãî ÌÑÊ ñîêóëüòèâèðîâàëè ïðè 5 % Î2 ñ àêòèâèðîâàí-
íûìè ôèòîãåìàããëþòèíèíîì ÌÍÊ èç ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè. Àíàëèç ïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà àãðàíóëÿðíûõ
ëåéêîöèòîâ, ñóáïîïóëÿöèîííûé ñîñòàâ Ò-êëåòîê, èõ àêòè-
âàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷-
íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.

Ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ íå ïîâëèÿë íà ñïîñîáíîñòü
ÌÑÊ ïîäàâëÿòü ïðîëèôåðàöèþ ÌÍÊ, îäíàêî ñóïðåññèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ÅÊ-Ò-, ÅÊ-êëåòîê è Â-ëèì-
ôîöèòîâ áûëà ñíèæåíà. Àíàëèç èçìåíåíèÿ äîëè Ò-êëå-
òîê, íåñóùèõ ìàðêåðû àêòèâàöèè CD25 è HLA-DR, ïîêà-
çàë, ÷òî ÌÑÊ ïîñëå ãèïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà ìåíüøå
ïîäàâëÿþò Ò-êëåòêè, íåñóùèå ìàðêåð ïîçäíåé àêòèâàöèè
HLA-DR. Ñðåäè êëåòîê, àäãåçèðîâàâøèõ ê ÌÑÊ ïîñëå ãè-
ïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà, áûëî îòìå÷åíî ñíèæåíèå äîëè ìî-
íîöèòîâ è óâåëè÷åíèå äîëè ÅÊ-Ò-êëåòîê.

Èçìåíåíèå ïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà àäãåçèðîâàííûõ
ëåéêîöèòîâ ïîñëå ãèïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà ìîæåò óêàçû-
âàòü íà íàðóøåíèå èììóíîñóïðåññèè, îïîñðåäîâàííîé
ïðÿìûìè êîíòàêòàìè êëåòêà—êëåòêà. Â öåëîì ïîëó÷åí-
íûå äàííûå äàþò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî ãèïîêñè÷åñêèé
ñòðåññ â ìåñòàõ ïîâðåæäåíèÿ òêàíè ìîæåò íåãàòèâíî ñêà-
çûâàòüñÿ íà èììóíîìîäóëÿòîðíîì ïîòåíöèàëå ÌÑÊ.

ÏÐÎÖÅÑÑÈÍÃ a-ÒÓÁÓËÈÍÀ Â ÐÅÇÓËÜÒÀÒÅ ÂÇÀÈ-
ÌÎÄÅÉÑÒÂÈß Ñ ÏÐÎÒÅÀÑÎÌÎÉ. © Å. Þ. Èâàíîâà,1, 2

Ò. Î. Àðòàìîíîâà,3 Ì. À. Õîäîðêîâñêèé,3 À. Ñ. Öèìîõà.2
1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, 2 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 3 Öåíòð íàíî-
áèîòåõíîëîãèé Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ïîëèòåõíè÷åñêîãî
óíèâåðñèòåòà Ïåòðà Âåëèêîãî, ivanoval.027@gmail.com

Ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé êîìïëåêñ, îòâå÷à-
þùèé çà èçáèðàòåëüíóþ äåãðàäàöèþ áîëüøèíñòâà áåëêîâ
â ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå, íàçûâàåòñÿ 26S ïðîòåàñîìîé.
Ñóùåñòâóåò ðÿä áåëêîâ ñ èçâåñòíûìè è íåèçâåñòíûìè
ôóíêöèÿìè, êîòîðûå ïîñòîÿííî èëè êðàòêîñðî÷íî ñâÿçû-
âàþòñÿ ñ ïðîòåàñîìàìè. Îïðåäåëåíèå áåëêîâ, âçàèìîäåé-
ñòâóþùèõ ñ ïðîòåàñîìàìè, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ
ýòàïîâ â ïîíèìàíèè ôóíêöèé ïðîòåàñîì â êëåòêå è ìå-
õàíèçìîâ èõ ðåãóëÿöèè. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è íà ïðè-
ìåðå êëåòîê ìèåëîãåííîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ìû èñïîëü-
çîâàëè ñòðàòåãèþ àôôèííîé î÷èñòêè 26S ïðîòåàñîì ñ
ïîñëåäóþùèì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì àíàëèçîì. Ñ ïî-
ìîùüþ MALDI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èäåíòèôèöèðî-
âàíû âñå ñóáúåäèíèöû 26S ïðîòåàñîìû, à òàêæå ðåãóëÿ-

òîðû PA200 è PA28g. Ñðåäè àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòàñî-
ìàìè áåëêîâ ìû îáíàðóæèëè êîìïîíåíòû óáèêâè-
òèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû, áåëêè òåïëîâîãî øîêà è íå-
êîòîðûå áåëêè öèòîñêåëåòà (àêòèí, b-àêòèíèí 4 è a- è
b-òóáóëèíû). Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì àí-
òèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê a-òóáóëèíó (TUBA4A), âûÿâèë
ïðèñóòñòâèå â êîìïëåêñå ñ î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè
óêîðî÷åííîé ôîðìû áåëêà ñ ìîë. ìàññîé, ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé 40 êÄà â ñèñòåìå SDS-ýëåêòðîôîðåçà. Èçâåñòíî íå-
ñêîëüêî ãåíîâ a- è b-òóáóëèíîâ, âñå îíè âûñîêîêîíñåðâà-
òèâíû êàê ìåæäó ñîáîé, òàê è ìåæäó âèäàìè. Äëÿ ìíîãèõ
áåëêîâ ñåìåéñòâà a-òóáóëèíîâ (48—49 êÄà) ïîêàçàíî ñó-
ùåñòâîâàíèå ðàçëè÷íûõ èçîôîðì — ðåçóëüòàò àëüòåðíà-
òèâíîãî ñïëàéñèíãà. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî íàáëþäàåìàÿ óêî-
ðî÷åííàÿ èçîôîðìà a-òóáóëèíà, îäíàêî, ïîÿâëÿåòñÿ â ðå-
çóëüòàòå ïðîöåññèíãà ïðîòåàñîìàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-08128) è Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðî-
åêò 16-14-10343).

ÒÀÍÄÅÌÍÛÅ ÏÎÂÒÎÐÛ IN SILICO È IN SITU Â ÃÅ-
ÍÎÌÅ ÊÈÒÀÉÑÊÎÃÎ ÕÎÌß×ÊÀ CRICETULUS GRI-
SEUS. © Í. Ã. Èâàíîâà, Â. Í. Ñòåôàíîâà, Ä. È. Îñòðî-
ìûøåíñêèé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
vestefan@mail.ru

Òàíäåìíûå ïîâòîðû (ÒÏ) — ìèíèìàëüíî èçó÷åííûé
è ìàêñèìàëüíî èçìåí÷èâûé êîìïîíåíò ãåíîìà. Äëÿ èçó-
÷åíèÿ èçìåí÷èâîñòè ÒÏ â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ
èñïîëüçîâàëè õîìÿêîâ ðîäà Cricetulus è áëèçêîãî ðîäà
Mesocricetus. Â áàçå äàííûõ ñîáðàííûõ ãåíîìîâ ïðèñóò-
ñòâóþò ñáîðêè ãåíîìîâ äâóõ ïðåäñòàâèòåëåé Cricitenae
(Cricetidae, Rodentia): Mesocricetus auratus (ñèðèéñêèé õî-
ìÿ÷îê) è Cricetulus griseus (êèòàéñêèé õîìÿ÷îê). Êëàäû,
âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ Mesocricetus è Cricetulus, ðàçîøëèñü
â ýâîëþöèè 7—12 ìëí ëåò íàçàä. ÒÏ ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà
áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ðàíåå (Ìèõååâ è äð., 2015), ïîý-
òîìó çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëà õàðàêòåðèñòèêà ÒÏ
êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà.

Äëÿ ýòîãî âèäà èçâåñòíû äâà êëîíèðîâàííûõ ÒÏ —
HC2sat è Sau1.5 ïî íîìåíêëàòóðå Repbase. ÒÏ Sau1.5 ÿâ-
ëÿåòñÿ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûì è ðàñïîëàãàåòñÿ â öåíò-
ðîìåðíîì è ñóáòåëîìåðíîì ðàéîíàõ íà ìàëîì ïëå÷å
5-é õðîìîñîìû. Äëèíà ìîíîìåðà Sau1.5 ñîñòàâëÿåò
33 ï. í. Ñ ïîìîùüþ Fiber-FISH ïîêàçàëè, ÷òî ýòîò ÒÏ îð-
ãàíèçîâàí â äâà ïîëÿ, êàæäîå èç êîòîðûõ çàíèìàåò
250—500 ò. ï. í. (Faravelli et al., 1998). Ýòîìó ÒÏ ñîîòâåò-
ñòâóåò íàéäåííîå íàìè ñåìåéñòâî ÒÏ CG-33A.

Ñ ïîìîùüþ ðàíåå ðàçðàáîòàííûõ ìåòîäîâ (Komissa-
rov et al., 2011; Ìèõååâ è äð., 2015) in silico áûëè íàéäåíû
ÒÏ â òðåõ ñáîðêàõ ãåíîìà êèòàéñêîãî è ñèðèéñêîãî õî-
ìÿ÷êîâ. ÒÏ, îòñîðòèðîâàííûå ïî ìàêñèìàëüíîìó ñîäåð-
æàíèþ â áàçàõ ðèäîâ, ïîêàçûâàþò îãðàíè÷åííîå ïåðå-
êðûâàíèå íàáîðîâ ÒÏ ó õîìÿ÷êîâ ðàçíûõ ðîäîâ. Íå îáíà-
ðóæåíî íè îäíîãî ÒÏ, ñóùåñòâóþùåãî â ãåíîìàõ îáîèõ
ðîäîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, õîìÿ÷êè ÿâëÿþòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî
ïåðñïåêòèâíûì îáúåêòîâ äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ðàçëè÷èé
íàáîðîâ ÒÏ â ðîäñòâåííûõ ãåíîìàõ.

Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ñáîðêó APMK, ñäåëàííóþ
íà îñíîâå ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍÊ ñîðòèðîâàííûõ õðîìî-
ñîì, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäñêàçàòü ðàñïðåäåëåíèå ÒÏ ïî õðî-
ìîñîìàì. Íîìåíêëàòóðà ÒÏ âêëþ÷àåò â ñåáÿ äëèíó ìîíî-
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ìåðà (öèôðà) è áóêâó-èíäåêñ, åñëè ó ÒÏ îäíà äëèíà ìîíî-
ìåðà, íî ðàçíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà FISH íà õðîìîñîìàõ êèòàéñêîãî
õîìÿ÷êà êàðòèðîâàëè 11 íàèáîëåå ïðåäñòàâëåííûõ â ãå-
íîìå ÒÏ. Äëÿ ãèáðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè êîðîòêèå ñèí-
òåòè÷åñêèå îäíîöåïî÷å÷íûå íóêëåîòèäíûå çîíäû, ñïåöè-
ôè÷íûå äëÿ êàæäîãî èññëåäóåìîãî ñåìåéñòâà ÒÏ. Èäåí-
òèôèêàöèþ õðîìîñîì êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ïðîâîäèëè
ñîãëàñíî ìåæäóíàðîäíîé íîìåíêëàòóðå (Ray, Mohan-
des,1976). Â îòëè÷èå îò ðîäà Mus (ìûøè) (Stefanova et al.,
in press) ó êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ïîçèöèè ÒÏ, ïðåäñêàçàí-
íûå in silico è âûÿâëåííûå in situ íà îïðåäåëåííûõ õðî-
ìîñîìàõ, ñîâïàäàþò ëó÷øå. Ðàñïðåäåëåíèå ñèãíàëîâ
ñèëüíî îòëè÷àåòñÿ îò ðàíåå èçó÷åííûõ æèâîòíûõ (ìûøü
è ñâèíüÿ). Âñå ïðîáû äàþò î÷åíü ñèëüíûé ñèãíàë íà äâóõ
ïàðàõ õðîìîñîì: íà 5-é ïàðå è îäíîé èç ïàð ìàëåíüêèõ
õðîìîñîì (9—10-ÿ ïàðà). ÒÏ 84À, ñîäåðæàùèé ôðàãìåíò
Zn-finger äîìåíà, êîòîðûé äî ñèõ ïîð âûÿâëÿëè íà âñåõ
õðîìîñîìàõ ó âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ âèäîâ, ðàñïîëî-
æåí íà 7 õðîìîñîìàõ ñ ìàêñèìàëüíûì ñèãíàëîì íà ïàðå
ìàëåíüêèõ õðîìîñîì. Èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëîâ âàðüèðóåò
íà ðàçíûõ õðîìîñîìàõ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î êîëè÷åñò-
âåííîì ðàçëè÷èè ñîäåðæàíèÿ ÒÏ. Íî â îòëè÷èå îò ìûøè
èëè ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà íè îäíà ïðîáà íå äàåò ñèãíàëà íà
âñåõ õðîìîñîìàõ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè îá-
ùåãî äëÿ âñåãî ãåíîìà ìàæîðíîãî ÒÏ.

Îïðåäåëåíèå ðîëè è ôóíêöèé ñàìîãî áûñòðî ýâîëþ-
öèîíèðóþùåãî êîìïîíåíòà ãåíîìîâ — òàíäåìíûõ ïîâòî-
ðîâ — íåâîçìîæíî áåç èõ êëàññèôèêàöèè. Ãåíîì êèòàé-
ñêîãî õîìÿ÷êà îêàçàëñÿ óíèêàëüíûì êàê ïî ëîêàëèçàöèè,
òàê è ïî ñîñòàâó êëàññèôèöèðîâàííûõ è êàðòèðîâàí-
íûõ ÒÏ.

ÐÅÄÎÊÑ-ÑÒÀÒÓÑ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎ-
ÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Þ. Ñ. Èâàíîâà, Í. À. Ïóãîâêèíà,
È. Â. Êîæóõàðîâà, È. Ñ. Ñìèðíîâà, Í. Í. Íèêîëüñêèé,
Î. Ã. Ëþáëèíñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, ju.s.ivanova@yandex.ru

Ïîääåðæàíèå ôèçèîëîãè÷åñêîãî óðîâíÿ àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) íåîáõîäèìî äëÿ íîðìàëüíîé æèç-
íåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê. Ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì äàí-
íûì (Armstrong et al., 2010; Dannenmanna et al., 2016),
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè îáëàäàþò ñïåöèôè-
÷åñêèì ðåäîêñ-ñòàòóñîì ïî ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåíöèðî-
âàííûìè êëåòêàìè. Ýòà ñïåöèôè÷íîñòü õàðàêòåðèçóåòñÿ
ïîíèæåííûì óðîâíåì ÀÔÊ è ïîâûøåííûì óðîâíåì ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ. Ýìáðèî-
íàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (ÝÑÊ) îáëàäàþò õà-
ðàêòåðèñòèêàìè, ñóùåñòâåííî îòëè÷àþùèìè èõ îò äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Áëàñòîöèñòà, èç âíóòðåííåé
êëåòî÷íîé ìàññû êîòîðîé îíè âûäåëåíû, èçíà÷àëüíî íà-
õîäèòñÿ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, à ñàìè ÝÑÊ ñîäåðæàò ìèòî-
õîíäðèè ñ íåçðåëûìè êðèñòàìè. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûëî ñðàâíèòü ðåäîêñ-ñòàòóñ è ðåäîêñ-ðåãóëÿöèþ êëåòî÷-
íîé ïðîëèôåðàöèè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ýíäî-
ìåòðèÿ (ýÌÑÊ), ÝÑÊ, à òàêæå äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïî-
òîìêîâ ÝÑÊ — äèôÝÑÊ.

Äëÿ îöåíêè ðåäîêñ-ñòàòóñà íàìè áûëè èçìåðåíû òà-
êèå ïàðàìåòðû, êàê óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ è
ñêîðîñòü ýëèìèíàöèè âíåêëåòî÷íîé ïåðåêèñè âîäîðîäà,
âåëè÷èíû êîòîðûõ îêàçàëèñü ñóùåñòâåííî íèæå â êóëü-
òóðàõ ÝÑÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ ýÌÑÊ è äèôÝÑÊ. Îäíàêî
íîðìèðîâàííûå íà âåëè÷èíó êëåòî÷íîãî îáúåìà çíà÷åíèÿ

äàííûõ ïàðàìåòðîâ îêàçàëèñü î÷åíü áëèçêè äðóã ê äðóãó.
Òàêèì îáðàçîì, îáíàðóæåííàÿ ïåðâîíà÷àëüíî ðàçíèöà
ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ñòâîëîâûõ è äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê áûëà ïðåèìóùåñòâåííî âûçâàíà ðàçëè÷è-
åì â êëåòî÷íûõ ðàçìåðàõ, à íå íàëè÷èåì îñîáîãî ðå-
äîêñ-ñòàòóñà. Â ýòîé ðàáîòå áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî
âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ îñöèëëèðóåò ïðè ïðîäâè-
æåíèè êëåòîê ïî ïðîëèôåðàòèâíîìó öèêëó, à íàïðàâëåí-
íîå èçìåíåíèå ðåäîêñ-áàëàíñà ñ ïîìîùüþ àíòèîêñèäàí-
òîâ ïðèâîäèò ê çàìåäëåíèþ ïðîëèôåðàöèè è áëîêó êëå-
òî÷íîãî öèêëà â ôàçå (G0)/G1. Êðîìå òîãî, íàáëþäàåìûé
áëîê ïðîëèôåðàöèè ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîíèæåíèåì óðîâíÿ
öèêëèíà À, ÷òî áûëî ðàíåå ïîêàçàíî òàêæå è äëÿ äðóãèõ
ëèíèé äèôôåðåíöèðîâàííûõ, â òîì ÷èñëå è îïóõîëåâûõ,
êëåòîê (Havens et al., 2006).

Òàêèì îáðàçîì, äàííàÿ ðàáîòà ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî îñíîâíûå ðåäîêñ-ïàðàìåòðû è ïðèíöèïû ó÷àñòèÿ
ÀÔÊ â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè ÿâëÿþòñÿ ñõîæèìè êàê
äëÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê, òàê è äëÿ èõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ
ïîòîìêîâ.

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

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ Â ÏÎÇÄÍÈÕ
ÂÈÒÅËËÎÃÅÍÍÛÕ ÎÎÖÈÒÀÕ ÒÐÀÂßÍÎÉ ËßÃÓØ-
ÊÈ RANA TEMPORARIA. © Í. Â. Èëüè÷åâà,1 Ä. Þ. Êèðþ-
øèíà,2 Ë. Ñ. Àäîíèí,1, 3 Ã. Í. Ïî÷óêàëèíà,1 Î. È. Ïîäãîð-
íàÿ.1, 2, 3 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò è
3 Äàëüíåâîñòî÷íûé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, Âëàäèâî-
ñòîê, nad9009@yandex.ru

Îîöèòû íà ñòàäèè ïîçäíåé äèïëîòåíû õàðàêòåðèçó-
þòñÿ çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâ-
íîñòè. Â ýòî âðåìÿ õðîìîñîìû êîíäåíñèðóþòñÿ è ñîáèðà-
þòñÿ â îãðàíè÷åííîì îáúåìå ÿäðà ñ îáðàçîâàíèåì êàðèî-
ñôåðû. Ó òðàâÿíîé ëÿãóøêè Rana temporaria êàðèîñôåðà
îêðóæåíà âíåøíåé êàïñóëîé, ñîñòîÿùåé èç ôèáðèëëÿðíî-
ãî êîìïîíåíòà, â êîòîðûé âêëþ÷åíû ìíîãî÷èñëåííûå
áåëêîâûå òåëüöà. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëå-
äîâàíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè îîöèòîâ R. tempo-
raria V è VI ñòàäèé ðàçâèòèÿ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû
ñïëàéñèíãà ïðîâîäèëè íåïðÿìîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå
îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè Y12 ê Sm-áåëêàì ìÿÐÍÏ è àí-
òèòåëàìè K121 ê 5R-òðèìåòèëãóàíîçèíîâîìó êýïó ìÿÐÍÊ.
Íà V ñòàäèè ìÿÐÍÊ ëîêàëèçîâàíû â ìåëêèõ ãðàíóëàõ ðàç-
ìåðîì 1—2 ìêì, àññîöèèðîâàííûõ ñ õðîìîñîìàìè, à òàê-
æå â áîëåå êðóïíûõ ãðàíóëàõ (3—5 ìêì), ðàñïðåäåëåííûõ
ïî âîëîêíèñòîìó êîìïîíåíòó êàïñóëû, êîòîðûå ïðåäïîëî-
æèòåëüíî ÿâëÿþòñÿ Á-ñíåðïîñîìàìè. Íà VI ñòàäèè
ìÿÐÍÊ ðàñïîëîæåíû òîëüêî â Á-ñíåðïîñîìàõ. Sm-áåëêè
ìÿÐÍÏ âûÿâëåíû â Á-ñíåðïîñîìàõ è â âîëîêíèñòîì êîì-
ïîíåíòå êàïñóëû êàðèîñôåðû íà V è VI ñòàäèÿõ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñàéòîâ òðàíñêðèïöèè ïðîâîäèëè
ìèêðîèíúåêöèè BrUTP â îîöèòû ñ ïîñëåäóþùèì èììó-
íîôëóîðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì ÿäåð àíòèòåëàìè ê
BrUTP. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà V ñòàäèè õðîìàòèí ñîõðàíÿ-
åò îñòàòî÷íóþ òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü, â òî âðåìÿ
êàê íà VI ñòàäèè âêëþ÷åíèå BrUTP ïðàêòè÷åñêè íå íà-
áëþäàåòñÿ. Ëîêàëèçàöèþ òðàíñêðèïòîâ, ñèíòåçèðîâàí-
íûõ â ÿäðå îîöèòà íà V ñòàäèè, îïðåäåëÿëè ìåòîäîì
FISH. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ çîíäà èç ëèçàòà ÿäåð âûäåëÿëè

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 763



õðîìàòèíîàññîöèèðîâàííóþ ôðàêöèþ ÐÍÊ, ïðîâîäèëè
îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ ñ âûðîæäåííûìè ãåêñà-ïðàéìå-
ðàìè è ìå÷åíèå ïîëó÷åííîé êÄÍÊ áèîòèíèëèðîâàííûì
dUTP. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè çîíäû, ïîëó-
÷åííûå èç íóêëåîïëàçìåííîé è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ôðàêöèé ÐÍÊ îîöèòà. Îáíàðóæåíî, ÷òî ÐÍÊ, òðàíñêðèáè-
ðóåìàÿ â îîöèòå íà V ñòàäèè, îñòàåòñÿ â ÿäðå è ðàñïðåäå-
ëÿåòñÿ ïî âîëîêíèñòîìó êîìïîíåíòó êàïñóëû êàðèîñôå-
ðû. Â äàëüíåéøåì ïëàíèðóåòñÿ ïðîâåñòè ñåêâåíèðîâàíèå
ÐÍÊ, ñèíòåçèðóåìîé â ïîçäíèõ âèòåëëîãåííûõ îîöèòàõ
R. temporaria, ÷òîáû âûÿñíèòü ðîëü ýòèõ òðàíñêðèïòîâ â
îîãåíåçå è ðàííåì ýìáðèîãåíåçå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ», Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé (ïðîåêòû 16-34-00714 è 15-04-01857) è Ðîññèé-
ñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 15-15-20026).

ÄÈÍÀÌÈÍ, ÊÎÐÒÀÊÒÈÍ È ARP2/3-ÊÎÌÏËÅÊÑ ÍÅ-
ÎÁÕÎÄÈÌÛ ÄËß ÏÅÐÅÕÎÄÀ ÝÔÐ-ÐÅÖÅÏÒÎÐÍÛÕ
ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÈÇ ÐÀÍÍÈÕ ÝÍÄÎÑÎÌ Â ÏÎÇÄÍÈÅ.
© Ð. Ñ. Êàìåíöåâà,1 Â. Â. Êîøåâåðîâà,1 Ì. Â. Õàð÷åíêî,1

Å. Ñ. Êîðíèëîâà.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåð-
ñèòåò, rkamentseva@yandex.ru

Ýíäîöèòîç ðàçëè÷íûõ ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ â
êîìïëåêñå ñ èõ ëèãàíäàìè èãðàåò âàæíóþ ðîëü êàê
â îáåñïå÷åíèè êëåòêè ïèòàòåëüíûìè âåùåñòâàìè, òàê è â
ïðîâåäåíèè ñèãíàëà îò ñèãíàëüíûõ ðåöåïòîðîâ, òàêèõ êàê
ðåöåïòîðíûå òèðîçèíêèíàçû (ÐÒÊ). Òàê, îäíà èç êëàññè-
÷åñêèõ ÐÒÊ, ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà
(ÐÝÔÐ), ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ÝÔÐ èíòåðíàëèçóåòñÿ è íà-
ïðàâëÿåòñÿ â ëèçîñîìû, ãäå ïðîèñõîäèò äåãðàäàöèÿ ëè-
ãàíä-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Îäíèì èç âàæíåéøèõ ýòà-
ïîâ íà ïóòè ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè ÿâëÿåòñÿ ïåðåõîä
ãðóçà èç ðàííèõ Rab5/EEA1-ïîçèòèâíûõ ýíäîñîì â ïîçä-
íèå Rab7-ïîëîæèòåëüíûå. Íà îñíîâàíèè èññëåäîâàíèÿ
ýíäîöèòîçà ëèïîïðîòåèíîâ íèçêîé ïëîòíîñòè (ËÏÍÏ) è
áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) äîëãîå âðåìÿ
ñ÷èòàëîñü, ÷òî ýòîò ïåðåõîä îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñðåäñòâîì
òàê íàçûâàåìîé Rab5/Rab7-êîíâåðñèè, ò. å. çàìåùåíèÿ
ÃÒÔàçû íà îäíîì è òîì æå ó÷àñòêå ìåìáðàíû ïóòåì äèñ-
ñîöèàöèè Rab5 è ïðèâëå÷åíèÿ èç öèòîïëàçìû íà ìåìáðà-
íó Rab7. Îäíàêî ìåòîäîì ïðèæèçíåííîé ìèêðîñêîïèè
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â õîäå ýíäîöèòîçà ÐÝÔÐ ïðîèñ-
õîäèò îáðàçîâàíèå ãèáðèäíûõ âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ
Rab5, EEA1 è Rab7, à çàòåì ñåãðåãàöèÿ ìåìáðàííûõ äî-
ìåíîâ, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé îáðàçóþòñÿ Rab5/EEA1-ïî-
çèòèâíàÿ âåçèêóëà è âåçèêóëà, íåñóùàÿ Rab7 è ÝÔÐ. Ïî
ñòåðèîìåòðèè ïðîöåññ ñåãðåãàöèè ýíäîñîìàëüíûõ âåçè-
êóë ñõîæ ñ èíòåðíàëèçàöèåé íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íå, â êîòîðîé, êàê èçâåñòíî, ó÷àñòâóþò äèíàìèí è àêòèí,
ïîëèìåðèçóþùèéñÿ ñ ïîìîùüþ Arp2/3-êîìïëåêñà è êîð-
òàêòèíà. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî óç-
íàòü, âîâëå÷åíû ëè ýòè áåëêè â ñåãðåãàöèþ Rab5- è
Rab7-ïîçèòèâíûõ äîìåíîâ â õîäå ýíäîöèòîçà ÐÝÔÐ.
Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé ìèê-
ðîñêîïèè ìû ïîêàçàëè, ÷òî êîðòàêòèí ÷åðåç 15—30 ìèí
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÝÔÐ ëîêàëèçóåòñÿ ìåæäó çàÿêîðåííû-
ìè äðóã ñ äðóãîì EEA1- è ÝÔÐ-ïîçèòèâíûìè âåçèêóëà-
ìè. Òàêæå ïðè äîáàâëåíèè ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè
ýíäîöèòîçà èíãèáèòîðîâ äèíàìèíà è Arp2/3-êîìïëåêñà

(äèíàñîð è CK666) êîëè÷åñòâî òàêèõ çàÿêîðåííûõ âåçè-
êóë áûëî áîëüøå è íà áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ ýíäîöèòîçà.
Ñ ïîìîùüþ ïðèæèçíåííîé ìèêðîñêîïèè ìû ïîäòâåð-
äèëè, ÷òî ýòè âåçèêóëû äîëãîå âðåìÿ äâèæóòñÿ, êàê ñâÿ-
çàííûå ìåæäó ñîáîé, íî íå ñïîñîáíûå ñåãðåãèðîâàòü
ïîëíîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëüíûõ, íåîáðàáîòàí-
íûõ èíãèáèòîðàìè êëåòêàõ, ÐÝÔÐ/Rab7-ïîëîæèòåëüíûå
äîìåíû âûäåëÿþòñÿ èç ãèáðèäíîé âåçèêóëû óæå ÷åðåç
20—40 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Òàêèì îáðà-
çîì, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ôîðìèðîâàíèå äîìåíîâ íà ìåìá-
ðàíå ýíäîñîìû ïðîèñõîäèò è ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè
äèíàìèíà è Arp2/3 êîìïëåêñà, îíè, âåðîÿòíî, èãðàþò
êëþ÷åâóþ ðîëü â îêîí÷àòåëüíîì ðàçäåëåíèè ìåìáðàí íå
òîëüêî ïðè èíòåðíàëèçàöèè íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå,
íî è ïðè îáðàçîâàíèè ïîçäíèõ ýíäîñîì.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è
ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÔÀÍÎ ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðó-
äîâàíèÿ ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» ÑÏáÃÓ.

ÂËÈßÍÈÅ ÌÓÒÀÖÈÈ ARG90PRO Â g-ÒÐÎÏÎÌÈÎÇÈ-
ÍÅ, ÀÑÑÎÖÈÈÐÎÂÀÍÍÎÉ Ñ ÂÐÎÆÄÅÍÍÎÉ ÄÈÑÏ-
ÐÎÏÎÐÖÈÅÉ ÒÈÏÎÂ ÌÛØÅ×ÍÛÕ ÂÎËÎÊÎÍ, ÍÀ
ÊÎÍÔÎÐÌÀÖÈÎÍÍÛÅ ÏÅÐÅÑÒÐÎÉÊÈ ÀÊÒÈÍÀ Â
ÀÒÔàçíîì ÖÈÊËÅ. © Î. Å. Êàðïè÷åâà,1 À. Î. Ñèìîíÿí,1, 2

×. Ñ. Ðýäâóä,3 Þ. Ñ. Áîðîâèêîâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé óíèâåðñèòåò è 3 Îêñôîðäñêèé óíèâåðñèòåò, Îêñôîðä.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ìóòàöèé â ñîêðàòèòåëüíûõ áåëêàõ,
ñâÿçàííûõ ñ ðàçëè÷íûìè íàñëåäñòâåííûìè ìèîïàòèÿìè
÷åëîâåêà, íà ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ìûøå÷íîãî ñî-
êðàùåíèÿ íåîáõîäèìî äëÿ ðàííåé äèàãíîñòèêè çàáîëåâà-
íèé è ðàçðàáîòêè òåðàïåâòè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê èõ ëå÷å-
íèþ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ
çîíäîâ ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèíà, ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàííûõ ñ
àêòèíîì â ìûøå÷íîì âîëîêíå, áûëè èññëåäîâàíû èçìå-
íåíèÿ â êîíôîðìàöèîííîì ñîñòîÿíèè àêòèíîâîé íèòè â
ïðèñóòñòâèè òî÷å÷íîé ìóòàöèè Arg90Pro â g-òðîïîìèîçè-
íå, àññîöèèðîâàííîé ñ âðîæäåííîé äèñïðîïîðöèåé òèïîâ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí, ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçíûõ ñîñòîÿ-
íèé öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ. Çàáîëåâàíèå õàðàêòåðèçóåò-
ñÿ ìûøå÷íîé ñëàáîñòüþ, ãèïîòîíèåé è ãèïîòðîôèåé ìû-
øå÷íûõ âîëîêîí ïåðâîãî òèïà. Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ìûøå÷íûõ âîëîêîí
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî àìèíî-
êèñëîòíûé ìîòèâ Arg90-Arg91 òðîïîìèîçèíà ó÷àñòâóåò
â ýëåêòðîñòàòè÷åñêîì âçàèìîäåéñòâèè ñ Asp25 àêòèíà,
Arg90Pro-ìóòàíòíûé òðîïîìèîçèí ñîõðàíÿåò ñïîñîá-
íîñòü âñòðàèâàòüñÿ â òîíêèå íèòè ìûøå÷íîãî âîëîêíà.
Ìåòîäîì ïîëÿðèçàöèîííîé ìèêðîôëóîðèìåòðèè óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ìóòàöèÿ èíãèáèðóåò ïåðåõîä àêòèíîâîé
íèòè âî âêëþ÷åííîå ñîñòîÿíèå ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñèëü-
íûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ àêòèíà è ìèîçèíà, ñóùåñòâåííîå
äëÿ àêòèâàöèè ãèäðîëèçà ÀÒÔ â ãîëîâêå ìèîçèíà. Ïîêà-
çàííûé äëÿ ìóòàöèè Arg90Pro ýôôåêò ÿâëÿåòñÿ ïðîòèâî-
ïîëîæíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ ýôôåêòîì ìóòàöèè Arg91Gly â
b-òðîïîìèîçèíå, ñâÿçàííîé ñ äðóãèì ñêåëåòíî-ìûøå÷-
íûì çàáîëåâàíèåì — äèñòàëüíûì àðòðîãðèïîçîì, õàðàê-
òåðèçóþùèìñÿ ïåðâè÷íûìè ãèïåðñîêðàòèòåëüíûìè ýô-
ôåêòàìè, â òîì ÷èñëå óâåëè÷åíèåì îòíîñèòåëüíîãî êîëè-
÷åñòâà âêëþ÷åííûõ àêòèíîâûõ ìîíîìåðîâ.

764 «Êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ: ïðîáëåìû è ïåðñïåêòèâû»



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-14-01224).

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÈÑÊÓÑÑÒÂÅÍÍÎÃÎ ÑÎÑÓÄÀ ÌÀËÎ-
ÃÎ ÄÈÀÌÅÒÐÀ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÁÈÎÄÅÃÐÀÄÈÐÓÅÌÎÃÎ
ÏÎËÈÌÅÐÀ, ÇÀÑÅËÅÍÍÎÃÎ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÌÈ
ÊËÅÒÊÀÌÈ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ. © Â. Á. Êàðïîâè÷,1, 2

Þ. À. Íàùåêèíà,2 Ï. Î. Íèêîíîâ,2 Í. Ì. Þäèíöåâà.2

1 Ïåðâûé Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèí-
ñêèé óíèâåðñèòåò èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà è 2 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïî äàííûì Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíåíèÿ,
çàáîëåâàíèÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû — ãëàâíàÿ
ïðè÷èíà èíâàëèäèçàöèè è ñìåðòíîñòè íàñåëåíèÿ â ðàçâè-
òûõ ñòðàíàõ ìèðà, ïðè ýòîì ôàòàëüíûì ïàòîôèçèîëîãè-
÷åñêèì ìåõàíèçìîì ÿâëÿåòñÿ èøåìèÿ îðãàíîâ è òêàíåé.

Îñíîâíûì ñïîñîáîì ëå÷åíèÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ
çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ îáëèòåðàöèåé êðîâåíîñíûõ ñî-
ñóäîâ, ÿâëÿþòñÿ øóíòèðóþùèå îïåðàöèè. Â êà÷åñòâå
øóíòîâ èñïîëüçóþò àóòîâåíû èëè àóòîàðòåðèè. Îäíàêî
îòñóòñòâèå ñîáñòâåííûõ íåîáõîäèìûõ âåí èëè àðòåðèé â
ðåçóëüòàòå èõ ïîðàæåíèÿ èëè ïðîâåäåíèÿ ïîâòîðíûõ îïå-
ðàöèé ó 30 % ïàöèåíòîâ ïðèâîäèò ê íåîáõîäèìîñòè èñ-
ïîëüçîâàíèÿ àëüòåðíàòèâíûõ ñîñóäèñòûõ ïðîòåçîâ. Íå-
ñìîòðÿ íà ýêîíîìè÷åñêóþ äîñòóïíîñòü è óäîáñòâî â ïðè-
ìåíåíèè, ñèíòåòè÷åñêèå è áèîëîãè÷åñêèå ïðîòåçû
äèàìåòðîì ìåíåå 6 ìì íå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà-
÷åñòâå øóíòîâ, òàê êàê ñóùåñòâóåò âûñîêèé ðèñê èõ áû-
ñòðîé îáëèòåðàöèè â ðåçóëüòàòå îáøèðíîé ãèïåðïëàçèè
íåîèíòèìû èëè òðîìáîîáðàçîâàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñó-
ùåñòâóåò îñòðàÿ íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîòêè àëüòåðíàòèâ-
íûõ ïðîòåçîâ. Öåëü ðàáîòû — ðàçðàáîòêà èñêóññòâåííîãî
áèîäåãðàäèðóåìîãî ñîñóäà ìàëîãî äèàìåòðà â óñëîâèÿõ in
vitro, çàñåëåííîãî ìåçåíõèìíûìè ñòðîìàëüíûìè êëåòêà-
ìè (ÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà.

Â êà÷åñòâå ìàòåðèàëà äëÿ ñîçäàíèÿ ñîñóäà èñïîëüçî-
âàëè ïîëèìåð ìîëî÷íîé êèñëîòû — ïîëè-L,L-ëàêòèä, êî-
òîðûé îáëàäàåò ðÿäîì ñâîéñòâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ èñïîëü-
çîâàíèÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå: îòñóòñòâèå òîêñè÷-
íîñòè, ìåõàíè÷åñêàÿ ïðî÷íîñòü, áèîäåãðàäàöèÿ è äð.
Áûëî ïðèãîòîâëåíî äâà âàðèàíòà êàðêàñîâ ñ ðàçëè÷íîé
òîëùèíîé ñòåíêè. Â ïðèãîòîâëåííûå ñîñóäû âíîñèëè
ñóñïåíçèþ ÌÑÊ. Â óñëîâèÿõ ÑÎ2-èíêóáàòîðà ñîñóäû
îñòàâëÿëè íà 3 ÷ ñ öåëüþ ñîçäàíèÿ óñëîâèé äëÿ ìàêñèìà-
ëüíîé àäãåçèè êëåòîê, çàòåì äîáàâëÿëè ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó (ñòàòè÷åñêèé ñïîñîá ïîñåâà êëåòîê). Ïîäîáíóþ ïðîöå-
äóðó ïîâòîðÿëè 3-êðàòíî. Ïîñëå 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
ïîìîùüþ êðèîòîìà áûëè ñäåëàíû êðèîñðåçû ñîñóäîâ
òîëùèíîé 15—20 ìêì è âûïîëíåíà îöåíêà ïðèñóòñòâèÿ
è ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, îêðàøåííûõ DAPI (4,6-äèàìè-
äèíî-2-ôåíèëèíäîë äèãèäðîõëîðèä), ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîãî ìèêðîñêîïà (Leica TCS SP5). Â îáîèõ èññëåäóå-
ìûõ âàðèàíòàõ êëåòêè àäãåçèðîâàëè íà ñòåíêè ñîñóäîâ è
îáðàçîâûâàëè ïëîòíûé ìîíîñëîé.

Ïðåäïîëàãàåòñÿ ïðîâåäåíèå äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèé ñ öåëüþ îöåíêè ôèçèêî-ìåõàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðèãî-
òîâëåííûõ ñîñóäîâ, ðàçðàáîòêà äèíàìè÷åñêîãî ñïîñîáà
çàñåëåíèÿ êëåòîê è ïîñëåäóþùàÿ èìïëàíòàöèÿ íàèáîëåå
îïòèìàëüíîãî âàðèàíòà ñîñóäà íà ìîäåëè ëàáîðàòîðíûõ
æèâîòíûõ (êðûñû).

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

ÊÀÐÈÎÒÈÏ, ÐÎÑÒÎÂÛÅ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÈ, ÑÒÀ-
ÐÅÍÈÅ, ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÄËÈ-
ÒÅËÜÍÎÃÎ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÄÂÓÕ ËÈÍÈÉ
ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÂÀÐÒÎ-
ÍÎÂÀ ÑÒÓÄÍß ÏÓÏÎ×ÍÎÃÎ ÊÀÍÀÒÈÊÀ ×ÅËÎÂÅ-
ÊÀ. © À. Ì. Êîëüöîâà, Ò. À. Êðûëîâà, À. Ñ. Ìóñîðèíà,
Â. È. Òóðèëîâà, Ò. Ê. ßêîâëåâà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, poljansk@incras.ru

Àêòóàëüíîé çàäà÷åé êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÿâëÿåòñÿ
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÌÑÊ) ÷åëîâåêà, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Èçó-
÷åíèå õàðàêòåðèñòèê, îïðåäåëÿþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ è îò-
âåòñòâåííûõ çà âàæíåéøèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ñïîñîá-
ñòâóåò óãëóáëåíèþ ôóíäàìåíòàëüíûõ çíàíèé î ÌÑÊ ÷å-
ëîâåêà è ðàñøèðåíèþ âîçìîæíîñòåé èõ èñïîëüçîâàíèÿ â
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿ-
ëàñü õàðàêòåðèñòèêà äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç
Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà â ïðîöåñ-
ñå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êëåòêè îáåèõ ëèíèé
àíàëèçèðîâàëè íà ðàííåì 6-ì ïàññàæå è íà ïîçäíèõ 28-ì
è 13-ì ïàññàæàõ, íà êîòîðûõ êëåòêè ëèíèé MSCWJ-1 è
MSCWJ-2 ñîîòâåòñòâåííî íàõîäÿòñÿ â ôàçå àêòèâíîãî
ñòàðåíèÿ. Óâåëè÷åíèå â îáåèõ ëèíèÿõ ñðåäíåãî âðåìåíè
óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè, ñ 26.8 äî 41.0 ÷, êîððåëèðóåò ñ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèìè èçìåíåíèÿìè, ñâÿçàííûìè ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ
êëåòîê, â áîëüøåé ñòåïåíè â MSCWJ-2, è ñ ïîñòåïåííûì
óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû, ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î íàñòóïëåíèè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ. Ìåæëè-
íåéíûå ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ óðîâíåì ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè, äèíàìèêîé èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè, âðåìåíåì
âõîæäåíèÿ â àêòèâíóþ ôàçó ñòàðåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùèì
30 óäâîåíèÿì (13 ï.) â ëèíèè MSCWJ-2 è 60 óäâîåíèÿì â
MSCWJ-1 (28 ï.). Ëèíèÿ MSCWJ-2 èìååò áîëüøóþ äîëþ
ñòàðåþùèõ êëåòîê (80 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1
(58 %).

Êîëè÷åñòâåííûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë,
÷òî ëèíèè íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ èìåþò íîðìàëü-
íûé êàðèîòèï ÷åëîâåêà 46, ÕÕ è 46, XY ñîîòâåòñòâåííî.
Ïðè ñòðóêòóðíîì êàðèîòèïè÷åñêîì àíàëèçå â ëèíèÿõ îá-
íàðóæåíà öèòîãåíåòè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü, ñâÿçàííàÿ ñ
íèçêîé ÷àñòîòîé êàê êëîíàëüíûõ, òàê è íåêëîíàëüíûõ
õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñïåêòð àáåððàöèé ìîæåò ìåíÿòüñÿ. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà
6-ì ïàññàæå â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ îäíîé ëè-
íèè (MSCWJ-1) ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü ðàçíûå àáåððàöèè,
â îáîèõ ñëó÷àÿõ èñ÷åçàþùèå íà ïîçäíåì ïàññàæå, ò. å. ýòè
àáåððàöèè íîñÿò ñëó÷àéíûé õàðàêòåð. Èñêëþ÷åíèå ñî-
ñòàâëÿåò 1 êëîíàëüíàÿ õðîìîñîìíàÿ àáåððàöèÿ, ïðåäñòàâ-
ëÿþùàÿ ñîáîé äóïëèêàöèþ áîëüøåé ÷àñòè êîðîòêîãî
ïëå÷à õðîìîñîìû 7, íàáëþäàåìàÿ ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé â
ëèíèè MSCWJ-2 (39 % êëåòîê). Ïðè ïðîäîëæåíèè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ äî 13-ãî ïàññàæà îíà òàêæå èñ÷åçàåò, íå ÿâ-
ëÿÿñü, ïî-âèäèìîìó, àäàïòèâíî âûãîäíîé äëÿ êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè. Òåì íå ìåíåå â ëèíèè MSCWJ-2 îáíàðóæåíû
êîððåëÿöèè ìåæäó ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ êëîíàëüíîé õðî-
ìîñîìíîé ïåðåñòðîéêîé íà ðàííåì ïàññàæå è ðàííèì
ðåïëèêàòèâíûì ñòàðåíèåì ñ áîëüøîé äîëåé ñòàðåþùèõ
êëåòîê, ñî çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì èíäåêñà ïðîëèôåðà-
öèè ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè è ñíèæåíèåì äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà, âûðàæàþùåãîñÿ â îòñóò-
ñòâèè õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íà ïîçäíåì ïàñ-
ñàæå. Ó÷èòûâàÿ íàëè÷èå ìåòàáîëè÷åñêîé êîîïåðàöèè
ìåæäó êëåòêàìè, ìîæíî ñ îñòîðîæíîñòüþ ïðåäïîëîæèòü,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 765



÷òî èçìåíåíèÿ â MSCWJ-2 ñâÿçàíû ñ çàïóñêîì êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ, êîòîðûå ïðîäîëæàþòñÿ óæå â îòñóòñòâèå ÷àñ-
òî âñòðå÷àþùåéñÿ íà ðàííåì ïàññàæå êëîíàëüíîé õðîìî-
ñîìíîé àáåððàöèè. Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî õðîìîñîìíûå
ïåðåñòðîéêè, âñòðå÷àþùèåñÿ ñ íèçêîé ÷àñòîòîé, ïî-âèäè-
ìîìó, íå âëèÿþò íà îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ, èçó-
÷åííûå â äàííîé ðàáîòå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÔÀÍÎ ïî ãîñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ ¹ 0124-2016-0007
è äîïîëíèòåëüíîìó ãîñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ íà ïå-
ðèîä 01.07.2017—31.12.2017.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåãàòèâíîå âëèÿíèå ïîâûøåííîãî
âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
(ÀÔÊ) íà êëåòî÷íóþ æèçíåäåÿòåëüíîñòü íå âûçûâàåò ñî-
ìíåíèé äëÿ âñåõ òèïîâ êëåòîê. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìîé ñîñòàâëÿþùåé
ðàçâèòèÿ ìíîãèõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, à òàêæå ïðîöåññà
ñòàðåíèÿ îðãàíèçìà. Áëàãîòâîðíîå âëèÿíèå àíòèîêñèäàí-
òîâ â ñëó÷àå èíäóöèðîâàííîãî îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â
ìîäåëÿõ in vivo è in vitro áûëî ïîäòâåðæäåíî áîëüøèì
êîëè÷åñòâîì íàó÷íûõ ðàáîò, îäíàêî âîïðîñ âëèÿíèÿ
àíòèîêñèäàíòîâ íà çäîðîâûå êëåòêè, ïîääåðæèâàþùèå
ôèçèîëîãè÷åñêèé óðîâåíü ÀÔÊ, äî ñèõ ïîð íå äî êîíöà
èçó÷åí.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàí îòâåò ïðîëèôåðèðó-
þùèõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÌÑÊ)
íà îáðàáîòêó ñóáöèòîòîêñè÷åñêèìè äîçàìè ðàçëè÷íûõ
àíòèîêñèäàíòîâ. Ïîä ñóáöèòîòîêñè÷åñêèìè äîçàìè ïîä-
ðàçóìåâàþòñÿ âûñîêèå òåðàïåâòè÷åñêèå êîíöåíòðàöèè
àíòèîêñèäàíòîâ, êîòîðûå øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â äðóãèõ
èññëåäîâàíèÿõ äëÿ çàùèòû êëåòîê îò îêèñëèòåëüíûõ ïî-
âðåæäåíèé. Äîáàâëåíèå àíòèîêñèäàíòîâ â òàêèõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó ïîíèæåíèþ óðîâíÿ
ÀÔÊ â ÌÑÊ, íî íå îêàçûâàåò öèòîòîêñè÷åñêîãî âîçäåé-
ñòâèÿ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ÌÑÊ ðÿäîì àíòèîê-
ñèäàíòîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû è ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ
äåéñòâèÿ (tempol, resveratrol, DPI) îäèíàêîâûì îáðàçîì
âëèÿåò íà èõ ïðîëèôåðàöèþ. Äîáàâëåíèå àíòèîêñèäàíòîâ
â ðîñòîâóþ ñðåäó ïðîëèôåðèðóþùèõ êóëüòóð ÌÑÊ ïðè-
âîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ ñèíòåçà ÄÍÊ è íàêîïëåíèþ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ â òå÷åíèå S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà, àêòèâà-
öèè îòâåòà íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è äàëüíåéøåìó áëîêè-
ðîâàíèþ ïðîëèôåðàöèè â G2/M-ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà.
Â òî æå âðåìÿ îáðàáîòêà àíòèîêñèäàíòàìè ïîêîÿùèõñÿ
ÌÑÊ, íàïðîòèâ, íå îêàçûâàåò ãåíîòîêñè÷åñêîãî âîçäåé-
ñòâèÿ è áëîêèðóåò ñàìîîáíîâëåíèå êëåòîê â ïîçäíåé
G1-ôàçå. Òàêèì îáðàçîì, âûñîêèå êîíöåíòðàöèè àíòèîê-
ñèäàíòîâ ñïîñîáíû âûçûâàòü ðåïëèêàòèâíûé ñòðåññ ïðî-
ëèôåðèðóþùèõ êóëüòóð ÌÑÊ. Êðîìå òîãî, íàáëþäàåìûå
ýôôåêòû ñîïðîâîæäàëèñü íàðóøåíèåì ðåãóëÿöèè êëåòî÷-
íîãî öèêëà ÌÑÊ. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî àíòèîêñèäàíòû
ñòèìóëèðóþò äåãðàäàöèþ êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðíûõ áåë-
êîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ êîððåêòíîãî ïðîòåêàíèÿ ôàçû ñèí-

òåçà ÄÍÊ — öèêëèíà À, ãåìèíèíà è Emi1. Áûëî òàêæå
ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå 1-ñóòî÷íîé èíêóáàöèè ñ àíòèîêñè-
äàíòàìè ïðîëèôåðèðóþùèõ êóëüòóð ÌÑÊ è ïîñëåäóþ-
ùåãî ïåðåâîäà íà ñâåæóþ ñðåäó áåç àíòèîêñèäàíòîâ êëåò-
êè íå âîññòàíàâëèâàþò ñâîþ ïðîëèôåðàöèþ. Ïðè ýòîì
áûëè îáíàðóæåíû ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè àññîöèèðî-
âàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçû, à òàêæå àêòèâàöèÿ
áåëêîâ-èíãèáèòîðîâ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè (ïîíèæå-
íèå óðîâíÿ p-pRb, à òàêæå íàêîïëåíèå p-p53, p21). Òàêèì
îáðàçîì, îáðàáîòêà ïðîëèôåðèðóþùèõ êóëüòóð ÌÑÊ
ñóáöèòîòîêñè÷åñêèìè äîçàìè àíòèîêñèäàíòîâ ðàçëè÷íî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ âû-
çûâàåò ðåïëèêàòèâíûé ñòðåññ, íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà è äàëüíåéøèé çàïóñê ïðîãðàììû èíäóöè-
ðîâàííîãî ñòðåññîì ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò ¹ 14-50-00068).
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ÊËÅÒÎÊ ÏÓÏÎ×ÍÎÃÎ ÊÀÍÀÒÈÊÀ ÏÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÈ-
ÐÎÂÀÍÈÈ Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ ÁÅÑÑÛÂÎÐÎÒÎ×-
ÍÛÕ ÑÐÅÄ È ÑÐÅÄ Ñ ÏÎÍÈÆÅÍÍÛÌ ÑÎÄÅÐÆÀÍÈ-
ÅÌ ÑÛÂÎÐÎÒÊÈ. © À. Â. Êîòîâà,1, 2 À. Í. Øóìååâ,1, 2, 4

Ò. Ë. Çîëèíà,2 Ê. À. Ëåâ÷óê,2 Ë. Â. Àëåêñàíäðîâà,2 Í. È. Åíó-
êàøâèëè,1 Ä. À. Èâîëãèí.2, 3 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 ÎÎÎ «Ïîêðîâñêèé áàíê ñòâîëîâûõ
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Ìåçåíõèìíûå êëåòêè ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà
ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ êëåòî÷íîé
òåðàïèè. Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ ñðåäû, ñîäåðæàùèå ôåòàëü-
íóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó, ÷òî ñîçäàåò ðèñê êîíòàìèíàöèè è
àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé ïðè êëèíè÷åñêîì ïðèìåíåíèè.
×òîáû èçáåæàòü ïîäîáíûõ ðèñêîâ, êîìïàíèÿìè-ïðîèçâî-
äèòåëÿìè ðàçðàáàòûâàþòñÿ êàê ïîëíîñòüþ áåññûâîðîòî÷-
íûå ñðåäû, òàê è ñðåäû ñ çàìåíèòåëåì ñûâîðîòêè ñ ïîíè-
æåííûì ñîäåðæàíèåì æèâîòíûõ êîìïîíåíòîâ.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü îïðåäåëåíèå èììóíîôåíîòè-
ïà, ìîðôîëîãèè è ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ
ïóïî÷íîãî êàíàòèêà (ÏÊ) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóò-
ñòâèè ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè, â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è
ñðåäå ñ çàìåíèòåëåì ñûâîðîòêè ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæà-
íèåì æèâîòíûõ êîìïîíåíòîâ. ÌÑÊ ÏÊ êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 14—16 ñóò (4 ïàññàæà) íà ñðåäàõ: 1) StemPro®
MSC SFM CTS™ (Life Technologies) — áåññûâîðîòî÷íîé
ñðåäå ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì æèâîòíûõ êîìïîíåí-
òîâ; 2) StemPro® MSC SFM XenoFree (Life Technologi-
es) — ïîëíîñòüþ áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå áåç êîìïîíåí-
òîâ æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, â îáîèõ ñëó÷àÿõ èñïîëü-
çîâàëè ôëàêîíû, ïîêðûòûå CELLstart™CTS™ Substrate
(Life Technologies); 3) MesenPRO RS™ (Life Technolo-
gies) — ñðåäå ñ ïîíèæåííûì (2 %) ñîäåðæàíèåì ñûâîðîò-
êè; 4) DMEM Low Glucose, ñîäåðæàùåé 10 % ASCM Me-
senchymal Stem Cell Growth Supplement (HyClone). Ìîð-
ôîëîãè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó ÌÑÊ ïðîâîäèëè ïðè
àíàëèçå ôîòîãðàôèé ñëó÷àéíî âûáðàííûõ ïîëåé çðåíèÿ
(n = 15), ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâåòîâîãî èíâåð-
òèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 40C (Zeiss). Ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îïðåäåëÿëè èììóíîôåíîòèï ÌÑÊ
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ÏÊ è åãî ñîîòâåòñòâèå ìèíèìàëüíûì êðèòåðèÿì ÌÑÊ
(CD90+/CD105+/CD73+/CD44+/CD34–/CD45–/CD14–/
CD117) íà 1-ì è 4-ì ïàññàæàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî â êàæäîé
èç èñïîëüçîâàííûõ ñðåä íà 1-ì ïàññàæå ìîðôîëîãèÿ è
èììóíîôåíîòèï îñíîâíîé ÷àñòè ïîïóëÿöèè ñîîòâåòñò-
âîâàëè ÌÑÊ. Îäíàêî â ñðåäàõ 1, 3 è 4 íàáëþäàëèñü íå-
áîëüøèå (äî 1.5 %) ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê, íå ÿâëÿþùèõ-
ñÿ ÌÑÊ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñðåäû 2 ïîïóëÿöèÿ ÌÑÊ
áûëà îäíîðîäíîé è íå ñîäåðæàëà ñóáïîïóëÿöèé. Ïðè
ïðîäîëæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 4-ì ïàññàæå â ñðåäå 2
ïðîèçîøëî îòêðåïëåíèå êëåòîê îò ñóáñòðàòà. Â ñðåäå 1 ê
4-ìó ïàññàæó â êëåòêàõ ðåçêî (íà 40 %) ñíèçèëñÿ óðî-
âåíü ýêñïðåññèè îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ÌÑÊ — CD90 è
CD105. Â ñðåäàõ 3 è 4 êëåòêè ñîõðàíèëè èììóíîôåíî-
òèï ÌÑÊ, àêòèâíî ïðîëèôåðèðîâàëè, îäíàêî ñîõðàíÿ-
ëàñü îäíà èç ìèíîðíûõ (íå áîëåå 1 %) ñóáïîïóëÿöèé ñî
ñíèæåííûì ñîäåðæàíèåì CD44. Òàêèì îáðàçîì, ñðåäà 2
ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì âûáîðîì äëÿ êîðîòêîãî
(1—2 ïàññàæà) êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîñêîëüêó íå ñîäåð-
æèò æèâîòíûõ êîìïîíåíòîâ è îáëàäàåò ìàêñèìàëüíûìè
ñåëåêòèâíûìè ñâîéñòâàìè â îòíîøåíèè ÌÑÊ. Äëÿ áîëåå
äëèòåëüíîãî (3—4 è áîëåå ïàññàæåé) êóëüòèâèðîâàíèÿ
òðåáóåòñÿ ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ æèâîòíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Íàèáîëåå âûñîêóþ àêòèâíîñòü ïðîëèôåðàöèè
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå íà ñðå-
äàõ 3 è 4.

ÏÎÄÀÂËÅÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÌÅÊ/ERK Â Ras-ÝÊÑÏ-
ÐÅÑÑÈÐÓÞÙÈÕ ÑÒÀÐÅÞÙÈÕ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÍ-
ÒÀÕ ÈÍÄÓÖÈÐÓÅÒ ÀÓÒÎÔÀÃÈÞ, ÇÀÂÅÐØÀÞÙÓ-
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Ìóòàöèè ìàëîé ÃÒÔàçû Ras âûÿâëåíû ïðèìåðíî â
30 % îïóõîëåé, èìåþùèõ ïëîõîé ïðîãíîç. Îíêîãåííûé
Ras ïðèâîäèò ê êîíñòèòóòèâíîé àêòèâíîñòè íèæåëåæàùå-
ãî Raf/MEK/ERK-êàñêàäà è êîìïëåêñà mTORC1. Èçó÷å-
íèå àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ Ras-
ïóòè ïîêàçàëî, ÷òî íåýôôåêòèâíîñòü èõ äåéñòâèÿ ñâÿçàíà
ñ àêòèâàöèåé öèòîïðîòåêòèâíîé àóòîôàãèè è ïðèîáðåòå-
íèåì ðåçèñòåíòíîñòè ê èíãèáèòîðàì Ras-ïóòè çà ñ÷åò
êîìïåíñàòîðíîé àêòèâàöèè äðóãèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, â
÷àñòíîñòè PI3K-AKT-mTOR-ñèãíàëèíãà. Èíãèáèðîâàíèå
â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ àêòèâíîñòè mTORC1 ïðèâîäèò ê
àêòèâàöèè êîìïåíñàòîðíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, âêëþ÷àÿ
MEK/ERK, áëàãîäàðÿ êîòîðûì mTORC1-êîìïëåêñû ðå-
àêòèâèðóþòñÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ðàçðàáàòûâàþòñÿ ñòðàòåãèè
êîìáèíèðîâàííîãî äåéñòâèÿ íà îïóõîëåâûå êëåòêè èíãè-
áèòîðîâ Ras-ERK è mTOR-ñèãíàëèíãà. Àëüòåðíàòèâíîé
ïðîòèâîîïóõîëåâîé ñòðàòåãèåé äëÿ Ras-ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè,
êëåòêè ñîõðàíÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü, à òàêæå ðàçâèâàþò
àññîöèèðîâàííûé ñî ñòàðåíèåì ãèïåðñåêðåòîðíûé ôåíî-
òèï, ñïîñîáñòâóþùèé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ìèêðîîêðó-
æåíèÿ. Êðîìå òîãî, ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè mTORC1-ñèã-
íàëüíîãî ïóòè ìîæåò ïðèâîäèòü ê îòìåíå îñíîâíûõ ìàð-
êåðîâ ñòàðåíèÿ è âîññòàíîâëåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïîòåíöèàëà ñòàðåþùèõ êëåòîê. Â ñâÿçè ñ ýòèì ðàçðàáîòêà
íîâûõ ïîäõîäîâ äëÿ ýëèìèíàöèè ñòàðåþùèõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ñïîñîáîì äîñòè-
æåíèÿ ìàêñèìàëüíî ýôôåêòèâíîãî óíè÷òîæåíèÿ Ras-ýêñ-

ïðåññèðóþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Â ðàáîòå ïðîâåäåíî
ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñò-
âèÿ èíãèáèòîðà MEK/ERK-ïóòè PD0325901 (PD) íà êîíò-
ðîëüíûå è ñòàðåþùèå îïóõîëåâûå êëåòêè E1A+cHa-Ras
(ERas). Ñòàðåíèå èíäóöèðîâàëè èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç
ãèñòîíîâ áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut). Ïîêàçàíî, ÷òî â êîí-
òðîëüíûõ ERas-êëåòêàõ ïîäàâëåíèå MEK/ERK-ïóòè ïðè-
âîäèò ê ïîâðåæäåíèþ âíóòðåííåé ñòðóêòóðû ìèòîõîíä-
ðèé è àêòèâàöèè öèòîïðîòåêòèâíîé àóòîôàãèè, â ðåçóëü-
òàòå êîòîðîé ïîâðåæäåííûå ìèòîõîíäðèè óäàëÿþòñÿ è
âîññòàíàâëèâàåòñÿ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê. Îäíàêî
õîòÿ èíãèáèðîâàíèå MEK/ERK-ïóòè â ñòàðåþùèõ êëåò-
êàõ òàêæå âåäåò ê ïîâðåæäåíèþ ìèòîõîíäðèé è àêòèâà-
öèè àóòîôàãèè, æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê íå âîññòàíàâ-
ëèâàåòñÿ è ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê íå âîçîáíîâëÿåòñÿ. Ïðè-
÷èíà ëåæèò â òîì, ÷òî â èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ
êëåòêàõ ERas ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK-ïóòè íå àê-
òèâèðóåòñÿ öèòîïðîòåêòèâíàÿ ôîðìà àóòîôàãèè. Ýòî ñâÿ-
çàíî ñ ïðîñòðàíñòâåííûì ðàçîáùåíèåì ëèçîñîì è àóòî-
ôàãîñîì, êîòîðûå ïîïàäàþò â ðàçíûå êîìïàðòìåíòû
êëåòêè, õàðàêòåðíûå äëÿ ãèïåðòðîôíîãî, ãèïåðñåêðåòîð-
íîãî ôåíîòèïà. Ýòî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé íåñïîñîáíîñòè
ñòàðåþùèõ êëåòîê ôîðìèðîâàòü àóòîôàãîëèçîñîìû.
Ñëåäñòâèåì íàðóøåíèÿ àóòîôàãè÷åñêîãî ïðîöåññà ÿâëÿ-
åòñÿ íàêîïëåíèå ïîâðåæäåííûõ ìèòîõîíäðèé è àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà, ÷òî èíäóöèðóåò àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü
êëåòîê, ñîãëàñíî äàííûì ïî ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ. Èíãèáè-
ðîâàíèå MEK/ERK-ïóòè â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ ïðèâîäèò
ê áîëåå âûðàæåííîìó ïàäåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè è êëî-
íîãåííîé âûæèâàåìîñòè, ÷åì îäíîâðåìåííîå ïîäàâëåíèå
MEK/ERK-ïóòè è mTOR-ñèãíàëèíãà. Òàêèì îáðàçîì, ïî-
ëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî èñïîëüçîâàíèå èíäóêòîðà ñòàðåíèÿ HDACi è èíãèáè-
òîðà MEK/ERK-ïóòè ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé ñòðàòåãèé
ýëèìèíàöèè Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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Îäíèì èç êëþ÷åâûõ ñîáûòèé íà ýíäîöèòîçíîì ïóòè
ÿâëÿåòñÿ ïðîöåññ ãîìîòèïè÷åñêîãî ñëèÿíèÿ ðàííèõ ýíäî-
ñîì. Â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèé ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ýíäîñîì
óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò ôîðìèðîâàòü èíâàãèíàöèè
ìåìáðàíû âíóòðü ýíäîñîìû ñ îáðàçîâàíèåì âíóòðåííèõ
ïóçûðüêîâ ïîçäíèõ ýíäîñîì, êóäà îòñîðòèðîâûâàþòñÿ
ãðóçû, íàïðàâëÿåìûå íà äåãðàäàöèþ. Àóòîàíòèãåí ðàí-
íèõ ýíäîñîì EEA1 îïîñðåäóåò ïåðâè÷íîå çàÿêîðèâàíèå
ýíäîñîì äðóã ñ äðóãîì, ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ èõ ïîñëåäóþ-
ùåãî ñëèÿíèÿ. Ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîé ãèïîòåçå, ïðè
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà EEA1 ðåêðóòèðóåòñÿ èç öèòîçîëÿ
íà ìåìáðàíó ñôîðìèðîâàííîé èç ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû âåçèêóëû ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìàëîé ÃÒÔàçîé
Rab5 è ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-ôîñôàòîì. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
â õîäå ñîçðåâàíèÿ Rab5 ïîêèäàåò ìåìáðàíó ýíäîñîìû,
÷òî ïðèâîäèò ê äèññîöèàöèè áåëêà EEA1 è åãî âîçâðàùå-
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íèþ â öèòîçîëüíûé ïóë, ò. å. EEA1-âåçèêóëû ðàññìàòðè-
âàþòñÿ êàê âðåìåííûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ â
êëåòêå òîëüêî íà ðàííèõ ýòàïàõ ýíäîöèòîçà â ñîñòàâå ýí-
äîñîì ñ ãðóçîì. Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â êëåòêàõ
HeLa, êóëüòèâèðóåìûõ äëèòåëüíîå âðåìÿ â óñëîâèÿõ ìè-
íèìàëüíîé ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòè, áåëîê EEA1 ïðåè-
ìóùåñòâåííî âûÿâëÿëñÿ íå â öèòîçîëå, à â ñîñòàâå âåçè-
êóë, ðàñïîëàãàþùèõñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Àíàëèç
ïîâåäåíèÿ ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà —
ãðóçà, êîòîðûé ïðåèìóùåñòâåííî ïîäâåðãàåòñÿ ëèçîñîì-
íîé äåãðàäàöèè, — ïîêàçàë, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â êëåòêàõ íå èçìåíÿëà îá-
ùåãî êîëè÷åñòâà EEA1, àññîöèèðîâàííîãî ñ ìåìáðàíàìè.
Äîáàâëåíèå ÝÔÐ ê êëåòêàì ïðèâîäèëî ê ïåðå-
ðàñïðåäåëåíèþ ïóëà EEA1-âåçèêóë èç îêîëîÿäåðíîé
â ïîäìåìáðàííóþ îáëàñòü è îáðàçîâàíèþ ãèáðèäíûõ
ÝÔÐ-EEA1-ïîëîæèòåëüíûõ ýíäîñîì, ñîõðàíÿâøèõ äî-
ìåííóþ îðãàíèçàöèþ. Ïîçäíåå ìû íàáëþäàëè ñåãðåãàöèþ
ÝÔÐ-ñîäåðæàùèõ âåçèêóë îò ÅÅÀ1-âåçèêóë, â ðåçóëüòàòå
ÅÅÀ1-âåçèêóëû âîññòàíàâëèâàëè ñâîé ïóë êàê ïî êîëè÷å-
ñòâó, òàê è ïî ëîêàëèçàöèè, òîãäà êàê ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå
âåçèêóëû ñòàíîâèëèñü Rab7-ïîëîæèòåëüíûìè.

