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Ê. È. Ïåðåïåëèíà è äð.
Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà ìèîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ïåðâè÷íûõ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê

ßäåðíûå ëàìèíû îáðàçóþò ÿäåðíóþ ëàìèíó, ëîêàëèçîâàííóþ ïîä âíóòðåííåé ÿäåðíîé ìåìáðàíîé.
Ðàíåå ñ÷èòàëè, ÷òî ÿäåðíàÿ ëàìèíà â îñíîâíîì âûïîëíÿåò ñòðóêòóðíóþ ðîëü, îäíàêî áûëî ïîêàçàíî åå
ó÷àñòèå â ðåãóëÿòîðíûõ ïðîöåññàõ, îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ìóòà-
öèè â ãåíå LMNA âåäóò ê ðàçâèòèþ áîëüøîãî ÷èñëà çàáîëåâàíèé, ëàìèíîïàòèé, ïðè êîòîðûõ ïðåèìóùå-
ñòâåííî ïîðàæàþòñÿ òêàíè ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Â íàñòîÿùèé ìîìåíò ìåõàíèçìû, ïîñðåäñò-
âîì êîòîðûõ ëàìèíû ìîãóò ðåãóëèðîâàòü äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, îñòàþòñÿ íå äî êîíöà èçó÷åííûìè.
Â äàííîé ðàáîòå ìû èçó÷àëè âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà ïðîöåññ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè
ïåðâè÷íûõ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê ìûøè è êëåòîê ëèíèè Ñ2Ñ12. Ãåíîì ñàòåëëèòíûõ êëåòîê è êëåòîê ëè-
íèè Ñ2Ñ12 áûë ìîäèôèöèðîâàí ïóòåì ââåäåíèÿ ëåíòèâèðóñíûõ êîíñòðóêòîâ, êîäèðóþùèõ LMNA
G232E, àññîöèèðîâàííîé ñ ðàçâèòèåì ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Ýìåðè—Äðåéôóñà, è LMNA R571S, àññîöè-
èðîâàííîé ñ ðàçâèòèåì äèëàòàöèîííîé êàðäèîìèîïàòèè. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê áûëà îöåíåíà ñ ïîìîùüþ
èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ìåòîäèê, óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ-ìàðêåðîâ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè
áûë ïðîàíàëèçèðîâàí ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî àíàëèçèðóåìûå
ìóòàöèè ñíèæàþò ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê äèôôåðåíöèðîâêå, à èìåííî ê ñëèÿíèþ ìèîáëàñòîâ è ôîðìèðî-
âàíèþ ìèîòðóáîê. Áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ýòî ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå óñèëåííîé ýêñïðåññèè ìàð-
êåðîâ ðàííèõ ýòàïîâ è ñíèæåííîé ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ïîçäíèõ ýòàïîâ ìèîãåíåçà. Òàêèì îáðàçîì, ìó-
òàöèè ãåíà ëàìèíà ìîãóò âëèÿòü íà ïðîöåññ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäåðíûå ëàìèíû, ëàìèíîïàòèè, ìûøå÷íàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ñàòåëëèòíûå
êëåòêè, êëåòêè ëèíèè Ñ2Ñ12

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: LMNA — ãåí ëàìèíà, LMNA G232E — ãåí ëàìèíà ñ ìóòàöèåé G232E,
LMNA R571S — ãåí ëàìèíà ñ ìóòàöèåé R571S.

ßäåðíûå ëàìèíû îòíîñÿòñÿ ê áåëêàì ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ V òèïà. Ëàìèíû ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëî-
æåíû â ïåðèôåðè÷åñêîé ÷àñòè ÿäðà, ìåæäó âíóòðåííåé
ÿäåðíîé ìåìáðàíîé è õðîìàòèíîì. Ëàìèíû òèïà À/Ñ ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ ïî÷òè âî âñåõ òèïàõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Ëàìèíû êîäèðóþòñÿ ãåíîì LMNA,
ìóòàöèè â êîòîðîì àññîöèèðîâàíû ñ ðàçâèòèåì ëàìè-
íîïàòèé (Dubinska-Magiera et al., 2013). Ïðè ðàçâèòèè ëà-
ìèíîïàòèé ÷àùå âñåãî íàáëþäàþò òêàíåñïåöèôè÷åñêèå
íàðóøåíèÿ, ïðåèìóùåñòâåííî ïîðàæàþòñÿ òêàíè ìåçåí-
õèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ: ïîïåðå÷íî-ïîëîñàòàÿ ìóñêóëà-
òóðà, æèðîâàÿ è êîñòíàÿ òêàíè. Îäíàêî èíîãäà çàòðàãèâà-
åòñÿ ñðàçó íåñêîëüêî òèïîâ òêàíåé, ÷òî âåäåò ê ôîðìèðî-
âàíèþ ïåðåêðûâàþùèõñÿ è ñèñòåìíûõ ôåíîòèïîâ (Burke,
Stewart, 2013; Dubinska-Magiera et al., 2013; de Las Heras
et al., 2013).

Ñîãëàñíî ñòðóêòóðíîé ãèïîòåçå, ìóòàöèè â ãåíå
LMNA íàðóøàþò öåëîñòíîñòü ÿäåðíîé ëàìèíû, ÷òî â êî-
íå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ñïîñîáíîñòè ÿäðà
ïðîòèâîñòîÿòü ìåõàíè÷åñêîìó ñòðåññó (Lammerding et al.,

2004; Brosig et al., 2010; Sylvius et al., 2011). Ãèïîòåçà ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìóòàöèè â
ãåíå LMNA ïðèâîäÿò ê èçìåíåííîé ãåííîé ýêñïðåññèè âî
âðåìÿ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ìåõàíèçì ðåãóëè-
ðîâàíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ÿäåðíîé ëàìèíîé îñíîâàí íà
ïðÿìûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ ëàìèíîâ òèïà À/Ñ ñ òðàíñêðèï-
öèîííûìè ôàêòîðàìè è êîìïëåêñàìè ìîäåëèðîâàíèÿ
õðîìàòèíà (Columbaro et al., 2005; Furukawa et al., 2009).
Íåêîòîðûå àâòîðû ïðåäïîëàãàþò «êîìáèíèðîâàííóþ»
òåîðèþ, îáúåäèíÿþùóþ äâå ïðåäûäóùèå ãèïîòåçû, õîòÿ
áîëüøèíñòâî ïðèäåðæèâàþòñÿ ãèïîòåçû ãåííîé ýêñïðåñ-
ñèè (Markiewicz et al., 2006; Furukawa et al., 2009).

