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ÂÂÅÄÅÍÈÅ

«Âñå âîçâðàùàåòñÿ íà êðóãè ñâîÿ». Ýòî îñîçíàííîå è ñôîðìóëè-
ðîâàííîå äðåâíèìè ïðàâèëî âûïîëíÿåòñÿ â æèçíè â ñàìûõ ðàçíî-
îáðàçíûõ ñëó÷àÿõ, âêëþ÷àÿ è ñîâðåìåííóþ ãðîçíóþ ñèòóàöèþ, íà-
ïðèìåð ñ òóáåðêóëåçîì [1–4] (à òàêæå â ñëó÷àå îñîáåííî ñòàôèëî-
êîêêîâîé è âîçâðàùàþùèõñÿ êèøå÷íûõ áàêòåðèàëüíûõ èíôåêöèé,
ýôôåêòèâíîñòü áîðüáû ñ êîòîðûìè â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïàäàåò). Èñ-
òîðèÿ ÷åëîâå÷åñòâà èçîáèëóåò ïðèìåðàìè ïàíäåìè÷åñêèõ îïóñòî-
øåíèé, ïîñëå êîòîðûõ, îäíàêî, îêàçûâàëîñü âîçìîæíûì âîññòà-
íîâëåíèå ÷èñëåííîñòè åãî ïîïóëÿöèé åñòåñòâåííûì îáðàçîì. Áîëåå
òîãî, çëîêà÷åñòâåííàÿ êëåòêà ñòàíîâèòñÿ íå÷óâñòâèòåëüíîé ê ðàç-
ëè÷íûì óäàðàì ïî íåé èçâíå. Ïî÷åìó? Åñëè æèçíü ñîçäàâàëàñü ïî
çàêîíàì, èñïîëüçóþùèì ïðèíöèï îáåñïå÷åíèÿ çàïàñà åå ïðî÷íîñòè
è åå ãëîáàëüíîé íåóíè÷òîæèìîñòè, òî êëåòêà äîëæíà áûòü íàäåëåíà
ñïåöèàëüíûìè ñðåäñòâàìè çàùèòû îò íåáëàãîïðèÿòíûõ âîçäåéñò-
âèé, ñïîñîáíûìè âêëþ÷àòüñÿ è âûêëþ÷àòüñÿ â ñîîòâåòñòâóþùèõ
óñëîâèÿõ. Åñëè ýòî òàê, òî èñ÷åçàþùèå âèäû ñîâðåìåííîé ýêîñè-
ñòåìû è èñòîðè÷åñêàÿ ñóäüáà äèíîçàâðîâ ñòàâÿò âîïðîñû î ïðè÷è-
íàõ, íàðóøàþùèõ ýòè çàêîíû, à òàêæå î âîçìîæíîñòè óïðàâëåíèÿ
íèìè. Ê ÷åìó è èç-çà ÷åãî íå áûëè ãîòîâû äèíîçàâðû? Ìîæåò ëè
òàêàÿ æå ó÷àñòü ïîñòè÷ü ñàìûå ðàçíûå âèäû ýêîñèñòåìû, íàïðèìåð
â ñëó÷àå âîçíèêíîâåíèÿ òàêèõ ïîòåíöèàëüíî ïàíäåìè÷åñêèõ íà÷àë,
êàê âèðóñû H1, N1, SARS [19–22]? ßñíî, ÷òî ÷åëîâå÷åñêîé ìûñëè
ïðåäñòîèò îòâåòèòü íà ýòîò âîïðîñ äëÿ òîãî, ÷òîáû íàéòè ñïîñîáû,
ñíèæàþùèå öåíó âîññòàíîâëåíèé ýïèäåìè÷åñêèõ îïóñòîøåíèé,
÷òîáû îáåçîïàñèòü ñóùåñòâîâàíèå âèäà è ïîíÿòü íàïðàâëåíèå äâè-
æåíèÿ æèçíè âî âðåìåíè.

Åñëè â îñíîâå îðãàíèçàöèè áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì è áèîëîãè÷å-
ñêîé ýâîëþöèè äîëæíû ëåæàòü çàêîíû ñîâåðøåíñòâà áûòèÿ è áåç-
ãðàíè÷íîé ïðèñïîñîáëÿåìîñòè ê èçìåíÿþùèìñÿ óñëîâèÿì ñóùåñò-
âîâàíèÿ, òî ðåøåíèå ïðîáëåìû âîçíèêíîâåíèÿ õåìîóñòîé÷èâîñòè
êëåòîê ïðåäîñòàâëÿåò âîçìîæíîñòü èçó÷åíèÿ ñàìîé ëîãèêè æèâîãî.
Êàêîâû æå ýòè ïðîòèâîóäàðíûå ñðåäñòâà çàùèòû êëåòêè, ïðåæäå
âñåãî íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå?
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Áèîëîãèþ êàê íàóêó, èçó÷àþùóþ ìåõàíèçìû è ñóáñòðàòû ïðî-
öåññîâ æèçíåäåÿòåëüíîñòè, ìîæíî îãðàíè÷èòü òàêèìè ïðåäåëüíû-
ìè ðàìêàìè: ñ îäíîé ñòîðîíû, âîçíèêíîâåíèå íà íàøåé ïëàíåòå
æèçíè, à ñ äðóãîé – ïîïûòêè åå óíè÷òîæåíèÿ. Íà ïóòè ðàçâèòèÿ
íàóêè îò äðåâíèõ ãðåêîâ äî âòîðîé íàó÷íîé ðåâîëþöèè ÕÕ â. è äà-
ëåå ïðîáëåìà âîçíèêíîâåíèÿ æèçíè çàíèìàåò óìû ó÷åíûõ, òî êàê
áû óãàñàÿ â òèñêàõ èäåéíûõ è òåõíè÷åñêèõ îãðàíè÷åíèé, òî ðàçãî-
ðàÿñü âíîâü ïîä âëèÿíèåì íîâûõ ôàêòîâ. Òàêîé ðàçãàð èíòåðåñà ê
ýòîé ïðîáëåìå ñëó÷èëñÿ è â ýðó âîçíèêíîâåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé áèî-
ëîãèè, íàïðàâèâøåé ìûñëè â ñòîðîíó îáÿçàòåëüíîãî ïðåäøåñòâî-
âàíèÿ ôàêòó âîçíèêíîâåíèÿ æèçíè äëèòåëüíîé ýâîëþöèè ìàëûõ
õèìè÷åñêèõ ìîëåêóë [5], êîòîðàÿ ïðèâåëà ê âîçíèêíîâåíèþ ãåíà,
áåç ÷åãî æèçíü íåâîçìîæíà. Â íîâåéøåå âðåìÿ ýòè ìûñëè âîïëî-
ùàþòñÿ â ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû. Îêàçàëîñü, ÷òî â ïðîöåñ-
ñå ñòàíîâëåíèÿ ãåíà ìîëåêóëà ÐÍÊ ïðåäíàçíà÷åíà íå òîëüêî, êàê
ñ÷èòàëîñü, äëÿ ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè â âèäå êàêèõ-òî îòäåëüíûõ
åäèíèö ñ ÄÍÊ-ìàòðèöû íà êëåòî÷íûé àïïàðàò ñ÷èòûâàíèÿ èí-
ôîðìàöèè. Ñîãëàñíî íîâûì èññëåäîâàíèÿì [6], ïîäàâëÿþùåå êî-
ëè÷åñòâî îáðàçóþùåéñÿ â êëåòêå ÐÍÊ íå ñâÿçàíî ñ êîäèðîâàíèåì
áåëêîâ, à êàêèì-òî îáðàçîì âûïîëíÿåò ëèøü ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü,
îïðåäåëÿþùóþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü òîãî èëè èíîãî ãåíà.
Èññëåäîâàíèÿ â ýòîé îáëàñòè ñïîñîáíû, ïî-âèäèìîìó, ñî âðåìåíåì
äàæå èçìåíèòü ñàìî îïðåäåëåíèå ãåíà [6]. Ýòî âàæíî ïðè ïîèñêå
ìåõàíèçìîâ çàùèòû êëåòêè îò âíåøíèõ óäàðîâ. Íàðÿäó ñ êëàññè÷å-
ñêèìè âåçäåñóùèìè áåëêîâûìè ýíçèìàìè, îòâåòñòâåííûìè çà ìå-
òàáîëèçì êëåòêè, ÐÍÊ ñïîñîáíà îñóùåñòâëÿòü è êàòàëèòè÷åñêèå
ôóíêöèè, ÿâëÿÿñü, ïî ñóùåñòâó, ðèáîçèìîì [7]. Öåëûé ðÿä ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ðèáîçè-
ìîâ, âêëþ÷àÿ ñïëàéñèíã ìàòðèö äëÿ ñèíòåçà áåëêîâ, îáðàçîâàíèå
ïåïòèäíîé ñâÿçè â áåëêîâûõ ìîëåêóëàõ ñ ó÷àñòèåì ÐÍÊ áîëüøîé
ñóáúåäèíèöû ðèáîñîìû, ñîçðåâàíèå òÐÍÊ â êëåòêàõ ëþáîãî âèäà
(ðèáîçèì RNase Ð), ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè ãåíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðèíöèïà ðàáîòû riboswitch – ðèáîïåðåêëþ÷àòåëÿ [7–11]. (Ïîñëåä-
íèé ñîñòîèò â òîì, ÷òî ñïåöèàëüíûì îáðàçîì óñòðîåííàÿ ÷àñòü
ìÐÍÊ – àïòàìåð – îáóñëîâëèâàåò óíè÷òîæåíèå äàííîé ìàòðèöû.
Ñëåäîâàòåëüíî, ïðîèñõîäèò îòìåíà ôóíêöèè òîãî èëè èíîãî ãåíà çà
ñ÷åò ñïîñîáíîñòè óçíàâàíèÿ àïòàìåðîì îïðåäåëåííûõ âåùåñòâ, ïðè
ñâÿçûâàíèè ñ êîòîðûìè çàêëþ÷åííûé â ýòîé ìîëåêóëå ðèáîçèì
àêòèâèðóåòñÿ è ðàçðóøàåò ìàòðèöó [9, 11]. Òàêèì îáðàçîì, êîíöåí-
òðàöèÿ ìåòàáîëèòà â êëåòêå ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì ðåãóëÿöèè ãåííîé
àêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ ðèáîïåðåêëþ÷àòåëÿ.)



Ââåäåíèå

7

ÐÍÊ, îáëàäàþùàÿ êàê èíôîðìàöèîííûìè, òàê è êàòàëèòè÷å-
ñêèìè ñâîéñòâàìè, ïðèâëåêëà áîëüøîå âíèìàíèå â êà÷åñòâå íàè-
áîëåå âåðîÿòíîãî ïðåòåíäåíòà íà ðîëü ñòàðòîâîãî ìàòåðèàëà æèç-
íè, ïîñêîëüêó ðèáîçèìû ìîãëè âûñòóïàòü êàê íåïîñðåäñòâåííûå
ó÷àñòíèêè ïðèìèòèâíîãî ìåòàáîëèçìà è ïåðâîíà÷àëüíûå ôîðìû
æèçíè äðåâíåãî ìèðà [12, 13]. Ýòîìó ïîñâÿùåíà ñïåöèàëüíàÿ ìî-
íîãðàôèÿ «Ìèð ÐÍÊ» [14]. Ïîä ïðèñòàëüíûì âíèìàíèåì íàõî-
äÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè íåäàâíî îáíàðóæåííîãî îñîáîãî êëàññà
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ÐÍÊ, miRNA, êàê âåçäåñóùèõ ðåãóëÿòîðîâ
ãåííîé àêòèâíîñòè [15].

Âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ in vitro êàòàëèòè÷åñêèõ ìîëåêóë ÐÍÊ
[7–11] (è ÄÍÊ [16]) îòêðûâàåò ïóòü ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èçó÷åíèÿ
áèîëîãè÷åñêîé ýâîëþöèè, èñïîëüçóÿ ïðèíöèï îò «ïðîñòîãî ê ñëîæ-
íîìó». Ýòî ïîçâîëÿåò ðàñêðûòü è èçó÷èòü ôóíäàìåíòàëüíûå çàêîíû
áèîëîãè÷åñêîé îðãàíèçàöèè æèâûõ ñèñòåì (âîçíèêëà äàæå ñïåöè-
àëüíàÿ âåòâü áèîëîãèè – áèîëîãèÿ ñèñòåì – systems biology [17].
Ïðåäñòîèò óñòàíîâèòü, ÷òî æå îòâå÷àåò çà îðãàíèçàöèîííîå óñëîæ-
íåíèå âèäîâ, èõ ïðèñïîñîáëÿåìîñòü ê ñðåäå îáèòàíèÿ, âûæèâàíèå
ïðè èñïûòàíèÿõ íà ïðî÷íîñòü, èõ ìíîãîîáðàçèå è âîçìîæíîñòü
âçàèìîäåéñòâèé ïðè òåõ èëè èíûõ óñëîâèÿõ, ñëîæèâøèõñÿ â êëåòêå
ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ, à òàêæå â öåëîì ñòàáèëüíîñòü ýêîñè-
ñòåìû, íàñ÷èòûâàþùåé â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîðÿäêà 107 âèäîâ [18].

Èçâåñòíûé àíãëèéñêèé ôèçèê-êðèñòàëëîãðàô Äæîí Áåðíàë íà-
ïèñàë óíèêàëüíóþ êíèãó «Íàóêà â èñòîðèè îáùåñòâà» («Science in
History») [23], ñóììèðóþùóþ âïëîòü äî âòîðîé ïîëîâèíû ïðîøëîãî
âåêà âñå áëàãà ÷åëîâåêà, ïðèîáðåòåííûå áëàãîäàðÿ ðàçâèòèþ íàóêè.
Â êíèãå îñâåùåí ïóòü âîçíèêíîâåíèÿ è äîñòèæåíèÿ ñïåöèàëüíûõ
áèîëîãè÷åñêèõ äèñöèïëèí, òàêèõ, êàê áèîõèìèÿ è ìèêðîáèîëîãèÿ.
Áîëüøèì ïðîðûâîì â äåëå ïðåêðàùåíèÿ ìàññîâîãî èñòðåáëåíèÿ â
ýïèäåìèÿõ ÿâèëèñü ìåòîäû èäåíòèôèêàöèè è èçó÷åíèÿ áèîëîãèè
âîçáóäèòåëåé ýïèäåìèé. Ïåðâîíà÷àëüíî áûë îòêðûò ìèð áàêòåðè-
àëüíûõ ïàòîãåíîâ, ÷òî ïîçâîëèëî, ñ îäíîé ñòîðîíû, ðàçðàáàòûâàòü
ñðåäñòâà êîíòðîëÿ íàä íèìè, à ñ äðóãîé – èñïîëüçîâàòü èõ â êà÷å-
ñòâå áèîîðóæèÿ è àãåíòîâ áèîòåððîðèçìà [24]. Äðóãîé ïðîðûâ ñâÿ-
çàí íå òîëüêî ñ âîçìîæíîñòüþ èììóíîëîãè÷åñêîé çàùèòû âèäîâ îò
âîçáóäèòåëåé ýïèäåìèé, íî è ñ âñòóïëåíèåì ÷åëîâå÷åñòâà â íîâóþ
ýðó – ýðó àíòèáèîòèêîâ. Ñ ìîìåíòà ñâîåãî îòêðûòèÿ ïðèìåðíî â
ñðåäèíå ïðîøëîãî âåêà ýòè àíòèìèêðîáíûå ñðåäñòâà âûñòóïèëè â
êà÷åñòâå ÷óäî-ëåêàðñòâ. Îäíàêî ïî ìåðå èõ ïðèìåíåíèÿ îñòðî âñòà-
ëà ïðîáëåìà íåýôôåêòèâíîñòè èõ äåéñòâèÿ â ñâÿçè ñ âîçíèêíîâå-
íèåì óñòîé÷èâûõ ôîðì ïàòîãåíîâ. Êðàòêî ñëîæèâøóþñÿ ñèòóàöèþ
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îòðàæàåò ñàìî íàçâàíèå ñïåöèàëüíî íàïèñàííîé êíèãè – «Àíòè-
áèîòèêîâûé ïàðàäîêñ: êàê ÷óäî-ëåêàðñòâà óíè÷òîæàþò ñàìî ÷óäî»
[25]. Ïðèòîê èíâåñòîðîâ ê ðàçðàáîòêàì íîâûõ àíòèáèîòèêîâ èññÿê è
ñ 1970 ã. ôèíàíñèðîâàíèå ýòîé îáëàñòè ðåçêî ñîêðàùåíî [26].

Â ïîèñêàõ âûõîäà èç ñîçäàâøåéñÿ ñèòóàöèè â áèîëîãèè âîçíèê-
ëî äâà íàïðàâëåíèÿ èññëåäîâàíèé. Îäíî èç íèõ êàñàåòñÿ ìåõàíèçìà
äåéñòâèÿ ýòèõ àãåíòîâ íà óðîâíå îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ êëåòêè,
íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå, ÷òî ñôîðìèðîâàëî îñîáûé ìèøåííîöåí-
òðè÷åñêèé ïîäõîä ê ñîçäàíèþ íîâûõ öèòîòîêñè÷åñêèõ ëåêàðñòâåí-
íûõ ñðåäñòâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ýòîì êà÷åñòâå ìîãóò âûñòóïàòü
êàê ìàëûå õèìè÷åñêèå ìîëåêóëû (ñîçäàþòñÿ öåëûå áèáëèîòåêè õè-
ìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé), òàê è ñïåöèôè÷åñêè äåéñòâóþùèå ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíûå ñðåäñòâà â âèäå ïåïòèäîâ è áåëêîâ, ïðåäñòàâëåííûõ
ôåðìåíòàìè è àíòèòåëàìè âíóòðèêëåòî÷íîãî äåéñòâèÿ – èíòðàòå-
ëàìè (intrabodies) [27]. Ïðîáëåìû ñ ïðèìåíåíèåì ìàêðîìîëåêóëÿð-
íîãî ëåêàðñòâà ñâÿçàíû ñî ñïîñîáàìè åãî äîñòàâêè è èíäóêöèåé
èììóííîãî îòâåòà îðãàíèçìà. Îñîáàÿ ïðîáëåìà ìàëûõ õèìè÷åñêèõ
ìîëåêóë – õåìîóñòîé÷èâîñòü.

ßñíî, ÷òî îäèí èç ïóòåé ðåøåíèÿ ïðîáëåìû óñòîé÷èâîñòè ê
íèçêîìîëåêóëÿðíûì ëèãàíäàì-èíãèáèòîðàì ìàêðîìîëåêóë ñâÿçàí ñ
âîçìîæíîñòüþ äîðîãîñòîÿùåãî ðàñøèðåíèÿ àðñåíàëà õèìèîòå-
ðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ. Îäíàêî è íà ýòîì ïóòè òàêæå cóùåñòâóåò
ñåðüåçíàÿ ïðîáëåìà – âîçíèêíîâåíèå ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåí-
íîé óñòîé÷èâîñòè (ÌËÓ), ò.å. óñòîé÷èâîñòè îäíîâðåìåííî ê öåëî-
ìó ðÿäó õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ ëåêàðñòâ. ßñíî, ÷òî ïðè òàêîì âèäå
óñòîé÷èâîñòè èñïîëüçîâàíèå âñå íîâûõ ìåäèêàìåíòîçíûõ ñðåäñòâ
îñòàâëÿåò íåìíîãî íàäåæä íà óäà÷ó è ïî ñðàâíåíèþ ñ îäèíàðíîé
óñòîé÷èâîñòüþ ìîæåò îêàçàòüñÿ ìàëîýôôåêòèâíûì ìåðîïðèÿòèåì.

Äðóãîå íàïðàâëåíèå – èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èçìåíåíèé ïî
êàêèì-òî ïðàâèëàì ãåíåòè÷åñêîãî ñòàòóñà àòàêóåìûõ ôîðì æèçíè
êàê íà óðîâíå âîçáóäèòåëÿ è õîçÿèíà, òàê è ïðèìåíèòåëüíî ê çëî-
êà÷åñòâåííîé êëåòêå. Ýòî íàïðàâëåíèå íàõîäèòñÿ åùå â çà÷àòî÷íîé
ñòàäèè.

Òàê ïî÷åìó æå ïåðâîíà÷àëüíî ÷óâñòâèòåëüíàÿ ê äåéñòâèþ öèòî-
òîêñè÷åñêîãî àãåíòà êëåòêà ñòàíîâèòñÿ óñòîé÷èâîé? Êàêèìè ñðåä-
ñòâàìè ñíàáæåíà êëåòêà â ïðîöåññå åå ôîðìèðîâàíèÿ íà ýâîëþöè-
îííîì ïóòè äëÿ îòðàæåíèÿ âíåøíèõ óäàðîâ è ñòðåññîâ? Ïðîáëåìà
âîçíèêíîâåíèÿ õåìîóñòîé÷èâîñòè ïðèâëåêàåò âíèìàíèå â ñâÿçè ñ
ïîèñêîì îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ.

Áîëüøèì ïðîðûâîì â èçó÷åíèè ýòîé ïðîáëåìû ñòàëî óñòàíîâ-
ëåíèå ðîëè ãåíåòè÷åñêîãî óðîâíÿ îðãàíèçàöèè êëåòêè èëè òîãî, ÷òî
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óñòîé÷èâûé ôåíîòèï îáóñëîâëèâàåòñÿ êàêèìè-òî èçìåíåíèÿìè â
êàêèõ-òî ãåíàõ. ßñíî, ÷òî ïðåäñòîÿëî èäåíòèôèöèðîâàòü òàêèå ãå-
íû è èõ ôóíêöèè, à òàêæå èçó÷èòü õàðàêòåð ñîîòâåòñòâóþùèõ èç-
ìåíåíèé â íèõ. Äîñòèæåíèåì ýòîãî ïóòè èññëåäîâàíèé ñòàëî ðàñ-
êðûòèå ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà âåùåñòâ íà óðîâíå êëåòêè, ðàáîòû
ñèñòåì ãëîáàëüíîãî îòâåòà, îòâå÷àþùèõ çà àäàïòàöèþ êëåòîê ê öå-
ëîìó ðÿäó ñòðåññîâûõ óñëîâèé, è ìåõàíèçìîâ, àííóëèðóþùèõ ðàáî-
òó ïðîãðàììû åñòåñòâåííîé ñìåðòè êëåòêè – àïîïòîçà. Â ñëó÷àå
àíòèáàêòåðèàëüíûõ ëåêàðñòâ ôàêòîðîì óñòîé÷èâîñòè âûñòóïàåò
òàêæå ÿâëåíèå, ïîëó÷èâøåå íàçâàíèå áèîïëåíîê (biofilm) [28]. Ýòî
òàêîé ðîñò áàêòåðèé, ïðè êîòîðîì êëåòêà, ñïîñîáíàÿ ê àáñîëþòíî
ñâîáîäíîìó ñóùåñòâîâàíèþ, íå ïîëüçóåòñÿ ýòîé ñâîáîäîé, à îáúå-
äèíÿåòñÿ ñ ñåáå ïîäîáíûìè â åäèíîñâÿçàííîå ìèëëèàðäíîå ñîîá-
ùåñòâî, îáðàçóÿ ïëåíêó. Óäèâèòåëüíûì åå ñâîéñòâîì ÿâëÿåòñÿ àí-
òèáèîòèêîóñòîé÷èâîñòü. Ïðè÷èíû îáðàçîâàíèÿ áèîïëåíîê è èõ óñ-
òîé÷èâîñòè ê òîêñèêàíòàì èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ [28].

Ïðèâëåêàþò âíèìàíèå äàííûå ïî èçó÷åíèþ òàêîãî ÿâëåíèÿ, êàê
áåëêîâûé ñïëàéñèíã [29], ïðè êîòîðîì âíóòðåííèå ÷àñòè ìîëåêóë
áåëêîâ, íàçûâàåìûå èíòåèíàìè, âûðåçàþòñÿ. Ñóäüáà èõ â êëåòêå îñ-
òàåòñÿ íåèçâåñòíîé. Âìåñòå ñ òåì èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ, ÷òî â óñòîé-
÷èâûõ êëåòêàõ ïðîêàðèîò ïîÿâëÿþòñÿ êàêèå-òî íåèçâåñòíûå áåëêè
[30] è âîçìîæíîñòü èõ ñâÿçè ñ èíòåèíàìè ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ. Â
äàííîé êíèãå ðàññìàòðèâàþòñÿ ðåçóëüòàòû òàêèõ èññëåäîâàíèé.

Âòîðîé ïðîðûâ â èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ õåìîðåçèñòåíòíîñòè
ñâÿçàí ñ óñòàíîâëåíèåì âîçìîæíîñòè îáìåíà ãåíåòè÷åñêèì ìàòå-
ðèàëîì ìåæäó ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè çà ñ÷åò ïëàçìèäíîé è õðîìî-
ñîìíîé ïåðåäà÷è îò êëåòêè ê êëåòêå. Åñëè êàêàÿ-ëèáî êëåòêà ñî-
äåðæèò ãåíû, îòâåòñòâåííûå çà ðàçðóøåíèå èëè ìîäèôèêàöèþ òîãî
èëè èíîãî õèìè÷åñêîãî âåùåñòâà, ò. å. åãî äåòîêñèêàöèþ, òî ýòè
ãåíû â ñîñòàâå ïëàçìèä, âèðóñîâ èëè ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ (òðàíñ-
ïîçîíîâ, èíòåãðîíîâ) ìîãóò áûòü ïðèâíåñåíû â ÷óâñòâèòåëüíóþ
êëåòêó, è îíà ñòàíåò óñòîé÷èâîé. Òàêèì îáðàçîì, çà âîçíèêíîâåíèå
õåìîóñòîé÷èâîñòè îòâå÷àþò äâà ãåíåòè÷åñêèõ ïðèíöèïà: 1) èçìåíå-
íèå â ñîáñòâåííûõ ãåíàõ çà ñ÷åò êàê äåéñòâèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû,
òàê è âîçìîæíîñòè ãåíîìíûõ ïåðåñòðîåê è 2) ïðèâíåñåíèå â êëåòêó
«ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè» èçâíå.

Óñòàíîâëåíèå ýòîãî ôàêòà è ðàçâèòèå ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé
áèîëîãèè, ïîçâîëÿþùèõ ìàíèïóëèðîâàòü ñ ÄÍÊ, ïðèâåëî â ñîâðå-
ìåííîé ìåäèöèíå ê âîçíèêíîâåíèþ òåðìèíà «òåðàíîñòèêà» [31],
îòðàæàþùåãî âîçìîæíîñòü ñóïåðáûñòðîãî îïðåäåëåíèÿ íà óðîâíå
ìîëåêóë ÄÍÊ ñòàòóñà ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà óñòîé÷èâîñòü. ßñíî,
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÷òî òåðàíîñòèêà äàåò âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëÿòü áîëåå òî÷íûå è
ýôôåêòèâíûå òåðàïåâòè÷åñêèå íàçíà÷åíèÿ. Áîëåå òîãî, îáíàðóæå-
íèå ïðèâíåñåííûõ ãåíîâ äåòîêñèêàöèè è èíàêòèâàöèè ëåêàðñòâ
ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü âîçíèêàþùèé ôåíîòèï óñòîé÷èâîñòè çà
ñ÷åò âîçìîæíîñòè óìîëêàíèÿ òàêèõ ãåíîâ. Îíî ìîæåò îñóùåñòâ-
ëÿòüñÿ ëèáî íà óðîâíå èíãèáèðîâàíèÿ ïðîäóêòîâ ýòèõ ãåíîâ, ëèáî
ïðè ìóòàöèîííûõ èçìåíåíèÿõ èõ ïðîìîòîðîâ, ëèáî ïðè àêòèâà-
öèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðèáîçèìîâ, ëèáî ñ ïîìîùüþ òåõíîëîãèè
óìîëêàíèÿ ãåíà íà îñíîâå èíòåðôåðåíöèîííîé ÐÍÊ, RNAi [32,
33], èëè miRNA [15].

Îêàçàëîñü, ÷òî àäàïòèâíûå ðåàêöèè êëåòêè ñ ïðèâëå÷åíèåì àê-
òèâíîñòè ñïåöèàëüíûõ ðåãóëîíîâ ãëîáàëüíîãî îòâåòà êëåòêè ðàçâè-
âàþòñÿ äîâîëüíî ìåäëåííî, è òðåáóþòñÿ âûñîêèå êîíöåíòðàöèè
àãåíòîâ, âîçäåéñòâóþùèõ íà êëåòêó. Îäíàêî èçó÷åíèå îòâåòà êëåòêè
äàæå íà ìèíèìàëüíûå ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ íåçàâèñèìî îò ïðè-
ðîäû ñòðåññîðà ïîêàçàëî ìîìåíòàëüíóþ èíäóêöèþ ïóòåé ïðîâåäå-
íèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ñèãíàëîâ, èíôîðìèðóþùèõ êëåòêó î ñòðåññå,
ôàêòîðàìè ñåíñîðèêè êîòîðîãî ìîãóò âûñòóïàòü ïîâðåæäåíèÿ ìàê-
ðîìîëåêóë è ðåäîêñ-ïîòåíöèàë êëåòêè [34]. Â êíèãå ñóììèðóþòñÿ
ðåçóëüòàòû ïîâåäåíèÿ ðåãóëÿòîðîâ ïðîòåàñîìíîé àêòèâíîñòè ïî
äåãðàäàöèè ôóíêöèîíèðóþùèõ áåëêîâ êëåòêè, ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷-
íîãî öèêëà, à òàêæå ðåãóëÿòîðîâ çàïðîãðàììèðîâàííîé ñìåðòè êëå-
òîê – àïîïòîçà â óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà.

Ïðè èçó÷åíèè õåìîðåçèñòåíòíîñòè òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî ôå-
íîòèï óñòîé÷èâîñòè ìîæåò âîçíèêàòü íåçàâèñèìî îò èçìåíåíèé â
ñàìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà, à ëèøü îò òàêîãî ýïèãåíåòè÷åñêîãî
ôàêòîðà, êàê óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ îñíîâàíèÿ ÄÍÊ, à òàêæå îò
òàêîãî ýïèãåíåòè÷åñêîãî ôàêòîðà, êàê ñòåïåíü çàïîëíåííîñòè êëåò-
êè áåëêîâîé ìàññîé.

Ñòàíîâëåíèå íàíîòåõíîëîãèé è ðàçâèòèå áèîëîãèè è ìåäèöèíû
ñ ïðèìåíåíèåì ýòèõ òåõíîëîãèé îòêðûâàþò íîâûå âîçìîæíîñòè â
ðàçðàáîòêå è ïðèìåíåíèè ëåêàðñòâ, ñïîñîáíûõ ïðîòèâîñòîÿòü ïðè-
ðîäíîé ìîëåêóëÿðíîé îáîðîíå êëåòêè. Â êíèãå ñóììèðîâàíû ðå-
çóëüòàòû â ýòîé îáëàñòè èññëåäîâàíèé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â áèîëîãèè íàìåòèëñÿ ïåðåõîä â õàðàêòåðå
ìûøëåíèÿ îò äîìèíèðîâàâøåé èäåîëîãèè ðåäóêöèîíèçìà, èëè
ðàçäåëåíèÿ öåëîãî íà ÷àñòè è èçó÷åíèÿ ÷àñòåé ïî îòäåëüíîñòè ê
èäåîëîãèè èçó÷åíèÿ ñèñòåì. Íàðàñòàåò èíòåðåñ ê öåëîñòíîé íåäå-
ëèìîé ñòðóêòóðå, èëè ñèñòåìå, ïðîÿâëÿþùåé çà ñ÷åò óíèêàëüíûõ
âçàèìîäåéñòâèé òó èëè èíóþ ñóùíîñòü, èëè «emergent property»
(«âîçíèêàþùåå ñâîéñòâî»). ßñíî, ÷òî òàêîå ñâîéñòâî íå âñåãäà äå-
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òåðìèíèðîâàíî ãåíåòè÷åñêè, íî âîçíèêàåò áëàãîäàðÿ óíèêàëüíîñòè
âîçìîæíûõ âçàèìîäåéñòâèé â êëåòêå. Ñòàíîâëåíèå ñèñòåìíîé áèî-
ëîãèè ïîäíèìàåò âîïðîñ îá èçó÷åíèè äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà è âîç-
ìîæíîñòè íàðóøåíèÿ èëè ñîõðàíåíèÿ ñèñòåìíîãî óðîâíÿ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ êëåòêè. Ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì ýòîé îáëàñòè èñ-
ñëåäîâàíèé ïîñâÿùåíà ñïåöèàëüíàÿ ãëàâà êíèãè.

Ïðîáëåìà õåìîóñòîé÷èâîñòè èíòåíñèâíî èçó÷àåòñÿ íà ïðîòÿæå-
íèè äëèòåëüíîãî ïåðèîäà âðåìåíè, ïîýòîìó íàêîïëåííûå ðåçóëüòà-
òû øèðîêî ïðåäñòàâëåíû â ëèòåðàòóðå, â îñíîâíîì àíãëîÿçû÷íîé.
Íàñòîÿùàÿ êíèãà ïðåñëåäóåò öåëü ñîñðåäîòî÷èòü â îäíîé ðàáîòå
îïèñàíèå âñåñòîðîííèõ àñïåêòîâ ýòîé ïðîáëåìû, âêëþ÷àÿ ñàìûå
ïîñëåäíèå èäåè è ðåçóëüòàòû.

Àâòîð òàêæå ïðåñëåäóåò öåëü ïðèâëå÷ü âíèìàíèå ê ãèïîòåçå,
âûòåêàþùåé èç åãî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò [35]. Õåìîóñòîé÷è-
âîñòü ê ìèøåííûì èíãèáèòîðàì êàê êñåíîáèîòèêàì ëåãêî âîçíè-
êàåò â êëåòêàõ ïðîêàðèîò çà ñ÷åò ìóòàöèé â ãåíàõ, âûïîëíÿþùèõ,
î÷åâèäíî, ñàìûå ðàçëè÷íûå ôóíêöèè. Ýòè ìóòàöèè ìîãóò áûòü
ôàêòîðîì èçìåíåíèÿ ïëîòíîñòè óïàêîâêè áåëêîâ â êëåòêå, èçìåíå-
íèÿ ãåîìåòðè÷åñêîãî ðèñóíêà âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà è
õàðàêòåðà ýêñïîíèðîâàíèÿ â íåãî ðàçëè÷íûõ õèìè÷åñêèõ ãðóïï.
Ýòî îòðàçèòñÿ íà ïåðåäâèæåíèè íå èìåþùåãî ñïåöèàëüíûõ ñèñòåì
äîñòàâêè âåùåñòâà â êëåòêå è ïðèâåäåò ê òðàíñïîðòíîìó çàòîðó. Â
ðåçóëüòàòå ëåêàðñòâî íå ñìîæåò äîñòè÷ü ñâîåé ìèøåíè. Òàêîå ÿâ-
ëåíèå íàçûâàåòñÿ ñåêâåñòðàöèåé ëåêàðñòâà-ëèãàíäà è ìèøåíè [35].

Ïîñêîëüêó òàêîé âèä õåìîóñòîé÷èâîñòè ó ïðîêàðèîò âîçíèêàåò
íàèáîëåå ÷àñòî, íåîáõîäèìî íàéòè ïóòè ïðåîäîëåíèÿ ôèçè÷åñêîé
ñåêâåñòðàöèè âåùåñòâà â êëåòêå. Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíîñòü ðåøå-
íèÿ ýòîé ïðîáëåìû çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ ñïîñîáíîñòè ðàçëè÷íûõ
íàíîñòðóêòóð (óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê è äð.) ïðîíèêàòü â êëåòêó è
â êà÷åñòâå íàíîóòþãîâ (èëè ñòåíòîâ) ðàçãëàæèâàòü òàêèå çàòîðû
[35]. Òàê ïî÷åìó æå â äîíàó÷íûå âðåìåíà ëþäè èíòóèòèâíî ëå÷è-
ëèñü ïîðîøêîì ìàëàõèòà [36], ìîæåò áûòü, êàê îòëè÷íûì íàíîìà-
òåðèàëîì, ïðåîäîëåâàþùèì ñåêâåñòðàöèè? Íå ÿâëÿåòñÿ ëè ýòî åùå
îäíèì ïîäòâåðæäåíèåì òîãî, ÷òî äåéñòâèòåëüíî «âñå âîçâðàùàåòñÿ
íà êðóãè ñâîÿ»?

* * *

Âûðàæàþ ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü àêàäåìèêó ÍÀÍ Óêðàèíû,
äèðåêòîðó Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòèêè ÍÀÍ
Óêðàèíû Àííå Âàëåíòèíîâíå Åëüñêîé çà ïåðâîïðî÷òåíèå äàííîé
êíèãè è öåííûå çàìå÷àíèÿ, à òàêæå ÷ëåíó-êîððåñïîíäåíòó ÍÀÍ
Óêðàèíû Äìèòðèþ Íèêîëàåâè÷ó Ãîâîðóíó çà ïîääåðæêó è âäîõíî-
âåíèå.
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ÊÀÊ ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÂÎÇÍÈÊÍÎÂÅÍÈß
ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ ÂÛØËÎ ÍÀ ÓÐÎÂÅÍÜ

ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈÈ ÊËÅÒÊÈ

Íà çàðå ðàçâèòèÿ ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè, ïðèìåðíî â ñðåäèíå
ïðîøëîãî âåêà, áûëî èçâåñòíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè âèðóñà íà îãðîì-
íîå ÷èñëî êëåòîê áàêòåðèàëüíîé ïîïóëÿöèè âñåãäà âûÿâëÿåòñÿ îï-
ðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, óñòîé÷èâûõ ê åãî äåéñòâèþ. Åñòåñò-
âåííî, âîçíèê âîïðîñ, ïîÿâëÿþòñÿ ëè ýòè êëåòêè â ðåçóëüòàòå ñà-
ìîãî äåéñòâèÿ âèðóñà èëè îíè ïðåäñóùåñòâîâàëè â ïîïóëÿöèè, è
âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ ÿâëÿåòñÿ ëèøü ôàêòîðîì ñåëåêöèè òàêèõ êëå-
òîê. À åñëè òàêèå êëåòêè ïðåäñóùåñòâóþò è ñïîñîáíû ïåðåäàâàòü
ïðèçíàê âèðóñîóñòîé÷èâîñòè ïî íàñëåäñòâó ïîñëåäóþùèì ïîêîëå-
íèÿì, òî ýòî îçíà÷àåò, ÷òî îíè (ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷óâñòâèòåëüíûìè
êëåòêàìè äèêîãî òèïà) íåñóò îïðåäåëåííóþ ãåíåòè÷åñêóþ ìóòàöèþ,
êîòîðàÿ è ñîîáùàåò ôåíîòèï óñòîé÷èâîñòè ê âèðóñíîé èíôåêöèè.
Êàê ðàçëè÷èòü ýòè äâå âîçìîæíîñòè? Íà ýòîò âîïðîñ ïîçâîëÿþò
îòâåòèòü ðåçóëüòàòû òàê íàçûâàåìîãî ôëóêòóàöèîííîãî òåñòà Ëó-
ðèè–Äåëüáðþêà [1]. Åñëè ìíîãî÷èñëåííóþ ïîïóëÿöèþ áàêòåðèé
ðàçäåëèòü íà âåëèêîå ìíîæåñòâî àëèêâîò, ñîäåðæàùèõ ðàâíîå è
î÷åíü ìàëîå ÷èñëî êëåòîê, çàòåì äàòü èì âðåìÿ ðàçìíîæèòüñÿ äî
çíà÷èòåëüíîé âåëè÷èíû è îïðåäåëèòü, ñêîëüêî óñòîé÷èâûõ ê äàí-
íîìó âèðóñó êëåòîê âûÿâëÿåòñÿ â êàæäîé òàêîé àëèêâîòå, òî ðå-
çóëüòàòîì îêàæåòñÿ ïîðàçèòåëüíûé ðàçáðîñ äàííûõ, îãðîìíûå
ôëóêòóàöèè. ßñíî, ÷òî òàêîé ðåçóëüòàò ìîæåò ïîëó÷èòüñÿ òîëüêî â
òîì ñëó÷àå, åñëè â êàêîå-òî íåáîëüøîå ÷èñëî êëåòîê äàííîé àëèê-
âîòû ïîïàëè êëåòêè, íåñóùèå ïðåäñóùåñòâóþùóþ ìóòàöèþ, îòâåò-
ñòâåííóþ çà ôåíîòèï óñòîé÷èâîñòè. Ïîñêîëüêó â äàííîé àëèêâîòå
÷èñëî óñòîé÷èâûõ êëåòîê áóäåò âîçðàñòàòü â ðÿäó ïîêîëåíèé, óâå-
ëè÷èâàÿñü â äâà ðàçà ñ êàæäûì íîâûì äåëåíèåì, òî êîíå÷íîå êî-
ëè÷åñòâî òàêèõ êëåòîê áóäåò îãðîìíûì. Â àëèêâîòàõ, â êîòîðûå
ïðåäñóùåñòâóþùèå ìóòàíòíûå êëåòêè íå ïîïàëè è â êîòîðûõ ìî-
æåò íàáëþäàòüñÿ ëèøü ðåäêîå ñîáûòèå ñïîíòàííîãî ìóòàãåíåçà, ýòî
êîëè÷åñòâî áîëüøèì íå áóäåò. Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ôëóê-
òóàöèîííîãî òåñòà âïåðâûå áûëî óáåäèòåëüíî ïîêàçàíî, ÷òî âîç-
íèêíîâåíèå óñòîé÷èâîñòè ê âíåøíåìó âîçäåéñòâèþ ìîæåò áûòü
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ñâÿçàíî ñ ïîÿâëåíèåì êàêèõ-òî ìóòàöèé â êàêèõ-òî ãåíàõ. Òàê âîç-
íèêëà ãåíåòè÷åñêàÿ ïàðàäèãìà èññëåäîâàíèé ïðîáëåìû óñòîé÷èâî-
ñòè êëåòêè ê âíåøíèì âîçäåéñòâèÿì, âêëþ÷àÿ ïðîáëåìó õåìî-
óñòîé÷èâîñòè.

Áîëåå òîãî, óñòàíîâëåíèå ôàêòà, ÷òî êëåòêè áàêòåðèé ìîãóò
îáìåíèâàòüñÿ ãåíåòè÷åñêèì ìàòåðèàëîì çà ñ÷åò âîçìîæíîñòè ïå-
ðåäà÷è êàê õðîìîñîìíîãî, òàê è ïëàçìèäíîãî ìàòåðèàëîâ ïðè
êëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ, à òàêæå ïðè âèðóñíûõ èíôåêöèÿõ, îòêðû-
ëî íîâóþ ñòðàíèöó â èçó÷åíèè ïðîáëåìû ëåêàðñòâåííîé óñòîé-
÷èâîñòè. Òàê, ïðè ýïèäåìèè êèøå÷íîé èíôåêöèè â ßïîíèè
ïðèìåðíî â ñðåäèíå ïðîøëîãî âåêà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî â óñ-
òîé÷èâîì ê àíòèáèîòèêàì âîçáóäèòåëå – ïàëî÷êå øèãåëë â îò-
ëè÷èå îò ÷óâñòâèòåëüíîé ôîðìû ïîÿâëÿåòñÿ íîâûé ãåíåòè÷åñêèé
ýëåìåíò, àâòîíîìíûé îò õðîìîñîìíîãî àïïàðàòà. Ýòîò ýëåìåíò,
ïðåäñòàâëåííûé ñîîòâåòñòâóþùåé ïëàçìèäîé, ñîäåðæèò íàáîð
ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ óçíàþò àíòèáèîòèêè êàê ñóáñòðàòû,
ïîäâåðãàÿ èõ õèìè÷åñêèì èçìåíåíèÿì, ÷òî ïîëíîñòüþ èíàêòè-
âèðóåò ëåêàðñòâî. Ýòè ãåíû ïîëó÷èëè ñïåöèàëüíîå íàçâàíèå
R-äåòåðìèíàíò (îò resistance – óñòîé÷èâîñòü) [2]. Óæå â ïåðâûõ
îïûòàõ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî áåñêëåòî÷íûå ýêñòðàêòû óñòîé÷è-
âîãî âîçáóäèòåëÿ îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ íå òîëüêî ïîëíîñòüþ
ðàçëàãàòü ëåêàðñòâî, íî è ïîäâåðãàòü åãî õèìè÷åñêèì ìîäèôèêà-
öèÿì – ôîñôîðèëèðîâàíèþ, àöåòèëèðîâàíèþ, óíè÷òîæàþùèì
äåéñòâåííîå íà÷àëî ìåäèêàìåíòà. ßñíî, ÷òî äëÿ ïðåîäîëåíèÿ õå-
ìîóñòîé÷èâîñòè, îáóñëîâëåííîé R-äåòåðìèíàíòàìè, íåîáõîäèìà
ðàçðàáîòêà ñðåäñòâ êîíòðîëÿ íàä íèìè ëèáî íà óðîâíå ãåíîâ,
ëèáî íà óðîâíå èõ ïðîäóêòîâ. Ïîäðîáíåå îá R-äåòåðìèíàíòàõ
ìîæíî ïðî÷èòàòü â ìîíîãðàôèÿõ [2, 3].

Èòàê, âîçíèêíîâåíèå õåìîóñòîé÷èâîñòè ñâÿçàíî êàê ñ òðàíñ-
ìèññèâíûìè ãåíàìè, ïðèâíîñèìûìè â êëåòêó èçâíå, òàê è ñ èçìå-
íåíèåì ñòàòóñà êàêèõ-òî ãåíîâ õðîìîñîìíîãî àïïàðàòà. ×òî ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé õðîìîñîìíûå ãåíû, îòâåòñòâåííûå çà õåìîóñòîé÷è-
âîñòü è êàê èõ èçó÷àòü? Åñëè õåìîóñòîé÷èâîñòü – ðåçóëüòàò ìóòà-
öèîííîãî ïðîöåññà, òî êàêóþ êàðòèíó â îòíîøåíèè óñòîé÷èâîñòè ê
äåéñòâèþ òîãî èëè èíîãî ëèãàíäà-èíãèáèòîðà ìîæíî ïîëó÷èòü ïîä
âëèÿíèåì äåéñòâèÿ íà êëåòêó ìóòàãåííîãî ôàêòîðà?

Êàêèå æå ãåíû, çàòðàãèâàåìûå ìóòàöèÿìè, îòâå÷àþò çà âîç-
íèêíîâåíèå õåìîðåçèñòåíòíîñòè? Îòâåò íà ýòîò âîïðîñ ïîçâîëÿ-
åò äàòü èçó÷åíèå òåõ ãåíåòè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, â
êîòîðûå âîâëåêàåòñÿ ëåêàðñòâî ïðè êîíòàêòå ñ êëåòêîé. Ðàññìîò-
ðåíèþ ýòèõ ïðîöåññîâ ïîñâÿùåíà ñëåäóþùàÿ ãëàâà.
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Ã Ë À Â À  2

Î ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ È ÁÈÎÕÈÌÈ×ÅÑÊÈÕ
ÏÐÎÖÅÑÑÀÕ ÊËÅÒÊÈ, ÍÈÂÅËÈÐÓÞÙÈÕ

ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÌÈØÅÍÍÛÕ ËÅÊÀÐÑÒÂ

Åñëè ìèøåííîå ëåêàðñòâî êàê ëèãàíä îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ
ñâÿçûâàíèÿ òîëüêî ñî ñïåöèôè÷åñêîé ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðîé
êëåòêè, ÿâëÿÿñü, ïî ñóòè, ìåòàáîëè÷åñêèì èíãèáèòîðîì, òî äëÿ
ïðîÿâëåíèÿ êîíå÷íîãî ðåçóëüòàòà öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
ïðèìåíÿåìîé õèìèîòåðàïèè íåîáõîäèìî âûïîëíåíèå ðÿäà óñëî-
âèé. Ýòè óñëîâèÿ îïðåäåëÿþòñÿ óñïåøíûì ïðîõîæäåíèåì òîé
ñåðèè ïðîöåññîâ, â êîòîðîå âîâëåêàåòñÿ ëåêàðñòâî, ïðèáàâëåííîå
ê êëåòêàì è êîòîðûå ïðåäøåñòâóþò àêòó ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà ñ
ñàéòîì ìèøåíè. Ïðåæäå âñåãî, ëåêàðñòâî äîëæíî ïðîíèêíóòü â
êëåòêó è íå äîëæíî áûòü èç íåå âûâåäåíî ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëü-
íûõ êëåòî÷íûõ ñðåäñòâ. Äàëåå, íåîáõîäèìî ñîõðàíåíèå â êëåòêå
ìåñòà ðàçìåùåíèÿ è èíòàêòíîñòè õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðû ëåêàðñ-
òâà, íå ïîäâåðæåííîãî äåéñòâèþ ôåðìåíòîâ äåòîêñèêàöèè, ïðè-
âîäÿùèõ ê õèìè÷åñêîìó ðàçëîæåíèþ èëè ìîäèôèêàöèè. Óñïåø-
íîå âûïîëíåíèå ýòèõ óñëîâèé ïîäíèìàåò ñëåäóþùèé âîïðîñ ëè-
áî î âîçìîæíîñòè ñâîáîäíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâà âíóòðè
êëåòêè è ñâîáîäíîì äîñòóïå ëåêàðñòâà ê ìèøåíè, ëèáî î âîçìîæ-
íîñòè ñóùåñòâîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð è èõ ïåðåîðãàíè-
çàöèé, êîòîðûå âåäóò ê ñåêâåñòðàöèè ëèãàíäà è ìèøåíè. Ïðè
îòñóòñòâèè ñèòóàöèè ñåêâåñòðàöèé ëåêàðñòâî ìîæåò âîéòè â êîí-
òàêò ñ ìèøåíüþ. Îäíàêî ïðè ýòîì î÷åíü âàæíî âûïîëíåíèå åùå
äâóõ ïðàâèë. Ïåðâîå – ýòî ñîîòâåòñòâèå ìåæäó êîíöåíòðàöèåé
ëåêàðñòâà, êîòîðîå ìîæåò âîéòè â êëåòêó, è êîíöåíòðàöèåé ìè-
øåíè, åå ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà. Ïîñëåäíåå îïðåäåëÿåòñÿ
óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíà, êîòîðîå ìîæåò çàâèñåòü ëèáî îò ñòàòó-
ñà ïðîìîòîðà ãåíà ìèøåíè è èçìåíåíèé â õàðàêòåðå ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè ãåíà-ìèøåíè, ëèáî îò âîçìîæíîñòè àìïëèôèêàöèè,
ò. å. óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà êîïèé ýòîãî ãåíà â ãåíîìå. Âòîðîå ïðàâè-
ëî îïðåäåëÿåòñÿ ïðèñóùèì êëåòêàì ïðîöåññîì ìóòàöèîííûõ èç-
ìåíåíèé ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè êëåòêè. Åñëè ìóòàöèÿ èçìå-
íÿåò ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ìèøåííîãî ëåêàðñòâà èëè êàêîé-ëèáî
äðóãîé ó÷àñòîê äàííîé ìèøåíè, ñïîñîáíûé äèñòàíöèîííî âëèÿòü
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íà êîíôîðìàöèþ ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ëåêàðñòâà ìèøåíüþ, òî ýòî
ïðèâåäåò ê ôåíîòèïó óñòîé÷èâîñòè ê äàííîìó ëåêàðñòâó è íåýô-
ôåêòèâíîñòè åãî äåéñòâèÿ. ßñíî, ÷òî ìóòàöèè â ñâÿçûâàíèè ñàé-
òà ëèãàíäà íå äîëæíû áûòü êðèòè÷åñêèìè äëÿ êàòàëèòè÷åñêîé ôóíê-
öèè ìèøåíè.

Åñëè ìèøåííîå ëåêàðñòâî êàê ëèãàíä âñå æå â êîíöå êîíöîâ
ñâÿçàëîñü ñ ìèøåíüþ, îçíà÷àåò ëè ýòî ïîëíîå äîñòèæåíèå ïî-
ñòàâëåííîé öåëè? Íå âñåãäà. Îêàçûâàåòñÿ, ÷òî â áîðüáå çà æèçíü
ïðè âûâåäåíèè èç ñòðîÿ âàæíîé ìåòàáîëè÷åñêîé ìèøåíè êëåòêà
ìîæåò ðåàëèçîâàòü åùå è òàêèå äâå âîçìîæíîñòè. Ïåðâàÿ – ïîé-
òè ïî ïóòè áèîõèìè÷åñêîãî îáõîäà èíàêòèâèðîâàííîé ìèøåíè
(metabolic bypass). Âòîðàÿ – ïîéòè ïî ïóòè ñòðóêòóðíîé ìèìèê-
ðèè ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ äàííîãî ëèãàíäà íå ìèøåííîé, à êàêîé-
íèáóäü ìåíåå âàæíîé äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè ìîëåêóëîé.

Ïðè èçó÷åíèè õåìîóñòîé÷èâîñòè áûëè ñäåëàíû è òàêèå íà-
áëþäåíèÿ, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ïðè äåéñòâèè àíòèáèîòèêà íà
êëåòêó êàêèå-òî êëåòî÷íûå áåëêè, ýêðàíèðóÿ òó èëè èíóþ áåë-
êîâóþ ìîëåêóëó, íà÷èíàþò çàùèùàòü ìèøåíü îò äåéñòâèÿ àíòè-
áèîòèêà, ÷òî ìîæåò áûòü íàçâàíî áåëêîâî-áåëêîâîé çàùèòîé ìè-
øåíè.

Áîëåå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî ñâîáîäíîæèâóùàÿ ìèêðîáíàÿ êëåòêà,
÷óâñòâèòåëüíàÿ ê äåéñòâèþ òîãî èëè èíîãî àíòèáèîòèêà, ñïî-
ñîáíà îáúåäèíÿòüñÿ ñ ñåáå ïîäîáíûìè êëåòêàìè, îáðàçóÿ åäèíîå
ìíîãîìèëëèàðäíîå ñîîáùåñòâî, íàçûâàåìîå áèîïëåíêîé [1]. Â
óñëîâèÿõ áèîïëåíêè èñõîäíî ÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ
õåìîóñòîé÷èâûìè. Ïî÷åìó?

Èòàê, âåðîÿòíîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè â óñëîâèÿõ
ñðåäû îáèòàíèÿ, îòëè÷àþùèõñÿ îò îïòèìàëüíûõ, ïîçâîëÿåò óñ-
òàíîâèòü, ÷òî êëåòêà ñíàáæåíà ñïåöèàëüíûìè ìîëåêóëÿðíûìè
ìåõàíèçìàìè, çàùèùàþùèìè åå ãîìåîñòàç. Ýòè ìåõàíèçìû ïî
õàðàêòåðó äåéñòâèÿ è âëèÿíèþ íà òîò èëè èíîé ïðîöåññ â êëåòêå
ìîæíî ñãðóïïèðîâàòü ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì â ñïåöèàëüíûå
ãðóïïû. Îõàðàêòåðèçóåì ýòè ãðóïïû.

2.1. Î ÒÐÀÍÑÏÎÐÒÅ ÂÅÙÅÑÒÂÀ Â ÊËÅÒÊÓ È ÈÇ ÊËÅÒÊÈ

Íåìíîãî îá èñòîðèè âîïðîñà. Íà÷àëüíûå ýòàïû èçó÷åíèÿ òðàíñ-
ïîðòíîé ôóíêöèè êëåòêè áûëè ñâÿçàíû ñ õàðàêòåðèñòèêîé òàêèõ
ïðîöåññîâ, êàê àäñîðáöèÿ, äèôôóçèÿ, îáëåã÷åííàÿ äèôôóçèÿ (êî-
òîðàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ íàñûùåíèåì è òðåáóåò íàëè÷èÿ ïàññèâíûõ
ñïåöèàëüíûõ ïåðåíîñ÷èêîâ) è àêòèâíûé òðàíñïîðò, îñóùåñòâëÿå-
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ìûé ïðîòèâ ãðàäèåíòà êîíöåíòðàöèé ñïåöèàëüíûìè òðàíñïîðò-
íûìè ñèñòåìàìè. Ïåðâîíà÷àëüíî îñíîâíûå ñèëû ñîñðåäîòî÷èâà-
ëèñü íà èçó÷åíèè òðàíñïîðòà â êëåòêè èîíîâ âîäîðîäà, Na+, K+,
Ña2+. Îêàçàëîñü, ÷òî çà òðàíñïîðò ýòèõ èîíîâ îòâåòñòâåííû ñïå-
öèàëüíûå ÀÒÔàçû. Èõ ñòàëè íàçûâàòü íàñîñàìè. Îòìåòèì, ÷òî
òðàíñïîðòíûå áåëêè, èñïîëüçóþùèå ÀÒÔ, ñ÷èòàþòñÿ ïåðâè÷íû-
ìè òðàíñïîðòíûìè ñðåäñòâàìè, à òå, êîòîðûå íå èñïîëüçóþò
ÀÒÔ, – âòîðè÷íûìè. Ïîñëåäíèå äåëÿòñÿ íà òàêèå, êîòîðûå ïå-
ðåíîñÿò òîëüêî îäèí ñóáñòðàò (uniport), äâà ñóáñòðàòà â îäíîì
íàïðàâëåíèè (symport) è äâà ñóáñòðàòà â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ
(antiport).

Êîãäà áàêòåðèàëüíàÿ êëåòêà ñòàëà öåíòðîì òÿæåñòè ãåíåòè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé, òðàíñïîðòíûå èññëåäîâàíèÿ ÷ðåçâû÷àéíî
ðàñøèðèëèñü. Â ñëó÷àå ãðàìíåãàòèâíîé áàêòåðèàëüíîé êëåòêè
òðàíñïîðòèðóåìîìó âåùåñòâó íåîáõîäèìî ïðåîäîëåòü òðè ìèêðî-
äåðìàòîëîãè÷åñêèõ áàðüåðà: 1) íàðóæíóþ, èëè âíåøíþþ ìåì-
áðàíó, ñîñòîÿùóþ èç ëèïîïîëèñàõàðèäîâ, ôîñôîëèïèäîâ è áåë-
êîâ; 2) êëåòî÷íóþ ñòåíêó, ïðåäñòàâëåííóþ ñåò÷àòûì ïåïòèäî-
ãëèêàíîâûì ñëîåì; 3) öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó (ñîñòîÿ-
ùóþ èç ôîñôîëèïèäîâ è áåëêîâ). Îïûòû ïî ðåêîíñòðóêöèè in
vitro ïðîòåîëèïîñîì íà îñíîâå êîìïîíåíòîâ âíåøíåé ìåìáðàíû
ïîêàçàëè ëåãêîå ïðîíèêíîâåíèå ìàðêåðíîãî âåùåñòâà ïðè óñëî-
âèè âêëþ÷åíèÿ â ñòðóêòóðó ïðîòåîëèïîñîìû ìîëåêóë áåëêà
òîëüêî îäíîãî âèäà. Ýòîò áåëîê ïîëó÷èë íàçâàíèå ïîðèíà. Îêà-
çàëîñü, ÷òî îí îáðàçóåò çàïîëíåííûé âîäîé êàíàë, ïî êîòîðîìó
òðàíñïîðòèðóåòñÿ äàííîå âåùåñòâî. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷åíû
ðàçíûå áåëêè, îáðàçóþùèå êàê ñóáñòðàò-íåñïåöèôè÷íûå, òàê è
ñóáñòðàò-ñïåöèôè÷íûå êàíàëû (ìíîãèå èç íèõ ðåãóëèðóþòñÿ è
ìîãóò îòêðûâàòüñÿ è çàêðûâàòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ óñëîâèé) [2]. Èíòåðåñåí ïîäñ÷åò, êîòîðûé ïîêàçàë, ÷òî îä-
íó êëåòêó êèøå÷íîé ïàëî÷êè ïðîíèçûâàåò ïðèáëèçèòåëüíî 105

òàêèõ êàíàëîâ [3].
Èòàê, èçó÷åíèå ïîâåäåíèÿ ïðîòåîëèïîñîì, ïîëó÷àåìûõ ìåì-

áðàííûõ âåçèêóë, ðåçóëüòàòîâ çàìîðàæèâàíèÿ è ñêàëûâàíèÿ
ìåìáðàí, äåéñòâèÿ íà èõ ñâîéñòâà ðàçëè÷íûõ ìîäèôèöèðóþùèõ
ðåàãåíòîâ, à òàêæå ðåçóëüòàòîâ îáðàáîòêè ìåìáðàííûõ ïðåïàðà-
òîâ ñ ïîìîùüþ äåòåðãåíòîâ è îñìîòè÷åñêîãî øîêà ïîêàçàëî, ÷òî
òðàíñïîðòíûå áåëêè (ñîñòàâëÿþùèå òðè ãðóïïû – íàñîñû, ïå-
ðåíîñ÷èêè è êàíàëû) ÿâëÿþòñÿ ìåìáðàííûìè áåëêàìè. Ñ÷èòàåò-
ñÿ, ÷òî ýòà ãðóïïà ñîñòàâëÿåò äî 30 % è äàæå áîëåå âñåõ êëåòî÷-
íûõ áåëêîâ [4]. Êàê ýòè áåëêè äîñòàâëÿþòñÿ â ìåìáðàíó, êàê óê-
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ëàäûâàþòñÿ è êàê ôóíêöèîíèðóþò? Äàííûå ïî èçó÷åíèþ òîïî-
ëîãèè è òîïîãðàôèè ìåìáðàííûõ áåëêîâ ñîäåðæàòñÿ â îáçîðå [5].

Ïðåæäå âñåãî, îñíîâíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìåìáðàííîãî áåë-
êà – íàëè÷èå ñïåöèàëüíîãî ãèäðîôîáíîãî ó÷àñòêà, ïîçâîëÿþ-
ùåãî áåëêó ïåðåñåêàòü ìåìáðàíó. Ó÷àñòîê ïîëó÷èë íàçâàíèå
òðàíñìåìáðàííîãî ñåãìåíòà, èëè äîìåíà (TM, TMS, TMD). Ïî
÷èñëó òàêèõ ñåãìåíòîâ ìåìáðàííûå áåëêè äåëÿòñÿ íà ìîíî-, áè-
è ïîëèòîïíûå. Òàêæå ïî ÷èñëó ýòèõ ñåãìåíòîâ ìåìáðàííûå áåë-
êè îáúåäèíÿþòñÿ â ñåìåéñòâà, ÷òî îáëåã÷àåò èçó÷åíèå ëîãèêè
óñòðîéñòâà êëåòêè. Îòìåòèì, ÷òî áîëüøóþ ðîëü â èçó÷åíèè òî-
ïîëîãèè ìåìáðàííûõ áåëêîâ ñûãðàë òàêîé ðàçðàáîòàííûé ãåíå-
òè÷åñêèé ïîäõîä. Åñëè êàêàÿ-ëèáî ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
îáíàðóæèâàåòñÿ òîëüêî â ïåðèïëàçìå êëåòêè E. coli (êîìïàðòìåíò
ìåæäó âíåøíåé è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíàìè), íî íå â öè-
òîïëàçìå, ïîòîìó ÷òî òîëüêî çäåñü ðàáîòàåò ñïåöèàëüíûé ìåõà-
íèçì ñîîòâåòñòâóþùåé óêëàäêè áåëêà (dsb A–dsb D – disulfide
bond formation), òî ýòî îçíà÷àåò ñëåäóþùåå. Äàííûé áåëîê, ñíàá-
æåííûé âñåìè íåîáõîäèìûìè ñèãíàëüíûìè ýëåìåíòàìè, áëàãî-
ïîëó÷íî ïðîøåë ñêâîçü öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó îò ìåñòà
ñâîåãî ñèíòåçà â ïåðèïëàçìó. Åñëè ëèøèòü òàêîé áåëîê ñ ïîìî-
ùüþ ãåííî-èíæåíåðíûõ ìåòîäîâ ñîáñòâåííûõ ñèãíàëüíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé è çàìåíèòü èõ ñîîòâåòñòâóþùèìè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè èçó÷àåìûõ èíòåãðàëüíûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ, òî
òàêèì îáðàçîì ìîæíî èçó÷èòü «êòî åñòü êòî» â ýòèõ ìîëåêóëàõ,
òðóäíîèçó÷àåìûõ ïî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè [6]. Ýòîò ìåòîä
èíòåíñèâíî èñïîëüçóåòñÿ ïðè èçó÷åíèè èíòåãðàëüíûõ ìåìáðàí-
íûõ áåëêîâ, îñîáî ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ ìåìáðàíîé. Òàêèìè áåë-
êàìè ÿâëÿåòñÿ áîëüøèíñòâî òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ, õîòÿ îáíàðó-
æåíû è òàêèå, êîòîðûå ëåãêî ñîëþáèëèçèðóþòñÿ ïðè îñìîòè÷å-
ñêîì øîêå è äåòåðãåíòíîé îáðàáîòêå è, ñëåäîâàòåëüíî, íåïðî÷íî
ñâÿçàíû ñ ìåìáðàíîé.

Îáíàðóæåíèå â ñîñòàâå lac-îïåðîíà ãåíà, îòâåòñòâåííîãî çà
òðàíñïîðò ëàêòîçû â êëåòêè E. ñoli, ðàñøèðèëî è óãëóáèëî èçó-
÷åíèå ïðîöåññîâ òðàíñïîðòà âåùåñòâà â êëåòêè. Ýòèì áåëêîì
îêàçàëñÿ èíòåãðàëüíûé ìåìáðàííûé áåëîê, îòíîñÿùèéñÿ ê êëàñ-
ñó âòîðè÷íûõ ïåðåíîñ÷èêîâ. Áåëîê èñïîëüçóåò ýëåêòðîõèìè÷å-
ñêèé ïîòåíöèàë ìåìáðàíû, ñîçäàâàåìûé ðàçëè÷èåì â êîíöåí-
òðàöèè ïðîòîíîâ ñ îáåèõ ñòîðîí ìåìáðàíû òàê, ÷òî ñòàíîâèòñÿ
âîçìîæíûì ôèçè÷åñêîå ïåðåìåùåíèå ìîëåêóë (ìîòîðíàÿ ñïî-
ñîáíîñòü ïîòåíöèàëà, èëè pmf – proton motive force) è îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ ñèìïîðò Í+ /ëàêòîçà. Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ìóòàí-
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òîâ ïðè èçó÷åíèè òðàíñïîðòà ëàêòîçû ñòèìóëèðîâàëà ïîëó÷åíèå
è èçó÷åíèå ìóòàíòîâ ñ èçìåíåííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè òðàíñ-
ïîðòà äðóãèõ âåùåñòâ. Îñîáîé èíòåíñèâíîñòè äîñòèãëè èññëåäî-
âàíèÿ ïîñòóïëåíèé â êëåòêó ïðîêàðèîò ãèñòèäèíà è ìàëüòîçû
(ñì. îáçîð [7]). Áûë ïðåäëîæåí òåðìèí «ïåðìåàçû» äëÿ áåëêîâ,
îòâåòñòâåííûõ çà ïîñòóïëåíèå â êëåòêè âåùåñòâ.

Â îáëàñòè èçó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, îñóùåñòâëÿþùèõ
òðàíñïîðò âåùåñòâ, ñëåäóåò îòìåòèòü òðè ìîìåíòà. Ïåðâûé êàñà-
åòñÿ óñòàíîâëåíèÿ ôàêòà âûáðîñà âåùåñòâ èç êëåòêè íàðóæó (íà
ïðèìåðå äàóíîìèöèíà èç êëåòîê àñöèòà Ýðëèõà). Ýòî áûëî îá-
íàðóæåíî äàòñêèì áèîõèìèêîì Keld Dano â 1973 ã. (Biochim. åt
biophys. acta. – 323:466–483). Ñòàòüÿ îêàçàëàñü íàñòîëüêî âàæ-
íîé ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèçìà ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñ-
òîé÷èâîñòè, ÷òî Igor Roninson (îäèí èç ëèäåðîâ â ýòîé îáëàñòè)
äàë åé âòîðîå ðîæäåíèå è ïîëíîñòüþ ïåðåïå÷àòàë åå â ïðåñòèæ-
íîì J.NIH Res. – 1994. – 6:66–74 äëÿ òîãî, ÷òîáû âñå çíàëè,
êàêîå «ñëîâî» áûëî âíà÷àëå. Âî-âòîðûõ, ðàáîòàþùèé êàê êîðà-
áåëüíàÿ ïîìïà áåëîê Pgp îêàçàëñÿ óäèâèòåëüíî óñòðîåííûì. Åãî
ñòðóêòóðà õàðàêòåðèçóåòñÿ, ïðåæäå âñåãî, ïàðíîñòüþ äîìåíîâ
òàê, êàê åñëè áû ýòîò áåëîê îáðàçîâàëñÿ â ïðîöåññå ýâîëþöèè çà
ñ÷åò äóïëèêàöèè åäèíîãî ïðåäêîâîãî ãåíà. Pgp-áåëîê ïðåäñòàâ-
ëåí òðàíñìåìáðàííîé ÷àñòüþ (6 ñåãìåíòîâ, ïåðåñåêàþùèõ ìåì-
áðàíó) è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ÷àñòüþ, ïðåäñòàâëåííîé íóêëåî-
òèäñâÿçûâàþùèì äîìåíîì (NBD – nucleotide binding domain),
ñâÿçûâàþùèì ÀÒÔ. Ïîñêîëüêó òàêàÿ ñòðóêòóðà ïîâòîðÿåòñÿ 2 ðàçà,
è â îäíîé ìîëåêóëå ÀÒÔàçû âûÿâëÿåòñÿ ñðàçó 2 NBD, òàêèå
ôåðìåíòû áûëè íàçâàíû ABC-ATPases (îò ATP-binding cassette).
Áûëî òàêæå ïðåäëîæåíî íàçâàíèå – òðàíñïîðòíûå ÀÒÔàçû. Îòëè÷è-
òåëüíîé ÷åðòîé ýòèõ ôåðìåíòîâ îêàçàëàñü èõ ñïîñîáíîñòü óçíà-
âàòü íå îäèí, à ìíîæåñòâî ñóáñòðàòîâ. Âî èçáåæàíèå ýíçèìîëî-
ãè÷åñêèõ òåðìèíîëîãè÷åñêèõ íàêëàäîê áûë ïðåäëîæåí òåðìèí
«àëëîêðèòû» äëÿ ìíîæåñòâà ñóáñòðàòîâ, óçíàâàåìûõ òàêèìè áåë-
êàìè [8].

Âòîðûì ìîìåíòîì ïðè èçó÷åíèè òðàíñïîðòíûõ ôóíêöèé â
êëåòêå îêàçàëîñü òî, ÷òî áàêòåðèàëüíûå áåëêè, îòâå÷àþùèå çà
ïîñòóïëåíèå â êëåòêè ãèñòèäèíà è ìàëüòîçû, óäèâèòåëüíî ïî-
âòîðÿëè ñòðóêòóðó Pgp ìëåêîïèòàþùèõ [7]. Îñíîâíîå ðàçëè÷èå
ìåæäó ýòèìè ìîëåêóëàìè ñîñòîÿëî â òîì, ÷òî TMD- è ABC-
äîìåíû ó áàêòåðèé ïðåäñòàâëåíû îòäåëüíûìè ñóáúåäèíèöàìè, à
íå åäèíûì ïîëèïåïòèäîì, êàê â ñëó÷àå Pgp. Îêàçàëîñü, ÷òî åäè-
íîîáðàçíî óñòðîåííàÿ ñòðóêòóðà ìîëåêóëû òðàíñïîðòíîãî áåëêà
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ABC-òèïà õàðàêòåðèçóåòñÿ òðàíñïîðòíîé âåêòîðíîñòüþ, èëè ñïî-
ñîáíîñòüþ íàïðàâëÿòü äâèæåíèå ñóáñòðàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ
ìàëûìè ìîëåêóëàìè, êàê íàðóæó, òàê è âíóòðü êëåòêè. Ýòî îáåñ-
ïå÷èâàåòñÿ òåì, ÷òî ðàçëè÷íûå ÷àñòè ìîëåêóëû ïåðåíîñ÷èêà,
ñâÿçàâøèå è íå ñâÿçàâøèå ÀÒÔ, ìîãóò ïî-ðàçíîìó âçàèìîäåéñò-
âîâàòü äðóã ñ äðóãîì. Îáðàçóåìàÿ ðàçëè÷èÿìè â êîíôîðìàöèè
òðàíñìåìáðàííûõ ñåãìåíòîâ êàìåðà ñïîñîáíà èçìåíÿòü îðèåíòà-
öèþ ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ êñåíîáèîòèêà è áûòü îòêðûòîé ñî ñòîðî-
íû ëèáî âíåøíåé ìåìáðàíû êëåòêè, ëèáî öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû [9].

Òðåòèé ìîìåíò, ðàñøèðèâøèé èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíûõ òðàíñ-
ïîðòíûõ ñðåäñòâ îòäåëüíîé êëåòêè, – ýòî êëîíèðîâàíèå Tet
B-áåëêà, âûáðàñûâàþùåãî òåòðàöèêëèí èç êëåòêè ïðè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà ýòîãî áåëêà â ñîñòàâå ìóëüòèêîïèéíîé ïëàçìèäû. Ïî
ñòðóêòóðå ýòîò áåëîê ñîâåðøåííî íå íàïîìèíàë Pgp-áåëîê è îò-
íîñèëñÿ ê êëàññó ïåðåíîñ÷èêîâ, íàçûâàåìûõ MFS – major faci-
litator superfamily. Ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ýòèõ áåëêîâ çàâè-
ñèò îò ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàíû è pmf è ïî-
äàâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ èîíîôîðîâ, ñåëåêòèâíî âûðàâíèâàþùèõ
ãðàäèåíò ïðîòîíîâ, îïðåäåëÿþùèõ ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë êëåò-
êè. Íåîæèäàííûì ñòàë ðåçóëüòàò îáíàðóæåíèÿ ïåðâîãî áåëêà
Qac A èç ãðóïïû MFS, êîòîðûé îêàçàëñÿ ìíîæåñòâåííûì ýêñïîð-
òåðîì, îáåñïå÷èâàþùèì ÌËÓ ê ðÿäó àíòèìèêðîáíûõ ñðåäñòâ. Ýòîò
ðåçóëüòàò ïîëîæèë íà÷àëî èçó÷åíèþ ìíîæåñòâà pmf-çàâèñèìûõ
ÌËÓ-ýêñïîðòåðîâ êëåòêè [11], à òàêæå ïåðìåàç MFS-òèïà, îò-
âåòñòâåííûõ çà âõîä âåùåñòâà â êëåòêó [12, 13]. Â ïîñëåäíåå âðå-
ìÿ íàáëþäàåòñÿ ïðîðûâ â èçó÷åíèè ïåðìåàç, êîòîðûå ïîëó÷èëè
ñïåöèàëüíîå íàçâàíèå – íîñèòåëåé ðàñòâîðèìûõ âåùåñòâ – solu-
te carriers – SLC, ïðåäñòàâëåííûõ ñåìåéñòâàìè ñ áîëüøèì ÷èñ-
ëîì ÷ëåíîâ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, îòâåòñòâåííûõ çà âõîæäåíèå â
êëåòêó ìíîãî÷èñëåííûõ âåùåñòâ [14].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñíîâíûå óñèëèÿ ïî èçó÷åíèþ ëåêàðñòâåí-
íîé óñòîé÷èâîñòè, îñîáåííî ÌËÓ, ñîñðåäîòî÷åíû íà âîçìîæíî-
ñòè ýêñïîðòà ëåêàðñòâ èç êëåòîê. Èçâåñòíûå ìíîæåñòâåííûå ýêñ-
ïîðòåðû äåëÿòñÿ íà äâå ãðóïïû, ôóíêöèîíèðóþùèå â çàâèñèìî-
ñòè îò ÀÒÔ è ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà, è ñîñòàâëÿþò 4
ñóïåðñåìåéñòâà èçâåñòíûõ ïåðåíîñ÷èêîâ: 1) ABC-ïåðåíîñ÷èêè;
2) MFS-ïåðåíîñ÷èêè; 3) RND-ïåðåíîñ÷èêè; 4) SMR-ïåðåíîñ÷è-
êè. Ïåðâàÿ ãðóïïà ïåðåíîñ÷èêîâ èñïîëüçóåò äëÿ ñâîåé àêòèâíîñòè
ýíåðãèþ ÀÒÔ, îñòàëüíûå ãðóïïû òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ ôóíêöèî-
íèðóþò íà îñíîâå pmf. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòè ãðóïïû òðàíñ-
ïîðòíûõ áåëêîâ.
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2.1.1. ÀÒÔ-çàâèñèìûå ìíîæåñòâåííûå ÀÂÑ-ýêñïîðòåðû

Èçó÷åíèå ýòîé ãðóïïû ïåðåíîñ÷èêîâ èìååò áîëåå ÷åì 30-ëåò-
íþþ èñòîðèþ. Èíôîðìàöèÿ îá ýòèõ áåëêàõ ïðåäñòàâëåíà â îáçî-
ðå [9]. Çäåñü óêàæåì ñëåäóþùåå. ÀÂÑ-ÀÒÔàçû îòâåòñòâåííû çà
òðàíñïîðò è âíóòðü, è íàðóæó êëåòêè îãðîìíîãî êîëè÷åñòâà ñî-
åäèíåíèé, ïðåäñòàâëÿþùèõ êàê ïèòàíèå, òàê è êñåíîáèîòèêè,
êàê ãèäðîôèëüíûå, òàê è ãèäðîôîáíûå, êàê ìàëûå, òàê è áîëü-
øèå ìîëåêóëû (íàïðèìåð, áåëêîâûå òîêñèíû). Òî, ÷òî äëÿ ýòîé
ãðóïïû áåëêîâ õàðàêòåðíà äîâîëüíî âûñîêàÿ ñòåïåíü ãîìîëîãèè
(äî 30 % [14]) óêàçûâàåò íà ýêîíîìíîå ðàñõîäîâàíèå â ïðèðîäå
áèîëîãè÷åñêèõ ðåñóðñîâ. Áëàãîäàðÿ ãîìîëîãèè è íàëè÷èþ êîí-
ñåðâàòèâíûõ ñïåöèàëüíûõ ìîòèâîâ áåëêîâûõ è ñîîòâåòñòâåííî
èõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñëóæàùèõ «ëè÷íîé ïîä-
ïèñüþ» (signature) ýòèõ áåëêîâ, ïåðåíîñ÷èêè óêàçàííîãî òèïà
ìîãóò áûòü óçíàíû ó ëþáûõ îðãàíèçìîâ íà îñíîâàíèè ñèêâåíñà
èõ ãåíîìîâ, õîòÿ è íå âñåãäà âûÿâëåíèå ñïåöèàëüíîãî ìîòèâà
ñëóæèò äîêàçàòåëüñòâîì òðàíñïîðòíîé ôóíêöèè ìîëåêóëû [9].

Äðóãèì ñðåäñòâîì äîñòèæåíèÿ ðàçíîîáðàçèÿ â óçíàâàíèè
òðàíñïîðòèðóåìûõ âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü êîìáèíàöèé
ÀÒÔ-ñâÿçûâàùèõ ÀÂÑ-äîìåíîâ ñ ðàçëè÷íûìè òðàíñìåìáðàííû-
ìè äîìåíàìè. Ïðè åäèíîì ïëàíå ñòðîåíèÿ ýòèõ ïåðåíîñ÷èêîâ
âîçìîæíû ñòðóêòóðíûå âàðèàöèè: ýòî ëèáî ðàçíûå äîìåíû îä-
íîé è òîé æå ïîëèïåïòèäíîé öåïè, êàê â ñëó÷àå êëåòîê ýóêàðè-
îò, ëèáî ðàçíûå ñóáúåäèíèöû, êîäèðóåìûå ðàçíûìè ãåíàìè. Ýòî
íàáëþäàåòñÿ â ñëó÷àå ïðîêàðèîò [7]. Ïðè ðåàëèçàöèè ïðèíöèïà
ïàðíîñòè ñòðóêòóð, ñâÿçûâàþùèõ ÀÒÔ, ýòè ñóáúåäèíèöû ìîãóò
áûòü êàê ãîìîëîãè÷íûìè, òàê è ãåòåðîëîãè÷íûìè. Âûÿâëÿþòñÿ
ðàçíûå ñòðóêòóðû â âèäå äîáàâîê (äîïîëíèòåëüíûå òðàíñìåì-
áðàííûå ñåãìåíòû, äîïîëíèòåëüíûé äîìåí, ðåãóëèðóþùèé àê-
òèâíîñòü êàíàëà, ïðåäñòàâëåííîãî òàêèì ÀÂÑ-áåëêîì, êàê
ïðîâîäÿùèé â êëåòêó èîíû õëîðà è òèîöèàíàòû ñystic fibrosis
transmembrane regulator – CFTR, èíàêòèâàöèÿ êîòîðîãî ïðèâîäèò
ê ìóêîâèñöèäîçó). Áîëåå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî îáíàðóæåííûé ó
ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé áåëîê Lmr A, ÿâëÿþùèéñÿ ýêñïîðòå-
ðîì ABC-òèïà, íå ïîä÷èíÿåòñÿ ïðèíöèïó ïàðíîñòè, ò. å. ïðåä-
ñòàâëåí ëèøü ïîëîâèíîé ìîëåêóëû áåëêà Pgp. Íåñìîòðÿ íà ýòî,
Lmr A ôóíêöèîíèðóåò êàê ïîëíîöåííûé ýêñïîðòåð äàæå â êëåò-
êàõ ýóêàðèîò, óçíàþùèé òîò æå ñïåêòð àëëîêðèòîâ, êîòîðûé õà-
ðàêòåðåí äëÿ Pgp-áåëêà [84].

Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ïðè åäèíîì ïëàíå ñòðîåíèÿ ÀÂÑ-ïåðåíîñ-
÷èêè ìîãóò îñóùåñòâëÿòü êàê èìïîðò, òàê è ýêñïîðò âåùåñòâ. Ïðè
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ýòîì âàæíû äåòàëè óñòðîéñòâà ïåðåíîñ÷èêîâ. Ó èìïîðòåðîâ, êàê
ïðàâèëî, èñïîëüçóåòñÿ åùå ñïåöèàëüíûé ñâÿçûâàþùèé áåëîê, êî-
òîðûé äîñòàâëÿåò âåùåñòâî ê ïåðåíîñ÷èêó.

Îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîèñê è îïðåäåëåííûõ ñèãíàëüíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé, âàæíûõ äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïåðåíîñ÷èêà. Ñ÷è-
òàåòñÿ, ÷òî çà óçíàâàíèå òðàíñïîðòèðóåìîãî âåùåñòâà îòâåòñòâåí-
íû òðàíñìåìáðàííûå ñåãìåíòû ìîëåêóëû ïåðåíîñ÷èêà (ðèñ. 2.1,
ñì. âêëåéêó). Àêò òàêîãî óçíàâàíèÿ ïðèâîäèò ê êîíôîðìàöèîí-
íûì èçìåíåíèÿì, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ àêòèâèðóþòñÿ ÀÂÑ-
äîìåíû. Îäíàêî ïðè óçíàâàíèè àëëîêðèòà ñàéò åãî ñâÿçûâàíèÿ â
ïåðåíîñ÷èêå, ïðåæäå âñåãî, ïðåòåðïåâàåò ñîîòâåòñòâóþùèå èç-
ìåíåíèÿ â ðåçóëüòàòå òîëüêî ñâÿçûâàíèÿ, íî íå ãèäðîëèçà ÀÒÔ
[15]. Äëÿ àêòèâíîñòè ïåðåíîñ÷èêà âàæíû íàëè÷èå è ôóíêöèî-
íàëüíàÿ öåëîñòíîñòü îáîèõ ÀÂÑ-ñàéòîâ, êîòîðûå, îäíàêî, ãèä-
ðîëèçóþò ÀÒÔ íå ïàðàëëåëüíî, à ïîñëåäîâàòåëüíî. Ïðè ýòîì
áûëà âûÿâëåíà ðàçëè÷íàÿ äîñòóïíîñòü ñàéòîâ ýòèõ äîìåíîâ ê òèî-
ëîâûì ðåàãåíòàì. Ñëåäîâàòåëüíî, íå ñóùåñòâóåò àáñîëþòíîé òîæ-
äåñòâåííîñòè ýòèõ äîìåíîâ. Îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ñèììåò-
ðè÷íûì îñòàòêàì ãëèöèíà 534 è 1179, ãëþòàìèíó 471 è 1114, à
òàêæå êîíñåðâàòèâíûì 6 ïàðàì àñïàðòàòîâ è ãëóòàìàòîâ [16–18].

Èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ ìóòàíòíûõ ôîðì Pgp âûçâàëî èíòåðåñ ê
âîïðîñó åñòü ëè ñâÿçü ìåæäó ïîëèìîðôèçìîì ãåíà ýòîãî ïåðåíîñ-
÷èêà è ðåçóëüòàòàìè ôàðìàêîòåðàïèè? Íåîáõîäèìàÿ èíôîðìàöèÿ
ïðåäîñòàâëåíà â ðàáîòå [19]. Â ãåíå áåëêà Pgp îáíàðóæåíî 15 SNP
(single nucleotide polymorphism). Áîëüøèíñòâî èç íèõ äëÿ ôóíêöèè
íåâàæíû. Îäíàêî ïðè çàìåíå â ãåíå àëëåëè Ñ 3435→ Ò â êëåòêàõ êè-
øå÷íèêà âûÿâëÿåòñÿ ïîíèæåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåëêà Pgp, ÷òî
äîëæíî îñëàáëÿòü âûáðîñ ëåêàðñòâà èç êëåòêè è ïðè ýòîì íàáëþ-
äàëîñü áîëåå ýôôåêòèâíîå äåéñòâèå ïðèìåíÿåìîãî ëåêàðñòâà. Â
ñëó÷àå æå â ýòîì ìåñòå àëëåëè «Ñ» – âñå íàîáîðîò. (Èíòåðåñíî îò-
ìåòèòü, ÷òî ó 25 % æèòåëåé Êàâêàçà êîëè÷åñòâî ñåðäå÷íîãî ïðåïà-
ðàòà äèãîêñèíà â ïëàçìå êðîâè ïàöèåíòîâ ýòîãî ðåãèîíà ïîâûøåíî
ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàöèåíòàìè äðóãèõ àðåàëîâ òàê, êàê áóäòî âûáðîñ
ëåêàðñòâà èç êëåòîê ïðîèñõîäèò èíòåíñèâíåå, è ó íèõ òàêæå ÷àñòî
âñòðå÷àåòñÿ àëëåëü «Ò».) Âîïðîñ î ñâÿçè ïîëèìîðôèçìà â ãåíå
ABC-ïåðåíîñ÷èêà ñ åãî àêòèâíîñòüþ â îðãàíèçìå ïðåäñòàâëÿåò èí-
òåðåñ è òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

ßñíî, ÷òî âàæíà ïðîáëåìà ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ìíîæåñòâåí-
íîãî ýêñïîðòåðà. Ðåøåíèå åå ñ ïîìîùüþ êëàññè÷åñêèõ õèìè÷åñêèõ
èíãèáèòîðîâ ÷ðåâàòî íàðóøåíèåì íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
îðãàíèçìà. Ïðèâëåêàåò âíèìàíèå âîçìîæíîñòü íàïðàâëåííîãî âîç-
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äåéñòâèÿ â îðãàíèçìå ëèøü íà àêòèâíîñòü ìîëåêóëû ïåðåíîñ÷èêà.
Íåîáõîäèìîé èçáèðàòåëüíîñòè ìîæíî áûëî áû äîáèòüñÿ ñ ïîìî-
ùüþ èñïîëüçîâàíèÿ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, àíòèñìû-
ñëîâûõ â îòíîøåíèè òåêñòà ãåíà äàííîãî ïåðåíîñ÷èêà, â ðåçóëüòàòå
÷åãî ýòîò ãåí íå áóäåò ðàáîòàòü. Ïîïûòêà ðàçâèòèÿ òàêîãî ïîäõîäà
áûëà ïðåäïðèíÿòà â ðàáîòå [20].

Èçó÷åíèå òðàíñïîðòíûõ ôóíêöèé ìîëåêóë â êëåòêå ïîêàçàëî,
÷òî ýòî î÷åíü âàæíûå ôóíêöèè è ê èõ èñïîëíåíèþ ïðèâëå÷åí
ñïåöèàëüíûé àïïàðàò, ïðåäñòàâëåííûé ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè.
Ýòî äåìîíñòðèðóåòñÿ òåì, ÷òî íàðÿäó ñ âåçäåñóùèì ýêñïîðòåðîì
Pgp â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ îáíàðóæåí âòîðîé ýêñïîðòåð –
áåëîê MRP (multidrug resistance protein), êîòîðûé ïîõîæ ïî ñâîåìó
óñòðîéñòâó íà Pgp, õîòÿ èìååò äîïîëíèòåëüíûå òðàíñìåìáðàí-
íûå ñåãìåíòû. Ñïåêòð àëëîêðèòîâ ýòèõ äâóõ ýêñïîðòåðîâ äîñòà-
òî÷íî ðàçíûé è òàê èõ ìîæíî îòëè÷àòü. Îäíàêî ãëàâíîå îòëè÷èå
ýòèõ äâóõ òèïîâ ìîëåêóë çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî MRP-íàñîñ ýêñ-
ïîðòèðóåò àëëîêðèòû êàê êîíúþãàòû ñ ãëóòàòèîíîì. Èíòåíñèâíî
èçó÷àåòñÿ òàêîé ïåðåíîñ÷èê, êàê BRCA 1, àêòèâíîñòü êîòîðîãî
ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ.

2.1.2. Ïðîòîíçàâèñèìûå ìíîæåñòâåííûå ýêñïîðòåðû

Îïèñàíèþ ýòèõ áåëêîâ ïîñâÿùåíû âñåîáúåìëþùèå îáçîðû [9,
10]. Çäåñü îòìåòèì ñëåäóþùåå. Êëîíèðîâàíèå è ñåêâåíèðîâàíèå
ãåíîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ ÌËÓ ó ïðîêàðèîò, à òàêæå êîìïüþòåðíûé
àíàëèç ñåêâåíèðîâàííûõ ãåíîìîâ âûÿâèëè â êëåòêàõ êàê ïðîêàðè-
îò, òàê è ýóêàðèîò îãðîìíîå êîëè÷åñòâî íå ïîõîæèõ íà ÀÂÑ-áåëêè
ìåìáðàííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ (îáñëóæèâàþùèõ, êàê è ABC-òðàíñ-
ïîðòåðû, èìïîðò è ýêñïîðò ìíîãèõ ìîëåêóë), ðàáîòà êîòîðûõ çàâè-
ñèò îò ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà. Íà÷àëîñü èõ ïîäðîáíîå èçó÷åíèå.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñîáîå âíèìàíèå ñîñðåäîòî÷åíî íà ìíîæåñò-
âåííûõ ýêñïîðòåðàõ êàê ìåõàíèçìå ÌËÓ. Âñå îíè îêàçàëèñü àíòè-
ïîðòåðàìè, âûáðàñûâàþùèìè àëëîêðèò â îáìåí íà ïðîòîí. Èíòåí-
ñèâíîå èçó÷åíèå ïîêàçàëî, ÷òî áàêòåðèàëüíûå ýêñïîðòåðû ýòîãî
òèïà ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè ãðóïïû áåëêîâ: 1) ñåìåéñòâî MFS –
major facilitator superfamily áåëêîâ; 2) ñåìåéñòâî SMR – small mul-
tidrug resistance, ïðåäñòàâëåííîå ìèíèáåëêàìè-ýêñïîðòåðàìè, ñïî-
ñîáíûìè òàêæå îáóñëîâëèâàòü ÌËÓ ó ïðîêàðèîò; 3) òàê íàçûâàå-
ìîå RND (resistance/nodulation/division)-ñåìåéñòâî áåëêîâ, âàæíûõ â
ïðîöåññàõ óçëîîáðàçîâàíèÿ â êîðíÿõ ëþöåðíû ïîä äåéñòâèåì ðèçî-
áèé, à òàêæå äåëåíèÿ è õåìîóñòîé÷èâîñòè êëåòêè.
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Îñíîâíîé õàðàêòåðèñòèêîé ïðîòîíçàâèñèìûõ áåëêîâ-ýêñ-
ïîðòåðîâ òàêæå ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ñòåïåíü ãîìîëîãèè íà óðîâíå
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ñïîñîáîâ ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ. Ïðè ýòîì îäíè áåëêè ýòîãî òèïà èñïîëüçóþò äîïîëíèòåëü-
íûå áåëêè, äðóãèå – íåò. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòè ãðóïïû.

Ìíîæåñòâåííûå ýêñïîðòåðû ñåìåéñòâà MFS äåëÿòñÿ íà òà-
êèå, êîòîðûå ñîäåðæàò ëèáî 14, ëèáî 12 TMS. Â îáëàñòè Ñ-êîí-
öà ýòèõ áåëêîâ íèêîãäà íå íàáëþäàåòñÿ ãîìîëîãèè, â òî âðåìÿ
êàê â N-êîíöå îíà çíà÷èòåëüíà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî çà óçíàâàíèå àë-
ëîêðèòà îòâå÷àåò Ñ-êîíåö ýòèõ ïåðåíîñ÷èêîâ, â çàäà÷ó æå N-êîíöà
ìîãëî áû âõîäèòü îáåñïå÷åíèå íàñîñà ýíåðãèåé. Ïðè èçó÷åíèè
ñòðîåíèÿ ýòèõ ïåðåíîñ÷èêîâ îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òî, ÷òî
ïî âñåé ïðîòÿæåííîñòè ÒÌ ÷àñòè âûÿâëÿþòñÿ ãîìîëîãè÷íûå
ó÷àñòêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî òàêèå ïå-
ðåíîñ÷èêè òàêæå ìîãëè îáðàçîâàòüñÿ ñ ïîìîùüþ äóïëèêàöèè
ïðåäêîâîãî ãåíà è äîïîëíèòåëüíûõ ïðèîáðåòåíèé â ïðîöåññå
ýâîëþöèè. Óñòàíîâëåí ðÿä ñïåöèôè÷åñêèõ ìîòèâîâ, õàðàêòåðè-
çóþùèõ ýòè áåëêè, èçó÷àåòñÿ èõ ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü
[9, 10].

Èäåíòèôèêàöèÿ ìíîæåñòâåííûõ ýêñïîðòåðîâ áàêòåðèé ïî-
çâîëèëà îáíàðóæèòü â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ áåëêè, ïîñòðî-
åííûå ïî òèïó 12 TMS-áàêòåðèàëüíûõ ïåðåíîñ÷èêîâ MFS-òè-
ïà. Ýòî áåëêè VMAT 1 è VMAT 2 (Rang H.P. Pharmacology. –
Edinburgh: Churchill Livingstone, 2003). Êîñíåìñÿ îäíîãî èç íèõ.
VMAT 1 îòâåòñòâåí çà òðàíñïîðò â ó÷àñòêè ñèíàïñîâ òàêèõ íåé-
ðîòðàíñìèòòåðîâ, êàê ìîíîàìèíû (äîïàìèí, ýïèíåôðèí, ñåðî-
òîíèí). Ýòîò òðàíñïîðò îïðåäåëÿåòñÿ òàêæå ýëåêòðîõèìè÷åñêèì
ïîòåíöèàëîì ìåìáðàíû êëåòêè, è ïåðåíîñ÷èê ðàáîòàåò ïî òèïó
àíòèïîðòåðà íà îñíîâå ïðîòîíà. Îêàçàëîñü, ÷òî VMAT 1 óçíàåò
òàêæå ðàçëè÷íûå õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû è ñïîñîáåí èõ
íàêàïëèâàòü è êàê áû çàìóðîâûâàòü â ñïåöèàëüíûõ îáðàçîâàíèÿõ
(vault), îò êîòîðûõ êëåòêà îñâîáîæäàåòñÿ ñ ïîìîùüþ ýêçîöèòîçà.
Òàêèì îáðàçîì, ýòîò ïåðåíîñ÷èê òàêæå ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì ÌËÓ.
Èçó÷àþòñÿ äâà íîâûõ ïåðåíîñ÷èêà, îáíàðóæåííûå â êëåòêàõ
ýóêàðèîò, îäíàêî àíàëîãè÷íûå áàêòåðèàëüíûì ïåðåíîñ÷èêàì
äàííîãî òèïà. Ýòî áåëîê ÎÀÒ 1 [21] è îòâå÷àþùèé çà ãîìåîñòàç
õîëåñòåðèíà áåëîê NPC1, ïîõîæèé ïî ñâîåìó óñòðîéñòâó íà
RND-ïåðåíîñ÷èê [22]. Èíòåðåñíî, ãîìîëîãè÷åí ëè èçâåñòíûì
áàêòåðèàëüíûì ïåðåíîñ÷èêàì, ïåðåíîñÿùèì îðãàíè÷åñêèå àíèîíû,
ÎÀÒ-áåëîê èç ïî÷êè êðûñû, èäåíòèôèöèðîâàííûé â ðàáîòàõ [23]?

SMR-ïåðåíîñ÷èêè ÷ðåçâû÷àéíî ìàëû, ïîðÿäêà 100 àìèíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ïåðåñåêàþò öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðà-
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íó âñåãî ëèøü 4 ðàçà. Â ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè äèìåðèçó-
þòñÿ òàê, ÷òî α-ñïèðàëè ïåðåñåêàþò ìåìáðàíó 8 ðàç àíòèïàðàë-
ëåëüíûì îáðàçîì ïî îòíîøåíèþ ê ìîíîìåðàì. Ôóíêöèîíèðóþò
áåç ïîìîùè äîïîëíèòåëüíûõ áåëêîâ [9].

RND-ñåìåéñòâî âêëþ÷àåò ïåðåíîñ÷èêè, îðãàíèçàöèþ êîòîðûõ
îòëè÷àåò íàëè÷èå 12 TMS è äâóõ îñîáî áîëüøèõ ýêñòðàöèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèõ ïåòåëü. Îíè ðàñïîëàãàþòñÿ ìåæäó TMS 1 è 2, à òàêæå
TMS 7 è 8. Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ýòèõ ïåòåëü ñâÿçàíà ñ óçíàâàíè-
åì âåùåñòâ, ýêñïîðòèðóåìûõ èç ïåðèïëàçìû íàðóæó êëåòêè ÷åðåç
îòâåðñòèå, ïðåäñòàâëåííîå ñïåöèàëüíîé áåëêîâîé ñòðóêòóðîé TolC
(ðèñ. 2.2). Íàèáîëåå èçó÷åííûìè ïåðåíîñ÷èêàìè ýòîé ãðóïïû ÿâ-
ëÿþòñÿ áåëêè, êîäèðóåìûå ãåíàìè îïåðîíà àñr AB E.coli (óñòîé÷è-
âîñòü ê àêðèôëàâèíó è äðóãèì êàòèîííûì êðàñèòåëÿì) è mex
AB/opr M ïñåâäîìîíàä. Ïîñëåäíèé – ýòî ìîùíûé íàñîñ, ïðåäíà-
çíà÷åííûé äëÿ âûâåäåíèÿ èç êëåòîê âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ. Áû-
ëà òàêæå ïîêàçàíà ðîëü ýòîãî íàñîñà â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ ó áàê-
òåðèé îò êëåòêè ê êëåòêå (quorum sensing, cell-to cell signalling, ñì.
[25–28]). Îí îêàçàëñÿ ñïîñîáíûì óçíàâàòü ìíîãèå àíòèìèêðîá-
íûå ñðåäñòâà êàê àëëîêðèòû è, òàêèì îáðàçîì, ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì
ÌËÓ. Îòìåòèì, ÷òî â ðàáîòå [28] îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè ñâåðõýêñ-
ïðåññèè â êëåòêàõ E. coli ãåíà mdf A íàáëþäàåòñÿ óñòîé÷èâîñòü ê
íåîáûêíîâåííî øèðîêîìó ñïåêòðó àëëîêðèòîâ, è îêàçàëîñü, ÷òî
îò àêòèâíîñòè ýòîãî ãåíà çàâèñèò îáìåí èîíîâ Na+/K+/ H+ è ïîä-
äåðæàíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ [9].

Ïîìèìî õàðàêòåðíîé îðãàíèçàöèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ïåðåíîñ÷èêè ýòîãî òèïà èì ïðè-
ñóùà åùå è òàêàÿ ÷åðòà. Îêàçàëîñü, ÷òî îíè ôóíêöèîíèðóþò ëè-
áî ñàìè ïî ñåáå, ëèáî â êîìïëåêñå ñ äîïîëíèòåëüíûìè áåëêàìè.
Ïðèìåð ïåðâîãî – íàñîñ QacA, îáíàðóæåííûé â êëåòêàõ ñòàôè-
ëîêîêêà, ïðèìåð âòîðîãî – íàñîñ EmrB êëåòîê E. coli. EmrB,
óçíàþùèé ðàçíûå àëëîêðèòû, ôóíêöèîíèðóåò â êîìïëåêñå ñ
EmrA, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò êîíòàêò ìåæäó âíåøíåé è âíóò-
ðåííåé ìåìáðàíàìè. Òàêèì îáðàçîì, EmrB ñîñòàâëÿåò ãðóïïó
áåëêîâ, ñëèâàþùèõ âíóòðåííþþ è âíåøíþþ ìåìáðàíû êëåòêè,
áåëêîâ MFP (membrane fusion proteins). Ïðè èçó÷åíèè mex AB íà-
ñîñà ïñåâäîìîíàä óñòàíîâëåíî, ÷òî îí ðàáîòàåò â êîìïëåêñå ñ
áåëêîì òèïà MFP, à òàêæå ñ áåëêîì âíåøíåé ìåìáðàíû òèïà
OMF (outer membrane factor), êîòîðûé âûòàëêèâàåò ñîåäèíåíèå
÷åðåç âíåøíþþ ìåìáðàíó. Òàêàÿ èíôîðìàöèÿ, ïîëó÷åííàÿ ïðè
èçó÷åíèè áåëêîâ ïðîêàðèîò, ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé ïðè èäåí-
òèôèêàöèè ïåðåíîñ÷èêîâ, ðàáîòàþùèõ íà óðîâíå ìåìáðàí ìèòî-
õîíäðèé è äðóãèõ êîìïàðòìåíòîâ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè.
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Îáíàðóæåíèå ÌËÓ, ñâÿçàííîé ñ àêòèâíîñòüþ áåëêîâîé ìîëå-
êóëû, óçíàþùåé è âûòàëêèâàþùåé èç êëåòêè ðàçíûå íåðîäñòâåí-
íûå ñîåäèíåíèÿ, ïîñòàâèëî âîïðîñ î ïðèðîäå íåñïåöèôè÷íîñòè
ìîëåêóëÿðíîãî óçíàâàíèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî èññëåäîâàíèÿ ïî ýòîé
ïðîáëåìå ëåã÷å ïðîâîäèòü íå íà ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ òðóäíîäîñ-
òóïíûõ áåëêàõ-ïåðåíîñ÷èêàõ, à íà ñïåöèàëüíûõ ðàñòâîðèìûõ áåë-
êàõ êëåòêè, ÷óâñòâóþùèõ âíóòðèêëåòî÷íîå ïîñòóïëåíèå êñåíîáèî-
òèêîâ. Îòâåò íà ïîñòàâëåííûé âîïðîñ áûë ïîëó÷åí ïðè èçó÷åíèè
êðèñòàëëîâ (â êîìïëåêñå ñ àëëîêðèòàìè) áåëêà BmrR êàê òðàíñ-
êðèïöèîííîãî àêòèâàòîðà íàñîñà, âûâîäÿùåãî êñåíîáèîòèêè èç
êëåòêè ñåííîé ïàëî÷êè. Òàêèì îáðàçîì, ïîïàäàíèå êñåíîáèîòèêà â
êëåòêó ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî îí óçíàåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü áåëêîì,
êîòîðûé ïðè ñâÿçûâàíèè ñ êñåíîáèîòèêîì ñòàíîâèòñÿ òðàíñêðèï-
öèîííûì àêòèâàòîðîì, óâåëè÷èâàþùèì ýêñïðåññèþ ãåíà, êîäè-
ðóþùåãî ïåðåíîñ÷èê, êëåòêà çàïîëíÿåòñÿ ýòèì áåëêîì, è âûáðîñ
êñåíîáèîòèêà ñòàíîâèòñÿ ýôôåêòèâíûì. Ïîìèìî BmrR èçâåñòåí
òàêæå òðàíñêðèïöèîííûé àêòèâàòîð QacR [9]. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè
ñâÿçûâàíèè àëëîêðèòà ìåíÿåòñÿ óêëàäêà áåëêà, α-ñïèðàëè ïåðåðàñ-
ïðåäåëÿþòñÿ òàê, ÷òî îáðàçóåòñÿ ñïåöèàëüíûé âíóòðåííèé êàðìàí,
óäåðæèâàþùèé âåùåñòâî êàê êîíôîðìàöèîííî, òàê è ýëåêòðîñòà-
òè÷åñêè (óñòàíîâëåíà îñîáàÿ ðîëü â ýòîì ñâÿçûâàíèè ãëóòàìàòíîãî
îñòàòêà [9, 21]).

Èòàê, èññëåäîâàíèÿ, ñòèìóëèðîâàííûå ïîèñêàìè ìåõàíèçìîâ
âûÿâëÿåìîé öèòîòîêñè÷åñêîé óñòîé÷èâîñòè, ïîçâîëèëè óñòàíî-
âèòü ìíîãîêîìïîíåíòíóþ ñèñòåìó ñíàáæåíèÿ êëåòêè ðàçëè÷íû-
ìè òðàíñïîðòíûìè ñðåäñòâàìè. Åñòåñòâåííî âîçíèêàåò âîïðîñ,
ñíàáæåíà ëè êëåòêà òàêîé ðàçâèòîé òðàíñïîðòíîé ñèñòåìîé êàê
ñðåäñòâîì ìíîãîêðàòíîé çàùèòû îò òîêñè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ
îêðóæàþùåé ñðåäû èëè âñå ýòè ïåðåíîñ÷èêè ñâÿçàíû ñ òðàíñ-
ïîðòîì ñîåäèíåíèé, âîçíèêàþùèõ ïðè íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè-
÷åñêîì ôóíêöèîíèðîâàíèè êëåòêè. Ýòà îáëàñòü îñòàåòñÿ îáëà-
ñòüþ èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé.

2.1.3. SLC – ïåðåíîñ÷èêè, îòâåòñòâåííûå çà ïîñòóïëåíèå
ìàëûõ ìîëåêóë â êëåòêó

Ðàçâèòèå òåõíèêè ìàíèïóëÿöèé (expression cloning è expressed
sequence tag – EST) ñ îòäåëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ãåíîìà è
ñîçäàíèå èõ ïðåäñòàâèòåëüíûõ áèáëèîòåê íà îñíîâàíèè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ìíîãî÷èñëåííûõ êëîíîâ äàëî âîçìîæíîñòü ïîêàçàòü,
÷òî ïðè ïîñòóïëåíèè òîãî èëè èíîãî âåùåñòâà â êëåòêó â íåé èíäó-
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öèðóåòñÿ ñèíòåç ñïåöèàëüíîãî áåëêà. Ýòèìè âåùåñòâàìè ìîãóò
áûòü êàê ðàçëè÷íûå ïðèðîäíûå êîìïîíåíòû ïèòàíèÿ, òàê è ðàç-
ëè÷íûå êñåíîáèîòèêè. Â ñâÿçè ñ âàæíîñòüþ ôóíêöèè ýòèõ áåë-
êîâ îíè è ïîëó÷èëè íàçâàíèå ïåðåíîñ÷èêîâ ðàñòâîðåííûõ âå-
ùåñòâ – solute carriers – SLC. Â ðåçóëüòàòå èçó÷åíèÿ îðãàíèçà-
öèè êëîíèðîâàííîé ãåíåòè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäè-
ðóþùåé òàêîé áåëîê, óñòàíîâëåíî ñòðîåíèå ãåíîâ SLC-áåëêîâ è
âûÿâëåíû ôóíêöèîíàëüíî ðàçíûå äîìåíû â ìîëåêóëå òàêîãî
áåëêà. Ëàâèíîîáðàçíîå íàðàñòàíèå èíôîðìàöèè î ñåêâåíèðîâà-
íèè ñàìûõ ðàçíûõ ãåíîìîâ ýêîñèñòåìû ïîêàçàëî, ÷òî ýòîò êëàññ
áåëêîâ ÷ðåçâû÷àéíî ìíîãî÷èñëåí. Åñëè ïåðåíîñ÷èêè ABC-òèïà
ñîñòàâëÿþò 7 ñåìåéñòâ (ABCA – ABCG), âêëþ÷àþùèõ 48 ÷ëå-
íîâ, òî SLC-ïåðåíîñ÷èêè ïðåäñòàâëåíû 43 ñåìåéñòâàìè ñ ðàç-
íûì ÷èñëîì ÷ëåíîâ â êàæäîì èç ñåìåéñòâ òàê, ÷òî îáùåå ÷èñëî
èäåíòèôèöèðîâàííûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÷ëåíîâ ñîñòàâëÿåò 319
[29]. Ïðèíöèïû êëàññèôèêàöèè ýòèõ áåëêîâ ïðåäñòàâëåíû â
[13]: îíè òàêæå äåëÿòñÿ íà ïåðåíîñ÷èêè uniport, symport è antiport.
Îêàçàëîñü, ÷òî, íàïðèìåð, ãåíîì ÷åëîâåêà ñîäåðæèò áîëåå 2000
(∼5 %) òîëüêî ãåíîâ ýòîãî òèïà, êîòîðûå äîïîëíÿþòñÿ òàêèìè non
SLC-ãåíàìè, êàê ãåíû äëÿ ÀÒÔ-çàâèñèìûõ è ïðîòîíçàâèñèìûõ
ïåðåíîñ÷èêîâ, êàíàëîâ, èîííûõ ðåöåòîðîâ. Òàêèì îáðàçîì, òðàíñ-
ïîðòíûå ôóíêöèè êëåòêè êàê íåîòúåìëåìàÿ ÷åðòà æèçíè – ðåçóëü-
òàò ðàáîòû ñïåöèàëüíîé ñëîæíî îðãàíèçîâàííîé ìîëåêóëÿðíîé
ìàøèíû, ïîäîãíàííûå äðóã ê äðóãó çâåíüÿ êîòîðîé âîçíèêàëè â
ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ æèçíè [9].

Îòêðûòèå îãðîìíîé àðìèè òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ ïîäíèìàåò
âîïðîñ î çàäåéñòâîâàííîñòè èõ â îðãàíèçìå â íîðìå è ïðè ïàòî-
ëîãèè â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ åãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è ìåõàíèç-
ìîâ ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè è àêòèâíîñòè áåëêà â òåõ èëè
èíûõ óñëîâèÿõ. Ýòà ïðîáëåìà èìååò äâîÿêîå çíà÷åíèå. ×åì àê-
òèâíåå â òîé èëè èíîé òêàíè èëè îðãàíå ïåðåíîñ÷èê, òåì áîëü-
øå ïîñòóïàåò âåùåñòâà. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ýòî îáåñïå÷èâàåò àä-
ðåñíóþ äîñòàâêó ëåêàðñòâà â îðãàíèçìå, íî, ñ äðóãîé, â ñëó÷àå
àêòèâíîñòè ïåðåíîñ÷èêà â êëåòêàõ, íå ñâÿçàííûõ ñ ïàòîëîãèåé
îðãàíèçìà, óâåëè÷èâàåò ôàðìàêîëîãè÷åñêóþ òîêñè÷íîñòü. Ñëåäî-
âàòåëüíî, ïðè èñïîëüçîâàíèè ïåðåíîñ÷èêà òîãî èëè èíîãî ëåêàð-
ñòâà íåîáõîäèìî çíàòü õàðàêòåð åãî ýêñïðåññèè â ñàìûõ ðàçëè÷-
íûõ òêàíÿõ. Ïðèìåðîì óñïåøíîãî èñïîëüçîâàíèÿ SLC â ìåäè-
öèíñêèõ öåëÿõ ÿâëÿåòñÿ äîñòàâêà ëåêàðñòâà â ïå÷åíü. Äëÿ íåå, â
îòëè÷èå îò äðóãèõ îðãàíîâ îðãàíèçìà õàðàêòåðíà ïîâûøåííàÿ
ýêñïðåññèÿ ñïåöèàëüíîãî îëèãîïåïòèäíîãî ïåðåíîñ÷èêà PEPT1
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(SLC15A1). Îêàçàëîñü, ÷òî åñëè ê ëåêàðñòâó, ïðèìåíÿåìîìó ïðè
çàáîëåâàíèè Ïàðêèíñîíà, ïðèñîåäèíèòü àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè,
óçíàâàåìûå PEPT1 (ñïåöèàëüíî äåðèâàòèçèðîâàííîå ëåêàðñòâî), òî
êîíöåíòðàöèÿ òàêîãî äåðèâàòà â êëåòêàõ ïå÷åíè ïîâûøàëàñü, è ðå-
çóëüòàòû ëå÷åíèÿ ýòîé ïàòîëîãèè ðåçêî óëó÷øàëèñü [29].

Óñòàíîâëåí ðÿä çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèåì SLC-
ïåðåíîñ÷èêîâ [13], è èçó÷åíèå ýòèõ ìîëåêóë ïðèâëåêàåò áîëüøîå
âíèìàíèå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëåäóåòñÿ îáíàðóæåííûé ôàêò
âîçìîæíîñòè âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó SLC-ïåðåíîñ÷èêàìè è áåë-
êàìè, ñîäåðæàùèìè òàê íàçûâàåìûé äîìåí PDZ [29].

×òî òàêîå PDZ-äîìåí? Â ìîëåêóëÿðíûõ èññëåäîâàíèÿõ ðàç-
âèâàþùèõñÿ ýìáðèîíîâ äðîçîôèëû îáíàðóæåíû òðè ðàçíûõ áåë-
êà, îáðàçóþùèå óñòîé÷èâûå êîìïëåêñû ìåæäó ñîáîé. Îñíîâîé
òàêîãî êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ îêàçàëîñü òî, ÷òî íåñìîòðÿ íà âñå
ðàçëè÷èÿ, ýòè áåëêè ñîäåðæàëè îäèíàêîâûé äîìåí, ïî êîòîðîìó
ïðîèñõîäèëî êàê áû ìîëåêóëÿðíîå ñêëåèâàíèå ýòèõ áåëêîâ çà
ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ñòåïåíè îáðàçîâàíèÿ β-ñêëàä÷àòûõ ñòðóêòóð â
äàííîì äîìåíå, è ýòî ñïîñîáíî âûïîëíÿòü ôóíêöèþ ìîëåêóëÿð-
íîãî êðåïåæà. Áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ãåíû ýòèõ áåëêîâ, è ïî
ïåðâûì áóêâàì íàçâàíèé ýòèõ ãåíîâ ïîëó÷èë íàçâàíèå PDZ-äî-
ìåí. Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò äîìåí, ñïîñîáíûé óçíàâàòü ñïåöèôè÷å-
ñêèå ìîòèâû â ìîëåêóëàõ áåëêîâ, ïðèñóù áîëüøîìó ÷èñëó ðàç-
íûõ áåëêîâ êëåòêè, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ òàêæå ìíîãèå òðàíñ-
ïîðòíûå áåëêè êëåòêè. Êàêóþ æå ðîëü â èõ ðàáîòå ìîãóò èãðàòü
PDZ-äîìåíû?

Äëÿ èññëåäîâàíèé áûëî âûáðàíî ÷åòûðå áåëêà, ñîäåðæàùèõ
òàêèå äîìåíû. Äâà èç íèõ ñîäåðæàëè 4 PDZ, à äâà äðóãèõ – 2.
Îêàçàëîñü, ÷òî â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïî÷åê è òîíêîãî êè-
øå÷íèêà ó íîðìàëüíûõ ìûøåé èçó÷àåìûé SLC-áåëîê ëîêàëèçó-
åòñÿ â àïèêàëüíîé ìåìáðàíå. Îäíàêî ó —/— ìûøåé, íîêàóòèðî-
âàííûõ ïî ðàçëè÷íûì PDZ-äîìåíàì ãåíîâ âûáðàííûõ áåëêîâ,
ëîêàëèçàöèÿ ïåðåíîñ÷èêà, âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ ìåíüøèì ÷èñ-
ëîì PDZ-äîìåíîâ áåëêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ìûøà-
ìè, òàêæå èçìåíÿëàñü. Ïåðåíîñ÷èê óõîäèë ñ ïîâåðõíîñòè â ãëóáü
êëåòêè, è ýòî èçìåíÿëî åå ôóíêöèîíàëüíóþ êàðòèíó [29]. Íà÷à-
ëî òàêèì èññëåäîâàíèÿì ïîëîæåíî, è ïîëó÷åíèå íîâûõ äàííûõ
âûçûâàåò èíòåðåñ. Èäåíòèôèöèðîâàííûå òðàíñïîðòíûå ñðåäñòâà
êëåòêè ñõåìàòè÷åñêè ïîêàçàíû íà ðèñ. 2.3 (ñì. âêëåéêó).
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2.2. Î ÄÅÒÎÊÑÈÊÀÖÈÈ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ Â ÊËÅÒÊÅ:
ÃÈÄÐÎËÈÇ ÑÎÅÄÈÍÅÍÈÉ È ÈÕ ÕÈÌÈ×ÅÑÊÀß

ÌÎÄÈÔÈÊÀÖÈß

Ñïîñîáíîñòü êëåòêè îáåçâðåæèâàòü ïîñòóïàþùèå â íåå âðåä-
íûå õèìè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ íàèáîëåå ñèëüíî ïðîÿâëÿåòñÿ â
öàðñòâå ïðîêàðèîò, â êîòîðîì â êà÷åñòâå ïèòàíèÿ êëåòîê ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñÿ ñàìûå ðàçíîîáðàçíûå õèìè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ è
â êîòîðîì äåéñòâóþò àíòèáèîòèêè. Ïîèñê îòâåòà íà âîïðîñû,
êàê áàêòåðèàëüíàÿ êëåòêà ìîæåò èñïîëüçîâàòü äëÿ ñâîåãî ðîñòà,
íàïðèìåð, êàìôîðó è ïî÷åìó ýòîãî íå ìîæåò äåëàòü ñîîòâåòñò-
âóþùèé ìóòàíò, à òàêæå êàê øòàìì-ïðîäóöåíò çàùèùàåò ñåáÿ îò
ïðîèçâîäèìîãî èì àíòèáèîòèêà, ïðèâåëè ê èäåíòèôèêàöèè ãå-
íîâ, ñïîñîáíûõ ëèáî ðàçëàãàòü, ëèáî õèìè÷åñêè èçìåíÿòü òå èëè
èíûå ñîåäèíåíèÿ. Ïîäðîáíîìó îïèñàíèþ ïóòåé áèîäåãðàäàöèè
âåùåñòâ è èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ äåòîêñèêàöèè áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ âåùåñòâ ïîñâÿùåí îáçîð [30]. Ãåíàì, êîäèðóþùèì ôåð-
ìåíòû β-ëàêòàìàç, ëîêàëèçîâàííûõ â ïåðèïëàçìå [31], àìèíîãëè-
êîçèäìîäèôèöèðóþùèå ôåðìåíòû [32], ðàçðóøàþùèå ëèáî èçìå-
íÿþùèå àíòèáèîòèêè, ÷òî äåëàåò êëåòêè íå÷óâñòâèòåëüíûìè ê èõ
äåéñòâèþ, ïîñâÿùåíû ìíîãèå ðàáîòû (ñì. îáçîðû [33, 34]).

Îòìåòèì òàêæå óñïåõè óñèëèé, ñâÿçàííûõ ñ îáíàðóæåíèåì â
ïðèðîäå ìèêðîîðãàíèçìîâ, îáëàäàþùèõ Ñ–Ð-ëèàçíîé àêòèâíî-
ñòüþ [35 è ññûëêè â ýòîé ðàáîòå]. Ñ–Ð-ëèàçû – ýòî ôåðìåíòû,
äåãðàäèðóþùèå ñïåöèàëüíûå ôîñôîíîâûå ñîåäèíåíèÿ êàê âñòðå-
÷àþùèåñÿ â ïðèðîäå â âèäå ôîñôîíîâûõ àíòèáèîòèêîâ, òàê è èñ-
êóññòâåííî ñêîíñòðóèðîâàííûå ÷åëîâåêîì. Òàêèì îáðàçîì, êîíñò-
ðóèðîâàíèå ñåëåêòèâíûõ èíãèáèòîðîâ äëÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòîê
ñâÿçàíî ñ íåîáõîäèìîñòüþ ïðîâåðêè ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé
óêàçàííûõ êëåòîê, äåòîêñèöèðóþùèõ ýòè èíãèáèòîðû.

×òî êàñàåòñÿ âûñøèõ ýóêàðèîò, òî ïðîáëåìà ìåòàáîëèçìà ëå-
êàðñòâ îïðåäåëÿåòñÿ ñòàòóñîì äâóõ ñèñòåì: ãëóòàòèîí-S-òðàíñ-
ôåðàçû è öèòîõðîìà Ð-450 [36, 37]. Ìåõàíèçìû ðàáîòû ýòèõ ñèñ-
òåì ðàññìîòðåíû íèæå.

2.3. Î ÑÅÊÂÅÑÒÐÀÖÈÈ ËÅÊÀÐÑÒÂÀ Â ÊËÅÒÊÅ,
ÏÐÅÄÎÒÂÐÀÙÀÞÙÅÉ ÅÃÎ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ

Ñ ÌÈØÅÍÜÞ

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîíÿòèå î ñåêâåñòðàöèè ëåêàðñòâà êàê î
ïðåêðàùåíèè ñâîáîäíîãî åãî ðàñïðåäåëåíèÿ â òîëùå êëåòêè è
âîçìîæíîñòè ñóùåñòâîâàíèÿ â íåé â êàêîì-òî îáîñîáëåííîì âè-
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äå âîçíèêëî â ðåçóëüòàòå ñîïóòñòâóþùèõ íàáëþäåíèé è èçâåñòíû
ðàçëè÷íûå ïðèìåðû ýòîãî ÿâëåíèÿ. Èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ
ëåêàðñòâà è êëåòêè – ýòî èçó÷åíèå âõîäà, ðàñïðåäåëåíèÿ, ìåñòà
íàõîæäåíèÿ â êëåòêå è âûõîäà ëåêàðñòâà èç êëåòêè. Âòîðîå èçó-
÷åíî íàèìåíåå, íî ëîãè÷íî, ÷òî ñåêâåñòðàöèè îñóùåñòâëÿþòñÿ
íà ýòîì ýòàïå. Êëàññè÷åñêèì ïðèìåðîì ÿâëÿåòñÿ ñåêâåñòðàöèÿ,
íàáëþäàåìàÿ â ñëó÷àÿõ èîíîâ òÿæåëûõ ìåòàëëîâ íà îñíîâå öèñ-
òåèíáîãàòûõ áåëêîâ ìåòàëëîòèîíåèíîâ, êîòîðûå ñâÿçûâàþò ýòè
èîíû, ÷òî îáåçâðåæèâàåò èõ [38]. Èíòåíñèâíî èññëåäóåòñÿ ñåêâå-
ñòðàöèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ êëåòêè, óçíàâàåìûõ ãîðìî-
íàìè, à òàêæå âîçìîæíîñòü óõîäà ðåöåïòîðà ñ ïîâåðõíîñòè êëåò-
êè â åå ãëóáü, ÷òî íàçûâàåòñÿ èíòåðíàëèçàöèåé ðåöåïòîðîâ â
êëåòêàõ [39, 40].

×òî êàñàåòñÿ ñåêâåñòðàöèè ëåêàðñòâ, òî äëÿ êëåòîê ýóêàðèîò
èçâåñòåí óæå óïîìÿíóòûé òðàíñïîðòåð VMAT 1, à òàêæå áåëîê
LRP, èäåíòèôèöèðîâàííûé â ñëó÷àå ÌËÓ ðàêà ëåãêèõ. Áåëîê
óæå îïèñàí â îáçîðå [14]. Ýòî – ïðèìåð íå ìåìáðàííîãî, à öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîãî ïåðåíîñ÷èêà, ñïîñîáíîãî ñâÿçûâàòüñÿ ñ âåçè-
êóëàìè êëåòêè. Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî âåçèêóëû – ýòî âîçìîæíîå
ñðåäñòâî ñåêâåñòðàöèè ëåêàðñòâ è èõ âûâåäåíèÿ ñ ïîìîùüþ ýê-
çîöèòîçà. Â ñâÿçè ñ ýòèì íàïðàâëåíèåì èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò
êëàòðèíû è äðóãèå áåëêè îáîëî÷åê âåçèêóë [41, 42] è ìåõàíèçìû
àóòîôàãèé êëåòêè êàê ïðåäåëüíûé ñëó÷àé ñåêâåñòðàöèé [43].

Î ñðåäñòâàõ ñåêâåñòðàöèé ëåêàðñòâ ó ïðîêàðèîò íàì íè÷åãî
íåèçâåñòíî, õîòÿ, î÷åâèäíî, ýòîò ìåõàíèçì èñïîëüçóåòñÿ â íîð-
ìàëüíîé ôèçèîëîãèè, îòâå÷àÿ, íàïðèìåð, íà ïîòðåáíîñòü êëåòêè
â æåëåçå. Ìîëåêóëû îñîáûõ àãåíòîâ, îáëàäàþùèå õåëàòèðóþùè-
ìè ñâîéñòâàìè ïî îòíîøåíèþ ê èîíàì æåëåçà, îáðàçóþò ñïåöè-
àëüíûå ñòðóêòóðû, íàçûâàåìûå ñàéäîðîôîðàìè [44, 45], êîòîðûå
óëàâëèâàþò â îêðóæàþùåé ñðåäå, êîíöåíòðèðóþò è äîñòàâëÿþò â
êëåòêó ýòîò íåîáõîäèìûé ýëåìåíò æèçíè.

2.4. ÌÓÒÈÐÎÂÀÍÈÅ ÌÎËÅÊÓËÛ-ÌÈØÅÍÈ
ÄÅÉÑÒÂÈß ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀ Â Ó×ÀÑÒÊÅ ÅÃÎ ÑÂßÇÛÂÀÍÈß
È ÓÂÅËÈ×ÅÍÈÅ ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖÈÈ ÌÈØÅÍÍÛÕ ÑÀÉÒÎÂ

Ïîñêîëüêó ìîëåêóëû áåëêîâ êàê ìèøåíè äåéñòâèÿ òåõ èëè
èíûõ èíãèáèòîðîâ êîäèðóþòñÿ ãåíàìè, à ãåíû ïîäâåðæåíû ìó-
òàöèÿì, ÿñíî, ÷òî âîçìîæíî âîçíèêíîâåíèå ìóòàíòîâ, ó êîòîðûõ
êàòàëèòè÷åñêàÿ ôóíêöèÿ ìèøåíè ñîõðàíåíà, íî ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê èíãèáèòîðó óòðà÷åíà. Ýòî âîçìîæíî â òîì ñëó÷àå, êîãäà
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êàòàëèòè÷åñêèé öåíòð ôåðìåíòà è ñàéò, óçíàâàåìûé èíãèáèòî-
ðîì, ïðåäñòàâëåíû ðàçíûìè ó÷àñòêàìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãå-
íà, êîäèðóþùåãî ýòó ìèøåíü. Ïðîäåìîíñòðèðóåì ýòîò îáùèé
ïðèíöèï ëèøü îäíèì êëàññè÷åñêèì ïðèìåðîì, õîðîøî èçó÷åí-
íûì ãåíåòè÷åñêè, áèîõèìè÷åñêè è ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòðóêòóð-
íîé òðåõìåðíîé ìîäåëè ìîëåêóëû áåëêà.

Êëåòêè áàêòåðèé, ãðèáîâ è ðàñòåíèé ñèíòåçèðóþò ìíîæåñòâî
àðîìàòè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, âêëþ÷àÿ íåçàìåíèìûå àðîìàòè÷åñêèå
àìèíîêèñëîòû. Â ýòèõ êëåòêàõ èìååòñÿ ñïåöèàëüíûé, òàê íàçû-
âàåìûé øèêèìàòíûé ïóòü ñèíòåçà. Ýòî îäèí èç ñàìûõ áîëüøèõ
ñèíòåòè÷åñêèõ ïóòåé êëåòêè (ó ðàñòåíèé îí ñîñòàâëÿåò äî 35 %
[46]). Íà ýòîì ïóòè îáðàçóåòñÿ òàêîå áàçîâîå ñîåäèíåíèå, êàê øè-
êèìîâàÿ êèñëîòà, èç êîòîðîé ñ ïîìîùüþ ìíîãèõ îòâåòâëåíèé
ñèíòåçèðóþòñÿ ñîåäèíåíèÿ ðàçíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè [47,
48]. Øåñòîé ôåðìåíò ýòîãî ñèíòåçà ïðîâîäèò íà ïóòè îáðàçîâàíèÿ
àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò òèðîçèíà, òðèïòîôàíà è ôåíèëàëà-
íèíà ðåàêöèþ ñîåäèíåíèÿ øèêèìàò-3-ôîñôàòà ñ 5-ôîñôîýíîë-
ïèðóâàòîì, îáðàçóÿ íåîáõîäèìûé ïðåäøåñòâåííèê íà ïóòè ñèí-
òåçà àìèíîêèñëîò. Îêàçàëîñü, ÷òî õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûé
ãëèôîñàò êàê ôîñôîíîâûé àíàëîã ïðèðîäíîé àìèíîêèñëîòû ãëè-
öèíà ñïîñîáåí áëîêèðîâàòü ýòó ðåàêöèþ [49, 50]. Ñâÿçûâàíèå ãëè-
ôîñàòà ñ ïðîñòðàíñòâåííî îòäàëåííûì îò êàòàëèòè÷åñêîãî öåí-
òðà ìèøåííîãî ôåðìåíòà ó÷àñòêîì âûçûâàåò íåîáðàòèìûé êîí-
ôîðìàöèîííûé ïåðåõîä è ïîëíóþ èíàêòèâàöèþ äàííîãî ôåðìåí-
òà. Îäíàêî åñëè â ðåçóëüòàòå ìóòàöèé ïðîèñõîäÿò ñóãóáî ñïåöè-
ôè÷åñêèå çàìåíû àìèíîêèñëîò â ó÷àñòêå ñâÿçûâàíèÿ èíãèáèòîðà
[47], ôåðìåíò íå ÷óâñòâóåò ïðèñóòñòâèÿ èíãèáèòîðà è íå ñíèæàåò
òåìïîâ ïðîâåäåíèÿ ñâîéñòâåííîé åìó ðåàêöèè. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî
ìåõàíèçìà êëåòêà ïðèîáðåòàåò öèòîòîêñè÷åñêóþ óñòîé÷èâîñòü,
ïðîÿâëÿåìóþ òîëüêî ê äàííîìó ñåëåêòèâíîìó èíãèáèòîðó. (Îòìå-
òèì, ÷òî ýòè ðàçðàáîòêè ëàáîðàòîðèè ïðîôåññîðà N. Amrhein â
Öþðèõå ôèðìà «Ìîíñàíòî» èñïîëüçîâàëà äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé, ñíàáæåííûõ ìèøåíüþ íå ÷óâñòâèòåëüíîé ê
ãëèôîñàòó, êîòîðûé ñàìûì øèðîêèì îáðàçîì èñïîëüçóåòñÿ êàê
ãåðáèöèä Ðàóíäàï [48].)

Ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ óñòîé÷èâîñòè ìèêðîáíûõ êëåòîê ê
ðàçëè÷íûì àíòèáèîòèêàì òàêæå âûÿâëåíî èñïîëüçîâàíèå êëåò-
êîé ïðàâèëà èçìåíåíèÿ ìèøåíåé èõ äåéñòâèÿ. Äàííûå ýòîãî
èçó÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû â îáçîðå [51]. Íà ïðèìåðå ÒÅÌ-1 β-ëàê-
òàìàçû âîçíèêëî íîâîå íàïðàâëåíèå â èçó÷åíèè ðîëè ìóòàöèé â
ïðîÿâëåíèè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè òîé èëè èíîé ìîëåêóëû
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áåëêà: ïðåæäå âñåãî, áûëà îáíàðóæåíà ìóòàöèÿ, ñïîñîáíàÿ îáó-
ñëîâëèâàòü êàê óâåëè÷åíèå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè óêàçàí-
íîãî áåëêà, òàê è åãî íå÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíãèáèòîðó [52].
Îêàçàëîñü, ÷òî ýòà ìóòàöèÿ äåéñòâóåò â ñî÷åòàíèè ñî âòîðîé ìó-
òàöèåé, âîçíèêàþùåé îäíîâðåìåííî ñ ïåðâîé ìóòàöèåé â ãåíå
ýòîãî ôåðìåíòà. Åñëè ýòà âòîðàÿ ìóòàöèÿ äåëàåò ôåðìåíò íåàê-
òèâíûì, òî ïåðâàÿ èñïðàâëÿåò èëè ñóïïðåññèðóåò ýòîò äåôåêò çà
ñ÷åò òîãî, ÷òî ïðè íàëè÷èè óêàçàííîé ìóòàöèè â èçó÷àåìîé ìî-
ëåêóëå ñïîñîá óêëàäêè áåëêà èçìåíÿåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñóùå-
ñòâóåò ñâÿçü ìåæäó ïðèðîäîé ìóòàöèè è õàðàêòåðîì óêëàäêè
áåëêà, â êîòîðîì âîçíèêàþò ìóòàöèè. Ïðîáëåìå ìîäèôèêàöèè
áåëêîâîé ìîëåêóëû êàê ìèøåíè äåéñòâèÿ òîãî èëè èíîãî èíãè-
áèòîðà êàê ìåõàíèçìó öèòîòîêñè÷åñêîé óñòîé÷èâîñòè ïîñâÿùåíà
ñïåöèàëüíàÿ ãëàâà â ìîíîãðàôèè [53].

Ñóïåðýêñïðåññèÿ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ìîëåêóëû ìèøåíåé
äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà, èìåþùàÿ ìåñòî ïðè àìïëèôèêàöèè ãåíîâ,
íàðóøåíèè öèñ- è òðàíñ-äåéñòâóþùèõ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ
ãåííûõ àêòèâíîñòåé, ïðè èçìåíåíèè ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, ïðè ñòðåññèíäóöèðîâàííîì äåéñòâèè
àëàðìîíîâ ñäâèãàåò ñîîòíîøåíèå ìèøåííûé ñàéò–èíãèáèòîð â
ñòîðîíó íåçàíÿòûõ èíãèáèòîðîì ìèøåííûõ ñàéòîâ [54–56]. Ýòî
ïîçâîëÿåò êëåòêå ôóíêöèîíèðîâàòü òàê, êàê åñëè áû èíãèáèòîð â
íåå íå ïîñòóïàë. Òàêèì îáðàçîì, ñóïåðýêñïðåññèÿ ãåíà ìèøåíè
äåéñòâèÿ òîãî èëè èíîãî èíãèáèòîðà – ýòî ôàêòîð öèòîòîêñè÷å-
ñêîé óñòîé÷èâîñòè.

2.5. ÎÁ ÎÁÕÎÄÍÛÕ ÏÓÒßÕ ÌÅÒÀÁÎËÈ×ÅÑÊÈÕ
ÁËÎÊÎÂ Â ÊËÅÒÊÅ È ÑÒÐÓÊÒÓÐÍÎÉ ÌÈÌÈÊÐÈÈ

ÑÀÉÒÀ ÑÂßÇÛÂÀÍÈß ËÈÃÀÍÄÀ

Åùå â ðàìêàõ ôîðìóëû «îäèí ãåí – îäèí ôåðìåíò» áûëî çà-
ìå÷åíî, ÷òî ïðè óòðàòå êëåòêîé êàêîãî-òî ãåíà è ïîëíîì îòñóò-
ñòâèè ñîîòâåòñòâóþùåé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè íàáëþäàþò-
ñÿ ñëó÷àè åå âûæèâàíèÿ. ßñíî, ÷òî â êëåòêå èìåþòñÿ êàêèå-òî
âîçìîæíîñòè äëÿ êîìïåíñàöèè òàêîãî äåôåêòà. (Ïðè èñïîëüçî-
âàíèè òåõíèêè íîêàóòà ãåíîâ ýòè ñëó÷àè ñòàëè îñîáî çàìåòíû-
ìè.) Â ðåçóëüòàòå òàêèõ íàáëþäåíèé âîçíèêëî ïîíÿòèå îá îá-
õîäíûõ ïóòÿõ òîãî èëè èíîãî ìåòàáîëè÷åñêîãî áëîêà (metabolic
bypass). Òåîðèè ýòîãî ÿâëåíèÿ åùå íå ñóùåñòâóåò, è ýòî – îá-
ëàñòü ïðèìåðîâ [30, 53]. Ìû òàêæå îñòàíîâèìñÿ íà ïðèìåðàõ,
öåëü êîòîðûõ, îäíàêî, ñîñòîèò â òîì, ÷òîáû ïîêàçàòü, ÷òî îäíèì
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èç ýôôåêòèâíûõ ñïîñîáîâ èññëåäîâàíèÿ îáõîäíûõ ïóòåé ÿâëÿåò-
ñÿ èçó÷åíèå àðòåôàêòîâ êëîíèðîâàíèÿ. Ýòè àðòåôàêòû âîçíèêà-
þò ïðè êîìïëåìåíòàöèè (âîññòàíîâëåíèè íåäîñòàþùåé êëåòêå
ôóíêöèè) äåôåêòíûõ êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ, ëèøåííûõ òîãî èëè
èíîãî ãåíà, ñ ïîìîùüþ ââåäåíèÿ â íèõ íà îñíîâå ìóëüòèêîïèé-
íûõ ïëàçìèä òàêèõ ãåíåòè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, â êîòîðûõ
ýòîò ãåí òî÷íî ñîäåðæèòñÿ. Ðåçóëüòàòîì òàêîãî êëîíèðîâàíèÿ
äîëæíî áûòü îáíàðóæåíèå ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî íåäîñ-
òàþùèé êëåòêå ãåí. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî âîçìîæíî îáíàðóæå-
íèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, íå ñîäåðæàùèõ èñêîìûé ãåí è òåì íå ìå-
íåå êîìïëåìåíòèðóþùèõ ôóíêöèþ, íåäîñòàþùóþ êëåòêå. Òàêèå
ôðàãìåíòû ïðèíÿòî ñ÷èòàòü àðòåôàêòàìè êëîíèðîâàíèÿ, è ìû îá-
ðàòèëè âíèìàíèå íà òî, ÷òî îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëåòî÷íûå
ñðåäñòâà, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ âîçìîæåí îáõîä ìåòàáîëè÷åñêîãî
áëîêà òîé èëè èíîé ôóíêöèîíàëüíîé ìîëåêóëû êëåòêè [60].

Ïóòè ñèíòåçà ïóðèíîâ äîñêîíàëüíî èçó÷åíû. Ýòî òðè ñàìî-
ñòîÿòåëüíûõ ïóòè, èñïîëüçóåìûå êëåòêîé. Ïåðâûé ïóòü – ñèíòåç
de novo íà îñíîâå ïåðâîíà÷àëüíî èñïîëüçóåìûõ ìîëåêóë îïðåäå-
ëåííûõ àìèíîêèñëîò, ñàõàðîâ è áîëüøîãî ïîòðåáëåíèÿ ÀÒÔ.
Âòîðîé ïóòü – ýòî salvage, äîïîëíèòåëüíûé ïóòü, ïóòü ðåóòèëè-
çàöèé èëè âòîðè÷íîãî èñïîëüçîâàíèÿ îñíîâàíèé, îáðàçóþùèõñÿ
â ðåçóëüòàòå ðàñïàäà íóêëåèíîâûõ êèñëîò. È òðåòèé ïóòü – ýòî
øóíò, ñîåäèíÿþùèé ïåðâûå äâà ïóòè [57–59]. Åñëè êàæäûé ïóòü
è øóíò ïåðåêðûòü ìóòàöèåé òàê, ÷òî êëåòêè íå ñìîãóò æèòü áåç
äîáàâëåíèÿ ýêçîãåííîãî ïóðèíà, è ñ ïîìîùüþ áèáëèîòåêè ãåíîâ
èç íîðìàëüíûõ êëåòîê êëîíèðîâàòü ôðàãìåíòû, êîìïëåìåíòè-
ðóþùèå òàêèå ìóòàöèè, òî äîëæíî áûòü ëèøü òîëüêî òðè òèïà
òàêèõ ôðàãìåíòîâ. Îäíàêî èõ êëîíèðóåòñÿ áîëüøå [60]. ßñíî,
÷òî «ëèøíèå» òèïû îòðàæàþò âîçìîæíîñòè êëåòêè îáõîäèòü
áëîê. (Îòìåòèì, ÷òî îäèí èç òèïîâ êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ
óêàçûâàåò íà ñâÿçü ñ ôåðìåíòàìè, êîíòðîëèðóþùèìè îáðàçîâà-
íèå â êëåòêå àëàðìîíà–ppGpp [61, 62].)

Ïîäòâåðæäåíèåì òîãî, ÷òî èçó÷åíèå «àðòåôàêòîâ» êëîíèðî-
âàíèÿ ìîæåò áûòü ìåòîäîì èçó÷åíèÿ îáõîäíûõ ïóòåé, ñëóæèò
ðàáîòà [63]. Çäåñü äåôåêòíûå ïî ñèñòåìàì ðåïàðàöèè îäíîíèòå-
âûõ ðàçðûâîâ êëåòêè, ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëüíûå ê ÓÔ-èçëó-
÷åíèþ, òðàíñôîðìèðîâàëè áàíêîì ãåíîâ â ìóëüòèêîïèéíûõ ïëàç-
ìèäàõ è îòáèðàëè êëîíû, óñòîé÷èâûå ê ÓÔ. Àíàëèç òàêèõ êëî-
íîâ ïîêàçàë, ÷òî äàííûé äåôåêò èñïðàâëÿëñÿ ñ ïîìîùüþ íåîæè-
äàííîé àêòèâíîñòè, ïðîÿâëÿåìîé êëîíèðîâàííûì ôðàãìåíòîì.
Ýòî áûëà àêòèâíîñòü RNase T, êîòîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ ïðîöåñ-
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ñèíãà tRNA è 5S RNA. Åñëè êëîíèðîâàííûé ôðàãìåíò ñîäåðæàë
ãåí, îòâåòñòâåííûé çà ïðîÿâëåíèå àêòèâíîñòè RNAse T, è êëåò-
êè, òðàíñôîðìèðîâàííûå ìóëüòèêîïèéíûìè ïëàçìèäàìè, ñîäåð-
æàùèìè äàííûé ãåí, óòðà÷èâàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ÓÔ-îá-
ëó÷åíèþ, òî ýòî ìîæåò áûòü òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè RNÀse T
íàðÿäó ñ ÐÍÊàçíîé îáëàäàåò è ÄÍÊàçíîé àêòèâíîñòüþ 3′-5′-ïî-
ëÿðíîñòè. Äåéñòâèòåëüíî, ìåæäó íåîáõîäèìûìè äëÿ ðåïàðàöèè
îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ýêçîíóêëåàçàìè è ãåíîì, ïðîÿâ-
ëÿþùèì àêòèâíîñòü RNAse T, íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ ãîìî-
ëîãèÿ. Òàêèì îáðàçîì, êëîíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ñïî-
ñîáíîñòè èõ êîìïëåìåíòàöèè äåôåêòà òîé èëè èíîé ôóíêöèî-
íàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè ïîçâîëÿåò óñòàíàâëèâàòü âîçìîæíûå
ïóòè îáõîäà êàêîãî-ëèáî ìåòàáîëè÷åñêîãî áëîêà â êëåòêå.

Âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ñòðóêòóðíîé ìèìèêðèè ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ
èíãèáèòîðà êàêîé-ëèáî ìîëåêóëîé êëåòêè, íå ÿâëÿþùåéñÿ ìîëåêó-
ëîé-ìèøåíüþ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà, ðàññìîòðåí â ãëàâå 12.

Èòàê, èçó÷åíèå îáõîäíûõ ïóòåé èíàêòèâèðîâàííîé ñ ïîìî-
ùüþ ëåêàðñòâà êàê èíãèáèòîðà äàííîé ìîëåêóëû-ìèøåíè åãî
äåéñòâèÿ âàæíî ïðè èçó÷åíèè ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè êëåò-
êè è ïðè èçó÷åíèè áèîëîãèè êëåòêè âîîáùå.

2.6. Î ÁÅËÊÎÂÎ-ÁÅËÊÎÂÎÉ ÇÀÙÈÒÅ Â ÊËÅÒÊÅ
ÌÎËÅÊÓËÛ-ÌÈØÅÍÈ ÄÅÉÑÒÂÈß ËÅÊÀÐÑÒÂÀ

Õîòåëîñü áû ïðèâëå÷ü âíèìàíèå ÷èòàòåëÿ, èçó÷àþùåãî ðàç-
ëè÷íûå çàùèòíûå ñðåäñòâà êëåòêè, ê òàêîìó íåäàâíî îáíàðó-
æåííîìó ïåðâîíà÷àëüíî â êëåòêàõ íèçøèõ ýóêàðèîò è ïðîêàðèîò
ÿâëåíèþ, êàê áåëêîâûé ñïëàéñèíã. Ñóòü åãî çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òî ìîëåêóëà áåëêà, ñèíòåçèðîâàííàÿ ïåðâîíà÷àëüíî ñîãëàñíî
ãåíåòè÷åñêîìó êîäó, ïîäâåðãàåòñÿ â êëåòêå òàêîé îáðàáîòêå, ïðè
êîòîðîé êàêèå-òî ÷àñòè ýòîé ìîëåêóëû âûðåçàþòñÿ, îñòàâøèåñÿ
æå ôðàãìåíòû ñøèâàþòñÿ, è ìîëåêóëà ôóíêöèîíèðóåò â òàêîé
íîâîé ôîðìå. Ñìûñë è çíà÷åíèå âñåãî ýòîãî èçó÷àþò, íàøå æå
âíèìàíèå ïðèâëåê ôàêò, îïèñàííûé â îáçîðå [64], î òîì, ÷òî â
àíòèáèîòèêîóñòîé÷èâûõ êëåòêàõ â îòëè÷èå îò ÷óâñòâèòåëüíûõ
êëåòîê, îáíàðóæèâàþòñÿ êàêèå-òî íîâûå áåëêè. Îíè îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ íå ñ ìîëåêóëîé àíòèáèîòèêà, ëèøàÿ
åãî òåì ñàìûì áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, à ñ ñàìîé ìèøåíüþ,
íà êîòîðóþ äåéñòâóåò àíòèáèîòèê. Òàêîå áåëêîâî-áåëêîâîå ñâÿ-
çûâàíèå êàê áû ýêðàíèðóåò ìèøåíü îò òîêñè÷åñêîãî ëèãàíäà,
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÷òî è ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ôåíîòèïà àíòèáèîòèêîóñòîé-
÷èâîñòè. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ñóòü ýòîãî ÿâëåíèÿ.

Áåëêîâûé ñïëàéñèíã, â îòëè÷èå îò ÐÍÊ-ñïëàéñèíãà, áûë îá-
íàðóæåí íåäàâíî, è öåëûé ðÿä îáçîðîâ çíàêîìèò ÷èòàòåëÿ ñ
ýòèì ÿâëåíèåì [64–69]. Áîëåå òîãî, ñóùåñòâóåò ñïåöèàëüíûé
ñàéò â èíòåðíåòå, ñóììèðóþùèé âñþ ïîñòóïàþùóþ èíôîðìàöèþ
îá ýòîì ïðîöåññå: http://www.neb.com/neb/inteins.html.

Ñîçðåâàíèå ôóíêöèîíàëüíîé ìîëåêóëû ñîîòâåòñòâóþùåãî
áåëêà ïîñðåäñòâîì âûðåçàíèÿ òîãî èëè èíîãî âíóòðåííåãî ó÷àñò-
êà, ïîëó÷èâøåãî íàçâàíèå èíòåèí (internal protein), ñ ïîñëåäóþùèì
ñðàùåíèåì îáðàçîâàâøèõñÿ ôëàíãîâûõ ÷àñòåé ìîëåêóëû – ýêñ-
òåèíîâ (extein) (ðèñ. 2.4) óñòàíîâëåíî áëàãîäàðÿ èçó÷åíèþ ñîîòâåò-
ñòâèÿ ìåæäó íóêëåîòèäíûìè è àìèíîêèñëîòíûìè ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿìè èññëåäóåìûõ áåëêîâ. Îáíàðóæåíû áåëêè, â êîòîðûõ
ñîãëàñíî èõ ãåíåòè÷åñêîìó êîäó îïðåäåëåííàÿ ÷àñòü ìîëåêóëû îò-
ñóòñòâîâàëà. Îòíîñèòåëüíî ãåíîâ, êîäèðóþùèõ òàêèå áåëêè, è íà
ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóþò ðàçíûå àëëåëè ãå-
íîâ ýòèõ áåëêîâ. Îäíè èç íèõ ñîäåðæàëè ïðîòÿæåííûå êîäèðóþ-
ùèå ó÷àñòêè, ñîîòâåòñòâóþùèå èíòåèíàì, âûðåçàåìûì èç ìîëåêó-
ëû áåëêà, ñ ïîñëåäóþùèì ñïëàéñèíãîì îáðàçóþùèõñÿ ôëàíãîâ.
Äðóãèå ãåíû áåëêîâ ýòîãî òèïà âîîáùå íå ñîäåðæàëè ó÷àñòêè, êî-
äèðóþùèå èíòåèíû. Ýòî áûëî íàçâàíî ñîîòâåòñòâåííî ïëþñ- è
ìèíóñ-àëëåëÿìè ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà. Îäíàêî â ôóíêöèîíè-
ðóþùåì áåëêå äàæå â ñëó÷àå ïëþñ-àëëåëè â íîðìå ýòîò ó÷àñòîê â
çðåëîé ìîëåêóëå âñåãäà îòñóòñòâóåò, è ñ ïîìîùüþ ìóòàãåíåçà è
Íîçåðí-áëîòà äîêàçàíî, ÷òî åãî óäàëåíèå èç ìîëåêóëû-ïðåäøå-
ñòâåííèêà ïðîèñõîäèò ñóãóáî ïîñòòðàíñëÿöèîííî ïîñëå ñîáëþäå-
íèÿ âñåõ òðàíñëÿöèîííûõ ïðàâèë, îïðåäåëÿåìûõ îòêðûòîé ðàì-
êîé ñ÷èòûâàíèÿ. Âûðåçàíèå èíòåèíà èäåò àâòîêàòàëèòè÷åñêè áåç
ïðèâëå÷åíèÿ êàêèõ-ëèáî êîôàêòîðîâ, à ëèøü çà ñ÷åò ðåàêöèîííûõ
ñïîñîáíîñòåé àìèíîêèñëîò, ïîêàçàííûõ íà ðèñ. 2.4. Ýòè àìèíî-
êèñëîòû ìàðêèðóþò â ìîëåêóëå áåëêà ãðàíèöû âûðåçàíèÿ èíòåè-
íîâ è ñøèâêè ýêñòåèíîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî èí-
òåèíû ñîñòàâëÿþò äâå ãðóïïû – êëàññè÷åñêèå èíòåèíû è ìèíè-
èíòåèíû (ðèñ. 2.4, á). Íàèáîëåå ÿðêîé õàðàêòåðèñòèêîé êëàññè÷å-
ñêîãî èíòåèíà (ðèñ. 2.4, à) ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå äâóõ ñïåöèàëüíûõ
äîìåíîâ â åãî ñòðóêòóðå.

Ýòî òàê íàçûâàåìûé äîìåí Hint, îòâåòñòâåííûé çà ñîçäàíèå òà-
êîé òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû èíòåèíà, â êîòîðîé N- è C-êîíöû ñáëè-
æåíû íà ðàññòîÿíèå êîâàëåíòíîé ñâÿçè. Ýòî âàæíî äëÿ îñóùåñòâ-
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ëåíèÿ ðåàêöèè âûðåçàíèÿ èíòåèíà è ñøèâêè ôëàíãîâ. Âòîðîé äî-
ìåí, ðàñïîëàãàþùèéñÿ â öåíòðå êëàññè÷åñêîãî èíòåèíà, íàçûâàåò-
ñÿ DOD-äîìåí. Ýòî – áåëêîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, î÷åíü ïîõî-
æàÿ íà òàêîé áåëîê, êàê ñïåöèàëüíàÿ ÄÍÊ-ýíäîíóêëåàçà, êîòîðàÿ
ñïîñîáíà óçíàâàòü ñòðîãî ñïåöèôè÷åñêèå ó÷àñòêè â ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ÄÍÊ. Áëàãîäàðÿ ýòîé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè â ýòîì
ìåñòå ÄÍÊ, ïðåäñòàâëåíîé ãåíîì ñïëàéñèðóåìîãî áåëêà, âîçíèêàåò
äâîéíîé ðàçðûâ. Ýòî äåëàåò âîçìîæíîé ðåàêöèþ ãîìîëîãè÷åñêîé
ðåêîìáèíàöèè â äèïëîèäíûõ îðãàíèçìàõ ìåæäó êàê ïëþñ-, òàê è
ìèíóñ-àëëåëÿìè ãåíà äàííîãî áåëêà òàê, ÷òî ìèíóñ-àëëåëü ïðåâðà-
ùàåòñÿ â ïëþñ. Ïîñêîëüêó ìåõàíèçì òàêîé ïåðåäà÷è ñâÿçàí ëèøü ñ
îïðåäåëåííûìè ìåñòàìè ìîëåêóëû ÄÍÊ, òî òàêîå âíåäðåíèå ýëå-
ìåíòîâ â ãåíîì ëèøü ïî îïðåäåëåííîìó àäðåñó ïîëó÷èëî íàçâàíèå
õîóìèíãà (æèëèùà äëÿ ýëåìåíòà). Òàêèì îáðàçîì, áëàãîäàðÿ àê-
òèâíîñòè DOD-äîìåíà âîçìîæíî ñîõðàíåíèå íà ãåíåòè÷åñêîì
óðîâíå èíôîðìàöèè îá èíòåèíàõ â ìîëåêóëàõ áåëêîâ, è DOD-äî-
ìåí çàùèùàåò èõ îò âîçìîæíîñòè èñ÷åçíîâåíèÿ. Åñëè êëåòêà ðàñ-
ïîëàãàåò ñïåöèàëüíûì ìåõàíèçìîì ñîõðàíåíèÿ òàêîé ñóùíîñòè
êëåòêè, êàê èíòåèíû, òî ýòî óêàçûâàåò íà èõ âàæíîñòü â áèîëîãèè
êëåòêè, ÷òî åùå ïðåäñòîèò ðàñêðûòü.

Îáíàðóæåíèå ê 2005 ã. ïðèìåðíî 200 èíòåèíîâ ðàçíûõ áåëêîâ èç
âñåõ òðåõ äîìåíîâ æèçíè íà Çåìëå ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü ðàçëè÷íûå
òèïû ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ýòèõ ýëåìåíòîâ, ìîëåêóëÿðíûå
ñèãíàëû äëÿ èõ îïîçíàâàíèÿ è âûðåçàíèÿ, à òàêæå ñóòü êàòàëèçèðóå-
ìûõ èíòåèíîì áåç âñÿêîé ïîñòîðîííåé ïîìîùè õèìè÷åñêèõ ðåàê-
öèé, ëåæàùèõ â îñíîâå ýòîãî ïðîöåññà. Íàèáîëåå òðóäíî ïîääàåòñÿ
èçó÷åíèþ áèîëîãè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ ýòèõ ýëåìåíòîâ
â ïðèðîäå. Èçâåñòíî ëèøü, ÷òî ó òóáåðêóëåçíîé ïàëî÷êè è äðóãèõ
ìèêîáàêòåðèé íåâûðåçàííûå èíòåèíû â òàêèõ ìîëåêóëàõ, êàê îñíîâ-
íîé áåëîê ðåêîìáèíàöèè è ðåïàðàöèè RecA è DnaB õåëèêàçà, íåîá-
õîäèìàÿ äëÿ ïðîäâèæåíèÿ â ìîëåêóëå ÄÍÊ ðåïëèêàöèîííîé âèëêè,
íå ïîçâîëÿþò ýòèì ìîëåêóëàì îñóùåñòâëÿòü èõ ôóíêöèþ. Ýòî ñíè-
æàåò æèçíåñïîñîáíîñòü äàííîé ìèêðîôëîðû, îñîáåííî â ïðèñóòñò-
âèè àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ [67]. Îòñþäà ñëåäóåò,
÷òî äëÿ ìåäèöèíñêèõ öåëåé íåîáõîäèìû ñðåäñòâà, ïðåäîòâðàùàþ-
ùèå âûðåçàíèå èíòåèíîâ, è ÷òî ïðîöåññ áåëêîâîãî ñïëàéñèíãà, âûÿ-
âëåííûé ó òóáåðêóëåçíîãî âîçáóäèòåëÿ è íå îáíàðóæåííûé â êëåòêàõ
÷åëîâåêà, ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê íîâóþ, ïåðñïåêòèâíóþ ìèøåíü
äëÿ ïîèñêà àíòèìèêîáàêòåðèàëüíîãî ëåêàðñòâà, èíãèáèðóþùåãî ýòîò
ïðîöåññ. Âîò òàêóþ âîçìîæíîñòü íîâîãî ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ïîäõîäà
ïðåäîñòàâèëî îòêðûòèå ÿâëåíèÿ áåëêîâîãî ñïëàéñèíãà. Ñóùåñòâóåò
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ëè åùå êàêîå-òî áèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå èíòåèíîâ? Â ñâÿçè ñ ýòèì
âîçíèêàåò è äðóãîé âîïðîñ î ñóäüáå â êëåòêå è áèîëîãè÷åñêèõ ýô-
ôåêòàõ âûðåçàííîãî èíòåèíà. Ïðîèñõîäèò ëè ïðîñòî íåìåäëåííîå è
ïîëíîå óíè÷òîæåíèå â êëåòêå ýòîãî ýëåìåíòà èëè îíà óñïåâàåò èñïî-
ëüçîâàòü åãî â êàêèõ-òî öåëÿõ?

Îêàçàëîñü, ÷òî ðàçìåð ýòîãî ýëåìåíòà ìîæåò êîëåáàòüñÿ â øèðî-
êèõ ïðåäåëàõ – îò áîëåå ñîòíè äî áîëåå òûñÿ÷è ìîíîìåðîâ. Âûÿâè-
ëîñü, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ áèôóíêöèîíàëüíîé äîìåííîé îðãàíèçàöèåé
èíòåèíîâ, îáåñïå÷èâàþùåé êàê âûðåçàíèå èíòåèíà èç ìîëåêóëû
áåëêà, òàê è ïåðåíîñ äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ñîîòâåòñòâóþùèé
ãåí, ëèøåííûé òàêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ðàçìåð ýòîãî ýëåìåíòà
çàâèñèò îò òîãî, âñåìè ëè äîìåíàìè îáëàäàåò èíòåèí èëè êàêàÿ-òî
èõ ÷àñòü óòðà÷åíà. Áîëåå òîãî, óäèâèòåëüíîé îêàçàëàñü âîçìîæíîñòü
ñóùåñòâîâàíèÿ èíòåèíîâ âîîáùå â âèäå ðàñùåïëåííîé ôîðìû, êî-
äèðóåìîé ãåíàìè ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà: îäíà ÷àñòü äàííîãî
èíòåèíà â êàêîì-òî îäíîì ãåíå, äðóãàÿ – â ñîâåðøåííî èíîì ãåíå.
Îäíàêî âîçìîæíî âîññòàíîâëåíèå öåëîñòíîñòè èíòåèíà çà ñ÷åò
òðàíñ-ñïëàéñèíãà ìåæäó ðàçíûìè ìîëåêóëàìè áåëêîâ, íåñóùèìè
îòäåëüíûå ó÷àñòêè îäíîãî è òîãî æå èíòåèíà. Êàê æå îíè íàõîäÿò
äðóã äðóãà è êàê âîññòàíàâëèâàåòñÿ öåëûé èíòåèí çà ñ÷åò îáðàçîâà-
íèÿ ïåïòèäíîé ñâÿçè ìåæäó ðàçîðâàííûìè ÷àñòÿìè ìîëåêóëû? Ýòî
íåîáõîäèìî âûÿñíèòü.