Òàêæå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî EEA1-âåçèêóëû îáëàäàþò
ñâîéñòâîì ñåëåêòèâíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ãðóçîì, íà-
ïðàâëÿåìûì íà ëèçîñîìíóþ äåãðàäàöèþ. Òàê, â îòëè÷èå
îò äëèòåëüíîãî (â òå÷åíèå 30—40 ìèí) âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
âåçèêóëàìè, ñîäåðæàùèìè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû,
EEA1-âåçèêóëû ëèøü êðàòêîñðî÷íî (ïåðâûå 5 ìèí) âçàè-
ìîäåéñòâóþò ñ âåçèêóëàìè, íåñóùèìè ïîäâåðãàþùèéñÿ
ðåöèêëèðîâàíèþ òðàíñôåððèí.

Êðîìå òîãî, ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ íàìè ýêñïå-
ðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ïðîèñõîæäåíèÿ
EEA1-âåçèêóë èç áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè. Âî-ïåðâûõ,
äîáàâëåíèå èíãèáèòîðîâ ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäî-
öèòîçà è ìàêðîïèíîöèòîçà íå ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ
÷èñëà EEA1-âåçèêóë â êëåòêàõ, ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
îíè íå ÿâëÿþòñÿ ïðîèçâîäíûìè ýíäîöèòîçîãî ïóòè.
Âî-âòîðûõ, EEA1-âåçèêóëû ïðàêòè÷åñêè íå êîëîêàëèçó-
þòñÿ â êëåòêàõ ñ ìàðêåðîì àóòîôàãîñîì LC3, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî EEA1-âåçèêóëû íå ÿâëÿþòñÿ àóòî-
ôàãîñîìàìè. Âìåñòå ñ òåì èíãèáèòîð áèîñèíòåòè÷åñêîãî
ïóòè Áðåôåëüäèí À ïðèâîäèë ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà
EEA1-âåçèêóë â êëåòêàõ. Âñå ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ðàñ-
ñìàòðèâàòü ÅÅÀ1-âåçèêóëû êàê ïðåäñóùåñòâóþùèé ðàí-
íåýíäîñîìàëüíûé êîìïàðòìåíò, ôóíêöèÿ êîòîðîãî çà-
êëþ÷àåòñÿ â îáåñïå÷åíèè ñëèÿíèÿ òðàíñïîðòíûõ âåçèêóë
ñ ãðóçîì, íàïðàâëÿåìûì íà äåãðàäàöèþ â ëèçîñîìû.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è
ÔÀÍÎ Ðîññèè.

ÍÎÂÛÅ ÀÑÏÅÊÒÛ ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß ÀÌÏËÈ-
ÔÈÖÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ðÄÍÊ Â ßÄÐÅ ÍÀ ÌÎÄÅËÈ ÎÎÖÈ-
ÒÎÂ TRACHEMYS SCRYPTA. © Å. È. Êîøåëü,* À. Ã. Äà-
âèäüÿí,* À. Ã. Äåìèí, À. Ô. Ñàéôèòäèíîâà, À. Â. Áåëÿåâ,
Ñ. À. Ãàëêèíà, Å. Ð. Ãàãèíñêàÿ (*ðàâíûé âêëàä â ïîëó÷å-
íèå îïèñàííûõ ðåçóëüòàòîâ). Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàð-
ñòâåííûé óíèâåðñèòåò, e.koshel39@gmail.com

Êëþ÷åâàÿ ðîëü ãåíîâ ðèáîñîìíîé ÐÍÊ (ðÐÍÊ), âõî-
äÿùèõ â ñîñòàâ ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ (ßÎÐ) õðî-
ìîñîì, â ôîðìèðîâàíèè ÿäðûøêà è áèîãåíåçå ðèáîñîì
õîðîøî èçâåñòíà. Êðîìå îáåñïå÷åíèÿ ðàáîòû áåëîêñèíòå-

çèðóþùåãî àïïàðàòà êëåòêè äîêàçàíî ó÷àñòèå ÿäðûøêà â
òàêèõ ïðîöåññàõ, êàê ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê, ñòàðåíèå,
àïîïòîç, ñòðåññîâûé ñèãíàëèíã, ó÷àñòèå â ðàçâèòèè êëå-
òî÷íûõ ïàòîëîãèé, àññîöèèðîâàííûõ ñ êàíöåðîãåíåçîì è
íåéðîäåãåíåðàòèâíûìè çàáîëåâàíèÿìè. Íåñìîòðÿ íà çíà-
÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â èññëåäîâàíèè íóêëåîëîãåíåçà è ôóíê-
öèé ÿäðûøêà, ìíîãèå àñïåêòû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ßÎÐ
îñòàþòñÿ ñëàáî èçó÷åííûìè. Â ÷àñòíîñòè, ìåõàíèçìû àì-
ïëèôèêàöèè ãåíîâ ðÐÍÊ èññëåäîâàíû íà îãðàíè÷åííîì
íàáîðå áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ. Ñóäüáà àìïëèôèöèðî-
âàííîé ðÄÍÊ â ÿäðå îîöèòà òàêæå ïðàêòè÷åñêè íå èññëå-
äîâàíà. Ðàñøèðèòü ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ àìïëè-
ôèêàöèè è î ôóíêöèîíèðîâàíèè àìïëèôèöèðîâàííîé ðÄÍÊ
â êëåòêå ñìîæåò èññëåäîâàíèå ýòîãî ïðîöåññà íà íîâûõ
áèîëîãè÷åñêèõ ìîäåëÿõ. Ïîäõîäÿùèì îáúåêòîì äëÿ ýòî-
ãî èññëåäîâàíèÿ ìîãóò ñëóæèòü îîöèòû ðåïòèëèé, â ÷àñò-
íîñòè ÷åðåïàõ, â êîòîðûõ ïðåäïîëîæèòåëüíî ßÎÐ àìïëè-
ôèöèðóåòñÿ. Ðàíåå ýòîò ôåíîìåí, êàê è ôóíêöèîíàëüíàÿ
ìîðôîëîãèÿ ÿäðà îîöèòà ÷åðåïàõ â öåëîì, íå áûëè èçó÷åíû.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè áûëî èçó÷åíî ôóíêöèî-
íèðîâàíèå ßÎÐ â îîöèòàõ ó ñàìîê êðàñíîóõîé ÷åðåïàõè
Trachemys scripta ðàçíîãî âîçðàñòà ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèî-
ñðåçîâ ÿè÷íèêîâ è ìèêðîõèðóðãè÷åñêè âûäåëåííûõ ÿäåð.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðÄÍÊ è åå òðàíñêðèïòîâ áûë ðàçðàáîòàí
ÄÍÊ-çîíä ê âíåøíåìó òðàíñêðèáèðóåìîìó ñïåéñåðó
5RETS íà îñíîâå âïåðâûå ñîáðàííîãî íàìè êëàñòåðà ãåíîâ
ðÐÍÊ. Äëÿ àíàëèçà áåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ ÿäðûøåê è
äðóãèõ ÿäåðíûõ êîìïàðòìåíòîâ áûëè èñïîëüçîâàíû àí-
òèòåëà ê ôèáðèëëàðèíó, íóêëåîëèíó, êîèëèíó, FLASH
(FLICE-associated huge protein), äöÄÍÊ è PCNA (prolifera-
ting cell nuclear antigen). Èíòåðíóêëåîñîìíóþ ôðàãìåíòà-
öèþ ÄÍÊ âûÿâëÿëè ìåòîäîì TUNEL. 3D-àíàëèç ñòðóêòó-
ðû ÿäðà îñóùåñòâëÿëè ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè ïîñëå îêðàñêè ÿäåð ôëóîðîõðîìàìè, ñïåöè-
ôè÷íûìè ê ÄÍÊ èëè ÐÍÊ, è ïðîâåäåíèÿ èììóíîõèìè÷å-
ñêîãî àíàëèçà.

Ïî ðåçóëüòàòàì íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ìû îïèñû-
âàåì îðèãèíàëüíûé ñöåíàðèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ßÎÐ
ïðè åãî àìïëèôèêàöèè â ïðîöåññå ðîñòà îîöèòà ÷åðåïàõè.
Âî âñåõ àìïëèôèöèðîâàííûõ ÿäðûøêàõ âûÿâëåíà äâóõ-
öåïî÷å÷íàÿ ýêñòðàõðîìîñîìíàÿ, àêòèâíî òðàíñêðèáèðóå-
ìàÿ ðÄÍÊ, êîëè÷åñòâî, ôîðìà è ïîëîæåíèå êîòîðîé â ÿä-
ðûøêàõ ìåíÿþòñÿ â ïðîöåññå ðîñòà îîöèòà â ñîîòâåòñò-
âèè ñ èçìåíåíèåì ôîðìû è ðàçìåðà ñàìèõ ÿäðûøåê.
Íàêîïëåíèå ðÄÍÊ â ÿäðûøêàõ, ñóäÿ ïî âñåìó, îáóñëîâ-
ëåíî íîâûìè öèêëàìè ðåïëèêàöèè àìïëèôèöèðîâàííûõ
êîïèé ßÎÐ ïðè ó÷àñòèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ôàêòîðà
PCNA. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìû ìîæåì
ïðåäïîëîæèòü òàêæå, ÷òî àìïëèôèöèðîâàííàÿ ðÄÍÊ â
äàëüíåéøåì ìîæåò ïîäâåðãàòüñÿ ýíäîíóêëåàçíîé ôðàã-
ìåíòàöèè. Ïîìèìî íîâûõ äàííûõ ïî ôóíêöèîíèðîâàíèþ
ßÎÐ ïðè åãî àìïëèôèêàöèè â îîöèòå ÷åðåïàõè íàìè áûëà
ïîëó÷åíà óíèêàëüíàÿ èíôîðìàöèÿ î ñòðóêòóðå ÿäðà îîöè-
òà ó ïðåäñòàâèòåëåé ýòîãî îòðÿäà ðåïòèëèé è âûÿâëåíû
íîâûå ÿäåðíûå êîìïàðòìåíòû.

Èññëåäîâàíèå ðåàëèçîâàíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå ãðàíòîâ ÑÏáÃÓ (1.50.1043.2014) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 15-04-05684), à
òàêæå ïðè èñïîëüçîâàíèè îáîðóäîâàíèÿ ÐÖ ÑÏáÃÓ
«Õðîìàñ».

ÐÎËÜ ÌÀÊÐÎÌÎËÅÊÓËßÐÍÎÃÎ ÊÐÀÓÄÈÍÃÀ Â ÎÐ-
ÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒ-
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ÂÀ. © È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, kkt@incras.ru

Â òå÷åíèå äâóõ ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé ïðîèçîøëè
êàðäèíàëüíûå èçìåíåíèÿ ïðåäñòàâëåíèé î æèâîé ìàòå-
ðèè êàê íà óðîâíå îðãàíèçàöèè ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóê-
òóðû áåëêîâ, èõ ôîëäèíãà, ôóíêöèîíèðîâàíèÿ, ðîëè â
ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, òàê è íà óðîâíå èõ ó÷àñ-
òèÿ â îðãàíèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà. Íà
ñìåíó äîñòàòî÷íî ìåõàíèñòè÷åñêîé ìîäåëè îðãàíèçàöèè
æèâîé ìàòåðèè, ñîãëàñíî êîòîðîé ôóíêöèÿ áåëêîâ îïðå-
äåëÿåòñÿ èõ æåñòêîé ãëîáóëÿðíîé ñòðóêòóðîé, à âíóòðè-
êëåòî÷íûå ïðîöåññû ïðîèñõîäÿò â æåñòêî äåòåðìèíèðî-
âàííûõ êîìïàðòìåíòàõ, îãðàíè÷åííûõ ìåìáðàíîé, âîç-
íèêëî ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî â îñíîâå âñåãî æèâîãî
ëåæèò âûñîêîäèíàìè÷íàÿ è âûñîêîôóíêöèîíàëüíàÿ
«ìÿãêàÿ ìàòåðèÿ».

Áûëî äîñòèãíóòî ïîíèìàíèå òîãî, ÷òî áåëêè ìîãóò
áûòü ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíû íå òîëüêî â ãëîáóëÿðíîì
ñîñòîÿíèè, íî è â ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ âíóòðåííå íå-
óïîðÿäî÷åííîì ñîñòîÿíèè. Ãëîáóëÿðíóþ ñòðóêòóðó â íà-
òèâíîì ñîñòîÿíèè èìåþò â îñíîâíîì ôåðìåíòû — áåëêè,
ôóíêöèÿ êîòîðûõ ñòðîãî äåòåðìèíèðîâàíà. ×àñòè÷íî èëè
ïîëíîñòüþ âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííóþ ñòðóêòóðó â íà-
òèâíîì ñîñòîÿíèè èìåþò áåëêè ñèñòåìû ðåãóëÿöèè è ïå-
ðåäà÷è ñèãíàëîâ, ó÷àñòâóþùèå âî âçàèìîäåéñòâèè ñ
áîëüøèì ÷èñëîì ïàðòíåðîâ, êîòîðûì äëÿ ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ òðåáóåòñÿ ãîðàçäî áîëüøàÿ ñòðóêòóðíàÿ ëàáèëü-
íîñòü. Â îñíîâå îñóùåñòâëåíèÿ áåëêàìè èõ ôóíêöèè â
êëåòêå ëåæèò èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ äðóãèìè áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûìè ñîåäèíåíèÿìè, â òîì ÷èñëå ñ ìàêðîìîëåêóëà-
ìè äðóãèõ áåëêîâ, íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè, ïîëèñàõà-
ðèäàìè, ðèáîíóêëåîïðîòåèäàìè è ò. ä., ñóììàðíàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ êîòîðûõ âî âíóòðèêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå
ìîæåò äîñòèãàòü 400 ìã/ìë. Âñëåä çà àíãëîÿçû÷íîé ëèòå-
ðàòóðîé, ãäå ýòà îñîáåííîñòü êëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà
áûëà îïèñàíà âïåðâûå è ãäå òàêèå óñëîâèÿ ñòàëè íàçû-
âàòü Macromolecular Crowding óñëîâèÿìè, è â ðóññêîÿ-
çû÷íîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðå ñòàë èñïîëüçîâàòüñÿ òåðìèí
«ìàêðîìîëåêóëÿðíûé êðàóäèíã». Òàêèå óñëîâèÿ ïðèâî-
äÿò ê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó îòñóòñòâèþ íåçàíÿòîãî ïðî-
ñòðàíñòâà è ê îãðàíè÷åííîìó êîëè÷åñòâó ñâîáîäíîé
âîäû. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíûé êðàóäèíã èìååò ðåøàþùåå çíà÷åíèå â îð-
ãàíèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà. Íàèáîëåå ñó-
ùåñòâåííîå çíà÷åíèå ïðè ýòîì èìååò òî îáñòîÿòåëüñòâî,
÷òî â âîäíûõ ðàñòâîðàõ áèîïîëèìåðû ìîãóò ñìåøèâàòü-
ñÿ, ò. å. ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿòüñÿ â ðàñòâîðå òîëüêî ïðè
èõ íèçêîé êîíöåíòðàöèè. Ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ïî-
ëèìåðîâ â âîäíîì ðàñòâîðå, ò. å. â óñëîâèÿõ ìàêðîìîëå-
êóëÿðíîãî êðàóäèíãà, îíè ðàçäåëÿþòñÿ íà ôàçû. Ñîãëàñíî
ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, â ðåçóëüòàòå îáðàòèìîãî
âûñîêîêîíòðîëèðóåìîãî â áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåìàõ ôàçî-
âîãî ïåðåõîäà æèäêîñòü—æèäêîñòü ìîãóò âîçíèêàòü âû-
ñîêîôóíêöèîíàëüíûå è âûñîêîäèíàìè÷íûå íåìåìáðàí-
íûå îðãàíåëëû, ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü êîòîðûõ
îïðåäåëÿåòñÿ âíåøíèìè óñëîâèÿìè (òåìïåðàòóðà, ðÍ ñðå-
äû, êîíöåíòðàöèÿ èîíîâ, êîíöåíòðàöèÿ îñìîëèòîâ è ò. ï.)
è êîòîðûå ìîãóò âîçíèêàòü èëè èñ÷åçàòü â îòâåò íà ñèãíà-
ëû, ïîñòóïàþùèå îò äðóãèõ êîìïàðòìåíòîâ êëåòêè.

Èçó÷åíèå íåìåìáðàííûõ îðãàíåëë â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñàìûõ æèâîòðåïåùóùèõ âîïðîñîâ
ôóíêöèîíàëüíîé ïðîòåîìèêè êëåòêè. Î÷åâèäíî, ÷òî
ñòîëü ðåâîëþöèîííûå èçìåíåíèÿ ïðåäñòàâëåíèé îá îðãà-
íèçàöèè æèâîé ìàòåðèè äîëæíû ó÷èòûâàòüñÿ â ìåäèöè-

íå. Íåîáõîäèìî ðàçðàáàòûâàòü ìåòîäû äèàãíîñòèêè è ðà-
öèîíàëüíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ñ
ó÷åòîì òîãî, ÷òî ýòè ìåòîäû è ëåêàðñòâà äîëæíû áûòü íà-
ïðàâëåíû íå íà êëåòêó â öåëîì, à íà îòäåëüíûå êîìïàðò-
ìåíòû êëåòêè, ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü êîòîðûõ ìî-
æåò ñóùåñòâåííî èçìåíÿòüñÿ ïðè ïàòîëîãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00131) è ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

ÈÅÐÀÐÕÈß ÓÐÎÂÍÅÉ ÊÎÌÏÀÊÒÈÇÀÖÈÈ ÕÐÎÌÀ-
ÒÈÍÀ Â ÌÈÒÎÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌÀÕ NIGELLA
DAMASCENA. © Ì. À. Êóçíåöîâà. Ôàêóëüòåò áèîèíæåíå-
ðèè è áèîèíôîðìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Îðãàíèçàöèÿ ãåíîìà è ìåõàíèçìû åãî êîìïàêòèçàöèè
â ñîñòàâå æèâîé êëåòêè ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç îñíîâíûõ
âîïðîñîâ ñîâðåìåííîé áèîëîãèè. Áîëüøàÿ ÷àñòü ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ äàííûõ î ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ìèòîòè-
÷åñêèõ õðîìîñîì îòíîñèòñÿ ê íåñêîëüêèì âèäàì ìëåêî-
ïèòàþùèõ ñ îòíîñèòåëüíî ìàëåíüêèì ãåíîìîì. Íî ó íå-
êîòîðûõ ðàñòåíèé è æèâîòíûõ õðîìîñîìû èìåþò
ìíîãîêðàòíî áîëüøèé ðàçìåð. Ñòðóêòóðíûå ìåõàíèçìû,
ïîçâîëÿþùèå óâåëè÷èòü ðàçìåð õðîìîñîì, èçó÷åíû ñëà-
áî. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå óðîâíåé
êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà â ñîñòàâå ìèòîòè÷åñêèõ õðî-
ìîñîì Nigella damascena L. Èçó÷åíèå êîìïàêòèçàöèè
õðîìîñîì òðåáóåò ìå÷åíèÿ äèñêðåòíûõ ëîêóñîâ õðîìî-
ñîì, ÷òî ñëîæíî ñäåëàòü ïðè ðàáîòå ñ ðàñòåíèÿìè. Ìû
ðàçðàáîòàëè íîâûé ìåòîä ìå÷åíèÿ ðåïëèöèðóþùåãîñÿ
õðîìàòèíà â êëåòêàõ êîðåøêîâ ðàñòåíèé. Äëÿ ýòîãî èñïîëü-
çîâàëè ââåäåíèå íóêëåîòèäà EdU â ïîçäíåé S-ôàçå, êîãäà
ìåòêà âûÿâëÿëàñü â âèäå îáîñîáëåííûõ áëîêîâ. Âûÿâëå-
íèå EdU ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ click-ðåàêöèè íà ïîëóòîí-
êèõ ñðåçàõ êîðåøêîâ, çàêëþ÷åííûõ â àêðèëîâóþ ñìîëó
LR White, ÷òî ïîçâîëèëî äîáèòüñÿ âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ
ïî îñè z (â 3—4 ðàçà âûøå, ÷åì â êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè). Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ïðè ïåðåõîäå îò ðàííåé ê
ïîçäíåé ïðîôàçå ìå÷åíûå ëîêóñû õðîìîñîì òåðÿþò ëè-
íåéíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñâîðà÷è-
âàíèè (ôîëäèíãå) «ðàííåïðîôàçíîé» õðîìîñîìû. Áîëåå
äåòàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà óðîâíåé êîìïàêòèçàöèè áûëà
ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷å-
ñêîé ìîðôîìåòðèè. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â ðàííåé ïðîôà-
çå õðîìîñîìû, êîíòóðû êîòîðûõ âûÿâëÿþòñÿ ïëîõî, îá-
ðàçîâàíû ôèáðèëëàìè äèàìåòðîì ~150 íì (õðîìîíåìà-
ìè). Ïðè ïåðåõîäå ê ñðåäíåé ïðîôàçå îáîñîáëÿþòñÿ
«ðàííåïðîôàçíûå» õðîìîñîìû äèàìåòðîì ~500 íì, îáðà-
çîâàííûå õðîìîíåìàìè. Â ïîçäíåé ïðîôàçå ýòè õðîìîñî-
ìû ñâîðà÷èâàþòñÿ â õðîìîñîìû äèàìåòðîì ~800 íì, ÷òî
ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì äèàìåòðà «ðàííå-ïðîôàç-
íûõ» õðîìîñîì äî ~300 íì è ïðèâîäèò ê íåâîçìîæíîñòè
âûÿâèòü õðîìîíåìû â èõ ñîñòàâå. Â òåëîôàçå ïðîèñõîäèò
äåêîíäåíñàöèÿ õðîìàòèä, ÷òî ïðèâîäèò ê îáîñîáëåíèþ
êîìïîíåíòîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ «ðàííåïðîôàçíûì» õðî-
ìîñîìàì (~400 íì), è õðîìîíåì. Ïðè ýòîì â îñåâîé îá-
ëàñòè õðîìàòèäû ôîðìèðóåòñÿ ïîëîñòü, ÷òî ãîâîðèò î
ïðèíöèïèàëüíî èíîì ïðèíöèïå îðãàíèçàöèè ôèáðèëëû,
ñîîòâåòñòâóþùåé «ðàííåïðîôàçíîé» õðîìîñîìå, ÷åì ó
æèâîòíûõ, äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðíà ïîâûøåííàÿ ïëîò-
íîñòü õðîìàòèíà â îñåâîé îáëàñòè. Òàêèì îáðàçîì, èñ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 769



ïîëüçîâàíèå ñî÷åòàíèÿ ìåòîäîâ ïîçâîëèëî âûÿâèòü
èåðàðõèþ óðîâíåé êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà ó ðàñòåíèÿ
ñ áîëüøèì ãåíîìîì. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò
óòî÷íèòü ïðèíöèï ôîëäèíãà õðîìàòèíîâûõ ôèáðèëë ó
âèäîâ ñ áîëüøèì ãåíîìîì.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÝÑÒÐÎÃÅÍÎÂÛÕ ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ Â
ÊËÅÒÊÀÕ ÊÓÌÓËÞÑÀ ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÈËÈ ÇÀÂÅÐ-
ØÈÂØÈÕ ÔÀÇÓ ÐÎÑÒÀ ÎÎÖÈÒÎÂ SUS SCROFA DO-
MESTICUS. © Ò. È. Êóçüìèíà,1 È. ß. Øàõòàìèðîâ,2

Õ. Ì. Ìóòèåâà,2 Â. Þ. Êðàâöîâ.3 1 Âñåñîþçíûé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëü-
ñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóø-
êèí, 2 ×å÷åíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, Ãðîçíûé,
è 3 Âîåííî-ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ èì. Ñ. Ì. Êèðîâà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, prof.kouzmina@mail.ru

Â ìåõàíèçìû ïðèîáðåòåíèÿ æåíñêîé ãàìåòîé ñïîñîá-
íîñòè ê ðåèíèöèàöèè ìåéîçà è åãî çàâåðøåíèþ âîâëå÷å-
íû êàê ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè ôîëëèêóëà (êëåòêè êóìóëþ-
ñà — ÊÊ — è ãðàíóëåçû), òàê è ñàì îîöèò, ñåêðåòèðóþ-
ùèé ðÿä ôàêòîðîâ, êîíòðîëèðóþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó è
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê. Ïðèæèçíåííûé
ÂÑÂ-òåñò, èñïîëüçóåìûé äëÿ îöåíêè ôóíêöèîíàëüíîãî
ñòàòóñà îîöèòà (ðàñòóùèå — ÂÑÂ–- èëè çàâåðøèâøèå
ôàçó ðîñòà — ÂÑÂ+-îîöèòû) æèâîòíûõ âûÿâèë âûñîêèå
ïîòåíöèè ÂÑÂ+-îîöèòîâ ñâèíåé ê ñîçðåâàíèþ è ðàçâèòèþ
ýìáðèîíîâ, ïîëó÷åííûõ èç íèõ, ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÂÑÂ–-îîöèòàìè (Ericsson et al., 1993. Theriog. 39 : 214).
Èçâåñòíî, ÷òî ýñòðàäèîë èíãèáèðóåò ÿäåðíî-öèòîïëàçìà-
òè÷åñêîå ñîçðåâàíèå îîöèòîâ ñâèíåé in vitro (Dode, Gra-
ves. 2003. Anim. Repr. Sci. 78 : 99—110). Äëÿ èäåíòèôèêà-
öèè ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ýñòðàäèîëà íà ôîðìèðîâàíèå
ÿéöåêëåòêè è âûÿâëåíèÿ áèîìàðêåðîâ çàâåðøåííîñòè
ôàçû ðîñòà æåíñêîé ãàìåòû ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ñðàâ-
íèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ýñòðîãåíîâûõ ðåöåïòîðîâ
(ÝÐ) â ÊÊ ðàñòóùèõ èëè çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îîöè-
òîâ. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì
(ÈÖÕ) ìåòîäîì îöåíåí óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ ê
ýñòðîãåíó â ÊÊ ÂÑÂ+- è ÂÑÂ–-îîöèòîâ. Äëÿ ýêñïåðèìåí-
òîâ èñïîëüçîâàëè ïîñòìîðòàëüíûå ÿè÷íèêè ñâèíåé â ôîë-
ëèêóëÿðíîé ôàçå, ïîðîäû ëàíäðàñ, â âîçðàñòå 6—8 ìåñ.
Îîöèòû ñ ðàâíîìåðíîé ïî øèðèíå çîíîé ïåëëþöèäà, ãî-
ìîãåííîé îîïëàçìîé, îêðóæåííûå íå ìåíåå ÷åì 5—6 ñëî-
ÿìè ÊÊ, âûäåëÿëè èç ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3—6 ìì.
Äëÿ îöåíêè ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà îîöèòû 60 ìèí èí-
êóáèðîâàëè â 13ìêM ÂÑÂ (B-5388), ðàñòâîðåííîì â PBS
ïðè 38.5 °C. ÊÊ ïèïåòèðîâàíèåì îòäåëÿëè îò îîöèòà è
ïðîâîäèëè ÈÖÕ-îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ êðîëè÷üèõ ïî-
ëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ÝÐ (NCL-HPp, Novocastra) ñ ïî-
ñëåäóþùåé âèçóàëèçàöèåé ñòàíäàðòíîé ÀÂÑ-ñèñòåìîé
(Vectrum). Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ÈÖÕ-ðå-
àêöèè èñïîëüçîâàëè 3,3R-äèàìèíîáåíçèäèí (ÄÀÁ, Novo-
castra) è ãåìàòîêñèëèí. Îöåíêó ñòåïåíè ýêñïðåññèè ÝÐ
ïðîâîäèëè ïî ñèñòåìå Hystochemical score (HScore). Àíà-
ëèç ýêñïðåññèè ÝÐ îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèê-
ðîñêîïà Leica DM-4000B. Ïîêàçàòåëü HScore â âûáîðêå
ÂÑÂ–-îîöèòîâ (n = 28) îêàçàëñÿ çíà÷èòåëüíî íèæå (áîëåå
÷åì â 3 ðàçà), ÷åì â âûáîðêå ÂÑÂ+-îîöèòîâ (n = 52), è ñî-
îòâåòñòâîâàë ñëàáîé ÈÖÕ-ðåàêöèè — 80 (ìåíåå 100).
ÂÑÂ+-îîöèòû èìåëè äîñòîâåðíî áîëåå âûñîêóþ îïòè÷å-
ñêóþ ïëîòíîñòü àíòèãåíà ÝÐ, ÷åì ÂÑÂ–-îîöèòû (p k 0.05,
U-êðèòåðèé Óèëêîêñîíà—Ìàííà—Óèòíè). Äëÿ ïîäòâåð-
æäåíèÿ ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûëî ïðîâåäåíî êîëè÷åñò-

âåííîå èçìåðåíèå ïëîòíîñòè àíòèãåíà ñ ïðèìåíåíèåì ïà-
êåòà ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïðîãðàìì. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîäòâåðäèëè ïðåäñòàâëåííûå âûøå ðåçóëüòàòû. Ïîêàçà-
òåëü «ÿðêîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè» ìîäàëüíîãî êëàññà
ÂÑÂ–-îîöèòîâ ñîñòàâèë 0.35 óñë. åä., â òî âðåìÿ êàê ó ìî-
äàëüíîãî êëàññà ÂÑÂ+-îîöèòîâ — 0.45 óñë. åä. (ð k 0.001,
U-êðèòåðèé Óèëêîêñîíà—Ìàííà—Óèòíè). Òàêèì îáðà-
çîì, óðîâåíü ýêñïðåññèè ÝÐ â ÊÊ, îêðóæàþùèõ îîöèòû
ñâèíåé, çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøà-
åò òàêîâîé â ÊÊ, îêðóæàþùèõ ðàñòóùèå îîöèòû. Ñ ó÷å-
òîì èìåþùèõñÿ äàííûõ ëèòåðàòóðû îá èíãèáèðóþùåì
âëèÿíèè ýñòðàäèîëà íà ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå ñî-
çðåâàíèå îîöèòîâ ñâèíåé in vitro ñëåäóåò ðåçþìèðîâàòü,
÷òî ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü â ïîëüçó âûäâèíóòîé ðàíåå ãèïîòåçû î áëîêå ìåéîçà
îîöèòîâ, çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà, íà ñòàäèè äèïëîòåíû
ïåðåä åãî ðåèíèöèàöèåé è ó÷àñòèè â ýòîì ïðîöåññå ýñòðà-
äèîëà.

ÃÅÍÎÌ ßÏÎÍÑÊÎÃÎ ÏÅÐÅÏÅËÀ COTURNIX JAPONI-
CA: ÇÀÏÎËÍÅÍÈÅ ÏÐÎÁÅËÎÂ ÌÅÒÎÄÀÌÈ ÌOËE-
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ßïîíñêèé, èëè íåìîé, ïåðåïåë Coturnix japonica èìå-
åò îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ãåíîì (1.41 ïã), óïàêîâàííûé
â 39 ïàð õðîìîñîì. Ïåðâûé ïðîåêò åãî ðàñøèôðîâêè áûë
ïðåäñòàâëåí â 2013 ã. (Kawahara-Miki et al., 2013).
Ñ 2016 ã. äîñòóïíà ñáîðêà ãåíîìà ïåðåïåëà, ñîñòîÿùàÿ èç
32 ãðóïï ñöåïëåíèÿ (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=
coturnix+japonica). Â ñáîðêå ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò èí-
ôîðìàöèÿ î ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ 10 õðîìîñîì (õðîìîñî-
ìû ÑJA29—38). Ýòî ñâÿçàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåêâåíè-
ðîâàííîãî ãåíîìà äîìàøíåé êóðèöû (ñîáðàííîãî íå ïîë-
íîñòüþ) â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
Êðîìå òîãî, çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ïðîáåëîâ è íåòî÷íîñòåé
îáóñëîâëåíî ïðèñóòñòâèåì ðàéîíîâ, ñîäåðæàùèõ ïîâòî-
ðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è äðóãèå íåêîäèðóþùèå
ôðàãìåíòû, àíàëèç êîòîðûõ àâòîìàòèçèðîâàííûìè áèî-
èíôîðìàòè÷åñêèìè ìåòîäàìè êðàéíå çàòðóäíèòåëåí.
Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïîâòîðÿþùèåñÿ ýëåìåíòû ÄÍÊ èã-
ðàþò ðåøàþùóþ ðîëü â ðåîðãàíèçàöèè ñòðóêòóðû õðîìî-
ñîì è ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, â ÷àñòíîñòè ãåíîâ, îò-
âå÷àþùèõ çà ïðîÿâëåíèå êà÷åñòâåííûõ è êîëè÷åñòâåí-
íûõ ïðèçíàêîâ. Ïîäîáíûå äàííûå íåîáõîäèìû äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ïðîÿâëåíèÿ êîëè-
÷åñòâåííûõ ïðèçíàêîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ïðåäìåòîì íàèáîëåå
ïðèñòàëüíîãî àíàëèçà â ãåíîìíîé ñåëåêöèè ïåðåïåëà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè îáùóþ ðåâèçèþ âû-
ïîëíåííîé ãåíîìíîé ñáîðêè ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé öè-
òîãåíåòèêè, à òàêæå èäåíòèôèöèðîâàëè è ëîêàëèçîâàëè â
ãåíîìå íîâûå ïîâòîðû, óíèêàëüíûå äëÿ ÿïîíñêîãî ïåðå-
ïåëà. Â êà÷åñòâå çîíäîâ ïðè ïðîâåäåíèè ñðàâíèòåëüíîé
ãèáðèäèçàöèè (ZOO-FISH) íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ
ïåðåïåëà áûëè èñïîëüçîâàíû 74 ÂÀÑ-êëîíà, ñîäåðæàùèõ
ôðàãìåíòû ãåíîìíîé ÄÍÊ äîìàøíåé êóðèöû èç áèáëèî-
òåêè CHORI-261. ÂÀÑ-êëîíû áûëè îòîáðàíû ïî ñîäåð-
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æàíèþ êîíñåðâàòèâíûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ñ ìèíèìàëüíûì êîëè÷åñòâîì ïîâòîðîâ è ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå óíèâåðñàëüíûõ ìàðêåðîâ ñèí-
òåííûõ áëîêîâ (Damas et al., 2016). Ðàññ÷èòàííûå èí-
äåêñû Flpter è òî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ èñïîëüçîâàííûõ
ÂÀÑ-êëîíîâ íà êàðòàõ ñåêâåíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ïîçâîëèëè ñðàâíèòü èõ ïîëîæåíèå in situ è in silico
â ãåíîìàõ ïåðåïåëà è êóðèöû. Âûÿâëåíî áîëåå 70 âíóòðè-
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, ïðè ýòîì õðîìîñîìû 10, 15, 17,
21, 23, 24, 26 è 28 ñîõðàíÿþò ñòàáèëüíîñòü â òå÷åíèå
35 ìëí ëåò ðàçäåëüíîé ýâîëþöèè ýòèõ äâóõ âèäîâ.

Íà âòîðîì ýòàïå ñ èñïîëüçîâàíèåì áàç äàííûõ «ñû-
ðûõ» ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîëíîãåíîìíîãî ñåêâåíèðîâà-
íèÿ ïåðåïåëà áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû 22 íîâûõ òàíäåì-
íûõ ïîâòîðà è îïðåäåëåíà èõ êîïèéíîñòü. Íàèáîëåå âû-
ñîêîêîïèéíûå ïîâòîðû çàíèìàþò áîëåå 30 ìëí.ï.í. â
ãåíîìå C. japonica. Ñ ïîìîùüþ FISH íà ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîìàõ è õðîìîñîìàõ-ëàìïîâûõ ùåòêàõ ïåðåïåëà
ïîêàçàíî, ÷òî òàíäåìíûé ïîâòîð Cjap858A ðàñïîëàãàåòñÿ
â öåíòðîìåðíîì ðàéîíå õðîìîñîì CJA1,2,4. Ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè Cjap31A, Cjap28C è Cjap40A ïðåèìóùåñòâåííî
ðàñïîëàãàþòñÿ íà êîðîòêèõ ïëå÷àõ ìèêðîõðîìîñîì. Îá-
ñóæäàåòñÿ àðõèòåêòóðíàÿ ðîëü òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ â
òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà.

Èññëåäîâàíèå âåäåòñÿ ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 16-04-01823à) íà áàçå ÐÖ ÑÏáÃÓ «ÖÊÏ Õðî-
ìàñ».
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Íàêîïëåíèå áåëêîâ â ÿäðå è ñóáäîìåíàõ êëåòî÷íîãî
ÿäðà (íàïðèìåð, â ÿäðûøêå) ìîæåò ðåàëèçîâûâàòüñÿ ïðè
ïîìîùè ðàçëè÷íûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ. Íàèáîëåå
èçó÷åííûé ñïîñîá íàêîïëåíèÿ áåëêîâ â ÿäðå ñâÿçàí ñ íà-
ëè÷èåì ñèãíàëîâ ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè (NLS), êîòîðûå
îáåñïå÷èâàþò ýíåðãîçàâèñèìûé òðàôèê áåëêîâ â ÿäðî.
Íàêîïëåíèå áåëêîâ â ÿäðûøêå ìîæåò îáåñïå÷èâàòüñÿ íà-
ëè÷èåì ñèãíàëîâ ÿäðûøêîâîé ëîêàëèçàöèè (NoLS). NLS
÷àñòî ïåðåêðûâàþòñÿ ñ NoLS, õîòÿ ïðè÷èíû ýòîãî íåÿñ-
íû, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ ïëîõîé èçó÷åííîñòüþ
ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ NoLS. Ðàíåå ìû ïîëó÷èëè äàííûå â
ïîëüçó òîãî, ÷òî íàêîïëåíèå áåëêîâ â ÿäðûøêå ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèì âçàèìîäåéñòâèåì
îáîãàùåííûõ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè àìèíîêèñëî-
òàìè NoLS ñ êîìïîíåíòàìè ÿäðûøêà. Äëÿ äàëüíåéøåãî
àíàëèçà ìû èñïîëüçîâàëè Tat-áåëîê âèðóñà èììóíîäåôè-
öèòà ÷åëîâåêà (HIV-1), â êîòîðîì êàðòèðîâàíû ïåðåêðû-
âàþùèåñÿ NLS è NoLS (ñîâïàäàþò ñ îñíîâíûì äîìåíîì
áåëêà). Çàìåíà ëþáîé âíå çàâèñèìîñòè îò ïîëîæåíèÿ çà-
ðÿæåííîé àìèíîêèñëîòû îñíîâíîãî äîìåíà íà íåçàðÿ-
æåííóþ ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ íàêîïëåíèÿ áåëêà â ÿä-
ðûøêå. Âåëè÷èíà îñëàáëåíèÿ íàêîïëåíèÿ íå çàâèñåëà îò
ïîëîæåíèÿ çàìåíåííîé àìèíîêèñëîòû. Ïðè çàìåíå íå-

ñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò ñíèæåíèå íàêîïëåíèÿ áûëî ïðîïîð-
öèîíàëüíî ÷èñëó çàìåíåííûõ çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò.
Íàïðîòèâ, ñíèæåíèå íàêîïëåíèÿ Tat-áåëêà â ÿäðå çàâèñå-
ëî îò ïîëîæåíèÿ çàìåíåííîé àìèíîêèñëîòû. Òàêæå íà-
êîïëåíèå Tat-áåëêà â ÿäðå çíà÷èòåëüíî îñëàáëÿëîñü ïî-
ñëå èñòîùåíèÿ êëåòî÷íîãî ïóëà ÀÒÔ. Òàêèì îáðàçîì, ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü îñíîâíîãî äîìåíà Tat-áåëêà ïîçâîëÿåò
ôóíêöèîíèðîâàòü ýòîìó äîìåíó â êà÷åñòâå NLS, à îáîãà-
ùåííîñòü ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè àìèíîêèñëîòàìè
(îáùåå ñâîéñòâî âñåõ êëàññè÷åñêèõ NLS) — íàêàïëèâàòü
áåëîê åùå è â ÿäðûøêå. Àíàëîãè÷íûå äàííûå ïîëó÷åíû
ïðè àíàëèçå GAR-äîìåíà ôèáðèëëàðèíà. Ýòîò äîìåí îò-
âå÷àåò çà íàêîïëåíèå ôèáðèëëàðèíà â ÿäðå è, áóäó÷è îáî-
ãàùåí àðãèíèíàìè, ñïîñîáåí îáåñïå÷èâàòü íàêîïëåíèå
ôèáðèëëàðèíà â ãðàíóëÿðíîì êîìïîíåíòå ÿäðûøêà ïî
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîìó ìåõàíèçìó. Ò. å. ñîâïàäåíèå NLS è
NoLS ñâÿçàíî c òåì, ÷òî òîëüêî NLS òðåáóåò îïðåäåëåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, äëÿ
NoLS âàæåí ëèøü çàðÿä ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýòî ïðèâî-
äèò ê âîçìîæíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ëþáîãî çàðÿæåí-
íîãî ó÷àñòêà áåëêà (âêëþ÷àÿ NLS Tat-áåëêà è GAR-äîìåí
ôèáðèëëàðèíà) â êà÷åñòâå NoLS.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-75-20199).
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Èíòåðôàçíîå ÿäðûøêî — íàèáîëåå êðóïíàÿ ñòðóêòó-
ðà èíòåðõðîìàòèíîâîãî äîìåíà ÿäðà ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêè, êîòîðàÿ ôîðìèðóåòñÿ âîêðóã êëàñòåðîâ ðèáîñîì-
íûõ ãåíîâ, èëè ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ. Íà óëüòðà-
ñòðóêòóðíîì óðîâíå â ôóíêöèîíàëüíûõ ÿäðûøêàõ âû-
ñøèõ ýóêàðèîò âûÿâëÿþòñÿ òðè îñíîâíûõ êîìïîíåíòà —
ôèáðèëëÿðíûå öåíòðû (ÔÖ), ïëîòíûé ôèáðèëëÿðíûé
êîìïîíåíò (ÏÔÊ) è ãðàíóëÿðíûé êîìïîíåíò (ÃÊ). Â èí-
ôóçîðèÿõ ÿäðûøêè ðàñïîëàãàþòñÿ â ìàêðîíóêëåóñàõ —
òðàíñêðèïöèîííîàêòèâíûõ ñîìàòè÷åñêèõ ïîëèïëîèäíûõ
ÿäðàõ — è èìåþò ðàçíîîáðàçíóþ ìîðôîëîãèþ. Â îïðåäå-
ëåííîé ñòåïåíè ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ îñîáåííîñòÿìè
îðãàíèçàöèè ãåíîìà ìàêðîíóêëåóñà, êîòîðûé â îòëè÷èå
îò ãåíîìà âûñøèõ ýóêàðèîò ïðåäñòàâëåí íàáîðîì îòíîñè-
òåëüíî êîðîòêèõ ìîëåêóë ÄÍÊ (â âèäàõ ñ ãåííûì ðàçìå-
ðîì îò 5 äî 20 ò. ï. í., à ñ ñóáõðîìîñîìíûì ðàçìåðîì ãå-
íîìà — äî íåñêîëüêèõ ñîòåí ò. ï. í.).

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå äàííûå ïîêàçûâàþò,
÷òî â èíôóçîðèè Didinium nasutum (ñóáõðîìîñîìíûé ðàç-
ìåð ÄÍÊ) íà ñòàäèè ýêñïîíåíöèàëüíîãî ðîñòà êóëüòóðû
ÿäðûøêè èìåþò èíâåðòèðîâàííîå (ïî ñðàâíåíèþ ñ «êëàñ-
ñè÷åñêèìè» ÿäðûøêàìè âûñøèõ ýóêàðèîò) ðàñïîëîæåíèå
êîìïîíåíòîâ: ôèáðèëëÿðíûé ìàòåðèàë îáû÷íî îáðàçóåò
ñãóñòêè — òðàáåêóëû — íà ïåðèôåðèè ÿäðûøêà, à ñåðå-
äèíà çàïîëíåíà ãðàíóëÿðíûì ìàòåðèàëîì.

Â äàííîé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè è ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë â ÿäðûøêàõ D. nasutum
áûëà èññëåäîâàíà ëîêàëèçàöèÿ òðåõ ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ:
àðãåíòîôèëüíûõ áåëêîâ íóêëåîëèíà (Ñ23) è íóêëåîôîç-
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ìèíà (Â23 è NPM1), à òàêæå ôèáðèëëàðèíà — îäíîãî èç
ýâîëþöèîííî-êîíñåðâàòèâíûõ áåëêîâ, ãîìîëîãè êîòîðî-
ãî ïðèñóòñòâóþò â êëåòêàõ ðàçíûõ âèäîâ îò àðõåáàêòåðèé
äî ÷åëîâåêà. Ó âûñøèõ ýóêàðèîò ôèáðèëëàðèí ó÷àñòâóåò
â ìåòèëèðîâàíèè è ïðîöåññèíãå ïðå-ðÐÍÊ è ðàñïîëàãàåò-
ñÿ â ÏÔÊ ÿäðûøêà. NPM1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ
áåëêîâ ÃÊ ÿäðûøåê, õîòÿ â çíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå îí
ïðèñóòñòâóåò â ÿäðå, à â ñëåäîâûõ — â öèòîïëàçìå. Íóê-
ëåîëèí — ìíîãîôóíêöèîíàëüíûé áåëîê, êîòîðûé ëîêà-
ëèçóåòñÿ â îñíîâíîì â ÏÔÊ è â ìåíüøåé ñòåïåíè â ÃÊ ÿä-
ðûøåê.

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî â ÿä-
ðûøêàõ D. nasutum ôèáðèëëàðèí ðàñïîëàãàåòñÿ ïî ïåðè-
ôåðèè èíâåðòèðîâàííûõ ÿäðûøåê, â îáëàñòè ôèáðèëëÿð-
íîãî êîìïîíåíòà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê íóêëåî-
ëèíó ðàâíîìåðíî èíòåíñèâíî îêðàøèâàëàñü îáëàñòü
ðàñïîëîæåíèÿ ôèáðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà è â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ — öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü ÿäðûøêà. Íóêëåîôîçìèí
îêðàøèâàë öåíòðàëüíóþ ÷àñòü èíâåðòèðîâàííûõ ÿäðû-
øåê, ñîîòâåòñòâóþùóþ ãðàíóëÿðíîìó ìàòåðèàëó, íî íå
çîíó ôèáðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîîòâåòñòâóþò äàí-
íûì òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè íà îñíîâå ñåðèéíûõ
ýëåòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ñðåçîâ, êîòîðàÿ ïîêàçàëà,
÷òî ÿäðûøêè D. nasutum ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñëîæíûå
ñòðóêòóðû: ôèáðèëëÿðíûé êîìïîíåíò â ïðîñòðàíñòâå
ìàêðîíóêëåóñà îáðàçóåò ñåòü, âíóòðè êîòîðîé ðàñïîëî-
æåí ãðàíóëÿðíûé êîìïîíåíò, à õðîìàòèíîâûå òåëüöà, êî-
òîðûå ìîãóò èñïîëíÿòü ðîëü ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ,
ðàñïîëàãàþòñÿ ñíàðóæè ÿäðûøêîâûõ ñåòåé, ïî ïåðèôå-
ðèè ôèáðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà. Â òàêèõ ÿäðûøêàõ âåê-
òîð ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ íàïðàâëåí íå òàê, êàê â «êëàññè÷å-
ñêèõ» ÿäðûøêàõ âûñøèõ ýóêàðèîò, à èçâíå, îò ïåðèôåðèè
ÿäðûøêà ê åãî öåíòðó, ãäå ðàñïîëîæåí ãðàíóëÿðíûé êîì-
ïîíåíò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-06449à).

Ó×ÀÑÒÈÅ ßÄÅÐÍÎÃÎ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ NR4A3 Â ÐÅÃÓ-
ËßÖÈÈ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÅÒÀÁÎËÈÇÌÀ. © Ò. Ñ. Ëåî-
íîâà, À. À. Äàêñ, Î. Þ. Øóâàëîâ, Å. À. Âàñèëüåâà,
À. Â. Ïåòóõîâ, Í. À. Áàðëåâ, Î. À. Ôåäîðîâà. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

ßäåðíûå ðåöåïòîðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áîëüøóþ
ãðóïïó áåëêîâûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå
ÿâëÿþòñÿ ãåíàìè ðàííåãî îòâåòà íà øèðîêèé ñïåêòð ñèã-
íàëîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ïåïòèäíûå ãîðìîíû, ðîñòîâûå
ôàêòîðû, öèòîêèíû, æèðíûå êèñëîòû, íåéðîòðàíñìèòòå-
ðû, ñòðåññ è ôèçè÷åñêèå ñòèìóëû. Ïðåäñòàâèòåëè ïîä-
ãðóïïû NR4A (NR4A1, NR4A2 è NR4A3) îòíîñÿòñÿ ê îð-
ôàííûì ÿäåðíûì ðåöåïòîðàì, äëÿ êîòîðûõ íå îáíàðóæå-
íî ýíäîãåííûõ ëèãàíäîâ. Òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü
è ãåíåòè÷åñêèå ìèøåíè ïðåäñòàâèòåëåé ïîäñåìåéñòâà
NR4A îïðåäåëÿþòñÿ ëîêàëèçàöèåé âíóòðè êëåòêè, óðîâ-
íåì ýêñïðåñèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ýòè ðåöåïòîðû, ïîñò-
òðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè è áåëîê-áåëêîâûìè
âçàèìîäåéñòâèÿìè. Ðàçëè÷íûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî ðåöåïòîðû NR4A1—3 èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â
ðåãóëÿöèè ìåòàáîëèçìà. Â ïå÷åíè è ñêåëåòíûõ ìûøöàõ
NR4A óâåëè÷èâàþò ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ
ó÷àñòâóþò â òðàíñïîðòå è ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû. Êðîìå

òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåöåïòîðû NR4A ÿâëÿþòñÿ ìî-
äóëÿòîðàìè ëèïèäíîãî ìåòàáîëèçìà â æèðîâîé òêàíè.

Â äàííîé ðàáîòå ìû îöåíèëè âëèÿíèå ÿäåðíîãî ðå-
öåïòîðà NR4A3 íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ íåêî-
òîðûå ôåðìåíòû, èçìåíåíèå óðîâíÿ êîòîðûõ ÷àñòî ðåãè-
ñòðèðóåòñÿ â ðàêîâûõ êëåòêàõ: ALDOA (àëüäîëàçà À),
ENO1 (åíîëàçà 1), HK2 (ãåêñîêèíàçà 2), LDHA (L-ëàêòàò-
äåãèäðîãåíàçà), MTHFD2 (ìåòèëåíòåòðàãèäðîôîëàò äå-
ãèäðîãåíàçà 2) è SHMT2 (ñåðèí-ãèäðîêñèìåòèë-òðàíñôå-
ðàçà 2), SLC2A1 (ïåðåíîñ÷èê ãëþêîçû GLUT 1).

Äëÿ îöåíêè ýêñïðåññèè âûøåïåðå÷èñëåííûõ ãåíîâ â
êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè èñïîëüçîâàëè êÄÍÊ êëåòîê ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû
MDA-MB-231 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè ïëàçìèäîé,
ñîäåðæàùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà NR4A3, è êîíò-
ðîëüíîé ïëàçìèäîé áåç âñòàâêè ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà.
Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòåé ãåíîâ ALDOA, ENO1, HK2, LDHA, MTHFD2,
SHMT2 è SLC2A1, à òàêæå ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðåôåðåíñíîãî ãåíà
GAPDH, îöåíèëè óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ïå-
ðå÷èñëåííûõ ãåíîâ. Íîðìàëèçàöèþ ïðîâîäèëè îòíîñè-
òåëüíî ýêñïðåññèè GAPDH ñ ïîìîùüþ ìåòîäà DD-Ct.

Àíàëèç âëèÿíèÿ ïîâûøåííîãî óðîâíÿ NR4A3 íà ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ôåðìåíòû ìåòàáîëè÷åñêèõ
ïóòåé, ïîêàçàë, ÷òî NR4A3 ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ëàêòàòäåãèäðîãåíàçó A
(LDHA) è ìåòèëåíòåòðàãèäðîôîëàò äåãèäðîãåíàçó
(MTHFD2). Ëàêòàòäåãèäðîãåíàçà A ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì
ôåðìåíòîì àíàýðîáíîãî ìåòàáîëèçìà. NADP-çàâèñèìûé
ìèòîõîíäðèàëüíûé ôåðìåíò MTHFD2 ó÷àñòâóåò â îäíî-
óãëåðîäíîì ìåòàáîëèçìå, êîòîðûé ñëóæèò ïîñòàâùèêîì
îäíîóãëåðîäíûõ ôðàãìåíòîâ äëÿ áèîñèíòåòè÷åñêèõ ïó-
òåé, â òîì ÷èñëå äëÿ ñèíòåçà ïóðèíîâ è òèìèäèíà. Ïîêàçà-
íî, ÷òî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ LDHA èëè MTHFD2 ñïîñîáñò-
âóåò ïðîëèôåðàöèè ðàêîâûõ êëåòîê è ðåãèñòðèðóåòñÿ â
ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ðàêîâûõ îïóõîëåé. Òàêèì îá-
ðàçîì, âîçìîæíî âëèÿíèå NR4A3 íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ ôåðìåíòû, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò âûæèâàå-
ìîñòè è ïðîëèôåðàöèè ðàêîâûõ êëåòîê.