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü áîëüøîé èíòåðåñ âûçûâàþò ëà-
ìèíîïàòèè, ïîðàæàþùèå ìûøå÷íûå òêàíè, à èìåííî ìû-
øå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Ýìåðè—Äðåéôóñà è äèëàòàöèîííàÿ
êàðäèîìèîïàòèÿ (Dubinska-Magiera et al., 2013). Ðàçâèòèå
ëàìèíîïàòèé ÷àñòî ñâÿçûâàþò ñ íàðóøåíèåì ïðîöåññà
êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Âî âçðîñëîì îðãàíèçìå ïó-
ëîì ðåçèäåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøå÷íîé òêàíè ÿâ-
ëÿþòñÿ ñàòåëëèòíûå êëåòêè, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû ìåæ-
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äó ñàðêîëåììîé è áàçàëüíîé ëàìèíîé. Â îòâåò íà ïîâðåæ-
äåíèÿ è âûñîêóþ ôèçè÷åñêóþ íàãðóçêó ñàòåëëèòíûå
êëåòêè àêòèâèðóþòñÿ, íà÷èíàþò àêòèâíî ïðîëèôåðèðî-
âàòü è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ñíà÷àëà â ìèîáëàñòû, à çàòåì
â ìèîöèòû, êîòîðûå ñëèâàþòñÿ ñî çðåëûìè ìûøå÷íûìè
âîëîêíàìè èëè äàþò íà÷àëî íîâûì ìèîôèáðèëëàì (Mor-
gan, Partridge, 2003; Yin et al., 2013). Ýòè ïðîöåññû ðåãó-
ëèðóþòñÿ òåìè æå ãåíàìè, ÷òî è ìûøå÷íàÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêà â ýìáðèîãåíåçå (Bentzinger et al., 2010). Ïðîöåññ
ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì
ìíîãèõ ãåíîâ è òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (Bentzinger
et al., 2012). Â íàøåé ðàáîòå îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî
ãåíó Myomaker, äëÿ êîòîðîãî áûëî ïîêàçàíî ó÷àñòèå â
ïðîöåññå ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè è ýêñïðåññèÿ íà
ïîâåðõíîñòè ìèîáëàñòîâ âî âðåìÿ èõ ñëèÿíèÿ (Millay
et al., 2013, 2014).

Ðàíåå â Ëàáîðàòîðèè ìîëåêóëÿðíîé êàðäèîëîãèè
ÔÖÑÊÝ èì. Â. À. Àëìàçîâà óæå áûëî ïîêàçàíî âëèÿíèå
ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â àäèïîãåííîì (Ìàëàøè÷å-
âà è äð., 2013) è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ (Áîãäàíîâà
è äð., 2014). Îäíàêî ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, èñ-
ïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå ìîäåëè, îêàçàëèñü ìàëîïðèìåíè-
ìû äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè
(Ñìîëèíà è äð., 2014). Ïîýòîìó â äàííîì èññëåäîâàíèè
èçó÷åíèå ïðîöåññîâ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåðâè÷íûõ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê
ìûøè è ñòàáèëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè ìûøèíûõ ìèîáëà-
ñòîâ Ñ2Ñ12.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëàñü õàðàêòåðèñòèêà âëèÿ-
íèÿ ìóòàöèé ãåíà LMNA íà ïðîöåññ ìûøå÷íîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ïåðâè÷íûõ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê ìûøè è êëå-
òîê ëèíèè Ñ2Ñ12.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âñå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â Íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêîé ëàáîðàòîðèè ìîëåêóëÿðíîé êàðäèîëîãèè Íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé áèîëî-
ãèè è ãåíåòèêè Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ôåäåðàëüíîãî ìåäèöèí-
ñêîãî èññëåäîâàòåëüñêîãî öåíòðà èì. Â. À. Àëìàçîâà.

Î á ú å ê ò û è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ïåðâè÷íûå ñàòåëëèòíûå êëåòêè ìûøè è êëåòêè ëèíèè
C2C12. Ìûøåé-ñàìöîâ ëèíèè C57BL/6 ìàññîé 16—18 ã
ïîëó÷àëè èç ïèòîìíèêà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ «Ðàïïî-
ëîâî» (Ëåíèíãðàäñêàÿ îáë.). Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ C2C12
áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Èíñòèòóòîì öèòîëîãèè
ÐÀÍ. Äëÿ ñáîðêè ëåíòèâèðóñîâ èñïîëüçîâàëè êëåòî÷íóþ
ëèíèþ HEK293-T, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííóþ ä-ðîì
Í. Àëåíèíîé (Max Delbrück Center for Molecular Medicine,
Ãåðìàíèÿ).

Ò ð à í ñ ô î ð ì à ö è ÿ á à ê ò å ð è é. Äëÿ òðàíñôîðìà-
öèè èñïîëüçîâàëè áàêòåðèàëüíûé øòàìì Top10. Cóñïåí-
çèþ êîìïåòåíòíûõ êëåòîê èíóáèðîâàëè ñ 1 ìêã ïëàçìèä-
íîé ÄÍÊ â òå÷åíèå 30 ìèí íà ëüäó. Ðåàêöèþ òåïëîâîãî
øîêà ïðîâîäèëè ïðè 42 °Ñ â òå÷åíèå 20 ñ è çàòåì 2 ìèí íà
ëüäó. Äàëåå äîáàâëÿëè 300 ìêë ïðîãðåòîé ñðåäû LB áåç
àíòèáèîòèêà è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, ïîñëå ÷åãî
100 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê âûñåâàëè íà òâåðäóþ ñðåäó ñ
àìïèöèëëèíîì (100 ìêã/ìë). Íà ñëåäóþùèé äåíü îòáèðà-
ëè âûðîñøèå òðàíñôîðìàíòû.

Â û ä å ë å í è å ï ë à ç ì è ä í î é Ä Í Ê. Ïëàçìèäíóþ
ÄÍÊ (ïÄÍÊ) âûäåëÿëè ìåòîäîì maxiprep èç îáúåìà
250 ìë æèäêîé êóëüòóðû ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêîãî íà-

áîðà HiPure Plasmid Purification Kit (Invitrogen, ÑØÀ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ï ð î è ç â î ä ñ ò â î ë å í ò è â è ð ó ñ í û õ ÷ à ñ ò è ö.
êÄÍÊ ãåíà LMNA/C êëîíèðîâàëè â ëåíòèâèðóñíûé âåê-
òîð pLVTHM (Malashicheva et al., 2007). Äëÿ ñîçäàíèÿ
ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäû, íåñóùèå
ïàêóþøèå è ôóíêöèîíàëüíûå ãåíû âèðóñà èììóíîäåôè-
öèòà ÷åëîâåêà, êàê ýòî áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ìàëàøè÷åâà
è äð., 2008).

Â û ä å ë å í è å, ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è ç à ð à æ å -
í è å ê ë å ò î ê. Ñàòåëëèòíûå êëåòêè âûäåëÿëè èç m. soleus
ñàìöîâ ëèíèè Ñ57BL/6 è êóëüòèâèðîâàëè ïî îïèñàííîìó
ðàíåå ïðîòîêîëó (Ñìîëèíà è äð., 2014). Ñàòåëëèòíûå
êëåòêè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå 8 ìêã/ìë ïîëèáðå-
íà (Sigma, Ãåðìàíèÿ), òðàíñäóöèðîâàëè êîíöåíòðàòîì âè-
ðóñíûõ ÷àñòèö (MOI = 15). Ïåðåä ïîñàäêîé íà êóëüòóðà-
ëüíóþ ïîâåðõíîñòü êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí
ñ âèðóñíûì êîíöåíòðàòîì. ×åðåç 16 ÷ ïîñëå òðàíñäóêöèè
êëåòêàì ìåíÿëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

Êëåòêè ëèíèè C2C12 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ
(Invitrogen, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ÔÁÑ, 1 % L-ãëóòà-
ìèíà (Invitrogen, ÑØÀ) è 1 % ïåíèöèëëèí-ñòðåïòîìèöè-
íà (Invitrogen, ÑØÀ) â òåðìîñòàòå (37 °Ñ, 5 % CO2,
99%-íàÿ âëàæíîñòü). Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ìåíÿëè êàæ-
äûå 2 ñóò.