Èòàê, îòêðûòèå òàêîãî ôóíêöèîíàëüíîãî ýëåìåíòà êëåòêè, êàê
èíòåèí, ñïîñîáíîãî ïðåæäå âñåãî ê ãåíåòè÷åñêèì òðàíñïîçèöèÿì
êàê ñðåäñòâó ñâîåãî ñîõðàíåíèÿ â ïðèðîäå, ïîäíèìàåò âîïðîñ î çíà-
÷èìîñòè ýòîãî ýëåìåíòà äëÿ áèîëîãèè êëåòêè â öåëîì. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè ãåíà íå ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíà ñ ñîîòâåòñòâóþùèì ïîâåäåíèåì èíòåèíîâ. Òàê, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïðîöåññ áåëêîâîãî ñïëàéñèíãà ïðîòåêàåò â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñ-
ëîâèÿõ î÷åíü áûñòðî è â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ ðîñòà êëåòêè âûäåëåíèå
ìîëåêóëû-ïðåäøåñòâåííèêà íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì. Áîëåå
òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî ðàçëè÷íûå èçìåíåíèÿ â óñëîâèÿõ ðîñòà êëåòêè
íå îòðàæàëèñü íà ýôôåêòèâíîñòè ñðàùèâàíèÿ ýêñòåèíîâ, è ýòî äå-
ìîíñòðèðóåò îòñóòñòâèå ó èíòåèíîâ ðåãóëÿòîðíûõ ñâîéñòâ. Îäíàêî
ïðè òàêîì ýêñïåðèìåíòèðîâàíèè îñòàëèñü íå èçó÷åííûìè ïîâåäåíèå
è ñóäüáà èíòåèíîâ, îñâîáîæäàþùèõñÿ èç áåëêà-õîçÿèíà. Âñåãäà ëè
ýòî ïîâåäåíèå îäèíàêîâî èëè îíî èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò óñ-
ëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ, â êîòîðûå ïîïàäàåò êëåòêà? Íå ìîæåò ëè
êëåòêà â óñëîâèÿõ õèìè÷åñêîãî ñòðåññà èñïîëüçîâàòü òàêèå ãîòîâûå,
ñòàíäàðòíûå è ñïåöèàëüíî ñòðóêòóðèðîâàííûå ýëåìåíòû, ñïîñîáíûå
ê áåëêîâî-áåëêîâûì âçàèìîäåéñòâèÿì (î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ÿâëå-
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íèå òðàíñ-ñïëàéñèíãà) äëÿ çàùèòû ôóíêöèîíèðóþùèõ áåëêîâûõ
ìèøåíåé îò ïîñòóïàþùèõ â êëåòêó òîêñè÷åñêèõ ëèãàíä? Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ýòî ÷èñòî óìîçðèòåëüíûé âîïðîñ, îäíàêî ïîïûòêà ïîëó-
÷åíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî îòâåòà íà íåãî ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé
äëÿ ðàçâèòèÿ èíòåèíîâîé òåìàòèêè è àíàëèçà ïîñòóïàþùèõ äàííûõ.

2.7. Î ÁÈÎÏËÅÍÊÀÕ

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî â ìåñòàõ áàêòåðèàëüíîé
èíôåêöèè íà óðîâíå îðãàíèçìà õîçÿèíà, à òàêæå èíêóáèðîâàíèÿ
áàêòåðèàëüíîé ïîïóëÿöèè íå â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ, à â åñòåñò-
âåííîé îêðóæàþùåé ñðåäå ðîñò áàêòåðèé ïðèîáðåòàåò ñïåöèôè÷å-
ñêèå ñâîéñòâà òàê, ÷òî êëåòêè âìåñòî ïëàíêòîííîãî ñóùåñòâîâàíèÿ
îáðàçóþò ñâÿçàííûå ñëîæíûå íåðàçäåëÿåìûå ñòðóêòóðû, òàê íàçû-
âàåìûå áèîïëåíêè (biofilms) [70–72]. Ìíîãî ðàáîò ïîñâÿùåíî èçó-
÷åíèþ ýòîãî ÿâëåíèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè ðîñòå â âèäå áèîïëåíîê
áàêòåðèè ïðèîáðåòàþò óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì. Ýòî îñëîæíÿ-
åò òåðàïèþ áàêòåðèàëüíûõ èíôåêöèé ëåãêèõ, âêëþ÷àÿ òóáåðêóëåç,
ìî÷åïîëîâûõ ïóòåé, ÷àñòûå âîñïàëåíèÿ ñðåäíåãî óõà, èíôåêöèé
ðîòîâîé ïîëîñòè, à òàêæå ÷àñòî âñòðå÷àþùóþñÿ ñòàôèëîêîêêîâóþ
è ñòðåïòîêîêêîâóþ èíôåêöèè [73]. Âíà÷àëå äóìàëè, ÷òî ïëåíêà –
ýòî ïðîñòî ìåõàíè÷åñêèé áàðüåð, ïðåäîòâðàùàþùèé ïîñòóïëåíèå
âåùåñòâà â êëåòêó. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî êëåòêè â ïëåíêå õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ ôóíêöèîíàëüíîé ãåòåðîãåííîñòüþ òàê, ÷òî îäíè êëåòêè
òåðÿþò ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü [74], äðóãèå, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå
persistors, íà÷èíàþò âûäåðæèâàòü áîëüøèå êîíöåíòðàöèè öèòîòîê-
ñè÷åñêèõ âåùåñòâ. Êàêèå-ëèáî ðàçëè÷èÿ â ñîñòàâå ãåíîâ ìåæäó
êëåòêàìè â áèîïëåíêàõ è ïëàíêòîííîé êóëüòóðå íå îáíàðóæåíû
[74]. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî ïðè îáðàçîâàíèè áèîïëåíêè àêòèâèðó-
åòñÿ ñîâåðøåííî íîâàÿ òðàíñïîðòíàÿ ñèñòåìà âûáðîñà âåùåñòâ èç
êëåòêè, êîòîðàÿ íå ðàáîòàåò â ñëó÷àå ïëàíêòîííûõ êëåòîê [75]. Ïî-
÷åìó æå îáðàçóåòñÿ ïëåíêà? Îêàçàëîñü, ÷òî ôàêòîðû, ñïîñîáñò-
âóþùèå ýòîìó, ñâÿçàíû ñ èíäóêöèåé áåëêîâ òèïà ïîâåðõíîñòíîãî
àäãåçèíà, ñêëåèâàþùåãî êëåòêè (èäåíòèôèöèðîâàí áåëîê Bap –
biofilm matrix polymer), è òàêèõ âåùåñòâ, êàê ïîëè-N-àöåòèëãëþ-
êîçàìèí ïîëèñàõàðèäà ïîâåðõíîñòè êëåòêè è ëàêòîíîâ àöåòèëãîìî-
ñåðèíà, à òàêæå íàëè÷èÿ â îêðóæàþùåé ñðåäå ýñêñòðàöåëëþëÿðíîé
ÄÍÊ, ðàçëè÷íûõ ìåòàëëîâ è ñîîòâåòñòâóþùåé ïëîòíîñòè êëåòîê
[75–81]. Òåõíîëîãèÿ ìèêðîýððåÿ ïîçâîëÿåò ñðàâíèòü ïðîôèëü ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ êëåòîê, ñóùåñòâóþùèõ â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè, è
êëåòîê, îáðàçóþùèõ ïëåíêó [82]. Îáíàðóæåíèå ãåíîâ, ðåçêî èçìå-
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íÿþùèõ ñâîþ àêòèâíîñòü â êëåòêàõ áèîïëåíêè ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïëàíêòîííûìè êëåòêàìè, îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâû èçó÷åíèÿ ìåõà-
íèçìîâ îáðàçîâàíèÿ áèîïëåíîê, ñâîéñòâ, ïðîÿâëÿåìûõ èìè, è ìå-
òîäîâ áîðüáû ñ ýòèì ÿâëåíèåì â ìåäèöèíå.

Óêàæåì íà ïåðâûå øàãè, ïðåäïðèíèìàåìûå íà ïóòè ðàçðàáîòêè
ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ðàçðóøàòü ïëåíêè. Êëåòêè, îáðàçóþùèå ïëåí-
êó, çàðàæàëè ñ ïîìîùüþ áàêòåðèîôàãà, ê êîòîðîìó ýòè êëåòêè áûëè
÷óâñòâèòåëüíû. Íî ïîñêîëüêó ñàì áàêòåðèîôàã ïðîÿâëÿë î÷åíü íèç-
êóþ àêòèâíîñòü è íå ìîã ðàçðóøèòü ïëåíêó, òî â åãî ãåíîì áûë ââå-
äåí èçâåñòíûé ãåí ôåðìåíòà, äåãðàäèðóþùåãî êëåòî÷íûé ìàòðèêñ. Â
ñëó÷àå çàðàæåíèÿ êëåòîê áèîïëåíêè ñ ïîìîùüþ òàêîãî èíæåíåðíîãî
ôàãà åå ðàçðóøåíèå â ìîäåëüíîì îïûòå ñîñòàâèëî 100 % [83]. Òàêîé
ðåçóëüòàò ïðèâëåêàåò âíèìàíèå â ñâÿçè ñ ïîèñêîì âîçìîæíîñòè, ïî-
çâîëÿþùåé ïîâûøàòü ýôôåêòèâíîñòü òåðàïèè òóáåðêóëåçà è äðóãèõ
îïàñíûõ èíôåêöèé.

Èòàê, ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ
ñðåäñòâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ óíè÷òîæåíèÿ êëåòîê, âûçûâàþùèõ òó
èëè èíóþ ïàòîëîãèþ îðãàíèçìà, ñâÿçàíà, ïðåæäå âñåãî, ñ ïðîöåññà-
ìè âõîäà âåùåñòâà â êëåòêó, âîçìîæíîñòüþ åãî áåñïðåïÿòñòâåííîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ â òîëùå êëåòêè, à òàêæå åãî âûáðîñà èç êëåòêè. Â
ñâÿçè ñ ýòèì èçó÷åíèå îïèñàííûõ â ýòîé ãëàâå ìíîãî÷èñëåííûõ áåë-
êîâ, îòâåòñòâåííûõ çà òðàíñïîðò ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ, çàíèìàåò îäíî
èç öåíòðàëüíûõ ìåñò â ðåøåíèè ïðîáëåìû âîçíèêíîâåíèÿ ëåêàðñò-
âåííîé óñòîé÷èâîñòè.

Èçó÷åíèå õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ âåùåñòâà â êëåòêå òðåáóåò óñ-
òàíîâëåíèÿ ôàêòà, ÷òî äàííàÿ êëåòêà íå îáëàäàåò ôåðìåíòàòèâíûìè
àêòèâíîñòÿìè, ðàçðóøàþùèìè èëè èçìåíÿþùèìè õèìè÷åñêóþ ïðè-
ðîäó ëåêàðñòâà. È äàæå êîãäà ýòîãî íå ïðîèñõîäèò, ñâîáîäíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå â êëåòêå ëåêàðñòâà íàáëþäàåòñÿ íå âñåãäà, òàê ÷òî äîñòóï
åãî ê êëåòî÷íûì ìîëåêóëàì – ìèøåíÿì äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà â ñèëó
òåõ èëè èíûõ ïðè÷èí ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì. Ïðîèñõîäèò èíòåð-
íàëèçàöèÿ ëåêàðñòâà, åãî èíåðòíîå, îáîñîáëåííîå ñóùåñòâîâàíèå â
êëåòêå, èëè ñåêâåñòðàöèÿ (ðàííèå íàáëþäåíèÿ îïåðèðîâàëè òåðìè-
íîì ïðîòîöèòîç – protocytosis). Êîãäà è êàê ïðîèñõîäèò ñåêâåñòðà-
öèÿ, åùå ïðåäñòîèò èçó÷èòü.

Â ïðîáëåìå ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè ïðè íîðìàëüíîì ôóíê-
öèîíèðîâàíèè ñèñòåì òðàíñïîðòà ëåêàðñòâà çíà÷åíèå èìååò ñîñòîÿ-
íèå ìîëåêóëû – ìèøåíè äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà. Â íåé íå äîëæíî áûòü
ìóòàöèé, èçìåíÿþùèõ ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà, èñïîëüçóåìîãî êàê
ëåêàðñòâî, è êîíöåíòðàöèÿ òàêîãî ñàéòà íå äîëæíà áûòü ïîâûøåíà â
ðåçóëüòàòå àìïëèôèêàöèè ãåíà, êîäèðóþùåãî ìèøåíü.
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Êàê óæå îòìå÷åíî, âîçìîæíîñòü ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà ñ ìîëåêó-
ëîé-ìèøåíüþ, ÷òî ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè ïîñëåäíåé, íå âñåãäà îçíà÷àåò äîñòèæåíèå æåëàåìîãî ðå-
çóëüòàòà è ïðåêðàùåíèÿ ðîñòà êëåòîê. Íàáëþäåíèÿ ïîêàçûâàþò,
÷òî ïðè êàêèõ-òî âîçíèêàþùèõ â êëåòêå óñëîâèÿõ ñòàíîâèòñÿ âîç-
ìîæíûì âûïîëíåíèå äðóãèìè ìîëåêóëàìè ôóíêöèè èíàêòèâèðî-
âàííîé ìèøåííîé ìîëåêóëû (metabolic bypass). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïðîãðåññ â èçó÷åíèè ýòîãî ÿâëåíèÿ ñâÿçûâàþò ñ óñïåõàìè ðàçâèòèÿ
ñèñòåìíîé áèîëîãèè, êîòîðîé ïîñâÿùåíà ãëàâà 11.

Èñïîëüçóåò ëè êëåòêà òàêèå ìåõàíèçìû, êîòîðûå íåïîñðåäñò-
âåííî çàùèùàþò ìîëåêóëû-ìèøåíè îò ôèçè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ
ëèãàíäàìè? Â ïîèñêå îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ âíèìàíèå ïðèâëåêàþò
òàêèå ýëåìåíòû áåëêîâîãî ñïëàéñèíãà, êàê èíòåèíû. Ñïîñîáíîñòü
ýòèõ ýëåìåíòîâ ê òðàíñ-ñïëàéñèíãó ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíî-
ñòè èõ âçàèìîäåéñòâèé ñ áåëêàìè òàê, ÷òî ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ëèãàí-
äà â ìîëåêóëå-ìèøåíè ìîæåò áûòü ïîêðûò ïîñòîðîííèì ïîëè-
ïåïòèäîì ïðè òàêîì âçàèìîäåéñòâèè. (Îòìåòèì, ÷òî ïðè èçó÷å-
íèè àëàíèë-òÐÍÊ-ñèíòåòàçû âïåðâûå óäàëîñü íàáëþäàòü êîìïëå-
ìåíòàöèþ ôóíêöèè íà óðîâíå áåëêîâîé ìîëåêóëû. Â ýòîì ñëó÷àå
ïðîèñõîäèëî âîññòàíîâëåíèå òåðìîëàáèëüíîãî äåôåêòà ýòîãî ôåð-
ìåíòà çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèé ñ ïîëèïåïòèäàìè, ñ÷èòûâàþùèìèñÿ
ñ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ëèøåííûå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êóñ-
êè ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé ýòîãî ôåðìåíòà [85].)

Îáíàðóæåíèå òàêîãî ÿâëåíèÿ, êàê îáðàçîâàíèå â ñëó÷àå ìèê-
ðîáíûõ êëåòîê åäèíîé ñòðóêòóðû áèîïëåíîê èç ñâîáîäíîæèâó-
ùèõ êëåòîê, ÷óâñòâèòåëüíûå ìîëåêóëû-ìèøåíè êîòîðûõ ñòàíî-
âÿòñÿ ïî÷åìó-òî óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ öèòîñòàòèêîâ, î÷åâèä-
íî, ïðåäîñòàâëÿåò âîçìîæíîñòü ðàñêðûòèÿ êàêèõ-òî íîâûõ çàêî-
íîìåðíîñòåé, ëåæàùèõ â îñíîâå áèîëîãèè êëåòêè. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ýòî – îáëàñòü èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé.

Èòàê, ðàçíîîáðàçèå ôîðì õåìîóñòîé÷èâîñòè êëåòêè â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ çàòðóäíÿåò óñòàíîâëåíèå èñòèííîé ïðè÷èíû ëåêàðñò-
âåííîé óñòîé÷èâîñòè â êàæäîì êîíêðåòíîì êëèíè÷åñêîì ñëó÷àå è
ïðè ïîëó÷åííûõ àêàäåìè÷åñêèõ çíàíèÿõ â ñèëå îñòàåòñÿ ýìïèðè÷å-
ñêèé ïîäáîð ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ, âûçûâàþùèõ æåëàòåëüíûé
îòâåò ïàöèåíòîâ. Îäíàêî, êàê áóäåò îòìå÷åíî â êîíöå êíèãè, íà
ýòîì ïóòè ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì îáíàðóæåíèå ñðåäñòâ, çíà÷èòåëü-
íî óñêîðÿþùèõ âîçìîæíîñòè òàêîãî ïîäáîðà.

Ðàçíîîáðàçèå ôîðì õåìîóñòîé÷èâîñòè òàêæå ïîäíèìàåò âî-
ïðîñ î ðîëè ãåíåòè÷åñêîé îðãàíèçàöèè êëåòêè â îñóùåñòâëåíèè
åå ïðîòèâîõèìè÷åñêîé îáîðîíû è ýòîìó âîïðîñó ïîñâÿùåíà ñëå-
äóþùàÿ ãëàâà êíèãè.
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Ã Ë À Â À  3

 ÑÈÑÒÅÌÛ ÃËÎÁÀËÜÍÎÃÎ ÎÒÂÅÒÀ ÊËÅÒÊÈ,
ÎÁÓÑËÎÂËÈÂÀÞÙÈÅ ÅÅ

ÏÐÎÒÈÂÎÕÈÌÈ×ÅÑÊÓÞ ÇÀÙÈÒÓ

Óñëîâèÿ ñðåäû îáèòàíèÿ êëåòêè ïîäâåðæåíû èçìåíåíèÿì,
ïîýòîìó âîçíèêàåò âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ñîõðàíåíèÿ åå æèçíå-
ñïîñîáíîñòè â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî,
÷òî ôàêòîðû, ñïîñîáíûå íàðóøèòü ñòàáèëüíîå ôóíêöèîíèðîâà-
íèå êëåòêè, âûçûâàþò â íåé ñîñòîÿíèå ñòðåññà, è êëåòêà ñíàá-
æåíà ñïåöèàëüíûìè ñðåäñòâàìè îòâåòà íà ñòðåññ, âêëþ÷àþùèìè
ìåõàíèçìû çàùèòû îò èíàêòèâàöèè ñèñòåì æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòêè. Â ñëó÷àå æå âðåäíûõ âîçäåéñòâèé íà êëåòêó îêàçàëîñü,
÷òî åå îòâåò íà ýòî âîçäåéñòâèå ñâÿçàí ñ àêòèâàöèåé íå êàêèõ-òî
îòäåëüíûõ ñïåöèôè÷åñêèõ ãåíîâ, à îäíîâðåìåííî ìíîãèõ ðàç-
ëè÷íûõ ãåíîâ, ðàçáðîñàííûõ ïî âñåìó ãåíîìó. Â ñâÿçè ñ çàäåéñò-
âîâàíèåì âñåãî ãåíîìà â îòâåòå êëåòêè íà ñòðåññ è êîîðäèíèðî-
âàííîé àêòèâàöèåé öåëîãî ðÿäà ðàçáðîñàííûõ ïî ãåíîìó ãåíîâ
ýòà ãðóïïà çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ êëåòêè ïîëó÷èëà íàçâàíèå ñèñ-
òåì ãëîáàëüíîãî îòâåòà, ïðåäñòàâëåííûõ â ïðîêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêå, â îñíîâíîì, ãëîáàëüíûìè ðåãóëîíàìè. Åñëè ïðè îïåðîí-
íîé îðãàíèçàöèè ãåíîâ ïðîêàðèîò êîîðäèíèðîâàííîñòü ñ÷èòû-
âàíèÿ èíôîðìàöèè ñ ãåíîâ îïåðîíà äîñòèãàåòñÿ çà ñ÷åò èõ ðàñ-
ïîëîæåíèÿ â ñöåïëåííîì âèäå â îäíîì ìåñòå ãåíîìà è óïðàâëå-
íèÿ ñ îáùåé äëÿ âñåõ íèõ ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè, òî ýòî íå òàê â
ðåãóëîíàõ.

Êîîðäèíèðîâàííîñòü æå ðàçáðîñàííûõ ïî âñåìó ãåíîìó ãå-
íîâ ðåãóëîíîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ óçíàâàíèåì ñïåöèàëüíûìè ðåãó-
ëÿòîðíûìè áåëêàìè (ðåïðåññîðàìè è òðàíñêðèïöèîííûìè ôàê-
òîðàìè) ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé, êîòîðûìè îáëàäàåò êàæäûé ãåí
ðåãóëîíà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî çà âûæèâàíèå êëåòêè â óñëî-
âèÿõ ñòðåññà îòâå÷àþò ðàçëè÷íûå ãåíåòè÷åñêèå ñèñòåìû. Óñëîâíî
èõ ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû: îäíà èç íèõ ñâÿçàíà ñî ñïåöè-
àëüíûìè, ýâîëþöèîííî çàêðåïëåííûìè ñèñòåìàìè ãåíîâ, îòâåòñò-
âåííûìè çà ñèíòåç òàê íàçûâàåìûõ ñòðåññîâûõ áåëêîâ, ïðèçâàííûõ
íèâåëèðîâàòü äåéñòâèå ñòðåññà; äðóãàÿ ãðóïïà – ýòî ñàìîîðãàíè-
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çóþùèåñÿ ñèñòåìû çàùèòû êëåòêè îò âíåøíèõ óäàðîâ, ñâÿçàííûå ñ
òðàíñïîçèöèÿìè ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ ãåíîìà [1].

 Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ôóíêöèþ ãëîáàëüíûõ ðåãóëîíîâ çàùèòû
âõîäèò îñóùåñòâëåíèå ïðîöåññîâ ïî ïðåäîòâðàùåíèþ âîçìîæíîé
äåíàòóðàöèè æèçíåííî âàæíûõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ, ëèêâèäàöèè
ïîÿâèâøèõñÿ â êëåòêå àêòèâíûõ õèìè÷åñêèõ ãðóïï, îñîáåííî â
ñëó÷àå ïðîíèêíîâåíèÿ àëêèëèðóþùèõ ñîåäèíåíèé. Áîëåå òîãî, â
èõ ôóíêöèè òàêæå âõîäÿò ðåïàðàöèÿ äâîéíûõ ðàçðûâîâ â ìîëå-
êóëå ÄÍÊ (SOS-ðåïàðàöèÿ), óñòðàíåíèå îáðàçóþùèõñÿ â êëåòêå
ìîùíûõ îêñèäàíòîâ â âèäå ñóïåðîêñèäíûõ àíèîíîâ êèñëîðî-
äà – ROS (reactive oxygen species). Ñòðåññîâûå áåëêè îòâåòñòâåí-
íû è çà ïðîöåññû èíàêòèâàöèè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ìåòà-
áîëè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ, à òàêæå çà âîçìîæíîñòü èíòåðíàëèçà-
öèè ëåêàðñòâà â êëåòêå.

Îòìåòèì, ÷òî âîïðîñ î câÿçè ìåæäó õèìè÷åñêè èíäóöèðî-
âàííûìè çàùèòíûìè ðåàêöèÿìè êëåòêè è âîçíèêàþùåé ëåêàð-
ñòâåííîé óñòîé÷èâîñòüþ áûë ïîäíÿò åùå â îáçîðå [2]. Äëÿ êëå-
òîê ïðîêàðèîò ýòè çàùèòíûå ðåàêöèè ñîñòàâëÿþò 6 èçâåñòíûõ
ãëîáàëüíûõ ðåãóëîíîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ çàùèòû êëåòîê â
ðàçíûõ óñëîâèÿõ ñòðåññà: 1) SOS-ðåïàðàöèÿ îò ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ
[3, 4]; 2) ada-çàùèòà îò àëêèëîâ [5]; 3) oxy R-çàùèòà îò îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà [6–8]; 4) hsp-çàùèòà îò òåïëîâîãî øîêà è äðó-
ãèõ âèäîâ ñòðåññîâ [9]; 5) Mar/sox/rob-ðåãóëîí, çàùèùàþùèé
êëåòêè îò àíòèáèîòèêîâ è íåêîòîðûõ êñåíîáèîòèêîâ [10]; 6) ñèñ-
òåìà çàùèòíûõ àöåòèëòðàíñôåðàç, äåòîêñèôèöèðóþùèõ àíòè-
áèîòèêè è êñåíîáèîòèêè [10]. Ïðè èíäóêöèè ýòèõ ðåãóëîíîâ íà-
áëþäàëàñü óñòîé÷èâîñòü êëåòîê è ê íåêîòîðûì äðóãèì êëåòî÷-
íûì èíãèáèòîðàì [2]. 20 ëåò íàçàä ìåõàíèçì òàêîé íåñïåöèôèêè
áûë íåèçâåñòåí è îñòàåòñÿ òàêèì è ñåé÷àñ. (Ìîæíî ëè ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî èíäóêöèÿ ñèíòåçà îãðîìíîãî êîëè÷åñòâà áåëêîâ, ïðè-
íàäëåæàùèõ ýòèì ðåãóëîíàì, – ýòî ôàêòîð çàïîëíåíèÿ êëåòêè
áåëêîâîé ìàññîé, ñïîñîáíîé ïåðåêðûâàòü âíóòðèêëåòî÷íûå ïî-
òîêè âåùåñòâà â êëåòêå è ïðèâîäèòü ê èõ ñåêâåñòðàöèè?)

Ñèñòåìû ãëîáàëüíîãî îòâåòà êëåòêè íà ðàçëè÷íûå âíåøíèå
âîçäåéñòâèÿ øèðîêî îïèñàíû â ëèòåðàòóðå è îáîáùåíû â êíèãå
[11]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ ïðîáëåìîé àíòèáèîòèêîóñòîé-
÷èâîñòè îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ èçó÷åíèþ ïÿòîé ñèñòåìû
ãëîáàëüíîãî îòâåòà êëåòêè, ñâÿçàííîé ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì îï-
ðåäåëÿþùåé ôåíîòèï ýòîé óñòîé÷èâîñòè mar/sox ðåãóëÿòîðíîé
ñåòè, îáíàðóæåííîé â êëåòêàõ E. coli (ñì. îáçîðû [12, 13]). Êðàò-
êî îïèøåì ýòó ñèñòåìó.
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Ïðè èçó÷åíèè òåòðàöèêëèíóñòîé÷èâîãî ìóòàíòà, óñòîé÷èâîãî
îäíîâðåìåííî ê ðàçëè÷íûì íåðîäñòâåííûì àíòèáèîòèêàì, îáíà-
ðóæåí ñïåöèàëüíûé ëîêóñ ãåíîìà, íàçâàííûé mar (multidrug anti-
biotic resistance), îò ñîñòîÿíèÿ êîòîðîãî çàâèñèò ôåíîòèï óñòîé÷è-
âîñòè. Ïðè èçìåíåíèè ñòðóêòóðû ýòîé îáëàñòè çà ñ÷åò âñòàâêè â
íåå òðàíñïîçîíà èíäóêöèÿ Mar-ôåíîòèïà ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíîé.
Ñ ïîìîùüþ êîìïëåìåíòàöèè mar äåëåöèîííîãî ìóòàíòà áûë êëî-
íèðîâàí ôðàãìåíò ãåíîìíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé îïåðîí mar RAB
[14–18]. mar R êîäèðóåò ðåïðåññîð ýòîãî îïåðîíà, mar A – òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð, î÷åíü ïîõîæèé íà ara C, íåîáõîäèìûé äëÿ
ïîçèòèâíîé ðåãóëÿöèè àðàáèíîçíîãî ðåãóëîíà [19]. Cëåäîâàòåëüíî,
ñ ýêñïðåññèåé ôàêòîðà Mar A ñâÿçàíà èíäóêöèÿ îïðåäåëåííûõ ãå-
íîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ Ìàr-ôåíîòèï. Ïðåæäå ÷åì èõ õàðàêòåðèçî-
âàòü, êðàòêî îïèøåì ñëåäóþùèå íàáëþäåíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîÿâëåíèå â êëåòêå ñóïåðîêñèäíûõ àíèîíîâ
êèñëîðîäà – ROS [20] ïðèâîäèò ê èíäóêöèè îïðåäåëåííûõ ãå-
íîâ. Îíà ñâÿçàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ ñïåöèàëüíîãî
ó÷àñòêà ãåíà sox R [21], ðàñïîëîæåííîãî íà 92-é ìèíóòå ãåíåòè-
÷åñêîé êàðòû êèøå÷íîé ïàëî÷êè [22]. Îäíàêî îäèí èç ìóòàíòîâ
Sox-ôåíîòèïà êàðòèðîâàëñÿ íå íà 92 ìèí, à â îáëàñòè mar (34
ìèí êàðòû ãåíîìà E.coli) (ñì. îáçîð [12]). Îêàçàëîñü, ÷òî ìóòàí-
òû ñ ôåíîòèïîì Sox R îáëàäàëè è ôåíîòèïîì Mar [21]. Èçó÷å-
íèå ëîêóñà sox R ïîêàçàëî, ÷òî òóò ðàñïîëîæåíî äâà ãåíà, îðèåí-
òèðîâàííûõ ïðîòèâîïîëîæíî: îäèí èç íèõ – sox R, äðóãîé – sox S.
Îêàçàëîñü, ÷òî ïîÿâëåíèå â êëåòêå ROS îáóñëîâëèâàåò ïåðåõîä
íåàêòèâíîãî Sox R â àêòèâíóþ ôîðìó. Îíà èíäóöèðóåò ýêñïðåñ-
ñèþ sox S, îòâåòñòâåííîãî çà èíäóêöèþ ìíîãèõ íåñöåïëåííûõ
ãåíîâ åäèíîãî ðåãóëîíà. Sox S, êàê è Mar A, ãîìîëîãè÷åí òðàíñ-
êðèïöèîííîìó ôàêòîðó Ara C [19].

Ïðè èçó÷åíèè áåëêîâ íåîáõîäèìîé äëÿ íà÷àëà ðåïëèêàöèè
ãåíîìíîé ÄÍÊ ïðàéìîñîìû ori C (òî÷êà íà÷àëà ðåïëèêàöèè)
áûë îáíàðóæåí áåëîê Rob [23, 24], îáëàäàþùèé çíà÷èòåëüíîé
ãîìîëîãèåé ñ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè Mar A è Sox S.
ßñíî, ÷òî mar/sox/rob – ýòî öåëàÿ ñåòü óïðàâëåíèÿ àêòèâíî-
ñòüþ ñèñòåìû, îòâå÷àþùåé çà óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê âíåøíèì
è âíóòðåííèì ñòðåññîâûì àãåíòàì. Óïðàâëåíèå îñóùåñòâëÿåòñÿ
ñ ïîìîùüþ óçíàâàíèÿ ñïåöèàëüíûõ ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé – marboxes [25, 26], ñâÿçûâàíèå êîòîðûõ ñ ðåïðåññîðîì
Mar R âûêëþ÷àåò îïåðîí mar RAB. Ñëàáûå êèñëîòû (ñàëèöè-
ëîâàÿ) èíàêòèâèðóþò ðåïðåññîð è îòêðûâàþò îïåðîí. Òàêîé æå
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ýôôåêò îáíàðóæåí ó íåêîòîðûõ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé ðàñòåíèé
[27, 28].

Ïðè èçó÷åíèè ñîñòàâëÿþùèõ äàííûé ðåãóëîí ãåíîâ îáíàðó-
æåíî, ÷òî èõ ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû. Îäíè íåîáõîäèìû
äëÿ îáðàçîâàíèÿ àíòèñìûñëîâîé ÐÍÊ, áëîêèðóþùåé òðàíñëÿ-
öèþ ìàòðèöû äëÿ ñèíòåçà ñïåöèàëüíûõ áåëêîâ – ïîðèíîâûõ êà-
íàëîâ òàê, ÷òî êëåòêà çàêðûâàåò ñâîè âõîäû [29–33]. Äðóãèå ãå-
íû íåîáõîäèìû äëÿ àêòèâàöèè ðàáîòû íàñîñà, îòêà÷èâàþùåãî
ìîëåêóëû èç áàêòåðèàëüíîé êëåòêè íàðóæó (ãåíû acr AB è tolC,
ñì. ðèñ. 2.2) [32, 33].

Ê ñèñòåìàì ãëîáàëüíîãî îòâåòà êëåòêè, çàùèùàþùåãî åå îò
ðàçëè÷íûõ àíòèáèîòèêîâ â îñíîâíîì àìèíîãëèêîçèäíîãî ðÿäà,
îòíîñÿòñÿ îáíàðóæåííûå ó ìíîãèõ áàêòåðèé àöåòèëòðàíñôåðàçû,
êîäèðóåìûå õðîìîñîìíûìè ãåíàìè. Íàëè÷èå òàêèõ ôåðìåíòîâ â
êëåòêå óêàçûâàåò íå òîëüêî íà íåîáõîäèìîñòü çàùèòû êëåòêè îò
àìèíîãëèêîçèäíûõ àíòèáèîòèêîâ, íî è íà îáÿçàòåëüíîñòü àöåòè-
ëèðîâàíèÿ êîíêðåòíûõ êëåòî÷íûõ ñóáñòðàòîâ. Íàèáîëåå èçó÷åíà
àöåòèëòðàíñôåðàçà, îïèñàííàÿ â ðàáîòå [34]. Äàííûé ôåðìåíò
ïðèîáðåòàåò àöåòèëîâóþ ãðóïïó èç îáðàçóþùåãî êëåòî÷íóþ ñòåí-
êó ïåïòèäîãëèêàíà, à òàêæå N-àöåòèëãëþêîçàìèíà è àöåòèëêîýí-
çèìà (ñîÀ). Àöåòèëèðîâàíèå ïåïòèäîãëèêàíà – íåîáõîäèìàÿ
ìîäèôèêàöèÿ äëÿ çàïóñêà ðàáîòû àâòîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ,
îñóùåñòâëÿþùèõ êàê ðàçðóøåíèå ïåïòèäîãëèêàíà, òàê è åãî îá-
íîâëåíèå. Ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè êîäèðóþùåãî àöåòèëòðàíñôåðà-
çó ãåíà – ààñ(2′)-1a ñâÿçàíà ñ àêòèâíîñòüþ ñïåöèàëüíîãî aar-
ëîêóñà ãåíîìà êëåòêè. Çäåñü îáíàðóæåíû è ïîçèòèâíûå, è íåãà-
òèâíûå ãåíû-ðåãóëÿòîðû ñèíòåçà ýòîãî ôåðìåíòà, áîëåå òîãî, â
ðåãóëÿöèè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå ñåíñîðíûå ìåõàíèçìû ñîñòîÿíèÿ
ïëîòíîñòè áàêòåðèàëüíîé ïîïóëÿöèè – quorum sensing [10]. (Óñ-
òàíîâëåíî, ÷òî ê íà÷àëó ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà êëåòîê íàêàï-
ëèâàåòñÿ íåêèé âíåêëåòî÷íûé ôàêòîð ÀR, íà÷èíàþùèé öåïü
ðåãóëÿöèé ñèíòåçà ïåïòèäîãëèêàíà [35].) Èíòåðåñíî, ÷òî â îòíîøå-
íèè óçíàâàíèÿ ñòðåññîâûõ àãåíòîâ äëÿ îïèñàííûõ ðåãóëîíîâ õà-
ðàêòåðíî ðàçäåëåíèå òðóäà: mar/sox/rob íåéòðàëèçóåò àíòèáèîòè-
êè òåòðàöèêëèíîâîãî ðÿäà è íå ðåàãèðóåò íà àìèíîãëèêîçèäû,
çàùèòó îò êîòîðûõ îñóùåñòâëÿþò àöåòèëòðàíñôåðàçû, êîäèðóå-
ìûå êàê õðîìîñîìíûìè, òàê è ïëàçìèäíûìè ãåíàìè, îáóñëîâëè-
âàþùèìè äåòîêñèêàöèþ ïðèìåíÿåìûõ àíòèáèîòèêîâ.

Ïîñêîëüêó ðàçëè÷íûå àëêèëèðóþùèå ñîåäèíåíèÿ îáëàäàþò
âûñîêîé ðåàêöèîííîé àêòèâíîñòüþ, ñïîñîáíîé àòàêîâàòü ìíîãèå
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ìîëåêóëû êëåòêè è â ïåðâóþ î÷åðåäü îñîáåííî ÄÍÊ, âîçíèêëà
ïåðñïåêòèâà èñïîëüçîâàíèÿ èõ â êà÷åñòâå ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî
ñðåäñòâà, îáóñëîâëèâàþùåãî ìîäèôèêàöèè íîðìàëüíîé ñòðóêòó-
ðû ãåíîìíîé ÄÍÊ, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò åå ôóíêöèîíèðîâàíèþ. Ïî-
ñêîëüêó ìèêðîáíûå è çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè ðàçìíîæàþòñÿ ñ
âûñîêîé ñêîðîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè êëåòêàìè îð-
ãàíèçìà, ýòî ïîâûøàåò âåðîÿòíîñòü ìîäèôèêàöèé ÄÍÊ, à îòñþ-
äà è óíè÷òîæåíèÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòèõ íåæåëàòåëüíûõ êëåòîê.
Îäíàêî íà ýòîì ïóòè íà çàùèòó êëåòêè îò òàêîé õèìèîòåðàïèè
âñòàëà âîçìîæíîñòü èíäóêöèè ñèíòåçà áåëêîâ òàê íàçûâàåìîãî
ada-ðåãóëîíà, êîòîðûå ðåïàðèðóþò ïîâðåæäåíèÿ â ÄÍÊ, âîçíè-
êàþùèå ïðè àëêèëèðîâàíèè [36]. Áåëêè ýòîãî êëàññà ïîëó÷èëè
îáùåå íàçâàíèå àëêèëãóàíèí-ÄÍÊ-àëêèëòðàíñôåðàç (AGT). (Ñïå-
öèôè÷íîñòü ôåðìåíòîâ, óçíàþùèõ àëêèëüíûå àääóêòû ÄÍÊ, ðàç-
ëè÷àåòñÿ: îäíè óäàëÿþò èõ èç Î6-ïîëîæåíèÿ â ãóàíèíå, äðóãèå –
èç Î4-ïîëîæåíèÿ â òèìèíå.) Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñëó÷àå êëåòîê
ïðîêàðèîò èçó÷åíèå ñîñðåäîòî÷åíî íà áåëêàõ, êîäèðóåìûõ ÷å-
òûðüìÿ ãåíàìè: ada, alk B, alk A è aid B. Â ñëó÷àå ýóêàðèîò â
öåíòðå âíèìàíèÿ íàõîäèòñÿ Î6 – ìåòèëãóàíèí-ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñ-
ôåðàçà – MGMT. (Èíîãäà â ëèòåðàòóðå ñëîâî ÄÍÊ â íàçâàíèè
ôåðìåíòà îïóñêàåòñÿ [37].) Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòè èññëåäî-
âàíèÿ.

Ïðè èçó÷åíèè ôóíêöèè áåëêîâ ada-ðåãóëîíà îêàçàëîñü, ÷òî
òðè èç íèõ – ada, alk A, alk B – ÿâëÿþòñÿ ðåïàðàöèîííûìè áåë-
êàìè, óäàëÿþùèìè ìåòèëüíûå ãðóïïû èç ìîëåêóëû ãóàíèíà
ÄÍÊ, áåëîê æå, êîäèðóåìûé ãåíîì aid B, ðàçðóøàåò ñàìî àëêè-
ëèðóþùåå ñîåäèíåíèå.

Èçó÷åíèå ada-áåëêà ïîêàçàëî, ÷òî ýòî – Î6-ìåòèëãóàíèí-
ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçà, óçíàþùàÿ ìåòèëüíóþ ãðóïïó â ýòîì ïî-
ëîæåíèè ãóàíèíà è îòùåïëÿþùàÿ åå òàê, ÷òî ýòà ãðóïïà ïðèñîå-
äèíÿåòñÿ ê öèñòåèíîâîìó îñòàòêó ôåðìåíòà – Cys-321. Â ðåçóëü-
òàòå ôåðìåíò èíàêòèâèðóåòñÿ è ïîäëåæèò äåãðàäàöèè. Ïîýòîìó
ýòó ãðóïïó áåëêîâ â ëèòåðàòóðå èíîãäà íàçûâàþò áåëêàìè-êàìè-
êàäçå.

Îòìåòèì, ÷òî åñëè â êëåòêå ìîæåò ñëîæèòüñÿ ñèòóàöèÿ, ïðè
êîòîðîé â àäàïòèâíîì îòâåòå ñ ó÷àñòèåì ada-ðåãóëîíà ïðîèñõî-
äèò âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå íåìåòèëèðîâàííîé ôîðìû ada-
áåëêà (áîëåå 200 ìîëåêóë íà êëåòêó), òî èìåþùèåñÿ â êëåòêå ìå-
òèëèðîâàííûå åãî ôîðìû ñïîñîáíû êàêèì-òî îáðàçîì âûêëþ-
÷èòü ýòîò ðåãóëîí è ïðåêðàòèòü ñèíòåç äàííîãî áåëêà. Êàê ýòî
ïðîèñõîäèò, åùå ïðåäñòîèò âûÿñíèòü.
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Áåëîê alk B ôóíêöèîíèðóåò â êëåòêå êàê ÄÍÊ-äèîêñèãåíàçà,
ñóáñòðàòîì êîòîðîé ñëóæàò 1-ìåòèëàäåíèí è 3-ìåòèëöèòîçèí.
Ôåðìåíò îñîáî àêòèâåí â ñëó÷àå îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, â ñâÿçè
ñ ÷åì ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â åãî ôóíêöèþ âõîäèò îõðàíà âèëîê ðåïëè-
êàöèè è òðàíñêðèïöèîííûõ ïóçûðåé [37].

Áåëîê alk A ôóíêöèîíèðóåò êàê ÄÍÊ-ãëèêîçèëàçà, îáëàäàþùàÿ
øèðîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ äåéñòâèÿ. Ýòî òàêîé ôåðìåíò, êîòîðûé
ðåïàðèðóåò ìîëåêóëó ÄÍÊ, âûðåçàÿ èñïîð÷åííîå îñíîâàíèå òàê,
÷òî ñàõàðîôîñôàòíûé îñòîâ íå íàðóøàåòñÿ, N-ãëèêîçèäíàÿ ñâÿçü
(ìåæäó ñàõàðîì è îñíîâàíèåì â ìîëåêóëå ÄÍÊ) ðàñùåïëÿåòñÿ.
Îïèñàíû ìíîãî÷èñëåííûå ìåñòà ðåïàðàöèè ñ ïîìîùüþ ýòîãî ôåð-
ìåíòà [37]. ßñíî, ÷òî èçó÷åíèå óêàçàííûõ àêòèâíîñòåé â ñëó÷àå
ðåïàðàöèé ÄÍÊ ýóêàðèîò ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ, íî â íàñòîÿùåå
âðåìÿ îñíîâíîå âíèìàíèå â èññëåäîâàíèÿõ ýòîãî êëàññà ðåïàðà-
öèîííûõ ôåðìåíòîâ ñîñðåäîòî÷åíî íà èçó÷åíèè Î6-àëêèëãóàíèí-
ÄÍÊ-àëêèëòðàíñôåðàç è â ÷àñòíîñòè íà Î6-ìåòèëãóàíèí-ÄÍÊ-ìåòèë-
òðàíñôåðàçå.

Ïîñêîëüêó MGMT èñïðàâëÿåò ïîâðåæäåíèÿ, êîòîðûå âîçíè-
êàþò â ÄÍÊ â ðåçóëüòàòå õèìèîòåðàïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àëêè-
ëèðóþùèõ ñîåäèíåíèé, òî àêòèâíîñòü ýòîãî ôåðìåíòà âûñòóïàåò
â êà÷åñòâå ôàêòîðà óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê äåéñòâèþ àíòèðàêî-
âûõ ñðåäñòâ è, ñëåäîâàòåëüíî, MGMT íóæíî èíàêòèâèðîâàòü.
Ýòîé ïðîáëåìå ïîñâÿùåí âñåñòîðîííèé îáçîð [38].

Èòàê, ïðè ïðèìåíåíèè àëêèëèðóþùèõ ñîåäèíåíèé â õèìèî-
òåðàïèè ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé íåîáõîäèìî îïðåäåëÿòü óðîâíè
ýêñïðåññèè ãåíà è àêòèâíîñòè â êëåòêàõ áåëêà MGMT è îáëà-
äàòü âîçìîæíîñòüþ äåðæàòü ôóíêöèþ ýòîãî ôåðìåíòà ïîä êîí-
òðîëåì. (Áîëåå òîãî, ïðè òàêîì ïîäõîäå íóæíî òàêæå ñëåäèòü çà
óñèëåíèåì ýôôåêòîâ MGMT çà ñ÷åò àêòèâíîñòè òðàíñëåçèîííîé
ïîëèìåðàçû Rev3L, êîòîðàÿ êàê ïîïàëî çàïîëíÿåò îñíîâàíèÿìè
ìåñòà ïîâðåæäåíèÿ â ÄÍÊ, íå äîïóñêàÿ åå ðàçðóøåíèÿ [39].) Â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî ïðè
âîçìîæíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ â êëåòêå áåëêà p53 è òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà Sp1 ñèíòåç MGMT ñíèæàåòñÿ [40]. Òàêîé æå
ýôôåêò âûçûâàåò èíòåðëåéêèí-24 [41]. Ìåòèëèðîâàíèå ïðîìîòî-
ðà MGMT âåäåò ê óìåíüøåíèþ ñèíòåçà äàííîãî áåëêà [42], òà-
êîé æå ðåçóëüòàò äàåò ìåòèëèðîâàíèå ïðîìîòîðà ãåíà áåëêà p73,
÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ýòîò áåëîê ìîæåò áûòü òðàíñêðèïöèîí-
íûì ôàêòîðîì ãåíà MGMT [42]. Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
íà ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèè ÄÍÊ ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíå-
íèé â ãåíàõ, îòâåòñòâåííûõ çà ýòîò ïðîöåññ, ñóììèðîâàíû â îáçîðå
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[43]. Èíòåðåñåí âîïðîñ î âëèÿíèè ïñåâäîñóáñòðàòîâ íà àêòèâ-
íîñòü MGMT. Òàêèì ïñåâäîñóáñòðàòîì ÿâëÿåòñÿ 6-áåíçèëãóàíèí
(6-BG), â ïðèñóòñòâèè êîòîðîãî àääóêòû ÄÍÊ äàííûì ôåðìåí-
òîì íå óäàëÿþòñÿ. Áîëåå òîãî, ïðè èñïîëüçîâàíèè 6-BG êàê õè-
ìèîòåðàïèè â ñëó÷àå ðàêà ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû íàáëþäàëè
áëîêàäó ýêñïðåññèè MGMT, çàäåðæêó ðîñòà îïóõîëè è àïîïòîç
åå êëåòîê [44].

Èíòåðåñåí ñâÿçàííûé ñ ñîñòîÿíèåì â êëåòêå MGMT àñïåêò
ýôôåêòîâ, ïðîÿâëÿåìûõ ñòâîëîâûìè êëåòêàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî
ñðåäè êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà, íàõîäÿòñÿ êëåòêè,
îáëàäàþùèå õàðàêòåðèñòèêàìè ëåãî÷íîãî ýïèòåëèÿ. Ýòè êëåòêè
ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ, îáðàçóÿ ëåãî÷íóþ òêàíü, íî âû-
õîä èõ ÷ðåçâû÷àéíî íèçêèé. Îäíàêî åñëè èñïîëüçîâàòü òàêîé æå
ìàòåðèàë, íî ïîëó÷åííûé èç îðãàíèçìîâ, ïðîÿâëÿþùèõ óñòîé÷è-
âîñòü ê äåéñòâèþ èíãèáèòîðà MGMT, ÷òî ñâÿçàíî ñ åãî ïåðå-
ïðîèçâîäñòâîì â êëåòêå, òî âûõîä èñêîìûõ êëåòîê óâåëè÷èâàåò-
ñÿ. Îíè ñïîñîáíû âêëþ÷àòüñÿ â ëåãî÷íóþ òêàíü, è ýòî ïðåäñòàâ-
ëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ êëèíè÷åñêèõ è òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëåé
[45]. Èíòåðåñíûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû ïðè ââåäåíèè â ñòâîëî-
âûå êëåòêè êðîâè 140K ìóòàíòíîé àëëåëè MGMT, êîäèðóþùåé
ôåðìåíò, íå ÷óâñòâèòåëüíûé ê èíãèáèòîðó. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
÷åì âûøå óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîé àëëåëè â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ,
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ñîäåðæàùèõ òàêóþ àëëåëü ðåò-
ðîâåêòîðîâ, òåì ýôôåêòèâíåå àëêèëèðóþùèå ñîåäèíåíèÿ ýëè-
ìèíèðóþò òàêèå êëåòêè [46]. Îêàçàëîñü, ÷òî ìóòàíòíûé áåëîê â
îòëè÷èå îò íîðìàëüíîãî áåëêà ïîñòîÿííî íàõîäèòñÿ â ÿäðå è
õðîìàòèíå, è ýòî êàêèì-òî îáðàçîì çàòðóäíÿåò ïðîõîæäåíèå êëå-
òî÷íîãî öèêëà, à îòñþäà è ðàçìíîæåíèå êëåòîê. ßñíî, ÷òî ðàìêè
èçó÷åíèÿ MGMT è ðîëè ýòîãî ôåðìåíòà â áèîëîãèè êëåòêè è
îðãàíèçìà ðàñøèðÿþòñÿ è áóäóùåå äàñò âñå íîâûå è íîâûå ðå-
çóëüòàòû.

Èòàê, â ïðîÿâëåíèè êëåòêîé ïðèçíàêà òîé èëè èíîé õåìî-
óñòîé÷èâîñòè çàäåéñòâîâàíû òàêèå ìåõàíèçìû åå çàùèòû îò òîê-
ñè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé, êîòîðûå ñâÿçàíû ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì
ñïåöèàëüíî ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ýòîãî ãëîáàëüíûõ ðåãóëîíîâ.
Ïðè èçó÷åíèè êëåòîê ïðîêàðèîò îñîáåííî áîëüøîå âíèìàíèå
óäåëÿåòñÿ marAB-ëîêóñó ãåíîìà, âîçìîæíîñòü èíàêòèâàöèè êîòî-
ðîãî ïîçâîëÿåò àíòèáèîòèêàì ýôôåêòèâíî âõîäèòü â êëåòêó è íå
áûòü âûáðîøåííûìè èç íåå. Ñ öåëüþ ïðåîäîëåíèÿ õåìîóñòîé÷è-
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âîñòè âíèìàíèå ïðèâëåêàåò òàêæå âîçìîæíîñòü èíàêòèâàöèè òà-
êèõ ôåðìåíòîâ ýòèõ êëåòîê, êàê àöåòèëòðàíñôåðàçû, ìîäèôèöè-
ðóþùèå õèìè÷åñêóþ ïðèðîäó àíòèáèîòèêîâ, ÷òî ëèøàåò èõ äåé-
ñòâåííîãî íà÷àëà. Â ñëó÷àå êëåòîê ýóêàðèîò â íàñòîÿùåå âðåìÿ â
öåíòðå èññëåäîâàíèé íàõîäÿòñÿ ôåðìåíòû ðåãóëîíà, çàùèùàþ-
ùèå ãåíîì êëåòîê îò ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ àëêèëèðóþùèõ
ñîåäèíåíèé. Ïîñêîëüêó òàêèå ñîåäèíåíèÿ èñïîëüçóþò â õèìèî-
òåðàïèè ðàêà, ÿñíî, ÷òî óñïåøíîñòü òåðàïèè â ýòîì ñëó÷àå òàêæå
îïðåäåëÿåòñÿ âîçìîæíîñòüþ èíàêòèâàöèè ôåðìåíòîâ ýòîãî òèïà.
Íà ïóòè ïîèñêà òàêèõ âîçìîæíîñòåé áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëå-
êàåò ôàêò îáíàðóæåíèÿ â ñàìîå ïîñëåäíåå âðåìÿ òîãî, ÷òî àê-
òèâíîñòü äàííûõ ôåðìåíòîâ çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ ìåòèëèðîâàí-
íîñòè ïðîìîòîðîâ è òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ãåíîâ ýòèõ
áåëêîâ.
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Ã Ë À Â À  4

ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÅ ËÅÊÀÐÑÒÂÀ
È ÇÀÙÈÒÍÛÉ ÎÒÂÅÒ ÊËÅÒÊÈ ÍÀ ÑÒÐÅÑÑ:

I. ÌÎÁÈËÜÍÛÅ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÝËÅÌÅÍÒÛ,
ÏÅÐÅÑÒÐÎÉÊÈ ÃÅÍÎÌÀ, ÀÍÅÓÏËÎÈÄÈß

È ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÜ

Áîðüáà ñ ìèêðîáíûìè èíôåêöèÿìè è îíêîëîãè÷åñêèìè çà-
áîëåâàíèÿìè ïîäðàçóìåâàåò âîçìîæíîñòü óíè÷òîæåíèÿ ìèêðîá-
íûõ è çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê â îðãàíèçìå. (Îòìåòèì, ÷òî â ïî-
ñëåäíåì ñëó÷àå âûñêàçûâàåòñÿ ïðÿìî ïðîòèâîïîëîæíûé âçãëÿä,
îáîñíîâûâàþùèé ïðåèìóùåñòâà èñïîëüçîâàíèÿ ñòðàòåãèè, ñâÿ-
çàííîé íå ñ óíè÷òîæåíèåì ðàêîâîé êëåòêè, à ñ âîçìîæíîñòüþ
ëèøü èñïðàâëåíèÿ îøèáîê â ïðîãðàììå äèôôåðåíöèðîâêè òàêîé
êëåòêè.) Óíè÷òîæåíèå êëåòêè â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå íàèáîëåå
ðåíòàáåëüíî ñ ïðèìåíåíèåì õèìè÷åñêèõ ñðåäñòâ êàê íåíóæíûõ
êëåòêå ìàëûõ ìîëåêóë, ñïîñîáíûõ ïîñòóïàòü â íåå, âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ îòâåòñòâåííûìè çà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòêè ñòðóêòó-
ðàìè è âûâîäèòü èõ èç ñòðîÿ. Òàêèì îáðàçîì, ëåêàðñòâî, ïðåä-
ñòàâëåííîå òàêèìè ìîëåêóëàìè, âûñòóïàåò â ðîëè êëåòî÷íîãî
ñòðåññîðà è, ñëåäîâàòåëüíî, êëåòêà äîëæíà âêëþ÷àòü ìåõàíèçìû
çàùèòû îò åãî äåéñòâèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî çà âûæèâàíèå êëåòêè â íåîï-
òèìàëüíûõ óñëîâèÿõ åå æèçíè â ñèòóàöèè ñòðåññà îòâå÷àåò ìîëåêó-
ëÿðíûé óðîâåíü åå îðãàíèçàöèè, ñâÿçàííûé ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì
ðàçëè÷íûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñèñòåì. Óêàæåì, ÷òî ñòàòóñ íàó÷íîãî òåð-
ìèíà ñëîâó «ñòðåññ» ïðèäàë Ãàíñ Ñåëüå, ñîçäàâøèé ó÷åíèå î ñòðåñ-
ñå íà îðãàíèçìåííîì óðîâíå â ïåðâîé òðåòè ÕÕ â. [1], ñòîëåòèå ñî
äíÿ ðîæäåíèÿ êîòîðîãî áûëî îòìå÷åíî â 2007 ã. [2].

Óñòàíîâëåíèå ôàêòà, ÷òî ïðè ðàçëè÷íûõ íàïðÿæåíèÿõ â îð-
ãàíèçìå ïîÿâëÿåòñÿ òàêàÿ ìîëåêóëà, êàê àäðåíàëèí, ïîçâîëèëî
Óîëòåðó Êåííîíó ñôîðìóëèðîâàòü òåîðèþ ãîìåîñòàçà êàê ñî-
ñòîÿíèÿ ïîëíîé ñáàëàíñèðîâàííîñòè âñåõ ïðîöåññîâ îðãàíèçìà.
Îòñþäà âûòåêàëî, ÷òî ñòðåññ – ýòî íàðóøåíèå ãîìåîñòàçà, âû-
çûâàåìîå äåéñòâèåì ñòðåññîðîâ – ðàçëè÷íûõ âíåøíèõ è âíóò-
ðåííèõ ôàêòîðîâ. (Èíòåðåñíûì îêàçàëîñü òî, ÷òî îòâåò îðãàíèç-
ìà íà ýòî íàðóøåíèå çàïðîãðàììèðîâàí â âèäå ñóììû ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ðåàêöèé ðàçëè÷íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì, ïîëó÷èâ-
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øèõ íàçâàíèå îáùåãî àäàïòèâíîãî ñèíäðîìà – General Adaptive
Syndrome – GAS.) Ãîìåîñòàç è ñòðåññ – òàêæå íåîòúåìëåìûå
ïîíÿòèÿ áèîëîãèè íå òîëüêî îðãàíèçìà, íî è êëåòêè. Ñóùåñòâóåò
ëè è êàêîâ çàïðîãðàììèðîâàííûé GAS íà óðîâíå êëåòêè?

Ïðåæäå âñåãî, ïðåäñòîÿëî îïðåäåëèòü, êàêèå æå ãåíåòè÷åñêèå
ñèñòåìû îïðåäåëÿþò ñïîñîáíîñòü êëåòêè ê âûæèâàíèþ â ðàç-
ëè÷íûõ óñëîâèÿõ. Êàê óæå óêàçûâàëîñü, óñëîâíî ýòè ñèñòåìû
ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû: ñàìîîðãàíèçóþùèõñÿ ñèñòåì è
ñèñòåì íåèçìåííîãî ãåíåòè÷åñêîãî ñîñòàâà, ïåðìàíåíòíî èñïîëü-
çóþùèõñÿ ïî ñïåöèàëüíîìó íàçíà÷åíèþ. Ïåðâàÿ èç íèõ ïðèçâà-
íà íèâåëèðîâàòü îòðèöàòåëüíîå âëèÿíèå íà êëåòêó â ñâÿçè ñ íå-
ïðåäâèäåííûìè îáñòîÿòåëüñòâàìè óõóäøåíèÿ óñëîâèé åå ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ. Òàêîå íèâåëèðîâàíèå ìîæåò ïðîèñõîäèòü çà ñ÷åò
èçìåíåíèÿ õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ, à òàê-
æå ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ãåíîìà â çàâèñèìî-
ñòè îò âîçíèêøèõ îáñòîÿòåëüñòâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè. Èç-
ìåíåíèÿ æå â õàðàêòåðå ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ, à òàêæå àêòèâà-
öèè ñòðóêòóðíîé ðåîðãàíèçàöèè ãåíîìà ìîæíî äîñòè÷ü çà ñ÷åò
òðàíñïîçèöèé ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ (ÌÃÝ), ïåðå-
ìåùåíèå êîòîðûõ èç îäíèõ ìåñò ãåíîìà â äðóãèå è ñïîñîáíî îï-
ðåäåëèòü èçìåíåíèå êàðòèíû àêòèâíîñòè ãåíîâ. Äðóãàÿ ãðóïïà
ýòèõ ñèñòåì ïðåäñòàâëåíà ñïåöèàëüíûìè, òàêæå çàêðåïëåííûìè
ýâîëþöèîííî áûñòðîäåéñòâóþùèìè ñèñòåìàìè ïåðåäà÷è ñèãíà-
ëîâ è ñèñòåìàìè ãåíîâ ãëîáàëüíîãî îòâåòà êëåòêè, îõàðàêòåðèçî-
âàííûõ â ãëàâå 3.

Èòàê, ïðè ôóíêöèîíèðîâàíèè êëåòêè â òîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ
ñòðåññîâûé îòâåò êëåòêè ìîæåò ïðîÿâëÿòüñÿ êàê èçìåíåíèÿ â òà-
êèõ îñíîâíûõ ÷åòûðåõ ïðîöåññàõ: ïðîëèôåðàöèÿ/êàíöåðîãåíåç,
îñòàíîâêà ðîñòà/äðÿõëåíèå, âîñïàëèòåëüíûå ðåàêöèè è ñìåðòü
êëåòêè. ßñíî, ÷òî â ýòèõ ïðîöåññàõ äîëæíû áûòü çàäåéñòâîâàíû
ãåíû, îòâå÷àþùèå íà îêèñëèòåëüíûé è ìåòàáîëè÷åñêèå ñòðåññû,
òåïëîâîé øîê, ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è èõ ðåïàðàöèþ, ñòàðåíèå êëåò-
êè (cell senescence), à òàêæå ãåíû, îáóñëîâëèâàþùèå ñìåðòü êëåòêè.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî â ñëó÷àå äàæå áîëåå ïðîñòî óñò-
ðîåííûõ êëåòîê ïðîêàðèîò ê ëèêâèäàöèè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ïðè-
÷àñòíî ∼30 % ãåíîìà, èëè áîëåå 1000 ãåíîâ [3]. Èíòåðåñíî, ÷òî
ïðè ìåòàáîëè÷åñêîì ñòðåññå, âûçâàííîì ãîëîäàíèåì êëåòîê, íà-
ïðèìåð ïî òðèïòîôàíó, òàêæå àêòèâèðóåòñÿ áîëüøîå ÷èñëî ãåíîâ
[4]. Áîëåå òîãî, ïðè èçó÷åíèè ñ ïîìîùüþ 630 ðàçëè÷íûõ ìèêðî-
ýððýåâ òðàíñêðèïöèîííîãî îòâåòà êëåòîê âàæíîãî â êëèíèêå ïà-
òîãåíà, ñïîðîîáðàçóþùåãî ìèêðîáà Clostridium difficile, ïîäâåðãàþ-
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ùåãîñÿ ðàçëè÷íûì ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì, áûë óñòàíîâëåí
ïðîôèëü ýêñïðåññèè ãåíîâ, õàðàêòåðíûé äëÿ òîãî èëè èíîãî âîç-
äåéñòâèÿ [5]. (Òåõíèêà ìèêðîýððýåâ ñâÿçàíà ñ èñïîëüçîâàíèåì íî-
ñèòåëåé, íà êîòîðûõ â óïîðÿäî÷åííîì âèäå íàíåñåíû êîðîòêèå
ãåíåòè÷åñêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü
êàê ïðåäñòàâèòåëåé âñåõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà. Êàðòèíà ãèáðèäèçàöèè
òàêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ ïðîäóêòàìè òðàíñêðèïòîâ ãåíîâ, âû-
äåëåííûõ èç êëåòîê, ôóíêöèîíèðîâàâøèõ â ñîîòâåòñòâóþùèõ óñ-
ëîâèÿõ, ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïðîôèëü ãåííîé àêòèâíîñòè äëÿ êàæ-
äîãî êîíêðåòíîãî ñëó÷àÿ.) Îõàðàêòåðèçóåì ñèñòåìû ñòðåññîâîé çà-
ùèòû êëåòêè ñ ïîäðîáíîñòÿìè, íåîáõîäèìûìè äëÿ ïîíèìàíèÿ òîãî
èëè èíîãî ïðîöåññà, ñîñòàâëÿþùåãî ìîëåêóëÿðíûé îòâåò êëåòêè íà
ñòðåññ.

4.1. ÑÀÌÎÎÐÃÀÍÈÇÓÞÙÈÅÑß ÑÈÑÒÅÌÛ
ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ: ÌÎÁÈËÜÍÛÅ ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ

ÝËÅÌÅÍÒÛ È ÂÎÇÍÈÊÍÎÂÅÍÈÅ ËÅÊÀÐÑÒÂÅÍÍÎÉ
ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ

Ïðåæäå âñåãî, êðàòêî êîñíåìñÿ èñòîðèè îòêðûòèÿ ìîáèëüíûõ
ýëåìåíòîâ ãåíîìà, âïåðâûå îïèñàííûõ â îïûòàõ ñ ìóòàíòàìè êó-
êóðóçû Áàðáàðîé ÌàêÊëèíòîê, ïîëó÷èâøåé Íîáåëåâñêóþ ïðåìèþ
çà ýòî îòêðûòèå [6]. Â ðàìêàõ íàñòîÿùåãî îáçîðà ìîáèëüíûå ýëå-
ìåíòû ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî îíè îêàçàëèñü òà-
êèì ìîëåêóëÿðíûì ñðåäñòâîì, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ãåíîì ìîæåò
ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ñïåöèàëüíûé êëåòî÷íûé îðãàí, ïðåäíàçíà-
÷åííûé äëÿ âîñïðèÿòèé îòêëîíåíèé â êëåòêå îò íîðìû åå ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ. Áîëåå òîãî, â ðåçóëüòàòå òàêèõ âîñïðèÿòèé îí ìî-
æåò ñàì ñåáÿ ðåîðãàíèçîâûâàòü â çàâèñèìîñòè îò ïîòðåáíîñòåé
êëåòêè, âîçíèêøèõ â êîíêðåòíûõ óñëîâèÿõ åå æèçíè. Êàê áûëè
îòêðûòû ìîáèëüíûå ýëåìåíòû? Ýòîò âîïðîñ îñâåùåí â ñïåöèàëü-
íîé ëèòåðàòóðå [7–10]. Çäåñü æå îòìåòèì ñëåäóþùåå.

Íà÷àëî ïóòè ðàçâèòèÿ ãåíåòèêè îòìå÷åíî òàêèìè äîñòèæå-
íèÿìè, êàê âîçìîæíîñòü öèòîëîãè÷åñêîé âèçóàëèçàöèè õðîìî-
ñîì, èõ ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà â íîðìå è ïàòîëîãèè, óñòà-
íîâëåíèÿ ãðóïï ñöåïëåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ è êàðòèðî-
âàíèÿ ðàçëè÷íûõ ãåííûõ ëîêóñîâ, à òàêæå îòêðûòèå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ìóòàãåííûõ ôàêòîðîâ.

Îêàçàëîñü, ÷òî ïîä äåéñòâèåì íà ãåíåòè÷åñêèé àïïàðàò êóêóðó-
çû òàêîãî ìóòàãåíà, êàê ðåíòãåí, ìîæíî ïîëó÷èòü ìóòàíòû, â ãåíî-
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ìå êîòîðûõ ïðîèçîøëè ðàçëîìû. Îäíàêî îáðàçîâàâøèåñÿ ðàçîð-
âàííûå êîíöû õðîìîñîì îáÿçàòåëüíî ñëèâàþòñÿ äðóã ñ äðóãîì, ÷òî
çàùèùàåò ãåíîì îò äåãðàäàöèè è îáåñïå÷èâàåò æèçíåñïîñîáíîñòü
ìóòàíòà. Òàêèì îáðàçîì, ÿñíî, ÷òî êëåòêà îáëàäàåò ñîîòâåòñòâóþ-
ùèì àïïàðàòîì ðåïàðàöèè ðàçðûâîâ, êîòîðûé, ïðåæäå âñåãî, ÷óâ-
ñòâóåò èõ âîçíèêíîâåíèå, à òàêæå íåîáõîäèì äëÿ îðãàíèçàöèè ìåð,
íàïðàâëåííûõ íà ëèêâèäàöèþ ýòèõ ðàçðûâîâ. Åñòåñòâåííî âîçíèê
âîïðîñ î ïîâåäåíèè êëåòêè â ñëó÷àå îáðàçîâàíèÿ åäèíîãî ðàçðûâà â
ãåíîìå è âõîæäåíèÿ â òåëîôàçíîå ÿäðî êóñêà õðîìîñîìû, ñîäåð-
æàùåé òîëüêî îäèí ðàçîðâàííûé êîíåö. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ó ðàçî-
ðâàííîãî êîíöà õðîìîñîìû, ïîñòóïèâøåé â òåëîôàçíîå ÿäðî, îò-
ñóòñòâóåò ïàðòíåð äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ, ïîñêîëüêó âåñü îñòàëüíîé
ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë èíòàêòåí. Òàêóþ ñèòóàöèþ ìîæíî ñîçäàòü
íà îñíîâå ìóòàíòà, ãåíîòèï êîòîðîãî õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì
õðîìîñîìû ñ äâóìÿ öåíòðîìåðàìè. Ðàñõîæäåíèå öåíòðîìåð â àíà-
ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà ê ðàçíûì ïîëþñàì êëåòêè ïðèâîäèò ê îáðà-
çîâàíèþ êàê áû ìîñòà ìåæäó ðàñïðåäåëÿåìûì ãåíåòè÷åñêèì ìàòå-
ðèàëîì (ïî òåðìèíîëîãèè McClintock öèêë ãåíîìíûõ ïåðåñòðîåê –
breakage–fusion–bridge –ðàçðûâ–ñëèÿíèå–ìîñò [6], èëè BFB-öèêë,
ðèñ. 4.1, ñì. âêëåéêó).

 Ïî ÷èñòî ìåõàíè÷åñêèì ïðè÷èíàì òàêîé íååñòåñòâåííî âîç-
íèêøèé ìîñò ìîæåò íå âûäåðæàòü ñîçäàþùåãîñÿ íàïðÿæåíèÿ è
ïîðâàòüñÿ â ëþáîì ìåñòå òàê, ÷òî â òåëîôàçíîå ÿäðî îáðàçóþùèõñÿ
äî÷åðíèõ êëåòîê ïîñòóïàåò ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë, èìåþùèé òîëü-
êî ÷òî âîçíèêøèé åäèíñòâåííûé ðàçðûâ. Êàê ïîâåäåò ñåáÿ êëåòêà
â òàêîì ñëó÷àå? Îêàçàëîñü, ÷òî â êëåòêàõ, â ãåíîìå êîòîðûõ èìååò-
ñÿ åäèíñòâåííûé ðàçðûâ, àêòèâèðóþòñÿ ñîîòâåòñòâóþùèå ãåíåòè÷å-
ñêèå ýëåìåíòû, êîòîðûå íå ôóíêöèîíèðóþò è ìîë÷àò áåç íàäîáíî-
ñòè â íèõ äëÿ êëåòêè â äàííûõ óñëîâèÿõ. Àêòèâàöèÿ æå ýòèõ ýëå-
ìåíòîâ â èçó÷åííûõ óñëîâèÿõ ñòðåññà èçìåíÿåò õàðàêòåð àêòèâíî-
ñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ òàê, ÷òî â êëåòêå âîçíèêàþò êàêèå-òî
ñîâåðøåííî èíûå ïîòåíöèè, âîçìîæíîñòü ðåàëèçàöèè êîòîðûõ â
ñëîæèâøèõñÿ óñëîâèÿõ îáåñïå÷èò êëåòêå âûæèâàíèå. Ïåðâûì ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûì ïîäòâåðæäåíèåì ðîëè àêòèâàöèè ìîë÷àùåãî ãåíå-
òè÷åñêîãî ýëåìåíòà ñòàëè ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ õàðàêòåðà îêðàñêè
çåðåí, à òàêæå äðóãèõ ÷àñòåé ðàñòåíèÿ êóêóðóçû [6]. Ðàíåå áûëî èç-
âåñòíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ñîñòîÿíèÿ ïóòè ñèíòåçà àíòîöèàíîâ â
êëåòêå îêðàñêà èçó÷àåìîãî ìàòåðèàëà ìîæåò âàðüèðîâàòü îò êðàñ-
íîãî äî ôèîëåòîâîãî. Îäèí èç ãåíîâ ýòîãî ïóòè áûë èäåíòèôèöè-
ðîâàí. Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â àëëåëüíîì ñîñòîÿíèè, îáîçíà-
÷åííîì êàê «à», ãåí íåàêòèâåí. Åñëè æå â ãåíîìå âîçëå äàííîé àë-
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ëåëè êàê ñëó÷àéíîå ðåäêîå ñîáûòèå ïîÿâëÿåòñÿ ãåíåòè÷åñêèé ýëå-
ìåíò, íàçâàííûé Dotted (ïðè ðàñïîëîæåíèè â ãåíîìå â ëþáîì ìåñ-
òå îáóñëîâëèâàåò îêðàñêó â âèäå òî÷åê), íåàêòèâíàÿ àëëåëü «à» ïðå-
âðàùàåòñÿ â äîìèíàíòíóþ àëëåëü «À» è èíòåíñèâíîñòü è õàðàêòåð
îêðàñêè èçó÷àåìîãî ìàòåðèàëà ìåíÿåòñÿ.

Ýòîò ôåíîìåí áûë èñïîëüçîâàí ïðè ïîèñêå äîêàçàòåëüñòâ àê-
òèâàöèè ìîë÷àùèõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ, âûçâàííîé òàêèì
ñòðåññîâûì ôàêòîðîì, êàê ïîÿâëåíèå â êëåòêå ëèøü îäíîãî ðà-
çîðâàííîãî êîíöà â ãåíîìå è îòñóòñòâèþ ðàçðûâîâ â êàêèõ-ëèáî
äðóãèõ ìåñòàõ ãåíîìà. Äåéñòâèòåëüíî, îêàçàëîñü, ÷òî â òàêîì
ñëó÷àå íåàêòèâíàÿ àëëåëü «à» àêòèâèðóåòñÿ è ïðîèñõîäèò ýòî çà
ñ÷åò ïåðåìåùåíèÿ â ëîêóñ äàííîé àëëåëè ãåíåòè÷åñêîãî ýëåìåí-
òà Dotted. Åñëè ýòî òàê â ñëó÷àå, êîòîðûé ìîæíî íàáëþäàòü, òî
ýòî òàêæå âîçìîæíî è â òåõ ñëó÷àÿõ, êîòîðûå åùå íå îïèñàíû íà
ìåõàíèçìåííîì óðîâíå, à ëèøü âûÿâëÿþòñÿ ïî æèçíåñïîñîáíî-
ñòè ìóòàíòà êàê êîíå÷íîãî ðåçóëüòàòà. Ïðè íàëè÷èè åäèíîãî
ðàçðûâà ñëèÿíèå êîíöîâ è ðåïàðàöèÿ äâîéíûõ ðàçðûâîâ ìîæåò
ïðîèçîéòè ìåæäó äâóìÿ ñåñòðèíñêèìè õðîìàòèäàìè òàê, ÷òî
îïÿòü îáðàçóåòñÿ ìàòåðèàë ñ äâóìÿ öåíòðîìåðàìè è BFB-öèêë
çàïóñêàåòñÿ âíîâü (ðèñ. 4.1). Áîëåå òîãî, óñòàíîâëåí òàêîé âèä
ðåïàðàöèè äâîéíûõ ðàçðûâîâ â ÄÍÊ, êîòîðûé ñâÿçàí ñ èíñåð-
öèeé ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ íåïîñðåäñòâåííî â ñàéò äâîéíîãî
ðàçðûâà [11]. Âûçûâàåò èíòåðåñ è âîïðîñ î âîçìîæíîñòè àêòèâà-
öèè òåëîìåðàçû èëè èñïîëüçîâàíèÿ îòðàáîòàííûõ òåëîìåð, ñî-
õðàíèâøèõñÿ â ÿäðå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíû ÿäåðíûå îáðà-
çîâàíèÿ, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå ñïåöèàëüíûõ òåë – PML-bodies
[12]. Îíè ñïîñîáíû ñîõðàíÿòü òå òåëîìåðû, êîòîðûå îáðåçàþòñÿ
ñ êîíöîâ õðîìîñîì â ïðîöåññå êëåòî÷íûõ äåëåíèé. Íå ìîãóò ëè
òàêèå òåëîìåðû áûòü èñïîëüçîâàíû âòîðè÷íî â êðèòè÷åñêèõ ñëó-
÷àÿõ? Áîëåå òîãî, â ãåíîìå äðîçîôèëû îáíàðóæåíû ñïîñîáíûå ê
ïåðåìåùåíèþ ýëåìåíòû Het-A è TART, àêòèâèðóþùèåñÿ ïðè ïî-
âðåæäåíèè òåëîìåð è êàêèì-òî îáðàçîì îòâå÷àþùèå çà ñîõðàíå-
íèå êîíöîâ õðîìîñîì [13].

Ýòè ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âîçìîæíûõ ïåðåìåùåíèé ÷àñòåé
ãåíîìà ïîðîäèëè íîâîå ïîíÿòèå î ïëàñòè÷íîñòè ãåíîìà è îò-
êðûëè ýðó èçó÷åíèÿ ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ – ÌÃÝ.
Ðàçâèòèå òåõíîëîãèé êëîíèðîâàíèÿ è ñåêâåíèðîâàíèÿ, à òàêæå
êîìïüþòåðíûé àíàëèç ïîëíûõ ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ãåíîìîâ ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ ïîçâîëèëè èäåíòèôèöèðîâàòü
ïîäàâëÿþùóþ ìàññó ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ, âûÿâëåííûõ â ãåíî-
ìàõ âñåõ âèäîâ íàøåé ýêîñèñòåìû. Îêàçàëîñü, ÷òî, íàïðèìåð, â
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ãåíîìå ÷åëîâåêà ýòèìè ýëåìåíòàìè ïðåäñòàâëåíî ∼45 % [10].
Êðàòêîé õàðàêòåðèñòèêå áîëüøîãî ÷èñëà ðàçëè÷íûõ èçó÷åííûõ
ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ îñîáåííî ó ÷åëîâåêà ïîñâÿùåí îäèí èç
ïîñëåäíèõ îáçîðîâ [14]. Ïåðâûìè áûëè èçó÷åíû íàèáîëåå ëåãêî
âûÿâëÿåìûå ÌÃÝ ïðîêàðèîò. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòè ýëå-
ìåíòû.

4.1.1. Êðàòêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ÌÃÝ ïðîêàðèîò

Ê ýòèì ýëåìåíòàì îòíîñÿòñÿ òàê íàçûâàåìûå êîíúþãàòèâíûå
ïëàçìèäû, òðàíñïîçîíû è èíòåãðîíû. Ïðåæäå âñåãî, â êëåòêàõ
êèøå÷íîé ïàëî÷êè Escherichia coli áûëè âûÿâëåíû ñóùåñòâóþùèå
îòäåëüíî îò ìàññèâíîé çàìêíóòîé ãåíîìíîé ÄÍÊ íåáîëüøèå
ñóïåðñêðó÷åííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ðàç-
ëè÷íûå ïëàçìèäû (ðèñ. 4.2).

 (Âîçìîæíà òàêæå õðîìîñîìíàÿ èíòåãðàöèÿ ýòèõ äâóõ òèïîâ
ìîëåêóë.) Îêàçàëîñü, ÷òî ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ ñïîñîáíà ê ñàìîñòîÿ-
òåëüíîìó âîñïðîèçâåäåíèþ â êëåòêå è îáëàäàåò ñïåöèàëüíûì
àïïàðàòîì äëÿ åå ïåðåäà÷è â ñîñåäíèå êëåòêè – îò êëåòêè ê
êëåòêå. Òàêîé ïåðåíîñ ãåíîâ íàçûâàåòñÿ ëàòåðàëüíûì, èëè ãîðè-
çîíòàëüíûì, â îòëè÷èå îò âåðòèêàëüíîé ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè
îò ðîäèòåëåé äåòÿì. Áûëè îáíàðóæåíû ïëàçìèäû (R-ïëàçìèäû),
ñîäåðæàùèå ãåíû, îòâåòñòâåííûå çà èíàêòèâàöèþ áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ìíîãèõ àíòèáèîòèêîâ. Ýòî çà÷àñòóþ äåëàåò ïðèìåíå-
íèå òàêèõ ëåêàðñòâ â áîðüáå ñ èíôåêöèÿìè áåññìûñëåííûì. ßñ-
íî, ÷òî ìîáèëüíûé õàðàêòåð ïëàçìèä îáëåã÷àåò ïðîöåññ äèññå-
ìèíàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ â êàëåéäîñêîïå óñëîâèé ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ òîãî èëè èíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.

Îáíàðóæåíèå ïîëîìîê ãåíà, êîòîðûå ïðîèñõîäèëè èç-çà òîãî,
÷òî âíóòðü ãåíà âñòðàèâàëñÿ êàêîé-òî èíîé ãåíåòè÷åñêèé ìàòå-
ðèàë, ïðèâåëî ê îòêðûòèþ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ, íàçâàííûõ
òðàíñïîçîíàìè. Êðàòêèé èñòîðè÷åñêèé îáçîð ðàçâèòèÿ áèîëîãèè
òðàíñïîçîíîâ ïðåäñòàâëåí â [13]. Çäåñü ëèøü îòìåòèì, ÷òî äàííûå

Ðèñ. 4.2. Ñõåìà ëîêàëè-
çàöèè â êëåòêå õðîìî-
ñîìíîé (1) è ïëàçìèäíîé

(2) ÄÍÊ
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èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû êëàññè÷åñêèõ áàêòåðèàëüíûõ òðàíñïîçîíîâ
ñóììèðóåò ðèñ. 4.3 (ñì. âêëåéêó).

Ìîáèëüíàÿ ÄÍÊ, ñîäåðæàùàÿ ðÿä ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ, îêàéì-
ëåíà ñïåöèôè÷åñêèìè ïîâòîðÿþùèìèñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè.
Îíè îòìå÷àþò ãðàíèöû òðàíñïîçîíîâ êàê ìåñòà, óçíàâàåìîãî
ñïåöèàëüíûì ôåðìåíòîì, – òðàíñïîçàçîé, çàêîäèðîâàííîé â
ñàìèõ òðàíñïîçîíàõ. Îäèí èç ïðèíöèïîâ ðàáîòû ýòîãî ôåðìåíòà
ñîñòîèò â òîì, ÷òîáû «âûðåçàòü èç îäíîãî ìåñòà ãåíîìà äàííûé
ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë è âêëåèòü åãî â äðóãîå», ò. å. ïåðåìåñòèòü
åãî ïî ãåíîìó. Ïðè ýòîì òðàíñïîçàçà óçíàåò â õîçÿéñêîé ÄÍÊ,
ïðèìûêàþùåé ê òðàíñïîçîíó, ìèøåííûé ñàéò ñâîåãî äåéñòâèÿ è
îñóùåñòâëÿåò äâîéíîé ðàçðûâ ñî ñäâèãîì òàê, ÷òî îáðàçóþòñÿ
ëèïêèå êîíöû ïî ïðàâèëó êîìïëåìåíòàðíîñòè îñíîâàíèé ÄÍÊ.
Çàïîëíåíèå ðåçóëüòèðóþùåé áðåøè â ëèïêèõ êîíöàõ ñ îáåèõ
ñòîðîí òðàíñïîçîíà ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû è ëèãèðîâàíèå
ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â ýòîì ìåñòå ãåíîìà äóïëèêàöèè èç ïðÿ-
ìûõ ïîâòîðîâ íåáîëüøîé ïðîòÿæåííîñòè. ×àñòî ýòî ìîæåò ðàñ-
ñìàòðèâàòüñÿ êàê «footprint» («ñëåä») ïðåáûâàíèÿ ìîáèëüíîãî
ýëåìåíòà â äàííîì ìåñòå ãåíîìà. Âûðåçàííûé ÌÃÝ, ñòàáèëèçè-
ðîâàííûé ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó êîíöåâûìè îáðàòíûìè
ïîâòîðàìè, òðàíñïîçàçà ìîæåò âñòðîèòü â õîçÿéñêèé ãåíîì.