Ïîäâîäÿ èòîã, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íåîáõîäèìî
äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ôóíêöèé ðåöåïòîðà NR4A3, êîòî-
ðûé ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïîòåíöèàëüíîé ôàðìàêîëîãè÷åñêîé
ìèøåíüþ äëÿ ëå÷åíèÿ ìåòàáîëè÷åñêèõ íàðóøåíèé è ðà-
êîâûõ çàáîëåâàíèé.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 16-34-60228 è 16-34-00869 ìîë_à).
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êâàíòîâûå òî÷êè (ÊÒ) íà îñíîâå
CdSe è CdTe áëàãîäàðÿ èõ øèðîêîìó äèàïàçîíó ýìèññèè
â âèäèìîì ñâåòå, âûñîêîìó êâàíòîâîìó âûõîäó ôîòîëþ-
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ìèíåñöåíöèè è õîðîøî âîñïðîèçâîäèìîé òåõíîëîãèè
ñèíòåçà ïðèâëåêàþò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé. Òåì íå
ìåíåå èõ ïðèìåíåíèå îãðàíè÷èâàåòñÿ èç-çà òîãî, ÷òî ñó-
ùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü óòå÷êè ìåòàëëîâ èç ÿäåð ÊÒ â ðåçó-
ëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ çàùèòíûõ îáîëî÷åê êàê íåîðãàíè÷å-
ñêèõ, íàïðèìåð ZnS, òàê è îðãàíè÷åñêèõ ñëîåâ íà ïîâåðõ-
íîñòè ÊÒ. Ðåøåíèå ïðîáëåì, ñâÿçàííûõ ñ âîçìîæíûì
òîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì êàäìèÿ, îñíîâûâàåòñÿ íà ïðèìå-
íåíèè áåcêàäìèåâûõ ÊÒ, èìåþùèõ â êà÷åñòâå ÿäðà, íà-
ïðèìåð, ôîñôèä èíäèÿ InP. Õîòÿ InP-ÊÒ îáëàäàþò âñåìè
ñâîéñòâàìè, ïðèñóùèìè ÑdSe-ÊÒ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñó-
ùåñòâóåò î÷åíü ìàëî ðàáîò ïî ïðèìåíåíèþ ýòèõ ÷àñòèö â
áèîëîãèè. Â ýòîì èññëåäîâàíèè áûë ïðîâåäåí ñðàâíè-
òåëüíûé àíàëèç ñïåêòðàëüíî-ëþìèíåñöåíòíûõ ñâîéñòâ
ÊÒ òðåõ âèäîâ (CdSe/ZnS ÊÒ-ÏÝÃ, InP/ZnS ÊÒ-ÏÝÃ-NH2

è ÊÒ-ÏÝÃ-COOH) â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ ïðè pH 7.4 è
4.0, êîòîðûé ïîêàçàë, ÷òî ïðè íèçêîì çíà÷åíèè pH èíòåí-
ñèâíîñòü ôîòîëþìèíåñöåíöèè ñíèæàåòñÿ íà 74, 52 è
19 % ñîîòâåòñòâåííî. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëå ïîïàäàíèÿ
â áèîëîãè÷åñêîå îêðóæåíèå, ïðè ïîãëîùåíèè ìàêðîôàãà-
ìè J774 ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÊÒ íå ìåíÿþòñÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ôëóîðåñöåíöèåé ÊÒ â ðàñòâîðå. Òàêæå áûëî èçó-
÷åíî âëèÿíèå ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï —COOH è —NH2

íà ïîâåðõíîñòè InP ÊÒ-ÏÝÃ íà ýôôåêòèâíîñòü ïðîíèêíî-
âåíèÿ â êëåòêè ìàêðîôàãîâ J774 è êëåòêè HeLa, à òàêæå
îöåíåíà èõ öèòîòîêñè÷íîñòü ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Îáíàðóæåíî, ÷òî
ÊÒ, íåñóùèå îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå ãðóïïû —COOH,
óâåëè÷èâàþò ôëóîðåñöåíöèþ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ìàê-
ðîôàãîâ íà 179, à HeLa — íà 55 %, òîãäà êàê ÊÒ, íåñóùèå
àìèíîãðóïïû, óâåëè÷èâàþò ôëóîðåñöåíöèþ ïîïóëÿöèè
íà 46 è 21 % ñîîòâåòñòâåííî. Ïî äàííûì êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìîæíî ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî ÊÒ-ÏÝÃ-COOH ïðîíèêàþò â êëåòêè â
áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì ÊÒ, íåñóùèå NH2-ãðóïïû, îäíàêî
ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî ïàäåíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè ÊÒ-ÏÝÃ-NH2 è ÊÒ-ÏÝÃ-COOH ïðè íèçêèõ çíà÷å-
íèÿõ pH ðàçëè÷àåòñÿ ïî÷òè â 3 ðàçà, íåîáõîäèìû äîïîë-
íèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ äëÿ êîððåêòíîé êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ïîãëîùåíèÿ ýòèõ íàíîñòðóêòóð êëåòêàìè. Â ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå èíêóáàöèè CdSe- è
InP-ÊÒ â êîíöåíòðàöèÿõ 20 è 60 íÌ â òå÷åíèå 24 ÷ íà âû-
æèâàåìîñòü êëåòîê. Îöåíêà öèòîòîêñè÷íîñòè ïðîâåäåíà
íà êëåòêàõ HeLa ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ñ
èñïîëüçîâàíèåì èîäèäà ïðîïèäèÿ (PI). Ïîêàçàíî, ÷òî ÷å-
ðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÊÒ â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó íåçà-
âèñèìî îò ñîñòàâà ÿäðà è èñïîëüçîâàííûõ êîíöåíòðàöèé
ÊÒ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñîñòàâèëà áîëåå 90 % (ìå-
íåå 10 % êëåòîê áûëè îêðàøåíû PI). Ïðîäåìîíñòðèðîâà-
íî, ÷òî InP ÊÒ ÿâëÿþòñÿ ýôôåêòèâíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ
áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.
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Èçìåíåíèå âíåøíåãî ìåõàíè÷åñêîãî ïîëÿ ïðèâîäèò ê
ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è ôîðìèðîâàíèþ åãî àäïòà-

öèîííîãî ïàòåðà ó ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê — êàê ñîìà-
òè÷åñêèõ, òàê è ïîëîâûõ. Îäíàêî ìåõàíèçì çàïóñêà
ïîäîáíûõ èçìåíåíèé, òàê æå êàê è ïóòè åãî ðåãóëÿöèè, äî
ñèõ ïîð îñòàþòñÿ ìàëîïîíÿòíûìè. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûëî èññëåäîâàíèå ñîäåðæàíèÿ öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ è
ìÐÍÊ êîäèðóþùèõ èõ ãåíîâ â ñïåðìàòîçîèäàõ è êëåòêàõ
ñåìåííèêîâ ìûøåé, êîòîðûå ïîäâåðãàëèñü äëèòåëüíîìó
30-ñóòî÷íîìó àíòèîðòîñòàòè÷åñêîìó âûâåøèâàíèþ äëÿ
ìîäåëèðîâàíèÿ ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêè è ïîëó÷àëè ýñ-
ñåíöèàëüíûå ôîñôîëèïèäû â äîçèðîâêå 500 ìã/êã/ñóò
(ãðóïïà 30HSE) èëè àíàëîãè÷íóþ äîçó ïëàöåáî (ãðóïïà
30HS). Ñîîòâåòñòâåííî áûëè ñôîðìèðîâàíû êîíòðîëü-
íûå ãðóïïû (ãðóïïà CE è ãðóïïà C). Îòíîñèòåëüíîå ñî-
äåðæàíèå èçîôîðì àêòèíà (áåòà-, ãàììà-) è àëüôà-àêòèíè-
íîâ (1 è 4) îñòàâàëîñü íà îäíîì óðîâíå âî âñåõ ãðóïïàõ
èññëåäîâàíèÿ â ñïåðìàòîçîèäàõ. Â êëåòêàõ ñåìåííèêîâ
îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå èçîôîðì àêòèíà áûëî íà îä-
íîì óðîâíå, òàê æå êàê è â ñïåðìàòîçîèäàõ. Îäíàêî â
êëåòêàõ ñåìåííèêîâ ñîäåðæàíèå ACTN1 â ãðóïïå 30HS
áûëî äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â ãðóïïå C íà 17 % (p k 0.05).
Íàïðîòèâ, ñîäåðæàíèå ACTN4 â ãðóïïå 30HS áûëî íèæå
êîíòðîëÿ íà 20 % (p k 0.05). Ïðè ýòîì â ãðóïïå ñ ïðèìå-
íåíèåì ýññåíöèàëüíûõ ôîñôîëèïèäîâ îòíîñèòåëüíîå ñî-
äåðæàíèå ACTN1 è ACTN4 íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ.
Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå áåòà-òóáóëèíà â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå Ñ è êîíòðîëüíîé ãðóïïå ñ ïðèìåíåíèåì ýññåíöèà-
ëüíûõ ôîñôîëèïèäîâ CE áûëî ñõîäíûì. Â ãðóïïå ïîñëå
30-ñóòî÷íîãî âûâåøèâàíèÿ 30HS îíî áûëî ñíèæåíî íà
19 % (p k 0.05), òàê æå êàê è â ãðóïïå ñ ïðèìåíåíèåì ýñ-
ñåíöèàëüíûõ ôîñôîëèïèäîâ 30HSE (íà 27 %, p k 0.05). Â
òêàíÿõ ñåìåííèêîâ îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå òóáóëèíà
íå ìåíÿëîñü íè â îäíîé èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïï. Îò-
íîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ áåòà-àêòèíà è ãàììà-àê-
òèíà îñòàâàëîñü íà îäíîì óðîâíå â ñïåðìàòîçîèäàõ è â
òêàíÿõ ñåìåííèêîâ âî âñåõ ãðóïïàõ èññëåäîâàíèÿ. Ñîäåð-
æàíèå ìÐÍÊ Actn1 â ñïåðìàòîçîèäàõ ãðóïïû 30HS áûëî
âûøå íà 47 % (p k 0.05) îòíîñèòåëüíî ãðóïïû C. Â ñïåð-
ìàòîçîèäàõ ãðóïï CE è 30HSE ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ Actn1
ìåæäó ñîáîé äîñòîâåðíî íå ðàçëè÷àëîñü, íî áûëî âûøå,
÷åì â ãðóïïå C, íà 39 è 41 % (p k 0.05) ñîîòâåòñòâåííî.
Â òêàíÿõ ñåìåííèêîâ â ãðóïïå 30HS ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ
Actn1 áûëî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, íà 194 % (p k 0.05).
Àíàëîãè÷íî ñïåðìàòîçîèäàì â òêàíÿõ ñåìåííèêîâ ãðóïï
CE è 30HSE ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ Actn1 ìåæäó ñîáîé äîñòî-
âåðíî íå ðàçëè÷àëîñü, íî áûëî âûøå, ÷åì â ãðóïïå C, íà
94 è 89 % (p k 0.05) ñîîòâåòñòâåííî. Îòíîñèòåëüíîå ñî-
äåðæàíèå ìÐÍÊ Actn4 â ñïåðìàòîçîèäàõ è òêàíÿõ ñåìåí-
íèêîâ ãðóïïû 30HS íå îòëè÷àëîñü îò ãðóïïû Ñ. Â ñïåð-
ìàòîçîèäàõ ãðóïï CE è 30HSE ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ Actn4
áûëî íà óðîâíå ãðóïïû C; â òêàíÿõ ñåìåííèêîâ ãðóïï CE
è 30HSE îíî áûëî âûøå, ÷åì â ãðóïïå C, íà 38 è 36 %
(p k 0.05) ñîîòâåòñòâåííî. Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå
ìÐÍÊ áåòà-òóáóëèíà (Tubb2b) áûëî íèæå êîíòðîëüíîãî
óðîâíÿ â ñïåðìàòîçîèäàõ ãðóïï âûâåøèâàíèÿ: â ãðóïïå
30HS — íà 52 %, 30HSE — íà 49 % (p k 0.05). Ïðè ýòîì â
òêàíÿõ ñåìåííèêîâ èçìåíåíèé íå íàáëþäàëîñü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé Èíñòèòóòà ìå-
äèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ è ïðîãðàììû ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

RelA/p65 ÓÑÈËÈÂÀÅÒ ÁÅËÊÎÂÛÅ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒ-
ÂÈß ACTN4 Â ÊËÅÒÊÀÕ ÍÅÌÅËÊÎÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 773
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Àëüôà-àêòèíèí 4 (ACTN4) ÿâëÿåòñÿ àêòèíñâÿçûâàþ-
ùèì áåëêîì ñïåêòðèíîâîãî ñóïåðñåìåéñòâà. ACTN4
âñòðå÷àåòñÿ êàê â öèòîïëàçìå, òàê è â ÿäðå ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê. Îñíîâíîé ôóíêöèåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
ACTN4 ÿâëÿþòñÿ ñòàáèëèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è
èõ ñâÿçûâàíèå ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè. ßäåðíûé
ACTN4 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîñëå àê-
òèâàöèè îïðåäåëåííûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, íî
ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè íå ïîëíîñòüþ ÿñíû. Â íàøèõ ïðå-
äûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî âçàèìîäåéñòâèå
ACTN4 ñ ñóáúåäèíèöåé RelA/p65 ôàêòîðà NF-kappaB è
âëèÿíèå íà åãî òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü â êëåòêàõ
A431 è HEK293. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè èç-
ìåíåíèÿ â ñîñòàâå ÿäåðíûõ ACTN4-âçàèìîäåéñòâóþùèõ
áåëêîâ â êëåòêàõ íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà ëåãêîãî H1299
ïðè ñòàáèëüíîé èçáûòî÷íîé ýêñïðåññèè RELA. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî ACTN4 ïðèñóòñòâóåò â ÿäðàõ êëåòîê H1299 íå-
çàâèñèìî îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè RELA. Èíòåðåñíî, ÷òî
ñòàáèëüíàÿ ýêòîïè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ RELA â ýòèõ êëåò-
êàõ ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, íî íå îêàçûâàåò ñó-
ùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà êëåòî÷íûé öèêë. Ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç èììóíîïðåöèïèòàòîâ ACTN4 äâóõìåðíûì
ýëåêòðîôîðåçîì ñ ïîñëåäóþùåé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé
ïîêàçàë, ÷òî hnRNP A2/B1, hnRNP H1 è HSP7C âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ ACTN4 â ÿäðàõ êëåòîê H1299. Ïðè äëèòåëü-
íîé ýêòîïè÷åñêîé ýêñïðåññèè RELA â êëåòêàõ H1299 êî-
ëè÷åñòâî áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ÿäåðíûì ACTN4,
óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî ïðèâåëî ê äîïîëíèòåëüíîé èäåíòèôè-
êàöèè hnRNP K, EF1A1 è ACTG. Êðîìå òîãî, áèîèíôîð-
ìàòè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ïàöèåíòîâ ñ ðàêîì
ëåãêèõ ïîêàçàë, ÷òî ñîâìåñòíàÿ ýêñïðåññèÿ ACTN4 è
RELA êîððåëèðóåò ñ ïëîõèì ïðîãíîçîì âûæèâàíèÿ. Ìû
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî âëèÿíèå RELA íà ïðîëèôåðàöèþ êëå-
òîê H1299 ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî ACTN4 è âçàèìî-
äåéñòâóþùèìè ñ íèì áåëêàìè.
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Ïðîòåàñîìà — ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé êîì-
ïëåêñ, êîòîðûé îòâå÷àåò çà èçáèðàòåëüíóþ äåãðàäàöèþ
áåëêîâ â êëåòêå. Ïîìèìî êëåòêè ïðîòåàñîìû îáíàðóæåíû
òàêæå è âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Ôóíêöèè âíåêëå-
òî÷íûõ ïðîòåàñîì íåèçâåñòíû. Èñïîëüçîâàíèå ñïåöèôè-
÷åñêîãî èíãèáèðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì in vitro
ïîìîæåò ïîíÿòü ðîëü ïðîòåàñîì âî âíåêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå. Ñîâðåìåííûå èíãèáèòîðû ïðîòåàñîì ìîæíî
óñëîâíî ïîäåëèòü íà 2 ãðóïïû — õèìè÷åñêèå è áåëêîâûå.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ïðîòåàñîìíûé èí-

ãèáèòîð PI31, ïîòîìó ÷òî áåëêîâûé èíãèáèòîð íå äîëæåí
ïðîíèêàòü âíóòðü êëåòêè, ÷òî êðàéíå âàæíî â íàøåì èñ-
ñëåäîâàíèè. Áåëîê PI31 èìååò ìîë. ìàññó 29.7 êÄà
(271 à. ê.) è èíãèáèðóåò ãèäðîëèç íåáîëüøèõ ñèíòåòè÷å-
ñêèõ ñóáñòðàòîâ è êðóïíûõ ðàçâåðíóòûõ áåëêîâ ïðîòåàñî-
ìîé.

Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðóþùàÿ àêòèâíîñòü áåëêà PI31
ëîêàëèçîâàíà íà áîãàòîì ïðîëèíîì Ñ-êîíöåâîì ó÷àñòêå
äëèíîé 123 à. ê. Íà îñíîâå ýòîãî ó÷àñòêà ìû ñîçäàëè ðå-
êîìáèíàíòíûé áåëîê mñPI31 — íåñóùèé íà Ñ-êîíöå ïî-
ëèïåïòèä, èñïîëüçóåìûé äëÿ àôôèííîé î÷èñòêè. Â ñî-
ñòàâ ïîëèïåïòèäà âõîäÿò ñàéò äëÿ ðàñùåïëåíèÿ TEV-ïðî-
òåàçîé è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç øåñòè ãèñòèäèíîâ.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü mñPI31 áûëà êëîíèðîâàíà â ñïåöè-
àëüíûé ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pET-24 d (+). Ðåêîìáè-
íàíòíûé áåëîê mñPI31 áûë ýêñïðåññèðîâàí â áàêòåðèÿõ
E. coli è àôôèííî î÷èùåí ñ ïîìîùüþ õåëàòíîãî Ni2+-íî-
ñèòåëÿ. Äàëåå ìû ïðîâåëè îöåíêó âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèé mñPI31 íà èíãèáèðîâàíèå ïðîòåîëèòè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ
ôëóîðîãåííûõ ïåïòèäîâ. Ïðîòåàñîìû áûëè àôôèííî
î÷èùåíû èç êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèè K562. Â êà÷åñòâå ïî-
ëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ìû èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèé
èíãèáèòîð ïðîòåàñîì MG132 ñ êîíöåíòðàöèåé 1 ìêÌ.
Ìû ïîêàçàëè, ÷òî èíãèáèðóþùàÿ àêòèâíîñòü mñPI31 ïðî-
ÿâëÿåòñÿ óæå ïðè êîíöåíòðàöèè 0.5 ìêÌ è ïðè äîñòèæå-
íèè êîíöåíòðàöèè mñPI31 1 ìêÌ ýôôåêòèâíîñòü èíãèáè-
ðîâàíèÿ ïðîòåàñîì äîñòèãàåò àíàëîãè÷íîé, êàê äëÿ èíãè-
áèòîðà MG132.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûé
áåëîê mñPI31 ñïîñîáåí ýôôåêòèâíî èíãèáèðîâàòü ïðî-
òåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì in vitro.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10343).

ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÐÅÖÅÏÒÎÐÎÂ ÏÅÏÒÈÄÎÂ CLE Â
ÎÏÓÕÎËßÕ ÐÅÄÈÑÀ RAPHANUS SATIVUS L.
© Þ. Â. Ìàëîâè÷êî, À. À. Òêà÷åíêî, È. Å. Äîäóåâà, Ë. À. Ëó-
òîâà. Êàôåäðà ãåíåòèêè è áèîòåõíîëîãèè áèîëîãè÷åñêî-
ãî ôàêóëüòåòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíè-
âåðñèòåòà.

Ðîñò è îðãàíîãåíåç ðàñòåíèé îñóùåñòâëÿþòñÿ ïðè
ó÷àñòèè îñîáûõ ïðîëèôåðàòèâíûõ òêàíåé, èëè ìåðèñòåì.
Ïðè ýêòîïè÷åñêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê
ôîðìèðóþòñÿ òàê íàçûâàåìûå íåðåãóëÿðíûå ìåðèñòåìû,
äàþùèå íà÷àëî òàêèì ìîðôîëîãè÷åñêèì îáðàçîâàíèÿì,
êàê ðàíåâûå è ýìáðèîãåííûå êàëëóñû, îïóõîëè è ãàëëû.
Â îòëè÷èå îò ãàëëîâ è êàëëóñîâ, ôîðìèðóþùèõñÿ ó ìíî-
ãèõ ðàñòåíèé ïðè ïîðàíåíèè èëè èíôåêöèè ïàòîãåíàìè,
ôîðìèðîâàíèå îïóõîëåé â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ áûëî
ïîêàçàíî äëÿ ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà âè-
äîâ, âêëþ÷àÿ ïðåäñòàâèòåëåé ðîäîâ Nicotiana (òàáàê),
Raphanus (ðåäüêà/ðåäèñ), Arabidopsis, Bryophyllum è ò. ä.

Íàøà íàó÷íàÿ ãðóïïà èññëåäóåò ðàçëè÷íûå àñïåêòû
îáðàçîâàíèÿ îïóõîëåé ó èíáðåäíûõ ëèíèé ðåäèñà, âêëþ-
÷àÿ ó÷àñòèå â äàííîì ïðîöåññå ñèãíàëüíîé ñèñòåìû
WOX-CLE. Íà äàííûé ìîìåíò â îïóõîëÿõ áûëà îáíàðó-
æåíà ýêñïðåññèÿ ðÿäà ãåíîâ CLE, âêëþ÷àÿ RsCLE1, 2, 11,
13, 16, 19 è 41 (Gancheva et al., 2016 ÂÌÑ Plant. Biol. 16
(Suppl 1) : 7). Â äàííîé ðàáîòå ìû ïëàíèðóåì âûÿâèòü
êîíêðåòíóþ ðîëü ïåïòèäîâ CLE â ìîðôî- è ãèñòîãåíåçå
îïóõîëåé ðåäèñà ïóòåì ëîêàëèçàöèè íåêîòîðûõ èõ ðåöåï-
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òîðîâ, à èìåííî CRN, CLV2 è PXY. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ
äàííûõ ðåöåïòîðîâ è èõ ëèãàíäîâ â îïóõîëÿõ áûëà ïîêà-
çàíà ïóòåì ÎÒ-ÏÖÐ è òðàíñêðèïòîìíîãî àíàëèçà. Äëÿ ëî-
êàëèçàöèè ðåöåïòîðîâ ìû ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäû,
ñîäåðæàùèå êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ãåíîâ è ðåïîðòåðíîãî ãåíà GFP ïîä êîíòðîëåì
ïðîìîòîðîâ, êëîíèðîâàííûõ èç ãåíîìà Arabidopsis. Ðàñ-
òåíèÿ äâóõ ëèíèé ðåäèñà (îïóõîëåîáðàçóþùåé è êîíò-
ðîëüíîé) áûëè òðàíñôîðìèðîâàíû ñ ïîìîùüþ Agrobacte-
rium rhizogenes. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè áûëà
ïîäòâåðæäåíà àíàëèçîì ñðåçîâ áîðîäàòûõ êîðíåé íà êîí-
ôîêàëüíîì ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Àíàëîãè÷íûì
îáðàçîì ïëàíèðóåòñÿ ëîêàëèçîâàòü ðåöåïòîðû â åñòåñò-
âåííûõ îïóõîëÿõ. Ìû òàêæå ïëàíèðóåì âèçóàëèçèðîâàòü
äîìåíû ýêñïðåññèè äàííûõ ãåíîâ ïðè ïîìîùè ðåïîðòåð-
íûõ êîíñòðóêöèé ñ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
ãåíà GUS, à òàêæå ïðîâåñòè àíàëîãè÷íóþ ðàáîòó ñ ðÿäîì
äðóãèõ íåðåãóëÿðíûõ ìåðèñòåì, âêëþ÷àÿ îïóõîëè, èíäó-
öèðîâàííûå ãîðìîíàìè è ïàòîãåíàìè.

Ðàáîòà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-16-10011).

ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÅ ÑÎÑÒÎßÍÈÅ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ
ÏÐÎÃÅÍÈÒÎÐÎÂ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÃÐÛÇÓÍÎÂ Â
ÓÑËÎÂÈßÕ ÐÅÀËÜÍÎÉ È ÌÎÄÅËÈÐÓÅÌÎÉ ÌÈÊ-
ÐÎÃÐÀÂÈÒÀÖÈÈ. © Å. À. Ìàðêèíà, È. Â. Àíäðèàíîâà,
Å. Ð. Àíäðååâà, Ë. Á. Áóðàâêîâà. Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëî-
ãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, goncharova-tim@list.ru

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñíîâíîé çàäà÷åé áèîëîãè÷åñêèõ
ýêñïåðèìåíòîâ â êîñìè÷åñêèõ ïîëåòàõ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå
ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ àäàïòàöèè çåìíûõ îðãà-
íèçìîâ ê âîçäåéñòâèþ ìèêðîãðàâèòàöèè íà ðàçëè÷íûõ
óðîâíÿõ îðãàíèçàöèè — êëåòî÷íîì, òêàíåâîì è îðãàí-
íîì. Êàê èçâåñòíî, êîñòíûé ìîçã ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
äåïî ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðûõ îáåñïå÷èâàåò ôèçèîëî-
ãè÷åñêèé ãåìîïîýç è ãîìåîñòàç êîñòíîé òêàíè. Çíà÷èòåëü-
íûé âêëàä â ïîíèìàíèå ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â êîñò-
íîì ìîçãå â óñëîâèÿõ íåâåñîìîñòè, âíîñÿò áèîëîãè÷åñêèå
ýêñïåðèìåíòû, êîòîðûå ïðîâîäÿòñÿ íà áåñïèëîòíûõ ëåòà-
òåëüíûõ àïïàðàòàõ (áèîñïóòíèêàõ) è íàçåìíîì ìîäåëèðî-
âàíèè ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîé
îáúåì íàêîïëåííûõ äàííûõ, ìíîãèå âîïðîñû, ñâÿçàí-
íûå ñ ïîòåíöèàëîì ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñòðîìàëü-
íûõ ïðîãåíèòîðîâ êîñòíîãî ìîçãà, îñòàþòñÿ îòêðûòûìè.
Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ñîñòîÿíèÿ êîìïàðò-
ìåíòà ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ãðûçóíîâ â
óñëîâèÿõ ðåàëüíîé è ìîäåëèðóåìîé ìèêðîãðàâèòàöèè.

Äëÿ ýòîãî áûëè èññëåäîâàíû ñëåäóþùèå ìîðôîëîãè-
÷åñêèå ïîêàçàòåëè: êëåòî÷íîñòü êîñòíîãî ìîçãà, êëîíî-
ãåííàÿ àêòèâíîñòü ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü è äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåí-
öèè ñòðîìàëüíûõ ïðîãåíèòîðîâ êîñòíîãî ìîçãà ãðûçóíîâ.

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà ñàìöàõ ìûøåé ëèíèè
C57Bl/6N ïîñëå 30-ñóòî÷íîãî ïîëåòà áèîñïóòíèêà è
30-ñóòî÷íîãî àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ è íà
ñàìöàõ êðûñ ëèíèè Wistar ïîñëå 30-ñóòî÷íîãî àíòèîðòî-
ñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ.

Ïîäñ÷åò ïðîâîäèëè ïîñëå âûäåëåíèÿ êëåòîê. Ïðî-
ëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî ÷èñëó
óäâîåíèé ïîïóëÿöèé (PD). Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ìàëîäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê àíàëèçèðîâàëè

÷èñëî ÊÎÅ-ô è ñïîñîáíîñòü ê àäèïî- è îñòåîäèôôåðåí-
öèðîâêå.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî ôàêòîðû äëèòåëüíîãî êîñìè÷åñêîãî ïî-
ëåòà íå ïîâëèÿëè íà êëåòî÷íîñòü, êëîíîãåííóþ è ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ñïîíòàííûé äèôôåðåíöèðîâî÷-
íûé îñòåî- è àäèïîïîòåíöèàë ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C57Bl/6N ïðè óâåëè÷åíèè
ýôôåêòèâíîñòè àäãåçèè ýòèõ êëåòîê in vitro. Â óñëîâèÿõ
30-ñóòî÷íîãî âûâåøèâàíèÿ ïðîèçîøëî ñíèæåíèå êëîíî-
ãåííîé è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ñòðîìàëüíûõ
ïðåäøåñòâåííèêîâ êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C57Bl/6N. Ïðè
ìîäåëèðîâàíèè ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè êëåòî÷íîñòü
è ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
êðûñ íåñêîëüêî óâåëè÷èëèñü, ÷èñëî ÊÎÅ-ô è ïëîùàäü,
çàíèìàåìàÿ êîëîíèÿìè, ñíèæàëèñü.

Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèÿ, âûÿâëåííûå ïîñëå êîñìè-
÷åñêîãî ïîëåòà, íîñÿò óìåðåííûé îáðàòèìûé õàðàêòåð,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñîõðàííîñòè ïîòåíöèé ðàííèõ
ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ êîñòíîãî ìîçãà. Ìîäå-
ëèðîâàíèå ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè ïðèâîäèò ê çíà÷è-
òåëüíîìó èçìåíåíèþ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñòðî-
ìàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ãðûçó-
íîâ, êîòîðîå òàêæå ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ïðîãðàììû ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé Èíñòèòóòà ìåäèêî-áèîëîãè-
÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ è ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû».

ÐÎËÜ ÌÎ×ÅÂÈÍÛ È ÃËÈÖÈÍÀ ÊÀÊ ÈÑÒÎ×ÍÈÊÎÂ
ÀÇÎÒÀ È ÓÃËÅÐÎÄÀ ÄËß ÄÈÍÎÔËÀÃÅËËßÒ.
© Î. Â. Ìàòàíöåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, matantseva@incras.ru

Ìî÷åâèíà è àìèíîêèñëîòû ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè ðàñïðî-
ñòðàíåííûìè ðàñòâîðåííûìè îðãàíè÷åñêèìè ñîåäèíåíè-
ÿìè â ïðèáðåæíûõ âîäàõ Ìèðîâîãî îêåàíà. Ìíîãèå ôîòî-
òðîôíûå äèíîôëàãåëëÿòû ìîãóò èñïîëüçîâàòü èõ â êà÷å-
ñòâå èñòî÷íèêîâ àçîòà íàðÿäó ñ «êëàññè÷åñêèìè»
íåîðãàíè÷åñêèìè ñóáñòðàòàìè. Îäíàêî äî ñèõ ïîð îñòàåò-
ñÿ íåÿñíûì, èñïîëüçóþò ëè ýòè ìèêðîîðãàíèçìû è óãëå-
ðîä îðãàíè÷åñêèõ âåùåñòâ. Ñ ïîìîùüþ ìå÷åíèÿ ñóáñòðà-
òîâ ñòàáèëüíûìè èçîòîïàìè è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ìû
èññëåäîâàëè êîíêóðåíòíîå ïîãëîùåíèå íèòðàòà è ìî÷å-
âèíû, à òàêæå íèòðàòà è ãëèöèíà êóëüòóðàìè äèíîôëàãåë-
ëÿò Prorocentrum minimum íà óðîâíå ïîïóëÿöèé è îòäåëü-
íûõ êëåòîê. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñêîðîñòü ïîãëîùåíèÿ ìî÷å-
âèíû è ãëèöèíà çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàëà ñêîðîñòü
ïîãëîùåíèÿ íèòðàòà, à ìî÷åâèíà îêàçûâàëà èíãèáèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà êîíêóðåíòíóþ àññèìèëÿöèþ íèòðàòà.
Ïðè ýòîì ñêîðîñòü ïîãëîùåíèÿ ñóáñòðàòîâ, à òàêæå âûðà-
æåííîñòü ïîäàâëåíèÿ àññèìèëÿöèè íèòðàòà â ïðèñóòñò-
âèè ìî÷åâèíû çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àëèñü ó îòäåëüíûõ êëå-
òîê äèíîôëàãåëëÿò. Êàê ìî÷åâèíà, òàê è ãëèöèí ïðåèìó-
ùåñòâåííî èñïîëüçîâàëèñü äèíîôëàãåëëÿòàìè â êà÷åñòâå
èñòî÷íèêîâ àçîòà. Ïîòðåáëåíèå óãëåðîäà îðãàíè÷åñêèõ
âåùåñòâ áûëî â 14—20 ðàç ìåíüøå òåîðåòè÷åñêè îæèäàå-
ìîãî (â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòðóêòóðîé ìîëåêóë ìî÷åâèíû è
ãëèöèíà) è ñîñòàâëÿëî âñåãî 1—2 % îò óðîâíÿ ïîãëîùå-
íèÿ íåîðãàíè÷åñêîãî óãëåðîäà. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ áèî-
èíôîðìàòèêè â òðàíñêðèïòîìå P. minimum èç áàçû äàí-
íûõ MMETSP áûëè îïðåäåëåíû áåëêè, âîâëå÷åííûå â
ìåòàáîëèçì ìî÷åâèíû è ãëèöèíà. Íàáëþäàåìîå ðàçîáùå-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 775



íèå àññèìèëÿöèè àçîòà è óãëåðîäà îðãàíè÷åñêèõ âåùåñòâ
ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî ìåòàáîëè÷åñêèìè ïðåâðàùåíèÿ-
ìè ìî÷åâèíû è ãëèöèíà â ïðîöåññå èõ àññèìèëÿöèè êëåò-
êàìè. Òàêîå ðàçîáùåíèå ìîæåò ïîíèæàòü îáùóþ ýôôåê-
òèâíîñòü ïîãëîùåíèÿ íåîðãàíè÷åñêîãî óãëåðîäà, íåîáõî-
äèìîãî äëÿ ôîòîñèíòåçà, ïîñêîëüêó ïîòðåáëåíèå àçîòà
ìî÷åâèíû è ãëèöèíà âåäåò ê âûñâîáîæäåíèþ íåîðãàíè÷å-
ñêîãî óãëåðîäà. Îáíàðóæåííàÿ ôèçèîëîãè÷åñêàÿ âàðè-
àáåëüíîñòü êëåòîê P. minimum â îòíîøåíèè ïîãëîùåíèÿ
è àññèìèëÿöèè ïèòàòåëüíûõ ñóáñòðàòîâ, âåðîÿòíî, îêàçû-
âàåò çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà äèíàìèêó ïîïóëÿöèé äè-
íîôëàãåëëÿò è èõ öâåòåíèé â åñòåñòâåííûõ ýêîñèñòåìàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10116).

ÐÀÇÍÎÎÁÐÀÇÈÅ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ßÄÐÛØÊÎÂÎÃÎ
ÌÀÒÅÐÈÀËÀ ÀÌÅÁ ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ THECAMOEBIDAE
(AMOEBOZOA: DISCOSEA). © Å. Ñ. Ìåçåíöåâ. Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Ëîáîçíûå àìåáû ñåìåéñòâà Thecamoebidae øèðîêî
ðàñïðîñòðàíåíû â ìîðñêèõ, ïðåñíîâîäíûõ è íàçåìíûõ
ìåñòîîáèòàíèÿõ. Âî âòîðîé ïîëîâèíå XX â. òåêàìåáèäû
áûëè îáúåêòîì àêòèâíîãî èçó÷åíèÿ, îäíàêî äî ñèõ ïîð
áîëüøèíñòâî ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà òåêàìåáà îïèñàíî
òîëüêî íà ñâåòîìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå. Âîçìîæíî, ýòî
îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ñåìåéñòâî Thecamoebidae — îäíî
èç íåìíîãèõ (åñëè íå åäèíñòâåííîå) ñåìåéñòâî àìåá,
ïðåäñòàâèòåëè êîòîðîãî âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ìîãóò áûòü
îïðåäåëåíû äî âèäà íà ñâåòîìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå,
÷òî îñîáåííî õàðàêòåðíî äëÿ öåíòðàëüíîãî ðîäà Theca-
moeba.

Â õîäå íàøèõ èññëåäîâàíèé â âûñåâàõ ïðîá èç ïðè-
ðîäíûõ ìåñòîîáèòàíèé íà wMY-àãàð áûëè îáíàðóæåíû
àìåáû, ïðèíàäëåæàùèå ðîäó Thecamoeba. Áûëî âûäåëåíî
33 øòàììà òåêàìåáèä, ïðåäñòàâëÿþùèõ 10 ðàçëè÷íûõ âè-
äîâ. Íåêîòîðûå øòàììû òåêàìåá ìîæíî îïðåäåëèòü êàê
èçâåñòíûå âèäû (Thecamoeba aesculea, T. similis è T. quad-
rilineata), îäíàêî íåñêîëüêî øòàììîâ, âåðîÿòíî, ÿâëÿþòñÿ
íîâûìè äëÿ íàóêè âèäàìè. 2 øòàììà îòíîñÿòñÿ ê ðîäó
Sappinia, ÷òî ïîäòâåðæäåíî ìîëåêóëÿðíûìè äàííûìè.

Àìåáû øòàììîâ Ta2, Ta4, Ta10, Ta24, Ta 64, Ta75 è
Ta78 îáëàäàþò åäèíñòâåííûì ÿäðîì, â èíòåðôàçå ñîäåð-
æàùèì åäèíñòâåííîå öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííîå ÿäðûø-
êî. ßäðûøêî ìîæåò ñîäåðæàòü ëàêóíû. Àìåáû ýòèõ
øòàììîâ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì áûëè èäåíòè-
ôèöèðîâàíû êàê âèäû T. quadrilineata è T. aesculea.
Øòàììû Ta43, Ta61 è Ta73 ïðåäñòàâëåíû àìåáàìè, òàêæå
èìåþùèìè âåçèêóëÿðíîå ÿäðî. Îäíàêî ó ïðåäñòàâèòåëåé
ýòèõ øòàììîâ ÿäðûøêî ÷àñòî íåñåò çàìåòíûå íåðîâíî-
ñòè, è ìíîãèå êëåòêè â êóëüòóðàõ îáëàäàþò ãåòåðîãåííûì
íà ñâåòîìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå ÿäðûøêîì. Ñîâîêóï-
íîñòü ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê íå ñîîòâåòñòâóåò
íè îäíîìó èç îïèñàííûõ âèäîâ òåêàìåá. ×àñòü êëåòîê â
øòàììàõ Ta74 è Ta81 èìåþò ÿäðî, â êîòîðîì ðàñïîëàãà-
åòñÿ âûòÿíóòîå âåðåòåíîâèäíîå íåðîâíîå ÿäðûøêî,
ðàñïîëîæåííîå ïîïåðåê ÿäðà. Îñòàëüíûå êëåòêè â êóëü-
òóðå îáëàäàþò îáû÷íûì âåçèêóëÿðíûì ÿäðîì ñ øàðîâèä-
íûì ÿäðûøêîì, èíîãäà íåñóùèì ëàêóíû.

Ìíîãèå êóëüòóðû ñîäåðæàò àìåá ñ ðàñïîëîæåííûì
ïî ïåðèôåðèè ÿäðà ÿäðûøêîâûì ìàòåðèàëîì, ïðè ýòîì
åãî îðãàíèçàöèÿ ñèëüíî âàðüèðóåò ó ïðåäñòàâèòåëåé ðàç-
íûõ øòàììîâ. Äëÿ øòàììîâ Ta77 è Ta79 õàðàêòåðíû àìå-

áû, íåñóùèå â âûòÿíóòîì ÿäðå îò 3 äî 5 óïëîùåííûõ
ÿäðûøåê, ïðèëåãàþùèõ ê ñòåíêå ÿäðà. Òàêàÿ æå ìîðôî-
ëîãèÿ ÿäðà ñîâïàäàåò ñ òàêîâîé ó T. striata. ßäðà ïðåäñòà-
âèòåëåé øòàììà Ta34 ñîäåðæàò íà ïåðèôåðèè îêîëî äâóõ
äåñÿòêîâ ëèíçîâèäíûõ ÿäðûøåê, ðàññòîÿíèå ìåæäó êîòî-
ðûìè ÷óòü ìåíüøå äèàìåòðà ñàìèõ ÿäðûøåê. Àìåáû
øòàììà Ta65 îáëàäàþò íåáîëüøèìè îêðóãëûìè ÿäðûø-
êàìè, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ âàðüèðóåò îêîëî ïîëóòîðà äå-
ñÿòêîâ è êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ êàê ó ñòåíîê ÿäðà, òàê è
â òîëùå íåãî. Ìíîæåñòâî ìåëêèõ îêðóãëûõ èëè âûòÿíó-
òûõ ÿäðûøåê, ÷àñòî ñ íåðîâíûì êðàåì è ëàêóíàìè, õàðàê-
òåðíî äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé øòàììîâ Ta66, Ta68, Ta69,
Ta70 è Ta72. Ó ýòèõ øòàììîâ ÿäðûøêè â îñíîâíîì ïðè-
ëåãàþò ê ñòåíêå ÿäðà, îäíàêî âñòðå÷àþòñÿ îòäåëüíûå ÿä-
ðûøêè, ðàñïîëîæåííûå â òîëùå êàðèîïëàçìû. Ó ïðåäñòà-
âèòåëåé øòàììà Ta55 ÿäðûøêîâûé ìàòåðèàë îðãàíèçîâàí
â âèäå ñåòè, ðàñïîëîæåííîé ïî ïåðèôåðèè ÿäðà. Îðãàíè-
çàöèÿ ÿäðûøêîâîãî ìàòåðèàëà â âèäå îáúåìíîé òðåõìåð-
íîé ñåòè, ñîñòîÿùåé èç îêðóãëûõ ó÷àñòêîâ, èíîãäà íåñó-
ùèõ ëàêóíû, è ïåðåìû÷åê ìåæäó íèìè, õàðàêòåðíà äëÿ
àìåá èç øòàììà Ta37.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî îðãàíèçàöèÿ ÿäðûøêîâîãî
ìàòåðèàëà ñðåäè ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Thecamoeba íå êîð-
ðåëèðóåò ñ ìîðôîòèïàìè òåêàìåá. Ïðè ôèëîãåíåòè÷å-
ñêîì àíàëèçå ïðîñëåæèâàåòñÿ òåíäåíöèÿ ðàçäåëåíèÿ ðîäà
íà äâå ìîíîôèëåòè÷åñêèå ãðóïïû, â ñîñòàâ îäíîé èç êîòî-
ðûõ âõîäÿò àìåáû, èìåþùèå âåçèêóëÿðíîå ÿäðî. Ïðåä-
ñòàâèòåëè âòîðîé ãðóïïû îáëàäàþò ÿäðîì, ñîäåðæàùèì
ïåðèôåðè÷åñêè ðàñïîëîæåííûå ìíîãî÷èñëåííûå ÿäðûø-
êè. Ïðè÷èíû òàêîãî ðàçäåëåíèÿ, à òàêæå ðàçëè÷èÿ â áèî-
ëîãèè àìåá ñ ðàçëè÷íîé ôîðìîé è êîëè÷åñòâîì ÿäðûøåê
ïîêà îñòàþòñÿ íåÿñíûìè. Âûÿâëåííûå íàìè ðàçíîîáðà-
çèå è ñòàáèëüíîñòü îðãàíèçàöèè ÿäðûøêîâîãî ìàòåðèàëà
â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ òåêàìåá ïîêàçûâàþò, ÷òî ýòîò ïðè-
çíàê ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå îäíîãî èç îñíîâ-
íûõ ïðè îïèñàíèè è èäåíòèôèêàöèè âèäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-14-01391).

ÐÎËÜ ÑÒÐÅÒ×ÀÊÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ Â ÀÍÀ-
ÁÎËÈ×ÅÑÊÎÌ ÎÒÂÅÒÅ ÈÇÎËÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÊÀÌÁÀ-
ËÎÂÈÄÍÎÉ ÌÛØÖÛ ÊÐÛÑÛ ÍÀ ÑÅÐÈÞ ÝÊÑÖÅÍ-
ÒÐÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÎÊÐÀÙÅÍÈÉ ÏÎÑËÅ ÔÓÍÊÖÈÎ-
ÍÀËÜÍÎÉ ÐÀÇÃÐÓÇÊÈ. © Ò. Ì. Ìèðçîåâ, Ñ. À. Òûãàíîâ,
Á. Ñ. Øåíêìàí. Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîá-
ëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, tmirzoev@yandex.ru

Â ñêåëåòíîé ìûøöå ñèãíàëüíûé ïóòü mTORC1/
p70S6k ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì àíàáîëè÷åñêèì ïóòåì, êîòî-
ðûé àêòèâèðóåòñÿ â îòâåò íà ìåõàíè÷åñêèå ñòèìóëû. Ïðè
ýòîì ñòðåò÷àêòèâèðóåìûå èîííûå êàíàëû (stretch-activa-
ted channels, SAC) ìîãóò èãðàòü âàæíåéøóþ ðîëü â âîñ-
ïðèÿòèè ìûøå÷íûì âîëîêíîì âíåøíåãî ìåõàíè÷åñêîãî
ñèãíàëà. Îäíàêî ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû àíàáîëè-
÷åñêîé ðåàëèçàöèè âíåøíåãî ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà â
ìûøå÷íîì âîëîêíå íà ôîíå ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè
èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëü èññëåäîâàíèÿ
ñîñòîÿëà â âûÿâëåíèè ðîëè SAC â ïðîâåäåíèè ìåõàíè÷å-
ñêîãî ñèãíàëà ê àíàáîëè÷åñêîìó ïóòè mTORC1/p70S6k â
m. soleus êðûñû ïîñëå 7-ñóòî÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðàç-
ãðóçêè. Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðàçãðóçêà ìûøö çàäíèõ êîíå÷-
íîñòåé îñóùåñòâëÿëàñü ìåòîäîì àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî
âûâåøèâàíèÿ (hindlimb suspension, HS). Êðûñû Wistar
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áûëè ðàçäåëåíû íà 5 ãðóïï: «Êîíòðîëü», «1-HS» (âûâå-
øèâàíèå â òå÷åíèå 1 ñóò), «3-HS» (3-ñóòî÷íîå âûâåøèâà-
íèå) è «7-HS» (7-ñóòî÷íîå âûâåøèâàíèå), «7HS + GdCl3»
(7-ñóòî÷íîå âûâåøèâàíèå ñ ïîñëåäóþùèì èíãèáèðîâàíè-
åì SAC). Ïîñëå îêîí÷àíèÿ âûâåøèâàíèÿ èçîëèðîâàííûå
êàìáàëîâèäíûå ìûøöû êðûñ áûëè ïîäâåðãíóòû ñåðèè
ýêñöåíòðè÷åñêèõ ñîêðàùåíèé ex vivo. Ñêîðîñòü ñèíòåçà
áåëêà îöåíèâàëè ìåòîäîì SUnSET. Ìåòîäîì Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà áûëî îïðåäåëåíî ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàííûõ ôîðì ìàðêåðà mTORC1 — ðèáîñîìàëüíîé êè-
íàçû p70S6k. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ñòåïåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ p70S6k è ïðèðîñò ñèíòåçà áåëêà â m. soleus
êðûñû áûëè çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ïîñëå 3- è 7-ñóòî÷íîé
ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
ìè çíà÷åíèÿìè. Äèíàìèêà ïðèðîñòà óðîâíÿ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ p70S6k ïîñëå ÝÑ ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ äëèòåëüíî-
ñòè ðàçãðóçêè áûëà ïîõîæà íà àíàëîãè÷íóþ äèíàìèêó
ïðèðîñòà ñèíòåçà áåëêà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðîëè ñòðåò÷àêòè-
âèðóåìûõ êàíàëîâ â ïåðåäà÷å ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà èñ-
ïîëüçîâàëè èíãèáèòîð SAC GdCl3 (20 ìêM), êîòîðûé äî-
áàâëÿëñÿ â ñðåäó ñ èçîëèðîâàííîé m. soleus ïîñëå ïåðèî-
äà 7-ñóòî÷íîé ðàçãðóçêè. Áûëî îáíàðóæåíî îäèíàêîâîå
ñíèæåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p70S6k, ðèáîñîìàëüíîãî
áåëêà S6 è 4E-BP1 îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ êàê â ãðóïïå
«÷èñòîãî» âûâåøèâàíèÿ, òàê è â ãðóïïå ñ áëîêàòîðîì
SAC.

Òàêèì îáðàçîì, ìåõàíè÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ êàìáàëî-
âèäíîé ìûøöû êðûñû ex vivo ïîñëå ôóíêöèîíàëüíîé
ðàçãðóçêè ïðèâåëà ê ñíèæåíèþ ïðèðîñòà ñèíòåçà áåëêà,
÷òî ìîãëî áûòü ñâÿçàíî ñ èíàêòèâàöèåé ñòðåò÷àêòèâèðóå-
ìûõ êàíàëîâ è ïîíèæåííîé àêòèâàöèåé ñèãíàëüíîãî ïóòè
mTORÑ1-p70S6k.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 16-34-60055 ìîë_à_äê).
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è 2 Ôåäåðàëüíûé ìåäèöèíñêèé èññëåäîâàòåëüñêèé öåíòð
èì. Â. À. Àëìàçîâà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, borisvp478@gmail.com

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ñåãîäíÿ ðàñ-
ñìàòðèâàþòñÿ êàê åñòåñòâåííàÿ ñèñòåìà ðåïàðàöèè òêà-
íåé áëàãîäàðÿ èõ ñïîñîáíîñòè ê ïðîäîëæèòåëüíîé ïðîëè-
ôåðàöèè è ìèãðàöèè â ìåñòî ïîâðåæäåíèÿ, â êîòîðîì
êëåòêè âûäåëÿþò ðîñòîâûå ôàêòîðû, èçìåíÿþùèå òêàíå-
âîå ìèêðîîêðóæåíèå è ñïîñîáñòâóþùèå çàæèâëåíèþ
ðàíû. Â êîíòåêñòå âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè, ïðîëèôå-
ðàöèÿ è ìèãðàöèÿ ÌÑÊ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ôóíêöèî-
íàëüíûå ñâîéñòâà, âçàèìîñâÿçü êîòîðûõ â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ îñòàåòñÿ íåèçó÷åííîé. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ-
÷àëàñü â èçó÷åíèè çàâèñèìîñòè ìèãðàöèîííûõ è
ïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ ÷åëîâåêà â õîäå ïàññèðî-
âàíèÿ â êóëüòóðå. Ñ ýòîé öåëüþ ìû îöåíèâàëè â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ 5-ãî è 10-ãî ïàññàæåé èçìåíåíèå
èõ ïðîëèôåðàòèâíûõ, ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ è ýêñïðåñ-
ñèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàðêåðîâ. ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç
ìåíñòðóàëüíîé êðîâè (ýÌÑÊ), æèðîâîé òêàíè (æÌÑÊ) è
êîñòíîãî ìîçãà (êìÌÑÊ) ÷åëîâåêà, òåñòèðîâàëè â õîäå

êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 5 % ÑÎ2, 37 °Ñ è
100 % âëàæíîñòè. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ÌÑÊ
îöåíèâàëè ïóòåì îïðåäåëåíèÿ âðåìåíè óäâîåíèÿ è ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ Ki67 è öèêëèíà D1 ñ ïîìîùüþ ïîëèìå-
ðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé
(ÎÒ-ÏÖÐ), à ìèãðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü — ïóòåì îöåíêè
ìèãðàöèè êëåòîê ÷åðåç ôèëüòðû 8 ìêì è ñïîñîáíîñòè ðå-
ãåíåðèðîâàòü ìåñòî ïîâðåæäåíèÿ in vitro ñ ïîìîùüþ òåõ-
íèêè «çàðàñòàíèÿ öàðàïèíû». Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ áûëè
èñïîëüçîâàíû êëåòêè óñòàíîâëåííûõ ýïèòåëèàëüíûõ ëè-
íèé ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè — êèøå÷íîé
êàðöèíîìû ÍÑÒ116, êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû MCF7
è êàðöèíîìû ëåãêèõ À-549. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â õîäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ ñêîðîñòü èõ ïðîëèôåðàöèè óìåíüøàåòñÿ â 2 ðàçà,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò óìåíüøåíèþ ýêñïðåññèè Ki-67 è â íå-
êîòîðûõ ëèíèÿõ öèêëèíà D1. Ìèãðàöèîííàÿ ïîäâèæ-
íîñòü ÌÑÊ â 2 ðàçà ïðåâîñõîäèò òàêîâóþ êëåòîê ýïèòåëè-
àëüíûõ ëèíèé è â õîäå ïàññèðîâàíèÿ îò 5-ãî äî 10-ãî ïàñ-
ñàæà íå èçìåíÿåòñÿ. Âûñîêàÿ ìèãðàöèîííàÿ ïîäâèæíîñòü
ÌÑÊ íàõîäèòñÿ â ïðÿìîì ñîîòâåòñòâèè ñ óðîâíåì ýêñ-
ïðåññèè ýôôåêòîðíûõ ìåçåíõèìíûõ ìàðêåðîâ (âèìåíòèíà
è N-êàäõåðèíà) è îòñóòñòâèåì ýêñïðåññèè E-êàäõåðèíà,
êîòîðûå íå èçìåíÿþòñÿ ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â õîäå
ïðîäîëæèòåëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü ýÌÑÊ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ, à èõ ìèãðàöèîí-
íàÿ ñïîñîáíîñòü íå èçìåíÿåòñÿ, è ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ìåõàíèçìû êîíòðîëÿ ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè
ÌÑÊ ðàçëè÷íû è ðàçîáùåíû. Ïîòåíöèàëüíûìè ó÷àñòíè-
êàìè ìåõàíèçìà êîíòðîëÿ ìèãðàöèè ÿâëÿþòñÿ òðàíñêðèï-
öèîííûå ôàêòîðû Snail1,2, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ âûñîêèì
è ñòàáèëüíûì óðîâíåì ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìåçåíõèì-
íûõ ëèíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì â ýïèòåëèàëüíûõ ëè-
íèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-00251).

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÅ ÔÀÊÒÎÐÛ FoxO3 MuRF1 è
MAFbx Â ÑÊÅËÅÒÍÎÉ ÌÛØÖÅ ÍÀ ÐÀÍÍÈÕ ÑÐÎ-
ÊÀÕ ÐÀÇÃÐÓÇÊÈ. © Å. Ï. Ìî÷àëîâà,1, 2, * Ñ. Ï. Áåëîâà,1, 2

Í. À. Âèëü÷èíñêàÿ,2 Ò. Ë. Íåìèðîâñêàÿ,1, 2 Á. Ñ. Øåíêìàí.2

1 Ôàêóëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è
2 Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà
* mochalova_ekaterina@lenta.ru

Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðàçãðóçêà ïîñòóðàëüíûõ ìûøö ïðè-
âîäèò ê èõ ïðîãðåññèðóþùåé àòðîôèè Ýòî ïðîèñõîäèò
èç-çà ñíèæåíèÿ áåëêîâîãî ñèíòåçà è óâåëè÷åíèÿ ðàñïàäà
áåëêà (Bodine S. C. 2013. Int. J. Biochem. Cell Biol.
45 : 2200; Bodine S. C., Baehr L. M. 2014. Amer. J. Physiol.
Endocniol. Metab. 307 : 484). Çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ðåàëè-
çàöèè ðàñïàäà áåëêà èãðàåò óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñ-
òåìà, êëþ÷åâûìè êîìïîíåíòàìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ
E3-ëèãàçû. Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè îòìå÷àëè ïèê ýêñ-
ïðåññèè E3-ëèãàç MuRF1 è MAFbx íà 3-è ñóò ôóíêöèî-
íàëüíîé ðàçãðóçêè (Shenkman B. S. et al. 2015. Arch. Bio-
chem. Biophys. 15 : 36). Î÷åâèäíî, ÷òî ïîâûøåíèå ýêñ-
ïðåññèè E3-ëèãàç íà÷èíàåòñÿ íà áîëåå ðàííèõ ýòàïàõ
ðàçãðóçêè (ïåðâûå ÷àñû 1 ñóò). Ìû âûÿâëÿëè òðàíñêðèï-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 777



öèîííûå ôàêòîðû, êîòîðûå ìîãóò çàïóñêàòü èõ ýêñïðåñ-
ñèþ. Èñïîëüçóÿ ìîäåëü ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè ïî
ìåòîäó Èëüèíà—Íîâèêîâà â ìîäèôèêàöèè Ìîðè—Õîë-
òîí, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè óðîâåíü pAKt (S473) è pFoxO3
(S253) — ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ ýêñïðåññèþ E3-ëèãàç.
Ïîñëå âûâåøèâàíèÿ â òå÷åíèå 1 ñóò îáíàðóæåíî ñíèæå-
íèå pAkt (S473) è pFoxO3 (S253) íà 60 è 45 % ñîîòâåòñò-
âåííî (P � 0.05) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ, â òî âðåìÿ êàê
ýêñïðåññèÿ E3-ëèãàç MuRF1 è MAFbx óâåëè÷èâàëàñü â
1.4 è 1.9 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî (P � 0.05). Îäíîâðåìåííî
ìû îáíàðóæèëè íàêîïëåíèå â ÿäðå ãèñòîíäåàöåòèëàçû
II êëàññà HDAC 4 (ðåãóëèðóåò ñîäåðæàíèå òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà E3-ëèãàç ìèîãåíèíà MYOG) (Moresi V.
et al. 2010. Cell. 143 : 35). Â ãðóïïå âûâåøèâàíèÿ â òå÷å-
íèå 1 ñóò íàáëþäàëè òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ
ìÐÍÊ ìèîãåíèíà. Íî óæå íà 3-è ñóò åãî ýêñïðåññèÿ óâå-
ëè÷èâàëàñü â 2.5 ðàçà îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (P � 0.05).
Ïîñëå ðàçãðóçêè â òå÷åíèå 3 ñóò ýêñïðåññèÿ E3-ëèãàç
MuRF1 è MAFbx âîçðàñòàëà åùå áîëüøå (â 3.8 è 6.1 ðàçà
ñîîòâåòñòâåííî, P � 0.05), à óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
Akt (S473) è FoxO3 (S253) áûë ïî-ïðåæíåìó ñíèæåí (íà
70 è 48 % ñîîòâåòñòâåííî, P � 0.05) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì. Â û â î ä: óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè E3-ëèãàç MuRF1
è MAFbx ïðîèñõîäèò óæå â 1-å ñóò ðàçãðóçêè, ðåãóëèðóåò
ýêñïðåññèþ òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð FoxO3. ×åðåç
3-å ñóò â ïðîöåññ äîïîëíèòåëüíî ê FoxO3 âêëþ÷àåòñÿ
ìèîãåíèí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 17-04-0183).

ÇÀ×ÅÌ ßÄÐÎ ÑÁÅÃÀÅÒ ÈÇ ÊËÅÒÊÈ? ÖÈÒÎÌÈÊÑÈÑ
Â ÌÅÉÎÇÅ ÂÛÑØÈÕ ÐÀÑÒÅÍÈÉ. © Ñ. Ð. Ìóðñàëèìîâ,
Å. Â. Äåéíåêî. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ,
Íîâîñèáèðñê, mursalimovsr@gmail.com

Ìèãðàöèÿ ÿäåð ìåæäó ðàñòèòåëüíûìè êëåòêàìè (öè-
òîìèêñèñ) ÿâëÿåòñÿ çàãàäî÷íûì êëåòî÷íûì ôåíîìåíîì,
êîòîðûé ÷àñòî îáíàðóæèâàåòñÿ â ìóæñêîì ìåéîçå âû-
ñøèõ ðàñòåíèé. Öèòîìèêñèñ ïðèâëåêàåò ê ñåáå âíèìàíèå
èç-çà íåèçâåñòíûõ êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ ìèãðàöèþ ÿäåð, à òàêæå èç-çà âîçìîæíîãî ýâîëþöè-
îííîãî çíà÷åíèÿ ýòîãî ïðîöåññà, ïîñêîëüêó ïåðåìåùåíèå
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïðîèñõîäèò ìåæäó êëåòêàìè,
ôîðìèðóþùèìè ïûëüöó. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî öèòîìèêñèñ
áûë îòêðûò áîëåå 100 ëåò íàçàä, èç-çà ìåòîäîëîãè÷åñêèõ
òðóäíîñòåé ïðîãðåññ â åãî èçó÷åíèè áûë íåçíà÷èòåëü-
íûì. Äàííûå, ïîçâîëèâøèå ïî-íîâîìó âçãëÿíóòü íà ýòî
ÿâëåíèå, áûëè ïîëó÷åíû ïðè àíàëèçå ìèãðèðóþùèõ ÿäåð
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé è êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíè-
ðóþùåé ìèêðîñêîïèè è ìåòîäîâ èììóíîîêðàøèâàíèÿ è
ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ. Èñïîëüçóÿ ðàñòå-
íèÿ òàáàêà â êà÷åñòâå ìîäåëè, ìû ñìîãëè ïîêàçàòü, ÷òî
õðîìàòèí, ìèãðèðóþùèé ìåæäó êëåòêàìè, îêðóæåí íåïî-
âðåæäåííîé ÿäåðíîé îáîëî÷êîé. Òàêîé õðîìàòèí íå ïîä-
âåðãàåòñÿ ãåòåðîõðîìàòèçàöèè, è â íåì ïðèñóòñòâóþò
íîðìàëüíûå ìàðêåðû ýóõðîìàòèíà. Ñòåïåíü êîíäåíñàöèè
ìèãðèðóþùåãî õðîìàòèíà ñîîòâåòñòâóåò òåêóùåé ñòàäèè
ìåéîçà, è â íåì âûÿâëÿþòñÿ íîðìàëüíûå ñòðóêòóðû ñè-
íàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà. Â êëåòêàõ ñ öèòîìèêñèñîì íå
îáíàðóæèâàþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèå è ìîëåêóëÿðíûå ìàð-
êåðû ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè. Ïîêàçàíî, ÷òî
ó èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì è ãåíîìîâ (â ñëó÷àå àëëîïî-

ëèïëîèäîâ) îòñóòñòâóåò ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê ìèãðà-
öèè â äðóãóþ êëåòêó, ò. å. ÷àñòè ÿäðà âîâëåêàþòñÿ â
öèòîìèêñèñ ñëó÷àéíûì îáðàçîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü âêëþ÷åíèå öèòîìèêòè÷íîãî õðî-
ìàòèíà â ÿäðî ðåöèïèåíòíîé êëåòêè è òåì ñàìûì ïîä-
òâåðæäàþò ãèïîòåçó îá ýâîëþöèîííîì çíà÷åíèè öèòî-
ìèêñèñà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÐÔÔÈ (ïðîåêò 16-34-60007 ìîë_à_äê) è ïðîãðàììû ÑÎ
ÐÀÍ (ïðîåêò 0324-2016-0003).

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÆÈ Ñ ÔÓÍÊÖÈÎ-
ÍÀËÈÇÈÐÎÂÀÍÍÛÌÈ ÏÎËÈËÀÊÒÈÄÍÛÌÈ ÏËÅÍ-
ÊÀÌÈ. © Þ. À. Íàùåêèíà,1, * Í. Ì. Þäèíöåâà,1 Ï. Î. Íè-
êîíîâ,1 È. Ë. Ñàìóñåíêî,2 À. Þ. Áèëèáèí,3 Ì. È. Áëèíî-
âà.1, * 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Âñå-
ðîññèéñêèé öåíòð ýêñòðåííîé è ðàäèàöèîííîé ìåäèöèíû
èì. À. Ì. Íèêèôîðîâà Ì×Ñ Ðîññèè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è
3 Èíñòèòóò õèìèè, Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò,* ulychka@mail.ru

Ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ñîâðåìåííîé êëåòî÷-
íîé òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê íà áèîäåã-
ðàäèðóåìûõ ïîëèìåðíûõ íîñèòåëÿõ ñ öåëüþ äàëüíåéøåé
òðàíñïëàíòàöèè òêàíåèíæåíåðíîãî ïðîäóêòà â îáëàñòü
ïîâðåæäåíèÿ. Ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ýòèõ
öåëåé ÿâëÿåòñÿ ïîëèìåð íà îñíîâå ìîëî÷íîé êèñëîòû —
ïîëèëàêòèä. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî íîñèòåëè íà îñíîâå ïî-
ëèëàêòèäîâ îáëàäàþò ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ, òàêèõ êàê íå-
òîêñè÷íîñòü, êîíòðîëèðóåìàÿ ñêîðîñòü ðåçîðáöèè, äîñòà-
òî÷íàÿ ìåõàíè÷åñêàÿ ïðî÷íîñòü, ñèíòåòè÷åñêàÿ ãèäðî-
ôîáíàÿ ïîâåðõíîñòü íîñèòåëÿ ïðåïÿòñòâóåò àäãåçèè,
ðàñïëàñòûâàíèþ è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ìîäèôèêàöèÿ
ïîëèëàêòèäíîé ïîâåðõíîñòè è ââåäåíèå ìîäèôèöèðóþ-
ùèõ ôóíêöèîíàëüíûõ àãåíòîâ áóäóò óâåëè÷èâàòü ãèä-
ðîôèëüíîñòü ïîâåðõíîñòè è ñïîñîáñòâîâàòü àäãåçèè è
ðàñïëàñòûâàíèþ êëåòîê. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê êîæè ñ ôóíêöèîíàëèçè-
ðóåìûìè ïîëèëàêòèäíûìè ïëåíêàìè è òðàíñïëàíòàöèÿ
èõ ïîä êîæó ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ.

Â êà÷åñòâå ìîäèôèöèðóþùåãî àãåíòà èñïîëüçîâàëè
ïîëèýòèëåíãëèêîëü è êîëëàãåí I òèïà. Â ïðîöåññå âûïîë-
íåíèÿ ðàáîòû áûëè ïðèãîòîâëåíû ïëåíêè íà îñíîâå ñìå-
ñè ïîëè(D,L-ëàêòèäà) è ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ ðàçëè÷íîé
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ñòðóêòóðó ïîëó÷åííûõ ïëåíîê àíà-
ëèçèðîâàëè ìåòîäàìè ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè. Íà ìîäèôèöèðîâàííûõ ïëåíêàõ êóëüòèâèðîâàëè
êëåòêè êîæè — ôèáðîáëàñòû è êåðàòèíîöèòû, îöåíèâàëè
àäãåçèþ è îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ìîäè-
ôèöèðîâàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì è êîëëàãåíîì ïëåí-
êè ñ âûðàùåííûì íà íèõ ïëàñòîì êåðàòèíîöèòîâ èìïëàí-
òèðîâàëè ïîä êîæó ëàáîðàòîðíûì æèâîòíûì.

Â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíèÿ ðàáîòû ïîëó÷åíû ïîðèñòûå
ïëåíêè ñ ðàçìåðîì ïîð â äèàïàçîíå îò 2 äî 10 ìêì â çàâè-
ñèìîñòè îò ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ è
åãî êîëè÷åñòâà. Òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèå ïîëèýòèëåíãëèêî-
ëÿ íà ôèáðîáëàñòû è êåðàòèíîöèòû îáíàðóæåíî íå áûëî.
Âûÿâëåíî, ÷òî íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî ïðèêðåïèâøèõ-
ñÿ è ðàñïëàñòàííûõ êåðàòèíîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ áûëî
íà îáðàçöàõ, ìîäèôèöèðîâàííûõ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
ñ ìîë. ìàññîé 6000 è êîëëàãåíîì. Ïîêàçàíî, ÷òî ýôôåê-
òèâíîñòü âîññòàíîâëåíèÿ òêàíè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
êåðàòèíîöèòîâ âìåñòå ñ ôóíêöèîíàëèçèðîâàííûìè ïî-
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ëèìåðíûìè ïëåíêàìè âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ íåôóíêöèî-
íàëèçèðîâàííûìè ïëåíêàìè èëè òîëüêî ïëàñòîì êåðàòè-
íîöèòîâ.