Èíäóêöèþ ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïðî-
èçâîäèëè ïóòåì çàìåíû êóëüòóðàëüíîé ñðåäû íà äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íóþ ñðåäó (ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 2 % ËÑ,
1 % L-ãëóòàìèíà è 1 % àíòèáèîòèêà (Invitrogen, ÑØÀ)).
Ïåðåä ñìåíîé ñðåäû êëåòêè ïðîìûâàëè ïðîãðåòûì ôîñ-
ôàòíûì áóôåðîì. Êëåòêè äèôôåðåíöèðîâàëè â òå÷åíèå
24 ÷ è 7 ñóò.

Êëåòêè ëèíèè C2C12 áûëè òðàíñäóöèðîâàíû êîíöåí-
òðàòîì âèðóñíûõ ÷àñòèö (MOI = 5), ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå
òðàíñäóêöèè êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà áûëà òàêæå çàìåíåíà.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å ì å ÷ å í è å ê ë å ò î ê.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè õîëîäíûì 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 4 °Ñ. Êëåòêè ïåðìå-
àáèëèçîâàëè 0.05%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 â ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé â ôîñôàòíîì áóôåðå.
Áëîêèðîâàíèå íåñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ïðîèçâîäèëè
ñ ïîìîùüþ 15%-íîãî ðàñòâîðà ÔÁÑ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî óäàëÿëè èçëèøêè
ÔÁÑ. Èíêóáàöèþ ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå ïåðâè÷íûå àíòèòåëà: ìîíîêëîíàëüíûå ìûøè-
íûå àíòèòåëà ê ëàìèíó (LMNA/C, Novocastra, Ãåðìàíèÿ)
â ðàçâåäåíèè 1 : 100, ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà
ê äåñìèíó (D33, DAKO, Äàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200 è ìî-
íîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê òÿæåëûì öåïÿì ìèî-
çèíà (MF20, R&D, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 50.

Ïîñëå òðåõ îòìûâîê ïî 5 ìèí â ôîñôàòíîì áóôåðå
êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþ-
ãèðîâàííûìè ñ AlexaFluor 488 èëè AlexaFluor 546 (Invit-
rogen, ÑØÀ), â òå÷åíèå 45 ìèí â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé â ôîñôàòíîì áó-
ôåðå 3 ðàçà ïî 5 ìèí. ßäðà äîïîëíèòåëüíî îêðàøèâàëè
ðàñòâîðîì DAPI â òå÷åíèå 30 ñ. Âèçóàëèçàöèþ ðåçóëüòà-
òîâ èììóíîöèòîõèìèè ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà (Axio Observer, Zeiss, Ãåðìàíèÿ).
Äëÿ îáðàáîòêè è àíàëèçà èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ïðî-
ãðàììó AxioVision.

Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è. Èç êëåòîê ëèíèè
Ñ2Ñ12, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â ìèîãåííîì íàïðàâëåíèè,
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âûäåëÿëè ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ïðîòîêîëà âûäå-
ëåíèÿ ÐÍÊ òðèçîëîì (Trizol Reagent, ÑØÀ).

Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì íàáîðà ðåàãåíòîâ Åâðîãåí (Ðîññèÿ) ñîãëàñíî ðåêîìåí-
äàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïðåäâàðèòåëüíî îáðàçåö
îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé.

Äëÿ ïîñòàíîâêè ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè èñïîëüçî-
âàëè 5� ðåàêöèîííóþ ñìåñü qPCRmix-HS SYBR ñ èíòåð-
êàëèðóþùèì êðàñèòåëåì SYBR Green I (Åâðîãåí, Ðîñ-
ñèÿ). Êðîìå èíòåðêàëèðóþùåãî êðàñèòåëÿ â ðåàêöèè èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êîìïîíåíòû: êÄÍÊ â êà÷åñòâå
ìàòðèöû (50 íã), ïðÿìîé è îáðàòíûé ïðàéìåðû (10 ìêÌ
êàæäîãî) è ñòåðèëüíóþ âîäó äî êîíå÷íîãî îáúåìà 25 ìêë.
Ðåàêöèþ îñóùåñòâëÿëè â óñòàíîâêå 7500 Real-TimePCR-
System (LifeTechnologies, ÑØÀ). Êîëè÷åñòâåííóþ ÏÖÐ
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 45 öèêëîâ. Õîä ðåàêöèè âêëþ÷àë â
ñåáÿ ïðåäàìïëèôèêàöèîííóþ 5-ìèíóòíóþ äåíàòóðàöèþ
êÄÍÊ ïðè 95 °Ñ, 45 òðåõýòàïíûõ öèêëîâ (15-ñåêóíäíàÿ
äåíàòóðàöèÿ ìàòðèöû ïðè 95 °Ñ, çàòåì îòæèã ïðàéìåðîâ
ïðè 60 °Ñ â òå÷åíèå 30 ñ, à çàòåì 30-ñåêóíäíàÿ ýëîíãàöèÿ
ïðè 70 °Ñ) è ïîñòðîåíèå êðèâîé ïëàâëåíèÿ (15 ñ ïðè
95 °Ñ, 1 ìèí ïðè 60 °Ñ, 30 ñ ïðè 95 °Ñ, 15 ñ ïðè 60 °Ñ).

Äëÿ àíàëèçà äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â õîäå êîëè÷åñò-
âåííîé ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè, â êà÷åñòâå ìå-
òîäà ïðåäñòàâëåíèÿ îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíà áûë
èñïîëüçîâàí ìåòîä 2

T

– CΔΔ , â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîãî ãåíà
èñïîëüçîâàëè GAPDH. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçóå-
ìûõ ïðàéìåðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Äëÿ
ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðî-
ãðàììó GraphPad, ãðàôèêè ñòðîèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììû Microsoft Exñel. Äàííûå â ðåçóëüòàòàõ ïðåä-
ñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ïî âñåì ïðîâåäåííûì
ýêñïåðèìåíòàì, óêàçàíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD)
èëè îøèáêè ñðåäíåãî (SEM) äëÿ êàæäîãî ïðîàíàëèçèðî-
âàííîãî îáðàçöà. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïà-
ìè îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ
Ìàííà—Óèòíè. Äîñòîâåðíûìè ñ÷èòàëè ðàçëè÷èÿ ïðè
óðîâíÿõ çíà÷èìîñòè p < 0.05 (*) è p < 0.01 (**).