Ñóùåñòâóþò âàðèàöèè ýòîãî ïðîöåññà. Äëÿ íåêîòîðûõ ñëó÷à-
åâ íå íàáëþäàåòñÿ êàêîé-ëèáî èçáèðàòåëüíîñòè, è òðàíñïîçîí
ìîæåò áûòü âñòàâëåí â ëþáîå ìåñòî. Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ îáíàðóæè-
âàþòñÿ ìåñòà ïðåäïî÷òèòåëüíîãî âñòðàèâàíèÿ òàê, ÷òî äàæå âîç-
íèê ñïåöèàëüíûé òåðìèí – õîóìèíã (homing) – æèëèùå [15].
Ïîìèìî òðàíñïîçîíîâ, îñòàâëÿþùèõ «ñëåä» ïðè ñâîèõ ïåðåìå-
ùåíèÿõ, åñòü òðàíñïîçîíû, íå îñòàâëÿþùèå òàêîãî ñëåäà, òàê
êàê ïîëüçóþòñÿ ñâîèìè ÄÍÊ êîïèÿìè ïðè ïåðåìåùåíèÿõ, óâå-
ëè÷èâàÿ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ãåíîìå. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ñîäåð-
æàíèå ãîìîëîãè÷íîé ÄÍÊ âîçðàñòàåò â ðàçíûõ ÷àñòÿõ ãåíîìà.
Ýòî äåëàåò âîçìîæíîé ðåêîìáèíàöèþ ìåæäó íèìè íà îñíîâå
âîçíèêøèõ ãîìîëîãè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ. Òàêàÿ ðåêîìáèíàöèÿ íàçû-
âàåòñÿ ýêòîïè÷åñêîé, è îíà ìîæåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ôàêòîðà
ïåðåñòðîåê ãåíîìà è èçìåíåíèÿ êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ, îñî-
áåííî â óñëîâèÿõ ñòðåññà. Òðàíñïîçîíû ñ ïåðåìåùåíèåì íà
óðîâíå ÄÍÊ îòíîñÿòñÿ ê êëàññó II â îòëè÷èå îò ÌÃÝ êëàññà I,
êîòîðûå èñïîëüçóþò ñâîè ÐÍÊ êîïèè ñ ïîñëåäóþùèì îáðàòíûì
òðàíñêðèáèðîâàíèåì â ìîëåêóëó êÄÍÊ êàê ñóáñòðàòîì âñòðàè-
âàíèÿ â ãåíîì.
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Ðèñ. 4.4. Ñõåìà óñòðîéñòâà èíòåãðîíà [16].
Îáúÿñíåíèå ðîëè ñòðóêòóð – ñì. òåêñò

Áîëåå òîãî, èçó÷åíèå îðãàíèçàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ
áàêòåðèàëüíûõ õðîìîñîì, ïëàçìèä è òðàíñïîçîíîâ ïîçâîëèëî
âûÿâèòü ñïåöèàëüíûå ãåíåòè÷åñêèå ñèñòåìû, ñïîñîáíûå îñóùå-
ñòâëÿòü çà ñ÷åò îñîáîé ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè çà-
õâàò ïîñòîðîííèõ ãåíîâ, è âñòðàèâàòü èõ êàê êàññåòó â òó èëè
èíóþ ãåíåòè÷åñêóþ ñòðóêòóðó êëåòêè. Òàêèå ãåíû äîëæíû ëèøü
ñîäåðæàòü îïðåäåëåííóþ 59-÷ëåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòî-
ðàÿ óçíàåòñÿ â ïðîöåññå ðåêîìáèíàöèè êàê att C-ñàéò. Ýòè ñèñ-
òåìû ïîëó÷èëè íàçâàíèå èíòåãðîíîâ. Ñõåìû óñòðîéñòâà èíòåã-
ðîíîâ è îáðàçîâàíèÿ ãåííûõ êàññåò ïðèâåäåíû íà ðèñ. 4.4 è 4.5
(ñì. âêëåéêó), êðàòêàÿ èíôîðìàöèÿ, õàðàêòåðèçóþùàÿ ýòè ýëå-
ìåíòû, ïðåäñòàâëåíà â îáçîðå [16], à òàêæå â îáçîðàõ [17, 18].

 Îêàçàëîñü, ÷òî â êëåòêå äîëæíû îáíàðóæèâàòüñÿ ðàçëè÷íûå
çàìêíóòûå ìîëåêóëû ÄÍÊ, äîñòàòî÷íûå ïî ðàçìåðó äëÿ êîäèðîâà-
íèÿ êàêîãî-òî ãåííîãî ïðîäóêòà, õîòÿ è íå ñîäåðæàùèå ïðîìîòîð,
îäíàêî ñ îáÿçàòåëüíûì íàëè÷èåì êàíîíè÷åñêîé äåòàëè â 59 ï. í.
Òàêîå îáðàçîâàíèå è ïîëó÷èëî íàçâàíèå ãåííîé êàññåòû. Êàê ôîð-
ìèðóþòñÿ òàêèå êàññåòû åùå íåÿñíî, õîòÿ âûñêàçàíî ïðåäïîëîæå-
íèå, ÷òî áåñïðîìîòîðíàÿ êàññåòà ìîãëà áû âîçíèêíóòü çà ñ÷åò îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ, à ïðîèñõîæäåíèå 59 ï. í. ñâÿçàíî ñ
òàêîé ñòðóêòóðîé, êàê òåðìèíàòîð òðàíñêðèïöèè, ïðåäñòàâëåííûé
øïèëå÷íîé ñòðóêòóðîé. Èìåííî ýòè 59 ï. í. âàæíû äëÿ ñàéò-ñïå-
öèôè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè êàê att C-ñàéòû êàññåòû, êîòîðûå óçíà-
íàþòñÿ ñïåöèàëüíîé ðåêîìáèíàçîé – èíòåãðàçîé, êîäèðóåìîé ãå-
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íîì int I êàê ñîñòàâíîé ÷àñòüþ èíòåãðîíà. Ñ îäíîé ñòîðîíû, èí-
òåãðàçà óçíàåò att C-ñàéò, íàõîäÿùèéñÿ íà êàññåòå, à ñ äðóãîé –
att  I-ñàéò, ðàñïîëîæåííûé â ñàìîì èíòåãðîíå. Íà îñíîâå ýòèõ äâóõ
ýëåìåíòîâ Int I âñòðàèâàåò êàññåòó â èíòåãðîí ïî att I-ñàéòó ïîäîá-
íî âñòðàèâàíèþ âèðóñíîãî ãåíîìà â êëåòî÷íûé ãåíîì, íàïðèìåð, â
ñëó÷àå ëèçîãåíèçàöèè êëåòîê êèøå÷íîé ïàëî÷êè ñ ïîìîùüþ áàêòå-
ðèîôàãà ëÿìáäà. Åñëè â ïîñëåäíåì ñëó÷àå äëÿ îáðàòíîé ðåàêöèè –
âûðåçàíèÿ âèðóñíîãî ãåíîìà èç êëåòî÷íîãî – íåîáõîäèì äîïîëíè-
òåëüíûé áåëîê, ïîñòàâëÿåìûé ôàãîì, òî Int I ìîæåò ðàáîòàòü ñàìî-
ñòîÿòåëüíî êàê â ïðÿìîì, òàê è â îáðàòíîì íàïðàâëåíèè.

Â çàâèñèìîñòè îò ðàçëè÷èé â ñòðóêòóðíûõ äåòàëÿõ èíòåãðîíû
òàêæå äåëÿòñÿ íà êëàññû. Áîëåå òîãî, âîçìîæíû äèàìåòðàëüíî
ïðîòèâîïîëîæíûå ñëó÷àè: ïîëíîå îòñóòñòâèå êàññåò â èíòåãðîíå
è èõ çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî, óêàçûâàþùåå íà âîçìîæíîñòü ìíîæå-
ñòâà àêòîâ òàêèõ ðåêîìáèíàöèé. Ýòî ÷èñëî ìîæåò áûòü íàñòîëü-
êî áîëüøèì, ÷òî äàæå äèñêóòèðóåòñÿ íåîáõîäèìîñòü â èñïîëüçî-
âàíèè òåðìèíà ñóïåð-èíòåãðîí [19]. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî âñÿ
øïàëåðà êàññåòíûõ ãåíîâ âñòðàèâàåòñÿ ëèøü â îäíîé îðèåíòà-
öèè: â íàïðàâëåíèè îò ãåíà int I ê ñàéòó att I, ïîäñîåäèíÿÿñü ê
ïðîìîòîðó Pc, ðàñïîëîæåííîìó â îáëàñòè ãåíà int I. Êàêèå æå
ãåíû çàõâàòûâàþòñÿ èíòåãðîííûìè ñèñòåìàìè? Ïðåæäå âñåãî,
ýòî îêàçàëèñü ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ ïîçâîëÿþò îáåçâðåæèâàòü
àíòèáèîòèêè.

Òàêèì îáðàçîì, áàêòåðèè â ñâÿçè ñ îñîáûì äèíàìèçìîì è ïî-
âûøåííûìè ñòåïåíÿìè ðèñêà ñâîåãî ñóùåñòâîâàíèÿ íàäåëåíû
îñîáûì ìåõàíèçìîì ñîáèðàíèÿ ïî êðóïèöàì â ñðåäå îáèòàíèÿ
èíäèâèäóàëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñðåäñòâ çàùèòû òàê, ÷òî â êîíöå
êîíöîâ ñïîñîáíû áûñòðî ñôîðìèðîâàòü âñþ íóæíóþ ëèíèþ îáî-
ðîíû è îäíîìîìåíòíî ïðåäîñòàâèòü åå äðóãèì. Ñðåäè êàññåòíûõ
ãåíîâ îáíàðóæåíû è òàêèå, êîòîðûå îïðåäåëÿþò âèðóëåíòíîñòü
(îñòðîâêè ïàòîãåííîñòè), àäàïòèâíûé îòâåò íà ìíîãèå âîçäåéñò-
âèÿ, à òàêæå ãåíû íåèçâåñòíîé ôóíêöèè. Âûÿâëåíèå èíòåãðîíîâ
êàê ïðèðîäíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñèñòåì, ñïîñîáíûõ çàõâàòûâàòü ðàç-
ëè÷íûå íå ðîäñòâåííûå ãåíû, îïðåäåëÿÿ âîçìîæíîñòü èõ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ, óêàçûâàåò íà òî, ÷òî èäåÿ
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè – ýòî íå òîëüêî ðåçóëüòàò ðàáîòû ÷åëî-
âå÷åñêîé ìûñëè è îòêðûòèé â ëàáîðàòîðèè, íî è ðåçóëüòàò, ðîæ-
äåííûé è ïîñòîÿííî èñïîëüçóåìûé ñàìîé Ïðèðîäîé.

Èòàê, âîçíèêíîâåíèå ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷è-
âîñòè â ìèêðîáíîì ìèðå â ñàìîé ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè îïðåäåëÿ-
åòñÿ ìîáèëüíûìè ãåíåòè÷åñêèìè ýëåìåíòàìè, ïîâåäåíèå êîòîðûõ
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çàâèñèò îò ñîçäàâøèõñÿ óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè, âêëþ-
÷àÿ óñëîâèÿ, âûçûâàþùèå ñòðåññîâûå ñîñòîÿíèÿ êëåòêè. Êàêîâû
æå ÌÃÝ âûñøèõ îðãàíèçìîâ è ñóùåñòâóåò ëè ñòîëü æå âàæíàÿ
ñâÿçü ìåæäó íèìè è ìíîæåñòâåííîé õåìîóñòîé÷èâîñòüþ â ýòîì
ñëó÷àå?

4.1.2. Êðàòêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ÌÃÝ ýóêàðèîò

Ïîñêîëüêó ýòè ýëåìåíòû øèðîêî îïèñàíû â îòå÷åñòâåííîé
ëèòåðàòóðå [10, 14], ìû ïðèâåäåì ëèøü ñàìóþ îáîáùåííóþ èí-
ôîðìàöèþ îòíîñèòåëüíî èõ óñòðîéñòâà, ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþ-
ùèõ âåðîÿòíîñòü è õàðàêòåð èõ òðàíñïîçèöèé, à òàêæå ðîëè ýòèõ
ýëåìåíòîâ â îñóùåñòâëåíèè ðåãóëÿòîðíûõ ïðîöåññîâ êëåòêè è
âîçìîæíîñòè âîçíèêíîâåíèÿ íîâûõ ãåíîâ. Íàïîìíèì, ÷òî ïðè
èçó÷åíèè ÌÃÝ ïðîêàðèîò áîëüøóþ ðîëü ñûãðàëî èçó÷åíèå ìó-
òàíòîâ, ó êîòîðûõ ïîëîìêà â ñîîòâåòñòâóþùåì ãåíå ïðîèñõîäèëà
çà ñ÷åò âñòàâêè â ýòîò ãåí êàêîé-òî èíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Â
ñëó÷àå æå ýóêàðèîò ðåøàþùèì îêàçàëèñü íå òîëüêî âîçìîæíî-
ñòè áèîèíôîðìàòèêè ïîñòãåíîìíîé ýðû, íî è îáíàðóæåíèå ýëå-
ìåíòîâ, íàïîìèíàþùèõ ðåòðîâèðóñû (âîçìîæíî, èç ìîáèëüíûõ
ýëåìåíòîâ ýóêàðèîò è ïðîèçîøëè ðåòðîâèðóñû), ãåíîìû êîòîðûõ
ìîãóò âñòðàèâàòüñÿ â êëåòî÷íûé ãåíîì. Ýòè ýëåìåíòû ïîëó÷èëè
íàçâàíèå «ðåòðîòðàíñïîçîíû». Îíè ñîñòàâèëè êëàññ I òðàíñïî-
çîíîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ òåì, ÷òî äëÿ ñâîåãî ïåðåìåùåíèÿ èñ-
ïîëüçóþò ïðîäóêò ñâîåé òðàíñêðèïöèè, êîòîðûé ñ ïîìîùüþ îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïòàçû ïåðåïèñûâàåòñÿ â êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ,
ñïîñîáíóþ âñòðàèâàòüñÿ â êëåòî÷íóþ ÄÍÊ. Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷-
íûå ëåãêî óçíàâàåìûå âàðèàíòû ðåòðîòðàíñïîçîíîâ, îòíîñÿùèå-
ñÿ ëèáî ê àâòîíîìíîìó, ëèáî ê íåàâòîíîìíîìó òèïó (ðèñ. 4.6,
ñì. âêëåéêó).

Ñðåäè àâòîíîìíûõ ýëåìåíòîâ åñòü òàêèå, êîòîðûå ñîäåðæàò
äëèííûå êîíöåâûå ïîâòîðû – LTR è î÷åíü ïîõîæè íà ýíäîãåí-
íûå âèðóñû. Íî åñòü è òàêèå, äîñòàòî÷íî áîëüøîé ïðîòÿæåííî-
ñòè, êîòîðûå íå ñîäåðæàò LTR. Ýòà ãðóïïà ñòðóêòóð ïîëó÷èëà
íàçâàíèå LINES (long interspersed nuclear elements), â îòëè÷èå îò
ìàëûõ íåàâòîíîìíûõ ýëåìåíòîâ SINES (short interspersed nuclear
elements). Áðîñàþùåéñÿ â ãëàçà îñîáåííîñòüþ LINE è SINE ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè îòíîñÿòñÿ ê êëàññó âûñîêîïîâòîðÿþùåéñÿ
ÄÍÊ ãåíîìîâ ýóêàðèîò. Òàê, îäíà èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ ñòðóê-
òóð â LINE-ãðóïïå ýëåìåíò L1 ïîâòîðÿåòñÿ â ãåíîìå 850 òûñ. ðàç.
Â ãðóïïå SINE ñðåäè íåàêòèâíî òðàíñïîçèöèîííûõ ñåìåéñòâ ïî-
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âòîðîâ òèïà MIR è Ther/MIR3 âàæíîå ìåñòî çàíèìàåò òðàíñïî-
çèöèîííî àêòèâíîå ñåìåéñòâî Alu-ïîâòîðîâ ðàçìåðîì ïðèìåðíî
300 ï. í., ñîäåðæàùèõ óíèêàëüíûé ñàéò, óçíàâàåìûé è ðàçðåçàå-
ìûé ðåñòðèêòàçîé Alu1. ×èñëî êîïèé ýòîãî ýëåìåíòà äîñòèãàåò
1 ìëí, à ýòî ∼11 % ãåíîìà ÷åëîâåêà.

Ïîìèìî óêàçàííûõ ýëåìåíòîâ òèïà LINE è SINE â ãåíîìàõ
ìíîãèõ ýóêàðèîò îáíàðóæåíû êîðîòêèå ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè (∼400 ï. í.), êîíöû êîòîðûõ ñ îáåèõ ñòîðîí îò ýòîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäñòàâëåíû êîðîòêèìè, ñòðîãî àíòèêîìïëåìåí-
òàðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè (∼15 ï. í.), ò. å. îáðàùåííûìè ïî-
âòîðàìè. Â ñâÿçè ñ òàêîé îñîáåííîñòüþ ñâîåãî ñòðîåíèÿ îíè ïîëó-
÷èëè íàçâàíèå MITE (Miniature Inverted-Repeat Transposable Elements)
è ñîñòàâëÿþò êëàññ III òðàíñïîçîíîâ. ×èñëî èõ êîïèé â ãåíîìàõ
äîñòèãàåò ïîðÿäêà 100 òûñ. (îêîëî 6 % åìêîñòè ãåíîìà). Íà ïðè-
íàäëåæíîñòü ýòîãî òèïà ñòðóêòóð ê ïîäâèæíûì ãåíåòè÷åñêèì ýëå-
ìåíòàì óêàçàëî îáíàðóæåíèå ìóòàöèé â íåêîòîðûõ ñîðòàõ êóêóðóçû
è ðèñà, îáóñëîâëåííûõ âñòàâêîé â ñîîòâåòñòâóþùèå ãåíû MITE-
ýëåìåíòà [20].

Â ðåçóëüòàòå èçó÷åíèÿ òàê íàçûâàåìîãî ãèáðèäíîãî äèñãåíåçà
êàê ãåííîé íåñîâìåñòèìîñòè ìåæäó ðîäèòåëÿìè íà ïðèìåðå
ñêðåùèâàíèÿ ìåæäó îïðåäåëåííûìè øòàììàìè äðîçîôèëû âû-
ÿâëåíî ðàçëè÷èå ìåæäó íèìè, êàñàþùååñÿ ñîäåðæàíèÿ îïðåäå-
ëåííîãî ýëåìåíòà, íàçâàííîãî P-ýëåìåíòîì. Äèñãåíåç îáíàðóæè-
âàåòñÿ òîãäà, êîãäà â ìóæñêîì îðãàíèçìå ýòîò ýëåìåíò ñîäåðæèò-
ñÿ, à â æåíñêîì – íåò. Èçó÷åíèå ñòðóêòóðû Ð-ýëåìåíòà ïîêàçà-
ëî, ÷òî ýòî – òðàíñïîçîí II êëàññà, ñíàáæåííûé ñîáñòâåííîé
òðàíñïîçàçîé, îòâå÷àþùåé çà ïåðåìåùåíèå äàííîãî ýëåìåíòà ïî
ãåíîìó. Îêàçàëîñü, ÷òî â ìóæñêîì îðãàíèçìå ãåí òðàíñïîçàçû
íàõîäèòñÿ â ðåïðåññèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, ïðè ïðèâíåñåíèè æå
Ð-ýëåìåíòà â æåíñêèé îðãàíèçì, íå ñîäåðæàùèé ýòîò ýëåìåíò
âîîáùå, ãåí òðàíñïîçàçû â êëåòêàõ çàðîäûøåâîãî ïóòè àêòèâèðó-
åòñÿ è âåðîÿòíîñòü òðàíñïîçèöèé Ð-ýëåìåíòà óâåëè÷èâàåòñÿ. Â
ðåçóëüòàòå âîçíèêàåò ìíîæåñòâî ìóòàöèé, ÷òî è äåëàåò ïîòîìñò-
âî òàêîãî ãèáðèäíîãî ñêðåùèâàíèÿ ñòåðèëüíûì [21].

×òî íåñóò ÌÃÝ äëÿ ãåíîìà – áëàãî èëè âðåä? Âîçìîæåí äâîÿ-
êèé îòâåò íà ýòîò âîïðîñ. Âðåä – ïîòîìó, ÷òî ïðîöåññ òðàíñïîçè-
öèé, çàâèñÿùèé îò ìíîãèõ êàê âíåøíèõ, òàê è âíóòðåííèõ ôàêòî-
ðîâ ñóùåñòâîâàíèÿ êëåòêè [10], ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ âîçíèêíî-
âåíèåì ãåííûõ è õðîìîñîìíûõ ìóòàöèé. Âíåäðåíèå ÌÃÝ â ãåí
íàðóøàåò åãî íîðìàëüíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå (íàïðèìåð, ïðè ãå-
ìîôèëèè À è Â, ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Äþøåíà è äð.). Áîëåå òî-
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ãî, ïîñêîëüêó ãåíû òðàíñïîçàç îïðåäåëåííûõ ÌÃÝ îáëàäàþò ñîá-
ñòâåííûì ïðîìîòîðîì äëÿ ñâîåé ýêñïðåññèè, òî âíåçàïíîå ïîÿâ-
ëåíèå òàêîãî ïî-ñâîåìó ðåãóëèðóåìîãî ïðîìîòîðà â îáëàñòÿõ
ãåíîìà, íå ïðåäóñìîòðåííûõ ðåàëèçóþùåéñÿ ïðîãðàììîé ñ÷èòû-
âàíèÿ ãåíîâ â äàííîå âðåìÿ â äàííîì ìåñòå, ýòî – ôàêòîð ïàòî-
ëîãèè, ñâÿçàííîé ñ íàðóøåíèåì êàðòèíû àêòèâíîñòè ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ãåíîâ. ßñíî, ÷òî ïîäâèæíîñòü ÌÃÝ äîëæíà áûòü ñòðîãî
êîíòðîëèðóåìûì ïðîöåññîì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî
êîíòðîëüíóþ ôóíêöèþ âûïîëíÿåò òî, êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìîáèëüíîé ÄÍÊ ìåòèëèðîâàíû ïî 5-ìó ïîëîæåíèþ ìîëåêóëû
öèòîçèíà – 5mC. Òàêæå âàæåí â ñâÿçè ñ ïðîáëåìîé ãåííîé ðåãó-
ëÿöèè è òàê íàçûâàåìûé ãèñòîíîâûé êîä, ò.å. çàâèñÿùèé îò óñëî-
âèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè óðîâåíü è õàðàêòåð õèìè÷åñêèõ
ìîäèôèêàöèé îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîò â ìîëåêóëàõ ãèñòîíîâ, îï-
ðåäåëÿþùèõ íóêëåîñîìíóþ îðãàíèçàöèþ ÄÍÊ è ñòðóêòóðèðóþ-
ùèõ ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë â âèäå õðîìàòèíà.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ âíèìàíèå ïðèâëåêàåò âîçìîæíîñòü ðåãó-
ëÿöèè ïðîöåññà òðàíñïîçèöèé ÌÃÝ ñ ïîìîùüþ ìåõàíèçìà, îñ-
íîâàííîãî íà ïîÿâëåíèè â êëåòêå ïîñòðîåííîé íà êîìïëåìåí-
òàðíîñòè äâóöåïî÷å÷íîé ÐÍÊ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îáðà-
çóþùåéñÿ, íàïðèìåð, â ðåçóëüòàòå àêòèâíîñòè îäíîâðåìåííî
ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî ïðîìîòîðîâ. Òàêèå ìîëåêóëû àê-
òèâèðóþò êàñêàä áåëêîâ, ïðåïÿòñòâóþùèõ (èíòåðôåðèðóþùèõ)
ôóíêöèîíèðîâàíèþ òåõ èëè èíûõ ãåíîâ ëèáî çà ñ÷åò óíè÷òîæå-
íèÿ èõ ìÐÍÊ, ëèáî íåâîçìîæíîñòè èõ òðàíñëÿöèè ïî ñòåðè÷å-
ñêèì ïðè÷èíàì. Ýòîò ìåõàíèçì ïîëó÷èë íàçâàíèå ïóòè èíòåðôå-
ðåíöèîííîé ÐÍÊ (RNAi pathway), â êîòîðîé îñîáî äåéñòâóþ-
ùèì íà÷àëîì ÿâëÿþòñÿ íàðåçàåìûå èç RNAi ìîëåêóëû ìàëîé
äâóöåïî÷å÷íîé ÐÍÊ (∼22 ï. í.), èëè òàê íàçûâàåìîé siRNA (short
interfereing RNA) [22, 23]. Äàëåå ìû ðàññìîòðèì ýòîò ìåõàíèçì
ïîäðîáíåå.

Åñëè â ïðîöåññå ýâîëþöèè ìåõàíèçì ïîäâèæíîñòè îïðåäå-
ëåííûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñòðóêòóð, íåñìîòðÿ íà òó îïàñíîñòü, êîòî-
ðóþ îí ïðåäñòàâëÿåò, íå ýëèìèíèðîâàëñÿ, òî, ñëåäîâàòåëüíî, â
íåì çàêëþ÷åíà, êàê íà ýòî âïåðâûå óêàçàëà Á. ÌàêÊëèíòîñê [6],
êàêàÿ-òî ïîëüçà, ïóñòü äî êîíöà íå ðàñêðûòàÿ è â íàñòîÿùåå
âðåìÿ. Äåéñòâèòåëüíî, ãåíåòè÷åñêàÿ åìêîñòü ãåíîìà ìîæåò è,
î÷åâèäíî, äîëæíà óâåëè÷èâàòüñÿ çà ñ÷åò íå òîëüêî âîçðàñòàíèÿ
îáúåìà êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íî è âîçìîæíîñòè
âîçíèêíîâåíèÿ íîâûõ êîìáèíàöèé è íîâûõ êà÷åñòâ îäíîãî è
òîãî æå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.



Ìîëåêóëÿðíûå çàùèòíûå ìåõàíèçìû êëåòêè è ôàðìàêîòåðàïèÿ

62

Â òàêîì ìàòåðèàëå ìîãóò âîçíèêíóòü êàê íîâûå öèñ-ýëåìåí-
òû, ñïîñîáíûå èçìåíèòü êàðòèíó ðåãóëÿöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãåíîâ, òàê è íîâûå ãåíû. Ñðåäè ýòèõ êîìáèíàöèé äîëæíà è ìî-
æåò âîçíèêíóòü òàêàÿ, êîòîðàÿ îêàæåòñÿ îïòèìàëüíîé â ñëîæèâ-
øèõñÿ óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ, è ýòî ïîâûñèò øàíñû âû-
æèâàíèÿ äàííîé áèîëîãè÷åñêîé ñòðóêòóðû. Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî
áëàãîäàðÿ ÌÃÝ çàïàñ ïðî÷íîñòè æèçíè óâåëè÷èâàåòñÿ. Áîëåå
òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî ÌÃÝ – ýòî âîçìîæíûé ýôôåêòèâíûé èíñò-
ðóìåíò äëÿ ïåðåñòðîåê ãåíîìà è ïðåäñòîèò âûÿñíèòü, êàê îíè
÷óâñòâóþò íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíèÿ òàêîé ðàáîòû, êòî èç íèõ â
êàêèõ ñëó÷àÿõ è ê êàêîìó ðåçóëüòàòó ñâîåé àêòèâíîñòè ñòðåìèò-
ñÿ. Èìåþùèéñÿ ìàòåðèàë â ýòîé îáëàñòè èññëåäîâàíèé ñóììè-
ðîâàí â êíèãå [10].

Èòàê, ãåíîìû ýóêàðèîò ñîäåðæàò îãðîìíîå êîëè÷åñòâî ïîä-
âèæíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ, ñîñòàâëÿþùèõ êëàññû I, II è
III ÌÃÝ. Ñóùåñòâóåò ëè ñâÿçü ìåæäó ïîâåäåíèåì ýòèõ ýëåìåíòîâ
è îòâåòîì êëåòêè íà äåéñòâèå öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàðñòâà, íà-
ïðàâëåííîãî íà óíè÷òîæåíèå êëåòêè?

4.2. Î ÏÎÂÅÄÅÍÈÈ ÌÃÝ È ÂÎÇÍÈÊÍÎÂÅÍÈÈ
ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ ÊËÅÒÊÈ

ßñíî, ÷òî êîíå÷íîé öåëüþ èçó÷åíèÿ ýòîé ïðîáëåìû ÿâëÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü äåìîíñòðàöèè òîãî, êàêèå òðàíñïîçîíû, êîãäà è
êàê îòâå÷àþò íà ïîÿâëåíèå â êëåòêå êàêîãî-òî ëåêàðñòâà êàê
ñòðåññîâîãî ôàêòîðà (ñòðåññîðà) è êàê àêòèâàöèÿ òîãî èëè èíîãî
òðàíñïîçîíà ìîæåò îïðåäåëèòü ýôôåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ ýòîãî
ëåêàðñòâà. Ïåðâûå øàãè íà ýòîì, ñêîðåå âñåãî, äîëãîì ïóòè ñäå-
ëàíû. Òàê, óñòàíîâëåíî [24], ÷òî ïîïóëÿöèÿ îïðåäåëåííîãî âèäà
äðîçîôèë, îáèòàþùàÿ â ñòðàíàõ, â êîòîðûõ èíòåíñèâíî èñïîëü-
çóþòñÿ îïðåäåëåííûå èíñåêòèöèäû, â îòëè÷èå îò òàêîé æå ïîïó-
ëÿöèè, íàñåëÿþùåé áëèæå ñòîÿùèå ê ïðèðîäå ñòðàíû Àôðèêè,
âûðàáîòàëà óñòîé÷èâîñòü ê ýòèì èíñåêòèöèäàì. Îêàçàëîñü, ÷òî â
ïåðâîì ñëó÷àå â 5′-îáëàñòü îäíîãî èç ãåíîâ, êîäèðóþùåãî áåëîê
èç ñåìåéñòâà öèòîõðîìà Ð450, ðàçðóøàþùåãî â îðãàíèçìå ìíî-
ãèå îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ, âñòðîåí ÌÃÝ Doc. Â ðåçóëüòàòå
òàêîé âñòàâêè ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ è
ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ôåíîòèïà õåìîóñòîé÷èâîñòè. Áîëåå
òîãî, ïîëó÷åíû äàííûå, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî â ñëó÷àå Tnt1-ðåò-
ðîòðàíñïîçîíà ðàñòåíèé âîçìîæíà èíäóêöèÿ àêòèâàöèè ïðîìî-
òîðà ýòîãî ãåíåòè÷åñêîãî ýëåìåíòà êàê â ïðèðîäíîì õîçÿèíå, òàê
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è â ãåòåðîëîãè÷åñêèõ âèäàõ, âíåäðèâøèõ ýòîò òðàíñïîçîí. Îêà-
çàëîñü, ÷òî ôàêòîðàìè òàêîé èíäóêöèè ìîãóò âûñòóïàòü ðàçëè÷-
íûå âåùåñòâà ìèêðîáíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ýëèñèòîðû, èëè ñèã-
íàëüíûå ìîëåêóëû, âûçûâàþùèå ðàçëè÷íûå çàùèòíûå ðåàêöèè ó
ðàñòåíèé), ìíîãî÷èñëåííûå ïàòîãåííûå èíôåêöèè, à òàêæå ðà-
íåâûå ïîâðåæäåíèÿ è ïåðåîõëàæäåíèÿ. Àêòèâàöèþ ïðîìîòîðà
ýòîãî òðàíñïîçîíà âûçûâàþò òàêæå ñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà, èîíû
òÿæåëûõ ìåòàëëîâ è îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Óñèëåíèå òðàíñêðèï-
öèè äàííîãî òðàíñïîçîíà ïðèâîäèëî ê íàêîïëåíèþ â êëåòêå
ñòðåññîâûõ áåëêîâ òèïà ôèòîàëåêñèíîâ è àêòèâàöèè ãåíà EL13,
âõîäÿùåãî â ñèñòåìû çàùèòû ðàñòåíèÿ îò âíåøíåãî âîçäåéñòâèÿ.
Âàæíîñòü ýòèõ ðåçóëüòàòîâ çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþùåì: îíè óêà-
çûâàþò íà òî, ÷òî ïðîìîòîðû ÌÃÝ ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå
÷óâñòâèòåëüíûõ èíäèêàòîðîâ óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè
è ìîãóò áûòü íåîáõîäèìûìè äëÿ çàïóñêà ðàáîòû ñèñòåì çàùèòû
êëåòêè [25, 26]. ßñíî, ÷òî èññëåäîâàíèÿ â ýòîé îáëàñòè íóæäà-
þòñÿ â çíà÷èòåëüíîì ðàñøèðåíèè è äåòàëèçàöèè.

Ðîëü ÌÃÝ â îáåñïå÷åíèè õåìîóñòîé÷èâîñòè êëåòêè âûõîäèò
íà ïîâåñòêó äíÿ â èññëåäîâàíèè äàííîé ïðîáëåìû òàêæå â ñâÿçè
ñ àðãóìåíòàöèåé èäåè Ïèòåðà Äüþñáåðãà [27–32]. Ñîãëàñíî ýòîé
èäåå ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåííàÿ óñòîé÷èâîñòü, îñîáåííî â ñëó-
÷àå ðàêîâîé êëåòêè, îáóñëîâëåíà, ïðåæäå âñåãî, ñáîÿìè â ðàáîòå
ìåõàíèçìà ðàñïðåäåëåíèÿ õðîìîñîì ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè,
à òàêæå âîçíèêíîâåíèåì ðàçëè÷èé â èõ ãåííîì ñîäåðæàíèè. Ýòî
ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî îáðàçóþùèåñÿ ðàêîâûå êëåòêè ìîãóò ñî-
äåðæàòü íåýêâèâàëåíòíûå íàáîðû õðîìîñîì êàê ïî ÷èñëó, òàê è
ïî ñîäåðæàíèþ, à îòñþäà è íåýêâèâàëåíòíîñòü ðàáîòû ãåíîâ îá-
ðàçîâàâøèõñÿ êëåòîê. Òàêîå ÿâëåíèå íàçûâàåòñÿ àíåóïëîèäèåé.
ÌÃÝ òåîðåòè÷åñêè ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå àíåóïëîèäîãåíîâ
(àíåóãåíîâ) êàê ôàêòîðîâ, âûçûâàþùèõ àíåóïëîèäèþ. Ýòî îáó-
ñëîâëåíî òåì, ÷òî îíè íàäåëåíû ñâîéñòâîì íå òîëüêî âîçìîæíî-
ñòè ïåðåìåùåíèé â ãåíîìå, íî è îñóùåñòâëåíèÿ ýêòîïè÷åñêîé
ðåêîìáèíàöèè. Ýòîò âèä ðåêîìáèíàöèè ïðîèñõîäèò â ãåíîìå
êëåòêè ïî ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøèì ó÷àñòêàì ãîìîëîãèè ÌÃÝ,
íàõîäÿùèìñÿ â ðàçíûõ îáëàñòÿõ ãåíîìà íà ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ðàñ-
ñòîÿíèÿõ. Ó÷àñòâóþùèå â òàêîé ðåêîìáèíàöèè ÌÃÝ ñïîñîáíû ÷òî-
ëèáî â ãåíîìå óáèðàòü èëè äîáàâëÿòü, ñáëèæàòü èëè ðàçúåäèíÿòü
ñâÿçàííûå ìåæäó ñîáîé ÷àñòè ëèáî ìåíÿòü èõ îðèåíòàöèþ îòíîñè-
òåëüíî äðóã äðóãà, êàê áû çàíîâî ïåðåêðàèâàÿ èëè ïåðåñòðàèâàÿ ãå-
íîì, òåì ñàìûì îïðåäåëÿÿ åãî íîâûå êà÷åñòâà.
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Ðèñ. 4.7 (ñì. âêëåéêó) äåìîíñòðèðóåò êàðòèíó àíåóïëîèäèè,
âîçíèêàþùåé ïðè ðàêå. Íå èñêëþ÷åíî âëèÿíèå ÌÃÝ íà ñîñòîÿ-
íèå õðîìîñîìíûõ òåëîìåð, ñ äèñôóíêöèåé êîòîðûõ ñâÿçàíî ðàç-
âèòèå çëîêà÷åñòâåííîñòè (ñì. îáçîð [33]). Íåîáõîäèìî óñòàíîâèòü
ñâÿçü ìåæäó âëèÿíèåì ÌÃÝ íà ôóíêöèþ òåëîìåð è âîçìîæíî-
ñòüþ âîçíèêíîâåíèÿ àíåóïëîèäèè. Ðîëü òåëîìåð è áîëüøèõ ãåòå-
ðîõðîìàòèíîâûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì ðàññìîòðåíà â îáçîðå [34].
Êðàòêî îñòàíîâèìñÿ íà òîì, ÷òî àíåóïëîèäèÿ êàê ðåçóëüòàò âîç-
íèêíîâåíèÿ â êëåòêå ñòðåññîâîé ñèòóàöèè ìîæåò îïðåäåëèòü ìíî-
æåñòâåííóþ ëåêàðñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü è â ñëó÷àå ðàêîâûõ êëå-
òîê, îñîáåííî ñîãëàñíî èäåå è îáîñíîâàíèÿì, ïðåäñòàâëåííûõ â
ðàáîòàõ Ïèòåðà Äüþñáåðãà [27–32].

4.3. ÀÍÅÓÏËÎÈÄÈß È ÌÍÎÆÅÑÒÂÅÍÍÀß
ËÅÊÀÐÑÒÂÅÍÍÀß ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÜ ÏÐÈ ÐÀÊÅ

Îõàðàêòåðèçóåì ñæàòî àíåóïëîèäèþ êàê ÿâëåíèå. Çàêîíû íà-
ñëåäñòâåííîñòè äèêòóþò ñòðîãî ýêâèâàëåíòíîå ðàñïðåäåëåíèå
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïîïîëàì ìåæäó äâóìÿ ïîëþñàìè (öåíòðî-
ñîìàìè) äåëÿùåéñÿ ðîäèòåëüñêîé êëåòêè, äàþùåé íà÷àëî äâóì
äî÷åðíèì êëåòêàì. Ýòî âîçìîæíî çà ñ÷åò ñïåöèàëüíîé õðîìîñîì-
íîé îðãàíèçàöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà. Ñîñòàâëÿþùèå äàí-
íûé êàðèîòèï õðîìîñîìû ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà è ìîðôîëîãèè
èìåþò õàðàêòåðíóþ ïåðåòÿæêó (òàëèþ), íàçûâàåìóþ öåíòðîìåðîé.
Ê íåé ïðèñîåäèíÿþòñÿ áëàãîäàðÿ îáðàçîâàíèþ ñïåöèàëüíîãî
êîìïëåêñà áåëêîâ, íàçûâàåìîãî êèíåòîõîðîì, ìèêðîòóáóëèíîâûå
íèòè ñîîòâåòñòâóþùåãî àïïàðàòà äåëåíèÿ êëåòêè, ïîëó÷èâøåãî
íàçâàíèå ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà (ðèñ. 4.8, ñì. âêëåéêó).

Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè âîçíèêíîâåíèè îïðåäåëåííûõ ãåíåòè÷å-
ñêèõ îøèáîê, à îòñþäà è ïîìåõ ê îñóùåñòâëåíèþ ïðàâèëüíîñòè
ïðîöåññà äåëåíèÿ, íå âñå õðîìîñîìû ñïîñîáíû â ìåòàôàçå ìèòî-
çà îäíîâðåìåííî çàíÿòü ïîëîæåíèå ïî ýêâàòîðó â äåëÿùåéñÿ
êëåòêå (ýòî îáîçíà÷àåòñÿ òåðìèíîì congression failure). Â òàêîì
ñëó÷àå âîçíèêàþò îòñòàþùèå õðîìîñîìû (lagging chromosome) è
êîãäà ôîðìèðóþùàÿñÿ ïåðåãîðîäêà ðàçäåëèò äåëÿùóþñÿ êëåòêó
íà äâå, òî â îäíîé èç íèõ îêàæåòñÿ áîëüøå, à â äðóãîé ìåíüøå
õðîìîñîì ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ðîäèòåëüñêîé êëåòêîé. Âîò
ýòî è åñòü ñîñòîÿíèå àíåóïëîèäèè íà óðîâíå êàíîíè÷åñêîãî äëÿ
äàííîãî îðãàíèçìà ÷èñëà öåëûõ õðîìîñîì ñ âûòåêàþùèìè èç
ýòîãî áèîëîãè÷åñêèìè ïîñëåäñòâèÿìè (ðèñ. 4.9, ñì. âêëåéêó).
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Íåðàâíîìåðíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ õðîìîñîì ïðè äåëåíèè êëå-
òîê, âûçûâàþùàÿ ñîñòîÿíèå àíåóïëîèäèè êàðèîòèïà êëåòêè, â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèâëåêàåò âíèìàíèå êàê âîçìîæíûé ìåõàíèçì
êàíöåðîãåíåçà. Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ àâòîðû îòíîñÿò ê àíå-
óïëîèäèè è äðóãîé âèä ãåíåòè÷åñêèõ îòêëîíåíèé, ñâÿçàííûé ñ
âîçíèêàþùèìè ðàçëè÷èÿìè â ñòðóêòóðå õðîìîñîì [35]. Ýòî êàñà-
åòñÿ âîçìîæíîãî èçìåíåíèÿ ñîäåðæàùåãîñÿ â ãåíîìå ÷èñëà êî-
ïèé òîãî èëè èíîãî ãåíà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ðàçëè÷íûå ÷àñòè ãå-
íîìà ó ðàçíûõ îñîáåé ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ â ñèëó êàê âîçìîæíîñòè
ðàçëè÷íûõ çàìåí îòäåëüíûõ áóêâ ãåíåòè÷åñêîãî êîäà íà äðóãèå
áóêâû – single nucleotide polymorphism – SNP, òàê è âàðüèðîâàíèÿ
÷èñëà êîïèé ðàçíûõ ãåíîâ – copy number variation – CNV. Åñëè
îøèáêè â ïðàâèëüíîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ õðîìîñîì ìåæäó äî÷åð-
íèìè êëåòêàìè îáóñëîâëåíû íàðóøåíèÿìè â àïïàðàòå, îñóùåñò-
âëÿþùåì ìèòîç, òî CNV – ýòî ðåçóëüòàò ðàçðûâîâ, âîçíèêàþ-
ùèõ â ÄÍÊ. Îíè ïðèâîäÿò ê òàêèì ïåðåñòðîéêàì ãåíîìà êàê
âûáðîñ, èëè äåëåöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ, èõ àìïëèôèêàöèÿ
(ñïîñîáíàÿ óâåëè÷èâàòü ýòî ÷èñëî íà âåëè÷èíó íåñêîëüêèõ ïî-
ðÿäêîâ), à òàêæå èçìåíåíèå â ðàçìåùåíèè ãåíîâ â ãåíîìå èëè èõ
òðàíñëîêàöèè. ßñíî, ÷òî âàæíî èçó÷åíèå ôàêòîðîâ, âûçûâàþùèõ
àíåóïëîèäèþ. ×òî êàñàåòñÿ ðàçðûâîâ â ÄÍÊ, òî èçâåñòíû ýô-
ôåêòû èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ è äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ âå-
ùåñòâ, ïîëó÷èâøèõ íàçâàíèå êëàñòîãåíîâ (clastogens). Ñðåäè íèõ
ìîãóò áûòü è òàêèå, êîòîðûå ñïîñîáíû èçìåíÿòü ÷èñëî õðîìîñîì
êàê àíåóãåíû, èëè àíåóïëîèäîãåíû (êàê ôàêòîðû, ïîâðåæäàþ-
ùèå àïïàðàò ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà). Ïðåäëîæåí äàæå ìåòîä,
ðàçëè÷àþùèé àíåóãåííîå è êëàñòîãåííîå äåéñòâèå âåùåñòâà íà
îñíîâå åãî àêòèâíîñòè ñòèìóëèðîâàòü in vitro ìèòîç è îáðàçîâû-
âàòü â êëåòêàõ ìèêðîÿäðà, à òàêæå è ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè [36].
Îáøèðíûé ìàòåðèàë ïî èçó÷åíèþ àíåóïëîèäèè ïðåäñòàâëåí â
êíèãå [37]. Áîëåå íîâûå äàííûå èçó÷åíèÿ ýòîãî ÿâëåíèÿ êàê ðå-
çóëüòàòà íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà ðàññìîòðåíû â îáçîðå [38].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåíû ðàçëè÷íûå ìåõàíèçìû âîç-
íèêíîâåíèÿ àíåóïëîèäèè, õàðàêòåðèçóþùåéñÿ ëèáî íåðàñõîæäå-
íèåì õðîìîñîì, ëèáî èõ ïîòåðåé. Ýòî èçìåíåíèå ÷èñëà öåíòðî-
ñîì, ñîçäàþùåãî â êëåòêå ìíîãî ïîëþñîâ äåëåíèÿ, à íå äâà, êàê
ïîëîæåíî. Àíåóïëîèäèÿ âîçíèêàåò â ðåçóëüòàòå íàðóøåíèé ôóíê-
öèè êèíåòîõîðà ïðè åãî âçàèìîäåéñòâèè ñ öåíòðîìåðîé, íàðóøå-
íèé â àïïàðàòå ðàñùåïëåíèÿ (ðàñõîæäåíèÿ) â àíàôàçå ìèòîçà äâóõ
ñöåïëåííûõ õðîìàòèä (óñòàíîâëåíî, ÷òî çà ýòî ñöåïëåíèå îòâå-
÷àåò ñïåöèàëüíûé áåëîê êîõåçèí, ñïîñîáíûé ê âçàèìîäåéñòâèþ
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ñ ÄÍÊ [39]). Áîëåå òîãî, âîçìîæíî, ÷òî ïðîöåññ ìèòîçà íå äîñ-
òèãàåò ñâîåãî ôèíàëà, è òîãäà îáðàçóþòñÿ òåòðàïëîèäíûå êëåòêè.
Òàêèå êëåòêè îáðàçóþòñÿ òàêæå â ðåçóëüòàòå íàðóøåíèé ïðîöåññà
öèòîêèíåçà, åñëè â ñáîðêå ìèêðîôèëàìåíòîâ, îïðåäåëÿþùèõ îá-
ðàçîâàíèå ïåðåãîðîäêè äåëÿùåéñÿ êëåòêè, ïîÿâëÿþòñÿ äåôåêòû.

Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ìåòîäû èçó÷åíèÿ àíåóïëîèäèè: àíà-
ëèç ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì è ñïåêòðàëüíîå êàðèîòèïèðîâàíèå,
èçó÷åíèå õàðàêòåðà FISH – fluorescent in situ hybridization – îê-
ðàøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ôëóîðåñöèðóþùèõ çîíäîâ
íà îñíîâå ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ÷òî ìîæíî ïðîâî-
äèòü íåïîñðåäñòâåííî â èíòåðôàçíîì ÿäðå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
âîçìîæíî èñïîëüçîâàíèå òàêæå ìíîãîöâåòíîãî FISH. Áîëåå òî-
ãî, àíåóïëîèäèþ èçó÷àþò òàêæå ñ ïîìîùüþ äàííûõ ñðàâíèòåëü-
íîé ãåíîìíîé ãèáðèäèçàöèè è ïîâåäåíèÿ èçó÷àåìîãî ìàòåðèàëà
ïðè ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèè è öèòîìåòðèè èíòåíñèâíîñòè
îêðàñêè ñòðóêòóð êëåòêè ïðè èõ âèçóàëèçàöèè. Îäíàêî îäèí èç
íàèáîëåå óäîáíûõ ìåòîäîâ èçó÷åíèÿ àíåóïëîèäèè – èññëåäîâà-
íèå öèòîãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ íàðóøåíèÿ öåëîñòíîñòè õðîìî-
ñîì. Òàêèì ìàðêåðîì è ñëóæèò ïîÿâëåíèå â êëåòêàõ ìèêðîÿäåð.
Îíè ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì âûæèâàíèÿ â êëåòêå ëèáî îòñòàþ-
ùåé õðîìîñîìû, íå äîñòèãøåé ïëîñêîñòè ýêâàòîðà ïðè äåëåíèè
êëåòêè, ëèáî õðîìîñîìíîãî ôðàãìåíòà, ëèøåííîãî öåòðîìåðíîé
îáëàñòè, ëèáî ôðàãìåíòîâ, ñîäåðæàùèõ öåíòðîìåðû. Ðàáîòó ñ
ìèêðîÿäðàìè îáëåã÷àåò òàêîé ïðèåì, êàê áëîêèðîâàíèå öèòîêè-
íåçà, ò. å. îáðàçîâàíèÿ êëåòî÷íîé ïåðåãîðîäêè â ïðîöåññå äåëå-
íèÿ êëåòêè ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðà ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà öèòî-
õàëàçèíà Â, íå îòðàæàþùåãîñÿ íà äåëåíèè ÿäåð òàê, ÷òî êëåòêè
ñòàíîâÿòñÿ äâóÿäåðíûìè.

Âûÿâëåíèå ìèêðîÿäåð äàåò âîçìîæíîñòü èçó÷àòü ðàçëè÷íûå
ãåíîòîêñè÷åñêèå ýôôåêòû è äèàãíîñòèðîâàòü àíåóïëîèäèþ, îä-
íàêî èìåþòñÿ è íåäîñòàòêè â ðàáîòå ñ ìèêðîÿäðàìè. Òàê, åùå
íåÿñíî, êàê äîëãî îíè ìîãóò óäåðæèâàòüñÿ â öèòîïëàçìå èëè
ïðîèñõîäèò èõ ýëèìèíàöèÿ èç êëåòêè. Ìîæåò ëè èõ ÄÍÊ ôóíê-
öèîíèðîâàòü è êàê, ñïîñîáíû ëè îíè ê âñòðàèâàíèþ â õðîìîñî-
ìû îïÿòü ïî çàêîíàì ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè èëè êàê-òî
èíà÷å? Áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ìèêðîÿäðà, äàþùèå FISH-
ñèãíàë ïðè ãèáðèäèçàöèè ñ ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì, ïðåäñòàâëåí-
íûì ïàíöåíòðîìåðíîé ÄÍÊ. Îêàçàëîñü, ÷òî òàêèõ ñèãíàëîâ ìî-
æåò áûòü êàê îäèí, òàê è íåñêîëüêî. Ïåðâûé ñëó÷àé îòðàæàåò
íàðóøåíèå ìèãðàöèè õðîìîñîìû, â òî âðåìÿ êàê âòîðîé ñâèäå-
òåëüñòâóåò î âîçíèêíîâåíèè ìíîæåñòâåííûõ öåíòðîñîì. Ïîíÿòü,
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ïî÷åìó ñîîòâåòñòâóþùàÿ õðîìîñîìà ÿäðà îêàçûâàåòñÿ â ìèêðî-
ÿäðå, ýòî çíà÷èò ðàñêðûòü ìåõàíèçìû õðîìîñîìíîé íåñòàáèëü-
íîñòè, à îòñþäà è âîçíèêàþùåé ïàòîëîãèè. Íåîáõîäèìî òàêæå
ïîíÿòü ìåõàíèçì àìïëèôèêàöèè öåíòðîñîì, ðîëü ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ (p53, BRCA1, RAD51 è äð.), à òàêæå ÿâëÿåòñÿ ëè ýòà àì-
ïëèôèêàöèÿ ïðè÷èíîé èëè ñëåäñòâèåì âîçíèêøåé çëîêà÷åñò-
âåííîñòè.

Íåäàâíî îáíàðóæåíî äâà òèïà ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîëåêóë êëåò-
êè, äèñôóíêöèÿ êîòîðûõ îïðåäåëÿåò äåôåêòû ïðîòåêàíèÿ ìèòîçà
[35]. Îêàçàëîñü, ÷òî â ïîëó÷åííûõ ëèíèÿõ ìûøåé, ãåòåðîçèãîò-
íûõ ïî öåíòðîìåðíîìó áåëêó Å – Cenp-e, êàæäîå äåëåíèå êëå-
òîê ñîïðîâîæäàåòñÿ ëèáî óòðàòîé, ëèáî ïðèîáðåòåíèåì ëèøíåé
õðîìîñîìû. Òàêàÿ ìîëåêóëà îòíîñèòñÿ ê êëàññó ìîòîðíûõ áåë-
êîâ è ó÷àñòâóåò â ðàçìåùåíèè õðîìîñîì íà âåðåòåíå. Åñëè ýòîãî
áåëêà íåò âîîáùå, òî îðãàíèçì íåæèçíåñïîñîáåí, åñëè â ãåòåðî-
çèãîòíîì ñîñòîÿíèè íåàêòèâíà ëèøü îäíà àëëåëü ãåíà ýòîãî áåë-
êà, òî íàáëþäàþòñÿ ñáîè â ðàñïðåäåëåíèè ïðàâèëüíîãî ÷èñëà
õðîìîñîì. Áîëåå òîãî, ýòîò áåëîê ïðè÷àñòåí ê îñóùåñòâëåíèþ
êîíòðîëÿ íàä ñîñòîÿíèåì âåðåòåíà (spindle checkpoint [40]). Òàêèì
îáðàçîì, äèñôóíêöèÿ ýòîãî áåëêà íå òîëüêî âíîñèò õàîñ â ðàñïðå-
äåëåíèå õðîìîñîì, íî è ïîçâîëÿåò äåôåêòíûì êëåòêàì çàâåðøèòü
ïðîöåññ äåëåíèÿ, ïðîòåêàþùèé ñ áîëüøèìè íàðóøåíèÿìè. ßñíî,
÷òî â òàêîì ñëó÷àå è äîëæíà âîçíèêàòü õðîìîñîìíàÿ íåñòàáèëü-
íîñòü, ïðè êîòîðîé ìîãóò àêòèâèðîâàòüñÿ êàê ãåíû, ñòèìóëèðóþ-
ùèå îïóõîëåâîé ðîñò, òàê è ãåíû, îñóùåñòâëÿþùèå ïðîãðàììó
ñìåðòè êëåòêè – àïîïòîç.

Äðóãîé âàæíîé ìîëåêóëîé äëÿ ïðàâèëüíîãî ïðîòåêàíèÿ ìè-
òîçà ÿâëÿåòñÿ áåëîê Mad2, òàêæå êîíòðîëèðóþùèé âåðåòåíî. Àê-
òèâíîñòü åãî íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ öèêëà ïîäàâëÿåòñÿ îíêîñó-
ïðåññîðîì Rb, òàê æå, êàê è òàêèå ãåíû, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ
ñ ïîìîùüþ E2F-ñåìåéñòâà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ. Ïåðåä
íàñòóïëåíèåì S-ôàçû ñèíòåçà ÄÍÊ â êëåòêå áåëîê Rb, ôóíêöèÿ
êîòîðîãî âàæíà äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà (ñì. ãë. 6),
èíàêòèâèðóåòñÿ è áåëêè E2F ìîãóò àêòèâèðîâàòü ýêñïðåññèþ
ñâîèõ ìèøåíåé, ñðåäè êîòîðûõ è ãåí áåëêà Mad2. Óâåëè÷åíèå
ñèíòåçà ýòîãî áåëêà áëîêèðóåò ïðîäâèæåíèå ìèòîçà, êîòîðûé
ìîæåò íà÷àòüñÿ ëèøü ïîñëå îêîí÷àíèÿ S-ôàçû. Òàêèì îáðàçîì,
èíàêòèâèðóÿ Rb, ìîæíî ñîçäàòü â êëåòêå ñèòóàöèþ âûñîêîãî ñî-
äåðæàíèÿ Mad2, îáóñëîâëèâàþùåãî âîçíèêíîâåíèå àíåóïëîè-
äèè. Äåéñòâèòåëüíî, ñîäåðæàíèå Mad2 è óðîâíè àíåóïëîèäèè â
ðàêîâûõ êëåòêàõ âûñîêè. Òàê ÷òî æå ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé çëîêà÷å-
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ñòâåííîñòè êëåòêè – õðîìîñîìíûé õàîñ èëè óòðàòà ôóíêöèè
îíêîñóïðåññîðà? Èçó÷åíèå ýôôåêòîâ Mad2 ïîêàçàëî, ÷òî ïðè åãî
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ íàðóøàåòñÿ ðàñõîæäåíèå õðîìàòèä è
âûñîêà âåðîÿòíîñòü îáðàçîâàíèÿ àíåóïëîèäèè, âîçíèêàþùåé íà
óðîâíå êàê âîçìîæíîé ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì, òàê è èçìåíåíèÿ
èõ ÷èñëà. Ýòî îñîáåííî âàæíî, åñëè ó÷åñòü, ÷òî ÷àùå âñåãî ðàê
âûÿâëÿåòñÿ íà îñíîâå òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê. Òåòðàïëîèäíîñòü,
ïî-âèäèìîìó, òàêæå îáëåã÷àåò âîçíèêíîâåíèå ìóòàöèîííûõ èç-
ìåíåíèé ëèáî â îíêîãåíàõ, ëèáî â ãåíàõ àïîïòîçíîãî ïóòè. Ïî
êàêîìó ñöåíàðèþ áóäóò ðàçâèâàòüñÿ ñîáûòèÿ â êëåòêå, íàïðàâ-
ëåííûå ëèáî íà ñòèìóëÿöèþ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, ëèáî íà
óñòðàíåíèå êëåòêè èç îðãàíèçìà ïîìîæåò óñòàíîâèòü èçó÷åíèå
ïðåäñòàâèòåëüíîé êîëëåêöèè àíåóïëîèäíûõ øòàììîâ äðîææåé,
ïîëó÷åííîé â ëàáîðàòîðèè Angelika Amon [39]. Â ýòîé æå ëàáî-
ðàòîðèè óñòàíîâëåíî, ÷òî ñïåöèàëüíàÿ êèíàçà CDC5, ïîõîæàÿ íà
òó êèíàçó (Polo), êîòîðàÿ àêòèâèðóåòñÿ â ðàêîâîé êëåòêå, âàæíà
äëÿ ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè ñåñòðèíñêèõ êèíåòîõîð, ïðåäîòâðà-
ùàÿ âîçìîæíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ àíåóïëîèäèè.

Áîëåå òîãî, â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàðàñòàåò èíòåðåñ ê óñòàíîâ-
ëåíèþ ñâÿçè ìåæäó ðàáîòîé ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ àïè-
êàëüíî-áàçàëüíóþ îðèåíòàöèþ èëè ïîëÿðíîñòü êëåòêè, õàðàêòå-
ðîì íàðóøåíèé â èõ ðàáîòå è âîçíèêíîâåíèåì çëîêà÷åñòâåííîãî
ðîñòà [40]. Â ìèëëèàðäíîì ñîäðóæåñòâå êëåòîê îðãàíèçìà îäíà
÷àñòü êëåòêè âñåãäà äîëæíà ñìîòðåòü íàðóæó (àïèêàëüíàÿ ìåì-
áðàíà), äðóãàÿ – âíóòðü (áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà), êëåòêè ñîåäèíÿ-
þòñÿ ìåæäó ñîáîé ïîñðåäñòâîì ñïåöèàëüíîé ñòðóêòóðû – àïè-
êàëüíî-ñîåäèíèòåëüíîãî êîìïëåêñà —AJC. Èäåíòèôèöèðîâàíû
áåëêè è èõ êîìïëåêñû, îòâå÷àþùèå çà ïðàâèëüíóþ îðèåíòàöèþ
ñáîðêè êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, è îòêðûâàåòñÿ âîçìîæíîñòü èçó÷å-
íèÿ âëèÿíèÿ ðàáîòû ýòèõ ìåõàíèçìîâ íà âîçíèêíîâåíèå àíåóï-
ëîèäèè.

Èòàê, àíåóïëîèäèÿ êàê êîíå÷íûé ðåçóëüòàò îäíîãî èç âèäîâ
ñòðåññîâîãî îòâåòà êëåòêè òðåáóåò äàëüíåéøåãî óãëóáëåííîãî
èçó÷åíèÿ, â ðàìêàõ æå íàñòîÿùåé êíèãè èíòåðåñ ê ýòîìó ÿâëå-
íèþ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ñîãëàñíî èäåå, àðãóìåíòèðîâàííîé
Duesberg P [27–32], àíåóïëîèäèÿ – ýòî ãëàâíûé ôàêòîð âîçíèê-
íîâåíèÿ ÌËÓ ðàêîâîé êëåòêè, íå ïîääàþùåéñÿ õèìèîòåðàïèè.
Ðàññìîòðèì, êàêîâà æå ýòà àðãóìåíòàöèÿ.

Ïðåæäå âñåãî, áðîñàåòñÿ â ãëàçà óäèâèòåëüíàÿ ïðÿìàÿ êîððå-
ëÿöèÿ ìåæäó áûñòðûì âîçíèêíîâåíèåì èçìåíåíèé â ôîðìóëå
êàðèîòèïà çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè, èçìåíåíèåì åå ìîðôîëîãèè
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è ïîÿâëåíèåì ÌËÓ. Îíà íàáëþäàåòñÿ è â òîì ñëó÷àå, êîãäà èç
ãåíîìà äåëåòèðîâàíû ãåíû âñåõ ÌËÓ ýêñïîðòåðîâ. ÌËÓ ïðè ðà-
êå ëèáî âîçíèêàåò î÷åíü áûñòðî â ðåçóëüòàòå ïðèìåíåíèÿ àíòè-
ðàêîâûõ ñðåäñòâ, ëèáî âîîáùå ïðèñóùà áîëüíûì, äàæå íå ïîëó-
÷àâøèì íèêàêîé õèìèîòåðàïèè. ×åì ñèëüíåå êàðèîòèïè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ è áîëåå âûðàæåíà àíåóïëîèäèÿ, òåì ÿâñòâåííåå ýô-
ôåêòû ÌËÓ (ñì. ðèñ. 4.6), õîòÿ íîðìàëüíûå äèïëîèäíûå çäîðî-
âûå êëåòêè, íåñìîòðÿ íà âîçìîæíîñòü àêòèâàöèè â îðãàíèçìå
ðàçëè÷íûõ ìóòàöèîííûõ ìåõàíèçìîâ, à òàêæå ïðîöåññîâ ýïèãå-
íåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, ïî-ïðåæíåìó îñòàþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè
ê äåéñòâèþ ëåêàðñòâà. Ñêîðîñòü âîçíèêíîâåíèÿ ÌËÓ ïðè ðàêå
íàõîäèëà îáúÿñíåíèå â ðàìêàõ ïîíÿòèÿ î âîçíèêíîâåíèè ãåíà-
ìóòàòîðà. Íî åñëè ïðè äåéñòâèè ãåíà-ìóòàòîðà âîçíèêàþùàÿ
ÌËÓ äîëæíà áûòü ÿâëåíèåì íåîáðàòèìûì, òî ïðè âîçìîæíîñòè
êîìïåíñàòîðíûõ èçìåíåíèé õðîìîñîì â ðàêîâîé êëåòêå íàáëþ-
äàåòñÿ âîçâðàùåíèå ôåíîòèïà ÷óâñòâèòåëüíîñòè [41]. Òàêèì îá-
ðàçîì, íå òîëüêî íàðóøåíèÿ â ñïåöèàëüíûõ «ãåíàõ ðåçèñòåíòíî-
ñòè» (îòâå÷àþùèõ çà òðàíñïîðò ëåêàðñòâà, ðåãóëÿöèþ ïîâðåæäå-
íèé â ÄÍÊ, àïîïòîç, ïåðåäà÷ó ñèãíàëîâ), íî è èçìåíåíèÿ íà
óðîâíå õàðàêòåðèñòèê òîòàëüíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êëåò-
êè ïðèâîäÿò ê âîçíèêíîâåíèþ ÌËÓ. Äüþñáåðã ïîñòóëèðîâàë,
÷òî â îñíîâå ýòîãî áèîëîãè÷åñêîãî ýôôåêòà ëåæàò èçìåíåíèÿ â
êà÷åñòâå è êîëè÷åñòâå îáðàçóþùèõñÿ òðàíñêðèïòîì, êîòîðûå îï-
ðåäåëÿþò ìíîãî÷èñëåííûå ôåíîòèïè÷åñêèå ïðèçíàêè êëåòêè.
Àêòèâàöèÿ òàêèõ òðàíñêðèïòîì ïðè ðàêå ïðîèñõîäèò, î÷åâèäíî,
ïîäîáíî òîìó, êàê èçâåñòíî äëÿ ñèíäðîìà Äàóíà ïðè òðèñîìèè
ïî 21-é õðîìîñîìå [28]. Òî, ÷òî ýêñïðåññèÿ «ãåíîâ ðåçèñòåíòíî-
ñòè» ðåãóëèðóåòñÿ è çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ìíîãèõ ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïóòåé, à òàêæå õàðàêòåðà ðàçìåùåíèÿ ïðîäóêòîâ ýòèõ ãåíîâ
â êëåòêå, ïîêàçàíî â ðàáîòå [42].

Óäèâèòåëüíî, íî âîçíèêíîâåíèå ôåíîòèïà ÌËÓ ïðè ðàêå,
ñâÿçàííîå ñ íåçàïðîãðàììèðîâàííûìè ïåðåñòðîéêàìè ãåíîìà è
èçìåíåíèÿìè â õàðàêòåðå òðàíñêðèïòîâ â êëåòêå, íàïîìèíàåò
òàêîå âñòðå÷àþùååñÿ â ïðèðîäå ÿâëåíèå, êàê îáðàçîâàíèå áèî-
ïëåíîê èç ñâîáîäíî æèâóùèõ îòäåëüíûõ êëåòîê áàêòåðèé è ãðè-
áîâ [43]. Êëåòêè, îáðàçóþùèå áèîïëåíêè, ïðåòåðïåâàþò ñëîæ-
íûå èçìåíåíèÿ â ðåàëèçàöèè òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîãðàìì è
èíäóêöèè íîâûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, ñèíòåçå ýêñò-
ðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà è õàðàêòåðå ìåæêëåòî÷íûõ êîììóíè-
êàöèé. Ïîñòðîåííàÿ èç ÷óâñòâèòåëüíûõ ê äåéñòâèþ ëåêàðñòâà
êëåòîê áèîïëåíêà îáëàäàåò ôåíîòèïîì ÌËÓ, âîçìîæíî, èñïîëü-
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çóÿ òå æå ïðèíöèïû ðåîðãàíèçàöèè ñâîèõ ïîòåíöèé, êîòîðûå
èñïîëüçóþòñÿ è êëåòêàìè îïóõîëè.

Èòàê, ðàññìîòðåííûé ìàòåðèàë óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â îòâåòå
êëåòêè íà äåéñòâèå öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàðñòâà âàæíî íå òîëüêî
òî, â êàêîì ñîñòîÿíèè íàõîäÿòñÿ òå ãðóïïû ãåíîâ, êîòîðûå íåïî-
ñðåäñòâåííî îïðåäåëÿþò ôåíîòèï ÷óâñòâèòåëüíîñòè, íî è ãåíîì
êëåòêè â öåëîì. Â ñâÿçè ñ ýòèì âàæíû ñîñòîÿíèå ÌÃÝ, âîçìîæ-
íîñòü âñòðå÷è êëåòêè ñ àíåóãåíàìè (àíåóïëîèäîãåíàìè), à òàêæå
íàðóøåíèé â ðàáîòå ìåõàíèçìîâ, îïðåäåëÿþùèõ ïîëÿðíîñòü
êëåòêè, èëè åå îðãàíèçàöèè ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè (íèæå ìû
êîñíåìñÿ ýòîãî âîïðîñà).

Èòàê, ïðèíöèï îðãàíèçàöèè êëåòî÷íûõ ãåíîìîâ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì íå òîëüêî æåñòêî çàêðåïëåííûõ ìåñò ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãåíîâ, íî è îïðåäåëåííûõ ïîäâèæíûõ ýëåìåíòîâ, ñïîñîáíûõ ê
ïåðåìåùåíèÿì â ãåíîìå, ÷òî âëèÿåò íà àêòèâíîñòü íîâûõ ñîñå-
äåé è îáóñëîâëèâàåò âåðîÿòíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ õåìîóñòîé÷èâî-
ñòè. Ïðèìåðû òàêèõ èññëåäîâàíèé äîêàçûâàþò, ÷òî çà ñ÷åò ïå-
ðåìåùåíèÿ â ãåíîìå ÌÃÝ âîçìîæíà çàùèòà êëåòêè îò òîêñèêàí-
òîâ, õîòÿ òàêèå ïðèìåðû íåìíîãî÷èñëåííû. Îäíàêî ÌÃÝ – ýòî
òàêæå ôàêòîð àíåóïëîèäèé, äåëàþùèõ êëåòêó çà ñ÷åò õàîñà â êà-
ðèîòèïå íåâîñïðèèì÷èâîé ê ðÿäó âîçäåéñòâèé, âêëþ÷àÿ õèìèî-
òåðàïåâòè÷åñêèå ñðåäñòâà. Ñëåäîâàòåëüíî, ñâîéñòâî ïëàñòè÷íî-
ñòè, ïðèñóùåå ãåíîìó, íåîáõîäèìî âî èçáåæàíèå ïàòîëîãèé äåð-
æàòü ïîä êîíòðîëåì, îïðåäåëÿÿ ãðàíü ïåðåõîäà ïëàñòè÷íîñòè â
íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, è ýòà çàäà÷à æäåò ñâîåãî ðåøåíèÿ. Ïîëå
ýòîé ïðîáëåìû íåîáîçðèìî, íî, î÷åâèäíî, äàæå ïåðâîé áîðîçäû
åùå íå ñäåëàíî.

Ñâÿçàíî ëè ïîñòóïëåíèå ëåêàðñòâà â êëåòêó ñ âîçíèêíîâåíè-
åì è ïåðåäà÷åé ñïåöèàëüíûõ ñèãíàëîâ, ÷òî ïðåäîñòàâëÿëî áû
êëåòêå âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè îá óñëîâèÿõ ñâîåãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è ðàçâîðà÷èâàíèÿ ñðåäñòâ, îòðàæàþùèõ òîò
èëè èíîé óäàð, íàíîñèìûé èçâíå. Ðàññìîòðåíèþ ýòîãî ìàòåðèà-
ëà ïîñâÿùåíà ñëåäóþùàÿ ãëàâà.
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Ã Ë À Â À  5

 ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÅ ËÅÊÀÐÑÒÂÀ
È ÇÀÙÈÒÍÛÉ ÎÒÂÅÒ ÊËÅÒÊÈ ÍÀ ÑÒÐÅÑÑ:

II. ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÅ ÑÈÃÍÀËÛ
È ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÜ

5.1. ÎÁÙÈÅ ÑÂÅÄÅÍÈß Î ÏÓÒßÕ ÏÅÐÅÄÀ×È
ÑÈÃÍÀËÎÂ Â ÊËÅÒÊÅ

Æèçíü âñåõ îðãàíèçìîâ íà Çåìëå îïðåäåëÿåòñÿ èõ âçàèìîäåé-
ñòâèåì ñ âíåøíåé ñðåäîé ñóùåñòâîâàíèÿ, êîòîðîå â ñàìîé çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ìàëûõ ìîëåêóë
[1–3]. Îíè îáåñïå÷èâàþò ïèòàíèå êëåòêè, åå êîììóíèêàòèâíóþ
ñïîñîáíîñòü, ãîòîâíîñòü ñèñòåì êëåòêè ê àíàëèçó èíôîðìàöèè î
ñëîæèâøèõñÿ óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è ïðèíÿòèè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ðåøåíèé. Îäíàêî êëåòêà, ïðåäíàçíà÷åííàÿ äëÿ ïîñòó-
ïëåíèÿ ðàçëè÷íûõ ìàëûõ ìîëåêóë, ìîæåò âîñïðèíÿòü è òàêóþ
ìîëåêóëó, êîòîðàÿ îêàæåòñÿ òîêñè÷íîé äëÿ åå ìåòàáîëèçìà. Êà-
êîâà ìîæåò áûòü ðåàêöèÿ êëåòêè â ýòîì ñëó÷àå? Îêàçûâàåòñÿ,
ðåøåíèå êëåòêîé çàäà÷ ïî âîñïðèÿòèþ óãðîçû ñóùåñòâîâàíèþ è
ïðèíÿòèþ ìåð äëÿ îòðàæåíèÿ óäàðîâ âîçìîæíî, òàê êàê îíà íà-
äåëåíà ñïîñîáíîñòüþ óçíàâàòü, ïîíèìàòü è ðåàãèðîâàòü íà ñîîò-
âåòñòâóþùèå âîçíèêàþùèå ñèãíàëû, ïðåäñòàâëåííûå òåìè èëè
èíûìè ìîëåêóëàìè êëåòêè è èõ ðàçëè÷íûìè ôîðìàìè. Ýòà îá-
ëàñòü çíàíèé, îñîáî èíòåíñèâíî èçó÷àåìàÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ,
ïîëó÷èëà â áèîëîãèè íàçâàíèå ïåðåäà÷è ñèãíàëà (signal trans-
duction). Â èçó÷åíèè ïóòåé è ìåõàíèçìîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà ðå-
øàþùóþ ðîëü ñûãðàëî ðàííåå íàáëþäåíèå ñâÿçè ìåæäó âîñïðè-
ÿòèåì âíåøíåãî ñèãíàëà è ñîïðîâîæäàþùèìèñÿ èçìåíåíèÿìè â
êëåòêå êîíöåíòðàöèé òàêèõ ìîëåêóë, êàê ÃÒÔ, à òàêæå äâóõ
ãðóïï – áîëüøèõ è ìàëûõ – áåëêîâ, ðåãóëèðóåìûõ ñ ïîìîùüþ
ÃÒÔ (GTP-binding proteins, èëè G-áåëêîâ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
êîìïëåêñ ðåöåïòîðà ñ ëèãàíäîì, ïðåäñòàâëåííûì ãîðìîíîì àä-
ðåíàëèíîì, ëèøåí ñïîñîáíîñòè íåïîñðåäñòâåííî àêòèâèðîâàòü
àäåíèëàòöèêëàçó, ïðîèçâîäÿùóþ âòîðè÷íûé ìåññåíäæåð öèêëè-
÷åñêóþ ñAMP, íî ïðèâëåêàåò ê âûïîëíåíèþ òàêîé ôóíêöèè ìî-
ëåêóëó G-áåëêà. Ýòè äàííûå ëåãëè â îñíîâó ïðåäñòàâëåíèÿ î ïî-
ÿâëåíèè â êëåòêå õèìè÷åñêîãî ñèãíàëà è àêòèâàöèè ïóòåé åãî
ïåðåäà÷è, âïëîòü äî ïðîÿâëåíèÿ êîíå÷íîãî ðåçóëüòàòà â âèäå ñî-
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îòâåòñòâóþùåãî ïîâåäåíèÿ êëåòêè â òåõ èëè èíûõ óñëîâèÿõ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ. Êîíöåïòóàëüíîå è ýêñïåðèìåíòàëüíîå èçó÷åíèå
ýòîé îáëàñòè îòìå÷åíî Íîáåëåâñêîé ïðåìèåé, ïðèñóæäåííîé
M. Rodbell è A. Gilman â 1994 ã. Îáùàÿ èíôîðìàöèÿ î äîñòèæå-
íèÿõ â ýòîé îáëàñòè èññëåäîâàíèé ïðåäñòàâëåíà â Gomperts,
BD.; Kramer, IM. Tatham, PER. (2002). Signal transduction. Aca-
demic Press. Çäåñü æå êðàòêî îòìåòèì ñëåäóþùåå.

Äëÿ òîãî ÷òîáû íà÷àëàñü ïåðåäà÷à ñèãíàëà äîëæíî ïðîèçîéòè
ñâÿçûâàíèå ìåæäó äâóìÿ òèïàìè ìîëåêóë. Îäèí òèï ïðåäñòàâëåí
ìîëåêóëàìè áåëêîâ, ôóíêöèîíèðóþùèìè êàê ìíîãî÷èñëåííûå
êëåòî÷íûå òðàíñìåìáðàííûå ðåöåïòîðû, ñïîñîáíûå óëàâëèâàòü
òîò èëè èíîé ñèãíàë. Îíè ðàñïîëàãàþòñÿ ëèáî íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè, ëèáî ïî âñåé åå òîëùå (âíóòðèêëåòî÷íûå ðåöåïòîðû,
ëèãàíäû äëÿ êîòîðûõ, èëè ïåðâè÷íûå ìåññåíäæåðû – ñòåðîèä-
íûå ãîðìîíû, òèðîèäíûé ãîðìîí, ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà, ïðîèç-
âîäíûå âèòàìèíà D3 – â îòëè÷èå îò âíåøíåãî ñèãíàëà äîëæíû
ïðîéòè ÷åðåç öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó). Äðóãîé òèï ìîëå-
êóë – ýòî ñàì ñèãíàë, èëè ïåðâè÷íûå ìåññåíäæåðû, ìîëåêóëû-
ëèãàíäû, ñâÿçûâàåìûå ðåöåïòîðàìè è ïðåäñòàâëåííûå ëèáî ðàç-
ëè÷íûìè ìàëûìè ìîëåêóëàìè, ëèáî ðàçëè÷íûìè ñèãíàëüíûìè
ìîëåêóëàìè êëåòêè. (Ê ñèãíàëüíûì ìîëåêóëàì îòíîñÿòñÿ ãîðìî-
íû, ôàêòîðû ðîñòà, êîìïîíåíòû ýêñòðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà,
íåéðîòðàíñìèòòåðû.) Ñâÿçü ðåöåïòîð–ëèãàíä ïðèâîäèò ê àêòè-
âàöèè ðåöåïòîðà, âûðàæàþùåéñÿ â èçìåíåíèè êîíôîðìàöèè åãî
ìîëåêóëû. Â ðåçóëüòàòå ëèáî èíäóöèðóåòñÿ ýíçèìàòè÷åñêàÿ àê-
òèâíîñòü ðåöåïòîðà, ëèáî âîçíèêàþò ñàéòû, ñïîñîáíûå óçíàâàòü
è ñâÿçûâàòü â îòëè÷èå îò íåàêòèâíîãî ðåöåïòîðà èíûå ìîëåêóëû.
Òàêîâà îñíîâà ïðèíöèïà îðãàíèçàöèè ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ,
îáðàçóþùåãî ñëîæíûå ñåòè. Íà ýòîì ïóòè äëÿ äîñòèæåíèÿ íåîá-
õîäèìîé â áèîëîãèè âûñîêîé ñòåïåíè ðàçíîîáðàçèÿ èñïîëüçóþò-
ñÿ ñàìûå ðàçíûå ýëåìåíòû. Íàïðèìåð, áåëêè-ïåðåêëþ÷àòåëè
(GTP-binding proteins), à òàêæå ñïåöèàëüíûå ôåðìåíòû – ïðîòå-
èíêèíàçû. Îíè ïðèäàþò ñîîòâåòñòâóþùèì áåëêîâûì ìîëåêóëàì
íîâûå ñâîéñòâà çà ñ÷åò èõ ìîäèôèêàöèé ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêèõ
ãðóïï (ïîñò-òðàíñëÿöèîííàÿ ìîäèôèêàöèÿ). Äðóãàÿ ãðóïïà ôåð-
ìåíòîâ óäàëÿåò ýòè ìîäèôèêàöèè è âîçâðàùàåò ìîäèôèöèðîâàí-
íûå áåëêè â èñõîäíîå ñîñòîÿíèå. Áîëåå òîãî, àêòèâàöèÿ ðåöåï-
òîðîâ îáóñëîâëèâàåò ïîÿâëåíèå â êëåòêå òàê íàçûâàåìûõ âòî-
ðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ, ñèíòåçèðóåìûõ ðàçëè÷íûìè ôåðìåíòàìè,
÷óâñòâóþùèìè ñîñòîÿíèå ðåöåïòîðîâ, ò. å. ýôôåêòîðîâ ðåöåïòî-
ðîâ, ñïîñîáíûõ ôóíêöèîíèðîâàòü ïðè àêòèâàöèè ðåöåïòîðà è
êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðóþò ìíîãèå ôåðìåíòû, îáðàçóÿ
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Ðèñ. 5.1. Ñõåìà ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò ëèãàíäà (ïåðâè÷íîãî ìåññåíäæåðà)
÷åðåç ðåöåïòîð, îáðàçîâàíèå âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ, âûçûâàþùèõ êëåòî÷íûé

îòâåò è èçìåíåíèå â ýêñïðåññèè ãåíîâ

êàñêàäû â ïåðåäà÷å ñèãíàëà. Â êà÷åñòâå òàêèõ ìåññåíäæåðîâ èç-
âåñòíû öèêëè÷åñêèå íóêëåîòèäû, ïðîèçâîäíûå êîìïîíåíòà ìåì-
áðàíû ôîñôàòèäèëèíîçèòîëà – ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-äè- è òðèôî-
ñôàò (PIP2 è PIP3), èíîçèòîë-òðèôîñôàò (IP3), äèàöèëãëèöåðîë
(DAG) (ðèñ. 5.1).