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

JNK/SAPK AND P39MAPK SIGNALING ARE ESSENTI-
AL FOR EFFICIENT REPROGRAMMING OF HUMAN
FIBROBLASTS TO HUMAN INDUCED PLURIPOTENT
STEM CELLS. © I. Neganova, L. Armstrong, M. Lako. Insti-
tute of Human Genetics, International Centre for Life,
Newcastle University, UK, irina.neganova@ncl.ac.uk

Reprogramming of somatic cells to induced pluripotent
stem cells (iPSCs) holds enormous promise for regenerative
medicine. Reprogramming is a stepwise process with well-de-
fined stages of initiation, maturation and stabilisation.The ini-
tiation phase is stochastic but nevertheless very important as
it sets the gene expression pattern that permits completion of
reprogramming; hence a better understanding of this phase
and how this is regulated may provide the molecular cues for
improving the reprogramming process. c-Jun N-terminal ki-
nase (JNK)/stress-activated protein kinase (SAPKs) are stress
activated MAPK kinases that play an essential role in several
processes known to be important for successful completion of
the initiation phase such as cellular proliferation, mesenchy-
mal to epithelial transition (MET) and cell cycle regulation.
We found that key components of the JNK/SAPK signaling
pathway increase expression as early as day 3 of the repro-
gramming process and continue to rise in reprogrammed cells
throughout the initiation and maturation stages. Also, p38
MAPK signalling pathway has shown a subpopulation- and
phase-specific pattern of activation occurring during the initi-
ation and maturation stage of reprogramming. Using both
chemical inhibitors and RNA interference of MKK4, MKK7,
JNK1 and p38MAPK we tested the role of JNK/SAPK and
p38 MAPK signalling during reprogramming of neonatal and
adult human fibroblast. These resulted in complete abrogation
of fully reprogrammed colonies and the emergence of partial-
ly reprogrammed colonies which disaggregated and were lost
from culture during the maturation stage. Inhibition of
JNK/SAPK signalling resulted in reduced cell proliferation,
disruption of MET and loss of the pluripotent phenotype,
which either singly or in combination prevented establishment
of pluripotent colonies. Downregulation of p38 MAPK activity
via RNA interference or small molecule inhibitor led to cell ac-
cumulation in G1 phase of the cell cycle and reduced expressi-
on of cell cycle regulators. This was associated with a signifi-
cant downregulation of key pluripotency marker expression,
disruption of MET, increased expression of differentiation
markers and presence of partially reprogrammed cells which
retained a typical gene expression profile of mesendodermal
cells and were unable to progress to fully reprogrammed pheno-
type. Together our data indicate an important role for JNK/
SAPK and p38 MAPK activity in proliferation, MET progres-
sion and establishment of pluripotent phenotype, which are
necessary steps for the development of human iPSCs.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÎÉ ÑÒÐÓÊÒÓ-
ÐÛ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ Â ÄÎÌÅÍÀÕ ÑÅÌÅÍÍÈÊ-ÑÏÅÖÈ-
ÔÈ×ÍÛÕ ÃÅÍÎÂ DROSOPHILA MELANOGASTER.
© À. Â. Íåôåäî÷êèíà,1, 2 Å. Å. Õðàìååâà,3, 4 Ñ. Â. Óëüÿ-

íîâ,1, 2 Þ. ß. Øåâåëåâ,5 Ñ. Â. Ðàçèí.1, 2 1 Èíñòèòóò áèîëî-
ãèè ãåíà ÐÀÍ, Ìîñêâà, 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñ-
êîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìî-
íîñîâà, 3 Ñêîëêîâñêèé èíñòèòóò íàóêè è òåõíîëîãèé,
Ñêîëêîâî, 4 Èíñòèòóò ïðîáëåì ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè
èì. À. À. Õàðêåâè÷à, Ìîñêâà, è 5 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé
ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, sergey.v.ulyanov@gmail.com

Ñåìåííèê-ñïåöèôè÷íûå ãåíû (ÑÑÃ) ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé îáøèðíóþ ãðóïïó ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ íà
ðàííèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà. Ãåíîì äðîçîôèëû ñîäåð-
æèò ïîðÿäêà 1300 ÑÑÃ (îêîëî 8 % îò îáùåãî ÷èñëà ãå-
íîâ), áîëüøàÿ ÷àñòü êîòîðûõ ðàñïîëàãàåòñÿ ïîîäèíî÷êå,
îäíàêî çíà÷èòåëüíîå èõ ÷èñëî îáðàçóåò ïðîòÿæåííûå
êëàñòåðû äî 200 ò. ï. í. â äëèíó. Çàïóñê ýêñïðåññèè ÑÑÃ
îñóùåñòâëÿåòñÿ â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ñïåðìàòîãîíè-
åâ â ñïåðìàòîöèòû. Ðåãóëÿöèÿ ýòîãî ïðîöåññà èññëåäîâà-
íà äîñòàòî÷íî ñëàáî, â ÷àñòíîñòè íåèçâåñòíî, ÷òî ïðîèñ-
õîäèò ñ òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèåé õðîìàòèíà âíóòðè êëà-
ñòåðîâ ÑÑÃ ïðè àêòèâàöèè èõ òðàíñêðèïöèè. Â äàííîé
ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ïîëíîãåíîìíûé âûñîêîïðîèçâî-
äèòåëüíûé ìåòîä ôèêñàöèè êîíôîðìàöèè õðîìîñîìû
(Hi-C), ñ òåì ÷òîáû îïðåäåëèòü ñòåïåíü êîìïàêòèçàöèè
õðîìàòèíà â êëàñòåðàõ ÑÑÃ äî è ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèè. Ýòîò ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä îñíîâàí
íà ôèêñàöèè õðîìàòèíà ôîðìàëüäåãèäîì, ôðàãìåíòàöèè
ãåíîìíîé ÄÍÊ â èíòàêòíûõ ÿäðàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÷àñ-
òîùåïÿùåé ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè ñ ïîñëåäóþùèì
ëèãèðîâàíèåì áëèçêîðàñïîëîæåííûõ ôðàãìåíòîâ õðîìà-
òèíà è äåòåêòèðîâàíèåì õèìåðíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ (ïðî-
äóêòîâ ëèãèðîâàíèÿ) ìåòîäîì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî
ñåêâåíèðîâàíèÿ íà ïëàòôîðìå Illumina HiSeq 2000. Ïî ðå-
çóëüòàòàì îöåíêè óäåëüíîé ïëîòíîñòè õðîìàòèíîâûõ
êîíòàêòîâ, çàâèñèìîñòè ÷àñòîòû êîíòàêòîâ îò ãåíîìíîãî
ðàññòîÿíèÿ è îïðåäåëåíèÿ ïðîôèëÿ òîïîëîãè÷åñêè-àññî-
öèèðîâàííûõ äîìåíîâ õðîìàòèíà ìû ïîêàçàëè, ÷òî â
ñïåðìàòîöèòàõ äðîçîôèëû ïðîèñõîäèò ìàññèâíàÿ äåêîì-
ïàêòèçàöèÿ õðîìàòèíà â êëàñòåðàõ ÑÑÃ. Ýòî ñîîòíîñèòñÿ
ñ íåäàâíî îïóáëèêîâàííîé ìîäåëüþ ôîðìèðîâàíèÿ òîïî-
ëîãè÷åñêè-àññîöèèðîâàííûõ äîìåíîâ, ñîãëàñíî êîòîðîé
òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûå ðàéîíû ãåíîìà ñêëîííû ê
ôîðìèðîâàíèþ ìåíåå ïëîòíûõ õðîìàòèíîâûõ àãðåãàòîâ,
÷åì ðåïðåññèðîâàííûå ðàéîíû, ÷òî îáóñëîâëåíî ïîíè-
æåííîé ÷àñòîòîé ìåæíóêëåîñîìíûõ âçàèìîäåéñòâèé â
àêòèâíûõ ðàéîíàõ ãåíîìà. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè
ÑÑÃ ñîïðîâîæäàåòñÿ ìàñøòàáíîé ðåîðãàíèçàöèåé òðåõ-
ìåðíîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàéîíîâ
ãåíîìà, ÷òî óêàçûâàåò íà ôóíêöèîíàëüíóþ âçàèìîñâÿçü
ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ÑÑÃ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíè-
çàöèè õðîìàòèíà â êëàñòåðàõ ýòèõ ãåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00022).

ÏÎÈÑÊ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÅÉ ÄÍÊ, Ó×ÀÑÒÂÓ-
ÞÙÈÕ Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÈ RELA/p65-
ÇÀÂÈÑÈÌÛÕ ÃÅÍÎÂ Â ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈÍÈßÕ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ ÐÀÇËÈ×ÍÎÃÎ ÏÐÎÈÑÕÎÆÄÅÍÈß. © Í. Â. Ïà-
íþøåâ, Å. Â. Ëîìåðò, Ä. Ã. Òåíòëåð. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, panyushev@nextmail.ru

Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð NF-kB ñóùåñòâóåò â êëåò-
êå â âèäå äèìåðîâ áåëêîâ ñåìåéñòâà Rel (p50, p52, c-Rel,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 779



RelA/p65 è RelB), êîòîðûå ñâÿçûâàþòñÿ ñ 10—12 íóêëåî-
òèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ, íàçûâàåìûìè
kB-ñàéòàìè. Ñèãíàëüíûé ïóòü NF-kB àêòèâèðóåòñÿ ôàê-
òîðîì íåêðîçà îïóõîëè (TNFa) è äðóãèìè öèòîêèíàìè, à
òàêæå èîíèçèðóþùèì èçëó÷åíèåì è äðóãèìè ñòðåññîð-
íûìè ñòèìóëàìè. Ïðè àêòèâàöèè ïðîèñõîäèò òðàíñëîêà-
öèÿ ñóáúåäèíèö NF-kB èç öèòîïëàçìû â ÿäðî, ãäå îíè
ñâÿçûâàþòñÿ ñ kB-ñàéòàìè è àêòèâèðóþò èëè ïîäàâëÿþò
ýêñïðåññèþ áëèçëåæàùèõ ãåíîâ. Íåñìîòðÿ íà èçâåñòíûé
ìåõàíèçì àêòèâàöèè, êîìáèíàöèÿ ñóáúåäèíèö, íåîäíî-
ðîäíîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé kB-ñàéòîâ, ðàçíàÿ ñèëà
ñâÿçûâàíèÿ äèìåðîâ ñ ÄÍÊ è äðóãèå ôàêòîðû çàòðóäíÿþò
ïðåäñêàçàíèå óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè êîíêðåòíîãî ãåíà
ïîñëå àêòèâàöèè NF-kB. Êðîìå òîãî, àêòèâíîñòü NF-kB
îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî äèíàìèêîé ñàìèõ äèìåðîâ, íî è
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèåé õðîìàòèíà, à òàêæå âîâëå÷å-
íèåì äðóãèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è èõ êîðåãóëÿ-
òîðîâ.

Äëÿ ïîèñêà îáùèõ ðåãèîíîâ ÄÍÊ, ñ êîòîðûìè ñâÿçû-
âàåòñÿ ôàêòîð NF-kB ïðè ñòèìóëÿöèè TNFa, ìû âçÿëè
îáùåäîñòóïíûå äàííûå ChIP-seq ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâå-
äåííûå íà 13 êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÷åëîâåêà ðàçëè÷íîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Â ðåçóëüòàòå áûëî âûÿâëåíî îêîëî
500 îáùèõ äëÿ âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ó÷àñòêîâ ñâÿçûâà-
íèÿ, êîòîðûå èìåþò ñõîæóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü. Èç íèõ 174 ó÷àñòêà íàõîäÿòñÿ ðÿäîì ñ áåëîê-
êîäèðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè. Íàéäåííûå ó÷àñò-
êè íåïîñðåäñòâåííî çàõâàòûâàþò ñòàðò òðàíñêðèïöèè,
èìåþò ñðåäíþþ äëèíó â 200 ïàð íóêëåîòèäîâ è ñîäåðæàò
îäèí èëè íåñêîëüêî kB-ñàéòîâ. Âîçìîæíî òàêæå, ÷òî ñ
äàííûìè ó÷àñòêàìè ñâÿçûâàþòñÿ è äðóãèå òðàíñêðèïöè-
îííûå ôàêòîðû, âûïîëíÿþùèå ðîëü êîôàêòîðîâ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå äàþò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ñóùåñòâóþò îáùèå äëÿ âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
÷åëîâåêà ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ïðè
àêòèâàöèè ôàêòîðà NF-kB ñ ïîìîùüþ TNFa. Ñõîæàÿ
ñòðóêòóðà îáíàðóæåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ïîñòîÿííîì âçàèìî-
äåéñòâèè NF-kB ñ äðóãèìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðà-
ìè â ïðîöåññå ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè NF-kB-çàâèñèìûõ
ãåíîâ.
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ÌÈ ÏÓÒßÌÈ NOTCH È WNT/b-ÊÀÒÅÍÈÍ Â ÕÎÄÅ
ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÊËÅÒÎÊ. © Ê. È. Ïåðåïåëèíà,1, 2
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Ëàìèíû A/Ñ — îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå áåëêè ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè êëåòêè, êîòîðûå îáðàçóþò óïîðÿäî÷åííóþ
ñòðóêòóðó, ÿäåðíóþ ëàìèíó. Ëàìèíû À/Ñ èãðàþò ñóùåñò-
âåííóþ ðîëü â òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, à òàêæå â ðåãóëÿöèè
ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Òî-
÷å÷íûå ìóòàöèè â ãåíå LMNA, êîäèðóþùåì ëàìèíû À/Ñ,
ïðèâîäÿò ê òÿæåëûì íàñëåäñòâåííûì çàáîëåâàíèÿì —
ëàìèíîïàòèÿì. Ðàçâèòèå ëàìèíîïàòèé ñâÿçûâàþò ñ íàðó-
øåíèåì ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Òî÷íûå ìåõàíèçìû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ëàìèíû
ìîãóò ðåãóëèðîâàòü äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, ê íàñòîÿ-
ùåìó ìîìåíòó íå îïèñàíû. Ñèãíàëüíûå ïóòè Notch è
Wnt/b-êàòåíèí ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç îñíîâíûõ, îïðåäåëÿ-
þùèõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ðåøåíèÿ êëåòîê.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñòâîëîâûå êëåòêè, ïîëó÷åí-
íûå èç òêàíè ñåðäöà (ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ñåð-
äöà), è èññëåäîâàëè ýôôåêò äâóõ ðàçíûõ ìóòàöèé â ãåíå
LMNA íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ñèãíàëüíûõ ïóòåé Notch è
Wnt/b-êàòåíèí ïðè ïîìîùè âíåñåíèÿ â êëåòêè LMNA íà
ëåíòèâèðóñíîì íîñèòåëå. Ìóòàöèÿ â ãåíå LMNA, íåñóùàÿ
çàìåíó R482L, ñâÿçàíà ñ çàáîëåâàíèåì, ïðîÿâëÿþùèìñÿ â
íàðóøåíèè îáðàçîâàíèÿ æèðîâîé òêàíè; ïðè çàìåíå
R527C â ãåíå LMNA ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå êîñòíîé òêà-
íè. Àêòèâàöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè Notch îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ââåäåíèÿ â êëåòêè àêòèâèðîâàííîãî äîìåíà
áåëêà Notch — NICD. Aêòèâàöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè
Wnt/b-êàòåíèí îñóùåñòâëÿëè ïóòåì ââåäåíèÿ â êëåòêè
b-êàòåíèíà íà ëåíòèâèðóñíîì íîñèòåëå. Â êëåòêàõ èíäó-
öèðîâàëè àäèïîãåííóþ ëèáî îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöè-
ðîâêó, ïîñëå ÷åãî îöåíèâàëè âëèÿíèå ìóòàíòíûõ ôîðì
ëàìèíà íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè. Àíàëèç àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèîííûõ ìèøåíåé ñèãíàëüíûõ ïóòåé Notch è
Wnt/b-êàòåíèí ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ â ðåà-
ëüíîì âðåìåíè, à òàêæå ñ ïîìîùüþ ðåïîðòåðíîé ëþöè-
ôåðàçíîé êîíñòðóêöèè. Òàêæå ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè ïðîâîäèëè îöåíêó ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ
ãåíîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà
äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ
ñïåöèôè÷åñêèõ êðàñèòåëåé.

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî òî-
÷å÷íûå ìóòàöèè â ãåíå LMNA ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ àê-
òèâíîñòè ñèãíàëüíûõ ïóòåé Notch è Wnt/b-êàòåíèí, à òàê-
æå âëèÿþò íà ñïîñîáíîñòü ñòâîëîâûõ êëåòîê ê äèôôåðåí-
öèðîâêå. Ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà (LMNA R482L â ñëó-
÷àå àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè è LMNA R527C â ñëó-
÷àå îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè) îêàçûâàþò íåãàòèâ-
íîå âëèÿíèå íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ñèãíàëüíûõ ïóòåé
Notch è Wnt/b-êàòåíèí. Ïðè àêòèâàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè
Notch ìóòàöèè â ãåíå LMNA ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà êàê â îòíîøåíèè àäèïîãåííîé,
òàê è â îòíîøåíèè îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Â
óñëîâèè àêòèâàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí ïî-
êàçàíî, ÷òî ìóòàöèÿ LMNA R527C îêàçûâàåò íåãàòèâíîå
âëèÿíèå íà ïðîöåññ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Òàêèì îáðàçîì, ëàìèíû A/Ñ ìîäóëèðóþò àêòèâíîñòü
ñèãíàëüíûõ ïóòåé Notch è Wnt/b-êàòåíèí ïðè äèôôåðåí-
öèðîâêå ñòâîëîâûõ êëåòîê.
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Íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå/ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè (ÍÑÏÊ)
áëàãîäàðÿ ñâîèì ñïîñîáíîñòÿì âûðàáàòûâàòü ðîñòîâûå è
íåéðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåïàðà-
òèâíûõ ïðîöåññîâ â îðãàíàõ öåíòðàëüíîé è ïåðèôåðè÷å-
ñêîé íåðâíîé ñèñòåìû. Ââåäåííûå â ïîâðåæäåííûå íåðâ-
íûå ñòâîëû èëè â êîíäóèòû, ñîåäèíÿþùèå êîíöû
ïîâðåæäåííîãî íåðâà, ÍÑÏÊ ìîãóò óëó÷øàòü ðåãåíåðà-
öèþ íåðâíûõ âîëîêîí ðåöèïèåíòà. Îäíàêî ìåõàíèçìû
ýòîãî âëèÿíèÿ îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè. Öåëüþ íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ äèññîöèèðîâàí-
íûõ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ñïèííîãî ìîçãà êðûñû íà ðå-
ãåíåðàöèþ íåðâà ïîñëå òðàâìû ñ èñïîëüçîâàíèåì èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêèõ ìàðêåðîâ. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà
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êðûñàõ Âèñòàð ìàññîé 200—250 ã (n = 28). Ýêñïåðèìåíòû
îñóùåñòâëÿëè ñ ó÷åòîì «Ïðàâèë ðàáîò ñ èñïîëüçîâàíèåì
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ» (ïðèêàç ¹ 755 îò
12.08.1977 ã. ÌÇ ÑÑÑÐ). Ñåäàëèùíûå íåðâû êðûñ-ðåöè-
ïèåíòîâ ïîâðåæäàëè ïóòåì íàëîæåíèÿ ëèãàòóðû â òå÷å-
íèå 40 ñ. Ó 15-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ êðûñ âûäåëÿëè ôðàã-
ìåíòû øåéíîãî îòäåëà ñïèííîãî ìîçãà, ñîäåðæàùèå
ÍÑÏÊ, äèññîöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 0.2%-íîãî õèìîïñè-
íà, ïèïåòèðîâàëè, îòìûâàëè ñðåäîé áåç õèìîïñèíà è ââî-
äèëè â íåðâ âçðîñëûõ æèâîòíûõ ((3—7)�104 â îáúåìå
5 ìêë) ñóáïåðèíåâðàëüíî. Ïåðåä ïåðåñàäêîé ïðîâîäèëè
òåñò íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ïðè ïîìîùè 0.2%-íî-
ãî ðàñòâîðà òðèïàíîâîãî ñèíåãî. Äëÿ òðàíñïëàíòàöèè èñ-
ïîëüçîâàëè ñóñïåíçèþ êëåòîê, åñëè æèçíåñïîñîáíîñòü
ïîñëåäíèõ áûëà íå ìåíåå 85 %. Æèâîòíûì êîíòðîëüíîé
ãðóïïû ââîäèëè 5 ìêë ñðåäû, íå ñîäåðæàùåé êëåòîê. ×å-
ðåç 21, 30 è 60 ñóò ïîñëå îïåðàöèè âûäåëÿëè ñåãìåíòû
íåðâîâ â îáëàñòè ïîâðåæäåíèÿ, ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå
öèíê-ýòàíîë-ôîðìàëüäåãèäà (Êîðæåâñêèé è äð., 2012),
îáåçâîæèâàëè è çàëèâàëè â ïàðàôèí. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àêñî-
íîâ èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
ïåðèôåðèíó (ÐÅ) (Abñam, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äëÿ îöåíêè
ïðîëèôåðàöèè øâàííîâñêèõ êëåòîê (ØÊ) ÷åðåç 30 ñóò ïî-
ñëå îïåðàöèè ïðèìåíÿëè ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê ÿäåðíîìó àíòèãåíó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê
PCNA (êëîí PC10, Dako, Äàíèÿ). Íàøè ïðåäûäóùèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âûäåëåííûå ÍÑÏÊ ýêñïðåññè-
ðóþò ñåëåêòèâíûé ìàðêåð Musashi1, âûæèâàþò ïîñëå ïå-
ðåñàäêè â íåðâ â òå÷åíèå 2 ìåñ è äèôôåðåíöèðóþòñÿ â
íåéðîíû è ãëèîöèòû. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ïðîâå-
äåí ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðåãåíåðèðóþùèõ àêñîíîâ
ñ ïîìîùüþ âûÿâëåíèÿ PE. Ïåðèôåðèí îòíîñèòñÿ ê áåë-
êàì ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ (57 êÄà) è â áîëüøîì
êîëè÷åñòâå ñîäåðæèòñÿ â îñåâûõ öèëèíäðàõ ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ íåðâíûõ âîëîêîí. Åãî ôóíêöèÿ ñâÿçàíà ñî ñòàáèëè-
çàöèåé äèàìåòðà àêñîíà è îáåñïå÷åíèåì íîðìàëüíîé ñêî-
ðîñòè ïðîâåäåíèÿ íåðâíîãî èìïóëüñà. Àíàëèç ïîïåðå÷-
íûõ ñðåçîâ ÷åðåç íåðâ ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 21 ñóò ïîñëå
íàëîæåíèÿ ëèãàòóðû â äèñòàëüíîì ñåãìåíòå óæå èìåþòñÿ
ñîäåðæàùèå PE ðåãåíåðèðóþùèå âîëîêíà ðàçíîãî äèà-
ìåòðà. Èõ êîëè÷åñòâî â ïîñëåäóþùèå ñðîêè âîçðàñòàåò.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïå (ñ ïðèìå-
íåíèåì ÍÑÏÊ) ÷èñëî àêñîíîâ ïðåâûøàåò êîíòðîëü áîëåå
÷åì â 1.5 ðàçà. Îäíèì èç ïîêàçàòåëåé ñòðóêòóðíî-ôóíêöè-
îíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ íåðâà ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÿâëÿåòñÿ
ðåàêöèÿ ØÊ. ØÊ (èëè íåéðîëåììîöèòû) — ãëèàëüíûå
ýëåìåíòû ïåðèôåðè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû, èãðàþùèå
âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà íåðâà. Îíè (íà-
ðÿäó ñ ìàêðîôàãàìè) ó÷àñòâóþò â óáîðêå ïðîäóêòîâ ðàñ-
ïàäà ìèåëèíà ïîñëå âàëëåðîâñêîé äåãåíåðàöèè è â ðåìèå-
ëèíèçàöèè àêñîíîâ. ØÊ âëèÿþò íà ðåïàðàòèâíûå ïðîöåñ-
ñû, âûðàáàòûâàÿ òðîôè÷åñêèå ôàêòîðû è áåëêè ýêñòðàöåë-
ëþëÿðíîãî ìàòðèêñà. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü ØÊ â èíòàêòíîì íåðâå î÷åíü íèçêàÿ. Ïîñëå
òðàâìû íåðâà îíà âîçðàñòàåò, äîñòèãàåò ïèêà â ïåðâûå íå-
ñêîëüêî ñóòîê, à â äàëüíåéøåì ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ. Ïî
íàøèì äàííûì, ÷åðåç 30 ñóò ïîñëå îïåðàöèè îíà ñîñòàâ-
ëÿåò 6.5 � 0.5 ‰. Îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëå ââåäåíèÿ â ïî-
âðåæäåííûé íåðâíûé ñòâîë ñóñïåíçèè ÍÑÏÊ ÷èñëî
PCNA+ ØÊ óâåëè÷èâàåòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî â 1.5 ðàçà. Òà-
êèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñïëàíòàöèÿ â ïîâðåæäåí-
íûé íåðâ äèññîöèèðîâàííûõ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ñïèí-
íîãî ìîçãà ñïîñîáñòâóåò ðîñòó íåðâíûõ âîëîêîí ðåöèïè-
åíòà. Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ýòîãî âëèÿíèÿ ÿâëÿåòñÿ ñòè-
ìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè ýíäîãåííûõ íåéðîëåììîöèòîâ.

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈß ÏÐÈÖÅÍÒÐÎÌÅÐÍÎÉ ÑÀÒÅËËÈÒ-
ÍÎÉ ÄÍÊ Â ÎÏÓÕÎËÅÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ È ÌÈÊÐÎÎÊ-
ÐÓÆÅÍÈÈ ÏÐÈ ÍÅÌÅËÊÎÊËÅÒÎ×ÍÎÌ ÐÀÊÅ ËÅÃ-
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Ó âûñøèõ ïðèìàòîâ íà äîëþ êîäèðóþùèõ áåëîê ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ïðèõîäèòñÿ âñåãî 1—2 % îò ãå-
íîìà. Áîëüøóþ ÷àñòü ãåíîìà ñîñòàâëÿþò ïîâòîðÿþùèåñÿ
ýëåìåíòû ÄÍÊ, êîòîðûå ïîäðàçäåëÿþò íà äèñïåðãèðî-
âàííûå è òàíäåìíûå ïîâòîðû. Ê òàíäåìíûì ïîâòîðàì îò-
íîñèòñÿ ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ). Îíà ðàñïîëàãàåòñÿ
ãëàâíûì îáðàçîì â öåíòðîìåðíûõ è ïðèöåíòðîìåðíûõ
ðàéîíàõ õðîìîñîì è îáðàçóåò êîíñòèòóòèâíûé ãåòåðîõðî-
ìàòèí. ÄÍÊ ïðèöåíòðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ êîíñòèòóòèâíîãî
ãåòåðîõðîìàòèíà â òêàíÿõ íåêîòîðûõ îïóõîëåé äåêîíäåí-
ñèðóåòñÿ è ïåðåõîäèò â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîå ñîñòî-
ÿíèå. Îäíàêî òðàíñêðèïöèÿ ïåðèöåíòðîìåðíûõ ïîâòîðîâ
èçó÷åíà ñëàáî, íåèçâåñòíî, ìîæåò ëè àêòèâàöèÿ òðàíñêðè-
ïöèè ñëóæèòü ïðîãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì.

Öåëü ðàáîòû — èññëåäîâàòü òðàíñêðèïöèþ ñàòåëëèò-
íîé ÄÍÊ ïðèöåíòðîìåðíîãî ìàæîðíîãî ñàòåëëèòà (Ìà-
Ñàò) íà ìîäåëè K-rasG12D-èíäóöèðîâàííîãî êàíöåðîãåíåçà
â ëåãêîì ìûøè.

Ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ, èì-
ìóíîöèòîëîãè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìå-
òîäîâ, ÷òî â îïóõîëè óðîâåíü äëèííûõ íåêîäèðóþùèõ
ÐÍÊ (lncRNA) ÌàÑàò íèæå, ÷åì â ïðèëåãàþùåé ê îïóõî-
ëè òêàíè è íîðìàëüíîé òêàíè ëåãêîãî çäîðîâîé ìûøè.
Ïðè ýòîì â êóëüòóðå ýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê
ëåãêîãî ìûøè ñîäåðæàíèå lncRNA ÌàÑàò íèæå, ÷åì â àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ îïóõîëüþ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè. Óâåëè-
÷åíèå òðàíñêðèïöèè ÌàÑàò â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ïðè íå-
ìåëêîêëåòî÷íîì ðàêå ëåãêîãî ìûøè ïðîèñõîäèò òîëüêî
ïðè àêòèâàöèè â êëåòêàõ àïîïòîçà, èíäóöèðîâàííîãî
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì àãåíòîì — öèòîñòàòèêîì öèñïëàòè-
íîì, èëè ïîñëå òåïëîâîãî âîçäåéñòâèÿ. Â îïóõîëåâîì
ìèêðîîêðóæåíèè â ôèáðîáëàñòàõ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
îïóõîëüþ, íî íå â ìàêðîôàãàõ Ì2 è Ì1 ïðîèñõîäèò ðåç-
êîå ïîâûøåíèå òðàíñêðèïöèè ÌàÑàò. Äàííîå óâåëè÷åíèå
ïîêàçàíî êàê íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ, òàê è íà
êóëüòóðàõ êëåòîê — ïðè èíäóêöèè îïóõîëåàññîöèèðî-
âàííîãî ôåíîòèïà ôèáðîáëàñòîâ ìåòîäîì ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè èëè ìåòîäîì îáðàáîòêè
TGFb. Ïîÿâëåíèå òðàíñêðèïòîâ ñîïàäàëî ñ ïîÿâëåíèåì
ìàðêåðîâ îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî ôåíîòèïà, â òîì ÷èñ-
ëå è ïðèçíàêîâ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. Òðàíñêðèïòû âûÿâ-
ëÿëåíû òîëüêî â ÿäðå, âáëèçè õðîìîöåíòðîâ. Öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèå ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû îòñóòñòâîâàëè.
Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà ÐÍÊàçîé ïðèâîäèëà ê èñ÷åç-
íîâåíèþ ñèãíàëîâ. Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìàÿ ïðè íå-
ìåëêîêëåòî÷íîì ðàêå ëåãêèõ ìûøè â îïóõîëè è ïðèëåãà-
þùèõ òêàíÿõ òðàíñêðèïöèÿ ïðèöåíòðîìåðíûõ ñàòåëëèò-
íûõ ÄÍÊ ñâÿçàíà ñ èõ òðàíñêðèïöèåé êëåòêàìè
ìèêðîîêðóæåíèÿ — ôèáðîáëàñòàìè, àññîöèèðîâàííûìè
ñ îïóõîëüþ, à íå ñîáñòâåííî îïóõîëåâûìè êëåòêàìè.
Â äàëüíåéøåì ìû ïëàíèðóåì èññëåäîâàòü, ñâÿçàíî ëè íà-
êîïëåíèå lnc RNA ÌàÑàò òðàíñêðèïòîâ ñ ïîâûøåíèåì
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÌàÑàò èëè ñ íàðóøåíèåì
ïðîöåññèíãà lncRNA.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 15-15-20026), Ðîññèé-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 781



ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû
15-04-01857 è 16-34-00714) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÑÒÐÓÊÒÓÐ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ È ÐÀÇÌÅÐ
ÃÅÍÎÌÍÎÉ ÄÍÊ ÌÀÊÐÎÍÓÊËÅÓÑÎÂ ÏÀÐÀÌÅ-
ÖÈÉ. © Â. È. Ïîïåíêî,1 À. À. Ïîòåõèí,2 È. Â. Íåêðàñîâà,2

Þ. Ë. Èâàíîâà,1 Á. Ï. Êàðàäæÿí,3 Î. Ã. Ëåîíîâà.1 1 Èí-
ñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè èì. Â. À. Ýíãåëüãàðäòà
ÐÀÍ, Ìîñêâà, 2 Êàôåäðà ìèêðîáèîëîãèè áèîëîãè÷åñêîãî
ôàêóëüòåòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåð-
ñèòåòà, è 3 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
popenko@eimb.ru

Ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà è àðõèòåêòóðà
ÿäðà â öåëîì ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ôàêòîðàìè, îïðåäåëÿþ-
ùèìè ïðîòåêàíèå ïðîöåññîâ òðàíñêðèïöèè, ðåïëèêàöèè è
ðåïàðàöèè ãåíîìà. Êëåòêè èíôóçîðèé ñîäåðæèò ÿäðà
äâóõ òèïîâ: àêòèâíûå ñîìàòè÷åñêèå ÿäðà — ìàêðîíó-
êëåóñû (ÌÀ) è òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíûå ãåíåðàòèâ-
íûå ÿäðà — ìèêðîíóêëåóñû. Ãåíîì ÌÀ ïðåäñòàâëåí îò-
íîñèòåëüíî êîðîòêèìè (ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè Meta-
zoa) ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, ðàçìåð êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò
0.5—25 ò. ï. í. ó âèäîâ ñ ãåííûì ðàçìåðîì ÄÍÊ è äî íå-
ñêîëüêèõ ñîòåí òûñÿ÷ ò. ï. í. ó âèäîâ ñ ñóáõðîìîñîìíûì
ðàçìåðîì ÄÍÊ ÌÀ. Äëÿ ìíîãèõ âèäîâ ïîñëåäíèõ õà-
ðàêòåðíîé ôîðìîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîãî õðîìà-
òèíà ÿâëÿþòñÿ õðîìàòèíîâûå òåëüöà (ÕÒ) ðàçìåðîì
0.1—0.2 ìêì. Íà âûäåëåííûõ ïðåïàðàòàõ õðîìàòèíà ÌÀ
èíôóçîðèé Burasaria truncatella, Didinium nasutum è íå-
êîòîðûõ âèäàõ Paramecium áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÄÍÊ â ÕÒ
óïàêîâàíà ïî ðàäèàëüíî-ïåòåëüíîìó ïðèíöèïó (Karajan
et al. 1995. Acta Protozool. 34 : 135—141; Íîâèêîâà, Ïî-
ïåíêî. 1998. Ìîëåêóëÿð. áèîë. 32 : 533—541; Èâàíîâà
è äð. 2002. Ìîëåêóëÿð. áèîë. 36 : 842—848; Ëåîíîâà è äð.
2004. Öèòîëîãèÿ. 46 (5) : 456—464). Îäíàêî âîïðîñ î òîì,
ñêîëüêî ìîëåêóë ÄÍÊ ñîäåðæèòñÿ â èíäèâèäóàëüíûõ ÕÒ,
îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà ìû ïðî-
âåëè ñðàâíèòåëüíûé êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç äàííûõ, ïî-
ëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÝÌ) è
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà (ÏÝÔ) íà èíôóçîðèÿõ Paramecium
tetraurelia 51/4, P. quadecaurelia N1A/14, P. multimicro-
nucleatum MB2-5 è P. bursaria T316.

Ïî äàííûì ÏÝÔ, ðàçìåðû ÄÍÊ ÌÀ äëÿ P. tetraurelia
è P. quadecaurelia ëåæàò â äèàïàçîíå ~70—1100 ò. ï. í. è
äëÿ P. multimicronucleatum ~60—2500 ò. ï. í. Îöèôðîâàí-
íûå äàííûå ÏÝÔ áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ñïåêòðîâ ðàñïðåäåëåíèÿ ïî äëèíàì ìîëåêóë ÄÍÊ ÌÀ â
ýòèõ èíôóçîðèÿõ. Ðàñïðåäåëåíèå ìîëåêóë ÄÍÊ ïî äëè-
íàì îêàçàëîñü íåñèììåòðè÷íûì: îñíîâíóþ ÷àñòü (äî
40 %) ñîñòàâëÿëè ìîëåêóëû ðàçìåðîì ìåíåå 200 ò. ï. í.

Ìîðôîëîãèþ ñòðóêòóð õðîìàòèíà â ÌÀ îïðåäåëÿëè
íà ÝÌ óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ. Â ÌÀ P. tetraurelia, P. qua-
decaurelia è P. multimicronucleatum ñòðóêòóðû èíòåðôàç-
íîãî õðîìàòèíà ïðåäñòàâëåíû îäèíî÷íûìè îêðóãëûìè
òåëüöàìè ðàçíîãî ðàçìåðà. Áûëè îïðåäåëåíû ðàçìåðû
ÕÒ, èõ îáúåìû, ïîñòðîåíû ãðàôèêè ðàñïðåäåëåíèÿ õðî-
ìàòèíîâûõ ñòðóêòóð ïî ðàçìåðàì è îöåíî÷íûå ñïåêòðû
ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ â íèõ.

Ñðàâíåíèå äàííûõ ÏÝÔ è ÝÌ ïîçâîëèëî ñäåëàòü âû-
âîä î òîì, ÷òî áîëüøèíñòâî ÕÒ ÌÀ ñîäåðæèò íå îäíó,
à íåñêîëüêî êîðîòêèõ ìîëåêóë ÄÍÊ, õîòÿ íåáîëü-
øàÿ ÷àñòü ÕÒ ìîæåò áûòü îáðàçîâàíà îäèíî÷íûìè ìîëå-
êóëàìè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ðàäè-
àëüíî-ïåòåëüíîé ìîäåëüþ îðãàíèçàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ â
ñòðóêòóðàõ õðîìàòèíà ìàêðîíóêëåóñà èíôóçîðèé, ïðåä-
ëîæåííîé ðàíåå (Íîâèêîâà, Ïîïåíêî. 1998. Ìîëåêóëÿð.
áèîë. 32 : 533—541). Ñîãëàñíî ýòîé ìîäåëè, ìîæíî îæè-
äàòü, ÷òî â ìàêðîíóêëåóñàõ ñ î÷åíü êîðîòêèìè ìîëåêóëà-
ìè ÄÍÊ äîëæíû ïðåîáëàäàòü ñòðóêòóðû íå â âèäå îò-
äåëüíûõ õðîìàòèíîâûõ òåëåö, à â âèäå òÿæåé, ÷òî ìû è
îáíàðóæèëè â P. bursaria T316. Ïî äàííûì ÏÝÔ, ðàçìåð
ìîëåêóë ÄÍÊ P. bursaria T316 ìàêðîíóêëåóñà ñîñòàâëÿåò
30—150 ò. ï. í., êîòîðûå óïàêîâàíû â ïðîòÿæåííûå õðî-
ìàòèíîâûå òÿæè òîëùèíîé 0.15—0.2 ìêì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-06449à).

ÌÎÍÎÊËÎÍÀËÜÍÛÅ ÀÍÒÈÒÅËÀ, ÐÀÑÏÎÇÍÀÞ-
ÙÈÅ ÝÏÈÒÎÏÛ AMACR ÂÍÓÒÐÈ ÅÃÎ ÊÀÒÀËÈÒÈ-
×ÅÑÊÎÃÎ ÖÅÍÒÐÀ, ÍÅ ÒÎÐÌÎÇßÒ ÄÅËÅÍÈÅ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÏÐÈ ÂÍÓÒÐÈÊËÅÒÎ×ÍÎÌ ÂÂÅÄÅÍÈÈ. © Á. Ïî-
ïîâ, Ã. Ñóòóëà, Í. Ïåòðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, borisvp478@gmail.com

Àëüôà-ìåòèëàöèë-CoA ðàöåìàçà (AMACR) ðàññìàò-
ðèâàåòñÿ êàê âàæíûé ôóíêöèîíàëüíûé ìàðêåð ðàêà ðàç-
ëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè. Ñíèæåíèå êëåòî÷íîãî
óðîâíÿ AMACR ñîïðîâîæäàåòñÿ òîðìîæåíèåì ðîñòà îïó-
õîëåâûõ êëåòîê. Èììóíîòåðàïèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòè-
òåë ïðîòèâ AMACR çàòðóäíåíà èç-çà åãî âíóòðèêëåòî÷-
íîé ëîêàëèçàöèè, ïîýòîìó íåîáõîäèìî ïðåäâàðèòåëüíîå
èññëåäîâàíèå âîçìîæíîñòè âíóòðèêëåòî÷íîãî ââåäåíèÿ
ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ñ ïîñëåäóþùåé îöåíêîé èõ ïðî-
òèâîðàêîâîé àêòèâíîñòè. AMACR ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíòîì,
êàòàëèçèðóþùèì b-îêèñëåíèå æèðíûõ êèñëîò, ÷òî ñïî-
ñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ ýíåðãèè, íåîáõîäèìîé äëÿ ìåòà-
áîëèçìà ðàêîâûõ êëåòîê. Ìû ïîëó÷èëè è îõàðàêòåðèçîâà-
ëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ AMACR ÷åëîâåêà,
êîòîðûå áûëè ïðèìåíèìû â èììóíîáëîòå, èììóíîôëóî-
ðåñöåíöèè è èììóíîãèñòîõèìèè, íî âûÿâëÿëè íèçêóþ àê-
òèâíîñòü â èììóíîïðåöèïèòàöèè. Èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó
Pepitope è êðèñòàëëè÷åñêóþ ñòðóêòóðó AMACR Mycobac-
terium tuberculosis, ìû âïåðâûå óñòàíîâèëè, ÷òî ýïèòîïû
AMACR, ðàñïîçíàâàåìûå ïîëó÷åííûìè íàìè àíòèòåëà-
ìè, ëîêàëèçóþòñÿ âíóòðè åãî êàòàëèòè÷åñêîãî öåíòðà.
Ïðîòåîôåêöèÿ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë â êëåòêè HeLa è
T98G íå èçìåíÿëà èõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Îá-
ñóæäàåòñÿ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë ïðîòèâ
AMACR â ïðîòèâîðàêîâîé òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-00251).

ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÀß ÌÎÄÅËÜ ÄËß ÈÑÑËÅÄÎ-
ÂÀÍÈß ÑÎÃËÀÑÎÂÀÍÈß ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ Â ÐÀÑÒÓ-
ÙÅÉ ÂÅÐÕÓØÊÅ ÃÈÔÛ NEUROSPORA CRASSA.
© Ò. Â. Ïîòàïîâà,1 Ë. Þ. Áîéöîâà,1 Ñ. À. Ãîëûøåâ,1

À. ß. Äóíèíà-Áàðêîâñêàÿ,1 Ò. À. Áåëîçåðñêàÿ.2, 3 1 Íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèî-
ëîãèè èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, 2 Áèîëîãè-
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÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, è 3 Ôåäåðàëüíûé èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé öåíòð «Ôóíäàìåíòàëüíûå îñíîâû áèî-
òåõíîëîãèè» Èíñòèòóòà áèîõèìèè èì. À. Í. Áàõà ÐÀÍ,
Ìîñêâà.

Èññëåäîâàíèÿ âåðõóøå÷íîãî ðîñòà Neurospora crassa
ñâèäåòåëüñòâóþò îá îñîáîé ñòðóêòóðíîé óïîðÿäî÷åííî-
ñòè ïåðåäíåãî êîíöà ãèôû äëèíîé 100—200 ìêì: 1) ïåð-
âàÿ ñåïòàëüíàÿ ïåðåãîðîäêà îáðàçóåòñÿ íå áëèæå
~165 ìêì îò òî÷êè ðîñòà âçðîñëîé ãèôû; 2) Í+-ATÔàçû
(îñíîâíûå ãåíåðàòîðû ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (Em) ó
N. ñrassa) âñòðàèâàþòñÿ â ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû íå
áëèæå ~120 ìêì îò òî÷êè ðîñòà; 3) íà ïåðåäíèõ
150—200 ìêì ãèôû Em ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â äèñòàëü-
íîé ÷àñòè ãèôû; 4) íà ïåðåäíèõ 100—150 ìêì ãèôû ìèê-
ðîòðóáî÷êè îðèåíòèðóþòñÿ ñòðîãî ïàðàëëåëüíî îñè ãèôû
è ïåðåìåùàþòñÿ óæå íå ïîòîêîì öèòîïëàçìû, à ñ ïîìî-
ùüþ ñîáñòâåííîé âåêòîðíîé ñáîðêè-ðàçáîðêè, òðåáóþ-
ùåé ðàñõîäà ÀÒÔ; 5) íà ó÷àñòêå ~20—30 ìêì îò òî÷êè
ðîñòà êîíöåíòðèðóþòñÿ íèòåâèäíûå ìèòîõîíäðèè; 6) íà
ó÷àñòêå ~20—30 ìêì îò òî÷êè ðîñòà îòñóòñòâóþò ÿäðà.
Êàê îäèí èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ñîçäàíèÿ è ïîääåð-
æàíèÿ óïîðÿäî÷åííîãî àíñàìáëÿ ìèêðîòðóáî÷åê è ìèòî-
õîíäðèé íà ïåðåäíåì êîíöå ðàñòóùåé ãèôû ìû ðàññìàò-
ðèâàåì ýëåêòðè÷åñêóþ ãåòåðîãåííîñòü ïåðåäíåãî êîíöà
ãèôû (Ïîòàïîâà è äð. 2016. Öèòîëîãèÿ. 58 (8) : 634—645).

Ïðè ðîñòå è ðàçâèòèè ãèô N . crassa â óñëîâèÿõ äåôè-
öèòà ðåñóðñîâ — èçîëÿöèè ãèôàëüíûõ âåðõóøåê äëèíîé
~400 ìêì îò ìèöåëèÿ è çàìåíå â ñðåäå ãëþêîçû èëè ñàõà-
ðîçû íà òðóäíî óñâàèâàåìûé ñîðáèò — íàðóøàåòñÿ ñî-
ãëàñîâàííîñòü óäëèíåíèÿ, âåòâëåíèÿ è ñåïòèðîâàíèÿ.
À èìåííî ñîõðàíÿåòñÿ îðèåíòàöèÿ óäëèíåíèÿ, íî óìåíü-
øàþòñÿ âäâîå äèàìåòð ãèôû è ñêîðîñòü óäëèíåíèÿ, òîð-
ìîçèòñÿ âåòâëåíèå ñ ïîÿâëåíèåì àíîìàëüíî áîëüøèõ
ìåæóçëîâûõ ðàññòîÿíèé, íî ñîõðàíÿþòñÿ ðèòìè÷íîñòü
ñåïòèðîâàíèÿ è ðàññòîÿíèå ìåæäó ñåïòàìè, òàê ÷òî äëèíà
âåðõóøå÷íîãî ñåãìåíòà âñåãäà ïðèìåðíî â 3 ðàçà áîëüøå
ñðåäíåé äëèíû ñëåäóþùèõ ñåãìåíòîâ, íåçàâèñèìî îò ñâÿ-
çè ñ ìèöåëèåì è èñòî÷íèêà óãëåðîäà â ñðåäå (Ïîòàïîâà
è äð. 2016. Öèòîëîãèÿ. 58 (8) : 634—645).

×òî ðåãóëèðóåò ïðè ýòîì ñðåäíþþ âåëè÷èíó ðàññòîÿ-
íèÿ ìåæäó ñåïòàìè? Äèêòóåòñÿ ëè ýòà ñòàáèëüíîñòü ãåíî-
ìîì èëè îïðåäåëÿåòñÿ ïðîöåññîì ñàìîîðãàíèçàöèè íà
êîíêðåòíîì ó÷àñòêå ãèôû? Ðàçðàáîòàííóþ íàìè ýêñïåðè-
ìåíòàëüíóþ ìîäåëü ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ñîãëàñîâàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ ïðè âåðõó-
øå÷íîì ðîñòå ãèôû N. ñrassa è àíàëèçà ìîëåêóëÿðíî-ãå-
íåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè âçàèìîäåéñòâèé ïðè
ýòîì âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÈÍÀÊÒÈÂÀÖÈÈ Õ-ÕÐÎÌÎÑÎÌ Â ÈÍÄÓ-
ÖÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÊÀÕ ÀÌÅÐÈÊÀÍÑÊÎÉ ÍÎÐÊÈ. © È. Å. Ïðè-
ñòÿæíþê,1 À. Ã. Ìåíçîðîâ.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãå-
íåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, è 2 Íîâîñèáèðñêèé íàöèî-
íàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñè-
òåò, menzorov@bionet.nsc.ru

Âîçìîæíîñòü ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà ìëåêîïè-
òàþùèõ àêòèâíî èññëåäóåòñÿ áîëåå ïîëóâåêà. Â 1962 ã.
Ã¸ðäîí âïåðâûå ïîêàçàë âîçìîæíîñòü ðåïðîãðàììèðîâà-
íèÿ ãåíîìà äèôôåðåíöèðîâàííîé êëåòêè ôàêòîðàìè
ýíóêëåèðîâàííîãî îîöèòà. Â 2006 ã. ßìàíàêà ïîëó÷èë èí-

äóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÈÏÑÊ) ìûøè èç ôèáðîáëàñòîâ ñ ïîìîùüþ âñåãî ëèøü
÷åòûðåõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ — Klf4, Sox2, Oct4
è c-Myc. Ïîëó÷åíèå ÈÏÑÊ ïîñòàâèëî âîïðîñ î ïîëíîòå
ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ: îñòàþòñÿ ëè àêòèâíûìè ãåíû, ýêñ-
ïðåññèðóþùèåñÿ â èñõîäíûõ ôèáðîáëàñòàõ? È íàñêîëüêî
õàðàêòåðèñòèêè ÈÏÑÊ ñîîòâåòñòâóåò ýìáðèîíàëüíûì
ñòâîëîâûì (ÝÑ) êëåòêàì, êîòîðûå â äàííîì ñëó÷àå ÿâëÿ-
þòñÿ «ñòàíäàðòîì». Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÈÏÑÊ ïîëó÷åíû
äëÿ äåñÿòêîâ âèäîâ æèâîòíûõ, îäíàêî ÝÑ-êëåòêè — ìå-
íåå ÷åì äëÿ 20. Â 1993 è 2007 ãã. â Ëàáîðàòîðèè ãåíåòèêè
ðàçâèòèÿ ÈÖèÃ ÑÎ ÐÀÍ áûëè ïîëó÷åíû ÝÑ-êëåòêè öåí-
íîãî ïóøíîãî çâåðÿ, àìåðèêàíñêîé íîðêè Neovison vison.
Ýòî ñîçäàëî óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü ñðàâíèòü èíäóöè-
ðîâàííûå è «íàñòîÿùèå» ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè. Ìû
ïîëó÷èëè ÈÏÑÊ àìåðèêàíñêîé íîðêè è ïîêàçàëè ðåïðîã-
ðàììèðîâàíèå ãåíîìà ôèáðîáëàñòîâ íà óðîâíå àíàëèçà
òðàíñêðèïòîìà (Menzorov et al., 2015). Îäíàêî ïîìèìî
ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ åñòü è äðóãèå âàæíûå õàðàêòå-
ðèñòèêè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá
èõ ñòàäèè â ðàçâèòèè, íàïðèìåð ñòàòóñ X-õðîìîñîì. Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî â ÝÑ-êëåòêàõ àìåðèêàíñêîé íîðêè îáå
Õ-õðîìîñîìû àêòèâíû, ò. å. èíàêòèâàöèè íå ïðîèñõîäèò.
Â ñëó÷àå íåýïèáëàñòíûõ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ìûøè
îáå Õ-õðîìîñîìû àêòèâíû, à äëÿ êëåòîê ÷åëîâåêà ñòàòóñ
Õ-õðîìîñîì çàâèñèò îò «òèïà» ïëþðèïîòåíòíîñòè, naive
èëè primed. Ïîëó÷åííûå íàìè ÈÏÑÊ àìåðèêàíñêîé íîð-
êè èìåëè êàðèîòèï 30, XY è ñîîòâåòñòâåííî áûëè íåïðè-
ãîäíû äëÿ èçó÷åíèÿ èíàêòèâàöèè Õ-õðîìîñîì. Â ýòîé ðà-
áîòå ìû ïîëó÷èëè ÈÏÑÊ àìåðèêàíñêîé íîðêè èç òðåõ
ïåðâè÷íûõ ëèíèé ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ èç XX-ýìá-
ðèîíîâ. Ëèíèè êëåòîê áûëè äåïîíèðîâàíû â ÖÊÏ ÈÖèÃ
ÑÎ ÐÀÍ «Êîëëåêöèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ êóëüòóð êëåòîê
÷åëîâåêà è ìëåêîïèòàþùèõ îáùåáèîëîãè÷åñêîãî è áèî-
ìåäèöèíñêîãî íàïðàâëåíèÿ» (http://ckp.icgen.ru/cells/;
http://cells.biores.cytogen.ru/cells/). Äëÿ êàæäîãî èç òðåõ ãå-
íîòèïîâ áûëè âûáðàíû äâå ëèíèè ÈÏÑÊ, âñå èìåëè íîð-
ìàëüíûé êàðèîòèï 30, XX. Àíàëèç ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ âûÿ-
âèë ïðèñóòñòâèå òðàíñêðèïòîâ ãåíà Xist, ìàðêèðóþùåãî
èíàêòèâàöèþ Õ-õðîìîñîìû. Â ïîïóëÿöèè ÈÏÑÊ êëå-
òîê ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè,
ïîýòîìó íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ìåòîäû äåòåêöèè
èíàêòèâàöèè íà óðîâíå åäèíè÷íûõ êëåòîê. Ìû èñïîëüçî-
âàëè èììóíîöèòîõèìè÷åñêóþ îêðàñêó íà ìàðêåð íåàê-
òèâíîãî õðîìàòèíà (H3K27me3). Äëÿ îäíîé ëèíèè ïîêà-
çàíî îòñóòñòâèå ìåòêè â îñòðîâêàõ ÈÏÑÊ è ïðèñóòñòâèå â
íåêîòîðûõ êëåòêàõ íà ïåðèôåðèè, âåðîÿòíî íà÷èíàþùèõ
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ìû óñïåøíî ïîëó-
÷èëè XX ëèíèè ÈÏÑÊ àìåðèêàíñêîé íîðêè è â îäíîé èç
ëèíèé ïîêàçàëè àêòèâíîñòü îáåèõ XX-õðîìîñîì. Â äàëü-
íåéøåì ïëàíèðóåì ïðîâåñòè àíàëèç èíàêòèâàöèè Õ-õðî-
ìîñîì äëÿ âñåõ ëèíèé ÈÏÑÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàðêåðîâ
íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà H3K27me3 è óáèêâèòèíèðîâàí-
íîãî H2A.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 17-04-00644).

ÑÅÊÐÅÒÎÐÍÛÉ ÔÅÍÎÒÈÏ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎ-
ÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÈ ÐÅÏËÈÊÀÒÈÂÍÎÌ ÑÒÀÐÅ-
ÍÈÈ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÃÈÏÎÊÑÈÈ. © À. Þ. Ðàòóøíûé,
Ë. Á. Áóðàâêîâà. Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîá-
ëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, Ratushkin@mail.ru

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 783



Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ïóë ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê,
ïîääåðæèâàþùèõ âî âçðîñëîì îðãàíèçìå ïðîöåññû ðå-
ãåíåðàöèè è îáíîâëåíèÿ òêàíåé. Ñ âîçðàñòîì ïðîèñõîäÿò
ïîñòåïåííîå èñòîùåíèå ïóëà ÌÑÊ è èçìåíåíèå èõ ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ, ÷òî íåãàòèâíî âëèÿåò íà ñïî-
ñîáíîñòü ê ñàìîâîññòàíîâëåíèþ îðãàíèçìà íà êëåòî÷íîì
óðîâíå. Îäíèì èç ñïîñîáîâ ìîäåëèðîâàíèÿ êëåòî÷íî-
ãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ äîëãîâðåìåííîå êóëüòèâèðîâàíèå
in vitro. Ïðè ýòîì ñòîèò ó÷èòûâàòü âëèÿíèå ôàêòîðîâ
ìèêðîîêðóæåíèÿ, â òîì ÷èñëå ñîäåðæàíèå êèñëîðî-
äà, ñïîñîáíûõ èçìåíÿòü ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå
êëåòîê.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èçâåñòíî, ÷òî ïðîöåññ êëåòî÷-
íîãî ñòàðåíèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ ïðèîáðåòåíèåì ñïåöèôè-
÷åñêîãî ñåêðåòîðíîãî ôåíîòèïà (SASP — senescence asso-
ciated secretary phenotype), êîòîðûé ñïîñîáåí âëèÿòü íà
âûæèâàíèå, ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó áëèçëå-
æàùèõ êëåòîê. Ïîìèìî ïðî÷åãî, ýòîò ñåêðåò ìîæåò îêà-
çàòü åùå è êàíöåðîãåííîå âîçäåéñòâèå, êîòîðîå âî ìíî-
ãîì ñâÿçûâàþò ñ âîçäåéñòâèåì IL-6 è IL-8. Äðóãèìè íåìà-
ëîâàæíûìè ïàðàêðèííûìè àãåíòàìè ÿâëÿþòñÿ VEGF-a è
TGF-b, êîòîðûå îòíîñÿòñÿ ê àíòèàïîïòîòè÷åñêèì ôàêòî-
ðàì, ïðè ýòîì VEGF-a îáëàäàåò ÿðêî âûðàæåííûì ïðîàí-
ãèîãåííûì äåéñòâèåì, à TGF-b ïðîÿâëÿåò èììóíîìîäó-
ëÿòîðíûå ñâîéñòâà.

Â äàííîì èññëåäîâàíèè ÌÑÊ âûäåëÿëè èç æèðîâîé
òêàíè ÷åëîâåêà, äëèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè äî 21-ãî ïàñ-
ñàæà â ñðåäå aÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì ïåíèöèëëèí-ñòðåïòî-
ìèöèíà (1 %) è 10%-íîé ôåòàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêîé
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37 °Ñ, 5 % ÑÎ2) ïðè àòìîñôåð-
íîì (21 %) è ïðè ïîíèæåííîì (5 %) óðîâíÿõ êèñëîðîäà.
Îöåíêó êîëè÷åñòâà öèòîêèíîâ â êîíäèöèîíèðîâàííîé
ñðåäå îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà (ÈÔÀ).

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, ñîäåðæàíèå ïðîâîñ-
ïàëèòåëüíîãî öèòîêèíà IL-6 â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ äî-
ñòîâåðíî óâåëè÷èâàëîñü íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ îòíîñè-
òåëüíî ðàííèõ. Ïðè ñíèæåíèè ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà
ïðîäóêöèÿ IL-6 çíà÷èòåëüíî íå èçìåíÿëàñü, õîòÿ ïðîñëå-
æèâàëàñü òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà èíòåð-
ëåéêèíà ïðè 5 % Î2 íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Äàííûå ïî ïðî-
äóêöèè êëåòêàìè IL-8 íå ïîêàçàëè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé
ñîäåðæàíèÿ äàííîãî öèòîêèíà â êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé ñðåäå â çàâèñèìîñòè îò ýòàïà êóëüòèâèðîâàíèÿ
èëè ïàðöèàëüíîãî äàâëåíèÿ êèñëîðîäà. Òåì íå ìåíåå íà
ïîçäíèõ ïàññàæàõ îáíàðóæèâàëàñü ãîðàçäî áîëüøàÿ
âàðèàòèâíîñòü êîíöåíòðàöèé äàííîãî öèòîêèíà.

Àíàëèç ñîäåðæàíèÿ â ñðåäå TGF-b óêàçûâàåò íà îò-
ñóòñòâèå âûðàæåííîé çàâèñèìîñòè ïðîäóêöèè äàííîãî
ôàêòîðà ðîñòà îò ýòàïà êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îäíàêî îáíàðó-
æåíî çíà÷èìîå ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè TGF-b ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè ÌÌÑÊ ïðè 5 % Î2 íà âñåõ èññëåäóåìûõ
ïàññàæàõ. Âåðîÿòíî, óìåíüøåíèå ïðîäóêöèè TGF-b ÿâëÿ-
åòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí ñíèæåíèÿ îñòåîãåííîãî ïîòåíöèàëà
â ãèïîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ.

Èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ íà
ïðîäóêöèþ VEGF-a ïîêàçàëî, ÷òî ìàêñèìàëüíîå ñîäåð-
æàíèå äàííîãî ôàêòîðà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ äåòåêòè-
ðóåòñÿ íà ñðåäíèõ ïàññàæàõ (ð12—18). Ïðè ýòîì íå âûÿâ-
ëåíî çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ãèïîêñè÷åñêèìè è íîð-
ìîêñè÷åñêèìè óñëîâèÿìè íà ðàííèõ (ð2—6) è ñðåäíèõ
(ð12—18) ïàññàæàõ. Íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ (ð19—21) â ãè-
ïîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèå VEGF-a áûëî çíà÷èìî
ìåíüøå, ÷åì ïðè 20 % Î2. Òàêèì îáðàçîì, ãèïîêñèÿ ìîäè-

ôèöèðóåò ñåêðåòîðíûé ôåíîòèï ÌÌÑÊ ïðè ðåïëèêàòèâ-
íîì ñòàðåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ïðîãðàììû «Èíòåãðàòèâíàÿ ôèçèîëîãèÿ» è Ðîññèé-
ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-01244-a).

HOW MUTATIONS IN CONTRACTILE PROTEINS AF-
FECT CONTRACTILITY AND CALCIUM HANDLING
TO TRIGGER CARDIOMYOPATHY. © C. S. Redwood.
Radcliffe Department of Medicine, University of Oxford,
UK, credwood@well.ox.ac.uk

The inherited heart disorder Hypertrophic Cardiomyo-
pathy (HCM) is primarily caused by mutations in genes enco-
ding cardiac contractile proteins, leading it to be labeled a di-
sease of the sarcomere. Mutations in the thick filament prote-
ins beta myosin heavy chain and cardiac myosin binding
protein-C predominate, although HCM can also be caused by
mutations in thin filament proteins (actin, alpha-tropomyosin,
troponin subunits). The different disease of Dilated Cardio-
myopathy (DCM) can also be caused by mutations in the
same contractile protein genes. A different set of mutations is
responsible for DCM, suggesting that distinct changes in con-
tractile protein structure and function can lead to the different
diseases. I will summarise the functional effects of the HCM
and DCM mutations on cardiac contractility and its regulati-
on, focusing on our work on mutations in troponin subunits
and alpha-tropomyosin; this has shown that HCM mutations
increase myofilament calcium-sensitivity and DCM muta-
tions have the opposite effect of decreasing this parameter.
I will present our recent data showing how these changes alter
intracellular calcium handling and signaling in HCM, and
how these alterations may trigger the disease state.

This work was funded by the Russian Science Founda-
tion (grant 17-14-01224).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÊÈÍÅÒÈÊÈ ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈß ÀÌÈ-
ËÎÈÄÍÛÕ ÔÈÁÐÈËË ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ a-ÑÈÍÓÊËÅÈÍÀ
Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÎÃÎ ÇÎÍÄÀ
ÒÈÎÔËÀÂÈÍÀ Ò. © Í. Ï. Ðîäèíà,1, 2 Ì. È. Ñóëàöêèé,1, 2

Þ. À. Ãàãàðñêàÿ,1 Î. È. Ïîâàðîâà,1 À. È. Ñóëàöêàÿ.1 1 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêèé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò Ïåòðà Âåëèêîãî,
natalia240994@gmail.com

Îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ íåéðîäåãåíå-
ðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿåòñÿ áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ðàç-
âèòèå êîòîðîé ñîïðîâîæäàåòñÿ îáðàçîâàíèåì â ìîçãå ïà-
öèåíòîâ íåðàñòâîðèìûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ àãðåãàòîâ
áåëêîâ — òåëåö Ëåâè. Îñíîâíûì ñòðóêòóðíûì êîìïîíåí-
òîì òåëåö Ëåâè ÿâëÿåòñÿ íåéðîíàëüíûé áåëîê a-ñèíóêëå-
èí (a-syn) â ôîðìå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, êîòîðûå ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé óïîðÿäî÷åííûå íåðàñòâîðèìûå áåëêîâûå
àãðåãàòû, áîãàòûå b-ñêëàä÷àòîé ñòðóêòóðîé.