Ðåçóëüòàòû

Î ö å í ê à ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò è ê ë å ò î ÷ í î é ò ð à í ñ -
ä ó ê ö è è. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíäóêöèè â ïåðâóþ î÷åðåäü
îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè ëåíòèâèðóñà, êîäèðóþùåãî çåëå-
íûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP). Êëåòêè, çàðàæåííûå
âèðóñíûì êîíöåíòðàòîì, ýêñïðåññèðîâàëè GFP óæå ÷åðåç

72 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ. Ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè
ïîëîæèòåëüíî-òðàíñäóöèðîâàííûå êëåòêè áûëè ñïîñîá-
íû ôîðìèðîâàòü ìèîòðóáêè, êîòîðûå òàêæå ýêñïðåññèðî-
âàëè GFP íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâ-
êè (ðèñ. 1, à). Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè ñîñòàâèëà
95 � 3 %. Â ðåçóëüòàòå èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøè-
âàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ëàìèíà À/Ñ áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ýêçîãåííûé ëàìèí ëîêàëèçóåòñÿ â ÿäðå, ò. å. ïðîöåññû
òðàíñëÿöèè è òðàíñïîðòà áåëêà íå íàðóøåíû (ðèñ. 1, á).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ñðàâíåíèå ýôôåêòîâ ãåíà
ëàìèíà äèêîãî òèïà è åãî ìóòàíòíûõ ôîðì íà ïðîöåññ
ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè, ïîýòîìó òàêæå áûëî âàæíî
ñðàâíèòü ýôôåêòèâíîñòü çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñàìè, íå-
ñóùèìè ãåíû, êîäèðóþùèå ðàçíûå ôîðìû ëàìèíà. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè áûëè çàðàæåíû âèðóñàìè, íåñóùèìè ãåíû
ëàìèíà äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ëàìèíîâ, à çàòåì èíäó-
öèðîâàíû ê äèôôåðåíöèðîâêå. Îöåíêà ïîëîæèòåëü-
íî-òðàíñäóöèðîâàííûõ ÿäåð â êëåòêàõ íå âûÿâèëà çíà÷è-
ìûõ ðàçëè÷èé â ýôôåêòèâíîñòè òðàíñäóêöèè â çàâèñèìî-
ñòè îò òèïà ëàìèíà, èñïîëüçóåìîãî äëÿ çàðàæåíèÿ. Äîëÿ
ïîëîæèòåëüíî-òðàíñäóöèðîâàííûõ ÿäåð â ñëó÷àå LMNA
WT áûëà ðàâíà 30.57 % (n = 105, ãäå n — ÷èñëî ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûõ ìèîòðóáîê), â ñëó÷àå LMNA G232E —
29.93 (n = 99) è â ñëó÷àå LMNA R571S — 46.93 % (n =
= 100) (ðèñ. 1, â). Êðîìå òîãî, âèäèìûõ ðàçëè÷èé â ìîð-
ôîëîãèè ÿäåð òàêæå çàôèêñèðîâàíî íå áûëî.

Î ö å í ê à â ë è ÿ í è ÿ ì ó ò à ö è é ã å í à L M N A í à
ì î ð ô î ë î ã è þ ì è î ò ð ó á î ê. Äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåí-
òû áûëè íàïðàâëåíû íà îöåíêó âëèÿíèÿ ìóòàöèé ãåíà ëà-
ìèíà (LMNA G232E è LMNA R571S) íà ïðîöåññ ôîðìèðî-
âàíèÿ ìèîòðóáîê ïåðâè÷íûìè ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè
ìûøè, âûäåëåííûìè èç m. soleus. Ñàòåëëèòíûå êëåòêè
òðàíñäóöèðîâàëè âèðóñîì, íåñóùèì ãåí ëàìèíà äèêîãî
òèïà (LMNA WT) èëè åãî ìóòàíòíóþ ôîðìó (LMNA
G232E èëè LMNA R571S). Çàòåì êëåòêè äèôôåðåíöèðîâà-
ëè â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè â òå÷åíèå
7 ñóò. Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè íàáëþäàëè ñëèÿíèå
êëåòîê è ôîðìèðîâàíèå ìèîòðóáîê. Ìîðôîëîãèþ ìèî-
òðóáîê îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà äåñìèí è òÿæåëûå öåïè ìèîçèíà
(ðèñ. 1, ã). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ âûñòóïàëè ìèîòðóáêè,
ñôîðìèðîâàííûå ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþ-
ùèìè ýêçîãåííûé ëàìèí äèêîãî òèïà èëè ýíäîãåííóþ
ôîðìó ëàìèíà (ìèîòðóáêè, îáðàçîâàííûå íåòðàíñäóöèðî-
âàííûìè ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè).

Ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ ïîêà-
çàíî, ÷òî êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ìóòàíòíûå ôîðìû ëà-
ìèíà, îáðàçóþò áîëåå êîðîòêèå ìèîòðóáêè, à òàêæå ìèî-
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ

Íàçâàíèå
ïðàéìåðà

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðÿìîãî ïðàéìåðà

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
îáðàòíîãî ïðàéìåðà

Six1 ATGCTGCCGTCGTTTGGTT CCTTGAGCACGCTCTCGTT

Pax3 CGATGGCATCCTGAGTGAGC GCCGTGAAGGTGGTTCTGC

Myf5 AAGGCTCCTGTATCCCCTCAC TGACCTTCTTCAGGCGTCTAC

Myomaker CCTGTGATGGGCCTGGTTTGTC GGTTCATCAAAGTCGGCCAGTGC

MyoD1 CTGCCTTCTACGCACCTGGAC GGGCCGCTGTAATCCATCATGC

MyoG GAGACATCCCCCTATTTCTACCA GCTCAGTCCGCTCATAGCC

Myh4 GGCTGAGGAGGCTGAGGAAC CTTCTCCACCACCTCCTCCAC

Mrf4 CAGTGGCCAAGTGTTTCGGATCA CTTCTCCACCACCTCCTCCAC

GAPDH GGATCTGACGTGCCGCCTG GAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTGC



òðóáêè, â êîòîðûõ íàðóøåí ïðîöåññ ðàñõîæäåíèÿ ÿäåð ê
ïîëþñàì.

Äëÿ òîãî ÷òîáû äàòü êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó íàáëþ-
äàåìîìó ÿâëåíèþ, áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ðàçìåðîâ
ìèîòðóáîê, ñôîðìèðîâàííûõ íåòðàíñäóöèðîâàííûìè
êëåòêàìè è êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ðàçíûå ôîðìû
ýêçîãåííîãî ëàìèíà (ðèñ. 2, à). Ðàçìåðû ìèîòðóáîê îöå-
íèâàëè ïî êîëè÷åñòâó èíêîðïîðèðîâàííûõ â íèõ ÿäåð, â
ðåçóëüòàòå ýòîãî àíàëèçà ìèîòðóáêè áûëè óñëîâíî ðàçäå-
ëåíû íà íåñêîëüêî ãðóïï (ðèñ. 2, à, ãîðèçîíòàëüíàÿ îñü).

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèíñòâî ìèîòðóáîê
(65—70 %), ýêñïðåññèðóþùèõ ýíäîãåííûé ëàìèí èëè
ýêçîãåííûé ëàìèí äèêîãî òèïà, âêëþ÷àþò â ñåáÿ áîëåå
15 ÿäåð. Â òîæå âðåìÿ 60 % ìèîòðóáîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ LMNA R571S, ñîäåðæàëè 5—10 ÿäåð. Ìèîòðóáêè,

ýêñïðåññèðóþùèå LMNA G232E, âêëþ÷àëè â ñåáÿ
1—2 ÿäðà.