Åñëè ïî êàêèì-ëèáî ïðè÷èíàì íåïîñðåäñòâåííàÿ ñâÿçü ìî-
ëåêóë, ïåðåäàþùèõ ñèãíàë, çàòðóäíåíà, ïðèðîäà ïîøëà ïî ïóòè
èñïîëüçîâàíèÿ ìîëåêóë àäàïòåðíûõ áåëêîâ, îáëåã÷àþùèõ íåîá-
õîäèìûå ïàðòíåðñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ. Â êà÷åñòâå àäàïòåðíûõ
áåëêîâ ÷àñòî âûñòóïàþò áåëêè, ñîñòàâëÿþùèå îñòîâ êëåòêè –
cêåôôîëä – scaffold.

Êàê àêòèâèðóþòñÿ è äåçàêòèâèðóþòñÿ ìîëåêóëû, ïåðåíîñÿùèå
ñèãíàë? Ýòîò âîïðîñ âàæåí â ñâÿçè ñ íåîáõîäèìîñòüþ ñîáëþäåíèÿ â
êëåòêå ñîñòîÿíèÿ ãîìåîñòàçà è, ñëåäîâàòåëüíî, àêòèâàöèÿ è äåàêòè-
âàöèÿ ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà äîëæíû áûòü ñòðîãî ðåãóëèðóåìûìè.
Ýòî äîñòèãàåòñÿ çà ñ÷åò ðàáîòû ñïåöèàëüíûõ ôåðìåíòîâ, ïðåäñòàâ-
ëåííûõ äâóìÿ ãðóïïàìè: îäíè ñïåöèôè÷åñêè ìîäèôèöèðóþò â ñâîå
âðåìÿ â ñâîåì ìåñòå ñîîòâåòñòâóþùèå ìîëåêóëû, ëèáî íàäåëÿÿ èõ
ñâîéñòâîì èíåðòíîñòè, ëèáî àêòèâèðóþò èõ, äðóãèå áåëêè òàêæå
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êîîðäèíèðîâàíî óñòðàíÿþò ýòè ìîäèôèêàöèè, àêòèâèðóÿ èëè
èíàêòèâèðóÿ ìîäèôèöèðîâàííûå ìîëåêóëû. Òàê â ñèñòåìå ìîæ-
íî çàïóñêàòü êàêîé-ëèáî ïðîöåññ è âîçâðàùàòü åå â èñõîäíîå
ñîñòîÿíèå. Ê ïåðâîé ãðóïïå îòíîñÿòñÿ ïðîòåèíêèíàçû, ïðåäíà-
çíà÷åííûå äëÿ ïåðåíîñà ñîîòâåòñòâóþùèõ õèìè÷åñêèõ ãðóïï îò
ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë ê ìîëåêóëàì áåëêîâ. Óñòàíîâëåíî áîëüøîå
÷èñëî – 518–838 [4,5] êèíàç, ñîñòàâëÿþùèõ êèíîì êëåòêè. Â
êëåòêàõ ýóêàðèîò íàèáîëåå èíòåíñèâíî ðàáîòàþò êèíàçû, ôîñ-
ôîðèëèðóþùèå îïðåäåëåííûå áåëêè ñ ïîìîùüþ ïåðåíîñà ôîñ-
ôàòíîé ãðóïïû èç γ-ïîëîæåíèÿ â âûñîêîýíåðãåòè÷åñêîé ìîëåêó-
ëå ÀÒÔ íà ãèäðîêñèëüíóþ ãðóïïó àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
áåëêîâ. Ê òàêèì áåëêàì îòíîñÿòñÿ Ser/Thr- è Tyr-êèíàçû. Ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûå áåëêè â çàâèñèìîñòè îò òîãî èëè èíîãî áèîõè-
ìè÷åñêîãî ïóòè ìîãóò ëèáî àêòèâèðîâàòüñÿ ëèáî, íàïðîòèâ, èíàê-
òèâèðîâàòüñÿ, ïðåêðàùàÿ ðàñïðîñòðàíåíèå ñèãíàëà. Ê äðóãîé
ãðóïïå ôåðìåíòîâ îòíîñÿòñÿ ôîñôàòàçû, óçíàþùèå ôîñôîðèëè-
ðîâàííûå áåëêè è óäàëÿþùèå èç íèõ ôîñôàòíûå ãðóïïû. Â ðå-
çóëüòàòå áåëîê óòðà÷èâàåò ñâîéñòâà, íàâåäåííûå ñ ïîìîùüþ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ, è èçìåíÿåò ñâîè ñâîéñòâà.

×òî êàñàåòñÿ ïðîêàðèîò, òî ñèñòåìû ïåðåäà÷è ñèãíàëà ó íèõ íå-
îáõîäèìû â îñíîâíîì äëÿ òîãî, ÷òîáû èíôîðìèðîâàòü êëåòêó î
âíåøíèõ óñëîâèÿõ åå æèçíè. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóåòñÿ äâóêîìïîíåíò-
íàÿ ñèñòåìà ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ãåíîâ. Îäèí êîìïîíåíò ýòîé ñèñ-
òåìû ïðåäñòàâëåí ñâÿçàííîé ñ ìåìáðàíîé êëåòêè îñîáîé êèíàçîé –
ãèñòèäèíîâîé, ñïîñîáíîé ìîäèôèöèðîâàòü ñàìó ñåáÿ çà ñ÷åò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ â ñâîåé ìîëåêóëå ëèøü îñòàòêà ãèñòèäèíà. Ñîñòîÿíèå
ýòîé êèíàçû èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò âíåøíèõ óñëîâèé æèçíè
êëåòêè. Ïðè ýòîì îíà ñâÿçàíà ñ ìîëåêóëîé ñïåöèàëüíîãî áåëêà-
ðåãóëÿòîðà, îòâå÷àþùåãî íà èçìåíåíèÿ â ãèñòèäèíîâîé êèíàçå òàê,
÷òî ýêñïðåññèÿ òåõ èëè èíûõ ãåíîâ ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé. Ïåðåäà÷à
ñèãíàëà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ïðè îòêëîíåíèÿõ îò íîðìàëüíûõ óñëîâèé
ãèñòèäèíîâàÿ êèíàçà àâòîôîñôîðèëèðóåòñÿ, ïðèñîåäèíÿÿ ôîñôàò-
íóþ ãðóïïó îò ÀÒÔ ê ñîîòâåòñòâóþùåìó îñòàòêó His. Çàòåì ýòà æå
êèíàçà ïåðåíîñèò ôîñôàòíóþ ãðóïïó ê àñïàðàãèíîâîìó îñòàòêó áåë-
êà-ðåãóëÿòîðà, ÷òî àêòèâèðóåò åãî, è òîãäà ýêñïðåññèÿ ìíîãèõ ãåíîâ
â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé.

Êèíàçû èìåþò âûðàæåííóþ ñïåöèôè÷íîñòü, ôîñôîðèëèðóÿ,
êàê óæå óêàçûâàëîñü, ëèáî ñåðèí-òðåîíèíîâûå, ëèáî òèðîçèíîâûå
îñòàòêè. Èçó÷åíû ñâîéñòâà è ôóíêöèîíàëüíîå ïðåäíàçíà÷åíèå
ìíîãèõ ñåðèí-òðåîíèíîâûõ è òèðîçèíîâûõ êèíàç. Îêàçàëîñü, ÷òî
òèðîçèíîâûå êèíàçû äåëÿòñÿ íà äâå ãðóïïû: îäíè èç íèõ ñàìè ÿâ-
ëÿþòñÿ ðåöåïòîðàìè, ñâÿçûâàþùèìè òàêèå ìîëåêóëû, êàê ýïè-
äåðìàëüíûé è òðîìáîöèòàðíûé ôàêòîðû ðîñòà êëåòîê, äðóãèå –
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Ðèñ. 5.2. Ñõåìà êàñêàäíîãî ìåõàíèçìà ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò ñèãíàëüíîé ìî-
ëåêóëû ÷åðåç ðåöåïòîð, àêòèâèðîâàíèå ìîëåêóëÿðíîãî ðåëå, ïðåäñòàâëåí-
íîãî ÃÒÔàçàìè, è àêòèâàöèè çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåèíêèíàç, îá-
ðàçóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíóþ öåïü â ïåðåäà÷å ñèãíàëà âïëîòü äî ïðîÿâëåíèÿ

êëåòêîé ñîîòâåòñòâóþùåãî îòâåòà

ðåöåïòîð-àññîöèèðîâàííûå ìîëåêóëû, êîòîðûå ïðèâëåêàþòñÿ ê
ðåöåïòîðó ïîñëå òîãî, êàê îí ñâÿçàëñÿ ñ ëèãàíäîì. Ýòèì ôåð-
ìåíòàì ïðèñóùà îñîáàÿ ðåãóëÿöèÿ. Èõ àêòèâàöèÿ ñâÿçàíà ñ îï-
ðåäåëåííûì ðÿäîì óñëîâèé, íàïðèìåð ñ îáðàçîâàíèåì ãîìî- èëè
ãåòåðîäèìåðà ìîëåêóëû äàííîãî ôåðìåíòà.

Èòàê, â îðãàíèçàöèè ïåðåäà÷è ñèãíàëà âûäåëÿþò òðè ýëåìåíòà:
ñèãíàë, ðåöåïòîð è ïðåäñòàâèòåëüíûé ðÿä ìîëåêóë, îáðàçóþùèõ
êàñêàä ìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé íà ýòîì ïóòè, êîíå÷íàÿ öåëü
êîòîðîãî ñîñòîèò â òîì, ÷òîáû îïðåäåëèòü òî èëè èíîå ïîâåäåíèå
êëåòêè (ðèñ. 5.2).
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Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ âíåøíåé ñðåäîé áîëüøîå çíà÷åíèå
èìåþò òðàíñìåìáðàííûå ðåöåïòîðû, ðàñïîëîæåííûå íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòêè. ßñíî, ÷òî èõ ÷èñëî äîëæíî áûòü âåëèêî. Êðàòêî
îõàðàêòåðèçóåì ýòè ðåöåïòîðû.

5.2. ÐÅÖÅÏÒÎÐÛ ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÈ ÊËÅÒÊÈ
Â ÏÅÐÅÄÀ×Å ÑÈÃÍÀËÀ

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå èçó÷åíû òàêèå èõ òèïû: ðåöåï-
òîðû, ñâÿçàííûå ñ G-áåëêàìè – GPCRs (G-protein-coupled recep-
tors); ðåöåïòîðû ôàêòîðîâ ðîñòà, ïðåäñòàâëåííûå òèðîçèíîâûìè
êèíàçàìè; áåëêè, íàçâàííûå èíòåãðèíàìè, êîòîðûå îòâåòñòâåí-
íû çà êîíòàêò ìåæäó êëåòêàìè; îñîáûå TLR-áåëêè, èëè Toll-like
receptors (íàçâàííûå òàê èç-çà ïîõîæåñòè íà îäíó èç ìîëåêóë
äðîçîôèëû), à òàêæå ñïåöèàëüíûå áåëêè, îáðàçóþùèå â êëåòêå
èîííûå êàíàëû. Íà ðèñ. 5.3 ïîêàçàíà óïðîùåííàÿ ñõåìà ïåðåäà-
÷è ñèãíàëîâ îò ðàçëè÷íûõ ðåöåïòîðîâ.

×òî êàñàåòñÿ ðåöåïòîðîâ, ñâÿçàííûõ ñ G-áåëêàìè, òî îòëè÷è-
òåëüíîé ÷åðòîé èõ ñòðîåíèÿ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå ñåãìåíòîâ, ïåðå-
ñåêàþùèõ ìåìáðàíó 7 ðàç è ôèçè÷åñêàÿ ñâÿçü ñ G-áåëêàìè, ñïî-
ñîáíûìè ñâÿçûâàòü ìîëåêóëû ÃÒÔ. Â íåàêòèâíîì ñîñòîÿíèè
îíè íàõîäÿòñÿ â êëåòêå â âèäå òðèìåðîâ – êîìïëåêñîâ, ñîñòîÿ-
ùèõ èç ðàçëè÷íûõ α-, β- è γ-ñóáúåäèíèö. Êàê òîëüêî îáðàçîâà-
ëàñü ñâÿçü ìåæäó ëèãàíäîì è ðåöåïòîðîì è ïîñëåäíèé èçìåíèë
ñâîþ êîíôîðìàöèþ, ñóáúåäèíèöà α ñâÿçûâàåò ìîëåêóëó ÃÒÔ è
îòñîåäèíÿåòñÿ îò êîìïëåêñà îñòàëüíûõ äâóõ ñóáúåäèíèö òàê, ÷òî
îñâîáîæäàþòñÿ ìåñòà äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ äðóãèìè ìîëåêóëàìè ïó-
òè ïåðåäà÷è ñèãíàëà. Òàê íà÷èíàåòñÿ ðàñïðîñòðàíåíèå ñèãíàëà â
êëåòêå, âîâëåêàþùåãî â ýòîò ïðîöåññ äî 2000 ðàçëè÷íûõ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ìîëåêóë. Äëèòåëüíîñòü ñèãíàëà äîëæíà èìåòü çíà÷å-
íèå. Îò ÷åãî îíà çàâèñèò? Îò ñòàáèëüíîñòè êîìïëåêñà ðåöåï-
òîð–ëèãàíä, îïðåäåëÿþùåé âðåìÿ åãî æèçíè, îò êîëè÷åñòâà â
êëåòêå ìîëåêóë áåëêîâ-ýôôåêòîðîâ è âðåìåíè æèçíè êîìïëåê-
ñîâ ñ íèìè. Áîëåå òîãî, âàæíà ñêîðîñòü äåàêòèâàöèè ðåöåïòîðà
çà ñ÷åò ëèáî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ëèáî «óïðÿòûâàíèÿ» åãî â
êëåòêå (èíòåðíàëèçàöèè), à òàêæå ñêîðîñòü äåàêòèâàöèè ýôôåê-
òîðíûõ ìîëåêóë çà ñ÷åò óñèëåíèÿ òîé ÃÒÔàçíîé àêòèâíîñòè, êî-
òîðàÿ ïðèñóùà ìàëûì (Ras-, Rho- è Ral-ñåìåéñòâàì) è áîëüøèì
G-áåëêàì. Òàêèì îáðàçîì, ãðóïïû G-áåëêîâ ñïîñîáíû îïðåäå-
ëèòü äëèòåëüíîñòü âîçíèêøåãî ñèãíàëà, òåì áîëåå ÷òî â êëåòêå
îáíàðóæåíû áåëêè GAPS (GTPase-activating proteins), ñòèìóëèðóþ-
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ùèå ÃÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü. Èñêëþ÷èòåëüíàÿ âàæíîñòü ðåöåïòî-
ðîâ ýòîãî òèïà ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè âîñïðèíèìàþò òàêèå íå-
îáõîäèìûå â óïðàâëåíèè âñåì õîçÿéñòâîì îðãàíèçìà ìîëåêóëû,
êàê ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè ñïåöèàëüíûå íåáîëüøèå áåëêè õå-
ìîêèíû, âàæíûå äëÿ äåëåíèÿ êëåòîê è èõ ïåðåìåùåíèé ïî îðãà-
íèçìó. Ñëåäîâàòåëüíî, êîíòðîëü ñîñòîÿíèÿ ýòèõ ðåöåïòîðîâ ïðè
ðàêå âàæåí â òåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèé.

Òàêèå ðåöåïòîðû, êàê òèðîçèíîâûå êèíàçû (RTK), èìåþùèå
ñâÿçûâàþùèé ëèãàíäû ýêñòðàöåëëþëÿðíûé äîìåí è âíóòðèêëåòî÷-
íûé äîìåí, îáëàäàþùèé êèíàçíîé àêòèâíîñòüþ, îáðàçóþò ðàçëè÷-
íûå ñåìåéñòâà â çàâèñèìîñòè îò ñòðîåíèÿ ðåöåïòîðà è ñòðóêòóðû
óçíàâàåìûõ ëèãàíä. Îáùèì åñòü òî, ÷òî â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíå ðåöåïòîð äîëæåí íàõîäèòüñÿ â ôîðìå äèìåðà, ñòðóêòóðà êî-
òîðîãî ñòàáèëèçèðóåòñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäà. Ïðè ýòîì ñáëè-
æåíèå äâóõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ äîìåíîâ îáóñëîâëèâàåò àóòîôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå èõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíå-
íèþ êîíôîðìàöèè è àêòèâàöèè êèíàçíîãî äîìåíà. Â ðåçóëüòàòå
ýòîãî ôîñôîðèëèðóþòñÿ ïîñëåäóþùèå ãðóïïû âíóòðèêëåòî÷íûõ
ìîëåêóë, ÷òî è ñîñòàâëÿåò ïóòü ïåðåäà÷è ñîîòâåòñòâóþùåãî ñèãíàëà.
Îêàçàëîñü, ÷òî RTK òàêæå ñâÿçàíû ñ ðàáîòîé ìàëûõ G-áåëêîâ, êî-
òîðûå ñâîèìè Ñ-êîíöàìè ïðèêðåïëåíû ê ìåìáðàíàì è, àêòèâèðó-
ÿñü ïîä äåéñòâèåì RTK, ïðèâëåêàþò ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêè â ñî-
îòâåòñòâóþùèå ìåìáðàííûå îáëàñòè, âàæíûå íà ïóòè ïåðåäà÷è
ñèãíàëà. Áîëåå òîãî, àêòèâàöèÿ ìàëûõ G-áåëêîâ ñ ïîìîùüþ RTK
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ñïåöèàëüíîãî êëàññà áåëêîâ, íàçûâàåìûõ
ôàêòîðîì îáìåíà ãóàíèíîâîãî íóêëåîòèäà (Guanine Nucleotide Ex-
change Factors – GEF). Ïðè àêòèâàöèè GEF àêòèâèðóåòñÿ áîëüøîå
êîëè÷åñòâî ìàëûõ G-áåëêîâ, è ýòî ïðèâîäèò ê ðåçêîìó óñèëåíèþ
âîçíèêøåãî ñèãíàëà. Åñëè â RTK âîçíèêàþò ïîâðåæäåíèÿ, íàðó-
øàþùèå ðåãóëÿöèþ ðàáîòû ôåðìåíòà, òî åãî ïîñòîÿííàÿ àêòèâ-
íîñòü ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü àíàëîãèþ ìåæäó ðîëüþ ðàáîòû ýòîãî
ôåðìåíòà è îíêîãåíîì.

Íà âàæíîñòü ýòîãî êëàññà êèíàç óêàçûâàåò íå òîëüêî òî, ÷òî
îíè îõâàòûâàþò ñåìåéñòâî íå ìåíåå ÷åì èç 50 ÷ëåíîâ, íî è òî, ÷òî
ñóùåñòâóþò òèðîçèíîâûå êèíàçû, ñàìè íå ÿâëÿþùèåñÿ ðåöåïòîðà-
ìè, íî òåñíî ñ íèìè ñâÿçàííûå. Òàêîâû ßíóñ-êèíàçû – JAKs, âàæ-
íûå â îòâåòå êëåòêè íà öèòîêèíû è ôàêòîðû ðîñòà è àêòèâèðóþ-
ùèåñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäà ñ ðåöåïòîðîì. Ôîñôîðèëèðîâàíèå
òèðîçèíîâ ðåöåïòîðà îòêðûâàåò âîçìîæíîñòü åãî âçàèìîäåéñòâèé ñ
íèæåëåæàùèìè çâåíüÿìè öåïè ïåðåäà÷è ñèãíàëà, ïðåäñòàâëåííû-
ìè ñïåöèàëüíûìè áåëêàìè STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription) (ðèñ. 5.3).
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Ñëåäóþùàÿ ãðóïïà âàæíûõ ðåöåïòîðîâ êëåòêè – èíòåãðèíû.
Ñàìî íàçâàíèå ýòèõ áåëêîâ óêàçûâàåò íà âàæíîñòü èõ ó÷àñòèÿ â
ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå â ñôåðå ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñò-
âèé è âçàèìîäåéñòâèé ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, îñíîâíûìè
êîìïîíåíòàìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ôèáðîíåêòèí, êîëëàãåí è ëà-
ìèíèí. Èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè èíòåãðèíîâ ïðè âçàèìîäåéñò-
âèè ñ ëèãàíäîì èíäóöèðóåò àêòèâíîñòü ñïåöèàëüíûõ êèíàç (ILK,
FAK, talin, paxillin, êèíàçû ñåìåéñòâà Src, ÃÒÔàçû ñåìåéñòâà
Rho, p130Cas) è çàïóñêàåòñÿ ïóòü ïåðåäà÷è ñèãíàëà âïëîòü äî
ôîðìèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî îòâåòà êëåòêè. ßñíî, ÷òî èí-
òåãðèíû ñâîáîäíîæèâóùèõ êëåòîê, òàêèõ, êàê ýëåìåíòû êðîâè,
äîëæíû áûòü â íåàêòèâíîé ôîðìå, â îòëè÷èå îò êëåòîê, îáðà-
çóþùèõ òêàíè.

Íàêîíåö êîñíåìñÿ òàêîãî êëàññà òðàíñìåìáðàííûõ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ðåöåïòîðîâ, êàê Toll-like receptors – TLRs. Îíè íàçâàíû
òàê ïîòîìó, ÷òî ïðåäñòàâëåíû áåëêàìè, ãåí êîòîðûõ î÷åíü ïîõîæ
íà ãåí, èäåíòèôèöèðîâàííûé â ãåíîìå äðîçîôèëû. Ýòè áåëêè
ïåðåñåêàþò öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó åäèíîæäû è ïðè ñâî-
åì ôóíêöèîíèðîâàíèè èñïîëüçóþò íåñêîëüêî àäàïòåðíûõ áåë-
êîâ. Ñ èõ ïîìîùüþ óñòàíàâëèâàåòñÿ ñâÿçü ñ öåëûì ðÿäîì êèíàç
(IRAK1, IRAK4, TBK1, IKKi) è ïîä äåéñòâèåì ñèãíàëîâ, ïåðå-
äàþùèõñÿ ïî ýòîìó ïóòè, èçìåíÿåòñÿ êàðòèíà àêòèâíîñòè î÷åíü
ìíîãèõ ãåíîâ. TLRs-ðåöåïòîðû îñîáåííî àêòèâíî ôóíêöèîíè-
ðóþò â èììóííîé ñèñòåìå îðãàíèçìîâ.

Îäíà ãðóïïà áåëêîâ – ýòî ðåöåïòîðû èîíîâ, êîòîðûå â íåàê-
òèâíîì ñîñòîÿíèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé çàìêíóòóþ ñèñòåìó (ligand-
gated channels), ïðè ñâÿçûâàíèè æå èîíà êîíôîðìàöèÿ ìîëåêóëû
èçìåíÿåòñÿ òàê, ÷òî â íåé ïîÿâëÿåòñÿ ïðîõîä, ïî êîòîðîìó èîí
ïðîõîäèò â êëåòêó â ñîîòâåòñòâèè ñ åå ïîòðåáíîñòÿìè. Ñêîðîñòü
ðàáîòû ýòèõ êàíàëîâ ñîñòàâëÿåò ìèëëèñåêóíäû.

5.2.1. Âíóòðèêëåòî÷íûå ðåöåïòîðû â ïåðåäà÷å ñèãíàëà

×òî êàñàåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ, òî îíè ïðåäñòàâ-
ëåíû ðàñòâîðèìûìè áåëêàìè (ÿäåðíûå ðåöåïòîðû), ôóíêöèîíè-
ðóþùèìè ëèáî â íóêëåîïëàçìå, ëèáî â öèòîïëàçìå. Î÷åâèäíî,
÷òî ÿäåðíûå ðåöåïòîðû – ýòî òî âàæíîå çâåíî, êîòîðîå îòâå÷àåò
çà ïðèâëå÷åíèå ãåíîìà ê êîíòðîëþ íàä ñèòóàöèÿìè, âîçíèêàþ-
ùèìè â êëåòêå. Ëèãàíäû äëÿ òàêèõ ðåöåïòîðîâ äîëæíû ïîñòó-
ïèòü âíóòðü êëåòêè ðàçëè÷íûìè ïóòÿìè, âêëþ÷àÿ îáû÷íóþ ïàñ-
ñèâíóþ äèôôóçèþ. Ïåðâûìè áûëè èçó÷åíû òàêèå ëèãàíäû ÿäåð-
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íûõ ðåöåïòîðîâ, êàê ëèïîôèëüíûå ãîðìîíû (ñòåðîèäû), à òàêæå
ðàçëè÷íûå ïðîèçâîäíûå âèòàìèíîâ À è D. Îêàçàëîñü, ÷òî ñâÿ-
çûâàíèå ëèãàíäà ñ ïðåäñóùåñòâóþùèì àïîðåöåïòîðîì ïîçâîëÿ-
åò ïîñëåäíåìó ïðîÿâëÿòü ñâîéñòâà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ â êîìïëåêñå øàïåðîíà (HSP90), ñîçäàþùåãî
íóæíóþ äëÿ ýòîãî ñâîéñòâà óêëàäêó äàííîãî àïîðåöåïòîðà. Â èç-
ìåíèâøåìñÿ âèäå îí ñïîñîáåí óçíàâàòü â ãåíîìíîé ÄÍÊ ñîîò-
âåòñòâóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå HREs –
Hormone-Responsive Elements. Îíè ðàñïîëàãàþòñÿ, êàê ïðàâèëî, â
îáëàñòÿõ ïðîìîòîðîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ è ñâÿçûâàíèå êîì-
ïëåêñà ëèãàíä–ðåöåïòîð ñ ýòèìè ýëåìåíòàìè àêòèâèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ýòèõ ãåíîâ.

ßäåðíûå ðåöåïòîðû èìåþò õàðàêòåðíóþ ñòðóêòóðó ñ ÷åòêîé äî-
ìåííîé îðãàíèçàöèåé, ïðåäíàçíà÷åííîé äëÿ âûïîëíåíèÿ ôóíêöèé
ñâÿçûâàíèÿ êàê ñ ÄÍÊ (N-êîíöåâîé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí),
òàê è ñ ëèãàíäîì (Ñ-êîíöåâîé ëèãàíäñâÿçûâàþùèé äîìåí), à òàêæå
ýëåìåíòîâ ñòðóêòóðû, îáëåã÷àþùèõ âûïîëíåíèå ýòèõ ôóíêöèé (çà
ñ÷åò, íàïðèìåð, ñïîñîáíîñòè ìîëåêóëû ê ãîìîäèìåðèçàöèè). ßäåð-
íûå ðåöåïòîðû, óçíàþùèå ñòåðîèäíûå ãîðìîíû (áîëåå 45 àäðå-
íàëüíûõ ñòåðîèäîâ), äþæèíó ïîëîâûõ ãîðìîíîâ – àíäðîãåíû, ýñò-
ðîãåíû, ïðîãåñòåíû, 25–30 âèäîâ ìåòàáîëèòîâ âèòàìèíà D, âîç-
ìîæíî, ñîòíè æèðíûõ àìèíîêèñëîò, ýéêîçàíîèäû, ãèäðîæèðû è
áèîàêòèâíûå ëèïèäû, îòâå÷àÿ çà óñòðàíåíèå òàêèõ ëèãàíäîâ â
îðãàíèçìå, èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà â
òêàíÿõ. Ïîìèìî ðåöåïòîðîâ ýòîãî òèïà îáíàðóæåíû íåñòåðîèäíûå
ÿäåðíûå ðåöåïòîðû, àêöåïòèðóþùèå òàêèå ìîëåêóëû, êàê òèðî-
èäíûé ãîðìîí, âèòàìèí D3 è íåêîòîðûå äðóãèå ëèãàíäû. Ýòè ìî-
ëåêóëû îáÿçàòåëüíî îáðàçóþò ãåòåðîäèìåðû ñ ÿäåðíûì ðåöåïòî-
ðîì RXR, êîòîðûé ñâÿçûâàåò ðåòèíîåâóþ êèñëîòó – îäíó èç
ôîðì æèçíåííî âàæíîãî âèòàìèíà À. (Îòìåòèì, ÷òî ïðè èçó÷å-
íèè ýòîãî òèïà ðåöåïòîðîâ âíèìàíèå ïðèâëåêàþò òàêæå òàêèå
ìîëåêóëû êðîâè è òêàíåé îðãàíèçìà, êàê ëèïîêàëèíû [6]. Ñâÿçü
ìåæäó ñóäüáîé ìíîãèõ ìîëåêóë â îðãàíèçìå è ñîñòîÿíèåì ëèïî-
êàëèíîâ ìîæåò îêàçàòüñÿ âàæíîé.) Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ âûÿâëÿ-
þòñÿ ìîëåêóëû, óñòðîåííûå òî÷íî òàê æå, êàê è ÿäåðíûå ðåöåï-
òîðû, íî ïîñêîëüêó èõ ëèãàíäû íå áûëè óñòàíîâëåíû, îíè áûëè
íàçâàíû ñèðîòñêèìè ÿäåðíûìè ðåöåïòîðàìè (orphan nuclear re-
ceptors). Ñðåäè íèõ îáíàðóæåíû ðåöåïòîðû PXR è CAR, ñ àêòèâ-
íîñòüþ êîòîðûõ ñâÿçàíà ñóäüáà ëåêàðñòâà â êëåòêå. Îõàðàêòåðè-
çóåì ýòè ìîëåêóëû ïîäðîáíåå.
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5.2.2. Âíóòðèêëåòî÷íûå ñèðîòñêèå ÿäåðíûå ðåöåïòîðû PÕR,
CAR è ìåòàáîëèçì ëåêàðñòâà

Ìåòàáîëèçì ëåêàðñòâà – ýòî òåìà, èçó÷àåìàÿ â òå÷åíèå äëè-
òåëüíîãî âðåìåíè. Èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå ìîäåëè âûñøèõ îðãà-
íèçìîâ, óäàëîñü óñòàíîâèòü, ÷òî õèìè÷åñêîå ñîåäèíåíèå, ïîñòó-
ïàþùåå â êëåòêó, ïîäâåðãàåòñÿ ñîîòâåòñòâóþùåé îáðàáîòêå ñî
ñòîðîíû ñïåöèàëüíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ñèñòåì, îòâåòñòâåííûõ çà
ïðîöåññû õèìè÷åñêèõ ïðåâðàùåíèé ðàçëè÷íûõ ìàëûõ ìîëåêóë â
êëåòêå. Ýòè ñèñòåìû äåëÿòñÿ íà äâå ãðóïïû, íàçûâàåìûå ôàçàìè
I è II. Ôàçó I õèìè÷åñêèõ ïðåâðàùåíèé ñîñòàâëÿþò ñïåöèàëü-
íûå ãåìñîäåðæàùèå ìîíîîêñèäàçû, ïðåäñòàâëåííûå öèòîõðîìîì
Ð450, èëè CYP. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî ãåíîì ÷åëîâåêà
êîäèðóåò 57 CYP-áåëêîâ [7]. Èõ çàäà÷à çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òîáû
ðàñùåïèòü ìîëåêóëÿðíûé êèñëîðîä è âñòàâèòü îäèí èç åãî àòî-
ìîâ â ìîëåêóëó ñîîòâåòñòâóþùåãî ëåêàðñòâà, ÷òî ïîâûøàåò ïî-
ëÿðíîñòü è ðåàêòèâíîñòü òàêîãî õèìè÷åñêîãî ïðîäóêòà. Äðóãîé
àòîì ìîëåêóëû êèñëîðîäà âîññòàíàâëèâàåòñÿ äî ìîëåêóëû âîäû.
Îêèñëåííîå ëåêàðñòâî ñòàíîâèòñÿ ñóáñòðàòîì ôåðìåíòîâ ôàçû
II, çàäà÷à êîòîðûõ ñîñòîèò â òîì, ÷òîáû êîíúþãèðîâàòü ïîëó-
÷åííóþ õèìè÷åñêóþ ìîëåêóëó ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ýíäîãåííûìè
ãèäðîôèëüíûìè ìîëåêóëàìè (íàïðèìåð, ãëóòàòèîíîì). Ýòî åùå
áîëåå ïîâûøàåò ïîëÿðíîñòü ñîåäèíåíèÿ è åãî âîäîðàñòâîðè-
ìîñòü. Â ðåçóëüòàòå òàêîé îáðàáîòêè âûáðîñ ñîåäèíåíèÿ èç êëåò-
êè â æåë÷ü è/èëè ìî÷ó îáëåã÷àåòñÿ.

ßñíî, ÷òî êëåòêà íå äîëæíà èñïûòûâàòü ïîòðåáíîñòè â ïåð-
ìàíåíòíîé àêòèâíîñòè ãåíîâ ôàç I è II, è ýòè ãåíû äîëæíû ðà-
áîòàòü òîëüêî òîãäà, êîãäà â êëåòêó ïðîíèêàþò õèìè÷åñêèå ñî-
åäèíåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, íà ïóòè, îïðåäåëÿþùåì ýôôåêòèâ-
íîñòü äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà, âàæíû àêòèâíîñòè äâóõ ãðóïï ãåíîâ:
òåõ, êîòîðûå êîäèðóþò ïåðåíîñ÷èêè ëåêàðñòâ, è òåõ, êîòîðûå
êîäèðóþò ôåðìåíòû èõ ìåòàáîëèçìà. Îêàçàëîñü, ÷òî ê ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè ýòèõ ãåíîâ ïðè÷àñòíû ñèðîòñêèå ÿäåðíûå ðåöåïòîðû.
Îíè îõàðàêòåðèçîâàíû â îáçîðå [7, 51], çäåñü æå îòìåòèì ñëå-
äóþùåå.

Ïðè ðàáîòå ñ Õ-ðåöåïòîðîì ãðûçóíîâ, îòâå÷àþùèì íà ñòåðî-
èäíûé ïðåãíàí (pregnane) è ðàçíûå ïðîèçâîäíûå ýòîé ìîëåêóëû,
áûëà óñòàíîâëåíà èíäóêöèÿ ãåíà CYP3A, âàæíîãî ïðè ìåòàáî-
ëèçìå êñåíîáèîòèêîâ. Ýòîò ðåöåïòîð áûë íàçâàí PXR. Èçó÷åíèå
åùå îäíîãî ñèðîòñêîãî ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà, àêòèâèðóþùåãîñÿ
ïîä äåéñòâèåì ñòåðîèäíîãî àíäðîñòåíà è ãåí êîòîðîãî ýêñïðåññè-
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Ðèñ. 5.4. Ðåãóëÿöèÿ ýêñ-
ïðåññèè ìåòàáîëèçèðóþ-
ùèõ ëåêàðñòâî ôåðìåíòîâ
è èõ ïåðåíîñ÷èêîâ ñ ïî-
ìîùüþ ëèãàíä-ðåöåïòîð-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé è
óçíàâàíèÿ èìè ñîîòâåòñò-
âóþùèõ XRE-ýëåìåíòîâ

ãåíîìà [7]

ðóåòñÿ êîíñòèòóòèâíî – CAR-ðåöåïòîðà, ïîêàçàëî â ñëó÷àå åãî
àêòèâàöèè âîçìîæíîñòü èíäóêöèè ãåíà CYP2B, òàêæå âàæíîãî
äëÿ ìåòàáîëèçìà îïðåäåëåííûõ êñåíîáèîòèêîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ðåöåïòîðû PXR è CAR ïðåæäå âñåãî îáðàçóþò ãåòåðîäèìåðû ñ
ðåöåïòîðîì ðåòèíîåâîé êèñëîòû (ðèñ. 5.4).

 Òàêîé ãåòåðîäèìåð ñïîñîáåí óçíàòü â ãåíîìå ñïåöèàëüíóþ
ñòðóêòóðó – ýëåìåíò, îòâå÷àþùèé íà êñåíîáèîòèê (xenobiotic
response element – XRE), è ñâÿçàòüñÿ ñ íåé. Ýòîò ýëåìåíò ëîêàëè-
çóåòñÿ â ïðîìîòîðíûõ îáëàñòÿõ ìèøåííûõ ãåíîâ, êîòîðûìè ÿâ-
ëÿþòñÿ ãåíû ôàç I è II äåòîêñèêàöèè è ãåíû òàêèõ ïåðåíîñ÷è-
êîâ, êàê MDR1, MDR2, MRP2 è OATP2, è ñâÿçûâàíèå ñ XRE
îáåñïå÷èâàåò òðàíñêðèïöèþ ýòèõ ãåíîâ.

Îêàçàëîñü, ÷òî ýòè ðåöåïòîðû ñïîñîáíû ê «ïåðåãîâîðàì»
(crosstalk), òàê êàê PXR ìîæåò ðåãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü CYP2B, à
CAR – àêòèâíîñòü CYP3A. Èíòåðåñíûì îêàçàëîñü òàêîå ñâîéñò-
âî ýòèõ ðåöåïòîðîâ, ÷òî ó ðàçíûõ âèäîâ îíè óçíàþò ðàçëè÷íûé
ñïåêòð êñåíîáèîòèêîâ. Äëÿ èçó÷åíèÿ ó ÷åëîâåêà îñîáåííîñòåé
ðåãóëÿöèè ìèøåííûõ ãåíîâ, îáëàäàþùèõ XRE, áûëà ñïåöèàëüíî
ïîëó÷åíà «î÷åëîâå÷åííàÿ» ëèíèÿ ìûøåé, òðàíñãåííûõ â îòíî-
øåíèè ðåöåïòîðîâ PXR è CAR. Ïîìèìî îáíàðóæåííûõ ðåöåï-
òîðîâ èäåò ïîèñê è âîçìîæíûõ äðóãèõ ìîëåêóë-ðåöåïòîðîâ, ñïî-
ñîáíûõ âëèÿòü íà ñóäüáó â êëåòêå ïðèìåíÿåìîãî ëåêàðñòâà. Èí-
òåðåñ âûçûâàåò òàêæå èçó÷åíèå â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè
òàêîé ìîëåêóëû, êàê ðåöåïòîð äèîêñèíà – àðèëãèäðîêàðáîíî-
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âûé ðåöåïòîð – AhR. Òîëüêî ëè êñåíîáèîòèêè óçíàþò ýòîò ðå-
öåïòîð, îòâå÷àÿ çà âûçûâàåìóþ èìè òîêñè÷íîñòü, èëè îí âûïîë-
íÿåò êàêóþ-òî ôóíêöèþ è â íîðìàëüíîé ôèçèîëîãèè êëåòêè?
Ýòîìó ðåöåïòîðó ïîñâÿùåí ñïåöèàëüíûé îáçîð [8]. Çäåñü æå
îòìåòèì ñëåäóþùåå. Áåëîê îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó áåëêîâ bHLH
(basic helix-loop-helix), ðåãóëèðóþùèõ ðÿä ïðîöåññîâ (öèðêàäíûå
ðèòìû, íîðìàëüíîå ðàçâèòèå îðãàíîâ, íåéðîãåíåç, íîðìàëüíûé
ìåòàáîëèçì è ñòðåññîâûé îòâåò êëåòêè íà ãèïîêñèþ). Áåçëèãàíä-
íûé áåëîê íàõîäèòñÿ â öèòîçîëå â êîìïëåêñå ñ ó÷àñòèåì øà-
ïåðîíà HSP90, ïðè ñâÿçûâàíèè æå ñ ëèãàíäîì îí ïåðåìåùàåòñÿ
â ÿäðî, îáðàçóÿ ãåòåðîäèìåð ñî ñâîèì ñïåöèàëüíûì ÿäåðíûì
ïåðåíîñ÷èêîì. Âîò ýòîò ãåòåðîäèìåð îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ
óçíàâàòü è ñâÿçûâàòüñÿ ñ XRE-ýëåìåíòàìè ïðîìîòîðîâ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå ñ ãåíîì öèòîõðîìà Ð450, îñó-
ùåñòâëÿþùåãî äåòîêñèêàöèþ õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé. Ïîñëå
àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ïðîìîòîðû êîòîðûõ ñîäåðæàò
XRE-ýëåìåíò, AhR âîçâðàùàåòñÿ â öèòîçîëü è ïîäâåðãàåòñÿ äå-
ãðàäàöèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñèëèÿ èññëåäîâàòåëåé ñîñðåäî-
òî÷åíû íà óñòàíîâëåíèè ôóíêöèè ýòîãî ðåöåïòîðà â íîðìàëü-
íîé è çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêàõ, íå ïîäâåðãàþùèõñÿ äåéñòâèþ
êñåíîáèîòèêà [8].

Èòàê, îáíàðóæåíèå òàêèõ ðåöåïòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò âûñòó-
ïàòü â êà÷åñòâå ñåíñîðîâ êñåíîáèîòèêîâ, ïîäíèìàåò âîïðîñ î
âîçìîæíîñòè êîíòðîëÿ íàä íèìè â ïðîöåññå õèìèîòåðàïèè. Îä-
íàêî ðåøåíèå óêàçàííîé çàäà÷è îñëîæíåíî òåì, ÷òî ýòè ðåöåï-
òîðû âàæíû òàêæå äëÿ óñòàíîâëåíèÿ âîçìîæíûõ óðîâíåé ñîäåð-
æàíèÿ â îðãàíèçìå ðàçëè÷íûõ ýíäîáèîòèêîâ, íàïðèìåð áèëèðó-
áèíà (ïðîäóêòà ðàçëîæåíèÿ ãåìñîäåðæàùèõ áåëêîâ) â êðîâè, à
òàêæå æåë÷íûõ êèñëîò è èõ äåòîêñèêàöèè.

5.3. ÎÁ ÀÊÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ ÑÈÃÍÀËÜÍÛÕ ÏÓÒÅÉ
Â ÎÒÂÅÒÅ ÊËÅÒÊÈ ÍÀ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÉ ÑÒÐÅÑÑ

Ñèñòåìàòè÷åñêîå èçó÷åíèå êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ñòðåññ íà÷à-
ëîñü ñ îáíàðóæåíèÿ òîãî ôàêòà, ÷òî ïðè äåéñòâèè íà êëåòêó âû-
ñîêèõ òåìïåðàòóð ðåç÷å óñèëèâàåòñÿ àêòèâíîñòü ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãåíîâ, ÷åì ïîä äåéñòâèåì ñïåöèàëüíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà HSF (heat shock transcriptional factor). Ñïóñòÿ íåñêîëüêî
÷àñîâ ïîñëå òåìïåðàòóðíîãî âîçäåéñòâèÿ â êëåòêå íàêàïëèâàþòñÿ
ñïåöèàëüíûå áåëêè, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå áåëêîâ òåïëîâîãî øî-
êà (heat shock proteins – HSP). Îíè îòíîñÿòñÿ ê êëàññó ñòðåññî-
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âûõ áåëêîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî ïåðâîíà÷àëüíî îáíàðóæåííàÿ ôóíê-
öèîíàëüíàÿ ðîëü ýòèõ áåëêîâ ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè ñïîñîáíû
ïðåäîòâðàùàòü áåñïîðÿäî÷íîå ñëèïàíèå äåôîðìèðîâàííûõ áåë-
êîâûõ ìîëåêóë è âîññòàíàâëèâàòü ïðàâèëüíóþ óêëàäêó îáñëóæè-
âàåìûõ èìè áåëêîâ-êëèåíòîâ, ñòðóêòóðà êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå
äåéñòâèÿ òåìïåðàòóðíîãî ñòðåññà íàðóøàåòñÿ, ïðèâîäÿ ê èõ íå-
îáðàòèìîé àãðåãàöèè [9]. Äæîí Ýëëèñ (J. Ellis) ïðåäëîæèë äëÿ
ýòèõ îáñëóæèâàþùèõ áåëêîâ íàçâàíèå «øàïåðîíû» êàê áåëêîâ,
ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ñîïðîâîæäåíèé è îòâåòñòâåííîñòè çà ñòðóê-
òóðíóþ áåçîïàñíîñòü ñîîòâåòñòâóþùèõ ôóíêöèîíèðóþùèõ â êëåòêå
áåëêîâ-êëèåíòîâ. Òå áåëêè, êîòîðûå íåïîñðåäñòâåííî îñóùåñòâëÿþò
óêëàäêó ìîëåêóë, íàçûâàþòñÿ øàïåðîíèíàìè.

 Óñòàíîâëåíî, ÷òî ðàçëè÷íûå øàïåðîíû ñèíòåçèðóþòñÿ â
êëåòêå íå òîëüêî ïðè òåìïåðàòóðíîì âîçäåéñòâèè, íî è ïðè ñà-
ìûõ ðàçíûõ âèäàõ ñòðåññà. Âàæíåéøèì ñâîéñòâîì HSP-áåëêîâ
îêàçàëàñü èõ ñïîñîáíîñòü äàæå íà áàçàëüíîì óðîâíå íàëè÷èÿ â
êëåòêå àêòèâèðîâàòü â òå÷åíèå ìèíóò îñíîâíûå ïóòè ïåðåäà÷è
ñèãíàëà. Îíè ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé â ïåðâóþ î÷åðåäü êèíàç, êî-
òîðûå ïîëó÷èëè íàçâàíèå MAPK (mitogen-activated protein-kinases).
Íà äåéñòâèå áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà îòâå÷àþò òðè îñíîâíûå
MAPK-êèíàçû – ERK, JNK è p38, à òàêæå êèíàçà B (PKB/Akt)
[10]. Îòìåòèì çäåñü âûïîëíÿåìóþ â Èíñòèòóòå ìîëåêóëÿðíîé
áèîëîãèè è ãåíåòèêè ÍÀÍ Óêðàèíû ðàáîòó ïî èçó÷åíèþ êèíàçû
SK6, îòíîñÿùåéñÿ ê ïîäñåìåéñòâó RSK MAPK-àêòèâèðóåìûõ
êèíàç [11]. Ýòè ôåðìåíòû – íåîáõîäèìîå çâåíî, ñâÿçûâàþùåå
äåéñòâèå âíåøíåãî ôàêòîðà ñ âíóòðèêëåòî÷íûì îòâåòîì [12–14].
Îòìåòèì òàêæå, ÷òî ïðè èçó÷åíèè ìîëåêóëÿðíîãî îòâåòà êëåòêè
íà äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ â ñëó÷àå òàêîãî
îáúåêòà ïîêàçàíà àêòèâàöèÿ ïðîòåèíêèíàçû Ñ1 (ÐÊÑ1) [15].
Äàííûå èçó÷åíèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, àêòèâèðóþùèõñÿ â êëåòêàõ
ãðèáîâ â ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà, ñóììèðîâàíû
â îáçîðå [16].

×òî êàñàåòñÿ MAPK-êèíàç, òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèíÿòî èõ
äåëåíèå íà MAPK-ñåìåéñòâî è íà ñåìåéñòâî êèíàç, àêòèâèðóå-
ìûõ ñ ïîìîùüþ MAPK-êèíàç – MK-ñåìåéñòâî [10]. Â MAPK-
ñåìåéñòâî âõîäèò 5 ãðóïï ôåðìåíòîâ, àêòèâèðóåìûõ êàê ôàêòî-
ðàìè ðîñòà è äðóãèìè ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè, òàê è ðàçëè÷-
íûìè ôàêòîðàìè ñòðåññà: ERK1 è 2, c-Jun (JNK1,2,3), p38 (ðàç-
ëè÷íûå èçîôîðìû), ERK3,4 è ERK5. Ïðè èìåþùèõñÿ ÿðêèõ
ðàçëè÷èÿõ îáùèì äëÿ âñåõ íèõ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè ïðåäñòàâëÿ-
þò ýâîëþöèîííî çàêðåïëåííûé íàáîð ïîñëåäîâàòåëüíî äåéñòâóþ-
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Ðèñ. 5.5. Ñõåìà âçàèìîñâÿçè îñíîâíûõ ïóòåé ïåðåäà÷è ðàçëè÷íûõ ñèãíàëîâ
è ó÷àñòèÿ â íèõ èçó÷åííûõ êëþ÷åâûõ ïðîòåèíêèíàç [10]

ùèõ êèíàç: MAPK, MEK-êèíàçû MAPK (MAPKK), êèíàçû
MAPKK (MAPKKK). Áîëåå òîãî, â ñëó÷àå ðàáîòû ýòèõ êèíàç îðãà-
íèçàöèÿ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëà ïðîèñõîäèò ñ ó÷àñòèåì ìàëûõ
ÃÒÔàç (Ras/Rho), àêòèâèðóþùèõ èñõîäíóþ MAPKKK, è áåëêîâ
îñòîâà êëåòêè, ïîçâîëÿþùèõ ñîåäèíåíèå îäíîâðåìåííî ìíîæåñò-
âà âçàèìîäåéñòâóþùèõ êîìïîíåíòîâ. Òàêèå MAPK-êèíàçû, êàê
ERK 1/2, à òàêæå p38 (ïîäðîáíåå î íèõ íèæå) àêòèâèðóþò êèíàç-
íûå äîìåíû ÌÊ-ôåðìåíòîâ (ðèñ. 5.5).

ßñíî, ÷òî áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò èçó÷åíèå îñíîâ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ìåæäó ýòèìè äâóìÿ òèïàìè áåëêîâ, êîòîðîå äîëæíî îñóùåñò-
âëÿòüñÿ ïî ïðèíöèïó ñîîòâåòñòâèÿ è ïîäãîíêè âçàèìîäåéñòâóþùèõ
ñòðóêòóð, ÷òî îáîçíà÷àåòñÿ òåðìèíîì «äîêèíã». Ðåçóëüòàòû òàêîãî
èçó÷åíèÿ ñóììèðîâàíû â îáçîðå [10].

×òî êàñàåòñÿ ÌÊ, òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà îñíîâàíèè èçó÷å-
íèÿ ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìàêðîìîëåêóë îïèñàíî 11
ÌÊ-ôåðìåíòîâ, ñîñòàâëÿþùèõ 5 ïîäñåìåéñòâ. Ýòî êèíàçû, îáñëó-
æèâàþùèå S6-áåëîê ðèáîñîì (RSK-ïîäñåìåéñòâî), MSK-ïîäñå-
ìåéñòâî, âêëþ÷àþùåå àêòèâèðóåìûå â óñëîâèÿõ ñòðåññà è äåé-
ñòâèÿ ìèòîãåíîâ êèíàçû. Òàêæå ê ýòîìó ñåìåéñòâó îòíîñÿòñÿ êè-
íàçû MNK-ïîäñåìåéñòâà, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ äðóãèìè MAPK-
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êèíàçàìè (MAPK-interacting kinases), è îñîáûå êèíàçû 2 è 3, àê-
òèâèðóåìûå MAPK-êèíàçàìè. Â ýòî ñåìåéñòâî êèíàç âõîäèò ïîä-
ñåìåéñòâî, íàçûâàåìîå ÌÊ5-êèíàçàìè [10].

Â ñâÿçè ñ âîçìîæíîñòüþ ñîçäàíèÿ ñòðåññîâîé ñèòóàöèè â êëåò-
êå ïðè ïðèìåíåíèè öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàðñòâà ðàññìîòðèì ïî-
äðîáíåå êèíàçó, ðåãóëèðóåìóþ ñ ïîìîùüþ ýêñòðàöåëëþëÿðíûõ
ñèãíàëîâ (ERK), è òàê íàçûâàåìûå ñòðåññàêòèâèðóåìûå êèíàçû
SAPK1 – C-Jun N terminal kinase – JNK-êèíàçà è SAPK2-p38
(ðèñ. 5.5 è 5.6). Àêòèâàöèÿ ýòèõ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ îïðå-
äåëÿåò çàïóñê ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà êëåòêè (immediate-early genes),
îïðåäåëÿþùèõ ðåãóëÿöèþ òîãî èëè èíîãî ïîâåäåíèÿ êëåòêè, åå
ñïîñîáíîñòü ê ðîñòó, äèôôåðåíöèàöèè, àïîïòîçó, à òàêæå ôè-
çèîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå êëåòêè â óñëîâèÿõ ñòðåññà [12–14].

Ïðè èçó÷åíèè îòâåòà êëåòêè íà ñòðåññ áîëüøîå âíèìàíèå
óäåëåíî èññëåäîâàíèþ äåéñòâèÿ âûñîêèõ òåìïåðàòóð íà êëåòêó.
Êàêîâû æå ìåõàíèçìû àêòèâàöèè êèíàç ñ ïîìîùüþ òàêèõ ñòðåñ-
ñîâûõ áåëêîâ, êàê HSP-áåëêè? Êðàòêèé îòâåò íà ýòîò âîïðîñ ñî-
ñòîèò â óêàçàíèè ðîëè öåïíûõ ðåàêöèé ôîñôîðèëèðîâàíèÿ íà
óðîâíå âñåõ ó÷àñòíèêîâ ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ ñ õàðàêòåðíûìè
îòëè÷èÿìè è îñîáåííîñòÿìè â êàæäîì çâåíå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èçâåñòíî, ÷òî HSP-áåëêè àêòèâèðóþò òðè òèïà MAP-êèíàç: ERK
(êèíàçà, àêòèâèðóåìàÿ ýêñòðàöåëëþëÿðíûìè ñèãíàëàìè), JNK
(c-Jun N-terminal kinase) è êèíàçà p38. Â êàæäîì ñëó÷àå èñïîëü-
çóþòñÿ ðàçíûå ìåõàíèçìû àêòèâàöèè [10, 17]. Òàê, äëÿ àêòèâà-
öèè ERK íåîáõîäèìî ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà ýïèäåð-
ìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà EGFR (êàê ñåíñîðà ñòðåññà), êîòîðîå
ïðîèñõîäèò ïðè ïîÿâëåíèè â êëåòêå ñòðåññîâûõ áåëêîâ. Àêòèâà-
öèÿ ðåöåïòîðà ýòîãî ôàêòîðà ðîñòà âûçûâàåò àêòèâàöèþ èñõîä-
íîé êèíàçû MAPKKK Raf1, ñèãíàë îò êîòîðîé äîñòèãàåò ERK-
ìîëåêóëû (ðèñ. 5.5). ×òî êàñàåòñÿ êèíàçû JNK, òî ìåõàíèçì åå
àêòèâàöèè ñâÿçàí íå ñ òåì, ÷òî ïðîèñõîäèò ôîñôîðèëèðîâàíèå
JNK, êàê â ñëó÷àå ERK-êèíàçû, à ñ òåì, ÷òî òàêîé ôåðìåíò êàê
cåðèí/òðåîíèíîâàÿ ôîñôàòàçà (PPase) èíãèáèðóåòñÿ è ôîñôàò-
íûå ãðóïïû èç ìîëåêóëû JNK íå óäàëÿþòñÿ, ÷òî è äåëàåò òàêóþ
ìîëåêóëó àêòèâíîé â ïðîöåññå ïåðåäà÷è ñèãíàëà. Òàêèì îáðàçîì,
â êëåòêå äîëæåí ñóùåñòâîâàòü êàêîé-òî îòëè÷íûé îò ðåöåïòîðà
ôàêòîðîâ ðîñòà ñïåöèàëüíûé ñåíñîð, ÷óâñòâóþùèé ïîÿâëåíèå â
êëåòêå ñòðåññîâûõ áåëêîâ è çàïóñêàþùèé àêòèâíîñòü JNK-
êèíàçû. Ïðè ýòîì èíòåðåñíûì îêàçàëîñü òî, ÷òî îäèí èç áåëêîâ
òåïëîâîãî øîêà, à èìåííî HSP70 èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü JNK, è
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÷åì áîëüøå îí óãíåòàåò JNK, òåì áîëåå êëåòêè òåðìîóñòîé÷èâû.
Ñëåäîâàòåëüíî, òàêàÿ ñèñòåìà àêòèâàöèè êèíàç ðàáîòàåò ñî ñâî-
èì âíóòðåííèì òîðìîçîì, îïðåäåëÿþùèì ðàçóìíîñòü â äâèæå-
íèè ìîëåêóëÿðíûõ ñèãíàëîâ.

Îñîáûé ìåõàíèçì óñòàíîâëåí â ñëó÷àå àêòèâàöèè ñòðåññîâîé
êèíàçû SAPK2/p38 [17]. Îí ñâÿçàí ñ âîçìîæíîñòÿìè êëåòêè ïîéòè
ïî ïóòè ñâîåãî ñàìîóíè÷òîæåíèÿ – àïîïòîçà. Îêàçàëîñü, ÷òî â
êëåòêå åñòü ñïåöèàëüíàÿ êèíàçà, îòâåòñòâåííàÿ çà ðåãóëÿöèþ àïîï-
òîòè÷åñêîãî ñèãíàëà – ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase-1). Â
íîðìàëüíîì ñîñòîÿíèè êëåòêè îíà íåàêòèâíà, òàê êàê ñäåðæèâàåò-
ñÿ ñîîòâåòñòâóþùåé ôîðìîé äâóõ âèäîâ ìîëåêóë, îïðåäåëÿþùèõ
ïîêàçàòåëè íîðìû ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè. Ýòî òèîðå-
äîêñèí (TRX) è ãëóòàòèîíòðàíñôåðàçà (GST; â îäíîé èç ôîðì –
Mu – GSTM1-1). Ïåðâàÿ ìîëåêóëà âàæíà äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ êîí-
òðîëÿ íàä ðåäîêñ-ïîòåíöèàëîì êëåòêè çà ñ÷åò âîçíèêíîâåíèÿ â ñî-
îòâåòñòâóþùèõ óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ âîññòàíîâëåííîé è
îêèñëåííîé ôîðì òèîëîâûõ ãðóïï òèîðåäîêñèíà. Òàêèì îáðàçîì,
ïî ñîñòîÿíèþ òèîëîâûõ ãðóïï ýòîé ìîëåêóëû ìîæíî ñóäèòü î ïî-
ÿâëåíèè â êëåòêå ðåàêòèâíûõ âèäîâ êèñëîðîäà – ROS è, ñëåäîâà-
òåëüíî, TRX ôóíêöèîíèðóåò êàê ñåíñîð îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Â
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ TRX â âîññòàíîâëåííîé ôîðìå ñâÿçàí ñ
ASK1 è ïðåïÿòñòâóåò åå ôóíêöèîíèðîâàíèþ. Â îêèñëåííîé æå
ôîðìå òàêàÿ ñâÿçü íå óñòàíàâëèâàåòñÿ, è ASK1 àêòèâèðóåòñÿ. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ASK1 óçíàåò ìíîæåñòâåííûå ñåíñîðû è íà òåïëîâîé
øîê, è íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî GSTM1 òàêæå ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì ASK1.
Îñíîâíàÿ çàäà÷à GSTM1 cîñòîèò, êàê óêàçûâàëîñü ðàíåå, â ïðè-
ñîåäèíåíèè ðàçëè÷íûõ ñîåäèíåíèé êëåòêè ê ìîëåêóëå ãëóòàòèî-
íà. Îäíàêî ïîìèìî ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè áåëîê îáëàäàåò
ðåçêî âûðàæåííûì ñâîéñòâîì ñâÿçûâàòü ðàçëè÷íûå ìîëåêóëû,
âêëþ÷àÿ è ASK1. Òàêèì îáðàçîì, î÷åâèäíî, âîçìîæåí êîíòðîëü
íàïîëíåíèÿ êëåòêè êàêèìè-òî ÷óæåðîäíûìè âåùåñòâàìè èëè
ýíäîáèîòèêàìè. Êàê ñòðåññîâûå áåëêè îáóñëîâëèâàþò äèññîöèà-
öèþ êîìïëåêñà GSTM1 è ASK1 åùå íåÿñíî, õîòÿ èçâåñòíî, ÷òî
òåïëîâîé øîê ñïîñîáñòâóåò ïîÿâëåíèþ â êëåòêå òàêèõ ãèäðî-
ôîáíûõ ñîåäèíåíèé, êàê ñôèíãîçèí è êåðàìèäû, êîòîðûå ñëó-
æàò ñóáñòðàòàìè GST. Ïîñêîëüêó äëÿ èõ îáðàáîòêè òðåáóþòñÿ
áîëüøèå êîëè÷åñòâà GST, êîìïëåêñ GST–ASK1 äèññîöèèðóåò,
è ASK1 àêòèâèðóåòñÿ. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 5.6 ðàñïðîñòðàíåíèå
ñèãíàëà îò ASK1 äîñòèãàåò ìîëåêóëû ð38.
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Ðèñ. 5.6. Ïðåäïîëàãàåìûå ìåõàíèçìû àêòèâàöèè ïðîòåèíêèíàç ïðè òåïëîâîì
øîêå [17]

Îñîáåííîñòüþ ýòîé ìîëåêóëû ÿâëÿåòñÿ åå ñïîñîáíîñòü óïðàâ-
ëÿòü êèíàçîé (MK2), ôîñôîðèëèðóþùåé è àêòèâèðóþùåé ñî-
äåðæàùèéñÿ â êëåòêå íà áàçàëüíîì óðîâíå áåëîê HSP27, êëèåí-
òîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ òàêîé êîìïîíåíò öèòîñêåëåòà êëåòêè, êàê
áåëêîâûå ìîëåêóëû àêòèíà, ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü ôèëàìåí-
òû. Áåëîê HSP27 ìîæåò ñòàáèëèçèðîâàòü ýòè ôèëàìåíòû è, òà-
êèì îáðàçîì, çàùèùàòü êëåòêó îò íåáëàãîïðèÿòíîãî äåéñòâèÿ
ñëîæèâøèõñÿ óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Îäíàêî, èçëèøíå ïî-
ëèìåðèçóÿ àêòèí, îí ìîæåò îáóñëîâèòü âûïÿ÷èâàíèÿ êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí è ïîëíóþ äåôîðìàöèþ öèòîñêåëåòà, ÷òî ïðèâåäåò êëåò-
êó ê êàñïàçîíåçàâèñèìîìó àïîïòîçó. Ïîðàæàåò ïðîäóìàííîñòü
ðàáîòû ýòîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû: âíà÷àëå ïðåäïðèíÿòü ïîïûòêè
âîçìîæíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ óëó÷øåíèé è òîëüêî ïðè íåâîç-
ìîæíîñòè òàêîâûõ ïðåêðàòèòü ñóùåñòâîâàíèå êëåòêè.

Ïðè èçó÷åíèè äåéñòâèÿ ERK-êèíàçû, îòçûâàþùåéñÿ íà âíåø-
íèé ñòèìóë, îêàçàëîñü, ÷òî îíà, ïîëó÷èâ ñèãíàë îò ïðåäøåñòâóþ-
ùèõ êèíàç êàñêàäà è àêòèâèðóÿñü, ñàìà àêòèâèðóåò äâà êëàññà ïî-
ñëåäóþùèõ êèíàç êàñêàäà – RSK è MSK. RSK – ýòî êèíàçû, îá-
íàðóæåííûå ïðè èññëåäîâàíèÿõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ðèáî-
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ñîì, â ÷àñòíîñòè áåëêà S6. Ýòè ôåðìåíòû ñîñòàâëÿþò äâå ãðóïïû:
áåëêè ð90 (RSK1,2,3,4) [10] è ð70 (S6K1 è S6K2) [11]. Â íåàêòèâè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè ýòè áåëêè ëîêàëèçóþòñÿ â öèòîïëàçìå. Â àê-
òèâèðîâàííîé æå ôîðìå îíè ïåðåìåùàþòñÿ â ÿäðî è ôîñôîðèëè-
ðóþò ñîîòâåòñòâóþùèå òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, çàïóñêàþùèå
ðàáîòó IE-ãåíîâ (immediate-early gene response [12]), ïðîäóêòû êîòî-
ðûõ íåîáõîäèìû êëåòêå â äàííûé ìîìåíò ñóùåñòâîâàíèÿ.

Ïðè èçó÷åíèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìèøåíåé, óçíàâàåìûõ êè-
íàçîé ð38, áûëè îáíàðóæåíû î÷åíü ïîõîæèå íà RSK-êèíàçû
ôåðìåíòû, àêòèâèðóþùèåñÿ êàê ïðè ìèòîãåííîì (ERK-ñèãíàë),
òàê è ïðè ñòðåññîâîì âîçäåéñòâèè (ð38-ñèãíàë). Ýòî MSK1- è
MSK2-êèíàçû, êîòîðûå ëîêàëèçóþòñÿ, â îñíîâíîì, â ÿäðå è îï-
ðåäåëÿþò ïðè ñòðåññå òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü IE (c-fos,
junB, egr1)-ãåíîâ. Áîëåå òîãî, àêòèâèðóåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ,
óçíàâàåìûõ ÿäåðíûì ôàêòîðîì NFκB è ôàêòîðîì STAT3 (signal
transduction and activator of transciption – ñì. ðèñ. 5.3). MSK1 è 2
îïðåäåëÿþò òàêæå õàðàêòåð ðàñïîëîæåíèÿ íóêëåîñîì â êëåòî÷-
íîì ãåíîìå. Ïîìèìî áûñòðîé èíäóêöèè IE-ãåíîâ, ýòè êèíàçû
ôîñôîðèëèðóþò ãèñòîí Í3 è àññîöèèðóþùèéñÿ ñ íóêëåîñîìàìè
áåëîê èç ãðóïïû áåëêîâ âûñîêîé ìîáèëüíîñòè (high mobility
group) HMG14. Îò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ çàâèñèò õà-
ðàêòåð ðàñïîëîæåíèÿ íóêëåîñîì â ãåíîìå, ÷òî î÷åíü âàæíî äëÿ
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà [12].

Ïðè èçó÷åíèè êèíîìà êëåòêè áûëè âûÿâëåíû áëèçêîðîäñò-
âåííûå êèíàçû, àêòèâèðóþùèåñÿ ïîä äåéñòâèåì ERK- è ð38-
êèíàç – êèíàçà MNK1 è ïîä äåéñòâèåì òîëüêî ERK – êèíàçà
MNK2 (ñì. ðèñ. 5.5).

Äëÿ ýòèõ êèíàç óñòàíîâëåí ó÷àñòîê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èõ ìî-
ëåêóë, îòâå÷àþùèé çà âçàèìîäåéñòâèå ñ êèíàçàìè ERK è ð38. Â
ñâÿçè ñ ýòèì MNK1 è 2 áûëè íàçâàíû êèíàçàìè, âçàèìîäåéñò-
âóþùèìè ñ MAPK-êèíàçàìè (MAPK – interacting kinases). Ýòè
êèíàçû ëîêàëèçóþòñÿ â îñíîâíîì â öèòîïëàçìå (â îáëàñòè Ñ-êîí-
öà îíè ñîäåðæàò nuclear export signal – NES, ñèãíàë äëÿ ýêñïîðòà
èç ÿäðà), õîòÿ åñòü ôîðìà MNK2 áåç NES, êîòîðàÿ âûÿâëÿåòñÿ â
ÿäðå ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê. Ýòè ôåðìåíòû îáíàðóæèâàþòñÿ â îðãà-
íèçìå ïîâñþäó, êðîìå ìîçãà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
êèíàçû MNK1 è MNK2 îïðåäåëÿþò ôîñôîðèëèðîâàíèå ôàêòîðà
èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè ó ýóêàðèîò – eIF4F è, òàêèì îáðàçîì, îò-
âå÷àþò çà ñêîðîñòü òðàíñëÿöèè â êëåòêå. Ñìûñë àêòèâàöèè ýòèõ
êèíàç ïðè ñòðåññå ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â òîðìîæåíèè ïðîöåññîâ
òðàíñëÿöèè â âîçíèêøèõ óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè.
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Ðàçëè÷íûå ïîäõîäû â èçó÷åíèè êèíîìà êëåòêè ïîçâîëèëè
èäåíòèôèöèðîâàòü íîâûå êèíàçû, àêòèâèðóåìûå ïîä äåéñòâèåì
êèíàçû ð38. Îíè áûëè íàçâàíû ÌÊ2 è ÌÊ3. Èçó÷åíà èõ ñòðóê-
òóðà, ðàçëè÷íûå ôîðìû ñïëàéñèíãà, ïîêàçàíî, ÷òî îäíè èõ ôîð-
ìû ëîêàëèçóþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîïëàçìå, â òî âðåìÿ
êàê äðóãèå – â ÿäðàõ ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê, êîòîðûå, îäíàêî, ïðè
ñòðåññå áûñòðî ïåðåõîäÿò â öèòîïëàçìó. Âçàèìîîòíîøåíèÿ ìåæ-
äó ÌÊ2 è ÌÊ3 íå îäíîâåêòîðíû: íå òîëüêî ð38 àêòèâèðóåò ýòè
ôåðìåíòû, íî è îíè ñòàáèëèçèðóþò àêòèâíîñòü ð38 è îïðåäåëÿ-
þò ëîêàëèçàöèþ ïîñëåäíåé êèíàçû â êëåòêå. Èçó÷åíèå àêòèâíî-
ñòè ÌÊ2 è ÌÊ3 âåäåò â îáëàñòü ðåãóëÿöèè òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ,
òàê êàê ìèøåíüþ äåéñòâèÿ ýòèõ ôåðìåíòîâ ÿâëÿåòñÿ ôàêòîð
eEF2, îòâå÷àþùèé çà ýëîíãàöèþ òðàíñëÿöèè ìàòðèöû [10, 13].
Òàêèì îáðàçîì, êëåòêà îáëàäàåò ñðåäñòâîì â âèäå âîçìîæíîé
àêòèâàöèè ÌÊ2 è ÌÊ3, ïîçâîëÿþùåé â óñëîâèÿõ ñòðåññà çàìåä-
ëÿòü ïðîöåññ ñèíòåçà íîâûõ ìîëåêóë áåëêîâ. Áîëåå òîãî, ýòè êè-
íàçû â óñëîâèÿõ ñòðåññà ôîñôîðèëèðóþò ñîîòâåòñòâóþùèå òðàíñ-
êðèïöèîííûå ôàêòîðû, òàêæå ñïîñîáñòâóÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ðàí-
íåãî îòâåòà êëåòêè íà ñòðåññ. Ôîñôîðèëèðóÿ áåëîê îñòîâà êëåò-
êè 14-3-3ζ, îáúåäèíÿþùåãî â êîìïëåêñ êîìïîíåíòû ñèãíàëüíîãî
ïóòè, ýòè êèíàçû ìîãóò âûêëþ÷àòü òå ñèãíàëüíûå ïóòè, êîòîðûå
çàâèñÿò îò ýòîãî áåëêà ñêýôôîëäà êëåòêè.

Áëèçêîé ïî ñòðóêòóðå ê ÌÊ2 è ÌÊ3 îêàçàëàñü âíîâü îáíà-
ðóæåííàÿ êèíàçà ÌÊ5, âûÿâëÿåìàÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ñåðäöå è
ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðå. Ëîêàëèçîâàííàÿ â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ â
ÿäðå, ïðè ñòðåññå ýòà êèíàçà áûñòðî ïåðåõîäèò â öèòîïëàçìó,
àêòèâèðóÿñü, âîçìîæíî, òàêæå ïîä äåéñòâèåì êèíàçû ð38, õîòÿ è
ïðè êàêèõ-òî îñîáûõ îáñòîÿòåëüñòâàõ. Ìèøåíè è ôóíêöèè ýòîé
êèíàçû èçó÷àþòñÿ.

Îáíàðóæåíèå â ïî÷âåííîé ìèêðîôëîðå òàêîãî áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíîãî âåùåñòâà, êàê ðàïàìèöèí, èíãèáèðóþùåãî ðîñò ãðèá-
íîãî ìèöåëèÿ è çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé, ïðèâëåêëî áîëüøîå
âíèìàíèå ê èçó÷åíèþ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ýòîãî àíòèáèîòèêà.
Îêàçàëîñü, ÷òî ðàïàìèöèí, ïîñòóïàÿ â êëåòêó â ðåçóëüòàòå ñâÿçû-
âàíèÿ ñî ñâîèì ðåöåïòîðíûì áåëêîì, èíãèáèðóåò êðóïíóþ ìîëå-
êóëó âíîâü îáíàðóæåííîé ïðîòåèíêèíàçû, íàçâàííîé â ñëó÷àå
ìëåêîïèòàþùèõ mTOR (mammalian target of rapamycin) [18–20].

Â mTOR îáíàðóæåí ó÷àñòîê ãîìîëîãèè ñ êèíàçîé PI3Ê, êî-
òîðàÿ â îòâåò íà ñàìûé øèðîêèé ñïåêòð âíåøíèõ âîçäåéñòâèé
íà êëåòêó ôîñôîðèëèðóåò ïî 3′-ÎÍ-ïîëîæåíèþ òàêîé êîìïî-
íåíò êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, êàê ôîñôàòèäèëèíîçèòîë. Îáðàçóþ-
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ùèåñÿ âòîðè÷íûå ìåññåíäæåðû, ïðåäñòàâëåííûå ìîäèôèöèðî-
âàííûìè ëèïèäàìè, ñðàçó æå ïðèâëåêàþò ê ìåìáðàíå ñèãíàëü-
íûå ìîëåêóëû, âîâëåêàåìûå â ïðîöåññû àêòèâàöèè è îáðàçîâà-
íèÿ êîìïëåêñîâ ñ ðàçëè÷íûìè áåëêàìè, ÷òî óâåëè÷èâàåò ñïî-
ñîáíîñòü êëåòêè îòâå÷àòü íà ðàçíûå ñèãíàëû.

Îäíàêî mTOR îêàçàëàñü íå ëèïèäíîé, à Ser/Thr-áåëêîâîé êè-
íàçîé [21]. Ñìûñë æå åå ïîäîáèé ñ êèíàçîé PI3K çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî ñðåäè óçíàâàíèÿ íåèñ÷èñëèìîãî ìíîæåñòâà ôàêòîðîâ âîç-
ìîæíîãî âíåøíåãî âîçäåéñòâèÿ êèíàçà mTOR íàñòðîåíà íà âîñ-
ïðèÿòèå ñèòóàöèè ïî ñíàáæåíèþ êëåòêè ïèòàíèåì (ôåðìåíò àêòè-
âèðóåòñÿ ïðè àìèíîêèñëîòíîì, àçîòíîì, ãëþêîçíîì ãîëîäàíèè
[22]) è ýíåðãèåé (ôåðìåíò àêòèâèðóåòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè ñîîòíîøå-
íèÿ ÀÌÔ/ÀÒÔ) [23]. Ðàáîòó ýòîé êèíàçû ïî öåïî÷êå â óïðÿæêå ñ
äðóãèìè ôåðìåíòàìè îáîçíà÷àþò â âèäå ïóòè – pathway, êîòîðûé
â äàííîì ñëó÷àå ïðåäñòàâëåí àêòèâíîñòüþ òàêèõ êèíàç, êàê
PI3K/Akt/mTOR. Åñëè PI3K îòçûâàåòñÿ íà ìèòîãåííûé ñèãíàë,
âêëþ÷àþùèé ïðîãðàììó äåëåíèÿ êëåòêè, òî â çàäà÷ó mTOR âõîäèò
îöåíêà ðåñóðñîâ êëåòêè, íåîáõîäèìûõ äëÿ ýòîãî ïðîöåññà.

Èçó÷åíèå êèíàçû mTOR ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ïðåäøåñò-
âóþùàÿ ðàáîòà êàêèõ ñòðóêòóð êëåòêè âàæíà äëÿ àêòèâàöèè
ýòîé êèíàçû, êàê ðàáîòàåò ñàìà ýòà êèíàçà è êàêîâî ñëåäñòâèå
åå ðàáîòû. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè íåêîòîðûõ ïàòîëîãèÿõ â êëåòêå
îáðàçóåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèé êîìïëåêñ áåëêîâ, íàçâàííûé TSC
(tuberous sclerosis complex). Èäåíòèôèöèðîâàíû äâà ãåíà TSC1 è
TSC2, ìóòàöèè â êîòîðûõ âûçûâàþò ïàòîëîãèè. Ïðè ýòîì â
êëåòêå äàæå â óñëîâèÿõ ãîëîäà ðåçêî âîçðàñòàåò óðîâåíü ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ñóáñòðàòîâ äåéñòâèÿ mTOR, òàêèõ, êàê ðåãóëè-
ðóþùèõ òðàíñëÿöèþ ìîëåêóë êèíàçû S6K1 è ôàêòîðà èíèöèà-
öèè òðàíñëÿöèè 4E-BP1. Íàïðîòèâ, ïðè ñóïåðýêñïðåññèè
TSC1/TSC2 ôîñôîðèëèðîâàíèå ýòèõ ìîëåêóë èíãèáèðóåòñÿ íå-
çàâèñèìî îò óñëîâèé ðîñòà êëåòêè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîñòîÿíèå
àêòèâíîñòè TSC-êîìïëåêñà òàêæå îïðåäåëÿåòñÿ ñîñòîÿíèåì
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêîâ ýòèõ áåëêîâ, ÿâ-
ëÿþùèõñÿ ìåñòîì äåéñòâèÿ êèíàçû Akt. Òàêèì îáðàçîì, íà-
÷àëüíûé ýòàï àêòèâàöèè êèíàçû mTOR îïðåäåëÿåòñÿ ñîñòîÿíè-
åì TSC1/2-áåëêîâ, ñâÿçûâàþùèõ ðàáîòó êèíàç PI3K è mTOR
÷åðåç äåéñòâèå êèíàçû Akt. Êàê ýòîò êîìïëåêñ îïðåäåëÿåò àê-
òèâíîñòü mTOR? Áûë îáíàðóæåí ñïåöèàëüíûé áåëîê Rheb,
ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ìàëóþ ÃÒÔàçó. Áåëîê æå TSC2 ñîäåð-
æèò GAP (GTPase-activating protein)-äîìåí, ñïîñîáíûé âçàèìî-
äåéñòâîâàòü ñ ÃÒÔàçàìè, ïðåâðàùàÿ èõ èç àêòèâíîé ÃÒÔ-ñâÿ-
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çàííîé â íåàêòèâíóþ ÃÄÔ-ñâÿçàííóþ ôîðìó. Íàëè÷èå â êëåòêå
Rheb-áåëêà ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè â ëþáûõ óñëîâèÿõ ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ mTOR, ôîñôîðèëèðóþùåé è àêòèâèðóþùåé ìèøå-
íè åå äåéñòâèÿ: S6K1, S6K2 è 4E-BP (ðèñ. 5.7, ñì. âêëåéêó).

Ïîìèìî ìîëåêóë, îïðåäåëÿþùèõ íà÷àëüíûå óñëîâèÿ àêòèâà-
öèè mTOR, ýòîìó ôåðìåíòó ïðèñóù ðÿä îñîáåííîñòåé. Âî-
ïåðâûõ, îí âñåãäà ôóíêöèîíèðóåò â êîìïëåêñå ñ áåëêîì GbetaL
36 êÄà, âî-âòîðûõ, àêòèâíîñòü ýòîé êèíàçû îïðåäåëÿåòñÿ îáðà-
çîâàíèåì äâóõ ñâîåîáðàçíûõ êîìïëåêñîâ. Îäèí èç íèõ ïðåäñòàâ-
ëåí áîëüøèì áåëêîì (150 êÄà), íàçûâàåìûì raptor (regulatory
associated protein of TOR). Âîçìîæíî, ýòî áåëîê îñòîâà êëåòêè,
ñîåäèíÿþùèé ïî êîíñåðâàòèâíûì ìîòèâàì ýòó êèíàçó è åå ñóá-
ñòðàòû â åäèíîå öåëîå. Êîìïëåêñ mTOR ñ raptor ïîäàâëÿåòñÿ ðà-
ïàìèöèíîì. Ïîäðîáíûå äàííûå èçó÷åíèÿ ýòîãî êîìïëåêñà îïè-
ñàíû â [18, 24]. Îäíàêî óñòàíîâëåíî îáðàçîâàíèå mTOR c äðó-
ãèì áåëêîì, íàçâàííûì rictor (áåëîê mAVO3). Îñîáåííîñòÿìè
ýòîãî êîìïëåêñà ÿâëÿþòñÿ åãî íå÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ðàïàìèöèíó
è òî, ÷òî îí âîâëåêàåòñÿ â ïðîöåññ ïîëèìåðèçàöèè òàêîãî êîì-
ïîíåíòà öèòîñêåëåòà êëåòêè, êàê àêòèí.