Äëÿ äèàãíîñòèêè âîçíèêíîâåíèÿ àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë in vitro è in vivo øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ ñïåöèôè÷å-
ñêèé ôëóîðåñöåíòíûé çîíä òèîôëàâèí Ò (ThT), èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîòîðîãî ïðè âñòðàèâàíèè â àìè-
ëîèäíûå ôèáðèëëû ìîæåò âîçðàñòàòü íà íåñêîëüêî
ïîðÿäêîâ. Ýòî äåëàåò ThT íå òîëüêî õîðîøèì äèàãíîñòè-
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÷åñêèì àãåíòîì, íî è èíñòðóìåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåñ-
ñîâ îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, à òàêæå èõ ñòðóê-
òóðû. Ïðîâåäåíèå ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåòñÿ àêòó-
àëüíîé çàäà÷åé, ïîñêîëüêó íåðàçðûâíî ñâÿçàíî ñ ïîèñêîì
è ðàçðàáîòêîé ïîòåíöèàëüíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà áûëà íàïðàâëåíà íà èçó÷åíèå êè-
íåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå
a-syn ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÝÌ),
ìåòîäà êðóãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ), à òàêæå ôëóîðåñöåíò-
íîé è àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè. Áûëè çàðåãèñòðèðî-
âàíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ, ôëóîðåñöåíöèè, âîçáóæäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè ThT, ÷òî ïîçâîëèëî îöåíèòü âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñ-
öåíöèè êðàñèòåëÿ, âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàçëè÷íûõ ïîäõîäîâ, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êèíåòè-
êà ðîñòà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñèãìî-
èäàëüíóþ êðèâóþ. Ôèáðèëëîãåíåç ìîæíî óñëîâíî ðàçäå-
ëèòü íà òðè ýòàïà — ôàçó íóêëåàöèè (ëàã-ôàçó), ôàçó ðîñ-
òà ôèáðèëë è ôàçó íàñûùåíèÿ. Â ëàã-ôàçå, êîãäà
ðåãèñòðèðóåìûå ïàðàìåòðû îñòàþòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèç-
ìåííûìè, ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå çàðîäûøåé (ÿäåð)
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, â ñëåäóþùåé ôàçå íà÷èíàåòñÿ óâå-
ëè÷íèå íàáëþäàåìûõ õàðàêòåðèñòèê, ÷òî ïîêàçûâàåò ðîñò
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, äàëåå ïðîèñõîäèò âûõîä êðèâîé íà
ïëàòî, ÷òî îçíà÷àåò, è ýòî âåñü ìîíîìåðíûé a-syn ïåðåõî-
äèò â ôèáðèëëÿðíóþ ôîðìó. Èçìåíåíèå ñïåêòðîâ ÊÄ ñ
ïîñòåïåííûì óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ b-ëèñòîâ íàáëþ-
äàåòñÿ òîëüêî â ôàçå ðîñòà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Ïðè
ýòîì êîðîòêèå àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, ñîãëàñíî äàííûì
ÝÌ, îáðàçóþòñÿ óæå â êîíöå ëàã-ôàçû, à â ôàçå ðîñòà íà-
áëþäàþòñÿ èõ óäëèíåíèå è êëàñòåðèçàöèÿ. Òàêèì îáðà-
çîì, íàìè ïîëó÷åíû õàðàêòåðèñòèêè êèíåòèêè îáðàçîâà-
íèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå a-syn áåç âëèÿíèÿ
êàêèõ-ëèáî âíåøíèõ ôàêòîðîâ. Òàêèì îáðàçîì, ýòè äàí-
íûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ ðàç-
ëè÷íûõ âíåøíèõ ôàêòîðîâ è ïîòåíöèàëüíûõ èíãèáèòî-
ðîâ, òàêèõ êàê óñëîâèÿ ôèáðèëëîãåíåçà (pH, òåìïåðàòóðà
è äð.), ìàëûå ìîëåêóëû (SDS, èîíû ìåòàëëîâ è äð.), øà-
ïåðîíû íà ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
a-syn.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 16-04-01604_à è 16-54-00230 Áåë_à), ïðîãðàììû ïðå-
çèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è
ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÑÏ-1982.2015.4).

ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÒÅÑÒ-ÑÈÑÒÅÌÛ Â ÔÀÐÌÀÊÎËÎÃÈÈ
È ÒÎÊÑÈÊÎËÎÃÈÈ. © Í. Þ. Ðîãîâñêàÿ, Â. Í. Áàáàêîâ.
ÔÃÓÏ «ÍÈÈ ÃÏÝ×» ÔÌÁÀ Ðîññèè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
babakov@rihophe.ru

Îäíîé èç âàæíåéøèõ îáëàñòåé ïðèìåíåíèÿ êóëüòóð
êëåòîê â ñîâðåìåííîé áèîìåäèöèíå ÿâëÿåòñÿ èõ èñïîëü-
çîâàíèå â êà÷åñòâå òåñò-îáúåêòîâ ïðè ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêîì ñêðèíèíãå. Òåõíîëîãèÿ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî
ñêðèíèíãà ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå êëþ÷åâîé íà ðàí-
íèõ ýòàïàõ ïîèñêà è ðàçðàáîòêè ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ.

Ñîâðåìåííûå ñèñòåìû ÂÏÑ ñïîñîáíû ïðîàíàëèçèðî-
âàòü áîëåå 100 òûñ. èíäèâèäóàëüíûõ îáðàçöîâ â äåíü èç
áèáëèîòåê õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé íà èíäèâèäóàëüíîé
áèîìèøåíè, ÷òî îáû÷íî ïîçâîëÿåò âûÿâèòü íå áîëåå íå-
ñêîëüêèõ àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé, òàê íàçûâàåìûõ õèòîâ.

Ðåçóëüòàòîì ÿâëÿåòñÿ èäåíòèôèêàöèÿ ñîåäèíåíèé, êîòî-
ðûå ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ìîãóò
ñòàòü ëåêàðñòâåííûìè ñðåäñòâàìè.

Ïðè ðàçðàáîòêå êëåòî÷íûõ òåñò-ñèñòåì êëþ÷åâóþ
ðîëü èãðàåò ìîëåêóëÿðíàÿ ìèøåíü òîêñè÷åñêîãî èëè ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêîãî äåéñòâèÿ èçó÷àåìîãî ñîåäèíåíèÿ. Òàê-
æå â ðàçðàáàòûâàåìûõ òåñò-ñèñòåìàõ âàæíû âîñïðîèçâî-
äèìîñòü, ýôôåêòèâíîñòü, ñòîèìîñòü è âðåìÿ, ïîòðà÷åííîå
íà îïåðàöèþ.

Ïðè ïîèñêå ðåöåïòîðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ àíòàãî-
íèñòîâ MOR1-ðåöåïòîðà íà êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷åëî-
âåêà ëèíèè SH-SY5Y èñïîëüçîâàëè ðÿä ïîäõîäîâ ê îïðå-
äåëåíèþ ìîëåêóëÿðíûõ ìèøåíåé ôàðìàêîëîãè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ïåïòèäà DAMGO — àãîíèñòà MOR1-ðåöåïòîðà.
Â êà÷åñòâå ìèøåíåé ðàññìàòðèâàëè âòîðè÷íûå ìåññåíä-
æåðû — öÀÌÔ è èîíû Ca2+, êëþ÷åâûå ýëåìåíòû êèíàç-
íûõ êàñêàäîâ, îïðåäåëåíèå ïðîôèëÿ öèòîêèíîâîãî/õåìî-
êèíîâîãî ñåêðåòîìà. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ îöåíêè ýôôåê-
òèâíîñòè ëèãàíäîâ/àíòàãîíèñòîâ ðåöåïòîðîâ, ñâÿçàííûõ ñ
G-áåëêàìè, áûë ðàçðàáîòàí íàáîð ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ
òåñò-ñèñòåì.

Íà ýòîé æå êóëüòóðå êëåòîê áûëè îïðåäåëåíû âíóò-
ðèêëåòî÷íûå ñîáûòèÿ è èçìåíåíèÿ â ïðîôèëå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ öèòîêèíîâ/õåìîêèíîâ ïðè äåéñòâèè àãîíè-
ñòà TLR-ðåöåïòîðà — ëèïîïîëèñàõàðèäà èç Salmonella
typhosa.

Äëÿ îöåíêè òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïîëèàðîìàòè÷å-
ñêèõ óãëåâîäîðîäîâ, òðåáóþùèõ ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâà-
öèè, íà êóëüòóðå êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèè HepaRG îïðåäå-
ëÿëè àêòèâàöèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ êèíàçíûõ êàñêàäîâ,
êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà è ñèñòåìû ðåïà-
ðàöèè ÄÍÊ, ñåêðåöèþ öèòîêèíîâ â êîíäèöèîííóþ ñðåäó
ïðè äåéñòâèè áåíç(à)ïèðåíà ñ ïîìîùüþ ìíîãîïàðàìåòðè-
÷åñêîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïî òåõíîëîãèè
Luminex xMAP. Áûëî óñòàíîâëåíî ïðîòåêòîðíîå äåéñò-
âèå äèìåðà òðèïòîôàíà (FICZ) — ýíäîãåííîãî àãîíèñòà
AhR-ðåöåïòîðà — â îòâåò íà òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïîëè-
àðîìàòè÷åñêèõ óãëåâîäîðîäîâ.

Ñîâðåìåííûå ïîñòãåíîìíûå âûñîêîïðîèçâîäèòåëü-
íûå ñèñòåìû ïîëó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêè çíà÷èìîé èíôîð-
ìàöèè, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ìàññèâ ãåíîìíûõ, ïðîòå-
îìíûõ è ìåòàáîëîìíûõ äàííûõ, òðåáóþò èíòåãðàöèè
ìåòîäàìè è àëãîðèòìàìè ñèñòåìíîé áèîëîãèè äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ öåëüíîé êàðòèíû áèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ êñåíî-
áèîòèêîâ. Ïðè îöåíêå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðàçëè÷-
íûõ êñåíîáèîòèêîâ öåëåñîîáðàçíî êîíòðîëèðîâàòü ðàç-
ëè÷íûå ýòàïû àêòèâàöèè ðåöåïòîðà — íàêîïëåíèå
âíóòðèêëåòî÷íûõ âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ, àêòèâàöèþ
êèíàçíûõ êàñêàäîâ è òðàíñêðèïöèîíûõ ôàêòîðîâ, èçìå-
íåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ, èçìåíåíèÿ ïðîôèëÿ ñåêðåòèðóå-
ìûõ áåëêîâ.

MODELLING OF Na+/Cl– SELECTIVITY IN THE TIGHT
JUNCTIONS OF EPITHELIAL CELLS. © A. A. Rubashkin,1

J. Fischbarg,2 P. Iserovich.3 1 Institute of Cytology RAS,
St.-Petersburg, Russia, 2 ININCA, Conicet, University of Bue-
nos Aires, Argentina, and 3 SUNY Downstate, New York,
USA, andrey.rubashkin@gmail.com

We have developed a theory of Na+/Cl– selectivity in the
tight junctions (TJ) between epithelial cells. TJ in epithelial
cells are channels of width of the order of 40 Å between pla-
ne-parallel plasma membranes, filled with various macromo-
lecules. It was shown the important role of claudin molecules,
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which contain charged amino acid residues, in Na+/Cl– selec-
tivity of TJ [Colegio et al. 2002. Amer. J. Physiol. Cell Physi-
ol. 283 : C142—C147; Van Itallie, Anderson. 2004. Physio-
logy. 19 : 331—338; Anderson, Van Itallie. 2009. Cold
Spring Harbor. Perspect. Biol. 1 : 002584-1—a002584-16].

To derive the formula by which the selectivity in TJ was
calculated, we used the theory of coupled water and ion trans-
port in TJ, which we developed earlier [Rubashkin et al.
2005. J. Membr. Biol. 208 : 251—263]. We have shown that
Na+/Cl– selectivity in TJ depends on the total charge of amino
acid residues of claudin macromolecules inside TJ, as well as
on the ion distribution coefficients between TJ and the free
solution. It is shown that when the sign of the total charge of
amino acid residues in TJ changes on positive, the obtained
formulas predict the change of Na+/Cl– selectivity in TJ to
Cl–/Na+ selectivity. The calculated value of Na+/Cl– selectivity
coincides with the experimental data available in the epitheli-
al transport literature for MDCK cells [Colegio et al. 2002.
Amer. J. Physiol. Cell Physiol. 283 : C142—C147]. When
calculating the change in the ion solvation energy upon their
transition to TJ, we used the formulas of nonlocal electrosta-
tics, taking into account the effect of overscreening of the di-
electric function of water [Rubashkin, Vorotyntsev. 2016.
Curr. Phys. Chem. 6 : 120—129].

In the experimental literature on ion transport in TJ the
ratio of paracellular permeability for Na+ and Cl– of PNa+ /PCl–,
equal to the ion flux ratio, is used as a measure of Na+/Cl– se-
lectivity [Colegio et al. 2002. Amer. J. Physiol. Cell Physiol.
283 : C142—C147; Van Itallie, Anderson. 2004. Physiology.
19 : 331—338; Anderson, Van Itallie. 2009. Cold Spring Har-
bor. Perspect. Biol. 1 : 002584-1—a002584-16]. We derived
the following formula for Na+/Cl– selectivity:

P P n n e kT
Na Cl Na Cl TJ+ +=/ . ( / )exp (– / ),– –066 2 ϕ (1)

where n
Na + and n

Cl – are the ion distribution coefficients bet-
ween the free solution and TJ. We calculated these distribu-
tion coefficients from the non-local electrostatic theory. The
potential jTJ in formula (1) is the electrostatic potential in TJ
and was calculated from the formula (2) derived by us:

ϕ
TJ

= ×– ( / )kT e

× + +
⎡

⎣
⎢

⎤

⎦
⎥

⎧
⎨
⎪

⎩⎪
+ + +ln /( ) ( /( )) /–X n X n n n

f Na f Na Cl Na
2 2 2

1 2 ⎫
⎬
⎪

⎭⎪
, (2)

in which value Xf is the relative concentration of charged
amino acid residues of claudine is defined as:

X c
f oCOO NH= +([ ]– [ ]) / ,–

3
(3)

where co is concentration of NaCl in free solution (co =
= 0.15 M).

In work [Colegio et al. 2002. Amer. J. Physiol. Cell Phy-
siol. 283 : C142—C147; Van Itallie, Anderson. 2004. Physio-
logy. 19 : 331—338; Anderson, Van Itallie. 2009. Cold
Spring Harbor. Perspect. Biol. 1 : 002584-1—a002584-16] it
was shown experimentally that claudin molecules in TJ of
MDCK cells create Na+/Cl– selectivity and are 4 or 5 times
more permeable for Na+ than for Cl–. Our calculations using
formula (1) give this value of 4.5 for the following values of
the parameters of our model: Xf = 0.07; LTJ /Lo = 1.5, where L
is water correlation length (this parameter is needed to calcu-
late nNa and nCl).

ÄÈÍÀÌÈÊÀ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÌÎÄÈÔÈÊÀÖÈÉ
ÃÈÑÒÎÍÎÂ H3K9me3 È H4K5ac È ÈÕ ÑÎËÎÊÀËÈÇÀ-
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Ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ôóíêöèîíàëüíûå ìîäèôèêàöèè
ãèñòîíîâ è ïðîöåññû ÀÒÔ-çàâèñèìîãî ðåìîäåëèíãà õðî-
ìàòèíà îñòàþòñÿ â öåíòðå âíèìàíèÿ ïðè èññëåäîâàíèè
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ýìáðèîíû ìëåêîïèòàþùèõ
íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ äðîáëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ òðàäèöèîí-
íûì îáúåêòîì äëÿ àíàëèçà ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ
äèôôåðåíöèàëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ, íî ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ïîäîáíûõ ìîäåëåé âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ÷àùå
âñåãî êîíöåíòðèðóåòñÿ íà ñòàäèè çèãîòû, êîãäà ïðîèñõî-
äÿò ðåïðîãðàììèðîâàíèå è îáúåäèíåíèå ðîäèòåëüñêèõ ãå-
íîìîâ. Îäíàêî ïðîöåññû èíòåíñèâíûõ ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíûõ ïåðåñòðîåê õðîìàòèíîâîãî êîìïàðòìåíòà
ïðîäîëæàþòñÿ è íà ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ äîèìïëàíòàöè-
îííîãî ðàçâèòèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì îñíîâíîé öåëüþ íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ H3K9me3 è H4K5ac îäíîâðå-
ìåííî ñ õðîìàòèíðåìîäåëèðóþùèì áåëêîì ATRX â
ýìáðèîíàõ ìûøè íà ñòàäèè ðàííåé è ïîçäíåé çèãîòû,
ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè, à òàêæå ñòàäèÿõ ìîðóëû
è áëàñòîöèñòû.

Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ðàñïðåäåëåíèÿ ýïèãåíå-
òè÷åñêîé ìåòêè òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà
H3K9me3 íà ñòàäèè çèãîòû ÿâëÿåòñÿ åå ïðåèìóùåñòâåí-
íîå ïðèñóòñòâèå â æåíñêèõ ïðîíóêëåóñàõ. Ïðè ýòîì îáëà-
ñòè ëîêàëèçàöèè H3K9me3 â ïåðâóþ î÷åðåäü íàáëþäàþò-
ñÿ â ñîñòàâå êîëüöåâîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, îêðóæàþùåãî
ïðîÿäðûøêè. Äàííûé õàðàêòåð ìå÷åíèÿ ñîõðàíÿåòñÿ è íà
ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè. Íàïðîòèâ, íà ñòàäèè ìî-
ðóëû è áëàñòîöèñòû ìíîãî÷èñëåííûå ñôåðè÷åñêèå îáëàñ-
òè ãåòåðîõðîìàòèíà, ñîäåðæàùèå H3K9me3, íàáëþäàþò-
ñÿ â íóêëåîïëàçìå, òîãäà êàê ïåðèíóêëåîëÿðíàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ H3K9me3 âûÿâëÿåòñÿ êðàéíå ðåäêî.

Ýïèãåíåòè÷åñêàÿ ìåòêà òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîãî
õðîìàòèíà H4K5àñ âûÿâëÿåòñÿ êàê â æåíñêèõ, òàê è â
ìóæñêèõ ïðîíóêëåóñàõ çèãîòû, ïðè ýòîì â ìóæñêèõ ïðî-
íóêëåóñàõ áîëåå âûðàæåíî ìå÷åíèå êîëüöåâîãî ïåðèíóê-
ëåîëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà. Íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé
ñòàäèè áîëüøàÿ ÷àñòü H4K5àñ òàêæå âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòà-
âå ãåòåðîõðîìàòèíà, îêðóæàþùåãî ïðîÿäðûøêè. Ñõîä-
íûé õàðàêòåð ìå÷åíèÿ íàáëþäàëè íà ñòàäèè ìîðóëû, òîã-
äà êàê íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû ðàñïðåäåëåíèå ìåòêè íîñè-
ëî áîëåå äèôôóçíûé õàðàêòåð.

Ñîëîêàëèçàöèÿ H3K9me3 è áåëêà ATRX âûÿâëÿåòñÿ â
ÿäðàõ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ êàê â ñîñòàâå ïåðèíóê-
ëåîëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, òàê è â çîíàõ ãåòåðîõðîìà-
òèíà, íå àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîÿäðûøêàìè. Èíòåðåñíî
îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî H3K9me3 â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê îñíîâíîé ôóíêöèîíàëüíûé
ïàðòíåð ATRX, â ÿäðàõ ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìûøè ïðèñóò-
ñòâóþò îáëàñòè, ãäå ýòè áåëêè ëîêàëèçîâàíû íåçàâèñèìî
äðóã îò äðóãà. Íå ìåíåå èíòåðåñåí òîò ôàêò, ÷òî ATRX â
ÿäðàõ ïîçäíèõ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè âûÿâëÿ-
åòñÿ íå òîëüêî â îòäåëüíûõ çîíàõ ëîêàëèçàöèè ýïèãåíåòè-
÷åñêîãî ìàðêåðà íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà H3K9me3, íî è
ìàðêåðà àêòèâíîãî õðîìàòèíà — H4K5àñ. Ñîëîêàëèçàöèÿ
H4K5àñ è ATRX òàêæå ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå çàìåòíîé íà
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ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè è âûÿâëÿåòñÿ â îòäåëüíûõ
îáëàñòÿõ ãåòåðîõðîìàòèíà, àññîöèèðîâàííîãî ñ ïðîÿä-
ðûøêàìè.

Òàêèì îáðàçîì, íà ðàííèõ ñòàäèÿõ äðîáëåíèÿ ýìáðè-
îíîâ ìûøè ãåòåðîõðîìàòèí, îêðóæàþùèé ïðîÿäðûøêè è
íå âêëþ÷àþùèé Br-ÓÒÔ, ò. å. ÿâëÿþùèéñÿ òðàíñêðèïöè-
îííî íåàêòèâíûì, ñîäåðæèò íå òîëüêî ìàðêåðû òðàíñ-
êðèïöèîííî íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà — ATRX è
H3K9me3, íî è ìàðêåð àêòèâíîãî õðîìàòèíà — H4K5àñ,
÷òî óêàçûâàåò íà îñîáîå ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ïå-
ðèíóêëåîëÿðíîãî õðîìàòèíà â ïåðèîä àêòèâàöèè ýìáðèî-
íàëüíîãî ãåíîìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-01857).

ÔÈËÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÅ È ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎÅ ÐÀÇÍÎÎÁ-
ÐÀÇÈÅ KV-, HCN-, CNG- È EAG-ÏÎÄÎÁÍÛÕ ÊÀÍÀ-
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Ïîòåíöèàëóïðàâëÿåìûå êàëèåâûå êàíàëû (Kv), êàëèå-
âûå (EAG), à òàêæå êàòèîííûå (HCN è CNG) êàíàëû,
óïðàâëÿåìûå öèêëè÷åñêèìè íóêëåîòèäàìè (HCN è CNG),
èìåþò îáùåå ýâîëþöèîííîå ïðîèñõîæäåíèå. Âûñîêàÿ
ñòåïåíü ðîäñòâà ìåæäó ïðåäñòàâèòåëÿìè ýòèõ ãðóïï ïðî-
ÿâëÿåòñÿ â òàêèõ îñîáåííîñòÿõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè,
êàê íàïðèìåð ñóáúåäèíè÷íûé ñîñòàâ è ñòðîåíèå ïîðû,
êîòîðàÿ èìååò õàðàêòåðíûé GYG-ìîòèâ.

Íåñìîòðÿ íà ôèëîãåíåòè÷åñêóþ áëèçîñòü, ïî ôèçèî-
ëîãè÷åñêèì ôóíêöèÿì êàíàëû Kv, EAG, HCN è CNG
ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî îñíîâíàÿ ìàññà
èññëåäîâàíèé, ïîñâÿùåííûõ óñòàíîâëåíèþ ñòðóêòóðû è
ôóíêöèé òåõ èëè èíûõ ïðåäñòàâèòåëåé ýòèõ ñåìåéñòâ,
ïðîâîäèëàñü â îñíîâíîì íà êàíàëàõ æèâîòíûõ è ðàñòå-
íèé, ò. å. ìíîãîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò. Â òî æå âðåìÿ îòñóò-
ñòâèå äàííûõ î êàíàëàõ ñåìåéñòâ Kv, EAG, HCN è CNG ó
îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò çàòðóäíÿåò íàøå ïîíèìàíèå
ýâîëþöèè ýòîé ãðóïïû êàíàëîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ñóùåñòâó-
åò íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèÿ íà áîëåå øè-
ðîêîì êðóãå îáúåêòîâ, êîòîðûé âêëþ÷àë áû â ñåáÿ è êàíà-
ëû ýóêàðèîòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ïîèñê ãîìîëîãîâ êàíàëîâ Kv, HCN, CNG è EAG ïðî-
âîäèëñÿ â áàçàõ äàííûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé NCBI è òðàíñëèðîâàííûõ òðàíñêðèïòîìàõ Marine
Microbial Eukaryotic Transcriptome Sequencing Project
ïðåäñòàâèòåëåé ãðóïï Dinoflagellata, Bacillariophyta, Cry-
ptophyta, Haptophyta, Perkinsozoa, Cercozoa è Rhodophyta,
Ciliata, Apicomplexa, Oomycota, Chlorophyta, Embryophy-
ta, Euglenozoa, Apusozoa, Amoebozoa, Choanoflagellata,
Fungi è Metazoa. Ðåêîíñòðóêöèÿ ôèëîãåíèè ñ ïîìîùüþ
ìåòîäîâ ìàêñèìàëüíîãî ïðàâäîïîäîáèÿ è áàéåñîâñêîãî
àíàëèçà âûÿâèëî âûñîêóþ ñòåïåíü ôèëîãåíåòè÷åñêîãî
ðàçíîîáðàçèÿ âíóòðè èññëåäóåìûõ ãðóïï êàíàëîâ. Ïîìè-
ìî ýòîãî, áûë ïðîâåäåí áèîèíôîðìàöèîííûé àíàëèç ïåð-
âè÷íîé ñòðóêòóðû âàæíåéøèõ ôóíêöèîíàëüíûõ ýëåìåí-
òîâ êàíàëîâ: ñåëåêòèâíîãî ôèëüòðà ñ GYG-ìîòèâîì, à
òàêæå äîìåíà ñâÿçûâàíèÿ ñ öèêëè÷åñêèìè íóêëåîòèäàìè
(CNBD) â ñëó÷àå íóêëåîòèäóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ.

Îòäåëüíûé èíòåðåñ âûçûâàåò òîò ôàêò, ÷òî ðàíåå ïðè
àíàëèçå òðàíñêðèïòîìîâ äèíîôëàãåëëÿò è îîìèöåòîâ

áûëè îáíàðóæåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàíàëîâ Kv è
HCN, êîòîðûå îáëàäàþò íåõàðàêòåðíûì äëÿ ïðåäñòàâèòå-
ëåé ýòèõ ñåìåéñòâ óäâîåííûì ñóáúåäèíè÷íûì ñîñòàâîì.
Ïðèñóòñòâèå ïîäîáíûõ óäâîåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ìîæåò áûòü ëèáî àðòåôàêòîì ñáîðêè òðàíñêðèïòîìà,
ëèáî ðåçóëüòàòîì ýêñïðåññèè ðåàëüíî ñóùåñòâóþùèõ
äóïëèöèðîâàííûõ ãåíîâ. Ïåðâàÿ ãèïîòåçà ïðåäñòàâëÿåòñÿ
ìåíåå âåðîÿòíîé, òàê êàê óäâîåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
âûÿâëÿëèñü â íåçàâèñèìî ñîáðàííûõ òðàíñêðèïòîìàõ.
Äëÿ ïðîâåðêè âòîðîé ãèïîòåçû ìû íà÷àëè ðàáîòó ïî ðå-
êîíñòðóêöèè ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ óäâîåí-
íûõ êàíàëîâ äèíîôëàãåëëÿò.

ÍÎÊÀÓÒ ÑÓÁÚÅÄÈÍÈÖÛ ÈÌÌÓÍÎÏÐÎÒÅÀÑÎÌ
MECL-1 È ÐÅÃÓËßÒÎÐÍÎÉ ×ÀÑÒÈÖÛ PA28 ÈÍÃÈ-
ÁÈÐÓÅÒ ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÅ ÊËÎÍÎÂ ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍ-
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Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) è èíäóöè-
ðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (èÏÑÊ) íå
òîëüêî ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èíòåðåñíûå îáúåêòû ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, íî òàêæå êðàéíå ïåðñïåêòèâ-
íû äëÿ ðàçëè÷íûõ ïðèêëàäíûõ îáëàñòåé ìåäèöèíû. Íå-
ñìîòðÿ íà áîëüøîé èíòåðåñ ê ïëþðèïîòåíòíûì êëåòêàì,
ìåõàíèçìû ïîääåðæàíèÿ â ýòèõ êëåòêàõ áåëêîâîãî ãîìåî-
ñòàçà ñ ïîìîùüþ óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû èçó-
÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà
êîíòðîëèðóåò ïðàêòè÷åñêè âñå îñíîâíûå êëåòî÷íûå ïðî-
öåññû ïîñðåäñòâîì ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé
áåëêîâ è èõ äåãðàäàöèè â ïðîòåàçíûõ êîìïëåêñàõ — ïðî-
òåàñîìàõ. Ïðîòåàñîìà ñîñòîèò èç êîðîâîé 20S è îäíîé
èëè äâóõ ðåãóëÿòîðíûõ 19S ÷àñòèö. Ïðè îïðåäåëåííûõ
óñëîâèÿõ êîíñòèòóòèâíûå êàòàëèòè÷åñêèå ñóáúåäèíèöû
20S êîðîâîé ÷àñòèöû b1, b2 è b5 ìîãóò çàìåùàòüñÿ íà
îñîáûå ñóáúåäèíèöû — b1i/LMP2, b2i/MECL-1 è
b5i/LMP7, ôîðìèðóÿ èììóíîïðîòåàñîìó. Ñóùåñòâóåò
òàêæå äîïîëíèòåëüíûé ðåãóëÿòîð êîíñòèòóòèâíîé è èì-
ìóíîïðîòåàñîìû — PA28, êîòîðûé óâåëè÷èâàåò ýôôåê-
òèâíîñòü äåãðàäàöèè áåëêîâ. Ðîëü èììóíîïðîòåàñîì â
ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ èÏÑÊ èññëåäîâàíà êðàéíå ìàëî. Èç-
âåñòíî, ÷òî â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ ìûøè íà-
áëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè b5i/LMP7 ñóáúåäèíè-
öû è PA28 ÷àñòèöû, ÷òî ãîâîðèò î âàæíîé ðîëè äàííûõ
ó÷àñòíèêîâ óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû. Ëèòåðà-
òóðíûå äàííûå óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå èììóíîïðîòåàñîì
è èõ ðåãóëÿòîðà PA28 â ïðîöåññå ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ.
Äëÿ îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ ìû ïðîâåëè ðåïðîãðàììèðîâà-
íèå ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åí-
íûõ èç ýìáðèîíîâ ìûøåé, íîêàóòíûõ ïî MECL-1 è
PA28a/b, â èÏÑÊ ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñîâ, êîäèðóþùèõ
ïîëèöèñòðîííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôàêòîðîâ Oct4,
Sox2, Klf4 è c-Myc. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ðåïðîãðàììèðî-
âàíèÿ ñ ïîìîùüþ îêðàñêè íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó ïîêà-
çàë ñèëüíîå ñíèæåíèå îáðàçîâàíèÿ êëîíîâ èÏÑÊ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î ðîëè èììóíîïðîòåàñîì è ðåãóëÿòîð-
íîé ÷àñòèöû PA28 â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ðåïðîãðàììè-
ðîâàíèÿ.

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

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 787



ÐÎËÜ ÝÊÇÎÑÎÌ Â ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÅ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÕ
ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ. © À. Â. Ñåëåíèíà, È. À. Ôåäîðîâ, À. Ñ. Öè-
ìîõà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, a.sele-
nina@incras.ru

26S ïðîòåàñîìû — êðóïíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû,
ïðèñóòñòâóþùèå â ÿäðå è öèòîïëàçìå ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê è èãðàþùèå âàæíóþ ðîëü â óáèêâèòèí-çàâèñèìîé
äåãðàäàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâ â êëåòêå. Ïðîòåîëèòè-
÷åñêè àêòèâíûå ïðîòåàñîìíûå 20S êîìïëåêñû òàêæå
áûëè îáíàðóæåíû â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà, ñïèííîìîçãî-
âîé è àëüâåîëÿðíîé æèäêîñòÿõ, à òàêæå â ñðåäå, êîíäèöè-
îíèðîâàííîé êóëüòóðàìè êëåòîê. Èíòåðåñåí òîò ôàêò, ÷òî
ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåííîå ñî-
äåðæàíèå ïðîòåàñîì â ïëàçìå êðîâè, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñ-
ñìàòðèâàòü èõ â êà÷åñòâå îíêîìàðêåðîâ ïðè äèàãíîñòèêå
ðàêà. Ìåõàíèçìû òðàíñïîðòà ïðîòåàñîì èç êëåòêè èçó÷å-
íû êðàéíå ìàëî, îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòåàñîìû ìîãóò
òðàíñïîðòèðîâàòüñÿ âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî â ñî-
ñòàâå âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë — ìèêðîâåçèêóë è (èëè) ýê-
çîñîì. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü äëÿ î÷èñòêè âíåêëåòî÷íûõ
âåçèêóë èñïîëüçóþò ìåòîä ïîñëåäîâàòåëüíîãî öåíòðèôó-
ãèðîâàíèÿ è óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ, îäíàêî òàêîé
ïîäõîä íå ïîçâîëÿåò ðàçäåëèòü ìèêðîâåçèêóëû è ýêçîñî-
ìû, à òàêæå ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïîâðåæäåíèþ âåçèêóë.
×òîáû îïðåäåëèòü, êàêèå âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû òðàíñ-
ïîðòèðóþò ïðîòåàñîìû, è èñêëþ÷èòü âîçìîæíîå âûñâî-
áîæäåíèå ïðîòåàñîì èç ðàçðóøåííûõ â ðåçóëüòàòå äëè-
òåëüíîãî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ âåçèêóë, ìû èñïîëü-
çîâàëè àôôèííóþ î÷èñòêó ýêçîñîì íà îñíîâå ìàðêåðà
CD63. Òåòðàñïàíèí CD63 — ìåìáðàííûé áåëîê, êîòîðûé
ñîäåðæèò ÷åòûðå òðàíñìåìáðàííûõ äîìåíà è âñòðîåí â
ìåìáðàíó ýêçîñîìû òàêèì îáðàçîì, ÷òî îáà êîíöà íàõî-
äÿòñÿ âíóòðè âåçèêóëû. Ìû ñîçäàëè ãåíåòè÷åñêóþ êîíñò-
ðóêöèþ äëÿ ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà CD63 ñ
äîïîëíèòåëüíûì òðàíñìåìáðàííûì äîìåíîì, âûâîäÿ-
ùèì íà ïîâåðõíîñòü ýêçîñîìû ïîëèïåïòèä äëÿ àôôèííîé
î÷èñòêè ýòîé âåçèêóëû. Ýôôåêòèâíîñòü ðàáîòû äàííîãî
ìåòîäà î÷èñòêè ýêçîñîì áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ
Âåñòåðí-áëîòèíãà, ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è àíàëèçà
òðàåêòîðèé íàíî÷àñòèö. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ìû ïîêàçàëè
íàëè÷èå ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â àôôèííî-î÷èùåííûõ ýê-
çîñîìàõ êëåòîê ëèíèé HeLa è K562, áîëüøàÿ ÷àñòü ïðîòå-
îëèòè÷åñêè àêòèâíûõ âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì íàõîäè-
ëàñü âíå ôðàêöèè ýêçîñîì, ÷òî óêàçûâàåò íà àëüòåðíàòèâ-
íûé ìåõàíèçì òðàíñïîðòà âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì
ðàêîâûìè êëåòêàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10343) è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-01667-À).

ÎÏÛÒ ÑÎÇÄÀÍÈß ÌÛØÅÉ Ñ ÈÇÌÅÍÅÍÍÛÌ ÃÅÍÎ-
ÌÎÌ Â ÖÅÍÒÐÅ ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÛÕ ÒÅÕÍÎËÎÃÈÉ ÌÃÓ
èì. Ì. Â. ËÎÌÎÍÎÑÎÂÀ. © Ï. Â.Ñåðãèåâ, Î. À. Àâåðè-
íà, Å. Ä. Çîòîâà, Î. À. Ïåðìÿêîâ, À. Â. Äåéêèí, Ì. Ë. Ëî-
âàòü, Å. Ò. Øâåöîâà, Ê. Ñ. Ïåòðþêîâ, À. ß. Ãîëîâèíà,
Þ. Â. Íàðàéêèíà, Ì. Ï. Ðóáöîâà, Ò. È. Íîâîëàåâ, À. À. ×ó-
ãóíîâà, È. À. Îñòåðìàí, Î. À. Äîíöîâà. Ìîñêîâñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Îäíà èç îñíîâíûõ çàäà÷ áèîëîãèè çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òîáû ïîíÿòü, êàêóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü èãðàþò îò-

äåëüíûå ãåíû â ðàáîòå ñëîæíîãî îðãàíèçìà. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ áîëüøèíñòâî ãåíîâ ìëåêîïèòàþùèõ íå èçó÷åíî.
Ïî÷òè åäèíñòâåííûé ñïîñîá ðàçîáðàòüñÿ â ôóíêöèè
ãåíà — ýòî ïðîâåñòè åãî íàïðàâëåííóþ èíàêòèâàöèþ è
èññëåäîâàòü ôåíîòèïè÷åñêîå ïðîÿâëåíèå íîêàóòà. Íà-
ïðàâëåííîå ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìà òàêæå íåîáõîäèìî
äëÿ ñîçäàíèÿ ìîäåëåé çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, êàê ïðàâèëî ìûøåé, è
ïîèñêà ïîäõîäîâ ê ëå÷åíèþ ýòèõ çàáîëåâàíèé.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìîâ âîîáùå
è ãåíîìà ìûøåé â ÷àñòíîñòè ñäåëàëî çíà÷èòåëüíûé ðû-
âîê âïåðåä. Ñ ïðàêòè÷åñêèì âíåäðåíèåì ñèñòåìû
CRISPR/Cas9 ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü ïðîâîäèòü ãåí-
íî-èíæåíåðíûå ìàíèïóëÿöèè ñ ýóêàðèîòè÷åñêèìè ãåíî-
ìàìè ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ. Òåïåðü äëÿ ñîçäàíèÿ
ëèíèé ãåííî-ìîäèôèöèðîâàííûõ ìûøåé íå îáÿçàòåëüíî
èñïîëüçîâàòü ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè. Ñòàëî
âîçìîæíûì ïðîâîäèòü íåîáõîäèìûå ìàíèïóëÿöèè ñ ÿé-
öåêëåòêàìè, ÷òî ñîêðàòèëî òðóäîåìêîñòü ñîçäàíèÿ ëèíèé
ìûøåé è óñêîðèëî ýòîò ïðîöåññ â íåñêîëüêî ðàç.

Îñíîâíûì íàïðàâëåíèåì ðàáîòû Öåíòðà òðàíñãåí-
íûõ òåõíîëîãèé ÌÃÓ ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå è èññëåäîâàíèå
ëèíèé ìûøåé ñ èçìåíåííûì ãåíîìîì. Ê íàñòîÿùåìó ìî-
ìåíòó â öåíòðå òðàíñãåííûõ òåõíîëîãèé óæå ñîçäàíû ëè-
íèè íîêàóòíûõ ìûøåé ñ èíàêòèâàöèåé ðÿäà ãåíîâ. Ïîìè-
ìî èíàêòèâàöèè ãåíîâ ïðîâåäåíî ãîðàçäî áîëåå ñëîæíîå
è òðóäîåìêîå ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìîâ ñ ñîçäàíèåì ãåíîâ
ãèáðèäíûõ áåëêîâ ñ äîâåñêàìè äëÿ àôôèííîãî âûäåëåíèÿ
áåëêîâ è èõ ïàðòíåðîâ. Ïðîâåäåíû íàïðàâëåííûå òî÷å÷-
íûå çàìåíû â èçó÷àåìûõ ãåíàõ.

Ðàáîòà ïî ñîçäàíèþ ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ìîäåëüíûõ ëè-
íèé ìûøåé ïîñòàâëåíà íà ïîòîê. Íàéäåíû îïòèìàëüíûå
ñïîñîáû ïðèìåíåíèÿ ïîñëåäíèõ ðàçðàáîòîê â îáëàñòè ðå-
äàêòèðîâàíèÿ ãåíîìîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-75-30027).

ÐÅÃÓËßÖÈß ÑÓÒÎ×ÍÎÉ ÌÈÒÎÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ Ó ÏËÀÍÀÐÈÉ.
© À. Í. Ñêàâóëÿê,1 Í. Ä. Êðåùåíêî,1 À. Ì. Åìàêîâ.2 1 Èí-
ñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, è 2 Èíñòèòóò
òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ,
Ïóùèíî, nkreshch@rambler.ru

Ñâîáîäíîæèâóùèå ïëîñêèå ÷åðâè — ïëàíàðèè (Tur-
bellaria, Platyhelminthes) — îáëàäàþò âûñîêîé ðåãåíåðà-
öèîííîé ñïîñîáíîñòüþ, âûäåëÿþùåé èõ ñðåäè ïðåäñòà-
âèòåëåé æèâîòíîãî öàðñòâà. Îíè ìîãóò ðåãåíåðèðîâàòü
öåëûé îðãàíèçì èç íåáîëüøîãî îòñå÷åííîãî ôðàãìåíòà
òåëà. Ïðîöåññ ðåãåíåðàöèè îáåñïå÷èâàåòñÿ íàëè÷èåì â
òåëå ñòâîëîâûõ êëåòîê, íàçûâàåìûõ íåîáëàñòàìè, êîòî-
ðûå äàþò íà÷àëî âñåì òèïàì êëåòîê â õîäå åæåäíåâíîãî
êëåòî÷íîãî ñàìîîáíîâëåíèÿ èëè ïîâðåæäåíèÿ.

Â ðàáîòå èçó÷àëè äèíàìèêó ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê ó ïëàíàðèé Schmidtea mediterra-
nea. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
ïåðâè÷íûå àíòèòåëà íà ôîñôîðèëèðîâàííûé ãèñòîí-3 è
âòîðè÷íûå èììóíîãëîáóëèíû ñ ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì
CF488A. Ìîëåêóëû ãèñòîíîâ, ñâÿçàííûå ñ õðîìàòèíîì
êëåòêè, ôîñôîðèëèðóþòñÿ âî âðåìÿ ìèòîòè÷åñêîãî äåëå-
íèÿ è, òàêèì îáðàçîì, ñëóæàò ìàðêåðàìè ïðîëèôåðàòèâ-
íîãî ïðîöåññà. Èçìåðåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ñóò êàæäûå 2 ÷ íà òîòàëüíûõ ïðå-
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ïàðàòàõ ïëàíàðèé ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî
ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SP5 (Ãåðìàíèÿ).
Îïðåäåëÿëè ÷èñëî ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê íà åäèíèöó ïëî-
ùàäè òåëà. Æèâîòíûå íàõîäèëèñü â óñëîâèÿõ ïîñòîÿííî-
ãî çàòåìíåíèÿ, â îïûòå ðàñòâîð ñåðîòîíèíà (1 ìêÌ) äî-
áàâëÿëè â ñðåäó ñîäåðæàíèÿ çà 3 ñóò äî ïðîâåäåíèÿ èçìå-
ðåíèé.

Ó æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû íàáëþäàëè ðèòìè-
÷åñêèå êîëåáàíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ñ
ïåðèîäîì îêîëî 4 ÷. Ðàñïðåäåëåíèå ïèêîâ ìèòîòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè â òå÷åíèå ñóòîê èìåëî ìíîãîâåðøèííûé õà-
ðàêòåð ïðè àáñîëþòíîì ìàêñèìóìå (151 � 3.8, n = 12),
íàáëþäàâøåìñÿ â 16 ÷ (Ïóùèíî, ìîñêîâñêîå âðåìÿ), è àá-
ñîëþòíîì ìèíèìóìå, îòìå÷åííîì â 2 ÷ íî÷è (108 �
� 4.5 êëåòêè íà 1 ìì2, n = 12). Â 2 ðàçà íèæå àáñîëþòíîãî
ìàêñèìóìà ïèê ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè îòìå÷åí â 24 ÷,
à â 6 è 12 ÷ íàáëþäàëè ïèêè â 2 ðàçà íèæå ïðåäûäóùåãî.

Ñåðîòîíèí èçìåíÿë äèíàìèêó ñóòî÷íîé ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè, ñãëàæèâàÿ ðèòìè÷åñêèå êîëåáàíèÿ,
íàáëþäàåìûå ó æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Â ïîäî-
ïûòíîé ãðóïïå â òåìíóþ ïîëîâèíó ñóòîê (ñ 22 ÷ âå÷åðà äî
8 ÷ óòðà) îáùàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ïîíèæàëàñü
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì è ñîñòàâëÿëà 82—98 êëåòîê íà
1 ìì2. Â ñâåòëîå âðåìÿ ñóòîê — ñ 10 äî 20 ÷ — ïðîëèôå-
ðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ïîâûøàëàñü è âàðüèðîâàëà
îò 112 äî 145 êëåòîê íà 1 ìì2. Ïðè ýòîì îäèí ÿðêî âûðà-
æåííûé ïèê íàáëþäàëè â ðàéîíå 12 ÷ (145 � 5.6, n = 12) è
ïëàòî — ñ 14 äî 20 ÷, êîãäà ÷èñëî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëå-
òîê ïðàêòè÷åñêè íå êîëåáàëîñü. Òàêèì îáðàçîì, ñåðîòî-
íèí èçìåíÿë ñóòî÷íûé ðèòì ïðîëèôåðàöèè. Îêàçàëîñü,
÷òî ñåðîòîíèí ñíèæàë òàêæå è îáùèé óðîâåíü ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè, ïðè ýòîì ñóììàðíîå çà ñóòêè ÷èñëî
ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ ñîñòàâèëî
76 % îò óðîâíÿ êîíòðîëüíûõ.

Â îòå÷åñòâåííîé è çàðóáåæíîé ëèòåðàòóðå íàì íå
óäàëîñü îáíàðóæèòü ñâåäåíèÿ î âçàèìîäåéñòâèè ñåðîòîíè-
íà ñ àïïàðàòîì êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî
ó âûñøèõ îðãàíèçìîâ ñåðîòîíèí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãó-
ëÿöèè öèðêàäíûõ ðèòìîâ. Îáíàðóæåííîå âëèÿíèå ñåðîòî-
íèíà íà ðèòìè÷åñêèå êîëåáàíèÿ ñóòî÷íîé ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè â òåëå ïëàíàðèé ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæ-
íîì ó÷àñòèè íåéðîìåäèàòîðà â ôîðìèðîâàíèè áèîðèò-
ìîâ, ñèíõðîíèçèðîâàííûõ ñ ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ ôîòî-
ïåðèîäà, êîòîðûå îáóñëîâëèâàþò àäàïòàöèþ ýòèõ ïðî-
ñòûõ îðãàíèçìîâ ê 24-÷àñîâîìó öèêëó ñìåíû äíÿ è íî÷è.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-05948à).

ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ È ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÎÑÍÎÂÛ ÀÄÀÏ-
ÒÀÖÈÈ ÏÎÒÅÍÖÈÀËÜÍÎ ÒÎÊÑÈ×ÍÛÕ ÆÃÓÒÈÊÎ-
ÍÎÑÖÅÂ-ÄÈÍÎÔËÀÃÅËËßÒ Ê ÎÁÈÒÀÍÈÞ Â ÏÐÈ-
ÁÐÅÆÍÛÕ ÌÎÐÑÊÈÕ ÂÎÄÀÕ. © Ñ. Î. Ñêàðëàòî. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sergei.
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Ìèêñîòðîôíûå ýóêàðèîòíûå ìèêðîîðãàíèçìû ýô-
ôåêòèâíî àäàïòèðóþòñÿ ê áûñòðî èçìåíÿþùèìñÿ óñëîâè-
ÿì îêðóæàþùåé ñðåäû, ÷òî ïîçâîëÿåò èì âûæèâàòü â
ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ è ïåðâûìè çàñåëÿòü íåáëàãîïðèÿò-
íûå áèîòîïû. Îäíàêî òîíêèå ìåõàíèçìû àäàïòèâíîñòè
ýòèõ ïðîòèñòîâ ê îáèòàíèþ â óñëîâèÿõ ñòðåññà äî ñèõ ïîð
îñòàþòñÿ íåÿñíûìè èç-çà íåäîñòàòî÷íîé èçó÷åííîñòè

ýòîé àêòóàëüíîé ïðîáëåìû. Â äîêëàäå áóäåò ðàññìîòðåí
øèðîêèé ñïåêòð íîâåéøèõ èññëåäîâàíèé, ïîñâÿùåííûõ
èçó÷åíèþ ìèêñîòðîôíûõ äèíîôëàãåëëÿò â ïðèáðåæíûõ
ìîðñêèõ âîäàõ Ðîññèè. Íà ïðèìåðå ïîòåíöèàëüíî òîêñè÷-
íûõ âèäîâ ýòèõ æãóòèêîíîñöåâ ñ ïîìîùüþ ìóëüòèäèñ-
öèïëèíàðíîãî ïîäõîäà è ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ êëåòî÷íîé è
ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, áèîãåîõèìèè, áèîèíôîðìàòèêè,
ìîäåëèðîâàíèÿ ìèêñîòðîôíîãî ìåòàáîëèçìà åäèíè÷íûõ
êëåòîê, à òàêæå ìîäåëèðîâàíèÿ ïîïóëÿöèîííûõ ïðîöåñ-
ñîâ áóäåò äàíà êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà âêëàäà àâòî- è ãå-
òåðîòðîôèè â ìèêñîòðîôíûé ðîñò ýòèõ ïðîòèñòîâ. Áóäåò
ïîêàçàíî, êàêèå èñòî÷íèêè àçîòà è óãëåðîäà (îðãàíè÷å-
ñêèå èëè íåîðãàíè÷åñêèå) ïðåäïî÷òèòåëüíû äëÿ ìèêñîò-
ðîôíûõ ïðîòèñòîâ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ýâòðîôèðîâàíèÿ
âîäîåìîâ. Âïåðâûå áóäóò ó÷òåíû áàëàíñ àâòî- è ãåòåðî-
òðîôèè ïðè ìèêñîòðîôíîì ðîñòå ïðîòèñòîâ è ðîëü ìèê-
ñîòðîôèè êàê ôóíäàìåíòàëüíîãî ýêîëîãè÷åñêîãî ïðîöåñ-
ñà, çàâèñÿùåãî îò õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà âîäû è â òî æå
âðåìÿ âëèÿþùåãî íà ãëîáàëüíûå áèîãåîõèìè÷åñêèå öèê-
ëû è ñîñòîÿíèå âîäíûõ ýêîñèñòåì. Áóäóò ïðèâåäåíû íî-
âûå äàííûå î êëåòî÷íîì öèêëå è èîííûõ êàíàëàõ ó ìî-
äåëüíûõ âèäîâ ïðîòèñòîâ. Ðåçóëüòàòû ýòèõ èññëåäîâàíèé
âàæíû äëÿ ïðîãíîçèðîâàíèÿ ðèñêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ýâòðî-
ôèðîâàíèåì ïðèáðåæíûõ ìîðñêèõ âîä, îöåíêè âåðîÿòíî-
ñòè âîçíèêíîâåíèÿ «êðàñíûõ ïðèëèâîâ» êàê ðåçóëüòàòà
ìàññîâîãî ðàçâèòèÿ òîêñè÷íûõ âèäîâ ïðîòèñòîâ è ðàçðà-
áîòêè íîâûõ ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ êîíòðîëÿ «öâåòåíèÿ»
ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ýòè èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò
âûäâèíóòóþ íàìè ðàíåå íà ïðèìåðå Áàëòèéñêîãî ìîðÿ
êîíöåïöèþ áèîëîãè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ äëÿ ñîëîíîâà-
òîâîäíûõ ìîðåé — êîíöåïöèþ ìàêñèìóìà âèäîâ ïðîòèñ-
òîâ â çîíå êðèòè÷åñêîé ñîëåíîñòè âîäû (5—8 ‰). Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû íàõîäÿò ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå äëÿ
ðåøåíèÿ îñòðûõ ñîöèàëüíî çíà÷èìûõ âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ
ñ îõðàíîé îêðóæàþùåé ñðåäû, çäîðîâüåì ÷åëîâåêà è ýêîëî-
ãè÷åñêèì îáðàçîâàíèåì øèðîêèõ ñëîåâ íàñåëåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10116).

ÓËÜÒÐÀÑÒÐÓÊÒÓÐÍÀß È ÈÌÌÓÍÎÖÈÒÎÕÈÌÈ×Å-
ÑÊÀß ËÎÊÀËÈÇÀÖÈß ÏÐÎÒÅÀÑÎÌ È ÏÅÐÈÕÐÎÌÀ-
ÒÈÍÎÂÛÕ ÔÈÁÐÈËË Â ÊËÅÒÊÀÕ U-937 ÏÐÈ ÈÍ-
ÄÓÊÖÈÈ ÀÏÎÏÒÎÇÀ. © Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ, À. Â. Ìîø-
êîâ, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, snigir@incras.ru

Èíäóêöèÿ àïîïòîçà â êëåòêàõ êóëüòóðû ðàçëè÷íûìè
âíåøíèìè àãåíòàìè, ìîäèôèöèðóþùèìè ïðîöåññû
òðàíñêðèïöèè, âûçûâàåò ñåðüåçíûå ïåðåñòðîéêè ñòðóêòó-
ðû è ôóíêöèè êëåòî÷íîãî ÿäðà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó-
÷àëîñü âîçäåéñòâèå äâóõ âíåøíèõ ôàêòîðîâ, èíäóöèðóþ-
ùèõ àïîïòîç â êëåòêàõ êóëüòóðû U-937 — ãèïåðòîíè÷å-
ñêîãî øîêà è ýòîïîçèäà. Íàèáîëåå ñóùåñòâåííûì
óëüòðàñòðóêòóðíûì ïðèçíàêîì ïåðåõîäà êëåòîê â àïîï-
òîç ÿâèëîñü ïîÿâëåíèå â ÿäðàõ è öèòîïëàçìå ýòèõ êëåòîê
àãðåãàòîâ ÷àñòèö ÿäåðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ýòè àãðåãàòû,
îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå êàê HERDS (Biggiogera et al.
2004. Biol. Cell. 96 : 603—615), íå îãðàíè÷åíû ìåìáðà-
íîé, èìåþò ðàçëè÷íûå ôîðìó, ïëîòíîñòü è ðàçìåðû.
Â àíàëèçèðóåìûõ íàìè àãðåãàòàõ âèçóàëèçèðîâàíû äâà
òèïà äîìèíèðóþùèõ ÷àñòèö — ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèá-
ðèëëû (ÏÔ) è ïðîòåàñîìû (Ïð). Êàê ïðèíÿòî â ñîâðåìåí-
íîé ëèòåðàòóðå, ÏÔ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìîðôîëîãè÷å-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 789



ñêîå âûðàæåíèå òðàíñêðèïöèè ïðå-ìÐÍÊ (Biggiogera
et al. 2004. Biol. Cell. 96 : 603—615). Ïðîòåàñîìû, êàê èç-
âåñòíî, ó÷àñòâóþò â ãèäðîëèçå ïðîòåèíîâ è íóêëåîïðîòå-
èíîâ è èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà (Cie-
chanover. 1998. EMBO J. 17 : 71). Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
ñòàíäàðòíîé è èììóííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè â ðà-
áîòå àíàëèçèðîâàëèñü óëüòðàñòðóêòóðà è ëîêàëèçàöèÿ ïå-
ðèõðîìàòèíîâûõ ôèáðèëë è ïðîòåàñîì. Ïîêàçàíî, ÷òî
ÏÔ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íèòè òîëùèíîé 12—13 íì è äëè-
íîé 50—300 íì. Â íèõ ìû âïåðâûå âûÿâèëè ïåðèîäè÷å-
ñêóþ ñòðóêòóðó ñ ïåðèîäîì ïîâòîðåíèÿ îêîëî 10 íì.
Ýòà ïåðèîäè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà, ïî-âèäèìîìó, îáðàçîâàíà
ñïèðàëüíî çàêðó÷åííîé íèòüþ ÐÍÊ òîëùèíîé 4 íì. Òà-
êóþ æå ïåðèîäè÷íîñòü ìû íàáëþäàëè è â íåêîòîðûõ çà-
ïàñàþùèõ ïðå-ìÐÍÊ ïåðèõðîìàòèíîâûõ ãðàíóëàõ, ÷òî
ïîäòâåðæäàåò èõ ïðîèñõîæäåíèå èç ÏÔ. Êðîìå òîãî, â ñî-
ñòàâå àãðåãàòîâ ìû îáíàðóæèëè ïðîòåàñîìû — ìåëêèå
÷àñòèöû ðàçìåðîì îò 10—12 äî 15—30 íì ñ ýëåêòðîí-
íî-ñâåòëîé öåíòðàëüíîé ÷àñòüþ è ñðàâíèòåëüíî ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíûìè ïåðèôåðè÷åñêèìè çîíàìè. Ðàíåå ñòðóê-
òóðíûé àíàëèç ïðîòåàñîì ïðîâîäèëñÿ ëèøü íà âûäåëåí-
íîé ôðàêöèè ýòèõ îðãàíåëë. Èñïîëüçîâàëèñü ìåòîäû
âûñîêîðàçðåøàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è ðåíòãå-
íîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà (Huber et al. 2012. Cell. 148 :
727—738). Ïðîòåàñîìíàÿ ïðèðîäà ýòèõ ÷àñòèö â êëåòêàõ
U-937 in situ áûëà ïîäòâåðæäåíà èììóíîöèòîõèìè÷åñêè
ìåòîäîì ïîñòèìáèääèíã (Snigirevskaya, Komissarchik. 2017.
Acta Histochem. 119 : 471—480). Ìû ïðîñëåäèëè ôîðìè-
ðîâàíèå è ìèãðàöèþ àãðåãàòîâ âíóòðè ÿäðà è âûõîä èõ
êîìïîíåíòîâ â öèòîïëàçìó ÷åðåç ÿäåðíûå ïîðû. Ñîãëàñ-
íî ïîëó÷åííûì äàííûì, äåãðàäàöèÿ àãðåãàòîâ â öèòî-
ïëàçìå è âûñâîáîæäåíèå èõ ñîäåðæèìîãî â ýêñòðàöåëëþ-
ëÿðíîå ïðîñòðàíñòâî íà òåðìèíàëüíûõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà
ïðîèñõîäÿò ñ ïîìîùüþ ýêçîñîì. Îáíàðóæåíèå àóòîôàãè-
÷åñêèõ âàêóîëåé â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ ñâèäåòåëüñòâóåò î
âîçìîæíîñòè îäíîâðåìåííîãî ñóùåñòâîâàíèÿ äâóõ ïóòåé
äåãðàäàöèè áåëêîâ â õîäå çàïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷-
íîé ñìåðòè — àóòîôàãè÷åñêîãî è ïðîòåàñîìíîãî. Â çà-
êëþ÷åíèå ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äëÿ ïîíèìàíèÿ ôóíê-
öèîíàëüíûõ ïåðåñòðîåê ÿäðà â õîäå àïîïòîçà îãðîìíîå
çíà÷åíèå èìååò äåòàëüíûé óëüòðàñòðóêòóðíûé è èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç èçìåíåíèé ñòðóêòóðû êîìïîíåí-
òîâ ÿäðà â óñëîâèÿõ îñëàáëåíèÿ ïðîöåññîâ òðàíñêðèïöèè.
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Îòëè÷èòåëüíûìè ÷åðòàìè ïðîãðåññèðîâàíèÿ êàðöè-
íîì ÿâëÿþòñÿ ïîòåðÿ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè ýïèòåëèàëü-
íûõ õàðàêòåðèñòèê è ïðèîáðåòåíèå ìèãðèðóþùåãî ôåíî-
òèïà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèâàëè ìèãðàöèîííûå
ñâîéñòâà êëåòîê ãîëî- è ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé, êëî-
íèðîâàííûõ íàìè èç ìîíîñëîéíîé êëåòî÷íîé ëèíèè ãåïà-
òîìû Çàéäåëà êðûñû (Òåðþêîâà è äð., 2016). Îöåíèâàëè
íåíàïðàâëåííóþ ìèãðàöèþ êëåòîê â òåñòå íà «çàðàñòàíèå
ðàíû» (scratch assay) ñ ïîìîùüþ âèäåî- è ôîòîñúåìêè, à
òàêæå îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ ìå-
òîäîì îêðàøèâàíèÿ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Ñïîñîáû äâè-
æåíèÿ êëåòîê ìû èçó÷àëè â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
10%-íîé ñûâîðîòêîé ïëîäîâ êîðîâû â òå÷åíèå 24 ÷. Ýïè-

òåëèîïîäîáíûå êëåòêè ìåðîêëîíîâ ñäâèãàëèñü â ñâîáîäíîå
ïðîñòðàíñòâî («ðàíó») ïðåèìóùåñòâåííî êîëëåêòèâíî, çà
ñ÷åò ñìåùåíèÿ êðàåâûõ ïëàñòîâ òåñíî ñîïðèêàñàþùèõñÿ
êëåòîê, è ëèøü åäèíè÷íûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè,
âñòðå÷àâøèåñÿ â ýòèõ ëèíèÿõ, ìèãðèðîâàëè àâòîíîìíî.
Ãîëîêëîíàëüíûå ëèíèè ñîñòîÿëè òîëüêî èç ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûõ êëåòîê, ó êîòîðûõ íàáëþäàëàñü òîëüêî àâòî-
íîìíàÿ ìèãðàöèÿ èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê ñ àêòèâíûì è
õàîòè÷íûì äâèæåíèåì â ïðîñòðàíñòâå «ðàíû», áåç ñáëè-
æåíèÿ îáîèõ êëåòî÷íûõ (ðûõëûõ) ïëàñòîâ. Çàïîëíåíèå
êëåòêàìè ïðîñòðàíñòâà «ðàíû», îöåíèâàâøååñÿ íàìè â
ñðåäå ñ 0.5%-íîé ñûâîðîòêîé, ïðîèñõîäèëî â îñíîâíîì çà
ñ÷åò ìèãðàöèè êëåòîê, áåç ñóùåñòâåííîãî âêëàäà ïðîöåñ-
ñà ïðîëèôåðàöèè. ×åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ìå-
ðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 1Å è 9Ñ çàïîëíÿëè ñîîòâåòñòâåí-
íî 45 è 56 % ïëîùàäè «ðàíû», à ÷åðåç 48 ÷ — 84 è 100 %.
Êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 3H, 5F è 6H ÷åðåç 24 ÷
çàïîëíÿëè âñåãî 12—16 %, à ÷åðåç 48 ÷ — 17—23 % ïëî-
ùàäè «ðàíû». Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïëîùàäü «ðàíû»
óìåíüøàëàñü áûñòðåå â ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèÿõ — çà
ñ÷åò êîëëåêòèâíîãî ñäâèãà êëåòîê, ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü äâè-
æåíèÿ êëåòîê, ðàññ÷èòàííàÿ ïî äëèíå ïóòè, ïðîéäåííîãî
îòäåëüíîé êëåòêîé çà âðåìÿ íàáëþäåíèÿ, îêàçûâàëàñü
ïî÷òè âäâîå âûøå â ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèÿõ. Òàê, â
ñóáëèíèÿõ 1E è 9C îíà ñîñòàâèëà 0.49 � 0.30 è 0.51 �
� 0.26 ìêì/c, à â ñóáëèíèÿõ 3H, 5F è 6H — 1.00 � 0.94,
0.83 � 0.49 è 0.81 � 0.29 ìêì/c ñîîòâåòñòâåííî. Ðàçëè÷èÿ
â ñðåäíåé ñêîðîñòè äâèæåíèÿ êëåòîê ìåæäó ñðàâíèâàå-
ìûìè ñóáëèíèÿìè, î÷åâèäíî, ñâÿçàíû ñ äîìèíèðîâàíèåì
â íèõ ñîîòâåòñòâåííî ýïèòåëèîïîäîáíûõ è ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûõ êëåòîê. Ó ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê âñåõ
ñóáëèíèé ìû íàáëþäàëè ïðîÿâëåíèÿ ïëàñòè÷íîñòè, ïðè-
ñóùåé îïóõîëåâûì ñòâîëîâûì êëåòêàì, — êîãäà ìåçåí-
õèìíûé è àìåáîèäíûé ïñåâäîïîäèàëüíûé ñïîñîáû èíäè-
âèäóàëüíîé ìèãðàöèè ñìåíÿëè äðóã äðóãà. Èçâåñòíî, ÷òî
èìåííî àìåáîèäíîå ïåðåìåùåíèå õàðàêòåðíî äëÿ ìåòà-
ñòàòè÷åñêèõ êëåòîê è ÷òî ïåðåõîä îò ìåçåíõèìíîãî òèïà ê
àìåáîèäíîìó ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì ÷èñëà èíòåãðè-
íîïîñðåäîâàííûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ñ ìàòðèêñîì, îò-
êðåïëåíèåì öèòîñêåëåòíûõ ýëåìåíòîâ, ñâÿçàííûõ ñ ôî-
êàëüíûìè êîíòàêòàìè, óìåíüøåíèåì àêòèâíîñòè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ êèíàç è ÃÒÔàç (FAK, Ras, Cdc42 è Rho),
ñíèæåíèåì ñïîñîáíîñòè àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ ê
«çàÿêîðèâàíèþ», îñëàáëåíèåì èõ öåíòðîñòðåìèòåëüíîãî
íàòÿæåíèÿ è ïðåïÿòñòâèÿìè ê îáðàçîâàíèþ ñòðåññ-ôèá-
ðèëë. Ïðè àíàëèçå ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, îêðàøåííûõ
ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì, ìû âûÿâèëè ó ýïèòåëèîïîäîáíûõ
êëåòîê ìåðîêëîíîâ 1E è 9C íàëè÷èå õàðàêòåðíûõ àêòèíî-
âûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ â ïîëÿðèçîâàííîé ôîðìå, îñîáåííî
â ìåñòàõ àäãåçèè áàçàëüíîé ÷àñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû ê ïîäëîæêå, à ó êëåòîê ãîëîêëîíîâ 3H, 5F è 6H — îò-
ñóòñòâèå ïîëÿðèçîâàííûõ ôîðì àêòèíà. Òàêèì îáðàçîì,
íàìè âïåðâûå ïîëó÷åíû ñâèäåòåëüñòâà ïðåîáëàäàíèÿ â
òóìîðîãåííûõ ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèÿõ ãåïàòîìû Çàé-
äåëà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ìèãðèðóþùèõ êëåòîê ñ îò-
ñóòñòâèåì â íèõ ïîëÿðèçîâàííîãî àêòèíà, ñ óìåíüøåííîé
àäãåçèåé ê ïîäëîæêå è èñêëþ÷èòåëüíî èíäèâèäóàëüíûì
íåíàïðàâëåííûì äâèæåíèåì àìåáîèäíîãî òèïà ñî ñðåä-
íåé ñêîðîñòüþ áîëåå âûñîêîé, ÷åì ó êëåòîê èç ìåðîêëî-
íàëüíûõ ñóáëèíèé.