Ñóùåñòâóåò äâà ìåõàíèçìà, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ
êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà, áó-
äóò íåñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ìèîòðóáêè íîðìàëüíîé
äëèíû. Âî-ïåðâûõ, â êëåòêàõ ìîæåò áûòü íàðóøåí ïðî-
öåññ äåëåíèÿ, ÷òî âûçûâàåò ñíèæåíèå ñêîðîñòè ïðîëèôå-
ðàöèè è ñíèæåíèå ñóììàðíîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê; âî-âòî-
ðûõ, ìîæåò áûòü íàðóøåí ïðîöåññ ñëèÿíèÿ êëåòîê. Äëÿ
òîãî ÷òîáû îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü ïðîöåññà ñëèÿíèÿ
êëåòîê, îïðåäåëÿëè èíäåêñ ñëèÿíèÿ, êîòîðûé ðàññ÷èòûâà-
ëè êàê âûðàæåííîå â ïðîöåíòàõ îòíîøåíèå ÷èñëà ÿäåð,
èíêîðïîðèðîâàííûõ â ìèîòðóáêè, ê îáùåìó ÷èñëó âñåõ
ÿäåð (ðèñ. 2, á). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíäåêñû ñëèÿíèÿ ó
íåòðàíñäóöèðîâàííûõ êëåòîê è êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
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Ðèñ. 1. Ìèîòðóáêè, îáðàçîâàííûå ìèîáëàñòàìè ëèíèè Ñ2Ñ12 (à, á) è ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè ìûøè, ýêñïðåññèðóþùèìè ðàçëè÷-
íûå ôîðìû ëàìèíà (â, ã), íà 7-å ñóò ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè.

à — ñôîðìèðîâàííûå èç ïîëîæèòåëüíî-òðàíñäóöèðîâàííûõ êëåòîê ìèîòðóáêè, ýêñïðåññèðóþùèå GFP. á — èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå ìå÷åíèå ìèî-
áëàñòîâ ëèíèè Ñ2Ñ12 íà ëàìèí À/Ñ (êðàñíûé öâåò); êëåòêè áûëè çàðàæåíû âèðóñîì, íåñóùèì ãåí ÷åëîâå÷åñêîãî ëàìèíà äèêîãî òèïà ñ 5 MOI; ýêçî-
ãåííûé ëàìèí âèçóàëèçèðóåòñÿ â ÿäðå, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ïðàâèëüíîñòü åãî ñèíòåçà è âíóòðèêëåòî÷íîãî òðàíñïîðòà; ÿäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé
öâåò). â — èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå äåñìèíà (êðàñíûé öâåò) è ëàìèíà A/C (çåëåíûé öâåò); ÿäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò). ã — èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå äåñìèíà è òÿæåëûõ öåïåé ìèîçèíà (êðàñíûé öâåò); ÿäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò); ìîæíî íàáëþäàòü ðàçëè÷èÿ ìîð-
ôîëîãèè ìèîòðóáîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà (LMNA G232E è LMNA R571S), ïî ñðàâíåíèþ ñ ìèîòðóáêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè
ýíäîãåííóþ ôîðìó ëàìèíà (Cntrl) è ëàìèí äèêîãî òèïà (LMNA WT); ìóòàíòíûå ìèîòðóáêè õàðàêòåðèçóþòñÿ ìåíüøåé äëèíîé è íàðóøåíèåì ïðîöåññà

ðàñõîæäåíèÿ ÿäåð ê ïîëþñàì.



ùèõ ëàìèí äèêîãî òèïà, íå ðàçëè÷àëèñü (47.99 � 0.45 è
46.97 � 1.49 % ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè ýòîì èíäåêñû ñëèÿ-
íèÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà,
áûëè çíà÷èòåëüíî íèæå — 17.98 � 1.83 è 12.42 � 4.24
äëÿ R571S è G232E ñîîòâåòñòâåííî. Èíäåêñ ñëèÿíèÿ â
ñëó÷àå ìóòàöèè G232E áûë íèæå, ÷åì äëÿ ìóòàöèè
R571S, õîòÿ ñòàòèñòè÷åñêè ýòî ïîäòâåðæäåíî íå áûëî.
Îäíàêî ýòè äàííûå ñîîòâåòñòâîâàëè ðåçóëüòàòàì àíàëèçà
ðàçìåðîâ ìèîòðóáîê, ò. å. êëåòêè, èìåþùèå íàèìåíüøèé
èíäåêñ ñëèÿíèÿ (G232E), èìåëè òàêæå íàèìåíüøóþ äëè-
íó (1—2 ÿäðà), à êëåòêè ñ ïîâûøåííûì èíäåêñîì ñëèÿ-
íèÿ (R571S) áûëè ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü áîëåå äëèííûå
òðóáêè (5—10 ÿäåð).

Êðîìå ýòîãî, ïðè àíàëèçå ìîðôîëîãèè ìèîòðóáîê, íå-
ñóùèõ ðàçíûå ôîðìû ãåíà ëàìèíà, áûëè îáíàðóæåíû
«àíîðìàëüíûå» ìèîòðóáêè, â êîòîðûõ áûë íàðóøåí ïðî-
öåññ ðàñõîæäåíèÿ ÿäåð ê ïîëþñàì (ðèñ. 2, â).

Ïîêàçàíî, ÷òî êîëè÷åñòâî àíîðìàëüíûõ ìèîòðóáîê â
ñëó÷àå ìóòàöèè LMNA G232E ñîñòàâëÿåò 61.65 � 6.23 %
îò îáùåãî ÷èñëà ìèîòðóáîê, à â ñëó÷àå ìóòàöèè LMNA
R571S — 64.68 � 4.62 %. Îäíàêî êîëè÷åñòâî àíîðìàëü-
íûõ ìèîòðóáîê ïðè ýêñïðåññèè êàê ýíäîãåííîé ôîðìû
ëàìèíà, òàê è ýêçîãåííîãî ëàìèíà äèêîãî òèïà ñîñòàâëÿåò
6.94 � 2.16 %, ÷òî â 9 ðàç íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ ìèîòðóá-
êàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà
(ðèñ. 2, ã). Òàêèì îáðàçîì, ìóòàöèè ëàìèíà ñâÿçàíû ñ íà-
ðóøåíèåì ðàñõîæäåíèÿ ÿäåð ê ïîëþñàì ïðè ôîðìèðîâà-
íèè ìèîòðóáîê.

Î ö å í ê à â ë è ÿ í è ÿ ì ó ò à ö è é ã å í à L M N A í à
ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ î ñ í î â í û õ ã å í î â ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è â ì è î ã å í í î ì í à ï ð à â ë å í è è. Íà ñëåäóþùåì
ýòàïå ðàáîòû áûëà ïðîèçâåäåíà îöåíêà âëèÿíèÿ ìóòàöèé
ëàìèíà íà ýêñïðåññèþ îñíîâíûõ ãåíîâ ìûøå÷íîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè — Six1, Pax3, Pax7, Myf5, Myomaker, MyoD,

Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå LMNA íà ìèîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ïåðâè÷íûõ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê 121

Ðèñ. 2. Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ìèîòðóáîê ïðè ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ôîðì ëàìèíà.

à — ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ìèîòðóáîê ðàçíûõ ðàçìåðîâ ïðè ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ôîðì ëàìèíà; ìèîòðóáêè, ýêñïðåññèðóþùèå ýíäîãåííûé ëàìèí
(Cntrl, n = 120, ãäå n — ÷èñëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ìèîòðóáîê) è ýêçîãåííûé ëàìèí äèêîãî òèïà (LMNA WT, n = 120), õàðàêòåðèçóþòñÿ á *îëüøèì ÷èñ-
ëîì èíêîðïîðèðîâàííûõ â íèõ ÿäåð, á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ñîäåðæèò 15—19 ÿäåð; ìèîòðóáêè ñ ìóòàíòíîé ôîðìîé ëàìèíà R517S (n = 74) ñîäåðæàò çà-
ìåòíî ìåíüøåå ÷èñëî ÿäåð (5—10), à ñ ìóòàíòíîé ôîðìîé ëàìèíà G232E (n = 62) — åùå ìåíüøåå ÷èñëî ÿäåð (2—4). á — èíäåêñ ñëèÿíèÿ ìèîòðóáîê,
îáðàçîâàííûõ ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ðàçíûå ôîðìû ëàìèíà; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé �SD; ÷èñëî ïðî-
àíàëèçèðîâàííûõ ìèîòðóáîê (n) äëÿ ýíäîãåííîãî ëàìèíà (Cntrl) ñîñòàâëÿåò 120, äëÿ ëàìèíà äèêîãî òèïà (LMNA WT) — 120, äëÿ LMNA G232E — 62,
äëÿ LMNA R571S — 74. â — ïðèìåð «àíîðìàëüíîé» ìèîòðóáêè, îáðàçîâàííîé ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ìóòàíòíóþ ôîðìó ëàìè-
íà G232E; èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå äåñìèíà (êðàñíûé öâåò); ÿäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò). ã — êîëè÷åñòâî «àíîðìàëüíûõ» ìèîòðó-
áîê, ñôîðìèðîâàííûõ ñàòåëëèòíûìè êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ðàçíûå ôîðìû ëàìèíà; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé �SD; ÷èñ-
ëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ìèîòðóáîê (n) äëÿ ýíäîãåííîãî ëàìèíà (Cntrl) ñîñòàâëÿåò 120, äëÿ ëàìèíà äèêîãî òèïà (LMNA WT) — 120, äëÿ LMNA

G232E — 62, äëÿ LMNA R571S — 74.



MyoG, Myh4 è Mrf4 — ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè (ðèñ. 3). Íà äàííîì ýòàïå ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèîáëàñòîâ ìûøè ëèíèè
Ñ2Ñ12. Êëåòêè ëèíèè Ñ2Ñ12 áûëè òðàíñäóöèðîâàíû ëåí-
òèâèðóñîì, íåñóùèì ãåí ëàìèíà äèêîãî òèïà èëè åãî ìó-
òàíòíóþ ôîðìó. Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 24 ÷ è 7 ñóò. Äëÿ êàæäîé âðåìåíí*îé òî÷êè è äëÿ
êàæäîé ôîðìû ëàìèíà ýêñïåðèìåíòû áûëè ïðîâåäåíû â
4—6 áèîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðàõ.

Íàèáîëåå èíòåðåñíûé ðåçóëüòàò ïîêàçàëè äàííûå ïî
ýêñïðåññèè ãåíà Myomaker. Ïðè ìóòàöèè LMNA G232E
ýêñïðåññèÿ ãåíà Myomaker áûëà äîñòîâåðíî ñíèæåíà â
2.4 (p < 0.01) è â 2.1 (p < 0.05) ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêà-
ìè äèêîãî òèïà äëÿ äâóõ âðåìåíí*ûõ òî÷åê — 24 ÷ è 7 ñóò
äèôôåðåíöèðîâêè ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ 7 ñóò äèôôåðåí-
öèðîâêè ýêñïðåññèÿ Myomaker áûëà òàêæå ñíèæåíà â
2.1 ðàçà è äëÿ ìóòàöèè LMNA R571S (p < 0.01).

Êðîìå òîãî, áûëè ïîêàçàíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ
ìåæäó óðîâíÿìè ýêñïðåññèè ãåíà Myf5 è MyoD äëÿ êëå-
òîê, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â òå÷åíèå 24 ÷. Ïðè ìóòàöèè
LMNA G232E ýêñïðåññèÿ ãåíîâ Myf5 è MyoD áûëà âûøå
ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì â 3.9 è 2.7 ðàçà (p < 0.01) ñî-
îòâåòñòâåííî. Äëÿ êëåòîê ñ ìóòàöèåé LMNA G232E, äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ â òå÷åíèå 7 ñóò, òàêæå íàáëþäàëè äî-
ñòîâåðíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïîçäíèõ ìàðêå-
ðîâ ìèîäèôôåðåíöèðîâêè — ãåíîâ MyoG è Mrf4.
Ýêñïðåññèÿ MyoG è Mrf4 áûëà ñíèæåíà â 1.6 (p < 0.05) è
â 1.5 (p < 0.01) ðàçà ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåò-
êàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ëàìèí äèêîãî òèïà.

Îáñóæäåíèå

Â äàííîé ðàáîòå ìû îõàðàêòåðèçîâàëè âëèÿíèå òî-
÷å÷íûõ ìóòàöèé ãåíà ëàìèíà, âåäóùèõ ê ðàçâèòèþ ìû-
øå÷íîé äèñòðîôèè Ýìåðè—Äðåéôóñà (LMNA G232E)
è äèëàòàöèîííîé êàðäèîìèîïàòèè (LMNA R571S), ò. å.
çàòðàãèâàþùèõ ñêåëåòíóþ ìóñêóëàòóðó è ñåðäå÷íóþ
ìóñêóëàòóðó ñîîòâåòñòâåííî, íà ïðîöåññ ìûøå÷íîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè. Äëÿ àíàëèçà äåéñòâèÿ ìóòàöèé â íàøåé
ðàáîòå áûëè âïåðâûå èñïîëüçîâàíû ïåðâè÷íûå ñàòåëëèò-