Ýòî èìååò çíà÷åíèå ïðè ðàñïðîñòðàíåíèè êëåòîê ïî îðãàíèçìó.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòè êîìïëåêñû îáîçíà÷àþòñÿ ñîîòâåòñòâåííî
mTORC1 è mTORC2. Áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ëîêàëèçàöèè
ýòèõ êîìïëåêñîâ â êëåòêå è åå âëèÿíèþ íà ôóíêöèþ êîìïëåêñîâ
[25, 26]. Ïîñêîëüêó ñóáñòðàòàìè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ
àêòèâèðîâàííîé êèíàçû mTOR ÿâëÿþòñÿ ìîëåêóëû áåëêîâ, îñóùå-
ñòâëÿþùèå ïðîöåññ òðàíñëÿöèè, òî ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè ýòîé êè-
íàçû âàæíà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðîñòà êëåòîê è èõ ðàçìåðîâ. (Èçâåñò-
íî, ÷òî äëÿ ìàòêè ï÷åë, ïðåâîñõîäÿùåé â íåñêîëüêî ðàç îáû÷íûõ
ï÷åë ïî ðàçìåðó, õàðàêòåðíà ñóïåðýêñïðåññèÿ ïî êèíàçå mTOR.)
Ñîñòîÿíèå çëîêà÷åñòâåííîñòè êëåòêè òàêæå ñâÿçàíî ñ àêòèâíîñòüþ
ýòîé êèíàçû. Ñâÿçü ìåõàíèçìîâ ðîñòà êëåòêè ñ àêòèâíîñòüþ mTOR
ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 5.8 (ñì. âêëåéêó) è 5.9.

Ðèñ. 5.9 ñóììèðóåò èñïîëüçóþùèé mTOR-êèíàçó óñòàíîâ-
ëåííûé ðÿä ïðîöåññîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè: òðàíñêðèï-
öèþ, ñòàáèëüíîñòü áåëêîâ, ïðîöåññèíã ÐÍÊ, èëè ñîîòâåòñòâóþ-
ùóþ ïîäãîíêó åå ñòðóêòóðû, òðàíñëÿöèþ áåëêîâ è àóòîôàãèþ
êëåòêè.

Èòàê, ìîìåíòàëüíàÿ àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíûõ êèíàç â êëåòêå
ïðè äåéñòâèè ñòðåññîâîãî ôàêòîðà óêàçûâàåò íà ïåðâîî÷åðåäíîå
çíà÷åíèå ïðèâåäåíèÿ â áîåâóþ ãîòîâíîñòü òàêèõ êëåòî÷íûõ
ñðåäñòâ, êîòîðûå îïðåäåëÿþò ñïîñîáíîñòü êëåòêè ëèáî ê âûæè-
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Ðèñ. 5.9. Ó÷àñòèå êèíàçû
mTOR â ðÿäå êëåòî÷íûõ

ïðîöåññîâ [20]

âàíèþ, ëèáî, íàïðîòèâ, ê ñìåðòè. Â ìåæäóíàðîäíîé ëèòåðàòóðå
îíè íàçûâàþòñÿ ñîîòâåòñòâåííî pro-survival è pro-apoptotic path-
ways. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòè ïóòè.

5.4. Î ÄÂÓÕ ÎÑÍÎÂÍÛÕ ÏÐÎÃÐÀÌÌÀÕ ÊËÅÒÊÈ:
ÂÛÆÈÂÀÍÈÅ È ÑÌÅÐÒÜ (ÀÏÎÏÒÎÇ)

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê in vitro, îñóùåñòâëåííîå ïåðâîíà-
÷àëüíî â ñëó÷àå êóëüòóð êëåòîê æèâîòíûõ, ïîêàçàëî, ÷òî ïðåäîò-
âðàùåíèþ ìàññîâîé ãèáåëè êëåòîê âíå îðãàíèçìà, ò. å. â êóëüòó-
ðå in vitro, ñïîñîáñòâóåò äîáàâëåíèå òàêîãî êîìïîíåíòà ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ, êàê ñûâîðîòêà êðîâè. Èçó÷åíèå åå ñîñòàâà ïî-
çâîëèëî èäåíòèôèöèðîâàòü ìîëåêóëû, íåîáõîäèìûå äëÿ âûæèâà-
íèÿ êëåòêè. Îíè ïîëó÷èëè íàçâàíèå ôàêòîðîâ âûæèâàíèÿ, ïðåä-
ñòàâëåííûõ â îñíîâíîì ðàçëè÷íûìè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè è
êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïðèìåðû ýòèõ ôàêòîðîâ
ïðèâåäåíû íèæå:

Âèä ìîëåêóë Ôàêòîð âûæèâàíèÿ

Ôàêòîðû ðîñòà Ýïèäåðìàëüíûé (EGF), òðîìáîöèòàðíûé
(PDGF), èíñóëèíî-ïîäîáíûé (IGF-1), ýñ-
òðîãåí, öèòîêèí IL2, òðîìáèí

Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ Ôèáðîíåêòèí, âèòðîíåêòèí

Ìîëåêóëû êîíòàêòà êëåòîê Êàäõåðèí

Îíêîãåíû Ras, v-Raf, Bcr-Abl

Ïðîäóêòû ãåíîâ, âàæíûõ
äëÿ äèôôåðåíöèàöèè êëåòîê

Bcl-2, Mcl-1

Âèðóñíûå ãåíû SV40 T-àíòèãåí, Ad5 E1B, EBV BHRF1

Îêàçàëîñü, ÷òî ôàêòîðû âûæèâàíèÿ êëåòîê óçíàþò ñîîòâåòñò-
âóþùèå êëåòî÷íûå ðåöåïòîðû è, ñâÿçûâàÿñü ñ íèìè, àêòèâèðóþò
òå èëè èíûå âíóòðèêëåòî÷íûå ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà, â êîòîðûå
âîâëåêàþòñÿ êàñêàäû MAP êèíàç. (Íàèáîëåå èçó÷åíû òàêèå ñèã-
íàëüíûå ïóòè îòâåòà êëåòêè íà âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ è âíóòðè-
êëåòî÷íûé ñòðåññ, êàê ïóòè MAPK-êàñêàäà, àêòèâèðóåìûå íå
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Ðèñ. 5.10. Êëàññèôèêàöèÿ 368 ãåíîâ, êîíñåðâàòèâíûõ äëÿ âñåõ òðåõ öàðñòâ áèî-
ëîãè÷åñêèõ âèäîâ. Ïîä÷åðêíóòû ãåíû, âîâëå÷åííûå â îòâåò êëåòêè íà ñòðåññ [34]

òîëüêî «ñâåðõó âíèç», íî è ñ ïîìîùüþ áîêîâûõ îòâåòâëåíèé
[27], à òàêæå PI3K/Akt/mTOR [28, 29] – ñì. ðèñ. 5.3. Áîëåå òîãî,
ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ îïóõîëè, ëå÷åííîé ñ ïîìîùüþ äîñåòàê-
ñåëÿ, ïîâûøàåòñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà, êîäèðóþùåãî êèíàçó
PIM1. Mîëåêóëÿðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ, âûñòðàèâàåìûå ïî îñè
STAT3–PIM1–NFκB, ðåçêî óëó÷øàþò âûæèâàíèå òàêèõ êëåòîê
[30]. Âûæèâàíèå êëåòîê òàêæå ïîâûøàåòñÿ ïðè àêòèâàöèè êèíà-
çû, ñâÿçàííîé ñ èíòåãðèíîì – ILK. Â ðåçóëüòàòå òàêîé àêòèâà-
öèè ôîñôîðèëèðóåòñÿ êèíàçà Akt è, òàêèì îáðàçîì, çàïóñêàåòñÿ
âåñü ñèãíàëüíûé ïóòü âûæèâàíèÿ êëåòêè [31, 32].)

Àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè ïîçâîëÿåò îòâå÷àòü íà ñòðåññ ïî-
âûøåíèåì àêòèâíîñòè íåñêîëüêèõ êëþ÷åâûõ ãåíîâ, ïåðåñòðîéêîé
öèòîñêåëåòà, îñòàíîâêîé êëåòî÷íîãî öèêëà [32]. Íàïðèìåð, ïðè
õðîíè÷åñêîé ãèïîêñèè â ðàêîâîé îïóõîëè èç-çà àêòèâàöèè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ãåíîâ óâåëè÷èâàåòñÿ ñîäåðæàíèå áåëêîâ, çàìåäëÿþùèõ
ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè, ïåðåêëþ÷àþùèõ ìèòîõîíäðèè íà ïðîöåñ-
ñû ãëèêîëèçà, èíãèáèðóþùèõ àïîïòîç è ñòèìóëèðóþùèõ àíãèîãå-
íåç è ìåòàñòàçèðîâàíèå [33]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðè èìåþùåéñÿ, â
îáùåì, ôðàãìåíòàðíîñòè â ïîñòðîåíèè ïîëíîé ïàíîðàìû ñîñòîÿ-
íèÿ êëåòêè ïðè ñòðåññå óñòàíîâëåíî, ÷òî íà ïóòè ñîõðàíåíèÿ ãî-
ìåîñòàçà êëåòêà, íåçàâèñèìî îò âèäîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïðèáåãà-
åò ê èñïîëüçîâàíèþ ïðàêòè÷åñêè îäíîãî è òîãî æå íàáîðà ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå áåëêè (ò. å. ñîõðàíÿþùèåñÿ
íåèçìåííûìè â ïðîöåññå ýâîëþöèè) (ðèñ. 5.20) [34]. Ýòîò ñòðåññî-
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âûé ïðîòåîì âêëþ÷àåò ìîëåêóëÿðíûå øàïåðîíû, ðåãóëÿòîðû ïðî-
òåàñîìíîé äåãðàäàöèè áåëêîâ, ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî öèêëà è áåë-
êè, îñóùåñòâëÿþùèå ðåïàðàöèþ ÄÍÊ.

Îòìåòèì, ÷òî ôèðìà Superarray – http://www.superarray.com/  –
ðàçðàáîòàëà íîñèòåëè äëÿ èçó÷åíèÿ 263 ãåíîâ, ðåàãèðóþùèõ íà
ñòðåññîâûå óñëîâèÿ, òîêñè÷íîñòü äåéñòâèÿ ìàëûõ ìîëåêóë, âîç-
íèêíîâåíèå õåìîóñòîé÷èâîñòè è îñîáåííîñòè ìåòàáîëèçìà ëå-
êàðñòâà. Ãåíû îõâàòûâàþò ñèñòåìû ñàìîóíè÷òîæåíèÿ êëåòêè –
àïîïòîçà, êëåòî÷íîãî öèêëà, ðàçëè÷íûõ ïåðåíîñ÷èêîâ ìîëåêóë,
îòâåòà íà ðàçíûå âèäû ñòðåññà, áåëêè òåïëîâîãî øîêà è ðàçëè÷-
íûå øàïåðîíû, òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è ðåãóëÿòîðû, ôåð-
ìåíòû ìåòàáîëèçìà ëåêàðñòâà. Èíôîðìàöèîííûå áþëëåòåíè ôèð-
ìû ñíàáæåíû öèòèðîâàíèåì îáøèðíîé áèáëèîãðàôèè îòíîñè-
òåëüíî êàæäîé ãðóïïû ãåíîâ. Ïðè ñðàáàòûâàíèè ñåíñîðíûõ ìåõà-
íèçìîâ êëåòêè, (à èíäèêàòîðîì ñòðåññà ìîæåò âûñòóïàòü ñòåïåíü
ïîâðåæäåíèÿ ìàêðîìîëåêóë â âèäå èçìåíåíèé â êîíôîðìàöèè
áåëêîâ è ðåäîêñ-ïîòåíöèàëà êëåòêè [34]) óñèëåíèå ôóíêöèè ãåíîâ
ñòðåññîâîãî ïðîòåîìà è äàåò êëåòêå øàíñ âûæèòü ñ ïîìîùüþ òðå-
áóþùèõ âðåìåíè âêëþ÷åíèé ðàçëè÷íûõ àäàïòèâíûõ è ðåïàðàöè-
îííûõ ìåõàíèçìîâ. Êðàòêî ðàññìîòðèì äàííûå èçó÷åíèÿ ñòðåññî-
âîãî ïðîòåîìà êëåòêè.

5.4.1. Ìîëåêóëÿðíûå øàïåðîíû

Èòàê, âûøå îòìå÷åíî, ÷òî äåéñòâèå íà êëåòêó ïîâûøåííûõ
òåìïåðàòóð ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèçèîëîãè÷åñêèìè óñëîâèÿìè ïðè-
âîäèò ê íàêîïëåíèþ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà. Êàê øàïåðîíû îíè
îòâåòñòâåííû çà ñîõðàíåíèå íàòèâíîé êîíôîðìàöèè áåëêîâ,
ïðåäîòâðàùàÿ â êëåòêå èõ áåñïîðÿäî÷íóþ àãðåãàöèþ, è êàê øà-
ïåðîíèíû îíè íåïîñðåäñòâåííî îïðåäåëÿþò ïðàâèëüíîñòü óê-
ëàäêè áåëêîâûõ ìîëåêóë â êëåòêå. Âûäåëÿþò ïÿòü îñíîâíûõ ñå-
ìåéñòâ ýòèõ áåëêîâ: HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 è HSP110/104
[35]. Îíè íàõîäÿòñÿ â ðàçëè÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ êëåòêè è îñî-
áåííî ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîñâÿùåíû òåì áåëêàì
ýòîãî êëàññà, êîòîðûå ëîêàëèçîâàíû â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðå-
òèêóëóìå (ER) êëåòêè. Îíè îòíîñÿòñÿ ê ñåìåéñòâàì HSP70 è
HSP90 è èõ îñîáåííîñòü ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè íàêàïëèâàþòñÿ â
êëåòêå â óñëîâèÿõ ãëþêîçíîãî ãîëîäàíèÿ. Îòñþäà îíè ïîëó÷èëè
íàçâàíèå GRP-áåëêîâ (glucose-related proteins). Íàèáîëåå èçó÷åíû
áåëêè GRP94 (gp96), GRP78 è GRP170. Îäíàêî ïîìèìî ãëþêîçû
ôàêòîðàìè èíäóêöèè ýòèõ áåëêîâ ñëóæàò òàêæå îêèñëèòåëüíûé
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ñòðåññ è âîîáùå ñàìûå ðàçëè÷íûå âèäû ñòðåññà, êîòîðûå, êàê
ïîêàçàíî â ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèÿõ [36], âëèÿþò íà óê-
ëàäêó áåëêîâ â ER. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè ïîÿâëåíèè áåëêîâ ñ íà-
ðóøåííîé óêëàäêîé ER ñïîñîáåí âûñòóïàòü â ðîëè êîíòðîëüíîãî
ïóíêòà (÷åêïîéíòà – checkpoint) ïîðÿäêà â êëåòêå è ñåíñîðà êëå-
òî÷íîãî ñòðåññà, â ïåðâóþ î÷åðåäü âîñïðèíèìàþùåãî âûçûâàå-
ìûå ñòðåññîì èçìåíåíèÿ â ýòîì êîìïàðòìåíòå êëåòêè. Áîëåå
òîãî, ER äîëæåí îáëàäàòü òàêæå ýôôåêòîðíûì ìåõàíèçìîì, ëè-
áî ïðèíèìàþùèì ìåðû ïî çàùèòå êëåòêè è ëèêâèäàöèè ýòèõ
èçìåíåíèé, ëèáî ïðè èõ ÷ðåçìåðíîñòè îáðåêàþùèì êëåòêó íà
ñàìîóíè÷òîæåíèå, àïîïòîç. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñâîåì ôóíêöèî-
íèðîâàíèè êëåòêà äîëæíà áûòü èíôîðìèðîâàíà î ñîñòîÿíèè íà-
òèâíîñòè áåëêîâûõ ìîëåêóë è ñòåïåíè èõ âîçìîæíûõ íàðóøå-
íèé. Ýòî ïðîèñõîäèò ñ ïîìîùüþ ñèãíàëèíãà, êîòîðûé ïîëó÷èë
íàçâàíèå îòâåòà íà íàðóøåíèå óêëàäêè áåëêîâ – UPR (unfolded
protein response). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ñòðåññå ïîâûøàåòñÿ óðî-
âåíü ñèíòåçà 12 áåëêîâ ER-êîìïàðòìåíòà. Çíà÷èòåëüíàÿ èõ ÷àñòü
ïðåäñòàâëåíà áåëêàìè, îòâåòñòâåííûìè çà óêëàäêó áåëêîâûõ ìî-
ëåêóë, ÷òî è ÿâëÿåòñÿ çàäà÷åé, ðåøàåìîé òàêèìè ìîëåêóëàìè,
êàê øàïåðîíû. Ïðèíöèï àêòèâàöèè èõ ãåíîâ ïðè ñòðåññå óäà-
ëîñü óñòàíîâèòü ïðè ðàáîòå ñ êëåòêàìè äðîææåé. Â ýòîì ñëó÷àå â
ïðîìîòîðàõ ãåíîâ øàïåðîíîâ áûë èäåíòèôèöèðîâàí ýëåìåíò
UPRE, îòâå÷àþùèé íà UPR-ñèãíàë, è ýòî ïîìîãëî îõàðàêòåðè-
çîâàòü êîìïîíåíòû ïóòè ïåðåäà÷è UPR-ñèãíàëà.

Ïðè ðàáîòå è ñ êëåòêàìè äðîææåé, è âûñøèõ ýóêàðèîò îáíà-
ðóæåíî òðè òèïà ñåíñîðîâ, âîñïðèíèìàþùèõ ñòðåññîâîå ñîñòîÿ-
íèå ER. Îíè îïðåäåëÿþò òðè âåòâè ïåðåäà÷è UPR-ñèãíàëà è
ïðåäñòàâëåíû òàêèìè òðàíñìåìáðàííûìè áåëêàìè, êàê êèíàçû
IRE1 (inositol-requiring enzyme), PERK (êèíàçà, àêòèâèðóåìàÿ äâó-
ñïèðàëüíîé ÐÍÊ) è ATF6 (activating transcription factor 6) (ðèñ. 5.11,
ñì. âêëåéêó).

Ïåðâûå äâå êèíàçû îòíîñÿòñÿ ê ìåìáðàííûì áåëêàì I òèïà,
îíè ïåðåñåêàþò ìåìáðàíó îäèí ðàç òàê, ÷òî NH2-êîíåö íàõîäèòñÿ ñ
âíåøíåé ñòîðîíû ìåìáðàíû, à ÑÎÎÍ-êîíåö – ñ åå âíóòðåííåé
ñòîðîíû. Â ñëó÷àå ìåìáðàííûõ áåëêîâ II òèïà ýòà ñèòóàöèÿ ïðÿìî
ïðîòèâîïîëîæíà. Êèíàçà ATF6 – ýòî ìåìáðàííûé áåëîê II òèïà,
Ñ-êîíåö êîòîðîãî âûãëÿäûâàåò â ïðîñâåò ER, à îòðåçàåìûé âî âðå-
ìÿ ñòðåññà îò ñåíñîðà öèòîçîëüîðèåíòèðîâàííûé N-êîíåö îïðåäå-
ëÿåò îáðàçîâàíèå àêòèâíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, ñîäåð-
æàùåãî ëåéöèíîâóþ çàñòåæêó-ìîëíèþ, âàæíóþ ïðè àêòèâèðîâàíèè
ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ [36, 37]. Ñõåìà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñåíñî-
ðîâ ñòðåññà ER ïîêàçàíà íà ðèñ. 5.11 [38].
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Ïðè èçó÷åíèè êèíàçû IRE1 áûë ðàñêðûò ìåõàíèçì íåîáû÷-
íîãî ñïëàéñèíãà, àêòèâèðóþùåãîñÿ òîëüêî ïðè ñòðåññå, â ðåçóëü-
òàòå êîòîðîãî ñîçäàåòñÿ îñîáûé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð,
îáåñïå÷èâàþùèé ñ÷èòûâàíèå ãåíîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ëèêâèäà-
öèè ñòðåññà. Äîìåí ýòîé êèíàçû, âûñòóïàþùèé â ïðîñâåò ER, â
óñëîâèÿõ íîðìû ñâÿçûâàåò øàïåðîí Bip, áàçàëüíûé óðîâåíü êî-
òîðîãî èìååòñÿ â êëåòêå, è ýòî äåëàåò êèíàçó íåàêòèâíîé. Ïðè
íàðàñòàíèè â êëåòêå êîëè÷åñòâà íåñòðóêòóðèðîâàííûõ áåëêîâ
ïðè ñòðåññå øàïåðîí ïîêèäàåò êèíàçó, è îíà ìîæåò àêòèâèðî-
âàòüñÿ çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ ãîìîäèìåðà. Äðóãîé êèíàçíûé äîìåí
â öèòîïëàçìå ôîñôîðèëèðóåò in trans ñîîòâåòñòâóþùèå ñàéòû
ýòîé êèíàçû, îáðàçóþùåé äèìåð ïðè ñòðåññå. Ïðè ýòîì àêòèâè-
ðóåòñÿ Ñ-êîíöåâîé äîìåí êèíàçû, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ñïå-
öèàëüíóþ ýíäîíóêëåàçó, ñïîñîáíóþ ðàçðåçàòü ïðåäøåñòâåííèê
ìÐÍÊ, êîòîðûé êîäèðóåò ó äðîææåé ýòîò îñîáûé òðàíñêðèïöè-
îííûé ôàêòîð Hac1 (ó ÷åëîâåêà ýòî ôàêòîð XBP1). Ïîñëå ðàçðå-
çàíèÿ è ñøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî ôåðìåíòà ìÐÍÊ
ñòàíîâèòñÿ òðàíñëÿöèîííî ñïîñîáíîé. Ýòî ïðîèñõîäèò òîëüêî
ïðè ñòðåññå è â íîðìå òàêîé ïðåäøåñòâåííèê íèêîãäà íå òðàíñ-
ëèðóåòñÿ. Ñèíòåçèðîâàííûé â óñëîâèÿõ ñòðåññà Hac1 óçíàåò
UPRE è ñòèìóëèðóåò ýêñïðåññèþ íóæíûõ ãåíîâ. Ó ÷åëîâåêà ýòà
òåìà èìååò ñâîè âàðèàöèè, îïèñàííûå â îáçîðå [39]. Áîëåå òîãî,
êèíàçà IRE1 ìîæåò îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ñ òàêîé ìîëåêóëîé,
êàê ôàêòîð 2, àññîöèèðîâàííûé ñ ðåöåïòîðîì öèòîêèíà TNF
(tumor necrosis factor) – TRAF2. Ýòîò êîìïëåêñ ñïîñîáåí àêòèâè-
ðîâàòü êèíàçó JNK, âàæíóþ äëÿ âûæèâàíèÿ êëåòêè.

Èòàê, øàïåðîíû, èíäóöèðóþùèåñÿ ïðè ñòðåññå â òàêîì âàæ-
íîì êîìïàðòìåíòå êëåòêè, êàê ER ÿâëÿþòñÿ ñðåäñòâîì áîðüáû
êëåòêè çà âûæèâàíèå, êîòîðîìó ñïîñîáñòâóåò ýôôåêòèâíîå èñ-
ïðàâëåíèå ïðîñòðàíñòâåííûõ äåôåêòîâ â áåëêàõ [40]. Îäíàêî ýòà
áîðüáà ìîæåò ñòàòü çíà÷èòåëüíî ëåã÷å, åñëè óìåíüøèòü â êëåòêå
îáúåìû ñèíòåçà áðàêîâàííûõ ìîëåêóë. Ýòî âîçìîæíî ñ ïîìî-
ùüþ ïîäàâëåíèÿ ïðîöåññîâ òðàíñëÿöèè â ñëó÷àå èíàêòèâàöèè çà
ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè eIF2α,
ÿâëÿþùåãîñÿ ÷ëåíîì óêàçàííîãî ñåìåéñòâà êèíàç. Îáùåå ñíè-
æåíèå ñêîðîñòè òðàíñëÿöèè áåëêîâ â óñëîâèÿõ ôîñôîðèëèðî-
âàííîãî eIF2α íå ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ íà òàêóþ ìîëåêóëó, êàê
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ATF4, ñåëåêòèâíî íàêàïëèâàþùèéñÿ
â ñòðåññîâûõ êëåòêàõ. Ýòîò ôàêòîð àêòèâèðóåò ýêñïðåññèþ ñïå-
öèàëüíîãî ãåíà CHOP (C-EBP homologous protein), àêòèâíîñòü êî-
òîðîãî ñâÿçàíà ñ îòâåòîì êëåòêè íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, à òàêæå
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ãåíà øàïåðîíà Bip. Ñêëàäûâàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî êëåòêà ðåøà-
åò çàäà÷ó ïðèâåäåíèÿ â áîåâóþ ãîòîâíîñòü êàê ìîæíî áîëüøå
ñâîèõ ñðåäñòâ çàùèòû, òàê êàê â óñëîâèÿõ ñòðåññà íàáëþäàåòñÿ
òàêæå ïåðåõîä ôàêòîðà ATF6 èç ER â àïïàðàò Ãîëüäæè, ãäå èç-
âåñòíûå site-1- è site-2-ïðîòåàçû îáðåçàþò ýòó ìîëåêóëó òàê, ÷òî
îíà ñòàíîâèòñÿ àêòèâíîé. Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêå ñîçäàåòñÿ ñè-
òóàöèÿ óñèëåííîãî äåéñòâèÿ ñîâìåñòíî äâóõ àêòèâíûõ ôàêòî-
ðîâ – ATF4 + ATF6. Âñå ýòî íåîáõîäèìî äëÿ òîãî, ÷òîáû ãàðàí-
òèðîâàòü îáåñïå÷åíèå êëåòêè îñîáûì ñòðåññîâûì òðàíñêðèïöè-
îííûì ôàêòîðîì âíà÷àëå â âèäå äëèííîãî íåàêòèâíîãî ïðîäóê-
òà, êîòîðûé ïåðåéäåò â êîðîòêóþ àêòèâíóþ ôîðìó â ðåçóëüòàòå
ñïëàéñèíãà êàê îïèñàíî âûøå. Âñåãäà ëè êëåòêà ìîæåò âûéòè èç
ñòðåññîâîãî ñîñòîÿíèÿ? Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî âîç-
ìîæíîñòü ñâÿçè êèíàçû IRE1 ñ ôàêòîðîì TRAF2 è àêòèâàöèÿ
êèíàçû JNK, à òàêæå óñèëåíèå òðàíñêðèïöèè ãåíà CHOP, ôóíê-
öèîíèðóþùåãî êàê èíãèáèòîð àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà Bcl2,
è àêòèâàöèÿ êàñïàç 7 è 12 èíôîðìèðóþò êëåòêó î ãëóáîêîì è
äëèòåëüíîì ñòðåññîâîì âîçäåéñòâèè, ÷òî è âêëþ÷àåò ïðîãðàììó
çàïðîãðàììèðîâàííîé ñìåðòè êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, UPR –
ýòî ñèãíàëèíã è íà æèçíü, è íà ñìåðòü êëåòêè, âñå çàâèñèò îò
äëèòåëüíîñòè âîçíèêøåãî ñèãíàëà.

Îòìåòèì òàêæå, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ñèíòåçà áåëêîâ â ñëó÷àå
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè âëå÷åò çà
ñîáîé äåôèöèò â êëåòêå áåëêîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïðîòåêàíèå
êëåòî÷íîãî öèêëà, â ÷àñòíîñòè áåëêà, öèêëèí D1. Åãî äåôèöèò
îñòàíàâëèâàåò êëåòî÷íûé öèêë íà ñòàäèè ôàçû G1 è, ñëåäîâà-
òåëüíî, â îðãàíèçìå íå óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê, íàõî-
äÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ñòðåññà. Òàêèì îáðàçîì, UPR-ñèãíàëèíã
îáåñïå÷èâàåò çàùèòíóþ ôóíêöèþ íà óðîâíå íå òîëüêî êëåòêè,
íî è îðãàíèçìà.

Èçó÷åíèå UPR-ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà òàêæå ñòàâèò ïðîáëåìó
âàæíîñòè ïåðñîíàëüíîé ìåäèöèíû è êîíòðîëÿ íàä ðàáîòîé ýòîãî
ñèãíàëèíãà è ðåçóëüòèðóþùèì ïîâåäåíèåì êëåòêè ïðè ïðèìåíå-
íèè òîãî èëè èíîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàðñòâà.

Èòàê, ñòðåññîâîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêó, ñ íåèçáåæíîñòüþ
íàðóøàþùåå â íåé óêëàäêó áåëêîâ, ìîæåò áûòü íåéòðàëèçîâàíî
òàêèìè åå ïîòåíöèÿìè, êàê ôóíêöèîíèðîâàíèå øàïåðîíîâ, îñ-
òàíîâêà ñèíòåçà áåëêîâ, à òàêæå ñ ïîìîùüþ òàêîãî ïðèåìà, êàê
îñâîáîæäåíèå êëåòêè îò èñïîð÷åííûõ è îòñëóæèâøèõ áåëêîâ çà
ñ÷åò èõ äåãðàäàöèè. Íåäàâíî óñòàíîâëåí ìåõàíèçì òàêîé äåãðà-
äàöèè, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ñïåöèàëüíîãî ìîëåêóëÿð-
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íîãî óñòðîéñòâà, ïîëó÷èâøåãî íàçâàíèå ïðîòåàñîìû è îáñëóæè-
âàþùåãî åãî àïïàðàòà. Îäíàêî îòêðûòèå òàêîé ïîòåíöèè êëåòêè,
êàê ïðîòåàñîìíàÿ äåãðàäàöèÿ áåëêîâ ïîçâîëèëî ðàñêðûòü îñíî-
âîïîëàãàþùåå çíà÷åíèå ýòîé êëåòî÷íîé ñèñòåìû ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ íå òîëüêî â î÷èñòèòåëüíûõ öåëÿõ, íî, î÷åâèäíî, â ïåðâóþ
î÷åðåäü, êàê ìîùíîãî è óíèâåðñàëüíîãî ðåãóëÿòîðà ýëåìåíòàð-
íûõ ïðîöåññîâ êëåòêè, èáî ýòà ñèñòåìà íàäåëåíà ñïîñîáíîñòüþ
îïðåäåëÿòü, áóäåò ëè â êëåòêå äåéñòâîâàòü òî èëè èíîå íà÷àëî,
èëè îíî ñî âñåìè âûòåêàþùèì èç ýòîãî ïîñëåäñòâèÿìè áóäåò
èçúÿòî èç îáðàùåíèÿ [41]. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ìåõàíèçì ïðî-
òåàñîìíîé äåãðàäàöèè áåëêîâ.

5.4.2. Î ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè áåëêîâ

Ñ ñàìûõ ðàííèõ ýòàïîâ ðàçâèòèÿ áèîõèìèè ñ÷èòàëîñü, ÷òî
íåíóæíûå êëåòêå áåëêè ðàçðóøàþòñÿ äî îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîò
ñ ïîìîùüþ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â îðãà-
íåëëàõ êëåòêè, êîòîðûå íàçûâàþòñÿ ëèçîñîìàìè. Îäíàêî ëèçî-
ñîìû íå ñîäåðæàò òàêèå êëåòêè, êàê íåçðåëûå ýðèòðîöèòû – ðå-
òèêóëîöèòû, íî â íèõ âñå ðàâíî ïðîèñõîäèò äåãðàäàöèÿ áåëêîâ,
çàâèñÿùàÿ îò ÀÒÔ. Ñëåäîâàòåëüíî, ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå áèî-
õèìè÷åñêèå ïóòè, ïðèâîäÿùèå ê äåãðàäàöèè áåëêîâ. Èçó÷åíèå
ýòèõ ïóòåé óâåí÷àëîñü áîëüøèì óñïåõîì, îòìå÷åííûì Íîáåëåâ-
ñêîé ïðåìèåé, ïðèñóæäåííîé â 2004 ã. A. Ciechanover, A. Her-
shko è I. Rose. Èñõîäíûì ìîìåíòîì â îòêðûòèè íîâîé, ðàíåå
íåèçâåñòíîé îäíîé èç ñóùåñòâóþùèõ ñèñòåì äåãðàäàöèè îòðàáî-
òàííûõ è èñïîð÷åííûõ áåëêîâ ñòàëî îáíàðóæåíèå ïðè èçó÷å-
íèè ìîäèôèêàöèé ìîëåêóë ãèñòîíîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ äâóìÿ
N-êîíöàìè. Ýòîò ôàêò íàøåë îáúÿñíåíèå, çàêëþ÷àþùååñÿ â òîì,
÷òî ìîëåêóëà ãèñòîíà â îïðåäåëåííûõ ñëó÷àÿõ êîâàëåíòíî ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ òàêèì âåçäåñóùèì áåëêîì èç 76 àìèíîêèñëîò, êàê óáèê-
âèòèí, ôóíêöèÿ êîòîðîãî â êëåòêå îñòàâàëàñü íåèçâåñòíîé. Âñêî-
ðå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óáèêâèòèí èñïîëüçóåòñÿ êàê ìåòêà äëÿ
òåõ ìîëåêóë, êîòîðûå äîëæíû áûòü ðàçðóøåíû. Cëåäîâàòåëüíî,
ïðåäñòîÿëî âûÿñíèòü, êàê èäåò óçíàâàíèå ýòèõ áåëêîâ, êàê ïðè-
êðåïëÿåòñÿ ê íèì ìåòêà, êàê îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðîöåññ äåãðàäàöèè
ìå÷åíûõ áåëêîâ, è êàêèå ïîñëåäñòâèÿ äëÿ êëåòêè ìîãóò èìåòü
ñáîè â ðàáîòå ýòîé ñèñòåìû.

Âûÿñíåíèå ïóòè îáðàçîâàíèÿ â êëåòêå óáèêâèòèðîâàííîãî
òîãî èëè èíîãî áåëêîâîãî ñóáñòðàòà ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü ñòó-
ïåí÷àòûé õàðàêòåð îáðàçîâàíèÿ òàêîãî ïðîäóêòà. Âíà÷àëå óáèê-
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âèòèí àêòèâèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî óáèêâèòèíàêòèâè-
ðóþùåãî ôåðìåíòà Å1. Îí ãèäðîëèçóåò ÀÒÔ è îáðàçîâàâøèéñÿ
àäåíèëàò ïðèñîåäèíÿåòñÿ ê ìîëåêóëå óáèêâèòèíà (ðèñ. 5.12, à)
[42]. Àêòèâèðîâàííûé óáèêâèòèí ñâÿçûâàåòñÿ ñ öèñòåèíîâûì
îñòàòêîì àêòèâíîãî öåíòðà Å1, êîòîðûé â ýòî æå âðåìÿ àêòèâè-
ðóåò âòîðóþ ìîëåêóëó óáèêâèòèíà, îáðàçóÿ öåïü èç ýòèõ ìîëåêóë.
Çàòåì àêòèâèðîâàííûé óáèêâèòèí ïåðåíîñèòñÿ ñ ôåðìåíòà Å1 íà
öèñòåèíîâûé îñòàòîê ôåðìåíòà Å2 – UBC-ubiquitin-conjugating
enzyme. Ñ ýòîé ïðîìåæóòî÷íîé ñòàäèè îáðàáîòàííàÿ ìîëåêóëà
óáèêâèòèíà ïåðåíîñèòñÿ íà òðåòèé ôåðìåíò Å3-óáèêâèòèíëèãàçó
(â íàñòîÿùåå âðåìÿ óæå îïèñàíî íåñêîëüêî òàêèõ ôåðìåíòîâ)
[41]. Ýòîò ôåðìåíò óçíàåò ðàçëè÷íûå áåëêîâûå ñóáñòðàòû è ïðè-
ñîåäèíÿåò ê íèì ïîëèóáèêâèòèíîâûå öåïè, âîñïðèíèìàåìûå â
êëåòêå êàê ñèãíàë ê äåãðàäàöèè áåëêà. Èçó÷åííûå â íàñòîÿùåå
âðåìÿ óáèêâèòèíëèãàçû ñîñòàâëÿþò ÷åòûðå ñåìåéñòâà, óçíàþùèå
ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêè. Ïåðâîå èç íèõ óçíàåò áåëêè ñîãëàñíî
ïðàâèëó N-êîíöà [43]. (Îäíè áåëêè ñ õàðàêòåðíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ ýòîãî êîíöà æèâóò äîëüøå, äðóãèå – êîðî÷å.) Âòîðîå
ñåìåéñòâî ëèãàç óçíàåò áåëêè, ñîäåðæàùèå äîìåí HECT (íàïðè-
ìåð, áîëüøàÿ ñóáúåäèíèöà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II, îíêîñóïðåññîð
p53 è äð.). Òðåòüå è ÷åòâåðòîå ñåìåéñòâî ýòèõ ëèãàç óçíàþò ðàç-
ëè÷íûå ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî öèêëà, îïðåäåëÿÿ âðåìÿ æèçíè è
ôóíêöèîíèðîâàíèå ýòèõ ìîëåêóë â êëåòêå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ áåëêîâîé äåãðàäàöèè íåîáõî-
äèìî ïðèñîåäèíåíèå ê áåëêó îñîáî äëèííîé öåïè èç ìîëåêóë
óáèêâèòèíà. Òàêàÿ öåïü îáðàçóåòñÿ ïîä äåéñòâèåì ñïåöèàëüíîãî
ôåðìåíòà, íàçâàííîãî Å4 [44].

Êàê ïðîèñõîäèò óçíàâàíèå ñóáñòðàòîâ, ïîäëåæàùèõ óáèêâè-
òèðîâàíèþ? Îñíîâíîé äåéñòâóþùåé ñèëîé òàêîãî óçíàâàíèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûé ìîòèâ ñóáñòðàòà [41]. Îí ìîæåò áûòü çàïè-
ñàí â ñòðóêòóðå ìîëåêóëû äàííîãî áåëêà èçíà÷àëüíî (N-end rule)
è äî îïðåäåëåííîé ïîðû è ñèòóàöèè â êëåòêå ìîæåò áûòü ìàñêè-
ðîâàí ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè. À ìîæåò ñîçäàâàòüñÿ âíîâü çà ñ÷åò
ðàçëè÷íûõ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé. Èçâåñòíî, ÷òî
ôîñôîðèëèðîâàíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ ñàéòîâ äëÿ ìíîãèõ áåëêîâ
ñëóæèò ñèãíàëîì ê èõ äåãðàäàöèè. ßñíî, ÷òî òàêîå ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå òàêæå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì àêòèâàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ
áèîõèìè÷åñêèõ ïóòåé è òðàíñäóêöèè ñïåöèàëüíûõ ñèãíàëîâ, íå-
îáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà êëåòêè. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî ïðè ðåãóëÿöèè ïðîöåññà äåãðàäàöèè áåëêîâ òàêæå âîç-
ìîæíî äâîÿêîå ïðî÷òåíèå ñèãíàëà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ: óñòàíîâ-
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ëåíû ñëó÷àè, êîãäà ýòà ìîäèôèêàöèÿ áåëêà, íàïðîòèâ, ñëóæèò
çíàêîì äëÿ ýôôåêòîðíûõ ñèñòåì ê çàïðåòó äåãðàäàöèè. Ïîèñòè-
íå ïîðàæàåò óðîâåíü ðàçíîîáðàçèÿ, äîñòèãàåìîãî â áèîëîãèè.

Åùå îäíèì ôàêòîðîì óçíàâàíèÿ áåëêà, îáðåêàåìîãî íà äå-
ãðàäàöèþ, ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå â åãî ìîëåêóëå ñïåöèàëüíîãî ó÷àñò-
êà, íàçâàííîãî ó÷àñòêîì ðàçðóøåíèÿ (destruction box). Îáû÷íî îí
ñîñòàâëÿåò îïðåäåëåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 9 àìèíîêèñëîò,
ïîÿâëåíèå ôîñôàòíûõ ãðóïï â êîòîðîé îïðåäåëÿåò ñóäüáó ýòîãî
áåëêà.

Èòàê, áåëîê, ïðîøåäøèé âñå ñòàäèè óáèêâèòèðîâàíèÿ è ïî-
ëó÷èâøèé ïîëèóáèêâèòèíîâóþ ìåòêó (âîçìîæåí ìîíîâàðèàíò),
äîëæåí áûòü ðàçðóøåí. Êàê ýòî ïðîèñõîäèò? Ïðè èçó÷åíèè ïðî-
äóêòîâ ñåäèìåíòàöèè ìàòåðèàëà ÿäåðíîãî è öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ïîëó÷åíû ñïåöèàëüíûå îáëàäàþùèå ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòüþ êîìïëåêñû, êîòîðûå â ïîëíîñòüþ ñîáðàí-
íîì âèäå ïîëó÷èëè íàçâàíèå 26S-ïðîòåàñîì (700 êÄà, 28 ñóáúå-
äèíèö). Ïðè ðàçäåëåíèè ýòîé ñòðóêòóðû íà ñîñòàâëÿþùèå áûëè
èäåíòèôèöèðîâàíû öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü – 20S è äâå ïåðèôåðè÷å-
ñêèå ñòðóêòóðû – 19S (îáíàðóæåíû òàêæå è 11S-êîìïëåêñû),
îõâàòûâàþùèå 20S ñíèçó è ñâåðõó (ðèñ. 5.12, á).

Öåòðàëüíàÿ ÷àñòü – ýòî ïðîòåîëèòè÷åñêèé öåõ, ñîñòîÿùèé èç
íàëîæåííûõ äðóã íà äðóãà ÷åòûðåõ êîëåö. Íàðóæíûå êîëüöà
ñëîæåíû èç ñòðóêòóðíûõ α-ñóáúåäèíèö, âíóòðåííèå – èç β-êà-
òàëèòè÷åñêèõ ñóáúåäèíèö ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ. Öåí-
òðàëüíàÿ ÷àñòü óñòðîåíà â âèäå ïîëîñòè, êóäà è ïîïàäàþò íà ïå-
ðåðàáîòêó ìîëåêóëû áåëêîâ, îñâîáîäèâøèñü ïðåäâàðèòåëüíî îò
óáèêâèòèíîâûõ ìåòîê, ñïîñîáíûõ èñïîëüçîâàòüñÿ ïîâòîðíî. Ïî-
ëîñòü çàêðûòà êðûøêîé èç 19S, â êîòîðîé èìååòñÿ ðåöåïòîð,
ñâÿçûâàþùèé óáèêâèòèí. Íàëè÷èå â ýòîì êîìïëåêñå çíà÷èòåëü-
íîé ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè äàåò âîçìîæíîñòü îáðàçîâûâàòü îò-
âåðñòèÿ, ÷åðåç êîòîðûå ïîëèìåðû ìîãóò ïîïàäàòü â ïîëîñòü è
âûõîäèòü èç íåå ïîñëå ïåðåðàáîòêè â âèäå ôðàãìåíòîâ.

Âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè èìååò êîí-
ôîðìàöèÿ áåëêà: ìîæåò ëè â ïîëîñòü ïîïàñòü ìîëåêóëà ñ íåíà-
ðóøåííîé óêëàäêîé (ïðîöåññ äâèæåíèé òàêèõ áåëêîâ íàçûâàåòñÿ
òðàíñëîêàöèåé è åùå íåÿñíî êàê áåëêè äîñòàâëÿþòñÿ ê ïðîòåà-
ñîìå) èëè ïðîñòðàíñòâåííàÿ óêëàäêà áåëêà äîëæíà áûòü íàðó-
øåíà. Ýòîò âîïðîñ èçó÷àåòñÿ, íî î÷åâèäíî, ÷òî ïðîòåàñîìû ìî-
ãóò ðàáîòàòü â äâóõ ðåæèìàõ. Îäèí èç íèõ – ýòî ñïîñîáíîñòü íà
âõîäå îáðàáàòûâàòü êðóïíûå áåëêè è íà âûõîäå äàâàòü êðóïíûå
ôðàãìåíòû. Ýòè ïîñëåäíèå ïðè âòîðîì ðåæèìå ðàáîòû óçíàþòñÿ
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÷àñòèöàìè 11S è ïåðåðàáàòûâàþòñÿ äî îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîò
êàê ñòðîèòåëüíîãî ìàòåðèàëà è äî îëèãîïåïòèäîâ. (Òàêèå ïðåä-
âàðèòåëüíî ôðàãìåíòèðîâàííûå ìîëåêóëû áåëêîâ íóæíû äëÿ
ìàðêåðíîé çàãðóçêè èììóííîãî êîìïëåêñà MHC1, íåîáõîäèìîãî
äëÿ óçíàâàíèÿ îðãàíèçìîì ñâîèõ è ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ.)

Âàæíîñòü óáèêâèòèíîâîé ñèñòåìû äåãðàäàöèè äëÿ æèçíåäåÿ-
òåëüíîñòè êëåòêè äåìîíñòðèðóåò òàêæå òîò ôàêò, ÷òî, î÷åâèäíî,
âî èçáåæàíèå îøèáîê ïðè âíåñåíèè ðàçðóøèòåëüíûõ ìåòîê â
áåëêè ïðèðîäà ïîøëà ïî òàêîìó ïóòè, ÷òîáû çàíÿòü ìåñòî ïðè-
êðåïëåíèÿ ê áåëêó óáèêâèòèíà íåêîé ïîäîáíîé ìîëåêóëîé, êî-
òîðàÿ, îäíàêî, íå ïîçâîëèò íàïðàâèòü òàêîé áåëîê íà ïåðåðàáîò-
êó â ïðîòåàñîìó. Áîëåå ïîäðîáíûå äàííûå îá óáèêâèòèíïîäîá-
íûõ áåëêàõ ïðåäñòàâëåíû â îáçîðå [40]. Çäåñü â êà÷åñòâå ïðèìåðà
ïðèâåäåì ãîìîëîã óáèêâèòèíà áåëîê SUMO1 – small ubiquitin-
related modifier. Ñðåäè áåëêîâ ÿäåðíîé ïîðû (nuclear pore comp-
lex – NPC) åñòü îáëàäàþùèé ÃÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ áåëîê, íå-
îáõîäèìûé äëÿ òðàíñïîðòà â ÿäðî íóæíûõ áåëêîâ è ðèáîíóêëåî-
ïðîòåèíîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû îñóùåñòâëÿëàñü ðåãóëÿöèÿ öèêëà
ÃÒÔ/ÃÄÔ ïðè ðàáîòå ýòîãî áåëêà, íåîáõîäèìî ïðèâëå÷åíèå ê
ÿäåðíîé ïîðå äðóãîãî áåëêà, êîòîðûé äîëæåí áûòü îáÿçàòåëüíî ìî-
äèôèöèðîâàí ñ ïîìîùüþ SUMO1 [40]. Òàêèì îáðàçîì, ïðèíöèï
óáèêâèòèíîâîé ìåòêè èìååò øèðîêèå ôóíêöèîíàëüíûå ãðàíèöû,
ðàñïðîñòðàíÿþùèåñÿ îò ðåãóëÿöèè âðåìåíè æèçíè áåëêîâ äî îï-
òèìèçàöèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ áèîõèìè÷åñêèõ ïóòåé.

Èòàê, ïðîòåàñîìíàÿ äåãðàäàöèÿ áåëêîâ – ýòî ìîùíîå ñðåä-
ñòâî ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà êëåòêè çà ñ÷åò ýôôåêòèâíîé ðåãó-
ëÿöèè íà óðîâíå êëåòêè òîãî èëè èíîãî ïðîöåññà, îïðåäåëÿþ-
ùåãî åå æèçíåñïîñîáíîñòü. Îäíèì èç ôàêòîðîâ äîñòèæåíèÿ òà-
êîé ýôôåêòèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ ïðîòåàñîìíûé êîíòðîëü ôóíêöèè
ðÿäà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (FOX1, YB1, PAX3, Keap1),
îïðåäåëÿþùèõ êàðòèíó àêòèâíîñòè òåõ èëè èíûõ ãåíîâ â íóæíîå
âðåìÿ æèçíè êëåòêè. ßñíî, ÷òî âîçìîæíîñòü óïðàâëåíèÿ ïîâåäå-
íèåì êëåòêè ñ ïîìîùüþ ïðîöåññà áåëêîâîé äåãðàäàöèè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ýëåìåíòîâ îòäåëüíûõ ïðîöåññîâ òðåáóåò óìåíèÿ ñäâè-
ãàòü òàêóþ áèîäåãðàäàöèþ â ñòîðîíó êàê âûêëþ÷åíèÿ, óòðàòû
ôóíêöèè ýòîé ñèñòåìû, òàê è óñêîðåíèÿ è óâåëè÷åíèÿ ìàñøòà-
áîâ ðàáîòû ýòîé ñèñòåìû. Îêàçàëîñü, ÷òî íàáëþäàåòñÿ åñòåñòâåí-
íàÿ ìîäóëÿöèÿ ïðîòåàñîìíîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ýòî
çàâèñèò îò óïðàâëåíèÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîãî öåõà ñî ñòîðîíû äâóõ
ïðîòåàñîìíûõ ðåãóëÿòîðîâ. Îíè ïðåäñòàâëåíû êîìïëåêñàìè 19S
è 11S, èëè ÐÀ700 è ÐÀ28. Ðåãóëÿòîðíàÿ ôóíêöèÿ ýòèõ êîìïëåê-
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ñîâ èíòåíñèâíî èçó÷àåòñÿ [45–51]. Âàæíîñòü èçó÷åíèÿ çàêëþ÷à-
åòñÿ â òîì, ÷òî íàáëþäàåìûå ïðèðîäíûå ñáîè ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ïðîòåàñîì ñòàíîâÿòñÿ ïðè÷èíîé ìíîãèõ çàáîëåâàíèé, âêëþ-
÷àÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûå áîëåçíè è ðàê. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðàêå
êðîâè óðîâåíü ïðîòåàñîì â ñûâîðîòêå êðîâè çíà÷èòåëüíî ïîâû-
øàåòñÿ. Î÷åâèäíî, ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ íàðóøàåòñÿ ðåãóëèðóåìàÿ
äåãðàäàöèÿ áåëêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà è áåëêîâ, íàïðàâëÿþùèõ
êëåòêó ïî ïóòè àïîïòîçà. Ïðè èíãèáèðîâàíèè æå ïðîòåàñîì ñ
ïîìîùüþ èíãèáèòîðà áîðòåçîìèáà (Velcade) íàáëþäàëñÿ åãî
àíòèðàêîâûé òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò. Îêàçàëîñü, ÷òî áîðòåçî-
ìèá ìîæåò àêòèâèðîâàòü ïîäàâëåííóþ â çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòêàõ
ñèñòåìó àïîïòîçà, àêòèâèðóÿ ïóòü, íà êîòîðîì äåéñòâóåò êèíàçà ð38
[48], à òàêæå ñíèæàÿ óðîâåíü ôîôñîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû Akt êàê îñ-
íîâíîãî ôàêòîðà, íàïðàâëÿþùåãî êëåòêó ïî ïóòè âûæèâàíèÿ [49].
Îäíàêî òåðàïèÿ ñ ïîìîùüþ áîðòåçîìèáà ñòàíîâèòñÿ íåýôôåêòèâíîé
âñëåäñòâèå âîçíèêíîâåíèÿ ìóòàöèé â ãåíàõ, êîäèðóþùèõ êîìïîíåí-
òû ïðîòåàñîì. Îäíèì èç òàêèõ ãåíîâ îêàçàëñÿ àìïëèôèöèðóþùèéñÿ
ãåí ñóáúåäèíèöû β5 – PSMB5 [50].

Ïîñêîëüêó òàêîé âàæíûé ïðîöåññ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè,
êàê êëåòî÷íûé öèêë äåëåíèÿ, ïðåäñòàâëåííûé èñïîëíèòåëüíûìè
è ðåãóëÿòîðíûìè ìåõàíèçìàìè, çàâèñèò îò ðàáîòû óáèêâèòèíî-
âîé ñèñòåìû äåãðàäàöèè áåëêîâ, êðàòêî îñòàíîâèìñÿ íà ðàñ-
ñìîòðåíèè âîïðîñà îá àêòèâíîñòè ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà
è èõ ðîëè â ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà êëåòêè.
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Ã Ë À Â À  6

ÊÎÍÒÐÎËÜ ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÖÈÊËÀ
È ÆÈÇÍÅÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜ ÊËÅÒÊÈ

ÏÐÈ ÄÅÉÑÒÂÈÈ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÅÑÊÈÕ
ËÅÊÀÐÑÒÂ

Ýòî îäíà èç íàèáîëåå èíòåíñèâíî èçó÷àåìûõ ïðîáëåì ñîâðå-
ìåííîé áèîëîãèè, äîñòèæåíèÿ â èçó÷åíèè êîòîðîé îòìå÷åíû â
2001 ã. Íîáåëåâñêîé ïðåìèåé, ïðèñóæäåííîé L. Hartwell, P. Nurse
è T. Hunt. Ïîëó÷åííàÿ èíôîðìàöèÿ øèðîêî ïðåäñòàâëåíà â Èí-
òåðíåòå è îáîáùåíà â ìîíîãðàôèè [1]. Çäåñü îòìåòèì ñëåäóþùåå.

Ðàííèå öèòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîâåäåíèÿ õðîìîñîì
ïðè äåëåíèè êëåòêè âûñøèõ ýóêàðèîò ïîçâîëèëè óñòàíîâèòü
(ðèñ. 6.1.) ðàçëè÷íûå ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà. Ýòî ôàçà G1 (gap
1) – ïåðèîä ðîñòà è ïîäãîòîâêè êëåòêè ê óäâîåíèþ ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà. Ñëåäóþùàÿ ôàçà – S-ïåðèîä ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.
Çàòåì ýòî ôàçû G2 (gap 2) – ïåðèîä ïðîâåðêè áåçîøèáî÷íîñòè
ðåäóïëèêàöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà è Ì – ìèòîç, âêëþ÷àþ-
ùèé ðàñïðåäåëåíèå ïî îäíîé èç äâóõ êîïèé íàáîðà õðîìîñîì
ìåæäó äâóìÿ îáðàçóþùèìèñÿ äî÷åðíèìè êëåòêàìè è îáðàçîâà-
íèå ïåðåãîðîäêè, äåëÿùåé èñõîäíóþ êëåòêó íà äâå äî÷åðíèå
(öèòîêèíåç). (Ìíîãîêëåòî÷íûå îðãàíèçìû ñ èõ ïîðÿäêà 100 000
ìëðä êëåòîê [20] ñîäåðæàò áîëüøîå êîëè÷åñòâî òàêèõ èç íèõ, êàê
ïðàâèëî, âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ, êîòîðûå íå ñïîñîáíû ê
ïðîëèôåðàöèè. Ïîëîìêè â ýòèõ êëåòêàõ, î÷åâèäíî, íå òàê îïàñ-
íû, ïîòîìó ÷òî èõ íåñïîñîáíîñòü ê ðàçìíîæåíèþ ìèíèìèçèðóåò
âðåä, ïðè÷èíÿåìûé îðãàíèçìó, è ñëóæèò êàê áû àëüòåðíàòèâîé
àïîïòîçó. Ñîñòîÿíèå òàêèõ êëåòîê, íå îòëè÷àþùèõñÿ îò òåõ, êî-
òîðûå íàõîäÿòñÿ â ôàçå G1, îáîçíà÷àåòñÿ G0.) Èñïîëüçîâàíèå òà-
êîãî îáúåêòà, êàê äðîææè (îäíîêëåòî÷íûé îðãàíèçì ñ îðãàíèçà-
öèåé, ïðèñóùåé ýóêàðèîòàì, íî ñîäåðæàùèé ëèøü îäíó êîïèþ,
èëè ãàïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì) è âîçìîæíîñòü ìàíèïóëÿöèé ñ
óñëîâíûìè (òåìïåðàòóðî÷óâñòâèòåëüíûìè) ìóòàíòàìè, íåñóùèìè
ïðèìåðíî â ñîòíå ãåíîâ ìóòàöèè, íàðóøàþùèå êëåòî÷íîå äåëå-
íèå cdc (cell division cycle), ïîçâîëèëè èçó÷àòü ïðîöåññû äåëåíèÿ
êëåòêè íà ìåõàíèçìåííîì, ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå. Ïðåæäå âñåãî,
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îñíîâíûìè èãðîêàìè ýòîãî ïðîöåññà ÿâ-
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Ðèñ. 6.1. Ñõåìà êëåòî÷íî-
ãî öèêëà ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêè [http:// nobelprize.
org 2001 Physiology or Me-
dicine Press Release, 8 Oct.

2001]

ëÿþòñÿ ñïåöèàëüíûå ïåðèîäè÷åñêè ïîÿâëÿþùèåñÿ â êëåòêå íà
êîðîòêîå âðåìÿ è òóò æå èñ÷åçàþùèå ìîëåêóëû, ïîëó÷èâøèå íà-
çâàíèå öèêëèíîâ, ñîñòàâëÿþùèå íåñêîëüêî ãðóïï áåëêîâ (A, B,
C, D, E, H). Èõ óçíàåò íåèçìåííûé îò âèäà ê âèäó íàáîð öèê-
ëèíçàâèñèìûõ êèíàç (CDK – cyclin-dependent kinases), êîòîðûå
ìîäèôèöèðóþò ñâîè ñïåöèàëüíûå ñóáñòðàòû, àêòèâèðóÿ òó èëè
èíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü. Ïîñêîëüêó ýòè êèíàçû íàõî-
äÿòñÿ â êëåòêå êîíñòèòóòèâíî, íåîáõîäèìû èõ ñïåöèôè÷åñêèå
èíãèáèòîðû, äî ïîðû äî âðåìåíè ñäåðæèâàþùèå ñîîòâåòñòâåííî
ñèòóàöèè â êëåòêå ôóíêöèþ ýòèõ ôåðìåíòîâ. Ïîìèìî àêòèâè-
ðóþùåãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ öèêëèíàìè è ïîäàâëÿþùåãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ èíãèáèòîðàìè àêòèâíîñòü êèíàç ýòîãî òèïà îïðåäåëÿ-
åòñÿ ñîñòîÿíèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ôåðìåíòà â ðàéîíå Thr160
(â çàâèñèìîñòè îò âèäà ôîñôîðèëèðóåòñÿ ëèáî Thr160, ëèáî
Thr161) è èíãèáèòîðíûì ýôôåêòîì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Thr 14 è
Tyr15. Ñëåäîâàòåëüíî, ê èãðîêàì ïðîöåññà äåëåíèÿ êëåòêè îòíî-
ñÿòñÿ òàêæå äåôîñôîðèëèðóþùèå ôåðìåíòû–ôîñôàòàçû è ðåãó-
ëÿòîðû èõ àêòèâíîñòè. Ýòè êîìïîíåíòû äîëæíû çàïóñòèòü ïðî-
öåññ äåëåíèÿ êëåòêè, ïðîâåñòè åãî îäíîíàïðàâëåíî ÷åðåç âñå
ñòàäèè öèêëà, ïðîâåðèòü îòñóòñòâèå êàêîãî-ëèáî èíôîðìàöèîí-
íîãî èëè ñòðóêòóðíî-ìîëåêóëÿðíîãî áðàêà è îñòàíîâèòü öèêë
ïðè âûÿâëåíèè òàêîâîãî ñ öåëüþ ëèáî âîçìîæíîãî èñïðàâëåíèÿ
áðàêà, ëèáî óíè÷òîæåíèÿ åãî íîñèòåëÿ.
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Èçó÷åíèå cdc-ìóòàíòîâ äðîææåé ïîçâîëèëî ñîçäàòü êàðòèíó
êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 6.2) è ïîêàçàëî, ÷òî äëÿ òîãî, ÷òîáû íà-
÷àëñÿ öèêë êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, íåîáõîäèì çàïóñê ïðîöåññà, ïî-
ëó÷èâøåãî íàçâàíèå «ñòàðò». Åãî çàïóñêàåò êèíàçà cdc2, îáîçíà-
÷àåìàÿ êàê Cdk1, ïîòîìó ÷òî ó âûñøèõ ýóêàðèîò ñóùåñòâóþò
ðîäñòâåííèêè – Cdk2 – Cdk8. Åå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå ñ òðå-
ìÿ öèêëèíàìè îäíîé ãðóïïû, ñèíòåçèðóåìûìè â G1, äàåò âîç-
ìîæíîñòü âûïîëíèòü ôóíêöèþ ñòàðòà. Çàòåì Cdk1 ïåðåêëþ÷àåò-
ñÿ íà öèêëèíû äðóãîé ãðóïïû è áëàãîäàðÿ ýòîìó êîìïëåêñó àê-
òèâèðóåòñÿ îáëàñòü ori: ôàçû S, G2 è âõîæäåíèå â ìèòîç ñòàíîâÿ-
òñÿ âîçìîæíûìè. Â ñëó÷àå âûñøèõ ýóêàðèîò òåìà âõîæäåíèÿ â
öèêë èìååò ñâîè âàðèàöèè. Äëÿ òùàòåëüíîé ïðîâåðêè ãîòîâíîñ-
òè êëåòêè ê äåëåíèþ íà ãðàíèöå ôàç G1 è S, íàçûâàåìîé òî÷êîé
ðåñòðèêöèè (èëè ñòàðòà â ñëó÷àå äðîææåé), ïîä ñòèìóëèðóþùèì
äåéñòâèåì ôàêòîðà ðîñòà äîëæíà ïðîèçîéòè çàìåíà àêòèâèðóþ-
ùåãî êèíàçó öèêëèíà. Òàê, åñëè ïðè ãîòîâíîñòè êëåòêè ê öèêëó
àêòèâèðóþòñÿ Cdk4 è Cdk6 ñ ïîìîùüþ öèêëèíà D (ñ ó÷àñòèåì è
äðóãèõ ôàêòîðîâ), òî â ðåñòðèêöèîííîé òî÷êå öèêëà ýòîò êîì-
ïëåêñ çàìåíÿåòñÿ Cdk2–öèêëèí Å, ïîäãîòàâëèâàþùèì êëåòêó ê
S-ôàçå (ðèñ. 6.3). Óñïåøíûé õîä ýòîé ôàçû êîíòðîëèðóåòñÿ êîì-
ïëåêñîì ýòîé êèíàçû ñ öèêëèíîì À. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ äàííîé
ôàçû êëåòêà, âî èçáåæàíèå äàæå ìèíèìàëüíûõ íåòî÷íîñòåé â ðà-

Ðèñ. 6.2. Ðåãóëÿöèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñîâ öèêëèíçàâèñè-
ìûõ êèíàç, èõ èíãèáèòîðîâ, à òàêæå öèêëèíîâ
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Ðèñ. 6.3. Ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî öèêëà ñ äåìîíñòðàöèåé ðîëè ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ–äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ Thr14, Thr161 è Tyr15 Ñdñ2 [The Cell: A Mole-
cular àpproach / 2nd ed. Ed. by G.M. Cooper – Sunderland (MA): Sinauer Assoc.,

2000]

áîòå ñ ðàñïðåäåëÿåìûì ìàòåðèàëîì, îïÿòü «ìåíÿåò êîíåé íà
ïåðåïðàâå». Â êîíöå ýòîé ôàçû ïðîèñõîäèò çàìåíà êîìïëåêñà
Cdk2–öèêëèí À íà êîìïëåêñ êèíàçû Cdc2 (Cdk1) è öèêëèíà B,
îòâåòñòâåííîãî çà âñòóïëåíèå êëåòêè â G2-ôàçó è ìèòîç. Ýòî òàê
íàçûâàåìûé MPF-êîìïëåêñ – M-phase ðromoting factor. Áåçóêî-
ðèçíåííîå ïðîòåêàíèå öèêëà îòðàæàåò ðèòìè÷íóþ ðàáîòó ïðåäøå-
ñòâóþùèõ ñòàäèé è MPF, îáóñëîâëåííûõ ðåãóëèðóåìîé ñìåíîé
ïåðèîäîâ àêòèâàöèè (çà ñ÷åò ñâÿçè ñ öèêëèíîì, ôîñôîðèëèðîâà-
íèåì îäíèõ îñòàòêîâ êèíàçû è äåôîñôîðèëèðîâàíèåì äðóãèõ –
ôåðìåíòû ýòèõ ïðîöåññîâ èçâåñòíû) è äåçàêòèâàöèè (çà ñ÷åò äå-
ãðàäàöèè öèêëèíà, ïîëíîãî äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû).

Èòàê, íà÷àëî êëåòî÷íîãî öèêëà ó âûñøèõ ýóêàðèîò ñâÿçàíî ñ
àêòèâàöèåé êîìïëåêñà Cdk4,6–öèêëèí D. Îäíèì èç ñóáñòðàòîâ
åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îêàçàëñÿ áåëîê, ìóòàöèÿ â êîòîðîì ïðè-
âîäèëà ê âîçíèêíîâåíèþ ðåäêî âñòðå÷àþùåãîñÿ ðàêà ãëàç ó äå-
òåé – ðåòèíîáëàñòîìû. Áåëîê, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå ðRb, îòíî-
ñèòñÿ ê êëàññó òîðìîçÿùèõ ðîñò îïóõîëè îíêîñóïðåññîðîâ. Îí
èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîòåêàíèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðè ïðî-
õîæäåíèè ÷åðåç ðåñòðèêöèîííóþ òî÷êó êîìïëåêñ Cdk4,6–öèê-
ëèí D ôîñôîðèëèðóåò ðRb è îí óòðà÷èâàåò ñâÿçü ñ òðàíñêðèïöè-
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îííûì ôàêòîðîì E2F (îáðàçóþùèì äèìåðû ñ áåëêîâûìè ôàêòî-
ðàìè DP1, DP2 è DP3–E2F/DP), óñèëèâàþùèì ýêñïðåññèþ, â
÷àñòíîñòè ãåíà öèêëèíà Å. (Òàêèì îáðàçîì, ðRb ôóíêöèîíèðóåò
êàê âûêëþ÷àòåëü: â íåôîñôîðèëèðîâàííîì âèäå îí ïðåäîòâðà-
ùàåò çàïóñê ñëåäóþùåé ôàçû öèêëà, âûñòóïàÿ â êà÷åñòâå ðå-
ïðåññîðà ñèíòåçà öèêëèíà Å, à â ôîñôîðèëèðîâàííîì – åãî àê-
òèâàòîðà. ßñíî, ÷òî ïðè ïîëîìêå âûêëþ÷àòåëÿ ôóíêöèÿ íå ðåãó-
ëèðóåòñÿ.)

Ïðè îáíàðóæåíèè æå êàêèõ-ëèáî äåôåêòîâ ÿñíî, ÷òî ïðîãðåñ-
ñèþ öèêëà íóæíî ïðèîñòàíîâèòü, ÷òîáû ñîñðåäîòî÷èòü ðåñóðñû
êëåòêè íà âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåïàðà-
òèâíûõ ïðîöåññîâ. Äëÿ ýòîãî äîëæåí ñðàáîòàòü ñåíñîðíûé ìåõà-
íèçì, âîñïðèíèìàþùèé ïîÿâèâøåéñÿ äåôåêò, è ìåõàíèçì, òîðìî-
çÿùèé êàòàëèòè÷åñêóþ ôóíêöèþ êèíàçû. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè íàëè-
÷èè ïîëîìîê â ÄÍÊ äåëÿùåéñÿ êëåòêè âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ òàêîãî áåëêà, êàê ð53 ðåçêî ïîâûøàåòñÿ. Ïîñêîëüêó ýòîò
áåëîê îáëàäàåò ñâîéñòâîì òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà è óçíàåò
ïðîìîòîð áåëêà ð21WAF1, ýêñïðåññèÿ ãåíà ýòîãî áåëêà óâåëè÷è-
âàåòñÿ è áåëîê íàêàïëèâàåòñÿ â êëåòêàõ ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ.
Áåëîê ð21WAF1 îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ ñ CDK-êè-
íàçàìè, ïîëíîñòüþ èíãèáèðóÿ èõ ôóíêöèþ. Ñëåäîâàòåëüíî, ïîâû-
øåíèå êîíöåíòðàöèè ýòîãî áåëêà ïðè âûÿâëåíèè äåôåêòîâ â ÄÍÊ
äåëÿùåéñÿ êëåòêè âûñòóïàåò ýôôåêòèâíûì òîðìîçîì êàòàëèòè÷å-
ñêîé ôóíêöèè êèíàçû, âàæíîé äëÿ îñòàíîâêè ïðîöåññîâ äåëåíèÿ
êëåòêè. Áîëåå òîãî, ð21WAF1 ñïîñîáåí òàêæå èíãèáèðîâàòü òà-
êîé áåëîê, êàê PCNA, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé áîëüøóþ ñóáúå-
äèíèöó ðåïëèêàòèâíîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû äåëüòà. Èíàêòèâàöèÿ
ýòîãî ôåðìåíòà, âîçìîæíî, îáëåã÷àåò ïðèâëå÷åíèå êàêîãî-òî
èíîãî íåîáõîäèìîãî äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ðåïàðàöèîííîãî ïðîöåñ-
ñà âèäà ïîëèìåðàç èç èõ ìíîãî÷èñëåííûõ ñåìåéñòâ, èìåþùèõñÿ
â êëåòêå. Òàêèì îáðàçîì, áåëîê p21WAF1 îòíîñèòñÿ ê áåëêàì êëå-
òî÷íîãî îòâåòà íà ñòðåññ.

Âàæíîñòü óïðàâëåíèÿ êèíàçàìè îñîáåííî â ñëó÷àå îïóõîëå-
âîãî ðîñòà ñ ïîìîùüþ èõ èíãèáèòîðîâ ðàñøèðèëè ïîèñê áåëêîâ,
îáëàäàþùèõ òàêèìè ñâîéñòâàìè. Îáíàðóæåí ðÿä òàêèõ áåëêîâ,
êîòîðûå ñîñòàâèëè äâà îñíîâíûõ ñåìåéñòâà – cip/kip1 è INK4.
Äàííûå èçó÷åíèÿ ýòèõ áåëêîâ, îñîáåííîcòåé èõ ôîñôîðèëèðîâà-
íèé, îò êîòîðûõ çàâèñÿò ñóáêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ, õàðàêòåð
áåëêîâî-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé è ñòàáèëüíîñòü ýòèõ áåëêîâ,
ïðåäñòàâëåíû â ðàáîòàõ [2, 3].
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Ê ïåðâîìó ñåìåéñòâó îòíîñÿòñÿ áåëêè p21, p27 è p57, êî âòî-
ðîìó – p16, p18, p19. Èíãèáèòîðû ïåðâîãî ñåìåéñòâà óãíåòàþò
âñå öèêëèíçàâèñèìûå êèíàçû, èíãèáèòîðû âòîðîãî ñåìåéñòâà
óçíàþò ëèøü Cdk4/6, âçàèìîäåéñòâóþùóþ ñ öèêëèíîì D. Õà-
ðàêòåð ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñîâ
Cdk–öèêëèí è èíãèáèòîðàìè Cdk ïîêàçàí íà ðèñ. 6.2. (Â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ óñòàíîâëåíà âàæíîñòü ýòèõ áåëêîâ äëÿ êëåòêè íå
òîëüêî â ñâÿçè è ñ èõ ñâîéñòâîì èíãèáèðîâàòü êèíàçû è îòâå÷àòü
çà äîñòàâêó êîìïëåêñà Cdk4,6/D â ÿäðî, íî è îêàçûâàòü âëèÿíèå
íà öåëûé ðÿä ïðîöåññîâ: ãîòîâíîñòü ê àïîïòîçó, ðåãóëÿöèþ
òðàíñêðèïöèè, ñïîñîáíîñòü êëåòêè ê ìèãðàöèè, ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà. Ôóíêöèÿ ýòèõ áåëêîâ ñâÿçàíà ñ ìå-
ñòîì èõ ëîêàëèçàöèè â êëåòêå è âðåìåíåì èõ æèçíè [2, 3].)

Èçó÷åíèå ìóòàíòîâ, äåéñòâèå íèçêèõ äîç ðåíòãåíîâñêîãî îá-
ëó÷åíèÿ íà êîòîðûå ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà,
ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü ñëåäóþùåå. Âîçìîæíî ñóùåñòâîâàíèå äâóõ
òèïîâ òàêèõ ìóòàíòîâ. Îäíè çàäåðæèâàþò ïðîõîæäåíèå ôàç öèê-
ëà ëèøü íà êàêîå-òî âðåìÿ, à çàòåì âîçîáíîâëÿþò åãî. Äðó-
ãèå íèêîãäà íå âîçîáíîâëÿþò öèêë è óìèðàþò. Ïðè ýòîì â ïåð-
âîì ñëó÷àå îêàçàëîñü, ÷òî åñëè äî çàäåðæêè öèêëà â ÄÍÊ âûÿâ-
ëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ïîâðåæäåíèÿ, òî ïîñëå âîçîáíîâëåíèÿ
öèêëà îíè èñ÷åçàþò. Ýòî ïðèâåëî ê ïîíÿòèþ î ñóùåñòâîâàíèè
ñâîåîáðàçíûõ êîíòðîëüíûõ ïóíêòîâ ñ ó÷àñòèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ
ìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ êëåòêè – ÷åêïîéíòîâ, íàäåëåííûõ
ñïîñîáíîñòüþ îñòàíàâëèâàòü êëåòî÷íûé öèêë ñ öåëüþ ïðîâåðêè
ïðàâèëüíîñòè åãî ïðîõîæäåíèÿ è öåëîñòíîñòè ãåíåòè÷åñêîé èí-
ôîðìàöèè, ïðåäíàçíà÷àåìîé äëÿ ýêâèâàëåíòíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ïîòîìñòâó. Ïåðâûì òàêèì ïóíêòîì è ÿâëÿåòñÿ îïèñàííàÿ âûøå
ïðîâåðêà ãåíîìà íà öåëîñòíîñòü, ïðîèñõîäÿùàÿ íà ãðàíèöå ôàç
G1 è S. Ýòî ÷åêïîéíò G1, èëè ðåñòðèêöèîííàÿ òî÷êà (â ñëó÷àå
äðîææåé – ôàçà ñòàðòà). ßñíî, ÷òî ðàáîòà êîíòðîëüíîãî ïóíêòà
ñâÿçàíà ñ óñòàíîâëåíèåì îòñóòñòâèÿ èëè íàëè÷èÿ ïîâðåæäåíèé â
ÄÍÊ, ïåðåäà÷åé èíôîðìàöèè, ïîëó÷åííîé ïðè ýòîé ïðîâåðêå,
òåì ìåõàíèçìàì, êîòîðûå îòâå÷àþò ëèáî çà çàâåðøåíèå öèêëà
ëèáî çà åãî îñòàíîâêó. Ýòî ìîæíî âûðàçèòü òåðìèíîëîãè÷åñêîé
òðèàäîé ñåíñîð–ñèãíàë–ýôôåêòîð. (×åêïîéíòû îñóùåñòâëÿþò-
ñÿ è íà ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ öèêëà [4].) Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì
äàííûå èçó÷åíèÿ êîìïîíåíòîâ ýòîé òðèàäû.

Ñåíñîðû ïîâðåæäåíèé â ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ íàèìåíåå èçó÷åííîé
îáëàñòüþ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âíèìàíèå ê èñïîëíåíèþ ýòîé ðîëè
ïðèâëå÷åíî ê òàêèì áåëêàì, êîòîðûå íå ïðèíèìàþò ó÷àñòèÿ â
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ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è òåì íå ìåíåå î÷åíü ïîõîæè íà ýòè áåëêè.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îíè òàêæå ìîãóò îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû, ñïî-
ñîáíûå äâèãàòüñÿ âäîëü ÄÍÊ (èëè ïðîòÿãèâàòü åå ÷åðåç ñåáÿ),
î÷åâèäíî, ñ öåëüþ îáíàðóæåíèÿ êàêèõ-òî ñòðóêòóðíûõ àíîìàëèé
[5]. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èäåíòèôèöèðîâàíû áåëêè, ñîñòàâëÿþùèå
êîìïëåêñ MRN–Mre11/Rad50/Nsb1, ñïîñîáíûé âîñïðèíèìàòü
ïîÿâëÿþùèåñÿ â ÄÍÊ ðàçðûâû â îáåèõ åå íèòÿõ, ïðèâëåêàòü ê
ó÷àñòêàì ïîâðåæäåíèé, à òàêæå èíäóöèðîâàòü àêòèâíîñòü ôåð-
ìåíòîâ, ïðèíèìàþùèõ ìåðû äëÿ ëèêâèäàöèè ýòèõ ïîâðåæäåíèé
[6]. Íåäàâíî ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò êîìïëåêñ ÷óâñòâóåò íå òîëüêî
DSB (double stramded breaks), íî è ñòðóêòóðíûå àíîìàëèè â ñèí-
òåçå ÄÍÊ, ïðèâîäÿùèå ê îñòàíîâêå ïðîäâèæåíèÿ âèëêè ðåï-
ëèêàöèè. Áîëåå òîãî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü âîçìîæíîñòü ñåíñî-
ðèêè íå ñàìîãî ïîâðåæäåíèÿ, à âîçíèêàþùåãî â åãî ðåçóëüòàòå
äèíàìè÷åñêîãî èçìåíåíèÿ êàêèõ-ëèáî ýëåìåíòîâ ñòðóêòóðû ÄÍÊ,
íàïðèìåð â âèäå ïîÿâëåíèÿ G-òåòðàäû [7] è äðóãèõ ñòðóêòóð, à
òàêæå êâàíòîâî-ìåõàíè÷åñêèõ èçìåíåíèé, êàñàþùèõñÿ ýëåêòðîí-
íîé ïðèðîäû ñòðóêòóðíî-äèíàìè÷åñêîé ìèêðîãåòåðîãåííîñòè
ÄÍÊ [8, 9].

Èòàê, êëåòêà, «ïîëó÷àþùàÿ ðàçðåøåíèå» íà ïðîõîæäåíèå
öèêëà, äîëæíà áûòü àáñîëþòíî «çäîðîâà» è íå èìåòü êàêèå-ëèáî
äåôåêòû. Äëÿ ýòîãî ôóíêöèîíèðóþò åå êîíòðîëüíûå ïóíêòû –
÷åêïîéíòû. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îíè êîíòðîëèðóþò êàæäûé øàã öèê-
ëà, íî â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå èçó÷åíû òàêèå èç íèõ, êàê
G1–S, G2–M (mitotic checkpoint – MPF – mitosis promoting factor)
è êîìïëåêñ, îáåñïå÷èâàþùèé ïðîõîæäåíèå àíàôàçû – APC
(anaphase promoting complex). Ïîñëåäíèé òàêæå íàçûâàåòñÿ ÷åê-
ïîéíòîì âåðåòåíà (spindle checkpoint), èëè öèêëîñîìîé èç-çà èñ-
êëþ÷èòåëüíîé ñâîåé ìàññèâíîñòè (13 êîðîâûõ êàòàëèòè÷åñêèõ
ñóáúåäèíèö, ïëþñ àäàïòåðíûå è ëèíêåðíûå ýëåìåíòû).

Ïðè âûÿâëåíèè ñåíñîðíûìè ìåõàíèçìàìè äåôåêòîâ íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ öèêëà â ïîçäíåé G1-ôàçå ïðîèñõîäèò ïðèâëå÷åíèå ê
ìåñòàì ïîâðåæäåíèé è àêòèâèðîâàíèå çà ñ÷åò àóòî- è òðàíñ-
ôîñôîðèëèðîâàíèé ïðîòåèíêèíàç äâóõ òèïîâ – ATM è ATR [10].
Îíè ñîñòàâëÿþò ãðóïïó áåëêîâ PIKK, ðîäñòâåííûõ ôîñôîèíîçè-
òèä-3-êèíàçå (PI3K). Â ýòó ãðóïïó âõîäÿò òàêæå ÄÍÊ-çàâèñèìàÿ
ïðîòåèíêèíàçà DNA-PK, íåîáõîäèìàÿ äëÿ ðåïàðàöèè äâîéíûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïî ìåõàíèçìó ñîåäèíåíèÿ íåãîìîëîãè÷íûõ êîí-
öîâ, è ÷óâñòâèòåëüíàÿ ê äåéñòâèþ ðàïàìèöèíà êèíàçà mTOR,
ñâÿçûâàþùàÿ âîçìîæíîñòü ïðîòåêàíèÿ ôàçû G1 ñ óðîâíåì ñî-
äåðæàíèÿ â êëåòêå ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è ôàêòîðîâ ðîñòà.
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Ïîäðîáíî ýòè ôåðìåíòû îïèñàíû â îáçîðå [5]. (Îñîáî ñëåäóåò
îòìåòèòü îõâàòûâàþùóþ âñþ äàííóþ îáëàñòü èññëåäîâàíèé êóð-
ñîâóþ ðàáîòó Ì.Â. Ñïèâàêîâà: «Îíêîãåíû è îïóõîëåâûå ñóïðåñ-
ñîðû â ðåãóëÿöèè G1- è G2-÷åêïîéíòîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, êîí-
òðîëèðóþùèå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ», Ì., 2001, øèðîêî ïðåäñòàâ-
ëåííóþ â Èíòåðíåòå.) Àêòèâàöèþ êèíàç ñåìåéñòâà PIKK ñëåäóåò
ñ÷èòàòü èíèöèàöèåé ôîðìèðîâàíèÿ êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ñòðåññ,
â êîòîðîì îíè ïåðåäàþò ñèãíàë î ïîÿâèâøåìñÿ â êëåòêå äåôåêòå
ýôôåêòîðíûì ñòðóêòóðàì. Âàæíåéøèìè ñóáñòðàòàìè äåéñòâèÿ
ATM- è ATR-êèíàç îêàçàëèñü òàêèå ýôôåêòîðíûå ñòðóêòóðû,
êàê êèíàçû, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ òîëüêî âî âðåìÿ ÷åêïîéíòîâ.
Ýòî ÷åêïîéíò-êèíàçû Chk1 è Ñhk2 (ðèñ. 6.4). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ñóáñòðàòàìè èõ äåéñòâèÿ ÿâëÿþòñÿ òàêèå âàæíûå áåëêè, êàê îí-
êîñóïðåññîð ð53 – «ñòîðîæ» öåëîñòíîñòè ãåíîìà. Çàòåì ýòî áåë-
êè BRCA (1 è 2), ó÷àñòâóþùèå â ðåïàðàöèè ÄÍÊ, à òàêæå ðàç-
ëè÷íûå òèïû ôîñôàòàç (cdc25 A, Â è C), îò àêòèâíîñòè êîòîðûõ
çàâèñèò ïîâåäåíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîëåêóëÿðíûõ èñïîëíèòåëåé
êëåòî÷íîãî öèêëà, è, î÷åâèäíî, òàêàÿ êèíàçà, êàê Wee1. (Îíà
âàæíà äëÿ èíàêòèâàöèè ñòàðòîâûõ Cdk, ôîñôîðèëèðóÿ èõ ïî
Tyr15.)