ÁÅËÎÊ ÄÐÎÇÎÔÈËÛ OPBP ÐÅÃÓËÈÐÓÅÒ ÍÅÊÎÒÎ-
ÐÛÅ ÃÅÍÛ ÐÈÁÎÑÎÌÀËÜÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ. © Å. Ë. Ñî-
êîëèíñêàÿ, Í. À. Çîëîòàðåâ, Î. Â. Êûð÷àíîâà, Î. Ã. Ìàê-
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ñèìåíêî, Ï. Ã. Ãåîðãèåâ. Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ,
Ìîñêâà, elena.sokolinskaya@gmail.com

Òðàíñêðèïöèÿ ó ìíîãîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò ðåãóëèðó-
åòñÿ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ðàçíûõ ôàêòîðîâ, îáåñïå÷èâà-
þùèõ ïðàâèëüíûé óðîâåíü, ìåñòî è âðåìÿ ýêñïðåññèè
êàæäîãî ãåíà. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîìîòîðû ãå-
íîâ «äîìàøíåãî õîçÿéñòâà» è òêàíåñïåöèôè÷íûõ ãåíîâ
ðåãóëèðóþòñÿ ðàçíûìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè.
Â ãåíîìå äðîçîôèëû áîëåå 30 % ãåíîâ íàõîäÿòñÿ íà ðàñ-
ñòîÿíèè ìåíåå 1 ò. ï. í. äðóã îò äðóãà è îðèåíòèðîâàíû â
ïðîòèâîïîëîæíûõ íàïðàâëåíèÿõ. Îäíàêî ÷àùå âñåãî òà-
êèå ãåíû èìåþò ñõîäíûå ïðîôèëè ýêñïðåññèè. Ïðîìîòî-
ðû òàêèõ ïàð ãåíîâ ÷àñòî îáîãàùåíû èíñóëÿòîðíûìè áåë-
êàìè, òàêèìè êàê CP190, BEAF-32 è dCTCF, è, âåðîÿòíî,
â îïðåäåëåííîì êîíòåêñòå ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü êàê
ãðàíèöû. Â äàííîé ðàáîòå ìû èçó÷àëè ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíóþ îðãàíèçàöèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
Opbp, äëÿ êîòîðîãî ìû îáíàðóæèëè ñïåöèôè÷íîå ñâÿçû-
âàíèå ñ î÷åíü íåáîëüøèì ÷èñëîì ñàéòîâ â ãåíîìå (÷óòü
áîëåå 30). Ïðè ýòîì ñàéò ñâÿçûâàíèÿ Opbp â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ ðàñïîëàãàåòñÿ ìåæäó ïðîìîòîðàìè äâóõ ãåíîâ,
îäèí èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ãåíîì ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà, è
îïðåäåëåííûì îáðàçîì îðèåíòèðîâàí îòíîñèòåëüíî ïðî-
ìîòîðà ðèáîñîìàëüíîãî ãåíà. Ïðè íîêäàóíå Opbp èëè ïðè
íàðóøåíèè åãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ñíèæàåòñÿ óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ. Ïîýòîìó áåëîê
Opbp, ïî âñåé âèäèìîñòè, ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷íûì ôàêòî-
ðîì, íåîáõîäèìûì äëÿ ðàáîòû ïðîìîòîðîâ ãåíîâ ðèáîñî-
ìàëüíûõ áåëêîâ.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî Opbp ôóíê-
öèîíèðóåò êàê èíñóëÿòîðíûé áåëîê: îí âçàèìîäåéñòâóåò
ñ CP190 (êîôàêòîðîì âñåõ èçâåñòíûõ èíñóëÿòîðíûõ áåë-
êîâ äðîçîôèëû) è ñïîñîáåí ïðèâëåêàòü åãî íà õðîìàòèí,
à òàêæå ìîæåò ïîääåðæèâàòü ïåòëè ÄÍÊ â ìîäåëüíîé ñè-
ñòåìå in vivo.

Èñïîëüçóÿ ñèñòåìó ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà íà îñíîâå
CRISPR/Cas9, ìû ïîëó÷èëè ìóõ ñ äåëåöèåé ãåíà opbp. Ãî-
ìîçèãîòíàÿ ìóòàöèÿ opbp çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ìóõ (âûæèâàåò ìåíåå 50 % ãîìîçèãîòíûõ
êóêîëîê è îêîëî 1 % âçðîñëûõ îñîáåé). Âûæèâøèå ãîìî-
çèãîòíûå îñîáè ñòåðèëüíû. Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî Opbp íå-
îáõîäèì äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ äðîçîôèëû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00166).

ÇÀÌÅÍÀ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÀÊ ÑÏÎÑÎÁ ÂÎÑÑÒÀ-
ÍÎÂËÅÍÈß ÑÈÍÒÅÇÀ ÄÈÑÒÐÎÔÈÍÀ ÌÛØÅÉ MDX.
© À. Â. Ñîêîëîâà, Â. Ì. Ìèõàéëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, avsokolova@inbox.ru

Ìóòàíòíûå ìûøè mdx ÿâëÿþòñÿ îñíîâíîé ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ìîäåëüþ ìèîäèñòðîôèè Äþøåííà, âûçûâàå-
ìîé ìóòàöèåé â ãåíå áåëêà äèñòðîôèíà. Êëåòî÷íàÿ òåðà-
ïèÿ îñíîâàíà íà äîñòàâêå çäîðîâûõ ãåíîâ â ñîñòàâå êëå-
òîê äèêîãî òèïà â òêàíè äëÿ ó÷àñòèÿ â ðåãåíåðàöèè.
Îäíèì èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ ìîæåò áûòü çà-
ìåíà ó ïàöèåíòîâ ìóòàíòíîãî êîñòíîãî ìîçãà íà êîñòíûé
ìîçã äèêîãî òèïà. Ïåðâîíà÷àëüíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé mdx ëåòàëüíûìè äîçàìè ëó÷åé
Ðåíòãåíà òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê íîðìàëüíîãî êîñòíîãî
ìîçãà ñïàñàåò æèâîòíûõ îò ãèáåëè. Ïðè ýòîì ÿäðà òðàíñ-
ïëàíòèðóåìûõ êëåòîê ïðîíèêàþò â ñàðêîïëàçìó ìû-

øåé mdx, íå âîññòàíàâëèâàÿ, îäíàêî, ñèíòåç äèñòðîôèíà
(Wernig et al., 2005). Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ áëîêàäû ñèíòåçà
äèñòðîôèíà íàìè áûëà èñïîëüçîâàíà òðàíñïëàíòàöèÿ
ñèíãåííûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÊÊÌ) ìûøåé C57BL/6
ìûøàì mdx, îáëó÷åííûõ ëó÷àìè Ðåíòãåíà â íåìèýëîàá-
ëàòèâíîé äîçå 3 Ãð (Ñîêîëîâà è äð., 2010, 2016). Õèìå-
ðèçì áûë îïðåäåëåí â îïûòàõ ïî òðàíñïëàíòàöèè îáëó-
÷åííûì ìûøàì mdx ÊÊÌ îò ìûøåé GFP(+) C57BL/6 è
ñîñòàâëÿë 3.3 � 0.8 % (Mikhailov et al., 2012). Â òå÷åíèå
ãîäîâîãî ýêñïåðèìåíòà èììóíîìîðôîëîãè÷åñêè áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ó õèìåð mdx ñèíòåç äèñòðîôèíà â áåä-
ðåííîé ìûøöå âîçðàñòàåò îò 1.1 � 0.4 % ïîïåðå÷íî-ïî-
ëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí (ÏÏÌÂ) â êîíòðîëå äî 28 �
� 7 % ÷åðåç 6 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè è ïîíèæàåòñÿ äî
5 � 1 % ÷åðåç 12 ìåñ. Ïðè ýòîì ãèáåëü ÏÏÌÂ óìåíüøà-
åòñÿ îò 2.2 � 0.6 % â êîíòðîëå äî 0.5 � 0.1 % â êîíöå ãîäà
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè, ÷òî óêàçûâàåò íà óñèëåíèå âûæè-
âàåìîñòè ÏÏÌÂ ìûøåé mdx ïîñëå çàìåíû ÊÊÌ. Äîëÿ
ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð êàê ïîêàçàòåëÿ óñïåõà òåðà-
ïèè ðàñòåò äî ñåðåäèíû ãîäà ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè îò
10 � 1.0 äî 23 � 1.9 %, óìåíüøàÿñü ê êîíöó ãîäà äî 11 �
� 1.2 %, ÷òî ïîäòâåðæäàåò òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò çàìå-
íû ÊÊÌ. Àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ ñèíòåçà äèñòðîôèíà
íàáëþäàëàñü â äèàôðàãìå õèìåð mdx. Äîëÿ äèñòðî-
ôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ â äèàôðàãìå óâåëè÷èëàñü îò
0.28 � 0.3 äî 12 � 0.4 % ÷åðåç 4 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòà-
öèè. Äàëåå ïðîèñõîäèëî ñíèæåíèå äîëè äèñòðîôèí-ïîëî-
æèòåëüíûõ ÏÏÌÂ äî 2.6 � 0.4 % ÷åðåç 9 ìåñ è äî 1.5 �
� 0.5 % ÷åðåç 12 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè. Äëÿ îöåíêè
ýôôåêòèâíîñòè óñèëåíèÿ ñèíòåçà äèñòðîôèíà ìû èñïîëü-
çîâàëè àíàëèç ñòðóêòóðû íåðâíî-ìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé
(ÍÌÑ) ïîñëå îêðàñêè ñðåçîâ ìûøö (Tetramethylrhoda -
min-a-bungarotoxin)îì. Îïðåäåëÿëè äîëþ ÍÌÑ, ñîñòîÿ-
ùèõ èç êëàñòåðîâ àöåòèëõîëèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, èìåþ-
ùèõ ôîðìó «âåòâåé», õàðàêòåðíûõ äëÿ íîðìàëüíûõ ìû-
øåé C57BL, è «îñòðîâêîâ», õàðàêòåðíûõ äëÿ ìûøåé mdx.
Ó õèìåð mdx íàáëþäàëîñü âîçðàñòàíèå äîëè ÍÌÑ, ñîñòî-
ÿùèõ èç êëàñòåðîâ àöåòèëõîëèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, èìåþ-
ùèõ ôîðìó «âåòâåé», ñ 14 � 3.2 % â êîíòðîëå äî 43 � 5.7,
49 � 2.1, 48 � 5.1 è äî 37 � 2.7 % ÷åðåç 4, 8, 11 è 12 ìåñ
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ó õèìåð mdx, ÷òî óêàçûâàåò íà âîñ-
ñòàíîâëåíèå ñòðóêòóðû ÍÌÑ. Ïî äàííûì êàôåäðû ôè-
çèîëîãèè ÑÏáÃÓ, óëó÷øåíèå ñòðóêòóðû ÍÌÑ ó õèìåð
mdx ÷åðåç 4 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ñîïðîâîæäàëîñü
âîññòàíîâëåíèåì ïîòåíöèàëà ïîêîÿ è ëîêàëüíîé ãèïåð-
ïîëÿðèçàöèè êîíöåâîé ïëàñòèíêè ÍÌÑ äî óðîâíÿ êîíò-
ðîëüíûõ æèâîòíûõ C57BL (Êðàâöîâà è äð., 2011). Òàêèì
îáðàçîì, âïåðâûå íà ìûøàõ mdx â ñòðîåííûõ óñëîâèÿõ
óäàëîñü âîññòàíîâèòü ñèíòåç äèñòðîôèíà ïðè ïîìîùè çà-
ìåíû ìóòàíòíîãî êîñòíîãî ìîçãà íà êîñòíûé ìîçã äèêîãî
òèïà ïîñëå íåìèåëîàáëàòèâíîãî ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷å-
íèÿ. Âîññòàíîâëåíèå ñèíòåçà äèñòðîôèíà âëåêëî çà ñîáîé
óëó÷øåíèå ìîðôîëîãèè ÏÏÌÂ è âîññòàíîâëåíèå ñòðóê-
òóðû è ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ ÍÌÑ. Ðåçóëüòàò
îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâó äëÿ äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè ìåòî-
äà íåìèýëîàáëàòèâíîé ëó÷åâîé òåðàïèè áîëåçíè Äþøåí-
íà ïðè òðàíñïëàíòàöèè àëëîãåííûõ ÊÊÌ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ýòîò ìåòîä øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ çëî-
êà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèé êðîâè. Èç íåîïóõîëåâûõ çàáî-
ëåâàíèé ìåòîä àäàïòèðóåòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ íåêîòîðûõ ëè-
çîñîìàëüíûõ ðàññòðîéñòâ, öåðåáðàëüíîé àäðåíîëåéêîäè-
ñòðîôèè è ñåðïîâèäíî-êëåòî÷íîé àíåìèè.

Ïðîåêò îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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AUTONOMOUS POSITIONING OF SMALL CHROMO-
SOMAL REGIONS IS GOVERNED BY CHROMATIN
CLASS. © Irina Solovei. Ludwig Maximilians University
Munich, irina.solovei@lrz.uni-muenchen.de

To achieve a functional nuclear architecture, the genome
is segregated into active euchromatin (EC) and inactive hete-
rochromatin (HC), including constitutive heterochromatin
(cHC). EC is gene-rich, includes mostly housekeeping genes,
and replicates early in S-phase. In contrast, HC is gene-poor,
includes tissue-specific genes, and replicates late in S-phase.
Additionally, EC and HC are differentially marked by inters-
persed repetitive sequences, which account for up to 45 % of
the mammalian genome. Short interspersed repetitive sequen-
ces (SINEs) reside mostly in gene-rich EC, whereas retrotran-
sposon-related long elements (LINEs) and LTRs locate prefe-
rably in HC. cHC is build up by high repetitive satellite sequ-
ences.

Which mechanisms keep EC and HC apart? We propose
that mutual attraction between dispersed repetitive sequen-
ces selectively enriched in EC and HC, i. e. SINEs and LI-
NEs/LTRs, could drive the gathering of homotypic chroma-
tin. To investigate the link between the primary genomic se-
quence and chromatin domains, we analyzed the spatial
intranuclear arrangement of a human artificial chromosome
(HAC) in a xenospecific mouse background in comparison to
an orthologous region of native mouse chromosome. The two
orthologous regions include segments that can be assigned to
three major chromatin classes according to their gene abun-
dance and repeat repertoire: 1) gene-rich and SINE-rich EC,
2) gene-poor and LINE/LTR-rich HC and 3) gene-depleted
cHC of centromeres. We show using FISH and 4C-seq tech-
nologies that chromatin segments ranging from 0.6 to 3 Mb
cluster with segments of the same chromatin class. As a con-
sequence, the chromatin segments acquire corresponding po-
sitions in the nucleus irrespectively of their chromosomal
context thereby strongly suggesting that this is their autono-
mous property. Interactions with the nuclear lamina, although
largely retained in the HAC, reveal less autonomy. Taken to-
gether, our results suggest that building of a functional nucle-
us is largely a self-organizing process based on mutual recog-
nition of chromosome segments belonging to the major chro-
matin classes, EC, HC and cHC.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ, Ó×ÀÑÒÂÓÞÙÈÕ Â
ÏÎÄÄÅÐÆÀÍÈÈ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ È ÑÀÌÎ-
ÎÁÍÎÂËÅÍÈß ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÌÛØÈ ÏÐÈ ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÐÅÑÂÅÐÀÒÐÎËÀ.
© È. È. Ñóâîðîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, irsuvorov@yandex.ru

Ðåñâåðàòðîë ÿâëÿåòñÿ ôèòîàëåêñèíîì, êîòîðûé îáíà-
ðóæèâàåòñÿ áîëåå ÷åì â 70 âèäàõ ðàñòåíèé è ó÷àñòâóåò â
èõ çàùèòå îò ïàðàçèòîâ. Íà ðàçëè÷íûõ ìîäåëüíûõ îáúåê-
òàõ áûë âûÿâëåí øèðîêèé ñïåêòð ïîëîæèòåëüíîãî äåéñò-
âèÿ ðåñâåðàòðîëà, êàê íàïðèìåð ïðîòèâîîïóõîëåâîå,
ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîå, íåéðîïðîòåêòîðíîå, àíòèîêñè-
äàíòíîå, êàðäèîïðîòåêòîðíîå è äð. Íàáëþäàåìûå ýôôåê-
òû ðåñâåðàòðîëà ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî äàííîå ñîåäèíåíèå
âîçäåéñòâóåò íà ìíîæåñòâî êîìïîíåíòîâ âíóòðèêëåòî÷-
íîé ñèãíàëèçàöèè, ìîäóëèðóÿ àêòèâíîñòü îãðîìíîãî ÷èñ-
ëà ðàçëè÷íûõ áåëêîâûõ ìîëåêóë, â ÷àñòíîñòè êèíàç,
ëèïî- è öèêëîîêñèãåíàç, äåàöåòèëàç è äð. Ýòî äàåò îñíî-
âàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ðåñâåðàòðîë ìîæåò òàêæå ïîëî-

æèòåëüíî âëèÿòü íà ñàìîîáíîâëåíèå è ïëþðèïîòåíòíîñòü
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè (ìÝÑÊ), ïîääåð-
æèâàÿ èõ íåäèôôåðåíöèðîâàííîå ñîñòîÿíèå. Îäíàêî âëè-
ÿíèå ðåñâåðàòðîëà íà ÝÑÊ ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíî, ÷òî
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïðèíöèïèàëüíî íîâûå äàííûå.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà
ìÝÑÊ ðåñâåðàòðîëîì ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà êëå-
òîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Àêêóìóëÿ-
öèÿ êëåòîê â ñèíòåòè÷åñêîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ôîðìèðîâàíèè ìåòàáîëè÷åñêîãî ÷åê-
ïîéíòà. Îäíàêî ñ ïîìîùüþ àíàëèçà âêëþ÷åíèÿ BrdU â
äåëÿùèåñÿ êëåòêè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêêóìóëÿöèÿ îáðà-
áîòàííûõ ðåñâåðàòðîëîì ìÝÑÊ â ñèíòåòè÷åñêîé ôàçå íå
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì S-ôàçíîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà.
Óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ìÝÑÊ ïðè äåé-
ñòâèè ðåñâåðàòðîëà êîððåëèðóåò ñ óñèëåíèåì ãåííîé
è áåëêîâîé ýêñïðåññèé êîðîâûõ ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíò-
íîñòè Oct3/4, Nanog, Sox2, Klf4 è SSEA1, à òàêæå ñ ýêñï-
ðåññèåé ôàêòîðîâ, ïîääåðæèâàþùèõ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííîå ñîñòîÿíèå, esrrb, prdm14, fgfr2 è lin28. Áûëî ïðåä-
ëîæåíî, ÷òî îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, îïîñðåäóþùèõ
ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò ðåñâåðàòðîëà íà ïëþðèïîòåíò-
íîñòü ìÝÑÊ, ìîæåò áûòü çàïóñê àóòîôàãèè. Ìû îöåíèëè
êîëè÷åñòâî àóòîôàãîëèçîñîì â îáðàáîòàííûõ ðåñâåðàòðî-
ëîì êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûì
çîíäîì íà îñíîâå ìîíîäàíñèêàâàâåðèíà. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî îáðàçîâàíèå àóòîôàãîñîìíûõ âàêóîëåé óâåëè÷èâà-
åòñÿ ïðè äåéñòâèè ðåñâåðàòðîëà óæå â òå÷åíèå ñóòîê. Àê-
òèâàöèÿ àóòîôàãèè ïîäòâåðäèëàñü ïîâûøåííîé ýêñïðåñ-
ñèåé âòîðîé ôîðìû áåëêà LC3-II, êîìïîíåíòîì àóòî-
ôàãîñîìíîé ìåìáðàíû, àêêóìóëÿöèåé Atg5/Atg12 è
ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà áåëêà p62/SQSTM1 â êëåòêàõ, îá-
ðàáîòàííûõ ðåñâåðàòðîëîì. Äëÿ äåòàëüíîãî èññëåäîâà-
íèÿ ìåõàíèçìîâ àóòîôàãèè â ìÝÑÊ ïðè äåéñòâèè ðåñâå-
ðàòðîëà ìû îöåíèëè mTOR-çàâèñèìûé ñèãíàëüíûé ïóòü,
àêòèâàöèÿ êîòîðîãî îòðèöàòåëüíî ðåãóëèðóåò àóòîôàãèþ.
Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî äîáàâëåíèå ðåñâåðàòðîëà ê ìÝÑÊ
ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè êèíàçû mTOR, à òàê-
æå åå ìèøåíåé p70/80S6, S6K è 4E-BP1. Êèíàçà mTOR
ðåãóëèðóåò àóòîôàãèþ ÷åðåç èíãèáèðóþùåå ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå ULK1, à èíãèáèðîâàíèå mTOR ñíèæàåò èíãèáè-
ðóþùèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ULK1 è óâåëè÷èâà-
åò àóòîôàãèþ. Ïîýòîìó, ÷òîáû ïîäòâåðäèòü ó÷àñòèå
mTOR â àóòîôàãèè, âûçâàííîé ðåñâåðàòðîëîì, è èçó÷èòü
çàâèñèìîñòü îò ULK1, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ULK1 ïî êëþ÷åâûì à. ê. îñòàòêàì, à
òàêæå óðîâåíü àêòèâàöèè êèíàçû AMPK, êîòîðàÿ óñèëè-
âàåò àóòîôàãèþ â îòâåò íà èñòîùåíèå ýíåðãèè. Ñîãëàñíî
ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, ðåñâåðàòðîë èíäóöèðóåò àóòî-
ôàãèþ â ìÝÑÊ ÷åðåç ïóòü mTOR-ULK1, êîòîðûé âêëþ÷à-
åò â ñåáÿ èíãèáèðîâàíèå êèíàçû mTOR. Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå ðåñâåðàòðîëà íà
ïëþðèïîòåíòíîñòü è ñàìîîáíîâëåíèå ìÝÑÊ ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî àêòèâàöèåé àóòîôàãèè â òîì ÷èñëå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-01562À).

ÌÅÕÀÍÎÇÀÂÈÑÈÌÛÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÌÅÌÁÐÀÍÍÎ-
ÃÎ ÏÎÒÅÍÖÈÀËÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ K562. © À. Â. Ñóäàðè-
êîâà, Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí, Â. Þ. Âàñèëüåâà,
Þ. À. Íåãóëÿåâ, Å. À. Ìîðà÷åâñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, vchubinskiy@gmail.com
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Èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîé ìåõàíèêè âîâëå÷åíû â îñíîâ-
íûå àñïåêòû æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê, âêëþ÷àÿ ïî-
äâèæíîñòü, ïðîëèôåðàöèþ, àïîïòîç è äèôôåðåíöèðîâêó.
Ïåðåäà÷à ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà â íàòèâíûõ êëåòêàõ ñâÿ-
çàíà ñ àêòèâàöèåé êàòèîííûõ êàíàëîâ ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû è ðåîðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ðà-
íåå íàìè èçó÷åíû ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ñòðåò÷àêòè-
âèðóåìûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ è èõ àêòèâíîñòü â ñîñòàâå
ìåõàíîçàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ êëàñòåðîâ. Âûÿâëåííûå
èîííûå ìåõàíèçìû ëîêàëüíîé êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè
ÿâëÿþòñÿ âàæíîé ñîñòàâëÿþùåé êëåòî÷íîé ìåõàíîòðàíñ-
äóêöèè è ìîãóò îáåñïå÷èâàòü ñïåöèôè÷íîñòü ïåðåäà÷è
ñèãíàëà. Â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì
÷èñëå êëåòêàõ êðîâè, íàéäåíû òàêæå ïîòåíöèàëíåçàâèñè-
ìûå (non-voltage-gated) íàòðèåâûå êàíàëû, àêòèâíîñòü êî-
òîðûõ êðèòè÷åñêè çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ êîðòèêàëüíûõ
ìèêðîôèëàìåíòîâ, íî íå îò äåôîðìàöèè èëè ðàñòÿæåíèÿ
ìåìáðàíû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü àê-
òèíóïðàâëÿåìûõ (actin-gated) íàòðèåâûõ êàíàëîâ è èõ
ñâÿçü ñ êëåòî÷íîé ìåõàíèêîé íåÿñíû. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà
íàïðàâëåíà íà èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ìåì-
áðàííîãî ïîòåíöèàëà â ýëåêòðîíåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ è
îöåíêó ïðåäïîëàãàåìîãî âêëàäà àêòèíóïðàâëÿåìûõ (ac-
tin-gated) íàòðèåâûõ êàíàëîâ, êîòîðûå ðàíåå áûëè òàêæå
èäåíòèôèöèðîâàíû êàê àìèëîðèä-íå÷óâñòâèòåëüíûå,
«àòèïè÷íûå» êàíàëû ENaC. Îñíîâíîé ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ìîäåëüþ ñëóæèëè êëåòêè ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷å-
ëîâåêà K562, â êîòîðûõ äàííûå êàíàëû è èõ ñâÿçü ñ äèíà-
ìèêîé ïðèìåìáðàííîãî àêòèíà èçó÷åíû íàèáîëåå äåòàëü-
íî. Ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì ïðèæèçíåííîé ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíèîííîãî êðàñèòåëÿ Di-
BAC4(3), âíåêëåòî÷íàÿ ïîäà÷à äåñòðóêòîðà ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ öèòîõàëàçèíà Ä ïðèâîäèëà ê äåïîëÿðèçàöèè ìåì-
áðàíû. Îáíàðóæåíû òàêæå íàòðèéçàâèñèìûå èçìåíåíèÿ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïðè ñòèìóëÿöèè ïðîòîêîì æèä-
êîñòè, âåðîÿòíî ñâÿçàííûå ñ àêòèâíîñòüþ ìåõàíî÷óâñò-
âèòåëüíûõ êàíàëîâ. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïàò÷-êëàìï (whole-
cell ðåãèñòðàöèÿ èíòåãðàëüíûõ è óíèòàðíûõ òîêîâ) ïðîâå-
ðåíû ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíîé ìåõàíîçàâèñèìîé àê-
òèâàöèè êàíàëîâ â ìåìáðàíå êëåòîê K562 â îòâåò íà ñòè-
ìóëÿöèþ ïðîòîêîì (flow activation). Îïðåäåëåíû õàðàêòå-
ðèñòèêè îäèíî÷íûõ êàíàëîâ: çíà÷åíèÿ ïðîâîäèìîñòè è
ýêñòðàïîëèðîâàííîãî ïîòåíöèàëà ðåâåðñèè áëèçêè ê àíà-
ëîãè÷íûì ïàðàìåòðàì äëÿ íàòðèåâûõ êàíàëîâ, àêòèâèðó-
þùèõñÿ ïðè ðàçáîðêå öèòîñêåëåòà èëè ïðîòåîëèòè÷åñêîì
ðàñùåïëåíèè ñóáúåäèíèö êàíàëà ïðè íàðóæíîì ïðèëîæå-
íèè òðèïñèíà. Â ñîâîêóïíîñòè ïîëó÷åíû íîâûå äàííûå î
ìîëåêóëÿðíîé ïðèðîäå è ïóòÿõ ðåãóëÿöèè àêòèíóïðàâëÿ-
åìûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ — ïîòåíöèàëüíûõ ìîäóëÿòîðîâ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
êðîâè. Ñäåëàí âûâîä îá îáùèõ âíåêëåòî÷íûõ ìåõàíèçìàõ,
êîíòðîëèðóþùèõ àêòèâíîñòü àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûõ
êàíàëîâ ENaC òðàíñïîðòíîãî ýïèòåëèÿ ïî÷êè è àòèïè÷íûõ
êàíàëîâ ENaC â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè K562. Êàê
â ëåéêîçíûõ, òàê è â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ êðîâè ïîâûøå-
íèå íàòðèåâîé ïðîíèöàåìîñòè âñëåäñòâèå àêòèâàöèè êàíà-
ëîâ áóäåò ïðèâîäèòü ê äåïîëÿðèçàöèè ìåìáðàíû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 15-04-02950 è 16-04-00467).

ÓÐÎÂÅÍÜ ÑÎÄÅÐÆÀÍÈß ÏÐÎËÀÊÒÈÍÀ È ÔÑÃ Â
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ñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûõ æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, è 2 ÐÓÏ
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Ðàçðàáîòêà ýôôåêòèâíûõ áèîìàðêåðîâ êà÷åñòâà äî-
íîðñêèõ îîöèòîâ, èñïîëüçóåìûõ â êëåòî÷íûõ ðåïðîäóê-
òèâíûõ òåõíîëîãèÿõ (ïîëó÷åíèå ýìáðèîíîâ in vitro, êëî-
íèðîâàíèå, òðàíñãåíåç è ñîçäàíèå ëèíèé ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê) ïîçâîëèò çíà÷èòåëüíî ïîâûñèòü èí-
òåíñèôèêàöèþ âíåäðåíèÿ âûøåóêàçàííûõ òåõíîëîãèé â
áèîìåäèöèíó è æèâîòíîâîäñòâî. Ñåëåêöèÿ îîöèò-êóìó-
ëþñíûõ êîìïëåêñîâ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì íå
ïîçâîëÿåò óâåëè÷èâàòü âûõîä ýìáðèîíîâ èç ñîçðåâøèõ è
îïëîäîòâîðåííûõ in vitro îîöèòîâ ñâèíåé âûøå 40 %. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ÂÑÂ-òåñòà, îñíîâàííîãî íà ðàçëè÷èè â àê-
òèâíîñòè ãëþêîçî-6-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû â ðàñòóùèõ
(ÂÑÂ–) è çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà (ÂÑÂ+) îîöèòàõ, âûÿ-
âèëî âûñîêèå ïîòåíöèè îîöèòîâ ÂÑÂ+ ê îïëîäîòâîðåíèþ
in vitro è ðàçâèòèþ ýìáðèîíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ îîöèòà-
ìè ÂÑÂ– (Kuzmina et al. 2015. Anim. Reprod. Sci. 12 :
604). Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — îïðåäåëèòü óðî-
âåíü ñîäåðæàíèÿ ÔÑÃ è ïðîëàêòèíà â æèäêîñòè ôîëëèêó-
ëîâ (ÆÔ), ñîäåðæàùèõ îîöèòû â ðàçëè÷íîì ôóíêöèî-
íàëüíîì ñîñòîÿíèè (ðàñòóùèå èëè çàâåðøèâøèå ôàçó ðî-
ñòà). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà îîöèòû
èíêóáèðîâàëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì
13 ìêÌ áðèëëèàíòîâîãî êðèñòàëëè÷åñêîãî ãîëóáîãî
(ÂÑÂ, B-5388), â òå÷åíèå 90 ìèí ïðè 38.5 °Ñ â àòìîñôåðå
5 % ÑÎ2 è 90 % âëàæíîñòè). Â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ
ÂÑÂ îîïëàçìà îîöèòîâ ÂÑÂ– òåðÿåò îêðàñêó, à â îîöèòàõ
ÂÑÂ+ îñòàåòñÿ îêðàøåííîé (Egerszegi I. et al. 2010. Re-
prod. Fertil. Develop. 22 : 830—838). Óðîâåíü ÔÑÃ è ïðî-
ëàêòèíà îïðåäåëÿëè ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëè-
çà (ôîòîìåòð STÀT Fax 2100, íàáîð ðåàãåíòîâ ôèðìû
«Õåìà»). Âñåãî èññëåäîâàíî ñîäåðæèìîå 787 ôîëëèêóëîâ
äèàìåòðîì 3—6 ìì (491 ôîëëèêóë, ñîäåðæàùèé îîöèòû
ÂÑÂ+, è 296 ôîëëèêóëîâ, ñîäåðæàùèõ îîöèòû ÂÑÂ– èç
178 ÿè÷íèêîâ â ôîëëèêóëÿðíîé ôàçå îò 89 ñâèíîê ïîðîäû
ëàíäðàñ â âîçðàñòå 6—8 ìåñ. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû â
3-êðàòíîé ïîâòîðíîñòè. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè êðèòåðèé c2 (ñòàòèñòè÷åñêàÿ ïðîãðàììà Sig-
ma Stat). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäíèõ
çíà÷åíèé îöåíèâàëè ïðè òðåõ óðîâíÿõ çíà÷èìîñòè:
p k 0.05, p k 0.01, p k 0.001. Âûÿâëåíû äîñòîâåðíûå ðàç-
ëè÷èÿ â óðîâíå ñîäåðæàíèÿ ïðîëàêòèíà è ÔÑÃ â ÆÔ, ñî-
äåðæàùèõ îîöèòû â ðàçëè÷íîì ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿ-
íèè. Òàê, êîíöåíòðàöèÿ ïðîëàêòèíà â ÆÔ ñ îîöèòàìè
ÂÑÂ+ ñîñòàâèëà 3.15 � 0.37 íã/ìë, à â ÆÔ ñ îîöèòà-
ìè ÂÑÂ– — 2.12 � 0. 34 íã/ìë (p k 0.05). Ñîäåðæàíèå
ÔÑÃ â ÆÔ, ñîäåðæàùèõ îîöèòû ÂÑÂ+, ïðåâûñèëî òàêî-
âîå â ÆÔ ñ îîöèòàìè ÂÑÂ– (6.47 � 0.71 ïðîòèâ 3.4 �
� 0.46 íã/ìë, p k 0.05). Ðàíåå îáíàðóæåíî, ÷òî âûñîêîå
ñîäåðæàíèå ÔÑÃ â ÆÔ æåíùèí îáåñïå÷èâàåò âûñîêóþ
êîìïåòåíòíîñòü ñîäåðæàùèõñÿ â íèõ îîöèòîâ ê ñîçðåâà-
íèþ è äàëüíåéøåìó îïëîäîòâîðåíèþ (Revelli et al. 2009.
Reprod. Biol. & Endocr. 7 : 40). Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ çà-
âåðøåíèå ôàçû ðîñòà îîöèòà ñîïðîâîæäàåòñÿ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì ÔÑÃ â ÆÔ. Ðàçíîðå÷èâûå äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû â ëèòåðàòóðå ïî îöåíêå óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ
ïðîëàêòèíà â æèäêîñòè îâàðèàëüíûõ ôîëëèêóëîâ è êà÷å-
ñòâà æåíñêîé ãàìåòû. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 793



÷òî ðàçëè÷èÿ â óðîâíÿõ ñîäåðæàíèÿ ãèïîôèçàðíûõ ãîð-
ìîíîâ, â ÷àñòíîñòè ÔÑÃ è ïðîëàêòèíà, â ÆÔ, ñîäåðæà-
ùèõ îîöèòû â ðàçëè÷íîì ôóíêöèîíàëüíîì ñòàòóñå, ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ïðîãíîñòè÷åñêèõ ïîêàçàòå-
ëåé çàâåðøåííîñòè ôàçû ðîñòà îîöèòîâ Sus Scrofa Dome-
sticus.

ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÛÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÁËÈÆÍÅÈÍÔÐÀÊÐÀÑ-
ÍÎÃÎ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÎÃÎ ÁÅËÊÀ iRFP713 ÏÐÈ
ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÄÅÍÀÒÓÐÈÐÓÞÙÈÕ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈ-
ßÕ. © Îëåñÿ Â. Ñòåïàíåíêî,1 Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî,1
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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ñòðóêòóðíûå
ñâîéñòâà iRFP713, ïðèíàäëåæàùåãî ê ñåìåéñòâó áëèæ-
íåèíôðàêðàñíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ (NIR FPs), ïðè-
ìåíÿåìûõ â êà÷åñòâå ïðîá äëÿ ïðèæèçíåííîé âèçóàëèçà-
öèè ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â îòäåëüíûõ êëåòêàõ è â
öåëîì îðãàíèçìå, ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì â ðåàëüíîì
ìàñøòàáå âðåìåíè. NIR FPs â êà÷åñòâå õðîìîôîðà èñ-
ïîëüçóþò áèëèâåðäèí (BV), êîâàëåíòíîå ïðèñîåäèíåíèå
êîòîðîãî âëèÿåò íà ñòàáèëüíîñòü è ôîëäèíã áåëêà. Êîâà-
ëåíòíîå ñâÿçûâàíèå BV ñ êîíñåðâàòèâíûì îñòàòêîì öèñ-
òåèíà â PAS-äîìåíå áåëêà èëè ñ ââåäåííûì îñòàòêîì öè-
ñòåèíà â ó÷àñòêå -SPXH-GAF-äîìåíà îêàçûâàåò ñóùåñò-
âåííîå âëèÿíèå íà ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà NIR FPs.
Íàëè÷èå â ñòðóêòóðå iRFP713 áèëèâåðäèíà â êà÷åñòâå
õðîìîôîðà è íåîáû÷íîãî ñòðóêòóðíîãî ýëåìåíòà —
óçëà — äåëàåò åãî èíòåðåñíûì îáúåêòîì äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ïðîöåññîâ ôîëäèíãà.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàëè÷èå óçëà â ñòðóêòóðå iRFP713
íå ïðåïÿòñòâóåò åãî ýôôåêòèâíîìó ðåôîëäèíãó. Ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè ïðîöåññîâ ðàçâîðà÷èâàíèÿ—ñâîðà÷èâàíèÿ
iRFP713 ïîä äåéñòâèåì ãóàíèäèí ãèäðîõëîðèäà (GdnHCl)
è ãóàíèäèí òèîöèàíàòà (GTC) áûë âûÿâëåí ñäâèã âåëè÷è-
íû ñåðåäèíû äåíàòóðàöèîííîãî ïåðåõîäà áåëêà, ðåãèñò-
ðèðóåìûé ïî ïàðàìåòðàì òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè, â îáëàñòü áîëüøèõ êîíöåíòðàöèé äåíàòóðàíòà ïî îò-
íîøåíèþ ê âåëè÷èíå ýòîãî ïàðàìåòðà, ðåãèñòðèðóåìîãî
ïî ôëóîðåñöåíöèè õðîìîôîðà èëè êðóãîâîãî äèõðîèçìà â
äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè. Â ïðèñóòñòâèè GTC ýòîò ýôôåêò
áûë áîëåå âûðàæåí. Ðàâíîâåñíûå ýêñïåðèìåíòû ïî ãåëü-
ôèëüòðàöèè è êèíåòè÷åñêèå ñïåêòðîñêîïè÷åñêèå èçìå-
ðåíèÿ ïîçâîëèëè íàì âûÿâèòü ôîðìèðîâàíèå äâóõ ïðî-
ìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé â ïðîöåññå ðàçâîðà÷èâàíèÿ
iRFP713. Ïîêàçàíî, ÷òî iRFP713 íàêàïëèâàåòñÿ â íàòè-
âîïîäîáíîé ìîíîìåðíîé ôîðìå, ñêëîííîé ê àãðåãàöèè.
Àãðåãàöèÿ ìîíîìåðíîé ôîðìû iRFP713, âåðîÿòíî, âûçâà-
íà íåéòðàëèçàöèåé ïîâåðõíîñòíîãî çàðÿäà áåëêà èîíàìè
GdnH+.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 16-04-01515).
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ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, sov@incras.ru

Âûñîêàÿ ñóììàðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ áèîëîãè÷åñêèõ
ìàêðîìîëåêóë â êëåòêå ñîçäàåò óñëîâèÿ, êîòîðûå ïðèíÿòî
íàçûâàòü óñëîâèÿìè ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà.
Ìàêðîìîëåêóëÿðíûé êðàóäèíã îãðàíè÷èâàåò ñâîáîäíîå
ïðîñòðàíñòâî, ïîñêîëüêó áîëüøàÿ ÷àñòü îáúåìà çàíÿòà
ìàêðîìîëåêóëàìè, óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî ñâîáîäíîé
âîäû è âëèÿåò íà ñâîéñòâà ðàñòâîðèòåëÿ. Î÷åâèäíî, óñëî-
âèÿ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâîäèìûõ â ñèëüíî ðàçáàâëåííûõ
ðàñòâîðàõ, äàëåêè îò ðåàëüíûõ êëåòî÷íûõ óñëîâèé. Óñëî-
âèÿ ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà in vitro ìîäåëèðóþò
âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè íåéòðàëüíûõ ïîëèìåðíûõ ìî-
ëåêóë — «êðàóäèíã-àãåíòàìè». Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå
îãðàíè÷åíèå äîñòóïíîãî èññëåäóåìûì áåëêàì îáúåìà,
èëè ýôôåêò èñêëþ÷åííîãî îáúåìà, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïðèñóòñòâèå êðàóäèíã-àãåíòîâ äîëæíî ïðèâîäèòü ê
ñòàáèëèçàöèè êîìïàêòíîãî íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà, à
òàêæå ñäâèãàòü ðàâíîâåñèå â ñòîðîíó îëèãîìåðíûõ è àã-
ðåãèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ. Î÷åâèäíî, ÷òî óñëîâèÿ ìàê-
ðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà áóäóò îêàçûâàòü ñóùåñòâåí-
íîå âëèÿíèå íà áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, çàâèñÿùèå îò
äîñòóïíîãî îáúåìà, òàêèå êàê ñâîðà÷èâàíèå áåëêîâ, àãðå-
ãàöèÿ íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ áåëêîâ, îáðàçîâàíèå àìè-
ëîèäíûõ ôèáðèëë è ò. ï.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå íå-
ñêîëüêèõ êðàóäèíã-àãåíòîâ — ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ)
ðàçëè÷íîé ìîë. ìàññû (600, 8000 è 12 000 Äà), Äåêñòðà-
íà-70 è Ôèêîëà-70 — íà ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà è ïðîöåñ-
ñû ðàçâîðà÷èâàíèÿ—ñâîðà÷èâàíèÿ ñóïåðôîëäåðà çåëåíî-
ãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà sfGFP ïîä äåéñòâèåì ãóàíèäèí
òèîöèàíàòà (GTC). Ïîêàçàíî, ÷òî êðàóäèíã-àãåíòû íå îêà-
çûâàþò âëèÿíèÿ íà ñòðóêòóðó sfGFP. Îäíàêî âëèÿíèå èñ-
ïîëüçóåìûõ êðàóäèíã-àãåíòîâ íà êîíôîðìàöèîííóþ ñòà-
áèëüíîñòü sfGFP ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ. Ïðèñóòñòâèå
Äåêñòðàíà-70 è Ôèêîëà-70 íå ïðèâîäèò ê ðåãèñòðèðóåìî-
ìó ñäâèãó äåíàòóðàöèîííûõ êðèâûõ sfGFP ïîä äåéñòâèåì
GTC äàæå ïðè èõ âûñîêîé êîíöåíòðàöèè. ÏÝÃ îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà êîíôîðìàöèîííóþ ñòàáèëüíîñòü sfGFP, îäíàêî
ýôôåêò ýòîãî êðàóäèíã-àãåíòà çàâèñèò îò åãî ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññû è êîíöåíòðàöèè ñëîæíûì îáðàçîì. Ïðè êîí-
öåíòðàöèè ÏÝÃ 8 % êðàóäèíã-àãåíò ñ íàèáîëüøåé ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññîé îêàçûâàåò äåñòàáèëèçèðóþùèé ýôôåêò
íà ñòðóêòóðó sfGFP, à â ïðèñóòñòâèè äâóõ äðóãèõ ÏÝÃ
óñòîé÷èâîñòü sfGFP ê äåéñòâèþ GTC óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 20 % ÏÝÃ îêàçûâàåò ñòàáèëèçèðóþùèé ýô-
ôåêò íà ñòðóêòóðó sfGFP, âîçðàñòàþùèé ñ óâåëè÷åíèåì ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññû êðàóäèíã-àãåíòà. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü
ýòîìó ïðè íàèáîëüøåé èññëåäóåìîé êîíöåíòðàöèè (30 %)
ÏÝÃ ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû îêàçûâàåò íàèáîëåå
âûðàæåííûé ñòàáèëèçèðóþùèé ýôôåêò íà sfGFP.

Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êëàññè÷åñêàÿ
òåîðèÿ èñêëþ÷åííîãî îáúåìà íåäîñòàòî÷íà äëÿ îïèñàíèÿ
ïîâåäåíèÿ áèîìîëåêóë â óñëîâèÿõ ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî
êðàóäèíãà. Ìÿãêèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó òåñòèðóåìîé
ìîëåêóëîé è êðàóäèíã-àãåíòîì ìîãóò ìîäåëèðîâàòü ýô-
ôåêò èñêëþ÷åííîãî îáúåìà, óñèëèâàÿ èëè îñëàáëÿÿ åãî.
Îäíàêî íåèçìåííîñòü ñòðóêòóðû sfGFP â ïðèñóòñòâèè
âñåõ èñïîëüçóåìûõ êðàóäèíã-àãåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì ÷òî â äàííîì ñëó÷àå îòñóòñòâóåò ïðÿìîå âçàèìîäåé-
ñòâèå ìåæäó sfGFP è ïîëèìåðàìè. Äàííûå íàñòîÿùåãî
è ðÿäà äðóãèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçûâàþò, ÷òî êðàó-
äèíã-àãåíòû ìîãóò äîïîëíèòåëüíî îêàçûâàòü ñóùåñòâåí-
íîå âëèÿíèå íà ñâîéñòâà ðàñòâîðèòåëÿ. Ðàçëè÷íîå ìîäå-
ëèðîâàíèå ñâîéñòâ ðàñòâîðèòåëÿ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
îïðåäåëÿåò ïðîòåêàíèå áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ãóñòî-
íàñåëåííîé êëåòî÷íîé ñðåäå.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â áèîôàðìàöåâòè÷åñêîé ïðîìûø-
ëåííîñòè äëÿ ïîëó÷åíèÿ íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ òîíí ðå-
êîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ãîä èíòåíñèâíî èñïîëüçóþòñÿ
êëåòêè ëèíèè ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà (CHO). Íå-
áîëüøîå ÷èñëî ðàçíîîáðàçíûõ ïî ôîðìå è ðàçìåðàì õðî-
ìîñîì â êàðèîòèïå êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà (2n = 22) è ñðàâ-
íèòåëüíàÿ ïðîñòîòà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïîñîáñòâîâàëè
øèðîêîìó ðàñïðîñòðàíåíèþ äåðèâàòîâ ýòèõ ëèíèé â ðàç-
íûõ ëàáîðàòîðèÿõ è ïîòðåáîâàëè â ñâîþ î÷åðåäü èõ öèòî-
ãåíåòè÷åñêóþ ïàñïîðòèçàöèþ.

Â çàäà÷ó íàøåé ðàáîòû íà ïåðâîì ýòàïå âõîäèë êëàñ-
ñè÷åñêèé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ìîíîñëîéíîé è ïåð-
âîé ïîëó÷åííîé â Ðîññèè ñóñïåíçèîííîé ëèíèé CHOdhfr-,
ÿâëÿþùèõñÿ ïðîèçâîäíûìè ëèíèè CHO-DBX11, ñ ïîìî-
ùüþ GTG-ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ. Ìî-
íîñîìèÿ áûëà îòìå÷åíà äëÿ õðîìîñîì 7 è 8 â îáåèõ ëèíè-
ÿõ CHOdhfr– è äëÿ õðîìîñîìû 9 â ñóñïåíçèîííîé ëèíèè
CHOdhfr–. Êàðèîòèïû îáåèõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé èìåþò
ìíîãî÷èñëåííûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì, ðàçëè÷àþùèåñÿ
â îáåèõ ëèíèÿõ íåçíà÷èòåëüíî. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè
çàêëþ÷àþòñÿ â ïðåîáðàçîâàíèè del(5)(p1.2) â add(5)(p1.2),
âêëþ÷åíèè ÷àñòè äåëåòèðîâàííîé õðîìîñîìû 7 â
der(6)t(1;6) è ìîíîñîìèè õðîìîñîìû 9. Àíàëèç ëèòåðà-
òóðíûõ äàííûõ ïîçâîëèë âûÿâèòü ïÿòü îáùèõ äëÿ âñåõ
ëèíèé CHO õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê — del(2), inv(3),
add(6), del(9), mar 3. Â íàøåì èññëåäîâàíèè â êàðèîòèïàõ
ëèíèé CHOdhfr– è CHOdhfr–/susp áûëè îáíàðóæåíû òðè óíè-
êàëüíûå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì — del(1),
der(6)t(1;6) è mar1. Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü òðóäîåì-
êîñòü ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèé è çíà÷èòåëüíûå âðå-
ìåíí*ûå çàòðàòû íà èõ ïðîâåäåíèå.

Ïîýòîìó íà âòîðîì ýòàïå íàøåé ðàáîòû áûëà ïîñòàâ-
ëåíà çàäà÷à ñîçäàíèÿ àâòîìàòè÷åñêîãî êëàññèôèêàòîðà
õðîìîñîì êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà íà áàçå îòå÷åñòâåííîé ïðî-
ãðàììû «Êàðèî 3.1» (ÎÎÎ ÂèäåîÒåñò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Äëÿ ýòîãî áûëè ïðèãîòîâëåíû ïðåïàðàòû ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà, GTG-îêðà-
øåííûå õðîìîñîìû âðó÷íóþ ââîäèëè â êëàññèôèêàòîð c
ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Skop À1 ProgRes MF è êîìïü-
þòåðà ñ óñòàíîâëåííûì ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì
«ÂèäåîÒåñò Êàðèî 3.1». Ñ ïîìîùüþ CCD-êàìåðû âûñî-
êîãî ðàçðåøåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ÷åòêèå èçîáðàæåíèÿ ìå-
òàôàçíûõ ïëàñòèíîê êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà è ïîñòðîåíû
êàðèîãðàììû 110 âçÿòûõ â àíàëèç ìåòàôàç âûñîêîãî êà-
÷åñòâà. Õðîìîñîìû èäåíòèôèöèðîâàëè ñîãëàñíî ñóùåñò-
âóþùåé íîìåíêëàòóðå õðîìîñîì êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ñ
óðîâíåì ðàçðåøåíèÿ â 325 äèñêîâ (Ray, Mohandas, 1976).
Â áàçó êëàññèôèêàòîðà áûëî çàãðóæåíî 2018 õðîìîñîì c
ðàçíîé ñòåïåíüþ êîíäåíñàöèè è ñ ÷åòêî âûðàæåííûì ðè-
ñóíêîì G-äèñêîâ.

Ïðîâåðêà ðàáîòû êëàññèôèêàòîðà â àâòîìàòè÷åñêîì
ðåæèìå íà ïîïóëÿöèè ôèáðîáëàñòîâ èç äðóãîé ñåðèè

îïûòîâ ïîêàçàëà, ÷òî ÷àùå âñåãî íåïðàâèëüíîå ðàñïîçíà-
âàíèå çàòðàãèâàëî ñàìûå ìàëåíüêèå õðîìîñîìû íàáîðà (9
è 10), à òàêæå îðèåíòàöèþ ãîìîëîãîâ âòîðîé ïàðû õðîìîñîì.
Ïðè ýòîì îøèáêà ðàñïîçíàâàíèÿ (1—5 % äëÿ ðàçíûõ õðî-
ìîñîì) íå ïðåâûøàëà äîïóñòèìûõ ïðåäåëîâ äëÿ èññëåäî-
âàíèé òàêîãî ðîäà. Âìåñòå ñ òåì àíàëèç êëåòî÷íûõ ëèíèé
â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå âûÿâèë çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòîòó
îøèáî÷íîãî ðàñïîçíàâàíèÿ õðîìîñîì ñ ïåðåñòðîéêàìè,
÷òî ïîòðåáîâàëî êîððåêòèðîâêè èõ èäåíòèôèêàöèè.

Ñëåäîâàòåëüíî, êëàññèôèêàöèÿ õðîìîñîì êëåòî÷íûõ
ëèíèé CHO çíà÷èòåëüíî óïðîùàåòñÿ è óñêîðÿåòñÿ ñ ïî-
ìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî êëàññèôèêàòîðà, íî òðåáóåò îáÿ-
çàòåëüíîé ôèíàëüíîé êîððåêòèðîâêè ïîñòðîåííûõ êàðèî-
ãðàìì ñïåöèàëèñòîì.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÈ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀ-
ÍÈß ÝÊÑÈÌÅÐÎÂ ÌÎËÅÊÓËÀÌÈ ÒÈÎÔËÀÂÈÍÀ Ò
Â ÂÎÄÍÎÌ ÐÀÑÒÂÎÐÅ È Â ÑÂßÇÀÍÍÎÌ Ñ ÀÌÈËÎ-
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Ôëóîðåñöåíòíûé çîíä òèîôëàâèí Ò (ThT) øèðîêî è
ýôôåêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè îáðàçîâàíèÿ è
èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, îäíàêî
ïðåäñòàâëåíèÿ î åãî ôîòîôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâàõ è ìîäåëè
åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ôèáðèëëàìè äî ñèõ ïîð íåîäíîçíà÷íû.
Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóþò óáåäèòåëü-
íûå äîêàçàòåëüñòâà ìîíîìåðíîé ìîäåëè ñâÿçûâàíèÿ êðà-
ñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè, ïðîäîëæàþò ïîÿâëÿòüñÿ ðàáîòû, â
êîòîðûõ èññëåäîâàòåëè ïûòàþòñÿ íàéòè äîêàçàòåëüñòâà
òîãî, ÷òî ThT âñòðàèâàåòñÿ â ôèáðèëëû â àãðåãèðîâàííîé
ôîðìå. Â ÷àñòíîñòè, â îäíîé èç íåäàâíèõ ðàáîò ñ èñïîëü-
çîâàíèåì êâàíòîâî-õèìè÷åñêèõ ðàñ÷åòîâ áûëè ïîêàçàíû
ïðèíöèïèàëüíàÿ âîçìîæíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ýêñèìåðîâ
ìîëåêóëàìè ThT è ôëóîðåñöåíöèÿ êðàñèòåëÿ, èíêîðïîðè-
ðîâàííîãî â ôèáðèëëû, áåç êàêèõ-ëèáî ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ äîêàçàòåëüñòâ áûëà ïðèïèñàíà ýêñèìåðíîé ôîðìå
ThT. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëî ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîå îáîñíîâàíèå âîçìîæíîñòè (èëè íåâîç-
ìîæíîñòè) ôîðìèðîâàíèÿ ýêñèìåðîâ ìîëåêóëàìè êðàñè-
òåëÿ â âîäíîì ðàñòâîðå è â ñâÿçàííîì ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè ñîñòîÿíèè.

Áûëè èññëåäîâàíû ôîòîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè
êðàñèòåëÿ â âîäíîì ðàñòâîðå â øèðîêîì äèàïàçîíå åãî
êîíöåíòðàöèé — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ, ôëóîðåñöåíöèè,
âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå âðåìåíà æèçíè è
àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Êëþ÷åâûì ìîìåíòîì ïðè
îïðåäåëåíèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT ñòàëî
èñïîëüçîâàíèå ñïåêòðîôëóîðèìåòðà Cary Eclipse, êîòî-
ðûé â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà ñîâðåìåííûõ ïðèáîðîâ
ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ðàñòâîðû â ýêñòðåìàëüíî øèðî-
êîì äèàïàçîíå èõ êîíöåíòðàöèé — (0—3�10–2 Ì) — ïðè
îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà. Ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííîãî ïðîòîêîëà áûëà ïðîâåäåíà
êîððåêöèÿ çàðåãèñòðèðîâàííûõ çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ThT íà ïåðâè÷íûé è âòîðè÷íûé ýôôåêòû
âíóòðåííåãî ôèëüòðà, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ äàæå îïûò-
íûìè èññëåäîâàòåëÿìè ëèáî íå âûïîëíÿåòñÿ âîîáùå,
ëèáî âûïîëíÿåòñÿ íåêîððåêòíî.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè âïåðâûå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî ïîêàçàòü, ÷òî ThT îáðàçóåò ýêñèìåðû ïðè âû-
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ñîêîé êîíöåíòðàöèè â âîäíûõ ðàñòâîðàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ýêñèìåðîâ ThT ñóùåñòâåííî ñäâè-
íóò â äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü (lmax = 570 íì) ïî ñðàâíå-
íèþ cî ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè ìîíîìåðíîãî êðàñèòåëÿ
â âîäíîì ðàñòâîðå (lmax = 490 íì). Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ýêñèìåðîâ ThT íå èìååò íè÷åãî
îáùåãî ñî ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ, âñòðîåí-
íîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû (lmax = 480—488 íì â çàâè-
ñèìîñòè îò àìèëîèäîãåííîãî áåëêà), êîòîðûå ïðàêòè÷å-
ñêè ñîâïàäàþò ñî ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî
êðàñèòåëÿ â âîäíîì ðàñòâîðå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîçâîëèëè ïîëó÷èòü ýêñïåðèìåíòàëüíîå ïîäòâåðæäåíèå
òîãî ôàêòà, ÷òî ThT âñòðàèâàåòñÿ â àìèëîèäíûå ôèáðèë-
ëû â ìîíîìåðíîé ôîðìå, à âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè
åãî ôëóîðåñöåíöèè ïðè ýòîì îáóñëîâëåíî òîëüêî ìîëåêó-
ëÿðíî-ðîòîðíîé ïðèðîäîé êðàñèòåëÿ, è, ñëåäîâàòåëüíî,
íåò îñíîâàíèé ïðåäïîëàãàòü îáðàçîâàíèå àãðåãàòîâ ìîëå-
êóëàìè êðàñèòåëÿ â ñâÿçàííîì ñ ôèáðèëëàìè ñîñòîÿíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 16-04-01614_à è 16-54-00230 Áåë_à), ïðîãðàììû ïðå-
çèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è
ñòèïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÑÏ-1982.2015.4).

ÍÎÂÀß ÌÎÄÅËÜ ÄËß ÈÇÓ×ÅÍÈß ÁÈÎËÎÃÈÈ ÌÈÃ-
ÐÈÐÓÞÙÈÕ ÎÏÓÕÎËÅÈÍÈÖÈÈÐÓÞÙÈÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ — ÃÎËÎÊËÎÍÀËÜÍÛÅ ÑÓÁËÈÍÈÈ ÈÇ ÀÑÖÈÒ-
ÍÎÉ ÃÅÏÀÒÎÌÛ ÇÀÉÄÅËÀ. © Í. Ï. Òåðþêîâà,1

Å. È. Ñàõåíáåðã, Â. À. Èâàíîâ, Ñ. À. Ñíîïîâ.1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 1 npter@yandex.ru; sno-
pov@hotmail.com

Ñîãëàñíî èåðàðõè÷åñêîé ìîäåëè êëåòî÷íîé îðãàíèçà-
öèè îïóõîëåé, òîëüêî íåáîëüøàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê
îáëàäàåò îïóõîëåèíèöèèðóþùèì ïîòåíöèàëîì, ýêñïðåñ-
ñèðóåò ìàðêåðû ñòâîëîâûõ êëåòîê ñîîòâåòñòâóþùåé òêà-
íè, îáëàäàåò ïëàñòè÷íîñòüþ è îáåñïå÷èâàåò ëåêàðñòâåí-
íóþ ðåçèñòåíòíîñòü îïóõîëè. Â îòíîøåíèè ýòîé îñîáîé
ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê â ëèòåðàòóðå èñïîëüçóþò òàêèå
âçàèìîçàìåíÿåìûå òåðìèíû, êàê «îïóõîëåâûå ñòâîëîâûå
êëåòêè (ÎÑÊ)» è «îïóõîëåèíèöèèðóþùèå êëåòêè
(ÎÈÊ)». Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ÎÈÊ c ìèãðàòîðíûì ôå-
íîòèïîì îáåñïå÷èâàþò äèññåìèíàöèþ çëîêà÷åñòâåííûõ
êëåòîê â îðãàíèçìå è îáðàçîâàíèå ìåòàñòàçîâ. Ñóùåñòâó-
åò ðÿä ïîäõîäîâ äëÿ ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé,
îáîãàùåííûõ ÎÑÊ, â ÷èñëå êîòîðûõ — òåñò íà îáðàçîâà-
íèå ãîëîêëîíîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè. Ñîãëàñíî èìåþ-
ùèìñÿ äàííûì, ãîëîêëîíû îáðàçóþòñÿ èç êëîíîãåííûõ
ÎÑÊ è ñîäåðæàò ÎÈÊ, òîãäà êàê ìåðîêëîíû — èç ïðîãå-
íèòîðíûõ êëåòîê ðàííåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè.