íûå êëåòêè ìûøè, òðàíñäóöèðîâàííûå ëåíòèâèðóñíûìè
êîíñòðóêòàìè, íåñóùèìè ãåí ëàìèíà äèêîãî òèïà èëè
åãî ìóòàíòíóþ ôîðìó. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî àíàëèçèðóåìûå
ìóòàöèè ñíèæàþò ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå, à èìåííî ê ñëèÿíèþ è ôîðìèðîâàíèþ ìèîòðóáîê.
Ïðè ýêñïðåññèè ýíäîãåííîãî ëàìèíà è ýêçîãåííîãî ëàìè-
íà äèêîãî òèïà îáðàçóþùèåñÿ ìèîòðóáêè ñîäåðæàëè
17 � 2 ÿäðà; ïðè ýêñïðåññèè ýêçîãåííîãî ìóòàíòíîãî ëà-
ìèíà êîëè÷åñòâî ÿäåð óìåíüøàëîñü äî 7 � 3 ÿäðà äëÿ
LMNA R571S è 2 � 1 ÿäðî äëÿ LMNA G232E. Äàëüíåéøèé
àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ôîðìèðîâàíèå êîðîòêèõ ìèîòðóáîê
áûëî ñâÿçàíî ñî ñíèæåííûì èíäåêñîì ñëèÿíèÿ êëå-
òîê. Èíäåêñû ñëèÿíèÿ ó íåòðàíñäóöèðîâàííûõ êëåòîê è
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ëàìèí äèêîãî òèïà, áûëè
47.99 � 0.45 è 46.97 � 1.49 % ñîîòâåòñòâåííî. Îäíàêî
èíäåêñû ñëèÿíèÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìóòàíòíûå
ôîðìû ëàìèíà, áûëè çíà÷èòåëüíî íèæå — 17.98 � 1.83 è
12.42 � 4.24 äëÿ LMNA R571S è LMNA G232E ñîîòâåòñò-
âåííî. Ïðè ýòîì èíäåêñ ñëèÿíèÿ äëÿ ìóòàöèè LMNA G232
áûë íèæå, ÷åì äëÿ LMNA R571S, ÷òî ñîãëàñîâûâàëîñü ñ
ïîëó÷åííûìè ðàíåå çíà÷åíèÿìè äëèí ìèîòðóáîê. Ïîìè-
ìî òîãî, ÷òî êëåòêè, íåñóùèå ìóòàíòíûå ôîðìû ëàìèíà,
èìåëè ñíèæåííóþ ñïîñîáíîñòü ê ñëèÿíèþ, îáðàçîâàííûå
èìè ìèîòðóáêè ÷àñòî äåìîíñòðèðîâàëè «àíîðìàëüíóþ»
ìîðôîëîãèþ, ò. å. ÿäðà íå ðàñõîäèëèñü ê ïîëþñàì, êàê
ïðè íîðìàëüíîì ïðîöåññå ìèîãåíåçà (Cadot et al., 2012;
Yin et al., 2013), íî íàêàïëèâàëèñü â öåíòðå ìèîòðóáêè.
Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè áûë íàðóøåí
íå òîëüêî íà ðàííèõ ýòàïàõ (ñëèÿíèÿ ìèîáëàñòîâ), íî è íà
áîëåå ïîçäíèõ, êîãäà ìèîòðóáêà óæå ñôîðìèðîâàíà.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïî îöåíêå âëèÿíèÿ ìó-
òàöèé ãåíà ëàìèíà íà ìîðôîëîãèþ ìèîòðóáîê ïîäòâåðæ-
äàþò è äîïîëíÿþò èìåþùèåñÿ ëèòåðàòóðíûå äàííûå.
Îäíà èç ðàííèõ ðàáîò áûëà âûïîëíåíà íà êóëüòóðå êëå-
òîê C2C12, êîòîðûå ýêñïðåññèðîâàëè LMNA R453W, ïåð-
âóþ îïèñàííóþ ìóòàöèþ ëàìèíà ó áîëüíîãî ìûøå÷íîé
äèñòðîôèåé Ýìåðè—Äðåéôóñà. Â ýòîé ðàáîòå áûëà ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíà ñíèæåííàÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê ñ ìóòà-
öèåé LMNA R453W ê ïðîöåññó äèôôåðåíöèðîâêè, à
èìåííî ê ôîðìèðîâàíèþ ìíîãîÿäåðíûõ òðóáîê. Àíàëèç
ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîêàçàë ñíèæåííûé óðîâåíü òàêîãî

122 Ê. È. Ïåðåïåëèíà è äð.

Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ýêñïðåññèè îñíîâíûõ ãåíîâ ìèîãåíåçà â ìèîáëàñòàõ ëèíèè Ñ2Ñ12.

Ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ äëÿ êàæäîãî ãåíà, èçìåðåííîå ïî ìåòîäó 2–DDC
T è íîðìèðîâàííîå íà îáðàçåö LMNA WT. Äàííûå

ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïî 4—6 áèîëîãè÷åñêèì ïîâòîðàì �SEM. *p < 0.01; **p < 0.05, wt — LMNA WT, 571 — LMNA R571S, 232 —
LMNA G232E.



âàæíîãî ìàðêåðà, êàê MyoG, ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ áîëåå
ðàííåãî ìàðêåðà MyoD îñòàâàëàñü íåèçìåííîé (Favreau
et al., 2004). Åùå îäíà ðàáîòà, âûïîëíåííàÿ íà òîé æå êëå-
òî÷íîé ëèíèè, Ñ2Ñ12, è àíàëèçèðóþùàÿ òó æå ìóòàöèþ,
R453W, òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàëà ñíèæåíèå ýêñïðåññèè
MyoG, íî íå Myf5 è MyoD (Hakelien et al., 2008). Âëèÿíèå
ìóòàöèé ãåíà ëàìèíà íà ýêñïðåññèþ MyoD è MyoG ñâÿçàíî
ñ ó÷àñòèåì ëàìèíà À/Ñ è åãî ïàðòíåðîâ â ðåãóëÿöèè ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé Rb/E2F è Rb/MyoD (Pekovic et al., 2007).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ýêñïåðèìåíòàõ íà ïåðâè÷íûõ ñàòåë-
ëèòíûõ êëåòêàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè, ïîëó÷åííûå
îò ìûøåé-íîêàóòîâ ïî ãåíó LMNA, íå îòëè÷àþòñÿ ïî èí-
äåêñó ñëèÿíèÿ îò êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ìûøåé äèêîãî
òèïà. Ìèîáëàñòû, íå èìåþùèå ëàìèíà, äåìîíñòðèðîâàëè
ñíèæåííóþ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè, à íå ñíèæåííûé èí-
äåêñ ñëèÿíèÿ, êàê â íàøåé ðàáîòå. Îäíàêî ýòè êëåòêè òàê-
æå èìåëè «àíîðìàëüíóþ» ìîðôîëîãèþ ÿäåð ìèîòðóáîê
(Cohen et al., 2013), ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ïîëó÷åííûì
íàìè ðåçóëüòàòàì. Ýòî ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî èñïîëüçóå-
ìîé ìîäåëüþ — âèäèìî, â êëåòêàõ, ïîëíîñòüþ ëèøåííûõ
ëàìèíà, àêòèâèðóþòñÿ êîìïåíñàòîðíûå ìåõàíèçìû, êîòî-
ðûõ íåò ïðè ýêñïðåññèè ìóòàíòíîé ôîðìû.