Ïîñêîëüêó ìóòàöèè ãåíà Chk1 ëåòàëüíû, ëó÷øå âñåãî èçó÷åíà
êèíàçà Chk2 [11]. Èòàê, ïðè âîçíèêíîâåíèè ïîâðåæäåíèÿ â ÄÍÊ
àêòèâèðóþòñÿ ñòðåññîâûå êèíàçû ATM è ATR, êîòîðûå ôîñôî-
ðèëèðóþò êèíàçó Chk2, àêòèâèðóÿ åå. Îíà æå â äîïîëíåíèå ê
ðàáîòå ATM è ATR ôîñôîðèëèðóåò áåëîê ð53 åùå è ïî äðóãèì
ñåðèíîâûì îñòàòêàì. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî ìîëåêóëó ð53 ïåðåñòàåò
óçíàâàòü ôåðìåíò ñèñòåìû óáèêâèòèíîâîé äåãðàäàöèè áåëêîâ
óáèêâèòèíëèãàçà MDM2 è òàêàÿ àêòèâèçèðîâàííàÿ ìîëåêóëà ð53
ïðèîáðåòàåò ñïîñîáíîñòü âûñòóïàòü òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòî-
ðîì, óçíàâàÿ ñïåöèôè÷åñêóþ ðåãóëÿòîðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
è îïðåäåëÿÿ ýêñïðåññèþ äåñÿòêà ðàçëè÷íûõ ãåíîâ, îòâå÷àþùèõ
çà æèçíü êëåòêè èëè åå ñìåðòü. Îäíàêî äëÿ ýòîãî âàæíî, ÷òîáû ñ
ïîìîùüþ ôîñôàòàç äåôîñôîðèëèðîâàëñÿ Ñ-êîíåö áåëêà ð53, êî-
òîðûé óçíàåòñÿ ñïåöèàëüíûì ñåìåéñòâîì áåëêîâ, íàçûâàåìûì
14-3-3σ. Ñ èõ ïîìîùüþ ñîçäàåòñÿ òàêàÿ êîíôîðìàöèÿ ýòîãî
êîíöà, ïðè êîòîðîé ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì àöåòèëèðîâàíèå ëè-
çèíîâ Ñ-êîíöà. È âîò âî èçáåæàíèå êàêèõ-ëèáî ñëó÷àéíîñòåé â
ñóäüáå êëåòêè òîëüêî òàêàÿ ìîëåêóëà, ïðîøåäøàÿ âñå ñëîæíûå
ýòàïû ìîäèôèöèðîâàíèÿ N- è C-êîíöîâ, íà÷èíàåò ôóíêöèîíè-
ðîâàòü êàê ñïåöèôè÷åñêèé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, èíäóöè-
ðóÿ ñðåäè ïðî÷èõ ãåíîâ àêòèâíîñòü òàêîãî, êàê îòìå÷åíî âûøå,
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âàæíîãî ãåíà, êàê p21WAF1. Âìåñòå ñ òåì óñòàíîâëåíà ñïîñîá-
íîñòü ð53 ñíèæàòü ñêîðîñòü òðàíñêðèïöèè òàêèõ ãåíîâ, êàê
Ñdk1, öèêëèíà Â è Cdc25C. Ýòî – âàæíåéøèå èñïîëíèòåëè G2-
ôàçû ìèòîçà è, òàêèì îáðàçîì, îñòàíîâêà öèêëà â G2 çàâèñèò îò
àêòèâíîñòè «ãåíîìíîãî ñòðàæà». Áîëåå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ð53
àêòèâèðóåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê 14-3-3σ, ÿâ-
ëÿþùèéñÿ èíãèáèòîðîì Cdk1, à òàêæå ÷óâñòâóþùèé ñòðåññ áå-
ëîê GADD45, ôóíêöèîíèðóþùèé êàê èíãèáèòîð Cdk1/öèêëèíà
Â è âìåñòå ñ òåì êàê àêòèâàòîð áåëêà ð21WAF1, è âçàèìîäåéñò-
âóþùèé ñ òàêèìè áåëêàìè, êàê PCNA, MEKK4, p38 [12]. Âîò
òàêîå äåòàëüíîå èçó÷åíèå àêòèâíîñòè ìîëåêóëû p53 ïðèâëåêàåò
âíèìàíèå â ñâÿçè ñ ïîèñêîì ñðåäñòâ ýôôåêòèâíîãî ïîäàâëåíèÿ
àêòèâíîñòè ýòîé ìîëåêóëû ïðè ðàêå.

Ïîìèìî áåëêà ð53 ñóáñòðàòàìè Chk2 ÿâëÿþòñÿ òàêèå ðåãóëÿ-
òîðû êëåòî÷íîãî öèêëà, êàê ôîñôàòàçà Cdc25C è áåëîê – îïó-
õîëåâîé ñóïðåññîð BRCA1 è 2, ñ íàðóøåíèÿìè â ðàáîòå êîòîðîãî
ñâÿçàí íàñëåäñòâåííûé ðàê ãðóäè. Óêàçàííûå áåëêè âàæíû äëÿ
óñïåøíîãî îñóùåñòâëåíèÿ ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ, íî ïðè
ýòîì îíè íå ñâÿçûâàþòñÿ ñ ÄÍÊ, à âëèÿþò íà ïðîöåññ òðàíñ-
êðèïöèè, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè. Äå-
òàëè ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ èçó÷àþòñÿ [12].

Òàêèì îáðàçîì, êèíàçà Chk2 íàäåëåíà ñïîñîáíîñòüþ ñîçäà-
âàòü ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî öèêëà çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ñâîèõ ñóáñòðàòîâ â çàâèñèìîñòè îò ñëîæèâøåéñÿ â êëåòêå ñèòóà-
öèè, ëèáî àêòèâèðóÿ, ëèáî èíàêòèâèðóÿ ôóíêöèþ, â êîòîðîé
ó÷àñòâóþò ýòè ñóáñòðàòû è òàêèì ñïîñîáîì îñòàíàâëèâàòü ïðî-
õîæäåíèå öèêëà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëàãàþò, ÷òî êèíàçà Chk1 ïðè÷àñòíà ê
îñóùåñòâëåíèþ ÷åêïîéíòà â S- è G2-ôàçàõ [13]. Ïîñêîëüêó ñ÷è-
òàåòñÿ, ÷òî â çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòêàõ ÷åêïîéíò G1 íå ðàáîòàåò,
òî èíãèáèðîâàíèå êèíàçû Chk1 è, ñëåäîâàòåëüíî, îòìåíà ÷åê-
ïîéíòîâ S è G2 äîëæíû ðåçêî ñíèçèòü ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöè-
îííûõ ïðîöåññîâ â ðàêîâîé êëåòêå, ÷åì óìåíüøèòü åå âûæèâàå-
ìîñòü, ÷òî è íàáëþäàëîñü â ýêñïåðèìåíòå [14]. Èçó÷åíèþ ïðèí-
öèïîâ ïîèñêà ýôôåêòèâíûõ èíãèáèòîðîâ êèíàç ÷åêïîéíòà ïî-
ñâÿùåíà ðàáîòà [15].

Ðèñ. 6.4. Êîíòðîëü G2-÷åêïîéíòà, îñóùåñòâëÿåìûé ñ ïîìîùüþ êèíàçû Chk2
[The Cell: A Molecular Approach. – 2nd ed. / Åd. by G.M. Cooper. – Sunderland

(MA): Sinauer Assoc., 2000]

3
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Îñíîâíûå ñóáñòðàòû äåéñòâèÿ êèíàçû Chk1 – ôîñôàòàçû
Cdc25 A è C, ôîñôîðèëèðîâàíèå êîòîðûõ ïðèâîäèò ê ðàñïàäó
ýòèõ ôåðìåíòîâ è íåâûïîëíåíèþ èõ ôóíêöèè (ñì. ðèñ. 6.3). Íå-
ñïîñîáíîñòü äåôîñôîðèëèðîâàíèé Cdk1 ïî Thr161 íàðóøàåò
âçàèìîäåéñòâèå ýòîé êèíàçû ñ öèêëèíîì Â, ÷òî è îñòàíàâëèâàåò
ïðîõîæäåíèå öèêëà â ôàçå G2. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñóáñòðàòîì äåéñò-
âèÿ Chk1 ÿâëÿåòñÿ òàêæå êèíàçà Wee1, êîòîðàÿ â àêòèâèðîâàí-
íîé ôîðìå ôîñôîðèëèðóåò Tyr15 êèíàçû Cdk1 òàê, ÷òî îíà ïåðå-
ñòàåò ðàáîòàòü. Cëåäîâàòåëüíî, êèíàçà Chk1 òàêæå ôóíêöèîíèðó-
åò êàê äâîéíîé çàìîê, çàêðûâàþùèé âîðîòà íà ïóòè ïðîõîæäå-
íèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà.

Èòàê, â êëåòêå âûÿâëÿþòñÿ òàêèå ìîëåêóëÿðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ,
êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû îñüþ: ATM/ATR–CHK1/CHK2–
CDC25–CDK, ïîäðîáíî îõàðàêòåðèçîâàííîé â îáçîðå [16].

Êàê æå ïðîèñõîäèò îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà â ÷åêïîéíòàõ
G1 è G2? Êðàòêî ïîäûòîæèì èìåþùóþñÿ èíôîðìàöèþ.

Ïîñêîëüêó â ôàçå G1 îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîäãîòîâêà ê óäâîåíèþ ãå-
íîìà êëåòêè è ýêñïðåññèÿ íåîáõîäèìûõ äëÿ ýòîãî ãåíîâ îïðåäåëÿåò-
ñÿ àêòèâàöèåé ñïåöèàëüíîé òðàíñêðèïöèîííîé ñèñòåìû Å2F–DP,
òî ÿñíî, ÷òî òàêàÿ çàäà÷à ìîæåò áûòü ðåøåíà ñ ïîìîùüþ ìåõàíèç-
ìîâ äâóõ òèïîâ. Îäèí èç íèõ îñíîâàí íà çàïðåòå àêòèâàöèè ñèñòåìû
Å2F–DP, äðóãîé òèï íå ñâÿçàí ñ ýòîé ñèñòåìîé.

Êàê îòìå÷åíî âûøå, àêòèâíîñòü Å2F–DP ñäåðæèâàåòñÿ âçàè-
ìîäåéñòâèåì ñ áåëêîì pRb, ïðè ôîñôîðèëèðîâàíèè êîòîðîãî ñ
ïîìîùüþ êîìïëåêñîâ Cdk4/6–öèêëèí D è Cdk2–öèêëèí Å ýòà
òðàíñêðèïöèîííàÿ ñèñòåìà îñâîáîæäàåòñÿ îò ïóò áåëêà pRb è
ìîæåò ðàáîòàòü. Ñëåäîâàòåëüíî, îñòàíîâêà öèêëà â G1 äîëæíà
áûòü ñâÿçàíà ñ èíàêòèâàöèåé êîìïëåêñîâ Cdk4/6–öèêëèí D è
Cdk2–öèêëèí E. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ïðèâîäÿò ê
áûñòðîé äåãðàäàöèè öèêëèíà D. Òàêèì îáðàçîì, ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ pRb íå ïðîèñõîäèò è Å2F–DP íå àêòèâèðóåòñÿ. Áîëåå
òîãî, ïðè ðàñïàäå êîìïëåêñà ñ öèêëèíîì D ïðîèñõîäèò îñâîáî-
æäåíèå èç ýòîãî êîìïëåêñà òàêèõ áåëêîâ, êàê êèíàçíûå èíãèáè-
òîðû ñåìåéñòâà Cip/Kip. Îíè ñðàçó æå ñâÿçûâàþòñÿ (åùå èçó÷à-
åòñÿ êàê) ñ êîìïëåêñîì ñëåäóþùåãî øàãà öèêëà Cdk2–öèêëèí Å
è èíàêòèâèðóþò åãî. Èíàêòèâàöèþ ýòîãî êîìïëåêñà âûçûâàåò è
òàêîé ñèëüíåéøèé èíãèáèòîð êèíàç, êàê áåëîê p21Waf1, ñóïåð-
ýêñïðåññèðóåìûé ïðè ïîâðåæäåíèÿõ ÄÍÊ çà ñ÷åò àêòèâàöèè
áåëêà p53 êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ãåíà ýòîãî èíãèáèòî-
ðà. Ïîìèìî óêàçàííûõ ñðåäñòâ, ñäåðæèâàþùèõ öèêë â ôàçå G1,
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ïðèðîäà èñïîëüçóåò è òàêîå ñðåäñòâî, êàê èíàêòèâàöèÿ ôîñôàòà-
çû Cdc25 A. Â åå çàäà÷ó âõîäèò óäàëåíèå ôîñôàòíîé ãðóïïû ñ
Tyr15 (âíîñèìîãî êèíàçîé Wee1), ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ àêòèâàöèè
Cdk2-êèíàçû. Ïðè ïîâðåæäåíèÿõ ÄÍÊ ÷åêïîéíò-êèíàçà Chk1
ôîñôîðèëèðóåò ýòó ôîñôàòàçó, ÷òî ðàçðóøàåò åå è ëèøàåò âîç-
ìîæíîñòè àêòèâèðîâàòü êîìïëåêñ Cdk2–öèêëèí E [15]. Åñëè ìû
ãîâîðèëè îá èñïîëüçóåìûõ ïðèðîäîé äâîéíûõ çàìêàõ, îõðàíÿþ-
ùèõ õîä êëåòî÷íîãî öèêëà, òî äëÿ åãî îñòàíîâêè â ôàçå G1 èñ-
ïîëüçóþòñÿ è òðîéíûå çàìêè êàê ñðåäñòâà íàäåæíîñòè ñèñòåìû,
ïîçâîëÿþùåé íèâåëèðîâàòü ýôôåêòû ñëó÷àéíûõ ñèòóàöèé â
êëåòêå. Áîëåå òîãî, ñàì «ñòðàæ ãåíîìà» áåëîê ð53 ïðè àêòèâàöèè
â ðåçóëüòàòå âîçíèêíîâåíèÿ â ÄÍÊ ïîâðåæäåíèé ñïîñîáåí ñâÿ-
çûâàòüñÿ ñ êîìïëåêñîì Å2F–DP, áëîêèðóÿ åãî àêòèâíîñòü, à
òàêæå ñíèæàòü ñêîðîñòü òðàíñêðèïöèè áåëêîâ DP, à îòñþäà è
ýôôåêòèâíîñòü ðàáîòû Å2F–DP â öåëîì.

Çàäåðæàòü ïðîòåêàíèå êëåòî÷íîãî öèêëà â G1 íåçàâèñèìî îò
àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Å2F–DP ìîæíî åùå
äâóìÿ ñïîñîáàìè: çàïðåòèòü ñèíòåç íåîáõîäèìûõ äëÿ ýòîé ôàçû
öèêëèíîâ è èíàêòèâèðîâàòü ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó δ, ñîçäàþùåé â
S-ôàçå ïîëíóþ ðåïëèêó ãåíîìà. ×òî êàñàåòñÿ ïåðâîãî ñïîñîáà,
òî îêàçàëîñü, ÷òî áåëîê pRb, îò ñîñòîÿíèÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
êîòîðîãî çàâèñèò àêòèâíîñòü Å2F–DP, îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ
ñâÿçûâàòüñÿ ñ ôåðìåíòîì, êîíòðîëèðóþùèì óðîâíè ìîäèôèêà-
öèé àìèíîêèñëîò â ãèñòîíàõ – ãèñòîíäåàöåòèëàçîé HDAC1 è
êîìïëåêñîì áåëêîâ SWI/SNF, îòâåòñòâåííûì çà ðàñïîëîæåíèå
íóêëåîñîì è âîçìîæíîñòü äèíàìè÷åñêèõ èçìåíåíèé â õðîìàòè-
íå, à îòñþäà è àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ. Ïðè íàëè÷èè
â êëåòêå êîìïëåêñà pRb–HDAC1–SWI/SNF cèíòåç öèêëèíîâ Å
è À ðåïðåññèðîâàí è ìîæåò áûòü àêòèâèðîâàí òîëüêî ïðè ðàñïà-
äå ýòîãî êîìïëåêñà, ÷òî è ïðîèñõîäèò ïðè ôîñôîðèëèðîâàíèè
pRb. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ïîâðåæäåíèÿõ ÄÍÊ, âûçûâàþùèõ áû-
ñòðûé ðàñïàä öèêëèíà D è îòñóòñòâèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ pRb,
ñèíòåç öèêëèíîâ ñëåäóþùèõ øàãîâ öèêëà ðåïðåññèðîâàí, è õîä
öèêëà â ôàçå G1 áóäåò îñòàíîâëåí. Ýòî æå ïðîèçîéäåò, êîãäà áå-
ëîê p21WAF1, ñïîñîáíûé ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ Ñ-êîíöîì òàêîé
ñóáúåäèíèöû ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû äåëüòà, êàê PCNA íàðóøèò ðà-
áîòó ãëàâíîãî ðåïëèêàòèâíîãî ôåðìåíòà, è ýòî òàêæå «çàìîðî-
çèò» êëåòî÷íûé öèêë â äàííîé òî÷êå.

Èòàê, ïðîéäÿ ÷åðåç G1- è S-ôàçû öèêëà äåëåíèÿ, êëåòêà
äîëæíà åùå ðàç ïîäâåðãíóòüñÿ ïðîâåðêå íà öåëîñòíîñòü âñåõ åå
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ñèñòåì è åå ãîòîâíîñòè âñòóïëåíèÿ â ìèòîç. Ýòà çàäà÷à è âîçëî-
æåíà íà G2-÷åêïîéíò. Îñíîâíàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ñòðàòåãèÿ îñóùå-
ñòâëåíèÿ ïðîâåðêè íà ýòîì ýòàïå ñîñòîèò â ðåãóëÿöèè àêòèâíî-
ñòè êîìïëåêñà Cdk1–öèêëèí Â, îòâå÷àþùåãî çà âñòóïëåíèå
êëåòêè â ìèòîç. Êàê èíàêòèâèðóåòñÿ ýòîò êîìïëåêñ? Ðàíåå áûëî
îòìå÷åíî, ÷òî ïðè ïîÿâëåíèè â ÄÍÊ ïîâðåæäåíèé àêòèâèðóþòñÿ
ñòðåññîâûå êèíàçû ATR è ATM, êîòîðûå ôîñôîðèëèðóþò è àê-
òèâèðóþò ÷åêïîéíò-êèíàçó Chk1. Åå ýôôåêòîðíûìè ìîëåêóëàìè
ÿâëÿþòñÿ êèíàçà Wee1, êîòîðàÿ ïðè ôîñôîðèëèðîâàíèè àêòèâè-
ðóåòñÿ è âíîñèò ôîñôàòíóþ ãðóïïó â Tyr15, ÷òî èíàêòèâèðóåò
êèíàçó Cdk1. Áîëåå òîãî, Chk1 ôîñôîðèëèðóåò òàêæå ôîñôàòàçó
Cdc25 C, è ýòî åå óíè÷òîæàåò òàê, ÷òî íè îäíà ôîñôàòíàÿ ãðóïïà
íå ñíèìàåòñÿ ñ êèíàçû Cdk1, îíà îñòàåòñÿ ïîëíîñòüþ íåàêòèâ-
íîé è êëåòî÷íûé öèêë äàëåå íå ïðîäâèãàåòñÿ (ñì. ðèñ. 6.3). Èçó-
÷àþòñÿ è äðóãèå ìåõàíèçìû îñòàíîâêè öèêëà â G2-ôàçå, ñâÿçàí-
íûå ñ àêòèâàöèåé èíãèáèòîðîâ êîìïîíåíòîâ ðàáîòàþùåãî êîì-
ïëåêñà, ñ âîçìîæíîñòüþ ïåðåêðûòèÿ èõ òðàíñïîðòèðîâîê â ÿäðî
è ñåêâåñòðàöèé (îáîñîáëåíèé) â öèòîïëàçìå, à òàêæå áëîêèðîâà-
íèåì ïðîöåññîâ, ïðèâîäÿùèõ ê äèññîöèàöèè ÿäåðíîé îáîëî÷êè.

Ñëåäóþùèé ïóíêò ïðîâåðêè íà îòñóòñòâèå íàðóøåíèé â
êëåòêå – ÷åêïîéíò âåðåòåíà (spindle checkpoint) – ñòàâèò ïåðåä
ñîáîé öåëü óñòàíîâèòü ïðàâèëüíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ íà ýêâàòîðå
êëåòêè äâóõ íàáîðîâ õðîìîñîì, êàæäûé èç êîòîðûõ ïðåäíàçíà-
÷åí äëÿ îáðàçóþùèõñÿ äî÷åðíèõ êëåòîê. Óñòàíàâëèâàåòñÿ òàêæå
ïðàâèëüíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ õðîìîñîì ê ìèêðîòóáóëèíîâûì íè-
òÿì âåðåòåíà, ïðàâèëüíîñòü îðãàíèçàöèè ïîëþñîâ äåëÿùåéñÿ
êëåòêè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ öåíòðîñîì àïïàðàòà åå äåëåíèÿ.
Íåîáõîäèìî, ÷òîáû êèíåòîõîðû (ñïåöèàëüíûå õðîìîñîìíûå
áåëêîâûå êîìïëåêñû, ðàñïîëîæåííûå â ðàéîíå ïåðåòÿæåê õðî-
ìîñîì – öåíòðîìåð) âñåõ õðîìîñîì áûëè ïðèêðåïëåíû ê íèòÿì
âåðåòåíà. Ïðè ýòîì èç-çà îðèåíòàöèè ðàñõîæäåíèÿ ýòèõ ñòðóêòóð
ê ïðîòèâîïîëîæíûì ïîëþñàì êëåòêè ñîçäàåòñÿ íàïðÿæåíèå.
Îíî è çàâåðøåííîñòü ïðèêðåïëåíèÿ êèíåòîõîð ê âåðåòåíó âîñ-
ïðèíèìàþòñÿ êàê íîðìà. Íàðóøåíèå æå ýòèõ ïðîöåññîâ ãåíåðè-
ðóåò ñèãíàë ÷åêïîéíòà âåðåòåíà, îñòàíàâëèâàþùåãî âõîæäåíèå
êëåòêè â ñòàäèþ àíàôàçû. Çà ýòî âõîæäåíèå îòâå÷àåò ñïåöèàëü-
íûé, ñîäåðæàùèé îñîáåííî áîëüøîå ÷èñëî ñóáúåäèíèö áåëêî-
âûé êîìïëåêñ, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå APC/C (anaphase promoting
complex/cyclosome). Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò êîìïëåêñ ÿâëÿåòñÿ óáèê-
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âèòèíëèãàçîé (ôåðìåíòîì êëàññà Å3 óáèêâèòèíîâîãî ïóòè äåãðà-
äàöèè áåëêîâ) [16]. Òàêèì îáðàçîì, â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêëà ïðèíèìàþò ó÷àñòèå òàêèå ðåãóëÿòîðû, êîòîðûå îïðåäåëÿ-
þò âðåìÿ æèçíè ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ â êëåòêå è îòâå÷àþò çà
ïðîöåññû èõ äåãðàäàöèè. Åñëè ýòè áåëêè ïî êàêèì-òî ïðè÷èíàì
èç êëåòêè íå óäàëÿþòñÿ, òî ýòî ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå öèêëà è
ïîäíèìàåò âîïðîñ î åå æèçíè è ñìåðòè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èç-
âåñòíî, ÷òî îñíîâíîé àêòèâàòîð APC/C – áåëîê Cdc20 [17]. Ïðè
åãî àêòèâíîñòè ïðîèñõîäèò óçíàâàíèå ñîäåðæàùåãîñÿ â öèêëèíå
Â «ó÷àñòêà ðàçðóøåíèÿ» (D-box – destruction box). Ïðè ðàçðóøå-
íèè ýòîãî öèêëèíà APC/C ëèøàåòñÿ ñâîåãî ñäåðæèâàþùåãî íà-
÷àëà è àòàêóåò òàêîé ñóáñòðàò, êàê áåëîê ñåêóðèí (securin). Ýòîò
áåëîê èíãèáèðóåò ñïåöèàëüíóþ ïðîòåàçó – ñåïàðàçó, ÷òî ñäåð-
æèâàåò ïðåæäåâðåìåííîå ðàñõîæäåíèå õðîìàòèä è òîëüêî ïðè
ðàçðóøåíèè ñåêóðèíà ñ ïîìîùüþ óáèêâèòèçàöèè è ñíÿòèè ñåêó-
ðèíîâîãî áëîêà ñåïàðàçà âûïîëíÿåò ýòîò ïðîöåññ, ðàçðóøàÿ ìî-
ëåêóëû ñëèïàíèÿ õðîìàòèä – êîãåçèíà (ñîhesin). Ñëåäîâàòåëüíî,
âêëþ÷àòü è âûêëþ÷àòü APC/C ìîæíî ñ ïîìîùüþ Cdc20 ïîòîìó,
÷òî îêàçàëîñü, ÷òî òàêîé áåëîê, êàê Mad2 ñâÿçûâàåòñÿ ñ Cdc20,
èíàêòèâèðóÿ àêòèâíîñòü ïîñëåäíåãî. Ïðè èñïðàâëåíèè äåôåêòîâ
ìèòîòè÷åñêîãî ÷åêïîéíòà Mad2 îñâîáîæäàåò Cdc20 è APC/C àê-
òèâèðóåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, Mad2 îòíîñèòñÿ ê êëàññó áåëêîâ,
ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ìèòîòè÷åñêèå ðåãóëÿòîðû è â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èçâåñòíî íåñêîëüêî òàêèõ áåëêîâ – Mad1, Bub1-3, Rae1
[18, 19].

Èòàê, ïðîòåêàíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, ðàçâèâàþ-
ùèõñÿ íà îñíîâå ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè êëåòêè, îáÿçàòåëüíî
èñïîëüçóåò ïðèíöèï ïðîâåðîê, ÷åêïîéíòîâ ïðàâèëüíîñòè âû-
ïîëíåíèÿ îòäåëüíûõ ýòàïîâ è âñåãî ïðîöåññà â öåëîì, ÷òî ïî-
çâîëÿåò ñäåëàòü ïðàâèëüíûé âûáîð â îïðåäåëåíèè ñóäüáû êëåòêè
â ñëîæèâøåéñÿ ñèòóàöèè: äîëæíà ëè ðåàëèçîâûâàòüñÿ â êëåòêå
ïðîãðàììà âûæèâàíèÿ èëè çàïðîãðàììèðîâàííàÿ åå ñìåðòü.
Âûøå ìû ðàññìàòðèâàëè ðàáîòó áëîêîâ ãåíîâ è ñåòè ñèãíàëüíûõ
ïóòåé, îáåñïå÷èâàþùèõ âûæèâàíèå êëåòêè, çäåñü æå êðàòêî îõà-
ðàêòåðèçóåì øèðîêî îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå âíóòðèêëåòî÷íûå
ìîëåêóëÿðíûå ïóòè è ñïîñîáû èõ àêòèâàöèè, êîòîðûå îòâå÷àþò
çà óíè÷òîæåíèå äåôåêòíûõ ïî ðÿäó ïðè÷èí êëåòîê èç èõ ìíîãî-
ìèëëèàðäíîãî ñîîáùåñòâà â îðãàíèçìå. Ýòî óíè÷òîæåíèå ïîëó-
÷èëî íàçâàíèå àïîïòîç, êîòîðûé ïðèðîäà íàäåëèëà âàæíîé ðå-
ãóëÿòîðíîé ôóíêöèåé ïîääåðæàíèÿ áàëàíñà íà óðîâíå òêàíåé
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è îðãàíîâ. Òàê, âî âçðîñëîì îðãàíèçìå áëàãîäàðÿ àïîïòîçó åæå-
äíåâíî èäåò çàìåíà äî 70 ìëðä êëåòîê íîâûìè (èç ïðèáëèçè-
òåëüíî 100 òðëí êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà [20]), à ïàëüöû ðóê
è íîã ïðåäñòàâëåíû íà êîíå÷íîì ýòàïå ðàçâèòèÿ ðàçäåëåííûìè
ñòðóêòóðàìè áëàãîäàðÿ àïîïòîçó êëåòîê, ñîåäèíÿþùèõ èõ ïåðâî-
íà÷àëüíî â åäèíîå öåëîå. Àïîïòîç âàæåí äëÿ îáðàçîâàíèÿ ëþáûõ
îòâåðñòèé, íåîáõîäèìûõ îðãàíèçìó. Áîëåå òîãî, áëàãîäàðÿ àïîï-
òîçó âûïîëíÿåòñÿ çàäà÷à ïî î÷èñòêå îðãàíèçìà îò èíôèöèðîâàí-
íûõ êëåòîê êàê èñòî÷íèêà ðàñïðîñòðàíåíèÿ èíôåêöèè. ßñíî,
÷òî ñáîè â ðàáîòå ñèñòåìû àïîïòîçà – ïðè÷èíà ìíîãèõ ïàòîëî-
ãèé, âêëþ÷àÿ ðàê è íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ. Ïðèìå-
íåíèå öèòîñòàòè÷åñêîãî ëåêàðñòâà òàêæå àâòîìàòè÷åñêè ïîäíè-
ìàåò âîïðîñ î âîçìîæíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè àêòèâàöèè ñèñòå-
ìû àïîïòîçà, ñóòü êîòîðîãî ðàññìîòðèì â ñëåäóþùåé ãëàâå.
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Ã Ë À Â À  7

Î ÐÀÁÎÒÅ ÑÈÑÒÅÌÛ ÀÏÎÏÒÎÇÀ,
ÍÅÊÐÎÇÀ È ÀÓÒÎÔÀÃÈÈ ÊËÅÒÊÈ

Êàê âîçíèêëî ïîíÿòèå îá àïîïòîçå? Ñ ñàìûõ ðàííèõ øàãîâ
èçó÷åíèÿ êëåòêè áûëî èçâåñòíî, ÷òî íàíåñåíèå åé ðàçëè÷íûõ
ôèçè÷åñêèõ òðàâì âåäåò ê åå ðàçðóøåíèþ è ãèáåëè, ïîëó÷èâøèõ
íàçâàíèå íåêðîçà. Íî ïðè ñêàíèðîâàíèè îáû÷íûõ çäîðîâûõ òêà-
íåé âûÿâëÿëèñü êëåòêè, ðåçêî îòëè÷àþùèåñÿ ïî ìîðôîëîãèè, à
òàêæå ïî áèîõèìè÷åñêîìó ñîäåðæàíèþ îò ïîäàâëÿþùåé ìàññû
çäîðîâûõ êëåòîê. Ïðè èçó÷åíèè òàêèõ êëåòîê, ìåìáðàíû êîòî-
ðûõ îáðàçîâûâàëè íàáëþäàåìûå õàðàêòåðíûå âûïÿ÷èâàíèÿ, à
ÄÍÊ ïðåòåðïåâàëà õàðàêòåðíóþ ôðàãìåíòàöèþ â âèäå îáðàçîâà-
íèÿ ôðàãìåíòîâ ðåãóëÿðíîãî ðàçìåðà, îêàçàëîñü, ÷òî â òàêèõ
êëåòêàõ àêòèâèðóþòñÿ ñïåöèàëüíûå ïðîòåàçû, êîòîðûå ðàçðóøà-
þò áåëêè, ðàçðåçàÿ ïåïòèäíóþ ñâÿçü ïî öèñòåèíîâûì è àñïàðà-
ãèíîâûì îñòàòêàì. Ýòè îáíàðóæåííûå ïåðâîíà÷àëüíî â ëàáîðà-
òîðèè Robert Horvitz [1] (ñì. òàêæå [2, 3]) ôåðìåíòû ïîëó÷èëè
íàçâàíèå êàñïàç (îò cysteine è aspartic acid proteaeses). Ìíîãî÷èñ-
ëåííîñòü ýòîé ãðóïïû ôåðìåíòîâ îòðàæàþò ïðèñâîåííûå èì
öèôðû, ïðåâîñõîäÿùèå ÷èñëî 10. Ðàñêðûòèå êàñêàäíîãî ìåõà-
íèçìà àêòèâàöèè ýòèõ ôåðìåíòîâ è ýôôåêòîðíûõ, èëè èñïîëíè-
òåëüíûõ, ôóíêöèé ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîëåêóë, ïîñëåäñòâèé èõ
äåéñòâèÿ è áèîëîãè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ è ïîçâîëèëî ðàñêðûòü ñóòü
çàïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ñìåðòè, ïîëó÷èâøåé íàçâàíèå
«àïîïòîç» (ïî ïðåäëîæåíèþ ïðîôåññîðà ãðå÷åñêîé ôèëîëîãèè
James Cormack).

Ñèñòåìà àïîïòîçà âêëþ÷àåòñÿ ñ ïîìîùüþ êàê âíåøíèõ, òàê è
âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ, âîçíèêàþùèõ â ðàçëè÷íûõ ñèòóàöèîí-
íûõ ñîñòîÿíèÿõ êëåòêè è ïåðåäàþùèõñÿ ñîîòâåòñòâóþùèì ýôôåê-
òîðíûì ñòðóêòóðàì. Â âîñïðèÿòèè âíåøíèõ ñèãíàëîâ îñíîâîïîëà-
ãàþùóþ ðîëü èãðàåò ïóòü çàïóñêà àïîïòîçà, íà÷èíàþùåãîñÿ ñ àêòè-
âàöèè ðåöåïòîðà, îòíîñÿùåãîñÿ ê ñåìåéñòâó TNFR – ôàêòîðà íåê-
ðîçà îïóõîëè TNF. Ê ýòîìó æå ñåìåéñòâó îòíîñèòñÿ ðåöåïòîð Fas R,
óçíàþùèé ôàêòîðû ñìåðòè, èëè ëèãàíä Fas L (ðèñ. 7.1).
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Ðèñ. 7.1. Ñõåìà çàïðîãðàììèðîâàííîé ñìåðòè êëåòêè (PCD – programmed
cell death) [4]. Â ëåâîé ÷àñòè ðèñóíêà ïîêàçàí çàïóñê PCD ÷åðåç àêòèâàöèþ
ðåöåïòîðà ñìåðòè çà ñ÷åò òðèìåðèçàöèè áåëêà CD95, îáðàçóþùåãî ñ íèì
óñòîé÷èâûé êîìïëåêñ. Îí ðåêðóòèðóåò ñ ïîìîùüþ àäàïòoðíîé FADD-
ìîëåêóëû ïðîêàñïàçû 8. Àêòèâàöèþ êàñïàçû 8 ìîæåò ïðåäîâðàùàòü ìîëåêó-
ëà cFlIP. Â ïðàâîé ÷àñòè ðèñóíêà ïîêàçàíà àêòèâàöèÿ PCD ñ ó÷àñòèåì ìèòî-
õîíäðèé. Öåíòðàëüíûì èãðîêîì ýòîãî ïóòè ÿâëÿþòñÿ áåëêè ñåìåéñòâà Bcl-2,
âêëþ÷àþùèå ïðîàïîïòîòè÷åñêèå áåëêè Bax è Bid, è àíòèàïîïòîòè÷åñêèå
áåëêè Bcl-2 è Bcl-XL. Íà ýòîì ïóòè àïîïòîçà ìèòîõîíäðèè âûäåëÿþò òàêèå
ìîëåêóëû, êàê öèòîõðîì ñ, ôàêòîðû AIF, Apaf-1, Smac-Diablo è, âîçìîæíî,
äðóãèå. Öèòîõðîì ñ ñâÿçûâàåòñÿ ñ Apaf-1 è êàñïàçîé 9, îáðàçóÿ àïîïòîñîìó.
Íà óðîâíå àêòèâàöèè êàñïàçû 3 ýòè äâà ïóòè PCD îáúåäèíÿþòñÿ. Àêòèâà-
öèè êàñïàçû 3 ïðîòèâîñòîÿò áåëêè IAP, êîòîðûå ïîäàâëÿþòñÿ áåëêàìè
Smac-Diablo. Àêòèâàöèÿ êàñïàçû 3 îïðåäåëÿåò àêòèâàöèþ ïîñëåäóþùèõ
êàñïàç, êîòîðûå è ðàçðóøàþò êëåòêó. Áåëîê Bid îòâå÷àåò çà ñâÿçü äâóõ ïóòåé
PCD. Åãî ðàçðóøàåò êàñïàçà 8 òàê, ÷òî îí ïåðåìåùàåòñÿ â ìèòîõîíäðèè,

óñèëèâàÿ âûõîä öèòîõðîìà ñ, ÷òî ïðåâðàùàåò àïîïòîç â íåèçáåæíîñòü

Ôàêòîð TNF îáðàçóåòñÿ â êëåòêàõ àêòèâèðîâàííûõ ìàêðî-
ôàãîâ è ñëóæèò ýôôåêòèâíûì âíåøíèì ñðåäñòâîì çàïðîãðàììè-
ðîâàííîãî óíè÷òîæåíèÿ òåõ èëè èíûõ êëåòîê. Ñâÿçûâàíèå ýòîãî
ôàêòîðà ñ ðåöåïòîðîì îòâå÷àåò çà àññîöèàöèþ äàííîãî êîìïëåê-
ñà ñ ìåìáðàííûìè áåëêàìè, ñîäåðæàùèìè òàê íàçûâàåìûé äî-
ìåí ñìåðòè, âûÿâëÿþùèéñÿ ñîîòâåòñòâåííî â ìîëåêóëàõ TNF è
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Fas. Ýòè ìåìáðàííûå áåëêè íàçûâàþòñÿ ñîîòâåòñòâåííî TRADD
è FADD (TNFR è Fas – associated death domain protein). Ïðè
ôóíêöèîíèðîâàíèè äîìåíîâ ñìåðòè àêòèâèðóþòñÿ èíèöèàòîð-
íûå êàñïàçû. Ïî íàãðóçêå ýòèõ ìîëåêóë â îñóùåñòâëåíèè ïðî-
öåññà àïîïòîçà îíè äåëÿòñÿ íà äâå ãðóïïû: èíèöèàòîðíûõ è
ýôôåêòîðíûõ, èëè èñïîëíèòåëüíûõ, ôåðìåíòîâ. Çàäà÷à ïåðâûõ
ñîñòîèò â çàïðîãðàììèðîâàííîì çàïóñêå ïîñëåäóþùèõ ýòàïîâ
àïîïòîçà, çàäà÷à âòîðûõ – ðàçðóøåíèå êëåòêè. Â îñóùåñòâëåíèè
àïîïòîòè÷åñêîé ôóíêöèè êëåòêè âàæíåéøóþ ðîëü èãðàþò ìèòî-
õîíäðèè. Áåëêè àïîïòîòè÷åñêîãî ïóòè ñïîñîáíû ïðîäûðÿâëèâàòü
èõ, è èç íèõ âûòåêàþò áåëêè (SMAC), êîòîðûå ñâÿçûâàþò áåëêè,
ïðåäîòâðàùàþùèå àïîïòîç, – IAP-áåëêè. Áîëåå òîãî, ïðè íàðó-
øåíèè ïðîíèöàåìîñòè ìèòîõîíäðèé èç íèõ òàêæå âûòåêàþò òà-
êèå ìîëåêóëû, êàê öèòîõðîì ñ, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñî ñïåöè-
àëüíîé ïðîòåàçîé êëåòêè – Apaf-1 è ÀÒÔ, îáðàçóþùèìè êîì-
ïëåêñ ñ ïðîêàñïàçîé 9. Ýòîò êîìïëåêñ ïîëó÷èë íàçâàíèå àïîïòî-
ñîìû. Åå çàäà÷à – àêòèâàöèÿ ïðîêàñïàçû 9 äî ôóíêöèîíàëüíîé
ôîðìû, â êîòîðîé çðåëàÿ êàñïàçà 9 óçíàåò è àêòèâèðóåò ýôôåê-
òîðíóþ êàñïàçó 3 (ðèñ. 7.1) [4]. (Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Fas-
èíäóöèðîâàíûé àïîïòîç òàêæå âîçìîæåí â ðåçóëüòàòå îòðåçàíèÿ
Ñ-êîíöåâîé ïîëîâèíû êîäèðóåìîé ìèòîõîíäðèàëüíûì ãåíîìîì
ìîëåêóëû öèòîõðîìà b, è ïîñòóïëåíèÿ åå â öèòîïëàçìó [5].)

Ïðè îðãàíèçàöèè ñèñòåìû àïîïòîçà êëåòêè îáðàùàåò íà ñåáÿ
âíèìàíèå èñïîëüçîâàíèå ïðèíöèïà íå òîëüêî èíèöèàòîðíûõ àê-
òèâàöèé è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ èñïîëíèòåëüíûõ ñòðóêòóð, íî è
ïðèíöèïà ñáàëàíñèðîâàííîñòè ñðåäñòâ, ñïîñîáñòâóþùèõ êàê óñ-
ïåøíîìó îñóùåñòâëåíèþ ýòîãî ÿâëåíèÿ, òàê è åãî çàïðåòó. Áîëåå
òîãî, ìîìåíòó ñîåäèíåíèÿ ëèãàíäà ñìåðòè ñ ðåöåïòîðîì ñìåðòè
òàêæå ïðåäîñòàâëÿåòñÿ øàíñ íåèñïîëíåíèÿ ñìåðòåëüíîãî ïðè-
ãîâîðà êëåòêè â âèäå èñïîëüçîâàíèÿ ðåöåïòîðà-ïðèìàíêè, ñïî-
ñîáíîãî ñâÿçûâàòü ëèãàíä ñìåðòè, íî íå àêòèâèðóþùåãî áåëîê
FADD è ïóòü àïîïòîçà â öåëîì. Íå óäèâèòåëüíî, ÷òî òàêàÿ âàæ-
íàÿ â îïðåäåëåíèè ñóäüáû êëåòêè ñèñòåìà, êàê àïîïòîç äîëæíà
íàõîäèòüñÿ ïîä êîíòðîëåì ñîáñòâåííîãî èíãèáèòîðà. Ýòó ôóíê-
öèþ âûïîëíÿåò áåëîê ñ-Flip. Îêàçàëîñü, ÷òî â ðàêîâîé êëåòêå
àêòèâíîñòü ãåíà ýòîãî áåëêà ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ, ïîâûøåííîå
êîëè÷åñòâî c-Flip ïîäàâëÿåò ïðîàïîïòîòè÷åñêèé ïóòü êëåòêè,
áëîêèðóÿ ðåöåïòîð DR5, êîòîðûé ñâÿçûâàåò ëèãàíä ñìåðòè êëåò-
êè TRAIL (tumor necrosis factor – related apoptosis inducing ligand).
Âûêëþ÷åíèå æå ýòîãî ãåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóë siRNA
(small interference RNA, áëîêèðóþùàÿ òðàíñëÿöèþ ìàòðèöû áåëêà)
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ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè îïóõîëè ê äåéñòâèþ
õèìèîòåðàïèè [6].

ßñíî, ÷òî îïèñàííîå ìíîæåñòâî ñðåäñòâ îñóùåñòâëåíèÿ àïîïòî-
çà òàêæå ìîæåò ñëóæèòü öåëè ìàêñèìèçàöèè áèîëîãè÷åñêîãî ðàç-
íîîáðàçèÿ. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé ìîæåò
áûòü ëèøü ïåðñîíàëüíàÿ ìåäèöèíà. Èòàê, æèòü ëè êëåòêå èëè óìå-
ðåòü çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ àïîïòîòè÷åñêèõ è àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ
ñðåäñòâ. Îíè – ÷ëåíû îäíîãî ñåìåéñòâà áåëêîâ Bcl-2, âàæíûõ äëÿ
áèîëîãèè ìèòîõîíäðèé â êëåòêå. Òàêèå áåëêè, êàê Bàõ, Bid, Bak
èëè Bad – ýòî àïîïòîòè÷åñêèå áåëêè, à Bcl-XL è Bcl-2 çàïðåùàþò
àïîïòîç. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî Bcl-2 èíãèáèðóåò áåëîê, îáðàçóþùèé êàíàë
äëÿ âûáðîñà öèòîõðîìà ñ èç ìèòîõîíäðèé. Íî, î÷åâèäíî, ýòîò áå-
ëîê ìîæåò äåëàòü ÷òî-òî åùå, òàê êàê îí èíãèáèðóåò àïîïòîç äàæå
òîãäà, êîãäà âûáðîñ öèòîõðîìà ñ óæå ïðîèçîøåë. (Î âàæíîñòè ïåð-
ñîíàëüíîé ìåäèöèíû ñâèäåòåëüñòâóþò è êëèíè÷åñêèå íàáëþäåíèÿ,
êîòîðûå ïîêàçûâàþò, ÷òî åñëè â ðàêîâîé êëåòêå ìíîãî áåëêà Bàõ,
ëåêàðñòâî äåéñòâóåò ýôôåêòèâíî è ýôôåêò ïðÿìî ïðîòèâîïîëîæåí
â ñëó÷àå ïîâûøåííûõ êîëè÷åñòâ áåëêà Bcl-2 [4].)

Â êà÷åñòâå ìèøåíè àíòèðàêîâîé òåðàïèè ïîä ïðèñòàëüíûì âíè-
ìàíèåì íàõîäèòñÿ òàêîé àíòèàïîïòîòè÷åñêèé áåëîê, êàê ñýâàéâèí
(survivin). Îí îòíîñèòñÿ ê áåëêàì ãðóïïû IAP (inhibitors of apoptosis).
Ìèøåíüþ åãî èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ êàñïàçà 9 [7].
Ïîñêîëüêó ãåí ýòîãî áåëêà ðåïðåññèðîâàí ñ ïîìîùüþ îíêîñóïðåñ-
ñîðà p53 äèêîãî òèïà, êîòîðûé ÷àùå âñåãî èñ÷åçàåò èç ðàêîâûõ
êëåòîê, òî â òàêèõ êëåòêàõ èäåò ñâåðõïðîäóêöèÿ ñýâàéâèíà, ÷òî è
èñêëþ÷àåò àïîïòîç çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè. Èìåþòñÿ äàííûå î
ðîëè ýòîãî áåëêà â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè APC/C-êîìïëåêñà êëå-
òî÷íîãî öèêëà è âîçíèêíîâåíèè õåìîóñòîé÷èâîñòè. Îêàçàëîñü, ÷òî
ôóíêöèÿ ñýâàéâèíà çàâèñèò îò åãî ëîêàëèçàöèè â êëåòêå: ïðè ëîêà-
ëèçàöèè â öèòîïëàçìå àïîïòîç çàïðåùåí, à ëîêàëèçàöèÿ â ÿäðå äå-
ëàåò êëåòêó ÷óâñòâèòåëüíîé ê õèìèîòåðàïèè [8]. Ñëåäîâàòåëüíî,
âàæíî íàéòè êàê èíãèáèòîðû ýòîé ìîëåêóëû, òàê è ôàêòîðû, îïðå-
äåëÿþùèå ëîêàëèçàöèþ ñýâàéâèíà â êëåòêå.

Êàê æå îðãàíèçì îñâîáîæäàåòñÿ îò êëåòîê, ïðåòåðïåâøèõ àïîï-
òîç? Îêàçûâàåòñÿ, íà ïîâåðõíîñòè òàêèõ êëåòîê ïîÿâëÿåòñÿ ñïåöè-
àëüíûé ìàðêåð â âèäå ìîëåêóë ôîñôàòèäèëñåðèíà. Ýòè ìîëåêóëû,
áëèçêèå ïî ñòðóêòóðå ê êîìïîíåíòàì ìåìáðàí, â íîðìàëüíîé êëåò-
êå ëîêàëèçóþòñÿ âíóòðè íåå, â àïîïòîòè÷åñêîé æå êëåòêå îíè ïå-
ðåìåùàþòñÿ íà åå ïîâåðõíîñòü è óçíàþòñÿ ìàêðîôàãàìè, óñòðà-
íÿþùèìè òàêèå êëåòêè.
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×òî êàñàåòñÿ íåêðîçà (îò ãðå÷. íåcñüæ – ìåðòâûé) êëåòêè (è
òêàíåé îðãàíèçìà), òî ýòî ïðåæäåâðåìåííîå íàñèëüíîå ïðåêðà-
ùåíèå ñóùåñòâîâàíèÿ ñòðóêòóð æèçíè â ðåçóëüòàòå ïðîñòî óáèå-
íèÿ êëåòîê ñ ïîìîùüþ âíåøíåãî âîçäåéñòâèÿ, íåñîâìåñòèìîãî ñ
æèçíüþ.

Èòàê, õàðàêòåðèçóÿ ìàøèíåðèþ êëåòêè, îñóùåñòâëÿþùóþ åå,
êàê îïèñàíî âûøå, çàïðîãðàììèðîâàííóþ ñìåðòü I òèïà – pro-
grammed cell death type I PCD, ñëåäóåò óïîìÿíóòü î òàêîì ÿâëå-
íèè, êàê ñàìîïîåäàíèå êëåòêè, èëè àóòîôàãèÿ (type II PCD). Îò-
ëè÷èå ìåæäó I è II òèïîì çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî â ïåðâîì ñëó-
÷àå äëÿ ïåðåâàðèâàíèÿ ìåðòâîé êëåòêè èñïîëüçóþòñÿ ôåðìåíòû
ëèçîñîì ôàãîöèòîâ, âî âòîðîì æå ñëó÷àå êëåòêà ïåðåâàðèâàåòñÿ
ñîáñòâåííûìè ëèçîñîìàìè. Ïîäðîáíåå îá ýòîì ÿâëåíèè ìîæíî
ïðî÷èòàòü â Shintani T., Klionsky D.J. Autophagy in health and
disease: a double-edged sword // Science. – 2004. – 306, N 5698. –
P. 990–995. Çäåñü æå óêàæåì ñëåäóþùåå.

Ïðè ìèêðîñêîïèðîâàíèè êëåòîê, ôóíêöèîíèðóþùèõ â ðàç-
ëè÷íûõ óñëîâèÿõ, îáíàðóæåíû âíóòðèêëåòî÷íûå ñïåöèàëüíûå
îáðàçîâàíèÿ, îáîñîáëÿþùèå äâîéíûì ñëîåì ìåìáðàí êàêóþ-òî
íåáîëüøóþ ÷àñòü öèòîïëàçìû è äàæå öåëûå îðãàíåëëû (ïðè èõ
äåôåêòàõ èëè ñëèøêîì âûñîêîì ñîäåðæàíèè â êëåòêå). Ýòè îá-
ðàçîâàíèÿ ïîëó÷èëè íàçâàíèå àóòîôàãîñîì. Ñìûñë èõ îáðàçîâà-
íèÿ ñîñòîèò â óâåëè÷åíèè ýôôåêòèâíîñòè ëîêàëüíîé ðàáîòû ëè-
çîñîì çà ñ÷åò èõ ôèçè÷åñêèõ ñëèÿíèé ñ àóòîôàãîñîìàìè. Ïðî-
äóêòû àóòîôàãîñîìíîãî ïåðåâàðèâàíèÿ ìåíåå çíà÷èòåëüíîãî äëÿ
êëåòêè ìàòåðèàëà ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ åþ â óæåñòî÷èâøèõñÿ
óñëîâèÿõ ñóùåñòâîâàíèÿ â êà÷åñòâå íåîáõîäèìîãî ïèòàíèÿ, à
òàêæå â ñòðîèòåëüíûõ öåëÿõ, ÷òî ñëóæèò äåëó âûæèâàíèÿ. Òàêèì
îáðàçîì, àóòîôàãèÿ – ýòî äåìîíñòðàöèÿ ïðèíöèïà ýêîíîìíîé
îðãàíèçàöèè æèâîãî è âàæíûé ïðîöåññ ðàöèîíàëèçàöèè ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ êëåòêè.

Êàê óòðàòà èëè óâåëè÷åíèå àóòîôàãîñîìíîé ôóíêöèè îòðà-
çèòñÿ íà ñóäüáå êëåòêè è âîçìîæíîãî ðàçâèòèÿ ðàçëè÷íûõ ïàòî-
ëîãèé? Èçó÷åíèå ýòîãî âîïðîñà còàëî âîçìîæíûì â ñâÿçè ñ îá-
íàðóæåíèåì ãåíîâ (ATG7 è beclin-1 è åùå ∼30 ãåíîâ ñåìåéñòâà
Atg), àêòèâíîñòü êîòîðûõ îïðåäåëÿåò ïðîöåññ àóòîôàãèè. Áîëåå
òîãî, ÿïîíñêèì èññëåäîâàòåëÿì óäàëîñü ðàçðàáîòàòü íàäåæíóþ,
÷óâñòâèòåëüíóþ è äîñòàòî÷íî ïðîñòóþ ìîäåëü èçó÷åíèÿ àóòîôà-
ãèè íà ïðèìåðå êóëüòóðû êëåòîê ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
ìûøè. Ó íèõ è â ìàòåðèíñêîé, è â îòöîâñêîé õðîìîñîìå îòñóò-
ñòâîâàë ãåí Atg5 (ãåíîòèï Atg5-/-). Ýòîò ãåí ââîäèëè â êëåòêè â
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âèäå ïëàçìèäíîé êîíñòðóêöèè, â êîòîðîé çà âîçìîæíîñòü åãî
ýêñïðåññèè îòâå÷àë ñïåöèàëüíûé ïðîìîòîð, ñîäåðæàùèé òàêîé
ñòðóêòóðíûé ýëåìåíò, êîòîðûé ñïîñîáåí ñâÿçûâàòü òåòðàöèêëèí
è òåì ñàìûì áëîêèðîâàòü ýêñïðåññèþ Atg5 [9]. Ñëåäîâàòåëüíî,
ïðè íàëè÷èè òåòðàöèêëèíà ãåí Atg5 íå ýêñïðåññèðóåòñÿ è àóòî-
ôàãèÿ íå ïðîèñõîäèò, ïðè óäàëåíèè æå àíòèáèîòèêà îíà ñòà-
íîâèòñÿ âîçìîæíîé. Ýòî óïðîùàåò èçó÷åíèå ðàññìàòðèâàåìîãî
ïðîöåññà. Çà ðàçðàáîòêó ýòîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñèñòåìû ïðî-
ôåññîð Íîáîðó Ìèäçóñèìà ñòàë ïîáåäèòåëåì êîíêóðñà ìîëîäûõ
ó÷åíûõ íà 32-ì êîíãðåññå FEBS â Âåíå â 2007 ã.

Îáîáùàÿ ìàòåðèàë ïðåäøåñòâóþùèõ ãëàâ, ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî öèòîòîêñè÷åñêîå ëåêàðñòâî âîñïðèíèìàåòñÿ êëåòêîé êàê
ôàêòîð ñòðåññà – ñòðåññîð. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòðåññ ñâÿçûâà-
þò, ïðåæäå âñåãî, ñ èçìåíåíèåì õàðàêòåðà óêëàäêè ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ìàêðîìîëåêóë êëåòêè, âîñïðèíèìàþùåé ëåêàðñòâî. Òà-
êîå èçìåíåíèå ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ñîîòâåòñòâóþùåé ðåöåï-
öèè ñòðåññîðà êàêîé-ëèáî ñòðóêòóðîé êëåòêè èëè ïðîñòî ôèçè-
êî-õèìè÷åñêèì âëèÿíèåì ââåäåííîãî ëåêàðñòâà íà ìîëåêóëû
êëåòêè. Õîòÿ êàðòèíà, ïîêàçûâàþùàÿ íàáîð êëåòî÷íûõ ñòðåññî-
âûõ ñåíñîðîâ, åùå äîñòàòî÷íî ôðàãìåíòàðíà, â íàñòîÿùåå âðåìÿ
óñïåøíîìó èçó÷åíèþ ïîääàþòñÿ ñåíñîðû, ÷óâñòâóþùèå ïîëîìêè
â ÄÍÊ, è òàêèå ñåíñîðû êñåíîáèîòèêîâ, êàê îáíàðóæåííûå ñè-
ðîòñêèå ÿäåðíûå ðåöåïòîðû, ñïîñîáíûå ìîäóëèðîâàòü àêòèâ-
íîñòü ãåíîìà â çàâèñèìîñòè îò ñëîæèâøèõñÿ óñëîâèé ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ êëåòêè. Â çàäà÷ó ñåíñîðà âõîäèò àêòèâèðîâàíèå ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ðåàëèçóåòñÿ
òàêàÿ ïîòåíöèÿ êëåòêè, êàê âîçìîæíîñòü óñèëåíèÿ ìîëåêóëÿð-
íûõ ñðåäñòâ, ïîçâîëÿþùèõ åé ëèáî âûæèòü, ëèáî ïðåêðàòèòü
ñâîå ñóùåñòâîâàíèå. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äåéñòâèè öèòîòîêñè÷å-
ñêîãî ëåêàðñòâà, îñîáåííî ìèøåííîãî òèïà, ñëåäóåò ó÷èòûâàòü
âîçìîæíîñòü àêòèâàöèè ìîëåêóë, îáåñïå÷èâàþùèõ ïóòü âûæèâà-
íèÿ êëåòêè. Ýòî è ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ ïðèìåíÿå-
ìîãî ëåêàðñòâà. Óñèëåíèå ïóòè âûæèâàíèÿ êëåòêè îáóñëîâëåíî
àêòèâàöèåé â óñëîâèÿõ êëåòî÷íîãî ñòðåññà ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðî-
òåèíêèíàç. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷åíà òàêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
êàñêàäíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòèõ ôåðìåíòîâ, êîòîðóþ ìîæíî
ïðåäñòàâèòü â âèäå ïîðÿäêà «ñâåðõó âíèç». ßñíî, ÷òî êëåòêó
ìîæíî ëèøèòü øàíñà íà âûæèâàíèå ïðè äåéñòâèè öèòîòîêñè÷å-
ñêîãî ëåêàðñòâà, åñëè ðàçðóøèòü «âåðõ» ñèãíàëüíîãî ïóòè îòâåòà
êëåòêè íà ñòðåññ. Îäíàêî âçàèìîäåéñòâèÿ â êëåòêå ïðè ïåðåäà÷å
ñòðåññîâîãî ñèãíàëà îòëè÷íû îò ïðîñòûõ ëèíåéíûõ îòíîøåíèé
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è, î÷åâèäíî, ïðåäñòàâëåíû ñåòüþ ñ âîçìîæíûìè ðàçëè÷íûìè
ðàçâåòâëåíèÿìè. Ýòî òðåáóåò ñïåöèàëüíîãî èçó÷åíèÿ âîçìîæíî-
ñòè ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî êîíòðîëÿ íàä àêòèâàöèåé îñíîâíîãî
ïóòè âûæèâàíèÿ êëåòêè.

Îñîáóþ ðîëü â îòâåòå êëåòêè íà ñòðåññ èãðàåò ýíäîïëàçìàòè-
÷åñêèé ðåòèêóëóì (ER). Ïîÿâëåíèå â ýòîì êîìïàðòìåíòå êëåòêè
áåëêîâ ñ íàðóøåííîé óêëàäêîé ãåíåðèðóåò ñèãíàë òðåâîãè, íà-
äåæíî ðàñïðîñòðàíÿþùèéñÿ, êàê îïèñàíî âûøå, òðåìÿ íåçàâè-
ñèìûìè ñïîñîáàìè. Òàêèì îáðàçîì, ER âûñòóïàåò è êàê ñåíñîð
ñòðåññîâîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè, è êàê êîíòðîëüíûé ïóíêò ìîëå-
êóëÿðíîãî ïîðÿäêà â êëåòêå. Çíà÷åíèå ñèãíàëîâ, âîçíèêàþùèõ â
ER, ñîñòîèò â òîì, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ýòèõ ñèãíàëîâ àêòèâèðó-
þòñÿ òå ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ ñïîñîáíû èñïðàâëÿòü äåôåêòû
â ñïîñîáå óêëàäêè áåëêîâ. Îäíàêî ïðè êàòàñòðîôè÷åñêèõ íàðó-
øåíèÿõ â ïðîöåññå ñòðåññà îðãàíèçàöèè áåëêîâûõ ìîëåêóë ñèã-
íàëû ER àêòèâèðóþò ãåíû, àêòèâíîñòü êîòîðûõ îáðåêàåò êëåòêó
íà ñàìîóíè÷òîæåíèå. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äåéñòâèè öèòîòîêñè-
÷åñêîãî ëåêàðñòâà âûèãðûøíîé ÿâëÿåòñÿ ñèòóàöèÿ ñîäåðæàíèÿ â
ER áåëêîâ ñ íàðóøåííîé óêëàäêîé. Ïîñêîëüêó òàêèå áåëêè óñò-
ðàíÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ óáèêâèòèíîâîé ìåòêè è ïîñëåäóþùåé ïðî-
òåàñîìíîé èõ äåãðàäàöèè, òî ïðè èñïîëüçîâàíèè öèòîòîêñè÷å-
ñêèõ ëåêàðñòâ, î÷åâèäíî, ýôôåêòèâíûì ìîæåò áûòü ïðèåì çà-
ìåäëåíèÿ ýòèõ ïðîöåññîâ ñ ïîìîùüþ îäíîâðåìåííîãî èñïîëüçî-
âàíèÿ c àäðåñíîé äîñòàâêîé â îðãàíèçìå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ
ñðåäñòâ, âëèÿþùèõ íà ðàáîòó óáèêâèòèíîâé ñèñòåìû äåãðàäàöèè
áåëêîâ. Èòàê, ïðèìåíåíèå ìèøåííîãî ëåêàðñòâà îäíîâðåìåííî ñ
èíãèáèòîðàìè ïðîòåàñîì ìîæåò óâåëè÷èâàòü ýôôåêòèâíîñòü ìå-
äèêàìåíòîçíîãî ëå÷åíèÿ. Ïîèñòèíå îòêðûâàåòñÿ øèðîêîå ïîëå
ïåðñïåêòèâ â ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíå.

Âûçûâàåìîå äåéñòâèåì öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàðñòâà ñîñòîÿ-
íèå êëåòî÷íîãî ñòðåññà ñïîñîáíî îáóñëîâèòü èçìåíåíèÿ â êàð-
òèíå àêòèâíîñòè ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà. Ðîëü òàêèõ áåë-
êîâ, êàê pR B, p53, p21WA F21, Cdc25 A, Wee1, Cdc20, Mad2,
ñåêóðèíà, ñåïàðàçû, êîãåçèíà øèðîêî èçâåñòíà. Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà âûÿâëÿåòñÿ îñîáî âàæíàÿ
ðîëü ÷åêïîéíò-êèíàçû Chk1, îòâåòñòâåííîé çà ïðîõîæäåíèå G2/M-
÷åêïîéíòà è âõîæäåíèÿ êëåòêè â ìèòîç. Â ñëó÷àå ðàêîâîé êëåò-
êè, ïðîõîäÿùåé G1-ñòàäèþ öèêëà áåç êîíòðîëÿ, âàæíî èíãèáè-
ðîâàíèå ýòîé êèíàçû. Ýòî ïîâûøàåò øàíñû íà óñòðàíåíèå êëåòêè
èç îðãàíèçìà, òàê êàê ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàêîâîé êëåòêè ê äåéñòâèþ
ïðèìåíÿåìîé õèìèîòåðàïèè, êàê óæå îòìå÷åíî, ïîâûøàåòñÿ. Ñëå-
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äîâàòåëüíî, ýòà êèíàçà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðñïåêòèâíóþ ìî-
äåëü äëÿ ïîèñêà ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ñðåäñòâ, ñïîñîáíûõ óëó÷-
øèòü ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçóåìîé õèìèîòåðàïèè.

×ðåçâû÷àéíî øèðîêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿòñÿ â îáëàñòè
èçó÷åíèÿ ñèñòåì çàïðîãðàììèðîâàííîé ñìåðòè êëåòêè, ïðåäñòàâ-
ëåííîé àïîïòîçîì è àóòîôàãèåé. ßñíî, ÷òî â ñëó÷àå ðàêà îñî-
áåííî íåîáõîäèìî àêòèâèðîâàòü ýòè ñèñòåìû è óñèëèòü ïðîöåñ-
ñû èõ ðàáîòû. Îäèí èç ïîäõîäîâ íà ýòîì ïóòè ñâÿçàí ñ èçó÷å-
íèåì áåëêîâ, èíãèáèðóþùèõ àïîïòîç, – ñýâàéâèíà è äðóãèõ
IAP-áåëêîâ. Ïåðñïåêòèâíîñòü òàêîãî ïîäõîäà äåìîíñòðèðóåò òîò
ôàêò, ÷òî, êàê óêàçûâàëîñü, áëîêèðîâàíèå áåëêà ñ-Flip, èíãèáè-
ðóþùåãî ðåöåïòîð ñìåðòè êëåòêè Fas, óñïåøíî íàïðàâëÿåò êëåò-
êó ïî ïóòè àïîïòîçà. Ñëåäîâàòåëüíî, c-Flip – åùå îäíà ìèøåíü
äëÿ ïîèñêà ïåðñïåêòèâíûõ àíòèðàêîâûõ ëåêàðñòâ.

Ñëîæíîñòü ñèñòåìíîé îðãàíèçàöèè êëåòêè ïîäíèìàåò âîïðîñ î
âàæíîñòè â ñîïðÿæåíèè êàðòèíû ãåíîìíîé àêòèâíîñòè è âîçíèêíî-
âåíèè õåìîóñòîé÷èâîñòè äåéñòâèÿ òàêèõ ðåãóëÿòîðîâ ãåííîé àêòèâ-
íîñòè, êàê îòêðûòûå â ïîñëåäíåå âðåìÿ ìèêðîÐÍÊ (miRNA). Õàðàê-
òåðèñòèêå ýòèõ ðåãóëÿòîðîâ è èõ ðîëè â âîçíèêíîâåíèè ëåêàðñòâåí-
íîé óñòîé÷èâîñòè ïîñâÿùåíà ñëåäóþùàÿ ãëàâà.
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Ã Ë À Â À  8

Î ÐÎËÈ ìèêðîÐÍÊ
Â ÂÎÇÍÈÊÍÎÂÅÍÈÈ ËÅÊÀÐÑÒÂÅÍÍÎÉ

ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ

Â ãëàâå 8 ìû ðàñêðûâàåì áèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå ðàáîòû òà-
êîãî ðåãóëÿòîðíîãî ìåõàíèçìà êëåòêè, êîòîðûé îñíîâàí íà ôóíê-
öèîíèðîâàíèè ñïåöèàëüíîãî êëàññà ìîëåêóë, íàçâàííûõ ìèê-
ðîÐÍÊ, èëè miRNA (miR). Êðàòêî ðàññìîòðèì, êàê áûëè îòêðû-
òû ýòè ìîëåêóëû, êàê îíè ôóíêöèîíèðóþò, êàêóþ ðîëü îíè èã-
ðàþò â æèçíè êëåòêè è êàê îíè âåäóò ñåáÿ ïðè ðàçâèòèè â êëåòêå
ñòðåññà, âûçûâàåìîãî â òîì ÷èñëå äåéñòâèåì öèòîñòàòè÷åñêîãî
ëåêàðñòâà. Ïîñêîëüêó â êëåòêå îáíàðóæåíû ñàìûå ðàçíûå íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûå íåêîäèðóþùèå ÐÍÊ, âàæíî îïèñàíèå îñîáåííî-
ñòåé ñòðóêòóðû è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ â êëåòêå òàêîãî êëàññà ìî-
ëåêóë ÐÍÊ, êàê miRs. Ìîëåêóëàì miRs ïîñâÿùåí ðÿä ñïåöèàëü-
íûõ îáçîðîâ [1–11]. Çäåñü îòìåòèì ñëåäóþùåå.

Ýðó ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè îòêðûëî îáíàðóæåíèå îòâå÷àþ-
ùèõ çà íàñëåäñòâåííûå ïðèçíàêè êëåòêè ìîëåêóë ÄÍÊ è óñòàíîâ-
ëåíèå èõ ñòðóêòóðû. Âñëåä çà ýòèì áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî íóêëåè-
íîâûå êèñëîòû êëåòêè ïðåäñòàâëåíû ìîëåêóëàìè íå òîëüêî ÄÍÊ,
íî è ÐÍÊ. Èçó÷åíèå ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ýòèõ ìîëåêóë ïîçâîëè-
ëî óñòàíîâèòü îñíîâíûå çàêîíîìåðíîñòè óñòðîéñòâà è çíà÷åíèå
íóêëåèíîâîãî ìèðà â áèîëîãèè. Ñ ïåðâûõ æå øàãîâ èññëåäîâàíèé
âûÿñíèëîñü, ÷òî ÐÍÊ äåëèòñÿ íà äâà áîëüøèõ êëàññà âûñîêî- è
íèçêîïîëèìåðíûõ ìîëåêóë è ïðè âñåé ïðè÷óäëèâîñòè óêëàäêè íà
îòäåëüíûõ ñâîèõ ó÷àñòêàõ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîëèìåð, â îñíîâ-
íîì, â âèäå îäíîé öåïè. Ìîëåêóëû ÐÍÊ òàêæå äåëÿòñÿ íà êî-
äèðóþùèå è íåêîäèðóþùèå, ïðåäñòàâëåííûå ïðåèìóùåñòâåííî
íèçêîìîëåêóëÿðíûìè âèäàìè snRNA (small non-coding). Åñëè îð-
ãàíèçàöèÿ ìîëåêóëû ÄÍÊ â âèäå äâóõ êîìïëåìåíòàðíûõ öåïåé
ïîçâîëÿåò âûïîëíÿòü çàäà÷ó è âìåñòèëèùà ãåíåòè÷åñêîé èíôîð-
ìàöèè, è ïåðåäà÷è åå ïîêîëåíèÿì, òî ìîæåò ëè ÐÍÊ, ñ÷èòûâàå-
ìàÿ c ðàçëè÷íûõ îáëàñòåé ãåíîìà è äàæå îäíîâðåìåííî ñ äâóõ
íèòåé ÄÍÊ îäíîãî è òîãî æå ó÷àñòêà [12], òàêæå îáðàçîâûâàòü
äâóöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû? Äîëæíà ëè òàêàÿ ñèòóàöèÿ íàíîñèòü
êëåòêå âðåä èç-çà ïîÿâëåíèÿ ìàòðèö â ñõëîïíóòîì è íåàêòèâ-
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íîì ñîñòîÿíèè? Áîëåå òîãî, ìîëåêóëó ÐÍÊ, êîòîðàÿ âñåãäà äîë-
æíà ñâÿçûâàòüñÿ ñ êàêèìè-òî ìîëåêóëàìè, îòëè÷àåò âûñîêàÿ ìî-
áèëüíîñòü êîíôîðìàöèé, ïðèíèìàåìûõ ýòîé ìîëåêóëîé â öåëîì
è åå ðàçíûìè ÷àñòÿìè. Ýòî äîëæíà áûòü íå ïðîñòî «êóâûðêàþ-
ùàÿñÿ» ìîëåêóëà, ýòà ìîëåêóëà äîëæíà ïîñòîÿííî «êîð÷èòüñÿ è
èçâèâàòüñÿ» òàê, ÷òîáû â ðàçíûõ åå ÷àñòÿõ âîçíèêàëà ñâîÿ ñïå-
öèôè÷åñêàÿ óêëàäêà, êîòîðóþ è óçíàþò îæèäàþùèå øàíñà âîç-
íèêíîâåíèÿ íóæíîé êîíôîðìàöèè ñïåöèàëüíûå èçâëåêàþùèå
èíôîðìàöèþ ôàêòîðû, êîòîðûå ñâÿçûâàþòñÿ ñ ÐÍÊ [13]. ßñíî,
÷òî â äâóñïèðàëüíîé ìîëåêóëå íåîáõîäèìûé ÐÍÊ äèíàìèçì çà-
òðóäíåí, è òàêàÿ ìîëåêóëà â êëåòêå áóäåò îñîáî çàìåòíîé. Â ñâÿ-
çè ñ ýòèì ìîã âîçíèêíóòü âîïðîñ î íåîáõîäèìîñòè çàùèòû êëåò-
êè îò ïîÿâëåíèÿ ìîëåêóë ñîáñòâåííîé êëåòî÷íîé ÐÍÊ â äâóñïè-
ðàëüíîé ôîðìå. Ýòî îáëåã÷àëî áû êëåòêå çàäà÷ó ðàñïîçíàâàíèÿ
ïîÿâëåíèÿ òàêèõ ìîëåêóë, ïðåäñòàâëÿþùèõ ãåíîìû ñîîòâåòñòâó-
þùèõ âèðóñîâ. Âîïðîñ î ðîëè äâóñïèðàëüíûõ êëåòî÷íûõ ÐÍÊ
æäàë ñâîåãî ðåøåíèÿ.

Ïðåæäå âñåãî, áûëî çàìå÷åíî, ÷òî ïðè ïîïûòêå óñèëèòü ïðè-
ðîäíóþ îêðàñêó ïåòóíèè çà ñ÷åò ââåäåíèÿ òðàíñãåíà, ïðåäñòàâ-
ëåííîãî òàêèì ãåíîì, êîòîðûé îòâå÷àåò çà îáðàçîâàíèå ïèãìåí-
òà, îêðàñêà íå òîëüêî íå óñèëèâàëàñü, íî íàïðîòèâ, èñ÷åçàëà âî-
îáùå. Òàêèì îáðàçîì, íå òîëüêî íå ðàáîòàë ââåäåííûé òðàíñãåí,
íî è ïåðåñòàâàë ðàáîòàòü ñîáñòâåííûé ýíäîãåííûé ãåí ýòîãî
ïèãìåíòà. Ïî÷åìó? Îòâåò áûë ïîëó÷åí ïðè èññëåäîâàíèÿõ íà-
áëþäàåìîãî ðàçëè÷íûìè àâòîðàìè ìåõàíèçìà óìîëêàíèÿ ãåíîâ
íà òàêîì îáúåêòå ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, êàê ìèêðîñêîïè÷å-
ñêèé ÷åðâü íåìàòîäà.

Âûáðàâ â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ îäèí èç áåëêîâ êëåò-
êè ìûøå÷íîé òêàíè ÷åðâÿ, àâòîðû ïîñòàâèëè öåëü íàéòè óñëîâèÿ,
ïðèâîäÿùèå ê óìîëêàíèþ ãåíà. Îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåíèå â êëåòêè
èçëèøíèõ êîëè÷åñòâ ìÐÍÊ ãåíà ýòîãî áåëêà (óñëîâèå äëÿ âêëþ-
÷åíèÿ ìåõàíèçìà îáðàòíîé ñâÿçè – feedback regulation), à òàêæå
àíòèñìûñëîâîé íèòè äàííîé ìÐÍÊ (óñëîâèå ñòåðè÷åñêîãî ïðå-
ïÿòñòâèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìàòðèöû) íå âûçûâàåò èñêîìîãî
ýôôåêòà. Ââåäåíèå æå ýòîé ìàòðèöû â äâóñïèðàëüíîé ôîðìå,
ïðåäñòàâëåííîé îäíîâðåìåííî êàê ñìûñëîâîé, òàê è àíòèñìûñëî-
âîé íèòÿìè, ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè ãåíà, ê
åãî óìîëêàíèþ (silåncing) [14]. Çà ýòó ðàáîòó A. Fire è C. Mello áû-
ëè óäîñòîåíû Íîáåëåâñêîé ïðåìèè â 2006 ã. Ñîçäàâàëîñü âïå÷àò-
ëåíèå, ÷òî ïðèðîäà íå ëþáèò dsRNA è òùàòåëüíî êîíòðîëèðóåò åå
ïðèñóòñòâèå â êëåòêå ñ ïîìîùüþ êàêèõ-òî ñðåäñòâ ñàìîãî áûñò-
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ðîãî ðåàãèðîâàíèÿ. Äåéñòâèòåëüíî, íåîáõîäèìîñòü âûðàáîòêè òà-
êèõ ñðåäñòâ â ïðèðîäå îïðàâäûâàåòñÿ â ñâÿçè ñ óãðîçîé âòîðæåíèÿ
â êëåòêó ìíîãî÷èñëåííûõ âèðóñîâ, ãåíîì êîòîðûõ ïðåäñòàâëåí
dsRNA, à òàêæå ñëèøêîì âûñîêîé èíòåíñèâíîñòüþ ïåðåìåùåíèé
ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ â ãåíîìàõ. Ðàíåå áûë óñòàíîâëåí èíòåðôå-
ðîíîâûé ìåõàíèçì (PKR-îòâåò) çàùèòû êëåòêè îò dsRNA. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî dsRNA àêòèâèðóåò ñïåöèàëüíóþ êèíàçó PKR, êîòîðàÿ
ïðè ñâÿçûâàíèè òàêîé ÐÍÊ çà ñ÷åò àêòèâàöèè STAT-cèãíàëüíîãî
ïóòè èíäóöèðóåò ñîáñòâåííûé ñèíòåç. Àêòèâèðîâàííàÿ PKR ôîñ-
ôîðèëèðóåò ìàëóþ ñóáúåäèíèöó ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè
eIF2α òàê, ÷òî îí òåðÿåò àêòèâíîñòü, è ïðîöåññ òðàíñëÿöèè òîð-
ìîçèòñÿ. Ïðè ýòîì â êëåòêå íàêàïëèâàåòñÿ 2′–5′-ïîëèàäåíèëîâàÿ
êèñëîòà. Îíà àêòèâèðóåò ñïåöèàëüíóþ ìîëåêóëó – íåñïåöèôè÷å-
ñêóþ ÐÍÊàçó L, ñïîñîáíóþ áîðîòüñÿ ñ ïîÿâëåíèåì â êëåòêå íå-
íóæíîé ÐÍÊ. Ýòà ñèñòåìà çàùèòû êëåòêè îò èíòåðâåíöèè äâó-
ñïèðàëüíûõ ÐÍÊ ðåàãèðóåò íà òàêèå èç íèõ, êîòîðûå èìåþò äîñ-
òàòî÷íî áîëüøóþ ïðîòÿæåííîñòü [15].

Îäíàêî ïðè èçó÷åíèè ôåíîìåíà óìîëêàíèÿ ãåíà áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî òàêàÿ ìàëàÿ ÷àñòü ââåäåííîé â êëåòêè dsRNA, êàê ó÷àñòîê
ðàçìåðîì 21–23 ï. í. ñïîñîáíà âûçûâàòü ýôôåêò ñàéëåíñèíãà íà
îñíîâå ìåõàíèçìà, îòëè÷íîãî îò äåéñòâèÿ èíòåðôåðîíà [16]. ÐÍÊ,
ñïîñîáíàÿ âûçûâàòü ýôôåêò óìîëêàíèÿ ãåíîâ ñ ïîìîùüþ îñîáîãî
ìåõàíèçìà, êîòîðûé óäàëîñü ðàñøèôðîâàòü, ïîëó÷èëà íàçâàíèå
èíòåðôåðåíöèîííîé ÐÍÊ (RNAi), à åå àêòèâíîå íà÷àëî â âèäå
êóñêà ðàçìåðîì 21–22 ï. í. íàçâàíî ìàëîé èíòåðôåðåíöèîííîé
(small interference – siRNA) ÐÍÊ–siÐÍÊ. (Èíîãäà èñïîëüçóþòñÿ
íàçâàíèÿ short interfering RNA è silencing RNA.)