Ãåïàòîìà Çàéäåëà, èíäóöèðîâàííàÿ ó êðûñ 4-äè-
ìåòèëàìèíîàçîáåíçîëîì áîëåå 50 ëåò íàçàä, ïðîøëà îñ-
íîâíûå ýòàïû îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè â ðàìêàõ ïåðâè÷-
íîé ñîëèäíîé îïóõîëè (Çàéäåëà, 1963). Â ðåçóëüòàòå
ñïîíòàííîãî ðàçðûâà êàïñóëû ïåðâè÷íîé îïóõîëè â
áðþøíóþ ïîëîñòü êðûñ îòäåëèëèñü êëåòî÷íûå îñòðîâêè,
äàâøèå íà÷àëî àñöèòíîé ôîðìå îïóõîëè — ïðîìåæóòî÷-
íîìó ýòàïó íà ïóòè äèññåìèíàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê â
ïàðàòðàõåàëüíûå ëèìôàòè÷åñêèå óçëû. Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ
áèîëîãèè êëåòîê ìåòàñòàòè÷åñêîé îïóõîëè ìû ýêñïëàí-
òèðîâàëè êëåòêè ãåïàòîìû èç àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè â
êóëüòóðó in vitro è ñåëåêòèðîâàëè ìîíîñëîéíóþ ëèíèþ
êëåòîê. Äàëüíåéøåå êëîíèðîâàíèå êëåòîê ýòîé ëèíèè ñ

ïîìîùüþ ìåòîäà ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé ïîçâîëèëî íàì
ïîëó÷èòü ñóáëèíèè, êîòîðûå ïðîèçîøëè èç ãîëî- è ìåðî-
êëîíîâ è ïðèíöèïèàëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî êëåòî÷íîìó ñî-
ñòàâó, ìîðôîëîãèè, ìîðôîìåòðè÷åñêèì ïîêàçàòåëÿì è
ìèãðàöèîííûì ñâîéñòâàì êëåòîê.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå áåñïîðîäíûì êðûñàì
êëåòîê ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ãåïàòîìû Çàéäåëà ïðè-
âîäèò ê ðàçâèòèþ àñöèòíîé îïóõîëè è ãèáåëè ïðèìåðíî
50 % æèâîòíûõ. Âïåðâûå îïðåäåëèëè, ÷òî ýòè êëåòêè
èìåþò ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ, ôîðìèðóþò
ðûõëûé ìîíîñëîé áåç ïëîòíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
è àêòèâíî âíåäðÿþòñÿ â ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî â òåñòå
íà «çàðàñòàíèå ðàíû», èñïîëüçóÿ àìåáîèäíûé òèï èíäè-
âèäóàëüíîé ìèãðàöèè; íà èõ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ìû
âûÿâèëè N-êàäõåðèí — ìàðêåð ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, â
íàðóæíîé ìåìáðàíå è öèòîïëàçìå õåìîðåöåïòîð
CXCR4 — ìàðêåð ÎÑÊ è ìèãðèðóþùèõ êëåòîê. Íàïðî-
òèâ, êëåòêè ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé íå èíäóöèðóþò
àñöèòíîé ãåïàòîìû, èìåþò ïðåèìóùåñòâåííî ýïèòåëèî-
ïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ, ôîðìèðóþò ïëîòíûé ìîíîñëîé è
èñïîëüçóþò ïðåèìóùåñòâåííî êîëëåêòèâíûé ñïîñîá ìèã-
ðàöèè.

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè
ìû âûÿâèëè ó êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ìàðêåðû ñòâîëî-
âûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ïå÷åíè EpCAM è Ov6, ìàðêåð
ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíîãî ïåðåõîäà Snail1; îáíàðóæè-
ëè ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíà
EpCAM — EpICD, êîòîðàÿ óêàçûâàåò íà àêòèâàöèþ Ep-
CAM-ñèãíàëüíîãî ïóòè è ìåòàñòàòè÷åñêóþ ïðèðîäó îïó-
õîëè. Ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ýêñï-
ðåññèè è ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè â êëåòêàõ ãåïàòîìû òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct3/4 — ìàðêåðà «ñòâîëîâîñòè»
è ïëþðèïîòåíòíîñòè êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ìû âïåðâûå êëîíèðîâàëè è îõàðàêòå-
ðèçîâàëè ñóáëèíèè ãîëîêëîíàëüíûõ ÎÈÊ ñ ìèãðàòîðíûì
ôåíîòèïîì. Ñ÷èòàåì, ÷òî âûÿâëåíèå ðàçëè÷èé â ãåíîìå,
òðàíñêðèïòîìå, ïðîòåîìå è ìåòàáîëîìå ó êëåòîê ãîëîêëî-
íàëüíûõ è ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ãåïàòîìû Çàéäå-
ëà — ïåðñïåêòèâíûé ïóòü äëÿ îïðåäåëåíèÿ âàæíåéøèõ
ìîëåêóëÿðíûõ ïðèçíàêîâ ìåòàñòàòè÷åñêèõ ÎÈÊ è ìèøå-
íåé äëÿ íàïðàâëåííîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî âîçäåéñòâèÿ.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÍÎÂÎÃÎ ÌÅÒÎÄÀ ÄÅÒÅÊÒÈÐÎÂÀÍÈß
ÑÈÑÒÅÌÍÎ ÂÂÎÄÈÌÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â
ÎÐÃÀÍÈÇÌÅ. © Ã. Â. Òèìèí,1 Â. À. Ðûæîâ,2 Á. Ï. Íèêî-
ëàåâ,3 Ì. À. Øåâöîâ,1 Å. Í. Òîëêóíîâà.1 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Ïåòåðáóðãñêèé èíñòèòóò
ÿäåðíîé ôèçèêè èì. Á. Ï. Êîíñòàíòèíîâà ÍÈÖ «Êóð÷à-
òîâñêèé èíñòèòóò», Ãàò÷èíà, è 3 Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò îñîáî ÷èñòûõ áèîïðåïà-
ðàòîâ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, grifonsky@rambler.ru

Â äàííîé ðàáîòå ïðåäëàãàåòñÿ íîâûé ïîäõîä äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ áèîðàñïðåäåëåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîñëå èõ
ñèñòåìíîãî ââåäåíèÿ â îðãàíèçì, îñíîâàííûé íà ìåòîäå
ðåãèñòðàöèè âòîðîé ãàðìîíèêè íàìàãíè÷åííîñòè ïðîäî-
ëüíîãî íåëèíåéíîãî îòêëèêà. Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî
ìåòîäà êëåòêè äîëæíû áûòü ïîìå÷åíû íàíî÷àñòèöàìè,
îáëàäàþùèìè ñîáñòâåííûì ìàãíèòíûì ìîìåíòîì, òàêè-
ìè êàê ìàãíèòíûå íàíî÷àñòèöû (ÌÍ×) ìàãíåòèòà. Ìàã-
íèòíûé îòêëèê ÌÍ× èìååò ñóùåñòâåííî íåëèíåéíóþ çà-
âèñèìîñòü îò íàïðÿæåííîñòè äåéñòâóþùåãî ìàãíèòíîãî
ïîëÿ. Ïðè ýòîì âåëè÷èíà äåéñòâèòåëüíîé êîìïîíåíòû
âòîðîé ãàðìîíèêè íàìàãíè÷åííîñòè ïðÿìî ïðîïîðöèî-
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íàëüíà êîëè÷åñòâó ÷àñòèö, îáëàäàþùèõ ñîáñòâåííûì
ìàãíèòíûì ìîìåíòîì, â èññëåäóåìîì îáðàçöå. Ýòî ïî-
çâîëÿåò íàäåæíî äåòåêòèðîâàòü ÌÍ× â êëåòêàõ è îöåíè-
âàòü êîëè÷åñòâî ìå÷åííûõ íàíî÷àñòèöàìè êëåòîê â ðàç-
ëè÷íûõ òêàíÿõ îðãàíèçìà ïîñòâèòàëüíî.

Äàííûé ïîäõîä áûë ïðèìåíåí íàìè äëÿ èçó÷åíèÿ
òðîïèçìà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ê îïó-
õîëè ìîçãà íà êðûñèíîé ìîäåëè Ñ6 ãëèîìû. Ôåíîìåí íà-
ïðàâëåííîé ìèãðàöèè ÌÑÊ ê îïóõîëè ìîçãà îòêðûâàåò
âîçìîæíîñòè äëÿ ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ â òàðãåòíîé ïðîòèâî-
îïóõîëåâîé òåðàïèè ãëèîì. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè âíóòðèâåí-
íîì ââåäåíèè ÌÑÊ, íåñóùèõ òåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò,
òîëüêî ÷àñòü êëåòîê äîñòèãàåò îïóõîëåâîãî î÷àãà, òîãäà
êàê îñòàâøàÿñÿ ÷àñòü îñåäàåò â çäîðîâûõ îðãàíàõ, òåì ñà-
ìûì äåëàÿ èõ ïîáî÷íûìè ìèøåíÿìè ïðîòèâîîïóõîëåâîé
òåðàïèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðèîáðåòàåò àêòóàëüíîñòü èññëå-
äîâàíèå áèîðàñïðåäåëåíèÿ ÌÑÊ â îðãàíèçìå ïðè ñèñòåì-
íîì ââåäåíèè.

Êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà ÌÑÊ áûëà ïîëó÷åíà èç êðàñíîãî
êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ êðûñ, âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè íà 2—3-ì ïàññàæàõ. Ìàãíèòíîå ìå÷å-
íèå ÌÑÊ ïðîâîäèëè ïóòåì äîáàâëåíèÿ â ðîñòîâóþ ñðåäó
ÌÍ× ìàãíåòèòà, ïîêðûòûõ äåêñòðàíîâîé îáîëî÷êîé. Ýô-
ôåêòèâíîå íàêîïëåíèå íàíî÷àñòèö â êëåòêàõ áûëî ïîêà-
çàíî ìåòîäàìè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè â îòðàæåííîì
ñâåòå, ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ßÌÐ-ðåëàêñîìåòðèè è
ìåòîäîì ðåãèñòðàöèè íåëèíåéíîãî ìàãíèòíîãî îòêëèêà.
Ãëèîìó èíäóöèðîâàëè ïóòåì èíòðàêðàíèàëüíîãî ââåäå-
íèÿ êëåòîê ëèíèè Ñ6 êðûñèíîé ãëèîìû. Ñïóñòÿ 10 ñóò ïî-
ñëå èìïëàíòàöèè îïóõîëè æèâîòíûì âíóòðèâåííî ââîäè-
ëè ìå÷åííûå íàíî÷àñòèöàìè ÌÑÊ. Ìåòîäîì ðåãèñòðàöèè
íåëèíåéíîãî ìàãíèòíîãî îòêëèêà ïîêàçàíî çíà÷èòåëüíîå
ðàçëè÷èå â íàêîïëåíèè ìàãíèòíîãî ñèãíàëà â îïóõîëè è â
çäîðîâîì ó÷àñòêå ìîçãà ÷åðåç äåíü ïîñëå ââåäåíèÿ êëå-
òîê. Ïðèñóòñòâèå ÌÑÊ â îïóõîëè áûëî ïîäòâåðæäåíî ãè-
ñòîëîãè÷åñêè. Äàííûå áèîðàñïðåäåëåíèÿ íàõîäÿòñÿ íà
ñòàäèè íàêîïëåíèÿ è ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè.

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

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÁÅËÊÎÂ CLAMP è MSL2 ÍÅÎÁ-
ÕÎÄÈÌÎ ÄËß ÑÏÅÖÈÔÈ×ÍÎÃÎ ÏÐÈÂËÅ×ÅÍÈß
ÊÎÌÏËÅÊÑÀ ÄÎÇÎÂÎÉ ÊÎÌÏÅÍÑÀÖÈÈ ÍÀ Õ-ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌÓ. © Å. À. Òèõîíîâà, Â. Ìîãèëà, Ï. Ã. Ãåîðãèåâ,
Î. Ã. Ìàêñèìåíêî. Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ, Ìîñêâà,
maksog@mail.ru

Îïðåäåëåíèå ïîëà ó ìíîãèõ æèâîòíûõ îáåñïå÷èâàåò-
ñÿ ðàçíûì ÷èñëîì ïîëîâûõ Õ-õðîìîñîì — ó ñàìöîâ (Õ0
èëè XY) è ñàìîê (XX). Ïðè ýòîì ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè
îáîèõ ïîëîâ èìåþò îäèíàêîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè
ñöåïëåííûõ ñ X-õðîìîñîìîé ãåíîâ. Ýòî ïðîèñõîäèò áëà-
ãîäàðÿ ïðîöåññó äîçîâîé êîìïåíñàöèè. Äîçîâàÿ êîìïåí-
ñàöèÿ Õ-õðîìîñîìû ó äðîçîôèëû äîñòèãàåòñÿ ïóòåì óä-
âîåíèÿ ýêñïðåññèè áîëüøèíñòâà àññîöèèðîâàííûõ ñ
Õ-õðîìîñîìîé ãåíîâ ó ñàìöîâ. Äëÿ ýòîãî ïðîöåññà íåîá-
õîäèìà ñáîðêà ðèáîíóêëåîïðîòåèäíîãî êîìïëåêñà, ñïå-
öèôè÷íîãî äëÿ ñàìöîâ — male-specific lethal (MSL).
MSL-êîìïëåêñ ñîñòîèò èç áåëêîâ MSL1, MSL2, MSL3,
àöåòèëòðàíñôåðàçû MOF è ÐÍÊ-õåëèêàçû MLE, à òàêæå
ìèíèìóì îäíîé èç íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ — roX1 è roX2.
Ýòîò êîìïëåêñ ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ïî Õ-õðîìîñîìå ñàìöîâ
è îáåñïå÷èâàåò ïîâûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ

äàííîé õðîìîñîìû áëàãîäàðÿ ðàáîòå ãèñòîíàöåòèëòðàí-
ñôåðàçû MOF, ÷òî ïðèâîäèò ê âûðàâíèâàíèþ óðîâíåé
ýêñïðåññèè ãåíîâ Õ-õðîìîñîìû ó ñàìöîâ è ñàìîê. Ïåð-
âè÷íàÿ ïîñàäêà êîìïëåêñà äîçîâîé êîìïåíñàöèè ïðîèñ-
õîäèò çà ñ÷åò óçíàâàíèÿ îñîáûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà
Õ-õðîìîñîìå. Îäíàêî, êàê èìåííî îáåñïå÷èâàåòñÿ ñïåöè-
ôè÷íîñòü òàêîãî ñâÿçûâàíèÿ è ïîñëåäóþùåãî ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ êîìïëåêñà èñêëþ÷èòåëüíî ïî Õ-õðîìîñîìå,
íåèçâåñòíî. Ñàéòû ïåðâè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà äî-
çîâîé êîìïåíñàöèè êîëîêàëèçóþòñÿ ñ áåëêîì MSL2, ýêñ-
ïðåññèðóþùèìñÿ òîëüêî ó ñàìöîâ, è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì
áåëêîì CLAMP, ýêñïðåññèðóþùèìñÿ è ó ñàìöîâ, è ó ñà-
ìîê. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî CLAMP âçàèìîäåéñòâóåò ñ ñàé-
òàìè êàê íà Õ-õðîìîñîìå, òàê è íà àóòîñîìàõ. Â ñâîåé ðà-
áîòå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî áåëîê CLAMP ñïîñîáåí íàïðÿ-
ìóþ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêîì MSL2. Ïðè ýòîì
óäàëåíèå CLAMP-âçàèìîäåéñòâóþùåãî ó÷àñòêà èç ìîëå-
êóëû MSL2 ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåê-
ñà äîçîâîé êîìïåíñàöèè ñ Õ-õðîìîñîìîé. Ýòè ðåçóëüòàòû
ñâèäåòåëüñòâóþò î êëþ÷åâîé ðîëè âçàèìîäåéñòâèÿ áåë-
êîâ MSL2 è CLAMP â ïðîöåññå îðãàíèçàöèè ñïåöèôè÷-
íîé ïîñàäêè êîìïëåêñà äîçîâîé êîìïåíñàöèè íà Õ-õðî-
ìîñîìó. Âîçìîæíî, ýòî âçàèìîäåéñòâèå íåîáõîäèìî äëÿ
äèñêðèìèíàöèè àóòîñîìíûõ ñàéòîâ îò Õ-õðîìîñîìíûõ,
÷òî îáåñïå÷èâàåò ðàñïðîñòðàíåíèå êîìïëåêñà äîçîâîé
êîìïåíñàöèè èñêëþ÷èòåëüíî ïî ó÷àñòêàì Õ-õðîìîñîìû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-74-20155).

ÈÊ-ÑÏÅÊÒÐÎÑÊÎÏÈß ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÄÍÊ Ñ ÄÈÕ-
ËÎÐÎÄÈÀÌÌÈÍÏËÀÒÈÍÎÉ(II). © Â. È. Òðàâêèíà,1

Å. Å. Òûì÷åíêî,1 È. À. Áåëàÿ,1 Å. Â. ×èõèðæèíà,2 À. Ì. Ïî-
ëÿíè÷êî.1 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñè-
òåò è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, trav-
kinaveronika@gmail.com

ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ ÿâëÿåòñÿ ìåòîäîì, ïîçâîëÿþùèì
ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ î ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðå õèìè-
÷åñêèõ ñîåäèíåíèé â ëþáîì àãðåãàòíîì ñîñòîÿíèè. Ïî
èçìåíåíèþ ïîëîñ ïîãëîùåíèÿ ìîæíî ñóäèòü î ñòðóêòóð-
íûõ èçìåíåíèÿõ â ñàìîé ìîëåêóëå, íàïðèìåð ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ÄÍÊ ñ ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ïðåïàðàòàìè.
Öèñ-äèõëîðîäèàììèíïëàòèíà(II) (öèñ-ÄÄÏ) ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç íàèáîëåå èçâåñòíûõ è óñïåøíûõ ïðîòèâîðàêîâûõ
àãåíòîâ. Â ðàìêàõ äàííîé ðàáîòû ïðîâîäèëè ïîèñê è
îòîæäåñòâëåíèå êîëåáàòåëüíûõ ïîëîñ â ÈÊ-ñïåêòðå
ÄÍÊ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê ñâÿçûâàíèþ ÄÄÏ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçìåðåíèÿ ïðîèçâîäèëè íà ñïåê-
òðîìåòðå Tensor 27 (Brucker, Ãåðìàíèÿ) â ðàçáîðíûõ êþ-
âåòàõ, â äèàïàçîíå 800—4000 ñì–1, êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ âî
âñåõ ïðîáàõ ñîñòàâëÿëà 20 ìã/ìë, â êà÷åñòâå ðàñòâîðèòåëÿ
èñïîëüçîâàëè D2O. Ìåòîäîì àíàëèçà âòîðîé ïðîèçâîä-
íîé ïîëó÷åííûõ ñïåêòðîâ ïðîèçâîäèëè èõ äåêîìïîçèöèþ
íà ãàóññîâû êðèâûå. Äàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü
èíôîðìàòèâíûé íàáîð ïîëîñ ïîãëîùåíèÿ, â òîì ÷èñëå
äåòåêòèðîâàòü îòäåëüíûå ïîëîñû êîëåáàíèé ñâÿçåé êàð-
áîíèëüíûõ ãðóïï, êîòîðûå íå óäàåòñÿ âûäåëèòü èç-çà
ñëîæíîé ñóïåðïîçèöèè. Ñ ïîìîùüþ äàííîãî ìåòîäà áûëà
ñîáðàíà èíôîðìàöèÿ î êîëåáàíèÿõ ñâÿçåé Ñ=N7
(1562 ñì–1), Ñ—N(H2) (1576 ñì–1) è C6=O (1678 ñì–1) â ãó-
àíèíå, Ñ2=Î â öèòîçèíå (1678 ñì–1), Ñ4=Î (1660 ñì–1),
Ñ2=Î (1698 ñì–1) â òèìèíå è â êîëüöàõ òèìèíà (1643 ñì–1)
è àäåíèíà (1621 ñì–1) ÄÍÊ: ÷àñòîòà è èíòåíñèâíîñòü ïî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 797



ãëîùåíèÿ, îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãðóïï â âåùåñòâå. Áûë ïðîèçâåäåí àíàëèç èçìåíåíèÿ ýòèõ
õàðàêòåðèñòèê ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè èçîìåðîâ
ÄÄÏ â ðàñòâîðå. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿ-
þò çàêëþ÷èòü, ÷òî 7 èç 8 èññëåäóåìûõ ãðóïï (êðîìå êîëü-
öà àäåíèíà) ÿâëÿþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ñâÿçûâàíèþ ñ
èçîìåðàìè ÄÄÏ. Òàêèì îáðàçîì, äàííûé ìåòîä ÿâëÿåòñÿ
ïåðñïåêòèâíûì äëÿ èññëåäîâàíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ÄÍÊ ñ
ïîäîáíûìè ïðåïàðàòàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-08-06876). ×àñòü ðàáîò áûëà âûïîëíåíà ñ èñïîëü-
çîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ðåñóðñíûõ öåíòðîâ Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà: «Îïòè÷åñêèå
è ëàçåðíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ âåùåñòâ», «Êðèî-
ãåííûé îòäåë», «Öåíòð äèàãíîñòèêè ôóíêöèîíàëüíûõ
ìàòåðèàëîâ äëÿ ìåäèöèíû, ôàðìàêîëîãèè è íàíîýëåêò-
ðîíèêè».

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÐÎÂÀÍÈß ÑÒÐÅÒ×-×ÓÂÑÒÂÈ-
ÒÅËÜÍÛÕ ÈÎÍÍÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ ÍÀ ÀÊÒÈÂÀÖÈÞ
ÀÍÀÁÎËÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÑÈÃÍÀËÈÍÃÀ Â M. SOLEUS
ÊÐÛÑÛ Â ÎÑÒÐÛÉ ÏÅÐÈÎÄ ÐÅÀÄÀÏÒÀÖÈÈ ÏÎÑËÅ
ÃÐÀÂÈÒÀÖÈÎÍÍÎÉ ÐÀÇÃÐÓÇÊÈ. © Ñ. À. Òûãàíîâ,
Ò. Ì. Ìèðçîåâ, Á. Ñ. Øåíêìàí. Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëî-
ãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, sentackle@yandex.ru

Ïîíèìàíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ âîññòàíîâëå-
íèÿ ïîñòóðàëüíîé ìûøöû ïîñëå àòðîôèè, âûçâàííîé
ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêîé, ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî âàæ-
íûì äëÿ êîñìè÷åñêîé ôèçèîëîãèè è ðåàáèëèòàöèîííîé
ìåäèöèíû. Òåì íå ìåíåå ïðîöåññû, çàïóñêàþùèå àíàáî-
ëè÷åñêèå ñèãíàëüíûå ïóòè â ñêåëåòíîé ìûøöå âî âðåìÿ
îñòðîãî ïåðèîäà âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ôóíêöèîíàëüíîé
ðàçãðóçêè, ÿâëÿþòñÿ ñëàáî èçó÷åííûìè. Öåëüþ äàííîãî
èññëåäîâàíèÿ áûëà îöåíêà ðîëè ñòðåò÷-÷óâñòâèòåëüíûõ
êàíàëîâ (SAC) â ðåàëèçàöèè ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà, êî-
òîðûé ìîæåò áûòü çàäåéñòâîâàí â ðåãóëÿöèè èíèöèàöèè
òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ â êàìáàëîâèäíîé ìûøöå êðûñû â ðàí-
íåì ïåðèîäå ðåàäàïòàöèè ïîñëå àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî
âûâåøèâàíèÿ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ 14-ñóòî÷íîãî àíòèîðòî-
ñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ è ïîñëåäóþùåãî 12-ñóòî÷íî-
ãî âîññòàíîâëåíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû ñàìöû êðûñ Wis-
tar. In vivo áëîêèðîâàíèå SAC âî âðåìÿ âîññòàíîâëåíèÿ
îñóùåñòâëÿëîñü ñ ïîìîùüþ èíúåêöèè õëîðèäà ãàäîëèíèÿ
(10 ìã íà 1 êã ìàññû æèâîòíîãî). Ñ ïîìîùüþ Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà ïðîèçâîäèëè àíàëèç ñòåïåíè ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ êëþ÷åâûõ ìàðêåðîâ ñèíòåçà áåëêà. Ìû íàáëþäà-
ëè äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðè-
áîñîìàëüíîé êèíàçû p70 (p70S6k), 4E-ñâÿçûâàþùåãî
áåëêà (4E-BP1), à òàêæå ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 ïîñëå
14-ñóòî÷íîãî âûâåøèâàíèÿ îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî
óðîâíÿ (p k 0.05). Â òå÷åíèå 12-÷àñîâîãî âîññòàíîâëåíèÿ
óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ýòèõ ìàðêåðîâ äîñòîâåðíî
óâåëè÷èëñÿ äàæå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (p k 0.05).
Ââåäåíèå ñîëè ãàäîëèíèÿ âî âðåìÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïðåä-
îòâðàùàëî ïîâûøåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p70s6k, áåë-
êà S6 è 4E-BP1, òåì ñàìûì îñòàâëÿÿ åãî íà êîíòðîëüíîì
óðîâíå. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêà-
çûâàþò, ÷òî SAC çàäåéñòâîâàí â ïåðåäà÷å ìåõàíè÷åñêîãî
ñèãíàëà âî âðåìÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ìåõàíè÷åñêîé
ðàçãðóçêè ñêåëåòíîé ìûøöû, à òàêæå ó÷àñòâóåò â àêòèâà-
öèè ñèãíàëüíîé ñèñòåìû mTORc1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-34-00530a).

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÐÎËÈ ßÄÅÐÍÎÉ ËÀÌÈÍÛ Â
ÓÑÒÀÍÎÂËÅÍÈÈ È ÏÎÄÄÅÐÆÀÍÈÈ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒ-
ÂÅÍÍÎÉ ÑÒÐÓÊÒÓÐÛ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ DROSOPHILA
MELANOGASTER. © Ñ. Â. Óëüÿíîâ,1, 2 Å. Å. Õðàìååâà,3, 4

À. À. Ãàëèöèíà,1, 4, 5 À. Â. Ëóæèí,1 À. À. Ãàâðèëîâ,1

Þ. ß. Øåâåëåâ,6 Ñ. Â. Ðàçèí.1, 2 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà
ÐÀÍ, Ìîñêâà, 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà,
3 Ñêîëêîâñêèé èíñòèòóò íàóêè è òåõíîëîãèé, Ñêîëêîâî,
4 Èíñòèòóò ïðîáëåì ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè èì. À. À. Õàð-
êåâè÷à, Ìîñêâà, 5 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîð-
ìàòèêè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, è 6 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíå-
òèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà, sergey.v.ulyanov@gmail.com

ßäåðíàÿ ëàìèíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áåëêîâóþ ñåòü,
âûñòèëàþùóþ ÿäåðíóþ ìåìáðàíó èçíóòðè. Îñíîâíûìè
êîìïîíåíòàìè ýòîé ñòðóêòóðû ÿäðà ÿâëÿþòñÿ ëàìèíû,
ôîðìèðóþùèå òðåõìåðíóþ ñåòü, è òðàíñìåìáðàííûå
áåëêè, òàêèå êàê ëàìèí-B-ðåöåïòîð, ýìåðèí è NET-áåëêè.
Èçâåñòíî, ÷òî ïðèëàìèíàðíîå ïðîñòðàíñòâî ÿâëÿåòñÿ ðå-
ïðåññîðíûì ÿäåðíûì êîìïàðòìåíòîì, ãäå äåïîíèðóþòñÿ
íåòðàíñêðèáèðóåìûå â äàííîì êëåòî÷íîì òèïå ãåíû è
ïðî÷èå íåàêòèâíûå ðàéîíû ãåíîìà. Ðàíåå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ìåòîäà DamID áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çíà÷èòåëüíàÿ
÷àñòü ãåíîìà ìëåêîïèòàþùèõ, äðîçîôèëû è íåìàòîäû äå-
ïîíèðîâàíà â ïðèëàìèíàðíîì ïðîñòðàíñòâå è ôîðìèðóåò
òàê íàçûâàåìûå ëàìèíîàññîöèèðîâàííûå äîìåíû (ËÀÄû),
çíà÷èòåëüíî ïåðåêðûâàþùèåñÿ ñ òîïîëîãè÷åñêè-àññîöè-
èðîâàííûìè äîìåíàìè ÒÀÄàìè. Íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâ-
íûå èññëåäîâàíèÿ, â çíà÷èòåëüíîé ìåðå íåèçâåñòíûìè
îñòàþòñÿ ìåõàíèçìû çàêðåïëåíèÿ õðîìàòèíà äðîçîôèëû
íà ÿäåðíîé ëàìèíå è åå ðîëü â ïîääåðæàíèè òðåõìåðíîé
ñòðóêòóðû ãåíîìà. Â äàííîé ðàáîòå ìû êàðòèðîâàëè òî-
ïîëîãèþ õðîìàòèíà â êëåòêàõ S2 äðîçîôèëû ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà Hi-C íà ôîíå íîêäàóíà ëàìèíà Dm0 è ïîêàçàëè,
÷òî äåïëåöèÿ ëàìèíà ïðèâîäèò ê 1) ïåðåìåùåíèþ ïðèëà-
ìèíàðíîãî õðîìàòèíà âî âíóòðåííèå îáëàñòè ÿäðà è ê
2) ïàäåíèþ ïëîòíîñòè êîíòàêòîâ âíóòðè ÒÀÄîâ. Âòîðîå
îñîáåííî âûðàæåíî â îòíîøåíèè ÒÀÄîâ, îáîãàùåííûõ
ëàìèíîàññîöèèðîâàííûìè ó÷àñòêàìè ãåíîìà. Êðîìå
òîãî, ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ChIP-seq ìû ïîêàçàëè, ÷òî
äåïëåöèÿ ëàìèíà ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì îáùåãî
óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H3 âíóòðè ÒÀÄà, ÷òî, ñî-
ãëàñíî íåäàâíî îïóáëèêîâàííîé ìîäåëè ôîðìèðîâàíèÿ
ÒÀÄîâ â ãåíîìå äðîçîôèëû, ñàìî ïî ñåáå ìîæåò ïðèâî-
äèòü ê äåêîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà âíóòðè ÒÀÄîâ. Òàêèì
îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â
ïîëüçó òîãî, ÷òî ÿäåðíàÿ ëàìèíà èãðàåò çàìåòíóþ ðîëü
â ïîääåðæàíèè ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â
ìàñøòàáå âñåãî ãåíîìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10081).

ÑÒÀÒÓÑ ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ ÐÀÑÒÓÙÈÕ ÈËÈ ÇÀÂÅÐ-
ØÈÂØÈÕ ÔÀÇÓ ÐÎÑÒÀ ÎÎÖÈÒÎÂ BOS TAURUS,
ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÔÎËËÈÊÓËÎÂ ÐÀÇÍÎÃÎ ÄÈÀ-
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ñåíêî,2 À. À. Èìàíáàåâ.1 1 ÍÀÎ «Êàçàõñêèé íàöèîíàëü-
íûé àãðàðíûé óíèâåðñèòåò», Àëìàòû, è 2 Âñåðîññèéñêèé
íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäå-
íèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã—Ïóøêèí, usen03@mail.ru

Êîìïåòåíòíîñòü äîíîðñêèõ îîöèòîâ ê çàâåðøåíèþ
ìåéîòè÷åñêîãî ñîçðåâàíèÿ è äàëüíåéøåìó îïëîäîòâîðå-
íèþ in vitro (êà÷åñòâî ãàìåòû) — ãëàâíåéøèé ôàêòîð,
îïðåäåëÿþùèé óñïåõ âñïîìîãàòåëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ
òåõíîëîãèé â ìåäèöèíå è æèâîòíîâîäñòâå. Ïîïóëÿöèÿ
îîöèòîâ, âûäåëÿåìûõ èç àíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ, ãåòåðî-
ãåííà. Ìîðôîëîãè÷åñêèå êðèòåðèè, ïðèìåíÿåìûå â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ îöåíêè îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìïëåê-
ñîâ (ÎÊÊ), íåäîñòàòî÷íî èíôîðìàòèâíû. Ïåðñïåêòèâíûì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ïðèæèçíåííîãî ÂÑÂ-òåñ-
òà, îñíîâàííîãî íà ðàçíèöå â îòâåòíîé ðåàêöèè îîöèòîâ
(îêðàñêà îîïëàçìû) â ðàçëè÷íîì ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòî-
ÿíèè ïðè âîçäåéñòâèè áðèëëèàíòîâîãî êðèñòàëëè÷åñêîãî
ãîëóáîãî (ÂÑÂ). Îñíîâà òåñòà — ñïîñîáíîñòü ôåðìåíòà
Ã6ÔÄ êîíâåðòèðîâàòü îêðàñêó BÑB èç ãîëóáîé â áåñöâåò-
íóþ â ðàñòóùèõ îîöèòàõ (ÂÑÂ–), â öèòîïëàçìå çàâåðøèâ-
øèõ ñòàäèþ ðîñòà îîöèòàõ (ÂÑÂ+) îîïëàçìà íå òåðÿåò
öâåò. Âûõîä ýìáðèîíîâ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû, ïîëó÷åí-
íûõ ïðè îïëîäîòâîðåíèè in vitro îîöèòîâ ÂÑÂ+, çíà÷è-
òåëüíî âûøå, ÷åì ïðè îïëîäîòâîðåíèè îîöèòîâ ÂÑÂ–

(Alm et al. 2005. Theriog. 63 : 2194—2205). Âûÿâëåíèå
îñîáåííîñòåé ôèçèîëîãèè îîöèòîâ ÂÑÂ– ïîçâîëèò ðàçðà-
áîòàòü ìåòîäû äîçðåâàíèÿ in vitro îîöèòîâ, íå çàâåðøèâ-
øèõ ôàçó ðîñòà in vivo. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ —
àíàëèç õðîìàòèíà ÂÑÂ-òåñòèðîâàííûõ îîöèòîâ (êîëè÷å-
ñòâî ÿäðûøåê) èç ôîëëèêóëîâ ðàçíîãî äèàìåòðà. ÎÊÊ èç-
âëåêàëè èç ôîëëèêóëîâ ñ âûñîêèì òóðãîðîì è îáøèðíîé
ñåòüþ êàïèëëÿðîâ, äèàìåòðàìè k 3 ìì, 3—5 ìì è� 6 ìì.
Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè îîöèòû ñ ãîìîãåííîé
îîïëàçìîé, ðàâíîìåðíîé ïî øèðèíå çîíîé ïåëëþöèäà,
îêðóæåííûå íå ìåíåå 5—6 ñëîÿìè êóìóëþñíûõ êëåòîê.
Ïîñëå èçâëå÷åíèÿ ÎÊÊ ïîäâåðãàëè â òå÷åíèå 90 ìèí âîç-
äåéñòâèþ 26 ìêM ÂÑÂ (B-5388), ðàñòâîðåííîì â PBS, èí-
êóáèðîâàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 38.5 °C. Õðîìàòèí âè-
çóàëèçèðîâàëè 10 ìêg/ml DAPI (4R,6-diamidino-2-phenylin-
dole) â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì ðàíåå ïðîòîêîëîì
(Kyogoku et al. 2011. Mol. Repr. Develop. 78 : 426—435).
Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ðåàãåíòû ïðîèçâîäñòâà
ôèðìû Sigma (Sigma-Aldrich). Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè íà
ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Carl Zeiss Axio Imager.A2m.
Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçîâàëè t-êðèòåðèé
Ñòüþäåíòà. Ïîäñ÷åò ÷èñëà ÿäðûøåê îñóùåñòâëÿëè â
îîöèòàõ íà ñòàäèè äèïëîòåíû (äèôôóçíàÿ). Äîñòîâåð-
íîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäíèõ çíà÷åíèé îöåíèâà-
ëè ïðè òðåõ óðîâíÿõ çíà÷èìîñòè — p k 0.05, p k 0.01 è
p k 0.001 äëÿ 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Âñåãî ïðî-
àíàëèçèðîâàí 151 îîöèò — 85 ÂÑÂ+ è 66 ÂÑÂ–. Â ðåçóëü-
òàòå ýêñïåðèìåíòîâ áûëè âûÿâëåíû äîñòîâåðíûå ðàçëè-
÷èÿ â êîëè÷åñòâå ÿäðûøåê (ñðåäíåå ÷èñëî ÿäðû-
øåê/îîöèò) ìåæäó îîöèòàìè ÂÑÂ+ è ÂÑÂ–, âûäåëåííûìè
èç ôîëëèêóëîâ ðàçíîãî äèàìåòðà. Òàê, â îîöèòàõ ÂÑÂ+ èç
ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì k 3 ìì ýòîò ïîêàçàòåëü ñîñòàâèë
8.9 � 2.8, äèàìåòðîì îò 3 äî 5 ìì — 5.2 � 1.9, äèàìåòðîì
� 6 ìì — 3.8 � 1.7, à â îîöèòàõ ÂÑÂ– — 31.7 � 5.3,
27.8 � 6.2 è 24.9 � 5.8 ñîîòâåòñòâåííî (p k 0.01). Â ïðî-
öåññå ðîñòà ôîëëèêóëà îòìå÷åíà òåíäåíöèÿ ê ñíèæåíèþ â
êîëè÷åñòâå ÿäðûøåê êàê â îîöèòàõ ÂÑÂ+, òàê è â îîöè-
òàõ ÂÑÂ– , ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ñíèæåíèè ñèíòåòè÷å-
ñêèõ ïðîöåññîâ â çàâåðøàþùèõ ôàçó ðîñòà îîöèòàõ. Ñ

ó÷åòîì òîãî, ÷òî êîìïåòåíòíîñòü ê ñîçðåâàíèþ ïðèîá-
ðåòàåòñÿ îîöèòîì ëèøü ïî çàâåðøåíèè ôàçû ðîñòà, îòáîð
äëÿ ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ ÂÑÂ+,
êàê çàâåðøèâøèõ ôàçó ðîñòà îáúÿñíÿåò èõ âûñîêèå ïðî-
ñïåêòèâíûå ïîòåíöèè ê ñîçðåâàíèþ è îïëîäîòâîðåíèþ
in vitro.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè Ðåñïóáëèêè Êàçàõñòàí
(0115ÐÊ00728).

ßÄÅÐÍÛÉ ÐÅÖÅÏÒÎÐ NR4A3 ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÓÑÒÎÉ×È-
ÂÎÑÒÜ ÊËÅÒÎÊ ÐÀÊÀ ÌÎËÎ×ÍÎÉ ÆÅËÅÇÛ Ê ÄÎ-
ÊÑÎÐÓÁÈÖÈÍÓ. © Î. À. Ôåäîðîâà,1 Ò. Ñ. Ëåîíîâà,1, 2

À. À. Äàêñ,1 Î. Þ. Øóâàëîâ,1 Å. À. Âàñèëüåâà,1 À. Â. Ïåòó-
õîâ,1, 3 Í. À. Áàðëåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò è 3 Íàöèîíàëüíûé ìåäèöèíñêèé èññëåäîâà-
òåëüñêèé öåíòð èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Äîêñîðóáèöèí, ÿâëÿþùèéñÿ àíòðàöèêëèíîâûì àí-
òèáèîòèêîì, íà äàííûé ìîìåíò âõîäèò â áîëüøèíñòâî
ñòàíäàðòíûõ ñõåì õèìèîòåðàïèè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû.
Äîêñîðóáèöèí äåéñòâóåò êàê èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò,
èíãèáèðóÿ ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçó II è âûçûâàÿ äâóõöåïî-
÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ãè-
áåëè êëåòîê. Îäíàêî ðàêîâûå êëåòêè çà÷àñòóþ ïðèîáðåòà-
þò ðåçèñòåíñòíîñòü ê äîêñîðóáèöèíó, ÷òî ïðèâîäèò ê íå-
ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ. Ïîýòîìó âûÿâëåíèå íîâûõ
áèîìàðêåðîâ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î ðåçèñòåíòíîñòè ê
äîêñîðóáèöèíó, ÿâëÿåòñÿ âàæíîé çàäà÷åé ñîâðåìåííîé
ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óñèëåíèå
ýêñïðåññèè NR4A2 â êëåòî÷íîé ëèíèè ðàêà ìîëî÷íîé æå-
ëåçû MCF7 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè ïðîàïîïòî-
òè÷åñêîãî ãåíà BAX ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáèöèíîì,
÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ àïîïòîçà.
Êðîìå òîãî, äëÿ NR4A1 òàêæå áûëè ïîêàçàíû çàâèñè-
ìîñòü ýêñïðåññèè è ðàçâèòèå ðåçèñòåíòíîñòè â ñëó÷àå
ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû. ×ëåíû ñåìåéñòâà ÿäåðíûõ ðåöåï-
òîðîâ (NR4A1, NR4A2 è NR4A3) ÿâëÿþòñÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùèìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè, êîòîðûå èãðàþò
ðîëü â êëþ÷åâûõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê ýì-
áðèîíàëüíîå ðàçâèòèå, êëåòî÷íûé ìåòàáîëèçì, âîñïàëå-
íèå, ïðîëèôåðàöèÿ, ìèãðàöèÿ êëåòîê è àïîïòîç. Äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ NR4A3 íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê
ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ê äîêñîðóáèöèíó â äàííîé ðàáîòå
áûëà èñïîëüçîâàíà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ðàêà ìîëî÷íîé æåëå-
çû MDA-MB-231 ñ ðàçëè÷íûì ñòàòóñîì ýêñïðåññèè
NR4A3 (MDA-MB-231 ñ îâåðýêñïðåññèåé NR4A3 è
MDA-MB-231 ñ ïîäàâëåííîé ýêñïðåññèåé NR4A3). Çíà-
÷åíèå êîíöåíòðàöèè, âûçûâàþùåå 50%-íîå èíãèáèðîâà-
íèå ðîñòà ïîïóëÿöèè êëåòîê (IC50), ïîñëå îáðàáîòêè äî-
êñîðóáèöèíîì äëÿ êëåòî÷íîé ëèíèè MDA-MB-231 ñ
îâåðýêñïðåññèåé NR4A3 áûëè çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ó
êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, óñèëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè NR4A3 ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ
MDA-MB-231 ñòàíîâèòñÿ ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíîé ê äîêñî-
ðóáèöèíó. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç è ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè ïîêàçàëè, ÷òî ïðîôèëü ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè-
÷åñêèõ ãåíîâ, òàêèõ êàê PUMA è Bax, áûë íèæå â êëåòî÷-
íîé ëèíèè ñ îâåðýêñïðåññèåé NR4A3 ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèåé ïîñëå îáðàáîòêè äîêñî-
ðóáèöèíîì. Êðîìå òîãî, ñðàâíåíèå óðîâíÿ àïîïòîçà íà
îñíîâàíèè îêðàñêè àíòèòåëàìè ê Àííåêñèíó V â êëåòî÷-
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íîé ëèíèè MDA-MB-231 ñ îâåðýêñïðåññèåé NR4A3 è
êîíòðîëüíîé ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáèöèíîì ïîêàçàëî
çàìåòíîå ñíèæåíèå ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Äàí-
íûé ýôôåêò áûë òàêæå ïîäòâåðæäåí ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëåòîê MDA-MB-231 ñ ïîäàâëåííîé ýêñïðåññèåé NR4A3.
Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûå äàííûå, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî NR4A3 îïîñðåäóåò óñòîé÷èâîñòü ê äîêñîðó-
áèöèíó â êëåòî÷íîé ëèíèè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû
MDA-MB-231.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 16-34-60228 ìîë_à_äê è 16-34-00869 ìîë_à).

ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÌÈÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÅÊ ÍÀ ÀÏÏÀÐÀÒÅ
ÃÎËÜÄÆÈ: ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß ÍÎÂÛÕ Ó×ÀÑÒÍÈ-
ÊÎÂ. © À. È. Ôîêèí,1 È. Á. Áðîäñêèé,1 Å. Ì. ×óäèíîâà,2

Å. Ñ. Íàäåæäèíà,1, 2 À. Â. Áóðàêîâ.1 1 Íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, è 2 Èíñòèòóò áåëêà
ÐÀÍ, Ïóùèíî, antburakov@genebee.msu.ru

Ìèêðîòðóáî÷êè êëåòîê æèâîòíûõ îáðàçóþò âåðåòåíî
äåëåíèÿ ïðè ìèòîçå è îáåñïå÷èâàþò âåçèêóëÿðíûé òðàíñ-
ïîðò, ïîëÿðèçàöèþ è íàïðàâëåííîå äâèæåíèå êëåòîê â
èíòåðôàçå. Àðõèòåêòóðà ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê îïðåäåëÿåò-
ñÿ ðàáîòîé öåíòðîâ èõ îðãàíèçàöèè (ÖÎÌÒ), íà êîòîðûõ
èäóò ïðîöåññû íóêëåàöèè è çàÿêîðèâàíèÿ. Â èíòåðôàçå â
êà÷åñòâå ÖÎÌÒ ïîìèìî öåíòðîñîìû ìîãóò âûñòóïàòü
òàêæå ìåìáðàíû àïïàðàòà Ãîëüäæè èëè ÿäåðíàÿ îáîëî÷-
êà. Âêëàä àëüòåðíàòèâíûõ ÖÎÌÒ â ïðîöåññ îðãàíèçàöèè
èíòåðôàçíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ñèëüíî çàâèñèò îò òèïà êëå-
òîê; ïðè ýòîì ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû èõ ðàáîòû äî ñèõ
ïîð èçó÷åíû ôðàãìåíòàðíî. Â õîäå íàøèõ èññëåäîâàíèé
ìû ïîêàçàëè, ÷òî äâå ëèíèè êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ýïè-
òåëèÿ ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè, — Vero è BS-C-1 —
ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ñòåïåíüþ ó÷àñòèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè
â îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê; ïðè ýòîì àêòèâíîñòü öåíò-
ðîñîì â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé îêàçàëàñü îäèíàêîâîé. Âû-
ÿñíèëîñü, ÷òî â êëåòêàõ Vero àïïàðàò Ãîëüäæè â êà÷åñòâå
ÖÎÌÒ ïðàêòè÷åñêè íå ðàáîòàåò, è ýòî äåëàåò èõ óäîáíûì
ýêñïåðèìåíòàëüíûì îáúåêòîì, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ìîæ-
íî âûÿâèòü ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìûé íàáîð áåëêîâ äëÿ
ðàáîòû ýòîãî àëüòåðíàòèâíîãî öåíòðà îðãàíèçàöèè. Íà
ñåãîäíÿøíèé äåíü åñòü äâå ãèïîòåçû, îáúÿñíÿþùèå óäåð-
æàíèå ìèêðîòðóáî÷åê àïïàðàòîì Ãîëüäæè. Ñîãëàñíî ïåð-
âîé, ýòî ïðîèñõîäèò ïðè ïîìîùè áåëêîâ CLASP, ñâÿçûâà-
þùèõñÿ ñ ïîâåðõíîñòüþ Ãîëüäæè ÷åðåç òðàíñìåìáðàí-
íûé áåëîê GCC185, âîçìîæíî ïðè ïîñðåäñòâå áåëêà
Arl4À. Âòîðàÿ ãèïîòåçà ïðåäïîëàãàåò ðåêðóòèðîâàíèå
ãàììà-òóáóëèíà áåëêîì AKAP450, ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ
ìåìáðàíàìè Ãîëüäæè ïðè ïîìîùè áåëêîâ GM130 è
GRASP65. ×òîáû àêòèâèðîâàòü íåðàáîòàþùèé àïïàðàò
Ãîëüäæè, ìû ýêñïðåññèðîâàëè â êëåòêàõ Vero ôëóîðåñ-
öåíòíî ñëèòûå CLASP2 è Arl4A ïîîäèíî÷êå è ñîâìåñòíî,
à òàêæå ïðèíóäèòåëüíî ïðèâÿçûâàëè íà ìåìáðàíû Ãîëü-
äæè CLASP2 è AKAP450 ïóòåì ñîçäàíèÿ õèìåðíûõ êîí-
ñòðóêöèé ñ òàðãåòèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ —
GRIP-äîìåíîì. Õîòÿ â ðÿäå ñëó÷àåâ îðãàíèçàöèÿ ìèêðî-
òðóáî÷åê â òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñèëüíî ìåíÿëàñü,
îïûòû ïî èõ âîññòàíîâëåíèþ ïîêàçàëè, ÷òî çàìåòíîãî ïî-
âûøåíèÿ àêòèâíîñòè Ãîëüäæè êàê ÖÎÌÒ íå ïðîèçîøëî.
Ýòî ãîâîðèëî î âîçìîæíîì íàëè÷èè äîïîëíèòåëüíûõ

ó÷àñòíèêîâ ïðîöåññà óäåðæàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê íà Ãîëü-
äæè. ×òîáû âûÿñíèòü ýòî, ìû ïðîâåëè êîëè÷åñòâåííûé
àíàëèç òðàíñêðèïòîìîâ êëåòîê Vero è BS-C-1 è îáíàðó-
æèëè, ÷òî òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü ïðàêòè÷åñêè
âñåõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðàíåå èçó÷åííûå áåëêè, óäåðæè-
âàþùèå ìèêðîòðóáî÷êè íà Ãîëüäæè, ñóùåñòâåííî íå
ðàçëè÷àåòñÿ. Îäíàêî çàìåòíóþ ðàçíèöó ïðîäåìîíñòðèðî-
âàëè ãåíû, êîäèðóþùèå îäíó èç èçîôîðì ãàììà-òóáóëè-
íà, ìàëîèçó÷åííûé áåëîê Arl7 òîãî æå ñåìåéñòâà, ÷òî è
Arl4A, è ïðàêòè÷åñêè íåèçó÷åííûé áåëîê, âçàèìîäåéñò-
âóþùèé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè è âõîäÿùèé â ñîñòàâ ìàòðèê-
ñà Ãîëüäæè — Jakmip2. Ìû èçãîòîâèëè ñîîòâåòñòâóþùèå
ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè è òðàíñôèöèðîâàëè èõ â êëåò-
êè Vero, ïîñëå ÷åãî àíàëèçèðîâàëè ìîðôîëîãèþ ìèêðî-
òðóáî÷åê è âîññòàíîâëåíèå èõ ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé
ðàçáîðêè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò íàì ñäå-
ëàòü ïðåäâàðèòåëüíûå âûâîäû îá îáíàðóæåíèè íîâûõ íå-
èçâåñòíûõ ðàíåå áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â óäåðæàíèè ìèê-
ðîòðóáî÷åê íà ïîâåðõíîñòè àëüòåðíàòèâíîãî öåíòðà îðãà-
íèçàöèè — àïïàðàòà Ãîëüäæè.

ÂËÈßÍÈÅ ÎÑÌÎËÈÒÎÂ ÍÀ ÊÈÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÕÀ-
ÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÈ ÔÎËÄÈÍÃÀ ÊÐÅÀÒÈÍÊÈÍÀÇÛ.
© À. Â. Ôîíèí, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alexfonin@inc-
ras.ru

Â îòâåò íà îñìîòè÷åñêèé ñòðåññ â êëåòêàõ ïðàêòè÷å-
ñêè âñåõ æèâûõ îðãàíèçìîâ ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå íèç-
êîìîëåêóëÿðíûõ îðãàíè÷åñêèõ âåùåñòâ — îñìîëèòîâ.
Âûñîêèå êîíöåíòðàöèè îñìîëèòîâ â êëåòêàõ íàáëþäàþò-
ñÿ íå òîëüêî ïðè ýêñòðåìàëüíûõ çíà÷åíèÿõ âíåêëåòî÷íî-
ãî îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ, íî òàêæå ïðè ýêñòðåìàëüíûõ
çíà÷åíèÿõ pH ñðåäû, òåìïåðàòóðû, êîíöåíòðàöèè ñîëåé
âî âíóòðèêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Â ñòðåññîâûõ óñëîâè-
ÿõ â êëåòêå ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå äîëè
ðàçâåðíóòûõ, ÷àñòè÷íî ðàçâåðíóòûõ, íåïðàâèëüíî ñâåð-
íóòûõ è àãðåãèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ. Èçâåñòíî, ÷òî
ìíîãèå îñìîëèòû ñïîñîáñòâóþò ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷å-
íèþ ñòàáèëüíîñòè íàòèâíûõ áåëêîâ, ïðåäîòâðàùàþò èõ
àãðåãàöèþ è èíäóöèðóþò ðåôîëäèíã áåëêîâ èç ðàçâåðíó-
òîãî è ÷àñòè÷íî ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ. Áîëüøèíñòâî
ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ âëèÿíèþ îñìîëèòîâ íà áåëêè, ñôî-
êóñèðîâàíî íà èññëåäîâàíèè ñòàáèëèçàöèè íàòèâíûõ
áåëêîâ â ðàñòâîðàõ îñìîëèòîâ. Ðåôîëäèíã ðàçâåðíóòûõ
áåëêîâ â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åí.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäîì îñòàíîâëåííîãî ïîòîêà èñ-
ñëåäîâàíî âëèÿíèå ðÿäà îñìîëèòîâ (òðèìåòèëàìèíîîêñè-
äà (TMAO), áåòàèíà, òàóðèíà è ñàðêîçèíà) è ñòàáèëèçàòî-
ðîâ (ãóàíèäèíêàðáîíàòà (Gdn2CO3) è ãàóíèäèíñóëüôàòà
(Gdn2SO4)) íà êèíåòè÷åñêèå ïðîöåññû ñâîðà÷èâàíèÿ è ðå-
íàòóðàöèè êðåàòèíêèíàçû èç ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ,
ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå äåíàòóðàöèè ãóàíèäèíãèäðî-
õëîðèäîì (GdnHCl). Êðåàòèíêèíàçà — äèìåðíûé áåëîê,
äîñòàòî÷íî áûñòðî ñâîðà÷èâàþùèéñÿ ñ îáðàçîâàíèåì íå-
ñêîëüêèõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé, ÷òî ïîçâîëÿåò
èññëåäîâàòü âëèÿíèå îñìîëèòîâ ðàçëè÷íîé õèìè÷åñêîé
ïðèðîäû íà ñêîðîñòü äîñòèæåíèÿ áåëêîì íàòèâíîãî è
ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé ïðè ðåôîëäèíãå. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî áåòàèí, ñàðêîçèí, òàóðèí è ÒÌÀÎ óâåëè÷èâàþò
ñêîðîñòü äîñòèæåíèÿ êðåàòèíêèíàçîé êàê íàòèâíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ, òàê è ñîñòîÿíèÿ òèïà ðàñïëàâëåííîé ãëîáóëû.
Íàèáîëåå âûñîêàÿ ñêîðîñòü ñâîðà÷èâàíèÿ êðåàòèíêèíà-
çû îáíàðóæåíà â âûñîêîêîíöåíòðèðîâàííûõ ðàñòâî-
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ðàõ ÒÌÀÎ (1—2 Ì ÒÌÀÎ). Áåëêîâûå ñòàáèëèçàòîðû
Gdn2CO3 è Gdn2SO4 óâåëè÷èâàþò ñêîðîñòü äîñòèæåíèÿ
ðàçâåðíóòîé êðåàòèíêèíàçîé ñîñòîÿíèÿ òèïà ðàñïëàâëåí-
íîé ãëîáóëû, îäíàêî â ðàñòâîðàõ ýòèõ ñîåäèíåíèé íå íà-
áëþäàåòñÿ ñâîðà÷èâàíèÿ êðåàòèíêèíàçû â íàòèâíîå ñî-
ñòîÿíèå, âåðîÿòíî âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî ïðèñóòñòâèå â
ðàñòâîðàõ Gdn2CO3 è Gdn2SO4 ïðåïÿòñòâóåò äèìåðèçàöèè
êðåàòèíêèíàçû. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî íàèáîëåå âåðîÿòíûì ìåõàíèçìîì óâåëè÷åíèÿ
ñêîðîñòè ñâîðà÷èâàíèÿ êðåàòèíêèíàçû â ðàñòâîðàõ îñìî-
ëèòîâ ÿâëÿåòñÿ èíãèáèðîâàíèå ýòèìè ñîåäèíåíèÿìè àãðå-
ãàöèè âîçíèêàþùèõ â ïðîöåññå ðåôîëäèíãà êèíåòè÷å-
ñêèõ èíòåðìåäèàòîâ áåëêà.

ÐÅÃÓËßÖÈß ÏÐÎÒÅÀËÈÇÈÍÀ ÑÈÑÒÅÌÎÉ QUORUM
SENSING. © Î. À. Öàïëèíà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Áàêòåðèè ðîäà Serratia, ñòîéêèå ê ñòàíäàðòíûì ìåòî-
äàì ñòåðèëèçàöèè è äåçèíôåêöèè, ÿâëÿþòñÿ èñòî÷íèêîì
âíóòðèáîëüíè÷íûõ èíôåêöèé. Îäíàêî ìåõàíèçìû âèðó-
ëåíòíîñòè ýòèõ áàêòåðèé èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Ðàíåå
ìû ïîêàçàëè, ÷òî ê èíâàçèè â êëåòêè ýóêàðèîò ñïîñîáíû
áàêòåðèè S. proteamaculans. Ýòà ñïîñîáíîñòü êîððåëèðóåò
ñ ñèíòåçîì â áàêòåðèÿõ S. proteamaculans àêòèí-ñïåöèôè-
÷åñêîé ïðîòåàçû ïðîòåàëèçèí è ïîÿâëÿåòñÿ òîëüêî íà
ïîçäíåé ñòàöèîíàðíîé ñòàäèè ðîñòà. Íåèíâàçèâíûå áàê-
òåðèè E. coli ïîñëå òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé, íåñóùåé
ãåí ïðîòåàëèçèíà, ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü â
êëåòêè ýóêàðèîò, à èõ ýêñòðàêòû îãðàíè÷åííî ðàñùåïëÿ-
þò àêòèí.

Ìíîãèå ôàêòîðû âèðóëåíòíîñòè áàêòåðèé ðåãóëèðóåò
ñèñòåìà Quorum Sensing (QS), îòâå÷àþùàÿ çà èíäóêöèþ
îïðåäåëåííîãî íàáîðà ãåíîâ â îòâåò íà ïîâûøåíèå ïëîò-
íîñòè ïîïóëÿöèè. Ïîäàâëåíèå ñèñòåìû QS ìîæåò óìåíü-
øàòü ñòåïåíü ïàòîãåííîñòè áàêòåðèé äëÿ æèâîòíûõ, îä-
íàêî äàííûõ î âëèÿíèè ñèñòåìû QS íà èíâàçèâíóþ àê-
òèâíîñòü áàêòåðèé íåò. Áàêòåðèè Serratia îáëàäàþò
ñèñòåìîé QS Lux-òèïà. Â ýòèõ ñèñòåìàõ ñèíòàçà SprI êà-
òàëèçèðóåò ðåàêöèþ ïîëó÷åíèÿ N-àöèë-ãîìîñåðèíëàêòî-
íà (ÀÃË). Ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ÀÃË ñâÿçûâàþòñÿ ñ
áàêòåðèàëüíûì ðåöåïòîðîì SprR, ïîçâîëÿÿ ðåãóëèðîâàòü
òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ ìèøåíåé. Çàäà÷åé ðàáîòû áûëî
îïðåäåëèòü âëèÿíèå èíàêòèâàöèè ãåíîâ ñèíòàçû SprI
è ðåöåïòîðà SprR, îñíîâíûõ ó÷àñòíèêîâ ñèñòåìû QS
(øòàììû ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ñîòðóäíèêàìè ëàáîðà-
òîðèè È. À. Õìåëü, ÈÌÃ ÐÀÍ), íà àêòèâíîñòü ïðîòåàëè-
çèíà è èíâàçèâíóþ àêòèâíîñòü áàêòåðèé S. proteamaculans.
Èíàêòèâàöèÿ ãåíà ñèíòàçû SprI ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíî-
ìó óìåíüøåíèþ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè, à èíàêòè-
âàöèÿ ãåíà ðåöåïòîðà SprR íå ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ïðî-
òåàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè áàêòåðèàëüíûõ ýêñòðàêòîâ.
Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, ðåãóëèðóåò ëè ñèñòåìà QS
ïðîòåàëèçèí íà ñòàäèè ýêñïðåññèè ïðîòåàëèçèíà èëè àê-
òèâàöèè ôåðìåíòà, ìû èññëåäîâàëè ïðîôèëü ýêñïðåññèè
ïðîòåàëèçèíà ïîñëå èíàêòèâèðîâàöèè ãåíîâ ñèñòåìû QS.
Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî èíàêòèâàöèÿ ãåíà ñèíòàçû SprI ïðèâîäèò ê
óìåíüøåíèþ ýêñïðåññèè ïðîòåàëèçèíà â 2 ðàçà, à èíàêòè-
âàöèÿ ãåíà ðåöåïòîðà SprR íå âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ ïðî-
òåàëèçèíà. Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, ïðèâîäèò ëè èçìå-
íåíèå àêòèâíîñòè ïðîòåàëèçèíà ê èçìåíåíèþ èíâàçèâíîé
àêòèâíîñòè, ñ ïîìîùüþ ìèêîáèîëîãè÷åñêîãî ìåòîäà
áûëà èññëåäîâàíà èíâàçèâíàÿ àêòèâíîñòü øòàììîâ ñ

èíàêòèâèðîâàííîé ñèñòåìîé QS. Èíàêòèâàöèÿ îáîèõ ãå-
íîâ ñèñòåìû QS ïðèâåëà ê óâåëè÷åíèþ èíâàçèâíîé àê-
òèâíîñòè áàêòåðèé â 2—3 ðàçà. Ïðè ýòîì èíàêòèâàöèÿ
ãåíà ðåöåïòîðà SprR ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ èíâàçèâíîé
àêòèâíîñòè íà ñòàäèè ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó-õîçÿèíà, à
èíàêòèâàöèÿ ãåíà ñèíòàçû SprI ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè áàêòåðèé â ðåçóëüòàòå óñèëåíèÿ
ñïîñîáíîñòè ê àäãåçèè. Ïî äàííûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè,
ñóáñòðàòîì ïðîòåàëèçèíà ìîæåò áûòü áåëîê âíåøíåé
ìåìáðàíû OmpX. OmpX ÿâëÿåòñÿ ãîìîëîãîì QS ðåãóëè-
ðóåìîãî áåëêà Rck Salmonella, ñïîñîáñòâóþùåãî àäãåçèè
áàêòåðèé. Òàêèì îáðàçîì, â ðåãóëÿöèè èíâàçèâíîé àêòèâ-
íîñòè áàêòåðèé ñ èíàêòèâèðîâàííûì ãåíîì ðåöåïòî-
ðà SprR ïðîòåàëèçèí íå çàäåéñòâîâàí, à óìåíüøåíèå àê-
òèâíîñòè ïðîòåàëèçèíà â áàêòåðèÿõ ñ èíàêòèâèðîâàííûì
ãåíîì ñèíòàçû SprI ìîæåò ïðèâîäèòü ê íàêîïëåíèþ íå-
ðàñùåïëåííîãî áåëêà OmpX è óâåëè÷åíèþ àäãåçèè è â
ðåçóëüòàòå èíâàçèè áàêòåðèé ñ èíàêòèâèðîâàííîé ñèñòå-
ìîé QS.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-74-10045).