Íàøè äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíà Myf5 ñîãëàñóþòñÿ ñ
ðåçóëüòàòàìè ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâîäèìûõ äðóãèìè àâòî-
ðàìè íà ïåðâè÷íûõ ìèîáëàñòàõ ìûøåé-íîêàóòîâ ïî ãåíó
LMNA. Ïðè îòñóòñòâèè ëàìèíà â êëåòêàõ ýêñïðåññèÿ
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà MyoD áûëà ñíèæåíà, ïðè
ýòîì äðóãîé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð Myf5, íàîáîðîò,
èìåë ïîâûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè, ìàðêåðû ñàòåë-
ëèòíûõ êëåòîê Pax3/Pax7 ñâîåãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè íå
ìåíÿëè (Frock et al., 2006). Êðîìå ýòîãî, åñòü ðàáîòû, â
êîòîðûõ àâòîðû àíàëèçèðîâàëè áèîïñèéíûé ìàòåðèàë,
ïîëó÷åííûé îò áîëüíûõ ñ ìóòàöèåé ãåíà ëàìèíà. Ñàòåë-
ëèòíûå êëåòêè ýòèõ ïàöèåíòîâ, òàê æå êàê è âñå ðàíåå
îïèñàíûå ìîäåëè, èìåëè ñíèæåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè
MyoD, íî ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
Pax7, áûëî óâåëè÷åíî (Park et al., 2009). Ýòè äàííûå ñîîò-
âåòñòâóåò ïîëó÷åííûì íàìè ðåçóëüòàòàì îòíîñèòåëüíî
ýêñïðåññèè ãåíà Pax3.

Òàêèì îáðàçîì, ìóòàöèè ãåíà ëàìèíà, àññîöèèðîâàí-
íûå ñ ðàçâèòèåì ñêåëåòíî-ìûøå÷íîãî ôåíîòèïà, âåäóò ê
ñíèæåííîé ñïîñîáíîñòè ìèîáëàñòîâ ôîðìèðîâàòü ìèî-
òðóáêè, à òàêæå ê óâåëè÷åííîé ýêñïðåññèè ðàííèõ ìàðêå-
ðîâ ìèîãåíåçà è ñíèæåííîé ýêñïðåññèè ïîçäíèõ ìàðêå-
ðîâ ìèîãåíåçà, îñîáåííî MyoG. Îäíàêî â çàâèñèìîñòè îò
àíàëèçèðóåìîãî ìàòåðèàëà, ñïîñîáà ìîäèôèêàöèè ãåíà
ëàìèíà è âðåìåíè êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè ðåçóëüòà-
òû ìîãëè âàðüèðîâàòü.

Â àíàëèçå ýêñïðåññèè îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ìèîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ìû
âïåðâûå èçó÷èëè âëèÿíèå ìóòàöèé ãåíà ëàìèíà íà ýêñï-
ðåññèþ Myomaker. Myomaker ÿâëÿåòñÿ òðàíñìåìáðàííûì
áåëêîì, ýêñïðåññèðóþùèìñÿ íà ïîâåðõíîñòè ìûøå÷íûõ
êëåòîê è ó÷àñòâóþùèì â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñëèÿíèÿ è
ôîðìèðîâàíèè ìíîãîÿäåðíûõ ìèîôèáðèëë êàê â ýìáðèî-
íàëüíîì ðàçâèòèè, òàê è ïðè ðåãåíåðàöèè âî âçðîñëîì îð-
ãàíèçìå (Millay et al., 2013, 2014). Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó
äî êîíöà íåÿñíî, ïîä êîíòðîëåì êàêèõ òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ íàõîäèòñÿ Myomaker, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ýòî ôàêòîðû MyoD è MyoG, òàê êàê ãåí Myomaker èìååò
â ñâîåì ïðîìîòîðå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ
òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè òèïà «ñïèðàëü—ïåò-
ëÿ—ñïèðàëü», êàêèìè è ÿâëÿþòñÿ MyoD è MyoG (Millay
et al., 2014). Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåííàÿ ýêñïðåññèÿ MyoG
ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñíèæåííîé ýêñïðåññèè Myomaker. Òîò

ôàêò, ÷òî äëÿ ìóòàöèè LMNA G232E, çàòðàãèâàþùåé ìû-
øå÷íóþ ìóñêóëàòóðó, ñíèæåíèå ýêñïðåññèè Myomaker
íàáëþäàåòñÿ óæå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåí-
öèðîâêè, ñîîòâåòñòâóåò äàííûì î ìåíüøåé äëèíå ìèî-
òðóáîê, îáðàçóåìûõ ïðè ýòîé ìóòàöèè, à òàêæå íèçêèì
çíà÷åíèÿì èíäåêñà ñëèÿíèÿ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ìóòà-
öèÿ LMNA G232E, âåäóùàÿ ê ðàçâèòèþ ñêåëåòíî-ìûøå÷-
íîãî ôåíîòèïà, îêàçûâàåò íàèáîëüøèé íåãàòèâíûé ýô-
ôåêò íà ñïîñîáíîñòü ìèîáëàñòîâ ê ñëèÿíèþ è íà ýêñïðåñ-
ñèþ îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè,
÷òî ïîäòâåðæäàåò òêàíåñïåöèôè÷íûé õàðàêòåð ðàçâèòèÿ
ëàìèíîïàòèé.

Â ðåçóëüòàòå äàííîé ðàáîòû ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìóòà-
öèè ãåíà ëàìèíà À/Ñ, àññîöèèðîâàííûå ñ ðàçâèòèåì ìû-
øå÷íîé äèñòðîôèè Ýìåðè—Äðåéôóñà è äèëàòàöèîííîé
êàðäèîìèîïàòèè, ñíèæàþò ñïîñîáíîñòü ìèîáëàñòîâ ê
äèôôåðåíöèðîâêå âñëåäñòâèå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ìàðêåðîâ ìèîãåíåçà è òðàíñìåìáðàííîãî áåëêà Myo-
maker — ó÷àñòíèêà ïðîöåññà ñëèÿíèÿ ìèîáëàñòîâ.

Èññëåäîâàíèå áûëî ïîääåðæàíî ÐÔÔÈ (ãðàíò
ÍÊ-14-04-01265/1).
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Nuclear lamins form nuclear lamina localized under the inner nuclear membrane. It was previously consi-
dered that the nuclear lamina predominantly plays a structural role, however, its involvement have been recent-
ly described in the regulatory processes such as chromatin organization and gene transcription. It is known that
mutations in the LMNA gene lead to the development of a large number of diseases, laminopathies, which main-
ly affect mesenchymal tissue. Nowadays, the mechanisms by which the lamina can regulate cell differentiation
remain incompletely understood. In the present work, we have studied the effect of LMNA gene mutations on
the process of muscle differentiation of primary satellite cells and Ñ2Ñ12 cell line. The genome of satellite cells
and Ñ2Ñ12 cell line was modified by the introduction of lentiviral constructs encoding LMNA G232E associa-
ted with the development of muscular dystrophy Emery—Dreyfus and LMNA R571S associated with the deve-
lopment of dilated cardiomyopathy. The morphology of the cells was estimated using immunofluorescence, the
expression level of myogenic genes were analyzed by qPCR. We have shown that the analyzed mutations redu-
ce the ability of cells to differentiate, to fuse and to form myotubes. We have suggested that it is due to enhan-
ced expression of markers at the early stages and to reduced expression markers at the late stages of myogene-
sis. Therefore, mutations in nuclear lamins can influence the process of muscle differentiation.

K e y w o r d s: nuclear lamins, laminopathies, muscle differentiation, primary satellite cells, Ñ2Ñ12 cell
line
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