A NEW ROLE FOR SMOOTH MUSCLE CELLS IN
ATHEROSCLEROSIS. © Olga A. Cherepanova. Depart-
ment of Molecular Physiology and Biological Physics, Ro-
bert M. Berne Cardiovascular Center, and University of Vir-
ginia, Charlottesville, VA, oac4x@virginia.edu

Atherosclerosis is a leading cause of death worldwide.
Despite success with statin treatment, there is little understan-
ding of the molecular and cellular mechanisms that can help
to reverse atherosclerotic development and/or decrease the
chances of clinical sequelae. Vascular smooth muscle cells
(SMC) are the main players during atherosclerosis develop-
ment. Unlike other myogenic cells, SMC are not terminally
differentiated and can undergo phenotypic transitions to a less
differentiated, but more synthetic, migratory and proliferative
phenotype following vascular injury as well as in disease sta-
tes including atherosclerosis (Owens et al. Physiol. Rev.,
2004). This phenotypic switching is characterized by reduced
expression of SM marker genes, including Myh11, Acta2,
Tagln and Cnn1, which have confounded efforts to clearly de-
fine the role of the process in cardiovascular disease due to
difficulties in identifying what cells are SMC-derived. Of ma-
jor importance, study from our lab, using SMC lineage tra-
cing atherosclerotic (Apoe–/–) mice, revealed that > 80 % of
SMC within atherosclerotic lesion cannot be detected using
traditional SMC endogenous lineage markers. Moreover,
more than 25 % of lesion cells expressing traditional markers
of macrophages (MÔ) and 13 % cells expressing markers of
mesenchymal stem cells are SMC-derived (Shankman et al.
Nat. Med., 2015).

To further investigate a functional role of these «hidden»
phenotypically modulated SMC during atherosclerosis deve-
lopment we generated two SMC-specific knockout mouse
lines where we deleted, exclusively in SMC, either Krup-
pel-like factor 4 (KLF4) or Octamer-binding transcriptional
factor 4 (OCT4), both iPS pluripotency factors, which play
important role in SMC phenotypic switching based on obser-
vations in vitro.

Importantly, we found that knock out of Klf4 and Oct4 in
SMC led to completely opposite effects on atherosclerotic le-
sion development. Knockout of Oct4 led to a marked increase
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in lesion size and decrease in multiple indices of plaques sta-
bility, at least in part through inhibiting SMC migration (Che-
repanova et al. Nat. Med., 2016). Knockout of Klf4 led to dec-
reased lesion size, and an increase in plaque stability at least
in part through a decrease in number of MÔ-like SMC in the
lesion (Shankman et al. Nat. Med., 2016).

Taken together, our results provide the first direct eviden-
ce that SMC play a critical role in lesion pathogenesis, but
contrary to the long-standing dogma in the field, show that
phenotypically modulated SMC can play both athero-promo-
ting as well as atheroprotective role during atherogenesis de-
pending on the direction of SMC phenotypic transition.

In addition, comparative ChIP-seq and RNA-seq analyses
on samples isolated from SMC-specific Klf4 and Oct4 knock-
out atherosclerotic lesions revealed a list of differentially re-
gulated KLF4 versus OCT4 target genes, including Toll-like
receptor 4, that can be potentially used to develop new SMC
targeting therapeutic approaches.

ÏÐÎÒÅÎÌ ÖÅËÎÌÈ×ÅÑÊÎÉ ÆÈÄÊÎÑÒÈ ÌÎÐÑÊÎÉ
ÇÂÅÇÄÛ ASTERIAS RUBENS Â ÍÎÐÌÅ È ÏÐÈ ÒÐÀÂ-
ÌÈÐÎÂÀÍÈÈ. © Ñ. Â. Øàáåëüíèêîâ, Í. Ñ. Øàðëàèìîâà,
Ä. Å. Áîáêîâ, Î. À. Ïåòóõîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, buddasvami@gmail.com

Èãëîêîæèå ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äëÿ ñðàâíèòåëüíûõ
èññëåäîâàíèé ìåõàíèçìîâ ðåãåíåðàöèè, ïîñêîëüêó îáëà-
äàþò îãðîìíûì ðåãåíåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, à òàêæå
îòíîñÿòñÿ ê âòîðè÷íîðîòûì áåñïîçâîíî÷íûì è ÿâëÿþòñÿ
ãðóïïîé, ðîäñòâåííîé õîðäîâûì, ÷òî ïîçâîëÿåò îæèäàòü
íàëè÷èÿ ñõîäñòâà â ìåõàíèçìàõ ðåãåíåðàöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èññëåäîâàíû èçìåíåíèÿ
áåëêîâîãî ñîñòàâà áåñêëåòî÷íîé öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè,
âûçâàííûå òðàâìèðîâàíèåì, íà ïðèìåðå ìîðñêîé çâåçäû
Asterias rubens. Àíàëèçèðîâàëè äâà òèïà òðàâìû: 1) ïðî-
êîë ñòåíêè òåëà è 2) îáøèðíàÿ êðîâîïîòåðÿ. Äëÿ èäåíòè-
ôèêàöèè áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ìåòîä ÂÝÆÕ-ÌÀËÄÈ
òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Â õîäå àíàëèçà áûëî
èäåíòèôèöèðîâàíî 79 áåëêîâ. Èç íèõ 54 áåëêà èìåþò
ñèãíàëüíûé ïåïòèä è ÿâëÿþòñÿ ðàñòâîðèìûìè ñåêðåòèðó-
åìûìè áåëêàìè; 9 áåëêîâ íåñóò òðàíñìåìáðàííûé äîìåí
è, âåðîÿòíî, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìåìáðàííûå ðåöåïòîðû;
äëÿ 7 áåëêîâ ïðåäñêàçàíî ÃÔÈ-çàÿêîðèâàíèå â ìåìáðàíå;
5 áåëêîâ îòíîñÿòñÿ ê öèòîïëàçìàòè÷åñêèì áåëêàì; 4 ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè íåïîëíûå. Äîìåííûé àíàëèç ïîêàçàë
íàëè÷èå 65 òèïîâ äîìåíîâ è 64 óíèêàëüíûõ äîìåííûõ àð-
õèòåêòóð: 30 îäíîäîìåííûõ, 9 äâóõäîìåííûõ è 25 ìíî-
ãîäîìåííûõ àðõèòåêòóð. Íàèáîëåå ïðåäñòàâëåííûìè
ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè ÿâëÿþòñÿ èíãèáèòîðû ïðî-
òåàç è ïàòòåðíðàñïîçíàþùèå áåëêè. Èíòåðåñíî, ÷òî
90—95 % îò îáùåãî áåëêà öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè
(6—13 ìêã/ìë) çàíèìàþò 9 ìàæîðíûõ áåëêîâ, 4 èç êîòî-
ðûõ ìîæíî îòíåñòè ê èíãèáèòîðàì ïðîòåàç. Ïîêàçàíî,
÷òî òðàâìèðîâàíèå ïðèâîäèò ê âûðàæåííûì êà÷åñòâåí-
íûì è êîëè÷åñòâåííûì èçìåíåíèÿì áåëêîâîãî ñîñòàâà
öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè. Îáíàðóæåíî 10 áåëêîâ, ïîÿâëÿ-
þùèõñÿ òîëüêî ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ è îäèíàêîâûõ äëÿ
îáîèõ òèïîâ òðàâìû. Â ÷àñòíîñòè, îáå òðàâìû ïðèâîäÿò ê
ïîÿâëåíèþ êîëëàãåíîâ è ñåðèíîâîé ïðîòåàçû, ÷òî ìîæåò
óêàçûâàòü íà àêòèâàöèþ ïðîöåññîâ ìèãðàöèè êëåòîê è ðå-
ìîäåëèðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Íàëè÷èå áîãà-
òîãî àññîðòèìåíòà èíãèáèòîðîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î âàæíî-
ñòè ìåõàíèçìîâ òîíêîé ðåãóëÿöèè ïðîòåîëèçà â îòâåòå íà
ïîâðåæäåíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-07798 À). Ìàòåðèàë ñîáðàí íà Áåëîìîð-
ñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà
ÐÀÍ.

ÁÅËÊÈ TRPC, Orai È STIM Ó×ÀÑÒÂÓÞÒ Â ÔÎÐÌÈ-
ÐÎÂÀÍÈÈ È ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÀÍÑÀÌÁËß ÄÅÏÎÓÏÐÀÂ-
ËßÅÌÛÕ ÊÀÍÀËÎÂ. © À. Â. Øàëûãèí, À. Þ. Ñêîïèí,
Ä. Î. Êîëåñíèêîâ, À. Â. Ïåðåâîçíèêîâà, Ë. Í. Ãëóøàíêîâà,
Å. Â. Êàçíà÷ååâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
a_shalygin@mail.ru

Äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû ÿâëÿþòñÿ âàæíûì çâåíîì
êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè êëåòîê. Îñíîâíûå áåëêè, ó÷àñò-
âóþùèå â äåïîóïðàâëÿåìîì âõîäå êàëüöèÿ, ýòî áåëêè
STIM, TRPC è Orai. Îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííûì ñëåäóþ-
ùåå: ôîðìèðóþò ëè áåëêè TRPC è Orai ðàçíûå êàíàëû
èëè ôîðìèðóþò îäèí ãåòåðîìåðíûé êàíàë, ðàçëè÷àåòñÿ
ëè ðåãóëÿöèÿ êàíàëîâ áåëêàìè STIM1 è STIM2. Íàìè íà
êëåòêàõ ëèíèè ÍÅK293 â êîíôèãóðàöèè cell-attached
áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû êàíàëû òðåõ òèïîâ: Ins ñ ïðîâîäè-
ìîñòüþ 5 ïÑì, Imax ñ ïðîâîäèìîñòüþ 17 ïÑì è Imin ñ ïðî-
âîäèìîñòüþ 1.2 ïÑì. Êàíàëû àêòèâèðîâàëèñü îïóñòîøå-
íèåì êàëüöèåâûõ äåïî, âûçâàííûì äîáàâëåíèåì â ðàñ-
òâîð, îìûâàþùèé êëåòêè, òàïñèãàðãèíà — áëîêàòîðà
êàëüöèåâûõ ÀÒÔàç ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà.
Êàëüöèåâûå ñåíñîðû ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà
áåëêè Stim — ýòî îñíîâíûå ðåãóëÿòîðû äåïîóïðàâëÿå-
ìûõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëå-
òîê. Äëÿ òîãî ÷òîáû ðàçäåëèòü âêëàä áåëêîâ STIM1 è
STIM2 â ðåãóëÿöèþ êàíàëîâ, ìû èñïîëüçîâàëè êëåòêè ñ
èõ îâåðýêñïðåññèåé èëè íîêäàóíîì. Â êëåòêàõ ñ îâåðýêñ-
ïðåññèåé áåëêà STIM1 àêòèâèðîâàëèñü êàíàëû Ins è Imax,
íî íå Imin. Ïðè îâåðýêñïðåññèè STIM2 áûëè àêòèâíû êà-
íàëû Imin è Imax, óìåíüøàëàñü äîëÿ êàíàëîâ Ins. Ïîäàâëåíèå
ýêñïðåññèè STIM1 óìåíüøàëî àêòèâíîñòü Imax, áëîêèðî-
âàëî Ins è óâåëè÷èâàëî Imin. Ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
áåëêà STIM2 áëîêèðîâàëî àêòèâíîñòü Imin, ïî÷òè íå âëèÿ-
ëî íà Imax è íå ìåíÿëî Ins. Òàêèì îáðàçîì, ìû âïåðâûå îá-
íàðóæèëè, ÷òî áåëêè STIM1 è STIM2 íåîäèíàêîâî ðåãó-
ëèðóþò äåïîóïðàâëÿåìûå êàíàëû ðàçíûõ òèïîâ.

Áåëêè ñåìåéñòâà TRPC, ïðåæäå âñåãî TRPC1 è
TRPC3, ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíà-
ëîâ. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàíàëû Ins ñîäåðæàò áåëîê
TRPC3, êàíàëû Imax ñôîðìèðîâàíû áåëêîì TRPC1, àêòèâ-
íîñòü êàíàëîâ Imin íå çàâèñèò îò ýòèõ áåëêîâ.

Áåëêè ñåìåéñòâà Orai òîæå ôîðìèðóþò äåïîóïðàâëÿå-
ìûå êàíàëû. Ðåçóëüòàòû îïûòîâ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,
÷òî áåëîê ORAI íåîáõîäèì äëÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êàíà-
ëîâ TRPC1 ê îïóñòîøåíèþ äåïî. Ýíäîãåííûå êàíàëû, ñî-
ñòîÿùèå èç áåëêîâ TRPC1, ïðè îïóñòîøåíèè äåïî àêòè-
âèðóþòñÿ âñëåä çà âõîäîì êàëüöèÿ ÷åðåç êàíàëû ORAI.
Îäíàêî áåëêè ORAI è TRPC1 íå ôîðìèðîâàëè ãåòåðîìåð-
íîãî êàíàëà.

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêå ñîñóùåñòâóþò äåïîóïðàâëÿ-
åìûå êàíàëû ñ ðàçíûì ìîëåêóëÿðíûì ñîñòàâîì, êîòîðûå
íåîäèíàêîâî ðåãóëèðóþòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè áåëêàìè
(STIM1 è STIM2) è áåëêàìè ORAI. Îáíàðóæåííûå íàìè
ðàçëè÷èÿ â ðåãóëÿöèè äåïîóïðàâëÿåìûõ êàíàëîâ ðàçíûõ
òèïîâ ñîçäàþò îñíîâó äëÿ ñîçäàíèÿ ñåëåêòèâíûõ ôàðìà-
êîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ, êîòîðûå áóäóò ìîäóëèðîâàòü îäíè
äåïîóïðàâëÿåìûå êàëüöèåâûå êàíàëû è íå çàòðàãèâàòü
àêòèâíîñòü äðóãèõ òèïîâ.
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Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00720Ï), Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è Ãîñ.
çàäàíèÿ.
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Ñïîñîáíîñòü âçðîñëûõ îðãàíèçìîâ ê âîññòàíîâëåíèþ
óòðà÷åííûõ ÷àñòåé òåëà è îðãàíîâ íàèáîëåå ÿðêî ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ ó ïðåäñòàâèòåëåé èãëîêîæèõ. Ïðîèñõîæäåíèå êëå-
òîê, âîâëå÷åííûõ â ðåãåíåðàòèâíûé ïðîöåññ, äî ñèõ ïîð
îñòàåòñÿ ïðåäìåòîì îáñóæäåíèé è òðåáóåò ïðèìåíåíèÿ
íîâûõ ïîäõîäîâ äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû. Ìîäåëü èñ-
ñëåäîâàíèÿ — âîññòàíîâëåíèå êëåòî÷íîãî ïóëà öåëîìè-
÷åñêîé æèäêîñòè (ÖÆ) ìîðñêîé çâåçäû Asterias rubens
ïîñëå íåçíà÷èòåëüíîé èëè îáøèðíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ïîòåðè ÖÆ.

Íèçêèé óðîâåíü ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè öåëî-
ìîöèòîâ èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü ñàìîîáíîâëåíèÿ öåëî-
ìîöèòîâ è ïðåäïîëàãàåò äðóãèå òêàíåâûå èñòî÷íèêè êëå-
òîê. Íàèáîëåå âåðîÿòíûì êàíäèäàòîì íà ýòó ðîëü ÿâëÿ-
åòñÿ öåëîìè÷åñêèé ýïèòåëèé (ÖÝ). Â ïðåäûäóùèõ
èññëåäîâàíèÿõ â ñîñòàâå ÖÝ è â ÖÆ áûëè âûÿâëåíû
ìàëûå êëåòêè ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îò-
íîøåíèåì áåç âèäèìûõ ïðèçíàêîâ öèòîäèôôåðåíöèðîâ-
êè, äîëÿ êîòîðûõ èçìåíÿåòñÿ â ïóëå öèðêóëèðóþùèõ öå-
ëîìîöèòîâ ïîñëå òÿæåëîãî òðàâìèðîâàíèÿ. Îñîáîé õà-
ðàêòåðèñòèêîé ýòèõ êëåòîê ÿâëÿëàñü ñïîñîáíîñòü ê
ïðîëèôåðàöèè in vivo è in vitro. Ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè-ïðåä-
øåñòâåííèêàìè ïóëà öåëîìîöèòîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäîì òðàíñìèññèîííîé ýëåê-
òðîííîé ìèêðîñêîïèè âûÿâëåíà ëîêàëèçàöèÿ ýòèõ êëåòîê
â ñîñòàâå ÖÝ è ïîäëåæàùåé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, ïîêà-
çàíà ìîçàè÷íîñòü ñòðîåíèÿ ÖÝ è ïîäòâåðæäåíà ñïîñîá-
íîñòü êëåòîê ê ìèãðàöèè êëåòîê èç ñîñòàâà ÖÝ.

Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â öåëîìå ìîðñêîé çâåçäû
ïðèñóòñòâóþò äâà ïóëà êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñîäåð-
æàíèþ îòäåëüíûõ êëåòî÷íûõ ìîðôîòèïîâ — öèðêóëèðó-
þùèå êëåòêè è êëåòêè, ïðèêðåïëåííûå ê ïîâåðõíîñòè
ÖÝ. Ïðè íåçíà÷èòåëüíîé òðàâìå öèðêóëèðóþùèå öåëî-
ìîöèòû âîññòàíàâëèâàþòñÿ çà ñ÷åò êëåòîê, ïðèêðåïëåííûõ
ê ïîâåðõíîñòè ÖÝ. Ïðè çíà÷èòåëüíîé ïîòåðå ÖÆ â âîñ-
ïîëíåíèè ïóëà öèðêóëèðóþùèõ êëåòîê ïðèíèìàþò ó÷àñ-
òèå ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèì îòíîøåíèåì, êîòîðûå ìåòîäè÷åñêè âûäåëÿþòñÿ â
ñîñòàâå ÖÝ êàê êëåòêè, ñëàáî ñâÿçàííûå ñ ÖÝ (ÖÝ-Ñ).
Ýòîò ïóë êëåòîê íà 50 % îáîãàùåí ìàëûìè êëåòêàìè ñ
âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì.

Ïàíîðàìíûé ïðîòåîìíûé àíàëèç áåëêîâûõ ýêñòðàê-
òîâ öåëîìîöèòîâ, ÖÝ è ïîïóëÿöèè êëåòîê ÖÝ-Ñ, ïðîâå-
äåííûé ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÌÀËÄÈ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè,
ïîêàçàë, ÷òî ñëàáî ñâÿçàííûå êëåòêè ÖÝ ïî ñîñòàâó íàè-
áîëåå ïðåäñòàâëåííûõ áåëêîâ çàíèìàþò ïðîìåæóòî÷íîå
ïîëîæåíèå ìåæäó öåëîìîöèòàìè è ÖÝ è âûÿâëÿþò ïðè-
ñóòñòâèå â ÖÝ-Ñ óíèêàëüíûõ áåëêîâ.

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

åêò 15-04-07798), ñîîòâåòñòâóåò Ãîñ. çàäàíèþ è ñïîñîá-
ñòâóåò åãî âûïîëíåíèþ.
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âàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà, antshakhov@gma-
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Öåíòðîñîìà ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíîé îðãàíåëëîé æè-
âîòíîé êëåòêè è âûñòóïàåò â êà÷åñòâå öåíòðà íóêëåàöèè è
îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê â èíòåðôàçå è ìèòîçå. Ïîìè-
ìî ýòîãî, â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ æèâîòíûõ è ÷å-
ëîâåêà öåíòðîñîìà âûïîëíÿåò ðÿä ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíê-
öèé. Â ÷àñòíîñòè, öåíòðîñîìà èãðàåò âàæíóþ ðîëü â îáåñ-
ïå÷åíèè æèçíåäåÿòåëüíîñòè ýíäîòåëèàëüíîé êëåòêè.
Ìîíîñëîé ýíäîòåëèîöèòîâ, âûñòèëàþùèé âíóòðåííþþ
ïîâåðõíîñòü êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ñëóæèò ïîëóïðîíèöà-
åìûì ñåëåêòèâíûì áàðüåðîì äëÿ ðàçëè÷íûõ ìàêðîìîëå-
êóë è ôîðìåííûõ ýëåìåíòîâ êðîâè. Çíà÷èòåëüíûé âêëàä â
îáåñïå÷åíèå áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ âíîñèò öèòî-
ñêåëåò, â òîì ÷èñëå ñèñòåìà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðî-
òðóáî÷åê. Íà ìîäåëè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ in vitro
ìû ïîêàçàëè, ÷òî öåíòðîñîìà ðàñïîëàãàåòñÿ ïðåèìóùåñò-
âåííî â ãåîìåòðè÷åñêîì öåíòðå ýíäîòåëèîöèòîâ è îðãà-
íèçóåò ìèêðîòðóáî÷êè â ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó, ò. å. â ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ áîëüøàÿ ÷àñòü ìèêðîòðóáî÷åê çàÿ-
êîðåíà íà öåíòðîñîìå, à ÷èñëî ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê
íåâåëèêî. Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê àêòèâíî âîâëå÷åíà â
ðåàêöèþ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íà ïîâðåæäàþùèå âîç-
äåéñòâèÿ õèìè÷åñêèìè àãåíòàìè (òðîìáèíîì, íîêîäàçî-
ëîì è äð.), ïðè÷åì äåïîëèìåðèçàöèÿ ïåðèôåðè÷åñêèõ
ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ íà÷àëüíûì çâåíîì â ðàçâèòèè
áàðüåðíîé äèñôóíêöèè. Ïîñëåäóþùåå ðàçâèòèå áàðüåð-
íîé äèñôóíêöèè ñâÿçàíî ñ îáðàçîâàíèåì àêòèíîâûõ
ñòðåññ-ôèáðèëë è ñæàòèåì ýíäîòåëèàëüíîé êëåòêè, ïðè-
âîäÿùåå ê íàðóøåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è îáðà-
çîâàíèþ äåôåêòîâ â ýíäîòåëèàëüíîì ìîíîñëîå. Èññëåäî-
âàíèÿ ïîâåäåíèÿ ýíäîòåëèÿ in vitro ïîçâîëèëè ïîêàçàòü,
÷òî öåíòðîñîìà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñïîñîáíà áûñòðî
ðåàãèðîâàòü íà âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ, îòâå÷àÿ âûðàæåí-
íûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè. Â õîäå ðàáîòû
áûë ïðîâåäåí àíàëèç àêòèâíîñòè öåíòðîñîìû â æèâûõ ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, ðåçóëüòàòû êîòîðîãî, âîçìîæíî,
ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç ñâèäåòåëüñòâ çíà÷èòåëüíîé âîâëå÷åí-
íîñòè öåíòðîñîìû â ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê. Öåíòðîñîìà ìîæåò âëèÿòü íà êîëè÷åñò-
âî äèíàìè÷íûõ êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè
ìèêðîòðóáî÷åê èñïîëüçîâàëè ýíäîòåëèàëüíûé ìîíîñëîé
ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (ÍÐÀÅÑ). Äèíàìèêó ìèêðî-
òðóáî÷åê èññëåäîâàëè â æèâûõ êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ïëþñ-êîíöåâîé áåëîê ìèêðîòðóáî÷åê EB3, ñëèòûé ñ
GFP. Àíàëèçèðîâàëè ñðåäíþþ ñêîðîñòü ðîñòà ïëþñ-êîí-
öà äëÿ äâóõ òèïîâ ìèêðîòðóáî÷åê — òàíãåíöèàëüíûõ
(ðàñòóùèõ âäîëü çîíû ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ) è ðàäè-
àëüíûõ (ðàñòóùèõ îò öåíòðîñîìû è îðèåíòèðîâàííûõ
â îáëàñòü ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ). Îêàçàëîñü, ÷òî ñêî-
ðîñòü ðîñòà ïëþñ-êîíöîâ ðàäèàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê
(18.00 � 0.69 ìêì/ìèí) ïðåâûøàåò ñêîðîñòü ðîñòà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 803



ïëþñ-êîíöîâ òàíãåíöèàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (16.84 �
� 0.79 ìêì/ìèí) êàê äëÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê, òàê è
äëÿ êëåòîê, èìåþùèõ ñîñåäåé (9.09 � 0.43 è 7.63 �
� 0.37 ìêì/ìèí ñîîòâåòñòâåííî). Îáùåå êîëè÷åñòâî ìèê-
ðîòðóáî÷åê, ðàäèàëüíî ðàñòóùèõ îò öåíòðîñîìû, ïðå-
âûøàåò êîëè÷åñòâî òàíãåíöèàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â
îáåèõ àíàëèçèðóåìûõ ãðóïïàõ, ïðè ýòîì â êëåòêàõ, îêðó-
æåííûõ ñîñåäíèìè, ðàäèàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê áîëüøå,
÷åì â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î ðàçëè÷èÿõ â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ è â êëåòêàõ,
êîíòàêòèðóþùèõ ñ ñîñåäíèìè. Òàêèì îáðàçîì, öåíòðîñî-
ìà ñïîñîáíà âëèÿòü íà êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéî-
íå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, à ïîñêîëüêó äèíàìè÷íûå
êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìåæêëåòî÷íû-
ìè êîíòàêòàìè, öåíòðîñîìà òåì ñàìûì âîâëå÷åíà â ðåãó-
ëÿöèþ áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 15-04-08550) è ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ ÌÃÓ
(PNR 5.13).

HUMAN STEM CELLS FOR IN VITRO DISEASE MODE-
LING. © J. C. Schwamborn. Luxembourg Centre for Systems
Biomedicine (LCSB), L-4367 Belvaux, Luxemburg.

Research on human brain development and neurological
diseases is limited by the lack of advanced experimental in
vitro models that truly recapitulate the complexity of the hu-
man brain. Here, we describe a robust human brain organoid
system that is highly specific to the midbrain derived from re-
gionally patterned neuroepithelial stem cells. These human
midbrain organoids contain spatially organized groups of do-
paminergic neurons, which make them an attractive model for
the study of Parkinson’s disease. Midbrain organoids are cha-
racterized in detail for neuronal, astroglial, and oligodendro-
cyte differentiation. Furthermore, we show the presence of
synaptic connections and electrophysiological activity. The
complexity of this model is further highlighted by the myeli-
nation of neurites. The present midbrain organoid system has
the potential to be used for advanced in vitro disease mode-
ling and therapy development.

ÝÂÎËÞÖÈß ÑÈÃÍÀËÎÂ ßÄÅÐÍÎÉ È ßÄÐÛØÊÎ-
ÂÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ. © Å. Â. Øåâàëü. Íàó÷íî-èññëåäî-
âàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À. Í. Áåëîçåðñêîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà è LIA 1066 LFR2O
French-Russian Joint Cancer Research Laboratory, Villejuif,
France, sheval_e@belozersky.msu.ru

Çà íàêîïëåíèå áåëêîâ â ÿäðå è âàæíåéøåì ÿäåðíîì
êîìïàðòìåíòå — ÿäðûøêå — îòâå÷àþò äâà òèïà ñèãíàëü-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Íàïðàâëåííûé èìïîðò áåëêîâ
â ÿäðî çàâèñèò îò âçàèìîäåéñòâèÿ ñèãíàëîâ ÿäåðíîé ëîêà-
ëèçàöèè (NLS) ñ àäàïòåðíûìè áåëêàìè êàðèîôåëèíàìè,
ïðè÷åì ýòîò ïðîöåññ ýíåðãîçàâèñèì. Íàêîïëåíèå íåêîòî-
ðûõ áåëêîâ â ÿäðûøêå îïîñðåäóåòñÿ ñèãíàëàìè ÿäðûøêî-
âîé ëîêàëèçàöèè (NoLS), êîòîðûå, êàê áûëî íåäàâíî ïî-
êàçàíî íàìè, ýëåêòðîñòàòè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÿä-
ðûøêîâûìè ÐÍÊ. Â äîêëàäå ïðåäñòàâëåíû äàííûå î òîì,
÷òî 1) NLS ìîãëè ïðåäñóùåñòâîâàòü â áåëêàõ ïðîêàðèîò â
ñîñòàâå äîìåíîâ, ñâÿçûâàþùèõ íóêëåèíîâûå êèñëîòû

èëè áåëêè; 2) â õîäå ýâîëþöèè íåêîòîðûå NLS ìîãëè
îñòàâàòüñÿ èíòåãðèðîâàíûìè â ñîñòàâå ôóíêöèîíàëüíûõ
äîìåíîâ è êîýâîëþöèîíèðîâàòü âìåñòå ñ íèìè; 3) ñòðóê-
òóðà íåêîòîðûõ ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíîâ íåÿäåðíûõ
áåëêîâ ïîçâîëÿåò èì ôóíêöèîíèðîâàòü è êàê NLS, ÷òî
òðåáóåò ðàçâèòèÿ ìåõàíèçìîâ íåäîïóùåíèÿ èìïîðòà ýòèõ
áåëêîâ â ÿäðî; 4) ëþáîé NLS ìîæåò àâòîìàòè÷åñêè
èãðàòü ðîëü NoLS ïðè äîñòàòî÷íîì ÷èñëå ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò â åãî ñîñòàâå. Äàííûå ïðî-
âåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñèã-
íàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (NLS è NoLS) ìîãóò ýâîëþ-
öèîíèðîâàòü ïàðàëëåëüíî, à òàêæå ìîãóò áûòü èíòåãðèðî-
âàíû â ñîñòàâ äîìåíîâ, ñâÿçûâàþùèõ íóêëåèíîâûå
êèñëîòû èëè áåëêè, êîýâîëþöèîíèðóÿ âìåñòå ñ ýòèìè äî-
ìåíàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-54-16001).

ÑÈÃÍÀËÜÍÛÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÌÈÎÇÈ-
ÍÎÂÎÃÎ ÔÅÍÎÒÈÏÀ Â ÏÎÑÒÓÐÀËÜÍÎÉ ÌÛØÖÅ
ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÔÓÍÊÖÈÎ-
ÍÀËÜÍÎÉ ÐÀÇÃÐÓÇÊÈ. © Á. Ñ. Øåíêìàí. Èíñòèòóò ìå-
äèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, bshenk-
man@mail.ru

Äëÿ ñêåëåòíûõ ìûøö êàê íà óðîâíå öåëîãî îðãàíà,
òàê è íà óðîâíå îòäåëüíûõ âîëîêîí êëþ÷åâîé õàðàêòåðè-
ñòèêîé ÿâëÿåòñÿ ìèîçèíîâûé ôåíîòèï, ò. å. ñîîòíîøåíèå
ýêñïðåññèðóåìûõ áûñòðûõ è ìåäëåííûõ èçîôîðì òÿæå-
ëûõ öåïåé ìèîçèíà (ÒÖÌ). Ìèîçèíîâûé ôåíîòèï (ò. å.
ïðåîáëàäàþùàÿ èçîôîðìà èëè èçîôîðìû ÒÖÌ) îïðåäå-
ëÿåò îñíîâíûå ôóíêöèîíàëüíûå, ïðåæäå âñåãî ñîêðàòè-
òåëüíûå, õàðàêòåðèñòèêè äàííîãî âîëîêíà è öåëîé ìûø-
öû. Èçâåñòíî, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ ñîêðàòèòåëüíîé àê-
òèâíîñòè îñíîâíîé ïîñòóðàëüíîé ìûøöû m. soleus â
óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî ïîñòåëüíîãî ðåæèìà, èììîáèëèçà-
öèè èëè êîñìè÷åñêîãî ïîëåòà ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ýêñ-
ïðåññèè ìåäëåííîé èçîôîðìû ÒÖÌ è óâåëè÷åíèþ ýêñ-
ïðåññèè áûñòðûõ èçîôîðì (Stevens, 1999, 2000; Pette,
2003, è äð.). Â òî æå âðåìÿ ìåõàíèçìû ýòîãî ïðîöåññà â
áîëüøîé ñòåïåíè îñòàþòñÿ íåèçó÷åííûìè. Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ íàì óäàëîñü íåñêîëüêî ïðîäâèíóòüñÿ â ïîíèìàíèè
ôèçèîëîãè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ìåäëåí-
íûõ è áûñòðûõ èçîôîðì ÒÖÌ êðûñû ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñòàíäàðòíîé òðàäèöèîííîé ìîäåëè àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî
âûâåøèâàíèÿ æèâîòíîãî. Â ýêñïåðèìåíòå ñ ïðåäîáðàáîò-
êîé æèâîòíûõ ñòèìóëÿòîðîì ÀÌÔ-àêòèâèðóåìîé ïðîòå-
èíêèíàçû (ÀÌÏÊ) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óæå â òå÷åíèå ïåð-
âûõ 24 ÷ âûâåøèâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ äîñòîâåðíîå ñíèæå-
íèå ýêñïðåññèè êàê ïðåäøåñòâåííèêà, òàê è çðåëîé ìÐÍÊ
ìåäëåííîé èçîôîðìû ÒÖÌ è áûñòðîé èçîôîðìû IIA, êî-
òîðîå çàâèñèò îò óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÀÌÏÊ è íà-
êîïëåíèÿ â ÿäðàõ ãèñòîíäåàöåòèëàçû 4 (Âèëü÷èíñêàÿ
è äð., 2016, 2017). Áûëè ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñò-
âóþùèå î çíà÷èòåëüíîì ïîâûøåíèè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ýíäîãåííîãî èíãèáèòîðà ñèãíàëüíîãî ïóòè êàëüöèíåé-
ðèí/NFAT êàëüñàðöèíà-2 â m. soleus êðûñû â óñëîâèÿõ
ðàçãðóçêè íà ôîíå ñíèæåíèÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ìåäëåííî-
ãî ìèîçèíà (Øåíêìàí è äð., 2014; Lomonosova et al.,
2016). Ýòî ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè íàáëþäàëîñü íà ôîíå
òðàíñëîêàöèè Å3-óáèêâèòèíëèãàç MuRF-1 è MuRF-2 â
ÿäðà ìûøå÷íûõ âîëîêîí (Ëîìîíîñîâà è äð., 2015; Lomo-
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nosova et al., 2016). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî (Moriscot et al.,
2010), ÷òî ýêñïðåññèÿ êàëüñàðöèíà-2 îáóñëîâëåíà ïðèñóò-
ñòâèåì MuRF-1 è MuRF-2. Íàìè áûëî òàêæå ïîêàçàíî,
÷òî ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ýêñïðåññèè ìåäëåííîé èçî-
ôîðìû ÒÖÌ ïîñëå 7 ñóò ðàçãðóçêè íàðÿäó ñ äðóãèìè ôàê-
òîðàìè îáóñëîâëåíî ñíèæåíèåì óðîâíÿ íåãàòèâíîãî ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ è ñîîòâåòñòâåííî ïîâûøåíèåì àêòèâíî-
ñòè êèíàçû ãëèêîãåíñèíòàçû GSK3beta êàê â ÿäåðíîé, òàê
è â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèÿõ, ïðè÷åì ýòî ñíèæåíèå
îïðåäåëÿåòñÿ ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ â òêàíè m. soleus
îêñèäà àçîòà, ñóïðåññèðóþùåãî ýòîò ôåðìåíò (Øàðëî
è äð., 2017). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åí ðÿä äàííûõ, óãëóá-
ëÿþùèõ è ðàñøèðÿþùèõ íàøè ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèç-
ìàõ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ìåäëåííûõ è áûñòðûõ èçî-
ôîðì ÒÖÌ â ïîñòóðàëüíîé ìûøöå â óñëîâèÿõ ðàçãðóçêè.
Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè êîñâåííî, à â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ è ïðÿìî ïîäòâåðäèòü íàøó ðàáî÷óþ ãèïîòåçó î äâóõ
îñíîâíûõ ýòàïàõ òðàíñôîðìàöèè ìèîçèíîâîãî ôåíîòèïà
ïðè ðàçãðóçêå — ïåðâè÷íîãî áëîêèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè
ìåäëåííîãî ìèîçèíà è ñòàáèëèçàöèè áûñòðîãî ôåíîòèïà.
Îäíàêî äî ñèõ ïîð ìû íå ìîæåì ïðåäñòàâèòü öåëîñòíóþ
êàðòèíó ðåãóëÿöèè ìèîçèíîâîãî ôåíîòèïà â ýòèõ óñëî-
âèÿõ. Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ òàêîé öåëîñòíîé êàðòèíû äàæå
â êà÷åñòâå ðàáî÷åé ãèïîòåçû íåîáõîäèìî ðåøåíèå ðÿäà
÷àñòíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîïðîñîâ. Â ÷àñòíîñòè,
îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêèå ôèçèîëîãè÷åñêèå ôàêòîðû
ïðèâîäÿò ê äåôîñôîðèëèðîâàíèþ ÀÌÏÊ íà ñàìîì ðàí-
íåì ýòàïå ãðàâèòàöèîííîé ðàçãðóçêè, êàêîâà ðîëü â
ýòîì ïðîöåññå èçìåíåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ ôîñôîðèëèðî-
âàííûõ è ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûõ àäåíèíîâûõ íóêëåî-
òèäîâ (ÀÒÔ, ÀÄÔ è ÀÌÔ). Íåÿñíî, ÿâëÿåòñÿ ëè àêòèâ-
íîñòü ãèñòîíäåàöåòèëàçû 4 ïî îòíîøåíèþ ê ãèñòîíàì è
êëþ÷åâûì òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðàì ñîáûòèåì, ëè-
ìèòèðóþùèì ýêñïðåññèþ ìåäëåííîãî ìèîçèíà. Íåñìîòðÿ
íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî èññëåäîâàíèé ñèãíàëüíîãî ïóòè
êàëüöèíåéðèí/NFATc1 â ñâÿçè ñ ðåãóëÿöèåé ýêñïðåññèè
ìåäëåííîé èçîôîðìû ÒÖÌ, ðîëü NFATc1 â ìåõàíèçìàõ
àêòèâàöèè ïðîìîòîðà ãåíà ìåäëåííîãî ìèîçèíà îñòàåòñÿ
íåÿñíîé. Òàêæå îñòàþòñÿ íåÿñíûìè ìåõàíèçìû, èíèöèè-
ðóþùèå ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ ýíäîãåííîãî èíãèáè-
òîðà ñèãíàëüíîãî ïóòè êàëüöèíåéðèí/NFATc1 êàëüñàðöè-
íà-2 ïðè ðàçãðóçêå.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00358).

ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÀß ÎÖÅÍÊÀ ÝÍÄÎÌÅÒÐÈÀËÜ-
ÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ ÍÀ ÐÀÍÍÅÌ ÝÒÀÏÅ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß Ñ
ÏÎÌÎÙÜÞ ÌÅÒÎÄÀ G-ÁÝÍÄÈÐÎÂÀÍÈß ÌÅÒÀ-
ÔÀÇÍÛÕ ÕÐÎÌÎÑÎÌ È ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎÃÎ ÊÀÐÈÎ-
ÒÈÏÈÐÎÂÀÍÈß. © Ì. À. Øèëèíà, Í. Í. Íèêîëüñêèé,
Ò. Ì. Ãðèí÷óê. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, shili-mariya@yandex.ru

Èñïîëüçîâàíèå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÌÑÊ) â ðåãåíåðàòèâíîé òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì
íàïðàâëåíèåì ðàçâèòèÿ ñîâðåìåííîé ìåäèöèíû. Îäíàêî
ïðèìåíåíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê òðåáóåò èõ ãåíåòè÷åñêîé
ñòàáèëüíîñòè è ñîõðàíåíèÿ îñíîâíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ
ñâîéñòâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò ÷åòêèõ äàííûõ î ãåíåòè-
÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ÌÑÊ in vitro. Äëÿ îöåíêè ãåíåòè÷å-
ñêîé ñòàáèëüíîñòè êëåòîê â ìåäèöèíñêèõ öåëÿõ ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå ìåòîäû àíàëèçà õðîìîñîì.

Öåëüþ ýòîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî îöåíèòü ãåíåòè÷å-
ñêóþ ñòàáèëüíîñòü 4 ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ) íà ðàííèõ ñòàäèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ (5—6-é ïàññàæè) ñ èñïîëüçîâàíèåì
G-áýíäèíãà è ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ. Ñ ïîìî-
ùüþ ìåòîäà êàðèîòèïèðîâàíèÿ G-áýíäèðîâàííûõ õðîìî-
ñîì áûëè âûÿâëåíû êëåòêè ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì è
ïóë êëåòîê ñ õðîìîñîìíûìè îòêëîíåíèÿìè. ýÌÑÊ 4 ëè-
íèé ðàçëè÷àëèñü ñòåïåíüþ ñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïà. Âû-
ÿâëÿåìûå îòêëîíåíèÿ îò íîðìû áûëè ñâÿçàíû ñ íàðóøå-
íèÿìè êîïèéíîñòè õðîìîñîì è õðîìîñîìíûìè ïåðå-
ñòðîéêàìè (ýêòîïè÷åñêèå êîíúþãàöèè, Ðîáåðòñîíîâñêèå
òðàíñëîêàöèè, ïîëîìêè).

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâà-
íèÿ â ëèíèÿõ ýÌÑÊ áûëè âûÿâëåíû ìèêðîäóïëèêàöèè è
ïîòåðÿ ãåòåðîçèãîòíîñòè ïî íåêîòîðûì õðîìîñîìíûì ëî-
êóñàì. Êîëè÷åñòâî õðîìîñîì ñ äóïëèêàöèÿìè è ïîòåðåé
ãåòåðîçèãîòíîñòè áûëî èíäèâèäóàëüíûì äëÿ êàæäîé ëè-
íèè.

Ïî ðåçóëüòàòàì ðàáîòû ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî êîìáè-
íàöèÿ ìåòîäîâ G-áýíäèðîâàíèÿ õðîìîñîì è ìîëåêóëÿð-
íîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ äàåò áîëåå ïîëíûå äàííûå î ãåíå-
òè÷åñêîì ñîñòîÿíèè êëåòîê â êóëüòóðå. È ïðè ïîäãîòîâêå
êëåòîê äëÿ ìåäèöèíñêèõ öåëåé öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçî-
âàíèå íåñêîëüêèõ ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà.

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

ÐÎËÜ ÀÍÃÈÎÒÅÍÇÈÍ II-ÇÀÂÈÑÈÌÎÉ ÀÊÒÈÂÀÖÈÈ
ÊÀËÜÖÈÅÂÎÃÎ ÂÕÎÄÀ Â ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒ-
ÊÀÕ ÏÎ×Å×ÍÎÃÎ ÊËÓÁÎ×ÊÀ ÏÐÈ ÄÈÀÁÅÒÈ×Å-
ÑÊÎÉ ÍÅÔÐÎÏÀÒÈÈ. © Ë. Ñ. Øóéñêèé,1, 2 Â. Â. Ëåâ÷åí-
êî,2 Î. Ïàëûãèí,2 Þ. À. Íåãóëÿåâ,1 Ä. Â. Èëàòîâñêàÿ,2

À. Â. Ñòàðóùåíêî.2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ, è 2 Ìåäèöèíñêèé êîëëåäæ øòàòà Âèñ-
êîíñèí, Ìèëóîêè, ÑØÀ, leonid.shuyskiy@gmail.com

Ïîäîöèòû — òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûå
ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè íà ïîâåðõíîñòè êàïèëëÿðîâ ïî-
÷å÷íîãî êëóáî÷êà, êîòîðûå èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â
ôèëüòðàöèè êðîâè. Ïîâðåæäåíèÿ ïîäîöèòîâ ÷àñòî íàá-
ëþäàþòñÿ ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå: ïîòåðÿ ôèçèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûõ ïîäîöèòîâ âûçûâàåò ãëîìåðóëîñêëåðîç, ïðîòå-
èíóðèþ (ïîïàäàíèå áåëêà â ìî÷ó) è â èòîãå âåäåò ê äèàáå-
òè÷åñêîé íåôðîïàòèè (ÄÍ). Ïðè÷èíîé óìåíüøåíèÿ ÷èñëà
ôóíêöèîíàëüíûõ ïîäîöèòîâ ìîæåò áûòü íàðóøåíèå
êàëüöèåâîãî ãîìåîñòàçà, â ÷àñòíîñòè àíîìàëüíàÿ àêòèâà-
öèÿ êàëüöèéïðîíèöàåìûõ èîííûõ êàíàëîâ ñåìåéñòâà
TRPC. Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàöèþ TRPC â ïîäîöèòàõ âûçû-
âàåò, íàïðèìåð, àíãèîòåíçèí II (Àíã-II); òàêæå ïîêàçàíî,
÷òî óðîâåíü öèðêóëèðóþùåãî Àíã-II ïîâûøàåòñÿ ïðè
äèàáåòå. Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëñÿ àíàëèç ýô-
ôåêòîâ Àíã-II íà êàíàëû TRPC6 â ìîäåëè äèàáåòà
1-ãî òèïà. Äèàáåò âûçûâàëè â êðûñàõ ëèíèè Dahl SS îä-
íîêðàòíîé âíóòðèáðþøèííîé èíúåêöèåé ñòðåïòîçîòîöè-
íà (ÑÒÇ) ñ ïîñëåäóþùèì âæèâëåíèåì ïîäêîæíîãî èíñó-
ëèíîâîãî èìïëàíòàòà äëÿ ïîääåðæàíèÿ óìåðåííîé ãèïåð-
ãëèêåìèè ((300 ìã/äë). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî âõîä
êàëüöèÿ, âûçûâàåìûé Àíã-II, ìîæåò áûòü óñèëåí â ïîäî-
öèòàõ â óñëîâèÿõ ÄÍ, ÷òî â äàëüíåéøåì ìîæåò ïðèâîäèòü
ê ãèáåëè ýòèõ êëåòîê è ïðîòåèíóðèè. Â õîäå âûïîëíåíèÿ
ðàáîòû áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû: ñïóñòÿ
11 íåä ïîñëå èíäóêöèè äèàáåòà ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æè-
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âîòíûõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè áûëè âûÿâëåíû
óñòîé÷èâàÿ ãèïåðãëèêåìèÿ, ïîòåðÿ âåñà è ïîëèóðèÿ. Òàê-
æå ìû íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ýêñêðåöèè ýëåêòðîëèòîâ,
ìèêðîàëüáóìèíóðèþ è ãèñòîëîãè÷åñêèå ïîðàæåíèÿ ïî÷-
êè, òèïè÷íûå äëÿ ïàöèåíòîâ ñ ÄÍ. Áûëî óñòàíîâëåíî íà-
ðóøåíèå ðåãóëÿöèè áàçàëüíîãî óðîâíÿ êàëüöèÿ â ïîäîöè-
òàõ ñâåæåâûäåëåííûõ ãëîìåðóë: óâåëè÷åíèå êîíöåíòðà-
öèè ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ â ïîäîöèòàõ íà 77-é äåíü ïîñëå
èíúåêöèè ÑÒÇ ñîñòàâëÿëî 268.3 � 30.9 íÌ, òîãäà êàê â
êîíòðîëüíîé ãðóïïå óðîâåíü áûë 131.1 � 8.9 íÌ. Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ÄÍ ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì ïðèòîêà
êàëüöèÿ â îòâåò íà Àíã-II; ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå ýêñ-
ïåðèìåíòû ïîêàçàëè óâåëè÷åíèå ÷èñëà àêòèâíûõ êàíàëîâ
ñåìåéñòâà TRPC (1.9 � 0.23 â ãðóïïå ïîñëå ÑÒÇ;
1.25 � 0.16 â êîíòðîëå). Òàêæå íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå âå-
ðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ êàíàëîâ TRPC â îòâåò íà
Àíã-II ó êðûñ ñ ðàçâèòûì äèàáåòîì: 0.6 � 0.1 ïî ñðàâíå-
íèþ ñ 0.29 � 0.12 â êîíòðîëüíîé ãðóïïå. Êðîìå òîãî,
âñòðå÷àåìîñòü àêòèâíûõ êàíàëîâ TRPC â ýêñïåðèìåíòàõ
áûëà âûøå â ïîäîöèòàõ æèâîòíûõ ñ ðàçâèòîé ãèïåðãëè-
êåìèåé (45.5 %; â êîíòðîëå — 19.6 %). Áèîõèìè÷åñêèé
àíàëèç ïîêàçàë çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ áåëêà
TRPC6 â êîðòåêñå ïî÷åê ïðè äèàáåòå (â 1.45 � 0.08 ðàçà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé). Òàêèì îáðàçîì, â
äàííîì èññëåäîâàíèè íàìè ïîëó÷åíû äîêàçàòåëüñòâà
òîãî, ÷òî Àíã-II èãðàåò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â óñèëåíèè
êàëüöèåâîãî âõîäà ÷åðåç êàíàëû TRPC6 ïðè äèàáåòå
1-ãî òèïà. Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû îòêðûâàþò íîâûå
ïåðñïåêòèâíûå íàïðàâëåíèÿ äëÿ èçó÷åíèÿ òåðàïåâòè-
÷åñêèõ ñïîñîáîâ èíãèáèðîâàíèÿ êàíàëîâ TRPC6 â ÄÍ;
äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ áóäóò íàïðàâëåíû íà èçó÷åíèå
ðîëè äåïîçàâèñèìîãî êàëüöèåâîãî âõîäà â ïîäîöèòàõ.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß DLL4-FC ÍÀ ÕÀÐÀÊÒÅÐ
ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÝÍÄÎÒÅËÈÎÖÈÒÀÌÈ ÑÎÑÓÄÈ-
ÑÒÎÉ ÑÅÒÈ Â ÓÑËÎÂÈßÕ IN VITRO. © Í. Ì. Þäèíöå-
âà, Ì. È. Áëèíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Êðîâîñíàáæåíèå ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ è îïðå-
äåëÿþùèõ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ óñïåøíîãî âîññòà-
íîâëåíèÿ ïîâðåæäåííûõ òêàíåé è îðãàíîâ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ êëåòî÷íûå ïðîäóêòû èëè êîíêðåòíûå ñîåäèíåíèÿ,
íàïðàâëåííûå íà ñòèìóëèðîâàíèå è ôîðìèðîâàíèå ñîñó-
äîâ ïðè âîññòàíîâëåíèè ïîâðåæäåííîé òêàíè, îòñóòñòâó-
þò. Îäíèì èç òàêèõ ïðåäïîëàãàåìûõ ôàêòîðîâ ìîæåò
ñòàòü òðàíñìåìáðàííûé ëèãàíä Dll4-Fc. Èçâåñòíî î åãî
ïîëîæèòåëüíîì âëèÿíèè íà ôîðìèðîâàíèå ñîñóäèñòîé
ñåòè êàïèëëÿðîâ â ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ ðåòèíîïàòèè è
èøåìèè òêàíåé ó ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ (Lobov et al.,
2007, 2011). Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì
êóëüòèâèðîâàíèè äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìîãóò îêàçû-
âàòü âëèÿíèå íà ñêîðîñòü è õàðàêòåð ôîðìèðîâàíèÿ ýíäî-
òåëèîöèòàìè (ÝÖ) ñîñóäèñòûõ ñòðóêòóð. Îäíàêî äàííûå
ïî îöåíêå äåéñòâèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî ëèãàäà Dll4-Fc íà
êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ÷åëîâåêà â óñëîâèÿõ in vitro îò-
ñóòñòâóþò. Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëàñü îöåíêà âëèÿíèÿ
òðàíñìåìáðàííîãî ëèãàíäà Dll4-Fc íà õàðàêòåð ôîðìèðî-
âàíèÿ ÝÖ ñîñóäèñòîé ñåòè ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè ñ äåðìàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè (ÄÔ) â òðåõìåðíûõ
óñëîâèÿõ. Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÖ âûïîëíÿëè â äâóõ âàðè-
àíòàõ — íà ïîâåðõíîñòè è âíóòðè êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ â
ïðèñóòñòâèè (â îòñóòñòâèå) ôèáðîáëàñòîâ. Ââåäåíèå
Dll4-Fc îñóùåñòâëÿëè íåïîñðåäñòâåííî ïðè ïðèãîòîâëå-

íèè êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ (äî ìîìåíòà åãî ïîëèìåðèçàöèè)
ñ êîíöåíòðàöèåé 100 íã/ìë. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëü-
çîâàëè êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â êîëëàãåíîâîì ãåëå áåç
äîáàâëåíèÿ áåëêà. Ñðîêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëè
3 ñóò. Îöåíêó õàðàêòåðà ôîðìèðîâàíèÿ ñîñóäèñòîé ñåòè
è ôîòîãðàôèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòè-
ðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Nicon íà ñðîêàõ 1—3 ñóò. Ôîòî-
ãðàôèè áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
Image J. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Dll4-Fc îêàçûâàåò âëèÿíèå íà
õàðàêòåð ôîðìèðîâàíèÿ ÝÖ ñîñóäèñòîé ñåòè ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè êëåòîê âíóòðè ãåëÿ, â òî âðåìÿ êàê ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè èõ íà åãî ïîâåðõíîñòè òàêîãî âëèÿíèÿ íå îáíà-
ðóæåíî. Êðîìå òîãî, âûÿâëåíî ðàçëè÷èå â õàðàêòåðå ôîð-
ìèðîâàíèÿ ñîñóäèñòûõ ñòðóêòóð ïðè ñîâìåñòíîì è
ðàçäåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ýíäîòåëèîöèòîâ è ôèáðî-
áëàñòîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëà-
ãàòü âîçìîæíîñòü ðàçðàáîòêè è ñîçäàíèÿ íîâîãî êëåòî÷-
íîãî ïðîäóêòà, íàïðàâëåííîãî íà ñòèìóëèðîâàíèå è ôîð-
ìèðîâàíèå ñîñóäîâ ïðè âîññòàíîâëåíèè ïîâðåæäåííîé
òêàíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-29-04852 îôè_ì).

ÕÐÎÌÎÑÎÌÍÛÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß Â ËÈÍÈßÕ ÌÅÇÅÍ-
ÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ, ÏÎËÓ-
×ÅÍÍÛÕ ÈÇ ÐÀÇÍÛÕ ÒÊÀÍÅÉ, ÍÀ ÐÀÍÍÈÕ ÝÒÀ-
ÏÀÕ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß. © Ò. Ê. ßêîâëåâà, Â. È. Òó-
ðèëîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,
tyak@incras.ru

Èçó÷åíèå êàðèîòèïîâ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ñîõðàíåíèÿ
íîðìàëüíîãî êàðèîòèïà è âûÿâëåíèÿ âîçìîæíûõ õðîìî-
ñîìíûõ èçìåíåíèé â ïðîöåññå ýêñïàíñèè in vitro íåîáõî-
äèìî äëÿ áåçîïàñíîãî ïðèìåíåíèÿ ýòèõ êëåòîê â ðåãåíå-
ðàòèâíîé ìåäèöèíå. Ïîñòîÿííî ðàñòåò ÷èñëî ëèíèé ÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ òêàíåé, è èññëåäîâàíèé, ïîñâÿ-
ùåííûõ îöåíêå èõ ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Â îñíîâ-
íîì ÌÑÊ ex vivo ñîõðàíÿþò íîðìàëüíûé äèïëîèäíûé êà-
ðèîòèï. Â òî æå âðåìÿ â îòäåëüíûõ ëèíèÿõ ÌÑÊ îòìå÷å-
íû ðàçíîîáðàçíûå ÷èñëåííûå è ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè
õðîìîñîì, â òîì ÷èñëå è êëîíàëüíûå. Íå èñêëþ÷àåòñÿ è
âåðîÿòíîñòü çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ÌÑÊ â
óñëîâèÿõ in vitro.

Ìåòîä äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì
íà G-äèñêè ïðèíÿò â êà÷åñòâå äîñòàòî÷íî èíôîðìàòèâíî-
ãî è îáÿçàòåëüíîãî äëÿ àíàëèçà õðîìîñîìíîé ñòàáèëüíî-
ñòè ÌÑÊ. Ê ïðåèìóùåñòâàì ýòîãî ìåòîäà ìîæíî îòíåñòè
âîçìîæíîñòü ïîêëåòî÷íîãî àíàëèçà êàðèîòèïîâ è âûÿâëå-
íèå øèðîêîãî ñïåêòðà õðîìîñîìíûõ àíîìàëèé îò àíåóï-
ëîèäèè è ðàçðûâîâ õðîìîñîì äî ñëîæíûõ ñòðóêòóðíûõ
ïåðåñòðîåê. Îäíàêî âîïðîñû î òîì, êàêîå êîëè÷åñòâî ìå-
òàôàçíûõ ïëàñòèíîê äîëæíî áûòü êàðèîòèïèðîâàíî, êà-
êèå òèïû èçìåíåíèé ñëåäóåò îòíåñòè ê «îïàñíûì», ÿâëÿ-
þòñÿ õðîìîñîìíûå àíîìàëèè â ÌÑÊ ñëó÷àéíûìè èëè
ñïåöèôè÷íûìè è êàêîâà çíà÷èìîñòü âûÿâëÿåìûõ èçìåíå-
íèé, îñòàþòñÿ îòêðûòûìè.

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà êàðèîòèïîâ ëèíèé
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ â Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ èç ðàçíûõ
òêàíåé ÷åëîâåêà: Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà
äâóõ äîíîðîâ (MSCWJ-1 è MSCWJ-2), ñóáýïèêàðäèàëü-
íîé æèðîâîé òêàíè äâóõ äîíîðîâ (ÌÑÊ ÑÝÆÒ-1 è ÌÑÊ
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ÑÝÆÒ-2), ýíäîìåòðèÿ (ýÌÑÊ) è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ êîæè âåê òðåõ äîíîðîâ ðàçíîãî âîçðàñòà (DF-1, DF-2
è DF-3). Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ñ ïîìîùüþ îêðàøèâà-
íèÿ õðîìîñîì íà G-äèñêè âûïîëíåí íà 6-ì ïàññàæå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê, çà èñêëþ÷åíèåì ýÌÑÊ, êàðèîòèï
êîòîðûõ àíàëèçèðîâàëè íà 2-ì ïàññàæå. Êàðèîòèïèðîâà-
ëè 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê êàæäîé ëèíèè.

Ïîêàçàíî, ÷òî âñå êëåòî÷íûå ëèíèè ñîõðàíÿëè íîð-
ìàëüíîå äèïëîèäíîå ÷èñëî õðîìîñîì, ðàâíîå 46, è õàðàê-
òåðèçîâàëèñü íèçêîé äîëåé ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â ïîïó-
ëÿöèè îò 0.2 (DF-3) äî 2.8 (ÌÑÊ ÑÝÆÒ-1) %. Èñêëþ÷å-
íèå ïðåäñòàâëÿëà ëèíèÿ ýÌÑÊ, â êîòîðîé îáíàðóæåíî
5 % ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê.

Èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû õðîìîñîì âñòðå÷àëèñü ñ ðàç-
íîé ÷àñòîòîé â ðàçíûõ ëèíèÿõ è èìåëè ðàçëè÷íûé õàðàê-
òåð. Ïî òèïó õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé âûäåëÿëè õðîìà-
òèäíûå è õðîìîñîìíûå ðàçðûâû, òðàíñëîêàöèè, äåëåöèè,
èíâåðñèè è êîìïëåêñíûå ðåàðàíæèðîâêè õðîìîñîì. Ïðè
àíàëèçå ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé îáùèõ äëÿ âñåõ ëèíèé
õðîìîñîì è õðîìîñîìíûõ ëîêóñîâ íå âûÿâëåíî.

Íàèáîëåå ñòàáèëüíûé êàðèîòèï âûÿâëåí â ëèíèÿõ
ÌÑÊ ÑÝÆÒ-1 è ÌÑÊ ÑÝÆÒ-2, â êîòîðûõ îáíàðóæåíû 3
è 2 % êëåòîê ñ ðàçðûâàìè õðîìîñîì ñîîòâåòñòâåííî.
Êîìïëåêñíûå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì âûÿâ-
ëåíû ëèøü â 1 èç 100 êëåòîê ëèíèè ÌÑÊ ÑÝÆÒ-2.

Íàïðîòèâ, íàèáîëåå âûñîêèé óðîâåíü õðîìîñîìíîé
íåñòàáèëüíîñòè íàáëþäàëñÿ â ëèíèè ýÌÑÊ, â êîòîðîé
âûÿâëåíî 22 % êëåòîê ñ íàðóøåíèÿìè ñòðóêòóðû õðîìî-

ñîì, âêëþ÷àÿ 20 % êëåòîê ñ ðàçðûâàìè õðîìîñîì è 4 %
êëåòîê ñî ñòðóêòóðíûìè ïåðåñòðîéêàìè. Ñêîðåå âñåãî,
ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íåïðèãîäíîñòè 2-ãî ïàññà-
æà äëÿ êîððåêòíîé îöåíêè êàðèîòèïà ýÌÑÊ.

Ëèíèè äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, âûäåëåííûå îò
ðàçíûõ äîíîðîâ, òàêæå ðàçëè÷àëèñü ïî óðîâíþ õðîìî-
ñîìíûõ àíîìàëèé. Â êëåòêàõ DF-1 îáíàðóæåíû ïðåèìó-
ùåñòâåííî ðåöèïðîêíûå òðàíñëîêàöèè (5 % êëåòîê), îäíà
èç êîòîðûõ, ïåðåñòðîéêà îáîèõ ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû 11,
îêàçàëàñü êëîíàëüíîé. Â êëåòêàõ DF-3 íàðÿäó ñ òðàíñëî-
êàöèÿìè âûÿâëåíû ðàçðûâû, äåëåöèè è èíâåðñèè õðîìî-
ñîì (12 % êëåòîê). Â êëåòêàõ ëèíèè DF-2 ñòðóêòóðíûõ
ïåðåñòðîåê õðîìîñîì íå îáíàðóæåíî, íî âûÿâëåíà êëåòêà
ñ ÷èñëîì õðîìîñîì 49 (49, XX,+8,+11,+16).

Â ëèíèè MSCWJ-1 îáíàðóæåíû äâå êëåòêè ñ ÷èñëàìè
õðîìîñîì 47 (47, XX,+2) è 52 (52, XX,+X,+2,+7,+8,+19,
+19) è 6 % êëåòîê ñ ðàçðûâàìè è äåëåöèÿìè õðîìî-
ñîì. Íàêîíåö, â ëèíèè MSCWJ-2 îáíàðóæåíà åäèíñòâåí-
íàÿ, íî êëîíàëüíàÿ ïåðåñòðîéêà õðîìîñîìû 7 (18 % êëå-
òîê).

Òàêèì îáðàçîì, õðîìîñîìíàÿ íåñòàáèëüíîñòü ÌÑÊ,
ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíà ñ àäàïòàöèåé êëåòîê ê óñëîâèÿì in
vitro è èìååò èíäèâèäóàëüíûé õàðàêòåð, îáóñëîâëåííûé
êàê îñîáåííîñòÿìè ãåíîìà äîíîðà, òàê è òèïîì òêàíè, èç
êîòîðîé âûäåëåíû ÌÑÊ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæ-
äàþò âàæíîñòü öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ïðè ðàçðàáîò-
êå êðèòåðèåâ îöåíêè áåçîïàñíîñòè ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ â
êëåòî÷íîé òåðàïèè.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 807