Îòêðûòèå èíòåðôåðåíöèîííûõ ñâîéñòâ dsRNA áûëî ñäåëàíî
íà îñíîâå ìàíèïóëÿöèé ñ ýêçîãåííûìè ìîëåêóëàìè è, åñòåñòâåí-
íî, âîçíèê âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ñóùåñòâîâàíèÿ ñïåöèàëüíîãî
ìåõàíèçìà èñïîëüçîâàíèÿ êëåòêîé ýíäîãåííûõ, êîäèðóåìûõ ãåíî-
ìîì ìàëûõ ìîëåêóë äâóñïèðàëüíûõ ÐÍÊ. Ôàêò ñóùåñòâîâàíèÿ
òàêèõ êîäèðóåìûõ ãåíîìîì ìîëåêóë âïåðâûå îáíàðóæåí [17] íà
òàêîì îáúåêòå èññëåäîâàíèé, êàê íåìàòîäà. Ïîçäíåå ïðèøëî ïî-
íèìàíèå ôóíêöèîíàëüíîé âàæíîñòè â æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè
ýòîãî êëàññà ìîëåêóë, è îíè áûëè íàçâàíû ìèêðîÐÍÊ [18].

Îêàçàëîñü, ÷òî RNAi îáóñëîâëèâàåò óìîëêàíèå ãåíà, èñïîëü-
çóÿ òîò æå êëåòî÷íûé ìåõàíèçì äåéñòâèÿ, êîòîðûé ôóíêöèîíè-
ðóåò è íà îñíîâå miÐÍÊ, ïîñëå òîãî, êàê îíà ïðîéäåò ýòàï îáðà-
áîòêè â ÿäðå è ïîñòóïèò â öèòîïëàçìó. Ýòó îáùíîñòü îïðåäåëÿ-
åò, ïðåæäå âñåãî, èñõîäíàÿ àêòèâàöèÿ òàêîé ÐÍÊàçû, êàê ýíäî-
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íóêëåàçà ñåìåéñòâà ÐÍÊàçû III, ïîëó÷èâøàÿ íàçâàíèå Dicer. Ïðè
ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêå ýòîãî ôåðìåíòà â êëåòêå ôîðìèðóåòñÿ
ñïåöèàëüíûé êîìïëåêñ áåëêîâ, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå RISC –
RNA-induced silenñing complex. Â åãî îáÿçàííîñòü âõîäèò âçàèìî-
äåéñòâèå ñ ïðîäóêòàìè äåéñòâèÿ Dicer òàê, ÷òî êîìïëåêñ ñïîñî-
áåí âûáðàòü îäíó èç íèòåé äâóñïèðàëüíîãî ïðîäóêòà, íàçûâàå-
ìóþ íèòüþ-ãèäîì (guide strand), â òî âðåìÿ êàê äðóãàÿ – ïàññà-
æèðñêàÿ íèòü (passenger strand), â îñíîâíîì, äåãðàäèðóåò. Â êà÷å-
ñòâå íèòè-ãèäà ÷àùå âñåãî èñïîëüçóåòñÿ àíòèñìûñëîâàÿ íèòü.
Êîìïëåêñ RISC, íàãðóæåííûé òàêîé íèòüþ, ñïîñîáåí îòûñêàòü
â êëåòêå ñîîòâåòñòâóþùóþ ìàòðèöó è ïîñàäèòü ñâîþ íîøó íà
íåå â îáëàñòü êîìïëåìåíòàðíîñòè. Ïðè ýòîì åñëè êîìïëåìåí-
òàðíîñòü îñíîâàíèé íà ó÷àñòêå âçàèìîäåéñòâèÿ ñîâåðøåííà è
ëþáàÿ íåñïàðåííîñòü îñíîâàíèé îòñóòñòâóåò (÷òî õàðàêòåðíî äëÿ
ðàñòåíèé), òî àêòèâèðóåòñÿ ÐÍÊàçíàÿ àêòèâíîñòü ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ áåëêîâ (argonaute) ýòîãî êîìïëåêñà. Ýòî âûçûâàåò äåãðàäà-
öèþ ìàòðèöû. Åñëè æå íàðóøåíèå êîìïëåìåíòàðíîñòè ïàð íóê-
ëåîòèäîâ èìååò ìåñòü (÷òî õàðàêòåðíî äëÿ miÐÍÊ æèâîòíûõ), òî
ìàòðèöà íå ìîæåò òðàíñëèðîâàòüñÿ è îáîñîáëÿåòñÿ â êëåòêå â
âèäå òàêèõ ñòðóêòóð, êàê Ð-òåëà. Òàêèì îáðàçîì, óìîëêàíèå ãåíà
ñâÿçàíî ñ èíàêòèâàöèåé åãî ìàòðèöû. Òàêîâà âêðàòöå îáùàÿ ñõå-
ìà ðàáîòû èíòåðôåðåíöèîííîãî ìåõàíèçìà, â êîòîðîé äëÿ ïðî-
ñòîòû èçëîæåíèÿ ìíîãèå âàæíûå äåòàëè îïóùåíû.

Ïðåñëåäóÿ öåëü îáîáùåíèÿ äàííûõ èçó÷åíèÿ ðîëè miÐÍÊ â
âîçíèêíîâåíèè õåìîóñòîé÷èâîñòè êëåòêè, îõàðàêòåðèçóåì ÿäåð-
íûé ýòàï ñîçðåâàíèÿ ýòèõ ìîëåêóë, îïðåäåëÿþùèé îáðàçîâàíèå
èç èõ ïåðâè÷íûõ òðàíñêðèïòîâ òàêèõ ïðîäóêòîâ, êîòîðûå ñïî-
ñîáíû ê ôóíêöèîíàëüíîé äåÿòåëüíîñòè. Äåòàëüíî ýòîò ýòàï îïè-
ñàí â îáçîðå [4] ñ îáîáùàþùåé ñõåìàòè÷åñêîé èëëþñòðàöèåé
ïðîöåññà, êîòîðûé ìû âîñïðîèçâîäèì íà ðèñ. 8.1.

Ãåíû miR, ðàñïîëàãàþùèåñÿ ëèáî â ìåæãåííîì ïðîñòðàíñò-
âå, ëèáî â èíòðîíàõ, ëèáî â ìîáèëüíûõ ýëåìåíòàõ òðàíñêðèáè-
ðóþòñÿ ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II (âîçìîæíî èñïîëüçîâà-
íèå â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ pol III) â âèäå ïðîòÿæåííîé ïåðâè÷íîé
ÐÍÊ – pri-miRNA, êîòîðàÿ äàæå ìîæåò èìåòü êýï è ïîëè-À-
õâîñò êàê íàñòîÿùàÿ ìàòðèöà. Âîïðîñ î ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
ãåíîâ miR åùå èçó÷àåòñÿ. Íà ýòîì ïóòè ïðèâëåêàþò âíèìàíèå
ðàáîòû, â êîòîðûõ ïîêàçàíî, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ãåíîâ miR îïðåäåëÿ-
åòñÿ ñîñòîÿíèåì ãåíà «ãëàâíîãî ñòðàæà» öåëîñòíîñòè ãåíîìà îí-
êîñóïðåññîðà áåëêà ð53. Äåéñòâèòåëüíî, êîãäà èçó÷èëè ïðîôèëü
miÐÍÊ èç íîðìàëüíîé è ðàêîâîé êëåòêè ìûøè, ëèøåííîé ãåíà



Ã ë à â à  8 . Î ðîëè ìèêðîÐÍÊ â âîçíèêíîâåíèè ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè

131

Ðèñ. 8.1. Ñõåìà áèîãåíåçà miRNA [4]
Ïîÿñíåíèÿ â òåêñòå

ð53 èëè íîêàóòèðîâàííîé ïî ýòîìó ãåíó, òî îêàçàëîñü, ÷òî óðî-
âåíü ñèíòåçà ìîëåêóë miÐÍÊ ñåìåéñòâà miR-34 çíà÷èòåëüíî
ñíèæåí. Åñëè æå ïîâûñèòü óðîâåíü ñèíòåçà ýòèõ ãåíîâ, êëåòêè
íà÷èíàþò âêëþ÷àòü ñèñòåìó àïîïòîçà, è ðàêîâàÿ îïóõîëü ïåðå-
ñòàåò ðàñòè [19, 20]. Áîëåå òîãî, â ðàáîòå [21] ïîêàçàíî, ÷òî êëå-
òî÷íûé áåëîê ñ-Myc êàê îíêîãåí, àêòèâèðóþùèéñÿ â ðàêîâûõ
êëåòêàõ, îñîáåííî ñíèæàåò ñèíòåç èäåíòèôèöèðîâàííûõ 13 miÐÍÊ.
Ïðè ââåäåíèè òàêèõ ìîëåêóë â êëåòêè îïóõîëè òàêæå íàáëþäàåò-
ñÿ îñòàíîâêà åå ðîñòà. Òàêèì îáðàçîì, miÐÍÊ ïðèâëåêàþò îñî-
áîå âíèìàíèå êàê ìîùíûé ôàêòîð, îïðåäåëÿþùèé èíòåíñèâ-
íîñòü êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè.
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 Ìîëåêóëû pri-miRNA óçíàþòñÿ è îáðàáàòûâàþòñÿ ñïåöèàëü-
íîé ÐÍÊàçîé ñåìåéñòâà III íóêëåàç, íàçûâàåìîé Äðîøà (Drosha).
Îíà íà÷èíàåò äåéñòâîâàòü ïîñëå òîãî, êàê ñïåöèàëüíûé áåëîê,
íàçûâàåìûé Ïàøà (Pasha), câÿæåò ïåðâè÷íûé òðàíñêðèïò è ïðå-
äîñòàâèò åãî â ðàñïîðÿæåíèå äåéñòâèÿ Äðîøà. Çàäà÷à Äðîøà ñî-
ñòîèò â âûùåïëåíèè èç ïåðâè÷íîãî òðàíñêðèïòà ñïåöèàëüíîé
øïèëå÷íîé ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùåé íåáîëüøèå ó÷àñòêè íåñïàðåí-
íîñòè îñíîâàíèé è íåõâàòêó êîíöåâûõ 1–2 íóêëåîòèäîâ c 3′-êîí-
öà êàæäîé íèòè äóïëåêñà (ðèñ. 8.1). Âîò òàêàÿ õàðàêòåðíàÿ ðåçóëü-
òèðóþùàÿ ñòðóêòóðà ðàçìåðîì â ïðåäåëàõ ïðèìåðíî 70 ï. í. ïîëó-
÷èëà íàçâàíèå pre-miRNA. ßäåðíûé ýòàï ñîçðåâàíèÿ miR íà ýòîì
çàêàí÷èâàåòñÿ, îáðàçîâàâøàÿñÿ ìîëåêóëà óçíàåòñÿ ñïåöèàëüíûì
òðàíñïîðòíûì áåëêîì ýêñïîðòèíîì è âûâîäèòñÿ èç ÿäðà â öèòî-
ïëàçìó. Çäåñü îíà ñòàíîâèòñÿ ñóáñòðàòîì äåéñòâèÿ ñîáðàííîãî íà
îñíîâå ñïåöèàëüíûõ áåëêîâ-àðãîíàâòîâ (argonaute – Ago) êîì-
ïëåêñà RISC, Dicer êîòîðîãî íàðåçàåò èç pre-miRNA êîðîòêèå
(20–25 ï. í.) äâóñïèðàëüíûå íèòè: îäíà èç íèõ è ÿâëÿåòñÿ ãèäîì,
äðóãàÿ – ïàññàæèðîì. Áëàãîäàðÿ õåëèêàçíîé àêòèâíîñòè êîì-
ïëåêñà RISC íèòè ðàñõîäÿòñÿ, ïàññàæèðñêàÿ íèòü óíè÷òîæàåòñÿ
(íàáëþäåíèå èñêëþ÷åíèé âîçìîæíî). Íèòü-ãèä ñòàíîâèòñÿ ïðè-
íàäëåæíîñòüþ RISC, êîòîðûé ñ åå ïîìîùüþ îïðåäåëÿåò ñóäüáó
àêòèâíîñòè ìàòðèöû ãåíà. Âñå çàâèñèò îò ìåñòà ïîñàäêè íèòè-
ãèäà íà ìàòðèöó. Åñëè ýòî ïðîèñõîäèò â îáëàñòè íåòðàíñëèðóå-
ìîãî 3′-êîíöà ìàòðèöû è â êîìïëåìåíòàðíîì âçàèìîäåéñòâèè
èìååòñÿ mismatch – íåñïàðåííîñòü îñíîâàíèé, òî ïðîöåññ òðàíñ-
ëÿöèè áóäåò ïîäàâëåí, õîòÿ ìàòðèöà è ñîõðàíèò ñâîþ öåëîñòíîñòü.
Â òàêîì íåòðàíñëèðóåìîì ñîñòîÿíèè îíà íå èñ÷åçàåò èç êëåòêè, à
ñî âñåìè ðàáîòàþùèìè íà íåé êîìïîíåíòàìè îáðàçóåò ñïåöèàëü-
íûå, îáîñîáëåííûå îò àïïàðàòà òðàíñëÿöèè ñòðóêòóðû, ïîëó÷èâ-
øèå íàçâàíèå, êàê óæå óêàçûâàëîñü, Ð-òåëà (processing bodies). Äå-
òàëüíîìó èçó÷åíèþ Ð-òåë ïîñâÿùåíû ðàáîòà [22] è îáçîð [23].
(Èíîãäà âñòðå÷àþòñÿ íàçâàíèÿ äëÿ ýòèõ òåë GW- è Dcp-òåëà.) Îä-
íàêî ïðè ïîñàäêå íèòè-ãèäà â êîäèðóþùóþ îáëàñòü è îáðàçîâà-
íèè ó÷àñòêà ñîâåðøåííîé êîìïëåìåíòàðíîñòè (íàïîìíèì, ÷òî
÷àùå âñåãî ýòî îáíàðóæèâàåòñÿ ó ðàñòåíèé) èíäóöèðóåòñÿ ÐÍÊàç-
íàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñà RISC, ÷òî ïðèâîäèò ê äåãðàäàöèè ìàò-
ðèöû. Òàêèì îáðàçîì, ðåãóëÿöèÿ ãåíà íà óðîâíå åãî ýêñïðåññèè –
ëèøü ïåðâîíà÷àëüíûé ýòàï ïðîöåññà. Íà ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ îí
îïðåäåëÿåòñÿ àêòèâíîñòüþ ìàëûõ ìîëåêóë ÐÍÊ êàê ýôôåêòèâíûì
èíñòðóìåíòàðèåì äëÿ íåîáõîäèìîé îïòèìèçàöèè ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ âñåé ñèñòåìû â öåëîì. Äåéñòâèòåëüíî, ñìûñë ôóíêöèîíèðî-
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Ðèñ. 8.2. Ñõåìà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ miR [4]
Ïîÿñíåíèÿ â òåêñòå

âàíèÿ miR ñîñòîèò íå òîëüêî â èçúÿòèè ìÐÍÊ èç îáðàùåíèÿ èëè
åå «çàìîðàæèâàíèè» íà «äåïîçèòå» êëåòêè, íî è â óñèëåíèè àêòèâ-
íîñòè ýòîé ìÐÍÊ â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà êëåòêà â ýòîì íóæäàåòñÿ.
Ýòî âîçìîæíî çà ñ÷åò òîãî, ÷òî, ñâÿçûâàÿñü ñ îïðåäåëåííûìè ó÷à-
ñòêàìè ìàòðèöû, miR ñïîñîáíû èçìåíÿòü åå êîíôîðìàöèþ òàê, ÷òî
ñòàíîâÿòñÿ äîñòóïíûìè ëîêóñû, óçíàâàåìûå ôàêòîðàìè, îò êîòîðûõ
çàâèñèò ýôôåêòèâíîñòü ñ÷èòûâàíèÿ ìàòðèöû (ðèñ. 8.2).

 Áîëåå òîãî, åñëè ñèíòåç áåëêîâûõ èíãèáèòîðîâ òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ ìîæåò áûòü ñíèæåí ñ ïîìîùüþ ìîëåêóë miR,
òî ýòî òàêæå óâåëè÷èò ýôôåêòèâíîñòü ñ÷èòûâàíèÿ ìàòðèöû. Ïî-
ÿâëÿþòñÿ òàêæå ðàáîòû, ïîêàçûâàþùèå âîçìîæíîñòü àêòèâàöèè
ýêñïðåññèè ãåíà çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ miÐÍÊ (òàê íàçûâàåìîé
RNAa [24] è small activating – saRNA [25]) ñ ïðîìîòîðîì, ÷òî óâå-
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ëè÷èâàåò åãî òðàíñêðèïöèîííóþ ýôôåêòèâíîñòü. Íåîáõîäèìîñòü
àêòèâàöèè ãåíîâ ñ ïîìîùüþ ìàëîé íåêîäèðóþùåé ÐÍÊ ïðè
ðàçâèòèè ýìáðèîíîâ äðîçîôèëû áûëà ïîêàçàíà â ðàáîòå [26]. Çà-
ïóñê íåîáõîäèìîãî äëÿ ñëåäóþùåé ñòàäèè ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà
ãåíà Ultrabithorax âîçìîæåí ëèøü ïîñëå òîãî, êàê ñïåöèàëüíûé
áåëêîâûé ôàêòîð Ash1 ïðèñîåäèíèòñÿ ê ñïåöèàëüíûì ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿì ãåíîìà TRE1 è TRE2, ïðåäñòàâëåííûì ýëåìåíòàìè
îòâåòà ãåíà Trithorax. Çà ýòî ïðèñîåäèíåíèå è îòâå÷àþò ìàëûå
íåêîäèðóþùèå ÐÍÊ, è ïðè èõ èçúÿòèè èç êëåòêè ãåí Ultrabi-
thorax íå àêòèâèðóåòñÿ.

 Èòàê, ôóíêöèîíèðóþùèì â êà÷åñòâå ýôôåêòèâíîãî èíñòðó-
ìåíòàðèÿ âêëþ÷åíèÿ è âûêëþ÷åíèÿ ôóíêöèè òîãî èëè èíîãî
ãåíà â çàâèñèìîñòè îò ñëîæèâøåéñÿ â êëåòêå ñèòóàöèè, ìîëå-
êóëàì miR íåîáõîäèìà ñàìàÿ âûñîêàÿ ñòåïåíü ðàçíîîáðàçèÿ.
Èìåííî ýòî è óñòàíàâëèâàåò ýêñïåðèìåíò ïî êëîíèðîâàíèþ èí-
äèâèäóàëüíûõ ìîëåêóë íèçêîìîëåêóëÿðíîé íåêîäèðóþùåé ÐÍÊ
êëåòêè ñ ïîñëåäóþùèì ñåêâåíèðîâàíèåì êëîíèðîâàííîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè, à òàêæå ìåòîäû èäåíòèôèêàöèè miR íà îñíîâå
áèîèíôîðìàòèêè. Êàæäîé èäåíòèôèöèðîâàííîé ìîëåêóëå miÐÍÊ
ïðèñâàèâàåòñÿ ñâîé íîìåð è â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîëè÷åñòâî òà-
êèõ ìîëåêóë âûðàæàåòñÿ òðåõçíà÷íûì ÷èñëîì.

Èòàê, ñïîñîáíîñòü ìîëåêóë miR ïðåäîòâðàùàòü òðàíñëÿöèþ
ìàòðèöû áûëà óñòàíîâëåíà ïðè èçó÷åíèè ïîñòòðàíñêðèïöèîííîé
ñóäüáû ìÐÍÊ. Ïðîÿâëÿþòñÿ ëè ñâîéñòâà miR íà óðîâíå òðàíñ-
êðèïöèè ãåíîâ? Äàííûå, ïîëó÷åííûå â ïîñëåäíåå âðåìÿ, ïîçâî-
ëÿþò îòâåòèòü íà ýòîò âîïðîñ ïîëîæèòåëüíî. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, ëîêàëèçóþùèõñÿ â ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ó÷àñò-
êàõ ãåíîìà, ïîäàâëåíà, à îáðàçîâàíèå òàêèõ ó÷àñòêîâ ñâÿçàíî ñ
õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèåé ìîëåêóë ãèñòîíîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî
ýòè ÿâëåíèÿ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû àêòèâíîñòüþ ñïåöèàëüíûõ,
ñâÿçàííûõ ñ ÐÍÊ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, êîòîðûå ïîëó÷èëè íà-
çâàíèå RITS (RNA – induced transcriptional silencing) (ðèñ. 8.2). Îò-
ëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ýòîãî êîìïëåêñà ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå íå
òîëüêî áåëêîâ òèïà argonaute, èñïîëüçóþùèõ êàê ñóáñòðàò ñâîåãî
äåéñòâèÿ ÐÍÊ, íî è áåëêîâ, ñîäåðæàùèõ õðîìîäîìåíû (chromo-
domain), îòâåòñòâåííûå çà ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ, îðãàíèçàöèþ
õðîìàòèíà è ðàñïðåäåëåíèå ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ó÷àñòêîâ â ãåíîìå.
Íà ïðèìåðå öåïî÷å÷íîäåëÿùèõñÿ äðîææåé ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íà-
ðóøåíèÿõ â êîìïëåêñå RITS íàðóøàåòñÿ ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ,
îáðàçîâàíèå öåíòðîìåð õðîìîñîì è áëîêèðóåòñÿ êëåòî÷íûé öèêë
íà ñòàäèè àíàôàçû [27]. Îäíàêî âîçìîæåí è ïðÿìî ïðîòèâîïîëîæ-
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íûé ýôôåêò – óñèëåíèå ãåííîé àêòèâíîñòè íà îñíîâå miR è RITS
[28]. Â ýòîé îáëàñòè èññëåäîâàíèé èäåò íàêîïëåíèå ðåçóëüòàòîâ,
íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîñòðîåíèÿ îáùåé êàðòèíû çàâèñèìîñòåé, îïðå-
äåëÿþùèõ ðåãóëÿöèþ ãåííîé àêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ miR.

Èìåþòñÿ ëè êàêèå-ëèáî ñðåäñòâà, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ìîæ-
íî âëèÿòü íà àêòèâíîñòü ñàìèõ miR? Ôóíêöèîíèðîâàíèå ýòèõ
ìîëåêóë ìîæåò áûòü ïîäàâëåíî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñïåöèàëüíûõ
àíòèñìûñëîâûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, ó êîòîðûõ ìîëåêóëà ñàõàðà
çàìåíåíà ìîðôîëèíîâûì êîëüöîì, à ôîñôàòíàÿ ñâÿçü îñòîâà ïî-
ëèìåðà ïðåäñòàâëåíà ôîñôîðîäèàìèäàòîì [Heasman J. Morpho-
lino oligos: making sense of antisense? // Dev. Biol. – 2002. – 243,
N 2. – Ð. 209–214]. Òàêèå íåïðèðîäíûå è èíåðòíûå ïî ñâîåìó
âëèÿíèþ íà êëåòî÷íûå ïðîöåññû ñîåäèíåíèÿ ïîëó÷èëè íàçâàíèå
ìîðôîëèíîâ, èëè ÐÌÎ (ôîñôîðîäèàìèäàò-ìîðôîëèíîâûå îëè-
ãî). Èõ ñîõðàíÿþùàÿñÿ ñïîñîáíîñòü êîìïëåìåíòàðíîãî ñïàðèâà-
íèÿ ñ ó÷àñòêàìè ïðèðîäíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ÷òî îáóñëîâ-
ëèâàåò ñòåðè÷åñêèå ïðåïÿòñòâèÿ ïðè ôóíêöèîíèðîâàíèè ïîñëåä-
íèõ, ñëóæèò ïîëåçíûì èíñòðóìåíòîì èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ èíôîð-
ìàöèîííûõ ìîëåêóë. Áîëåå òîãî, î÷åâèäíî, â ïðèðîäå áûëè ïðåä-
ïðèíÿòû ïîïûòêè çàùèòû îò ýôôåêòîâ äåéñòâèÿ äâóñïèðàëüíîé
ÐÍÊ, ïîÿâëÿþùåéñÿ â êëåòêå. Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäñòàâëåíèÿ ãî-
âîðèò óñòàíîâëåííûé ìåõàíèçì èçìåíåíèé â ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿõ dsRNA, íàçûâàåìûé ÐÍÊ-ðåäàêòèðîâàíèåì (ñì. îáçîðû [29,
30]). Â êëåòêàõ ýóêàðèîò áûë îáíàðóæåí ôåðìåíò àäåíîçèíäåà-
ìèíàçà (ADAR), êîòîðûé ïðåâðàùàåò àäåíîçèíîâûå íóêëåîòèäû
â èíîçèíû, ÷òî îáîçíà÷àåòñÿ êàê A→I editing [31–34]. Ñëåäîâà-
òåëüíî, íà dsRNA ìîãóò ðàáîòàòü è Dicer, è ADAR. Åñëè îíè
íàõîäÿòñÿ â êîíêóðåíòíûõ îòíîøåíèÿõ, òî âûèãðûø áûâàåò íà
ñòîðîíå ADAR, òàê êàê A→I-ðåäàêòèðîâàíèå óñòàíîâëåíî â ñëó-
÷àå ìîëåêóë miR [35, 36]. Îêàçàëîñü, ÷òî ýôôåêò óìîëêàíèÿ ãåíà
ïðè äåéñòâèè ðåäàêòèðîâàííîé miR ðåçêî ñíèæàåòñÿ [37]. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ADAR ìîæåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå àíòàãîíèñòà äåé-
ñòâèÿ RNAi, ÷òî ïîäòâåðæäàþò è äàííûå ðàáîòû ñ íåìàòîäîé,
íîêàóòèðîâàííîé ïî ãåíó ADAR [30].

Èòàê, â ðåçóëüòàòå èçó÷åíèÿ miÐÍÊ âûÿâëåíà èõ âàæíàÿ ðîëü
äëÿ òàêèõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êàê ðàçâèòèå, ïðîëèôåðà-
öèÿ, äèôôåðåíöèàöèÿ, êàíöåðîãåíåç, âûæèâàíèå êëåòêè è àïîï-
òîç. Åñòåñòâåííî, âîçíèê âîïðîñ î ðîëè ìîëåêóë ýòîãî êëàññà â
ïðîÿâëåíèè êëåòêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè èëè óñòîé÷èâîñòè ê äåé-
ñòâèþ òîãî èëè èíîãî ñòðåññà, à òàêæå öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàð-
ñòâà êàê ôàêòîðà êëåòî÷íîãî ñòðåññà.
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Â ìíîãî÷èñëåííûõ ðàáîòàõ [38–52] ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðÿäå ïà-
òîëîãèé â êëåòêå âûÿâëÿþòñÿ èçìåíåíèÿ â êîëè÷åñòâåííîì ñîäåð-
æàíèè è ñîñòàâå èçó÷àåìûõ miÐÍÊ. Ýòî îõâàòûâàåò òàêèå çàáîëå-
âàíèÿ, êàê ðàçëè÷íûå âèðóñíûå èíôåêöèè, áîëåçíè ñåðäöà, íåéðî-
äåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ, äèàáåò, çëîêà÷åñòâåííûå îïóõîëè è
ðàê êðîâè. Îñíîâíîé ïðèåì äåìîíñòðàöèè ïðè÷àñòíîñòè áèîëîãèè
miR ê ðàçâèòèþ òîé èëè èíîé ïàòîëîãèè ñîñòîèò â ñðàâíåíèè ïðî-
ôèëåé ìîëåêóëÿðíîãî ïîâåäåíèÿ èçó÷àåìîãî ìàòåðèàëà èëè äàííûõ
íàëè÷èÿ òåõ èëè èíûõ miR â òåõ èëè èíûõ êîëè÷åñòâàõ â êëåòêàõ ñ
èçó÷àåìîé ïàòîëîãèåé è â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ. Îáíàðóæåíèå ðàç-
ëè÷èé â ýòèõ ïðîôèëÿõ è îòêðûâàåò ïóòü ê óñòàíîâëåíèþ ïðè÷èí
ïàòîëîãèè è ðàçâèòèþ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ñðåäñòâ åå óñòðàíåíèÿ. Â
îñíîâå ýòîãî ïðèåìà ëåæèò èñïîëüçîâàíèå íîñèòåëåé, íà êîòîðûå
íàíåñåíû áèáëèîòåêè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðåä-
ñòàâëÿþùèå ìîëåêóëû miR â âèäå ìíîãî÷èñëåííûõ ðÿäîâ, îðãàíè-
çîâàííûõ ïî íîìåðàì èíäèâèäóàëüíûõ miR. Òàêèå íîñèòåëè ïîëó-
÷èëè íàçâàíèå ìèêðîýððååâ (microarray). Èç áîëüíûõ è çäîðîâûõ
êëåòîê âûäåëÿþò ôðàêöèþ íèçêîìîëåêóëÿðíîé íåêîäèðóþùåé
ÐÍÊ è ïîäâåðãàþò åå ðåàêöèè RT–PCR-àìïëèôèêàöèè. Â ýòîé
ðåàêöèè ñ ïîìîùüþ RT – îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû íà ÐÍÊîâûõ
ìîëåêóëàõ ñèíòåçèðóåòñÿ ïðàéìåð â êà÷åñòâå çàòðàâêè äëÿ ðàáîòû
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, êîòîðàÿ ñîçäàåò ÄÍÊîâóþ íèòü ïî ìàòðèöå
miR. Ýòîò ïðîöåññ ìíîãîêðàòíî ïîâòîðÿåòñÿ, àìïëèôèöèðóåòñÿ
(PCR – polymerase chain reaction). Ïîëó÷åííûé òàêèì íàêîïèòåëü-
íûì îáðàçîì ÄÍÊ-ïðîäóêò èññëåäóåìîé miR ãèáðèäèçóåòñÿ ñ èñ-
õîäíûì miÐÍÊ-íîñèòåëåì, ÷òî ïî ïîëó÷àåìîìó ïðîôèëþ ãèáðèäè-
çàöèè ýòèõ ìîëåêóë ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâåííîå ñîäåð-
æàíèå òîé èëè èíîé èíäèâèäóàëüíîé miÐÍÊ, à òàêæå îõàðàêòåðè-
çîâàòü ñïåêòð ôóíêöèîíèðóþùèõ â òîì èëè èíîì ñëó÷àå miR.

Íà÷àëîñü èíòåíñèâíîå èçó÷åíèå ïðîôèëåé miÐÍÊ êëåòîê,
ôóíêöèîíèðóþùèõ ïðè ðàçíûõ óñëîâèÿõ. Ýòî ïîçâîëèëî ïîëó-
÷èòü òàêîé âàæíûé ðåçóëüòàò, êàê îáíàðóæåíèå ïðîôèëÿ êëåòî÷-
íûõ miR, ïðè êîòîðîì íàáëþäàåòñÿ ìåòàñòàçèðîâàíèå ðàêîâûõ
êëåòîê, êîòîðîå ïðèíöèïèàëüíî ìîæåò áûòü ïîäàâëåíî ââåäåíè-
åì â êëåòêè íåäîñòàþùèõ miR [38–40]. Èçó÷åíèå äàííîãî ïðî-
ôèëÿ òàêæå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â êà÷åñòâå ïðîãíîñòè÷å-
ñêîãî ìàðêåðà äëÿ êîíêðåòíîãî áîëüíîãî. Áîëåå òîãî, îêàçàëîñü,
÷òî ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ó ìèêðîñêîïè÷åñêîãî ÷åðâÿ íåìà-
òîäà ÷åòêî ñâÿçàí ñ ñîñòàâîì ôóíêöèîíèðóþùèõ miR, ñ èõ êà÷å-
ñòâîì è êîëè÷åñòâîì. Óäèâèòåëüíî, íî ãåíû – ìèøåíè äåéñòâèÿ
miR, îò êîòîðûõ çàâèñèò ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ÷åðâÿ, ïðàê-
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òè÷åñêè èäåíòè÷íû ãåíàì, ñîäåðæàùèìñÿ â ãåíîìå ÷åëîâåêà
[41]. Ïîèñòèíå â áèîëîãèè îòêðûâàþòñÿ ñàìûå øèðîêèå ãîðè-
çîíòû èçó÷åíèÿ âîçìîæíîñòåé óïðàâëåíèÿ æèçíüþ.

Ðàçâèòèå òåõíèêè ìèêðîýððåÿ è ïîëó÷åíèÿ ïðåäñòàâèòåëüíûõ
áèáëèîòåê miR ïîçâîëèëè ïåðåéòè òàêæå ê èçó÷åíèþ âîïðîñà î
çíà÷åíèè ðàçëè÷èé â ïðîôèëÿõ ñîäåðæàíèÿ ðàçëè÷íûõ miÐÍÊ â
êëåòêàõ, ÷óâñòâèòåëüíûõ è óñòîé÷èâûõ ê äåéñòâèþ òîãî èëè
èíîãî õèìèîòåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì
äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè èçó÷åíèè ýòîãî âîïðîñà.

Ïðåæäå âñåãî, ïîëó÷åíû äàííûå, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî â èçó÷àå-
ìûõ ïðîôèëÿõ miÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç ÷óâñòâèòåëüíûõ è óñòîé÷è-
âûõ ê äåéñòâèþ äîêñîðóáèöèíà êëåòîê ðàêîâîé îïóõîëè ãðóäè, âû-
ÿâëÿþòñÿ ðåçêî áðîñàþùèåñÿ â ãëàçà ðàçëè÷èÿ [42]. Àâòîðû îòìå-
òèëè, ÷òî èì âïåðâûå óäàëîñü íàáëþäàòü ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ Dicer è Ago2-áåëîê RISC-êîìïëåêñà.
Âñêîðå êèòàéñêèå èññëåäîâàòåëè îïóáëèêîâàëè âûÿâëåííûå ðàçëè-
÷èÿ â ïðîôèëÿõ miR òàêæå êëåòîê ðàêà ãðóäè [43]. Ïðè ñðàâíåíèè
ïðîôèëÿ ãèáðèäèçàöèè miR [42] èç óñòîé÷èâûõ è ÷óâñòâèòåëüíûõ ê
äåéñòâèþ äîêñîðóáèöèíà êëåòîê âûÿâëåíî ðåçêîå ñíèæåíèå êîëè-
÷åñòâ miR-451 â óñòîé÷èâûõ êëåòêàõ, êîòîðàÿ îêàçàëàñü ñäåðæè-
âàþùèì íà÷àëîì ðàáîòû ABC-òðàíñïîðòíîãî áåëêà – MDR1,
ôóíêöèîíèðóþùåãî â êà÷åñòâå íàñîñà, îòêà÷èâàþùåãî èç êëåòêè
ïîñòóïèâøåå â íåãî ëåêàðñòâî. Ââåäåíèå æå â òàêèå óñòîé÷èâûå
êëåòêè ñ ïîìîùüþ òðàíñôåêöèè íåäîñòàþùèõ êîëè÷åñòâ miR-451
ïîâûøàëî ÷óâñòâèòåëüíîñòü èõ ê äîêñîðóáèöèíó, îñòàíàâëèâàþ-
ùåìó ðîñò îïóõîëè. Ñëåäîâàòåëüíî, â ðåøåíèè ïðîáëåìû õåìî-
óñòîé÷èâîñòè îòêðûâàåòñÿ íîâàÿ ïåðñïåêòèâà íàïðàâëåííîñòè ïî-
èñêà ðåøåíèé, ñâÿçàííûõ ñ ðàçðàáîòêîé âîçìîæíîñòè êîððåêöèè â
îáåñïå÷åíèè êëåòêè ñîîòâåòñòâóþùèì miR. Èçó÷àÿ ýêñïðåññèþ
ãåíîâ èç ÷óâñòâèòåëüíûõ è óñòîé÷èâûõ ëèíèé êóëüòóðû MCF-7
êëåòîê êèòàéñêèå àâòîðû îáíàðóæèëè èçìåíåíèÿ â êîëè÷åñòâåííîì
ñîäåðæàíèè 36 ãåíîâ: äëÿ 16 èç íèõ îòìå÷åíî ïåðåïðîèçâîäñòâî,
äëÿ 20 – íåäîïðîèçâîäñòâî. Ïðè ýòîì íàáëþäàëèñü èçìåíåíèÿ â
óñòîé÷èâûõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷óâñòâèòåëüíûìè â ñîäåðæàíèè
14 miR: êîëè÷åñòâî 7 èç íèõ óâåëè÷èâàëîñü (ñðåäè íèõ miR-221,
222, 130a, 155), äðóãèõ 7 (cðåäè íèõ miR-200a, 200b, 200c è
miR421) – óìåíüøàëîñü. Êàêèå ãåíû ïðåòåðïåâàëè ôóíêöèîíàëü-
íûå èçìåíåíèÿ è êàêèì áûëî ïîâåäåíèå êëåòîê îòíîñèòåëüíî äåé-
ñòâèÿ äîêñîðóáèöèíà, â ýòîé ðàáîòå íå ñîîáùàåòñÿ.

Îñîáûé èíòåðåñ â èçó÷åíèè àêòèâíîñòè miR â ðàçâèòèè ðàêà
ãðóäè è åãî ëå÷åíèè ïðåäñòàâëÿåò ðàáîòà [44]. Â ýòîé ðàáîòå, îïóá-
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ëèêîâàííîé ñïóñòÿ ëèøü ìåñÿö ïîñëå ñîîáùåíèÿ êèòàéñêèõ àâòî-
ðîâ, èçó÷àëè ïðîôèëü miR â êëåòêàõ MCF-7, îòâå÷àþùèõ (êîí-
òðîëü) è íå îòâå÷àþùèõ íà öèòîñòàòè÷åñêîå äåéñòâèå òàìîêñèôåíà
êàê àíàëîãà, ñïîñîáíîãî ïðåäîòâðàòèòü ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
ýñòðîãåíà íà ðîñò îïóõîëè. Îêàçàëîñü, ÷òî â ñëó÷àå òåõ êëåòîê, äëÿ
êîòîðûõ òàìîêñèôåí íåýôôåêòèâåí â ïðåäîâðàùåíèè ðîñòà îïóõî-
ëè, íàáëþäàëîñü (êàê è â ðàáîòå [43] ) ðåçêîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæà-
íèÿ miR-221 è miR-222. Ïðîðûâ â èçó÷åíèè ôóíêöèîíàëüíîé çíà-
÷èìîñòè ýòèõ miR çàêëþ÷àëñÿ â äåìîíñòðàöèè ãåíà-ìèøåíè èõ
äåéñòâèÿ. Òàêîé ìèøåíüþ îêàçàëñÿ ãåí, êîäèðóþùèé ð27Kip1-áåëîê,
êîòîðûé ôóíêöèîíèðóåò êàê èíãèáèòîð öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç
(ñì. ãëàâó 7, ðèñ. 7.13). Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåíèå â êëåòêå êîíöåí-
òðàöèè èíãèáèòîðà êëåòî÷íîãî öèêëà çà ñ÷åò àêòèâíîñòè óêàçàííûõ
miR ñïîñîáñòâîâàëî áåçóäåðæíîñòè äåëåíèÿ êëåòîê è ïîäàâëÿëî
àïîïòîç, èíäóöèðóåìûé òàìîêñèôåíîì. Ñëåäîâàòåëüíî, ïåðåïðîèç-
âîäñòâî miR-221 è miR-222 â îðãàíèçìå ïàöèåíòîâ ñ îíêîçàáîëåâà-
íèåì ìîëî÷íîé æåëåçû ñíèæàåò ýôôåêò äåéñòâèÿ òàìîêñèôåíà è
ñïîñîáñòâóåò ðîñòó îïóõîëè.

Èíòåðåñíûå íàáëþäåíèÿ î ñâÿçè ìåæäó óðîâíåì ýêñïðåññèè
íåêîòîðûõ miR è ïîâåäåíèåì çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè îòíîñè-
òåëüíî ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ ñäåëàíû â ðàáîòå [45].
Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ áûëè âûáðàíû òðè miR: let-7i, miR-16 è
miR-21. Óðîâåíü èõ ýêñïðåññèè â êëåòêå ëèáî ïîâûøàëè çà ñ÷åò
òðàíñôåêöèè äàííûõ ýêçîãåííûõ ìîëåêóë, ëèáî ñíèæàëè, ââîäÿ
â êëåòêè àíòèñìûñëîâûå îëèãîìåðû. Íà êëåòêàõ ñ óñòàíîâëåí-
íûì ôåíîòèïîì îòíîñèòåëüíî miR èçó÷àëè äåéñòâèå 14 àíòèðà-
êîâûõ ïðåïàðàòîâ ðàçëè÷íûõ õèìè÷åñêèõ êëàññîâ. Ýòî ïîçâîëè-
ëî îïðåäåëèòü, ÷òî ñóùåñòâóåò êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñîäåðæàíèåì â
êëåòêå miR è ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ åå ê õèìèîòåðàïèè. Èç ýòîãî
èññëåäîâàíèÿ òàêæå ñëåäóåò, ÷òî óâåëè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè õè-
ìèîòåðàïèè ñâÿçàíî ñ ðàçðàáîòêîé âîçìîæíîñòè êîíòðîëÿ íàä
àêòèâíîñòüþ òåõ èëè èíûõ miR â êëåòêå.

Âàæíîñòü äëÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè óñòàíîâëåííîãî miR-
ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ ñòàëà îñíîâîé íàáëþ-
äàåìîãî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñìåùåíèÿ öåíòðà òÿæåñòè èññëåäîâà-
íèé â ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè ñ ìîëåêóë áåëêîâ (protein-centric
biology) íà ìîëåêóëû ÐÍÊ (RNA-centric biology). Ýòî ïîäòâåðæäàþò
ðåçóëüòàòû ðàáîòû [46], â êîòîðîé îáíàðóæåíî, ÷òî âîçíèêíî-
âåíèå ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè ðàêîâîé êëåòêè, â ÷àñòíîñòè
ê äîêñîðóáèöèíó è âûçûâàåìîìó èì àïîïòîçó, ñâÿçàíî ñ ñâåðõ-
ïðîäóêöèåé îïðåäåëåííîãî ãåíà, íàçâàííîãî «CUDR» (cancer up-
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regulated drug resistant). Ïðîäóêòîì ýòîãî ãåíà, íå èìåþùåãî ãîìî-
ëîãèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íè ñ îäíèì èç èçâåñòíûõ
ãåíîâ, îêàçàëàñü òàêæå íåêîäèðóþùàÿ ÐÍÊ, îäíàêî ðàçìåð åå ñî-
ñòàâèë ïðèìåðíî 2,2 ò. í. Íè îäíèì èç ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäîâ íå
áûëà îáíàðóæåíà ïðè÷àñòíîñòü ýòîé ÐÍÊ ê ïðîöåññó òðàíñëÿöèè.
Íî ñâåðõïðîäóêöèÿ ýòîé ÐÍÊ â êëåòêå ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ
ñèíòåçà íåîáõîäèìîé äëÿ àïîïòîçà êàñïàçû 3. Òàêîé æå ýôôåêò
íàáëþäàëñÿ ïðè òðàíñôåêöèè êëåòîê ñ ïîìîùüþ ýòîãî ãåíà. Òà-
êèì îáðàçîì, ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ãåíîâ ñ ïîìîùüþ ìîëåêóë ÐÍÊ,
î÷åâèäíî, ìíîãîëèê.

Èòàê, ðàñêðûòèå ìåõàíèçìà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ òàêèõ ìîëåêóë,
êàê miR îáîñíîâàëî íîâîå íàïðàâëåíèå â áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäî-
âàíèÿõ, ñâÿçûâàþùåå ïðîòåêàíèå òîãî èëè èíîãî çàáîëåâàíèÿ ñî
ñòàòóñîì ãåíîâ, êîäèðóþùèõ miR. Òàê, â ðàáîòå [47] óñòàíîâëåíî,
÷òî ïðè èçó÷åíèè ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè miR ïðè ðàêå ÿè÷íèêà òàê-
æå âûÿâëÿëèñü ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé òàêèõ miR, êàê
miR-214, mir-199a*, miR-200a, miR-100, miR-125b è âñåãî êëàñòåðà
(ñêîïëåíèÿ) let-7 miR ìîëåêóë. Äåòàëüíîå èçó÷åíèå ðîëè ìîëåêóë
miR-214 â æèçíåäåÿòåëüíîñòè òàêèõ êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî ýòè ìîëå-
êóëû ñâÿçûâàþòñÿ ñ 3′-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòüþ (UTR) ìÐÍÊ
ãåíà PTEN (êîäèðóåò ôîñôàòàçó, äåôîñôîðèëèðóþùóþ òàêîé êîì-
ïîíåíò ìåìáðàíû, êàê ôîñôîòèäèëèíîçèòîë), ÷òî ïðèâîäèò ê ïî-
äàâëåíèþ AKT ñèãíàëüíîãî ïóòè âûæèâàíèÿ êëåòêè çà ñ÷åò óìåíü-
øåíèÿ âåðîÿòíîñòè àïîïòîçà. Èñïîëüçîâàíèå æå èíãèáèòîðà Akt-
êèíàçû, à òàêæå ââåäåíèå â êëåòêè êÄÍÊ, êîäèðóþùåé ìÐÍÊ ãåíà
PTEN, íå ñîäåðæàùóþ 3′-UTR, íåéòðàëèçóåò äåéñòâèå miR-214,
óñèëèâàÿ àïîïòîç êëåòêè è îñëàáëÿÿ åå óñòîé÷èâîñòü ê öèñïëàòèíó.

Ïðîôèëü miÐÍÊ áûë èçó÷åí è â ñëó÷àå êëåòîê ðàêà ïðîñòàòû
êàê çàâèñÿùåãî, òàê è íå çàâèñÿùåãî îò óðîâíÿ àíäðîãåíà â îð-
ãàíèçìå. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì ñóùåñòâóþò ðàçëè-
÷èÿ â ñîäåðæàíèè ïÿòè ðàçëè÷íûõ miR. Áîëüøîå âíèìàíèå ïðè-
âëåêëà îñîáåííî îäíà èç íèõ, òàê êàê íàáëþäàëîñü ñàìîå áîëü-
øîå ïåðåïðîèçâîäñòâî åå â êëåòêàõ îïóõîëè ïðîñòàòû êàê çàâè-
ñÿùåé, òàê è íå çàâèñÿùåé îò óðîâíÿ àíäðîãåíà â îðãàíèçìå.
Ýòî miR125b [48]. Òàêèì îáðàçîì, óñïåõ â õèìèîòåðàïåâòè÷å-
ñêîì ëå÷åíèè ðàêà ïðîñòàòû ñâÿçàí ñ âîçìîæíîñòüþ êîíòðîëÿ
íàä óðîâíåì ñîäåðæàíèÿ â êëåòêå miR125b è âûÿñíåíèÿ, êàê íå-
îáõîäèìîñòü ñíèæåíèÿ ýòîãî óðîâíÿ ìîæåò îòðàçèòüñÿ íà æèçíå-
ñïîñîáíîñòè çäîðîâûõ êëåòîê îðãàíèçìà.

Â ðÿäå ðàáîò [49, 50] èçó÷åíà ðîëü miR â ïîäàâëåíèè àêòèâ-
íîñòè âàæíåéøèõ ABC-ïåðåíîñ÷èêîâ – ìíîæåñòâåííûõ ýêñïîð-
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òåðîâ ëåêàðñòâ èç êëåòîê (MDR exporters), à òàêæå àíòèàïîïòîòè-
÷åñêîãî áåëêà Bcl2. Ñ ïîìîùüþ miR îêàçàëîñü âîçìîæíûì ñíè-
çèòü àêòèâíîñòü MDR-áåëêà è îñëàáèòü óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê
àíòèðàêîâûì ëåêàðñòâàì. Òàêæå ïîäàâëåíèå ñèíòåçà áåëêà Bcl-2
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ÷èñëî êëåòîê, âõîäÿùèõ â àïîïòîç [49].
Áîëåå òîãî, èçó÷åíèå 3′-UTR ìÐÍÊ îäíîãî èç MDR-ýêñïîð-
òåðîâ êàê â èñõîäíûõ ðîäèòåëüñêèõ, òàê è âîçíèêøèõ óñòîé÷è-
âûõ äî÷åðíèõ êëåòêàõ ïîêàçàëî, ÷òî ýòà îáëàñòü äàííîé ìàòðèöû
â ðîäèòåëüñêèõ êëåòêàõ íà 1500 íóêëåîòèäîâ äëèííåå è íà ýòîì
ó÷àñòêå âîçìîæíà ïîñàäêà ñîîòâåòñòâóþùåé ïðåäïîëàãàåìîé ìî-
ëåêóëû miR. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî îòñóòñòâèå ýòîãî
ó÷àñòêà â ìÐÍÊ MDR-ýêñïîðòåðà ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè äàííîãî ãåíà òàê, ÷òî åãî ïðîäóêòà â êëåòêå
ñòàíîâèòñÿ ìíîãî, ëåêàðñòâî èíòåíñèâíî âûâîäèòñÿ èç êëåòêè,
îáóñëîâëèâàÿ óñòîé÷èâîñòü êëåòêè ê õèìèîòåðàïèè [50]. ßñíî,
÷òî õàðàêòåð òàêîãî óñëîæíåíèÿ âî âçàèìîäåéñòâèÿõ ýòèõ ìîëå-
êóë åùå òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Òåõíèêà èñïîëüçîâàíèÿ miR, ïðèâîäÿùèõ ê óìîëêàíèþ òåõ
èëè èíûõ ãåíîâ, ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü çà ñ÷åò âûêëþ÷å-
íèÿ ôóíêöèè (knockdown) òîãî èëè èíîãî ãåíà, âëèÿþùåãî íà
ïðîÿâëåíèå êëåòêîé óñòîé÷èâîñòè ê òîìó èëè èíîìó ëåêàðñòâó.
Òàêàÿ ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà â [51], ãäå ñ ïîìîùüþ êîëëåêöèè
êîðîòêèõ øïèëå÷íûõ ÐÍÊ ìîæíî áûëî âûêëþ÷àòü 132 ðàçëè÷-
íûõ ãåíà. Ýòî ïîçâîëèëî îáíàðóæèòü, ñ àêòèâíîñòüþ êàêèõ ãåíîâ
ñâÿçàíî ïîâåäåíèå êëåòêè ïî îòíîøåíèþ ê òàêîìó àíòèðàêîâîìó
ëåêàðñòâó, êàê ïàêëèòàêñåëü. Âûêëþ÷åíèå ôóíêöèè, èëè íîêäà-
óí òàêèõ ãåíîâ, êàê MDR1, ãåíà áåëêà ñýâàéâèíà ïîâûøàþò òîê-
ñè÷íîñòü ïàêëèòàêñåëÿ, âíèìàíèå æå ïðèâëåê ðåçóëüòàò ïîâû-
øåíèÿ óñòîé÷èâîñòè êëåòêè ê ýòîìó ëåêàðñòâó èç-çà èçëèøíåé
ýêñïðåññèè ãåíà, ïðîäóêò êîòîðîãî îêàçàëñÿ ôàêòîðîì, íåîáõî-
äèìûì äëÿ ïðîöåññèíãà pre-mRNA è ñîçðåâàíèÿ ìîëåêóë ìÐÍÊ.
Ãåí ýòîãî ïðîäóêòà ïîëó÷èë íàçâàíèå PRP-4. Äåéñòâèòåëüíî, åãî
àìïëèôèêàöèÿ îáóñëîâëèâàëà óìåðåííûå ïîäúåìû óñòîé÷èâîñòè
êëåòîê ê ïàêëèòàêñåëþ, äîêñîðóáèöèíó è âèíêðèñòèíó. Èòàê,
èññëåäîâàíèÿ â îáëàñòè ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ ðàñøè-
ðÿþò âîçìîæíîñòü èçó÷åíèÿ óñòðîéñòâà êëåòêè, ñïîñîáîâ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ è êîíòðîëÿ íàä ðàáîòîé òàêèõ ñðåäñòâ êëåòêè, ñ
ïîìîùüþ êîòîðûõ îíà çàùèùàåòñÿ îò ýôôåêòîâ âíåøíåãî âîç-
äåéñòâèÿ, âêëþ÷àÿ äåéñòâèå õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ.

Èññëåäîâàíèÿ â îáëàñòè miR ïðèâëåêëè âíèìàíèå ê òàêèì ìî-
ëåêóëàì, êàê miR-199a è miR-199a* (miR199a/a*) [52]. Îñîáåííîñòü
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èõ ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè ñîçðåâàþò íà îñíîâå îäíîãî è òîãî æå
ïðåäøåñòâåííèêà, õîòÿ â êîíå÷íîì âèäå èìåþò ðàçëè÷èÿ. Ýòè ìî-
ëåêóëû èíòåðåñíû òåì, ÷òî ýêñïðåññèÿ èõ ãåíîâ ïðîèñõîäèò òîëüêî
â êëåòêàõ ôèáðîáëàñòîâ. Ïðè óñòàíîâëåíèè ïðè÷èí òàêîé èçáèðà-
òåëüíîñòè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî åñëè âî âñåõ äðóãèõ òêàíÿõ îïðåäå-
ëåííûå ëîêóñû íà õðîìîñîìàõ 1 è 19 ìåòèëèðîâàíû, òî â ôèáðî-
áëàñòàõ äëÿ ýòèõ ëîêóñîâ õàðàêòåðíî íåìåòèëèðîâàííîå ñîñòîÿíèå.
Åñëè æå â êëåòêè îïóõîëåé ñàìûõ ðàçíûõ òêàíåé ââîäèòü ýêçîãåí-
íûå ìîëåêóëû ýòèõ miR, òî íàáëþäàåòñÿ âõîæäåíèå êëåòîê â àïîï-
òîç, ñâÿçàííûé ñ àêòèâàöèåé êàñïàç. Ñ ïîìîùüþ òåõíèêè ìèêðî-
ýððåÿ îáíàðóæåíî, ÷òî ìèøåíüþ äåéñòâèÿ îïèñûâàåìûõ miRs, ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðîòîîíêîãåí MET, êîòîðûé îíè ïîäàâëÿþò. Áîëåå òîãî,
îêàçàëîñü, ÷òî îò àêòèâíîñòè ýòîãî ïðîòîîíêîãåíà çàâèñèò àêòèâ-
íîñòü ñèãíàëüíîãî ïóòè êèíàçû ERK2 (extracellular-regulated kinase),
ïðîâîäÿùåé ñèãíàëû, êîòîðûå ïîñòóïàþò â êëåòêó èçâíå. Î÷åâèä-
íî, ñàìûå ðàçíûå òêàíè èñïîëüçóþò çàùèòíîå ìåòèëèðîâàíèå ñî-
îòâåòñòâóþùèõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îò àêòèâíîñòè
ERK2 ñèãíàëüíîãî ïóòè è, âîçìîæíî, ëèøü â ôèáðîáëàñòàõ èìååò-
ñÿ êàêîå-òî äðóãîå êîìïåíñàòîðíîå ñðåäñòâî. Èòàê, ðåçóëüòàòû, ïî-
ëó÷åííûå è â ýòîé ðàáîòå, óêàçûâàþò íà öåëåñîîáðàçíîñòü ðàçðà-
áîòêè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìîëåêóë miR-199a/a* äëÿ ñíè-
æåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê îïóõîëè, îñîáåííî
òåõ, êîòîðûå ïðèîáðåëè óñòîé÷èâîñòü ïî îòíîøåíèþ ê ïðèìåíÿå-
ìûì àíòèðàêîâûì ëåêàðñòâàì.

Âëèÿåò ëè òàêàÿ õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ, êàê ìåòèëèðîâàíèå
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ñàìèõ
miR? Êàê ïðèìåð èññëåäîâàíèé ýòîãî ðîäà ïðèâåäåì ðàáîòó [53].
Ðàíåå áûëî îòìå÷åíî, ÷òî ìåòàñòàçèðîâàíèå êëåòîê îïóõîëè ñâÿçà-
íî ñ âîçíèêíîâåíèåì ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîôèëÿ miR-ìîëåêóë â
êëåòêå. Ñðàçó æå âîçíèê âîïðîñ î ñâÿçè ìåæäó óðîâíåì ìåòèëèðî-
âàíèÿ ãåíîâ ìîëåêóë miR è èõ ñïîñîáíîñòüþ îïðåäåëÿòü óìîëêàíèå
ãåíîâ. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà â ëèìôàòè÷åñêèå óçëû îíêî-
ëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ ââîäèëè ôàðìàêîëîãè÷åñêèå ñðåäñòâà, ñïîñîá-
íûå äåìåòèëèðîâàòü ÄÍÊ, è èçó÷àëè, êàêèå miR ïîÿâëÿëèñü â
êëåòêàõ ïîñëå èõ äåìèòèëèðóþùåé îáðàáîòêè. Èìè îêàçàëèñü miR-
148a, miR-34b/c è miR-9, êîòîðûå â ðàêîâîé êëåòêå â îòëè÷èå îò
íîðìàëüíîé íàõîäÿòñÿ â ãèïåðìåòèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Äåéñò-
âèòåëüíî, ââåäåíèå â êëåòêè àêòèâíûõ ýêçîãåííûõ ìîëåêóë miR-
148a è miR-34b/c óìåíüøàëî ðîñò îïóõîëè è ìåòàñòàçèðîâàíèå. Òà-
êèì îáðàçîì, åñëè miR äåëÿòñÿ íà òå, êîòîðûå ñïîñîáíû ïðèíÿòü
íà ñåáÿ ôóíêöèþ îíêîãåíà, è òå, êîòîðûå ôóíêöèîíèðóþò êàê îí-
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êîñóïðåññîðû, òî óìîëêàíèå ïîñëåäíèõ óòÿæåëÿåò òå÷åíèå çàáîëå-
âàíèÿ è óõóäøàåò åãî ïðîãíîç. ßñíî, ÷òî ïðåäîòâðàùåíèå óìîëêà-
íèÿ çà ñ÷åò ãèïåðìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ miR êàê îíêîñóïðåññîðîâ –
åùå îäíà òî÷êà ïðèëîæåíèÿ äëÿ ïîèñêà ýôôåêòèâíûõ ìåð áîðüáû
ñ ðàêîì.

Ïîäâîäÿ èòîãè èçëîæåííîìó â ýòîé ãëàâå ìàòåðèàëó, ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî îáíàðóæåíèå òàêèõ ôàêòîðîâ ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíî-
ñòè, êàê ìèêðîÐÍÊ ïîçâîëèëî ïîêàçàòü, ÷òî ñóùåñòâóåò ÷åòêàÿ êîð-
ðåëÿöèÿ ìåæäó êîëè÷åñòâåííûì è êà÷åñòâåííûì ñîäåðæàíèåì miR â
êëåòêàõ, ÷óâñòâèòåëüíûõ è óñòîé÷èâûõ ê äåéñòâèþ òîãî èëè èíîãî
öèòîòîêñè÷åñêîãî ëåêàðñòâà. Ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ýòèõ ðåãóëÿòîðîâ
ðàçíîîáðàçíû è ìîãóò áûòü ñâÿçàíû è ñ ïîâûøåíèåì, è ñî ñíèæå-
íèåì èõ êîíöåíòðàöèè â êëåòêå. Íàïðèìåð, åñëè óâåëè÷èâàåòñÿ
êîíöåíòðàöèÿ miR, çàïðåùàþùåé ñèíòåç èíãèáèòîðà ôåðìåíòà, óä-
âàèâàþùåãî ãåíîì êëåòêè ïåðåä åå äåëåíèåì, òî ðîñò êëåòîê ñòàíî-
âèòñÿ çëîêà÷åñòâåííûì. Åñëè êîíöåíòðàöèÿ ñîîòâåòñòâóþùåé miR
óìåíüøàåòñÿ, òî ýòî îñòàíàâëèâàåò ðàáîòó íàñîñà ïî âûáðîñó ëåêàð-
ñòâà èç êëåòêè, è ýôôåêò äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïðè
âñåì ìíîãîîáðàçèè ìåõàíèçìîâ õåìîóñòîé÷èâîñòè è ïðàêòè÷åñêè
íåâîçìîæíîñòè óñòàíîâëåíèÿ â êëèíèêå ïðè÷èí õèìèîòåðàïåâòè÷å-
ñêîé óñòîé÷èâîñòè êëåòêè â êàæäîì ñëó÷àå çàäà÷ó ïî âûáîðó ëå-
êàðñòâ îáëåã÷àåò âîçìîæíîå êëèíè÷åñêîå èçó÷åíèå ïðîôèëÿ miR
êîíêðåòíîãî áîëüíîãî. Îáíàðóæåíèå òåõ èëè èíûõ miR ïîçâîëÿåò
ñðàçó óñòàíîâèòü, ëåêàðñòâà ïðîòèâ êàêèõ ìèøåíåé îêàæóòñÿ áåñ-
ñìûñëåííûìè, à ýòî óñêîðÿåò è îáëåã÷àåò âûáîð ïðàâèëüíûõ ñðåäñòâ
áîðüáû ñ ïàòîëîãèÿìè. Îïèñàíèþ ýòîãî ïîäõîäà ïîñâÿùåí îáçîð
[54]. ßñíî, ÷òî óñòàíîâëåíèå ðîëè ìèêðîÐÍÊ â îïðåäåëåíèè ôåíî-
òèïà ÷óâñòâèòåëüíîñòè èëè óñòîé÷èâîñòè êëåòêè ê òîé èëè èíîé õè-
ìèîòåðàïèè ïîäíèìàåò âîïðîñ î ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
ãåíîâ ýòèõ ìîëåêóë in vivo è âîçìîæíîñòè óïðàâëåíèÿ òàêèìè ìåõà-
íèçìàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî îäèí èç ýòèõ ìåõàíèçìîâ ñâÿçàí ñ âîçìîæ-
íîñòüþ ëèøü òàê íàçûâàåìûõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ, èëè íå çàòðàãèâàþ-
ùèõ ãåíåòè÷åñêèé êîä, èçìåíåíèé. Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé õèìè-
÷åñêèå ìîäèôèêàöèè â âèäå ïîÿâëåíèÿ ìåòèëüíûõ ãðóïï â îïðåäå-
ëåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ.

Õàðàêòåðèñòèêå ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, èõ ðîëè â áèî-
ëîãèè êëåòêè è ïðîÿâëåíèþ åþ õåìîóñòîé÷èâîñòè ïîñâÿùåíà
ñëåäóþùàÿ ãëàâà êíèãè.
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ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß
ÈÍÔÎÐÌÀÖÈÎÍÍÛÕ ÌÎËÅÊÓË
È ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÜ ÊËÅÒÊÈ

Îïðåäåëèì êðàòêî ïîíÿòèå ýïèãåíåòèêè è ïîñòàâèì öåëü
ðàñêðûòü åå ìåñòî è çíà÷åíèå â îñóùåñòâëåíèè áàçîâûõ ýëåìåí-
òàðíûõ ïðîöåññîâ æèçíåäåÿòåëüíîñòè è ïðîÿâëåíèè êëåòêîé òà-
êîãî ôåíîòèïà, êàê õåìîóñòîé÷èâîñòü.

Ãåíåòèêà êàê íàóêà ñôîðìèðîâàëàñü íà ïóòè ïîèñêà îòâåòà
íà âîïðîñ î ìåõàíèçìå íàñëåäîâàíèÿ âèäîâûõ ïðèçíàêîâ îðãà-
íèçìà â ïîêîëåíèÿõ. Ñòàíîâëåíèå ïîíÿòèÿ ãåíà â íà÷àëå ÕÕ ñò.
è óñòàíîâëåíèå ñòðóêòóðû ÄÍÊ â 1953 ã. êàê íîñèòåëÿ ãåíåòè÷å-
ñêîé èíôîðìàöèè ñòàëè öåíòðîì òÿæåñòè ìûøëåíèÿ â ãåíåòèêå.
Îäíàêî óæå â ýìáðèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè ðàçâèòèÿ ýòîé íàóêè
îäèí èç âèäíûõ åå òåîðåòèêîâ ×. Óîääèíãòîí (Ch. Waddington)
îáîñíîâàë åùå â 1939 ã. ïðè÷èííûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ãåíà-
ìè è èõ ïðîäóêòàìè, ÷òî îïðåäåëÿåò ôåíîòèï («the causal inter-
actions between genes and their products, which bring the phenotype into
being» [öèò. ïî: [1]). Èç ýòîãî ñëåäîâàëî, ÷òî åñëè ôåíîòèï çàâè-
ñèò îò òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, òî îíî ìîæåò áûòü ðàçíûì â çàâèñè-
ìîñòè îò ñëîæèâøèõñÿ óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êîíêðåòíîé
áèîëîãè÷åñêîé ñèñòåìû. Ýòî ïðåäñòàâëåíèå, ïåðâîíà÷àëüíî ðàç-
âèâàåìîå ñêîðåå èíòóèòèâíî, íåæåëè íà îñíîâå âîñïðîèçâîäè-
ìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, îáåðíóëîñü ïîðîæäåííîé ëû-
ñåíêîèçìîì òðàãåäèåé äëÿ ðàçâèòèÿ ãåíåòèêè â ñîöèàëèñòè÷å-
ñêîì ëàãåðå ìèðà ÕÕ ñò. Àäìèíèñòðàòèâíîå èãíîðèðîâàíèå
èññëåäîâàíèé íà ôóíäàìåíòàëüíîì óðîâíå è óñòðàíåíèå èç íàó-
êè åãî íîñèòåëåé â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïðèâåëè ëûñåíêîèçì ê êðàõó,
÷òî ñïîñîáñòâîâàëî çàáâåíèþ â ñîöèàëèñòè÷åñêîì ëàãåðå íà äîë-
ãîå âðåìÿ èäåè ýïèãåíåòèêè. Îäíàêî âåñü õîä ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé â ìèðå ïîêàçàë çíà÷èìîñòü ýïèãåíåòèêè äëÿ ïðî-
öåññîâ æèçíåäåÿòåëüíîñòè è äëÿ ðàçëè÷íûõ íàðóøåíèé, îáó-
ñëîâëèâàþùèõ òå èëè èíûå çàáîëåâàíèÿ.

×òî îçíà÷àåò ñëîâî «ýïèãåíåòèêà»? Ãðå÷åñêàÿ ïðèñòàâêà «ýïè»
ïðèäàåò ñëîâó çíà÷åíèå äîïîëíèòåëüíîñòè äåéñòâèÿ ê òîìó, ÷òî
îáóñëîâëèâàåò ñàìà ãåíåòèêà. Åñëè áàçîâûé çàêîí ãåíåòèêè îñíî-
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âàí íà äåêîäèðîâàíèè ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè ñîãëàñíî ãåíå-
òè÷åñêîìó êîäó, ò.å. õàðàêòåðó íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
èíôîðìàöèîííîé ìîëåêóëû, òî ñôåðà ýïèãåíåòèêè – ýòî èçìå-
íåíèå õàðàêòåðà àêòèâíîñòè ãåíà, íå ñâÿçàííîå ñ èçìåíåíèÿìè â
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ [2]. Êàêèå æå ôàêòîðû
íåçàâèñèìî îò ãåíåòè÷åñêîãî êîäà âëèÿþò íà àêòèâíîñòü ãåíà?

9.1. Î ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎÐÀÕ
ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÝÔÔÅÊÒÎÂ

Îäíèì èç ïåðâûõ õîðîøî èçó÷åííûõ ïðèìåðîâ, ðàñêðûâàþ-
ùèõ ýïèãåíåòè÷åñêóþ ïðèðîäó ïðîöåññà, ñòàëî ïåðâîíà÷àëüíî
èçó÷åííîå â ìèðå ïðîêàðèîò èññëåäîâàíèå ñóäüáû â êëåòêå-õî-
çÿèíå âèðóñà êèøå÷íîé ïàëî÷êè – áàêòåðèîôàãà ëÿìáäà. Ïðè
íåèçìåííîñòè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîìà ýòîãî
âèðóñà âîçìîæíû äâå ðåàêöèè èíôèöèðîâàííîãî õîçÿèíà – ëè-
òè÷åñêàÿ è ëèçîãåííàÿ. Â ïåðâîì ñëó÷àå âñå âèðóñíûå ãåíû àê-
òèâíû, âèðóñ ðàçìíîæàåòñÿ è ðàçðóøàåò êëåòêó. Âî âòîðîì ñëó-
÷àå âèðóñíàÿ ÄÍÊ èíòåãðèðóåòñÿ â îïðåäåëåííîå ìåñòî ÄÍÊ
õîçÿèíà, àêòèâíîñòü âèðóñíûõ ãåíîâ ïîäàâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ñî-
îòâåòñòâóþùåãî ðåïðåññèîííîãî àïïàðàòà, âèðóñíàÿ ÄÍÊ ðåï-
ëèöèðóåòñÿ ïîä êîíòðîëåì êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ ðåïëèêàöèè,
ñîñòîÿíèå ëèçîãåííîñòè ïåðåäàåòñÿ ïîòîìêàì. Ïðè ðàçðóøåíèè
æå âèðóñíîãî ðåïðåññîðà ïîä äåéñòâèåì, íàïðèìåð, óëüòðàôèî-
ëåòîâîãî îáëó÷åíèÿ âèðóñíàÿ ÄÍÊ ïðèîáðåòàåò àâòîíîìèþ,
ïðîèçâîäñòâî âèðóñíîãî ìàòåðèàëà ñî âñåìè âûòåêàþùèìè ïî-
ñëåäñòâèÿìè ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì [3]. Òàêèì îáðàçîì, â äàí-
íîì ñëó÷àå âàæíà íå òîëüêî ñàìà ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìàöèÿ, íî
è ñïîñîá óïðàâëåíèÿ íåþ, êîòîðûé çàâèñèò îò êîíêðåòíûõ óñëî-
âèé, ñëîæèâøèõñÿ â êëåòêå. Èçó÷åíèå ýòèõ óñëîâèé ïîçâîëèëî
îïðåäåëèòü, îò êàêèõ ôàêòîðîâ êëåòêè-õîçÿèíà, óñëîâèé èõ ïî-
ÿâëåíèÿ â êëåòêå è ñôåðû èõ äåéñòâèé çàâèñèò òî èëè èíîå ïî-
âåäåíèå âèðóñà â êëåòêå.

Óñòàíîâëåíèå ýïèãåíåòè÷åñêîãî âëèÿíèÿ íà ðåàëèçàöèþ ãå-
íåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè â çàâèñèìîñòè îò åå ëîêàëèçàöèè â
êëåòêå íå òîëüêî îòêðûëî ïóòü äëÿ èçó÷åíèÿ ñàìûõ ðàçíîîáðàç-
íûõ èíòåãðàöèîííûõ ïðîöåññîâ íà óðîâíå ÄÍÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì
â ìèðå ýóêàðèîò ñðàçó æå âîçíèê âîïðîñ î õàðàêòåðå ðàñïîëîæå-
íèÿ õðîìîñîì â èíòåðôàçíîì ÿäðå, àðõèòåêòóðå ÿäðà â öåëîì è
âîçìîæíîñòè ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûõ èçìåíåíèé â ëîêàëèçà-
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öèè õðîìîñîì ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ è ðàçëè÷íûõ âîçäåéñò-
âèÿõ íà êëåòêó.

Ðàçâèòèå ìåòîäîâ ïðèæèçíåííîé âèçóàëèçàöèè êîìïîíåíòîâ
êëåòêè (live cell imaging) [4], ñðåäè êîòîðûõ îñîáîå ìåñòî ïðèíàäëå-
æèò ìåòîäó ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê, ïîçâîëèëî ïîäîéòè ê èçó÷åíèþ
ïîñòàâëåííîé ïðîáëåìû. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì èñ-
ñëåäîâàíèé èíòåðôàçíîãî ÿäðà ÿâëÿåòñÿ ìåòîä FISH – fluorescent in
situ hybridization. Ïðè ýòîì â êà÷åñòâå çîíäà èñïîëüçóþò ñîîòâåòñò-
âóþùóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðè ñèíòåçå êîòîðîé in
vitro ïðîèñõîäèò âêëþ÷åíèå íóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåãî ôëóîðåñ-
öåíòíóþ ìåòêó. Ïîëó÷åííûé ôëóîðåñöåíòíûé çîíä íàíîñèòñÿ íà
ïðåïàðàò êëåòîê, ÿäðî êîòîðûõ íàõîäèòñÿ â èíòåðôàçíîì ñîñòîÿ-
íèè. Îáíàðóæåíèå ïðè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñâå÷åíèÿ è
óêàçûâàåò íà ëîêàëèçàöèþ èçó÷àåìûõ ãåíîâ â ÿäðå. Îêàçàëîñü, ÷òî
äàæå â èíòåðôàçíîì ÿäðå õðîìîñîìû óïàêîâàíû íå êàê ïîïàëî
(non-random localization), à çàíèìàþò ñòðîãî îïðåäåëåííûå ìåñòà,
ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå õðîìîñîìíûõ òåððèòîðèé [5].  Òàêèì îá-
ðàçîì, ÿäðó ïðèñóùà ñâîÿ àðõèòåêòóðà, êîòîðàÿ, î÷åâèäíî, è îïðå-
äåëÿåò õàðàêòåð ñâÿçè ìåæäó ñòðóêòóðîé è ôóíêöèåé ýòîé åäèíèöû
áèîëîãè÷åñêîé îðãàíèçàöèè. Êàê æå ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçà-
öèÿ ãåíîìà è åãî îðãàíèçàöèÿ âî âðåìåíè îïðåäåëÿþò àêòèâíîñòü
ãåíîâ? Ñôîðìèðîâàëàñü íîâàÿ ïàðàäèãìà èññëåäîâàíèé ãåíîìà, îò-
ëè÷àþùàÿñÿ îò èçó÷åíèÿ õàðàêòåðà íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé, ñîñòàâèâøåãî â ãåíåòèêå ãåíîìíóþ ýðó. Ïðîáëåìå õðîìîñîì-
íîãî ïîçèöèîíèðîâàíèÿ ïîñâÿùåí ðÿä îáçîðîâ [6–11]. Çäåñü ðàñ-
ñìîòðèì ñëåäóþùåå.

Èññëåäîâàíèå õàðàêòåðà ðàñïîëîæåíèÿ ìàòåðèàëà õðîìîñîì â
èíòåðôàçíîì ÿäðå ïîçâîëèëî âûÿâèòü òðè òèïà íåõàîòè÷íîé óêëàä-
êè õðîìîñîì â ÿäðå, èëè ìîíòàæà ãåíîìà (ðèñ. 9.1, ñì. âêëåéêó).

Ýòî òàê íàçûâàåìàÿ êîíôèãóðàöèÿ Ðàáëà ñ ïðÿìî ïðîòèâîïî-
ëîæíîé îðèåíòàöèåé â ÿäðå öåíòðîìåðíûõ è òåëîìåðíûõ ó÷àñò-
êîâ õðîìîñîì. Âòîðîé òèï îðãàíèçàöèè õðîìîñîì â ÿäðå ñîñòàâ-
ëÿåò ðàäèàëüíîå ðàñïîëîæåíèå ìàòåðèàëà îòäåëüíûõ õðîìîñîì
ïî ýêâàòîðó ÿäðà. È òðåòèé òèï – ýòî ôèêñèðîâàííîå ðàñïîëî-
æåíèå ýòîãî ìàòåðèàëà ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà, èñêëþ÷àþùåå êà-
êèå-ëèáî èçìåíåíèÿ â ðàñïîëîæåíèè îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà.
Èçó÷åíèå ìîäåëåé òàêîãî ðàñïîëîæåíèÿ õðîìîñîì íàõîäèòñÿ
åùå â íà÷àëüíîé ôàçå ðàçâèòèÿ è, íåñîìíåííî, áóäóùåå óãëóáèò
ïåðâîíà÷àëüíî ïîëó÷åííûå çíàíèÿ.

Êàê æå ìàòåðèàë õðîìîñîì íàõîäèò ìåñòî ñâîåãî ðàñïîëîæåíèÿ
â ÿäðå è êàê ïðèäåðæèâàåòñÿ åãî âî âðåìåíè? Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
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ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî õðîìîñîìíûå òåððèòîðèè
íå ïåðåêðûâàþòñÿ, ôóíêöèîíèðóþò íå òîëüêî ñâîåé ïîâåðõíîñòüþ,
íî è â ãëóáèíå, íàïîìèíàÿ ïðîíèöàåìóþ äëÿ áåëêîâ ãóáêó, ñïëîøü
ïðîíèçàííóþ êàíàëàìè. Î÷åâèäíî, â óçíàâàíèè îïðåäåëåííûõ
êîìïîíåíòîâ ñîîòâåòñòâóþùåé òåððèòîðèè âàæíóþ ðîëü èãðàåò
õðîìàòèí. Îí òàêæå îïðåäåëÿåò ïðèâÿçûâàíèå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå, îñíîâíîé êîìïîíåíò êîòîðîé – áåëîê
ëàìèí, à òàêæå ê áåëêàì, îáðàçóþùèì ÿäåðíûå ïîðû. (Ëàìèí îá-
íàðóæåí òàêæå è âî âíóòðåííèõ ñòðóêòóðàõ ÿäðà, âîçìîæíî, – â
ÿäåðíîì ìàòðèêñå.) Ìàòåðèàë, ïðèâÿçàííûé ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå,
òåðÿåò ñâîþ ïîäâèæíîñòü, ÷òî îáëåã÷àåò äîñòèæåíèå ïîðÿäêà â
êëåòêå. Áîëåå òîãî, î÷åâèäíî, åùå êàêèå-òî ñòðóêòóðû ÿäåðíîãî
ìàòðèêñà ôèêñèðóþò ïîëîæåíèå õðîìîñîì â èíòåðôàçíîì ÿäðå,
÷òî îãðàíè÷èâàåò èõ ïîäâèæíîñòü. Âàæíîñòü ïîçèöèîíèðîâàíèÿ
õðîìîñîì è îãðàíè÷åíèå èõ ïîäâèæíîñòè, âëèÿþùåé íà ýòî ïîçè-
öèîíèðîâàíèå, èëëþñòðèðóåò ïðèìåð, ñâÿçàííûé ñ ôóíêöèîíèðî-
âàíèåì ÿäðûøêà. Îïðåäåëåííûé ðÿä õðîìîñîì, ñîäåðæàùèõ ïî-
âòîðÿþùèåñÿ ãåíû ðÐÍÊ, íàçûâàåìûå ÿäðûøêîâûì îðãàíèçàòî-
ðîì, äîëæíû íàõîäèòüñÿ â ÿäåðíîì ïðîñòðàíñòâå â îáúåäèíåííîì
ñîñòîÿíèè òàê, ÷òîáû âîêðóã âûñîêîýêñïðåññèðóåìûõ ðèáîñîìàëü-
íûõ ãåíîâ êîíöåíòðèðîâàëèñü íåîáõîäèìûå òðàíñêðèïöèîííûå
ôàêòîðû è ôîðìèðîâàëàñü ñïåöèàëüíàÿ ñòðóêòóðà â âèäå ÿäðûøêà.
Îíî óäåðæèâàåò õðîìîñîìû ñ ýòèìè ãåíàìè îò ôëóêòóàöèé ïî
ÿäåðíîìó ïðîñòðàíñòâó, è ýòî îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâíîñòü ñ÷èòû-
âàíèÿ äàííûõ ãåíîâ. Âîçìîæíî, òàêîé ïðèíöèï ðåàëèçóåòñÿ â ñëó-
÷àÿõ ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ãåíîâ, õîòÿ è ìåíåå âûðàæåííî.

Åñëè ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë ìîíòèðîâàí â ÿäðå íåñëó÷àéíûì
îáðàçîì, òî êàêîâû ïîñëåäñòâèÿ äëÿ êëåòêè èçìåíåíèé â õàðàê-
òåðå ðàñïîëîæåíèÿ õðîìîñîì â ÿäðå?

Èñïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ çîíäîâ è âîçìîæíîñòü îäíîçíà÷íî-
ñòè â äåìîíñòðàöèè ðàñïîëîæåíèÿ íîñèòåëåé òîé èëè èíîé ãåíå-
òè÷åñêîé èíôîðìàöèè ëèáî íà ïåðèôåðèè ÿäðà, ëèáî â åãî öåí-
òðàëüíûõ âíóòðåííèõ îáëàñòÿõ, ïîçâîëèëî âûÿâèòü çàêîíîìåð-
íîñòü ðàñïîëîæåíèÿ õðîìîñîì. Íà ïåðèôåðèè ÿäðà ÷àùå âñåãî
ðàñïîëàãàþòñÿ òå õðîìîñîìû, êîòîðûå ñîäåðæàò ìåíüøåå ÷èñëî
ãåíîâ, â òî âðåìÿ êàê õðîìîñîìû, îáîãàùåííûå ãåíàìè, ñîñðåäî-
òî÷åíû â ñðåäèíå ÿäðà [12].  Èìåþòñÿ òàêæå äàííûå [11], ÷òî â
ðàñïîëîæåíèè õðîìîñîì âàæåí òàêîé ïîêàçàòåëü, êàê èõ ðàçìåð:
ìåëêèå ðàñïîëàãàþòñÿ â öåíòðå, êðóïíûå íà ïåðèôåðèè. Îäíàêî â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýòî î÷åíü óïðîùåííîå ïðàâèëî è
èñòèííûå çàêîíîìåðíîñòè åùå ïðåäñòîèò óñòàíîâèòü. Áîëåå òîãî,
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îêàçàëîñü, ÷òî ýóõðîìàòèíîâûå ó÷àñòêè õðîìîñîì ñ áîëüøèì ÷èñ-
ëîì ãåíîâ ëîêàëèçóþòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê ïîðàì
ÿäðà, ãåòåðîõðîìàòèíîâûå æå ïðîòÿæåííîñòè çàíèìàþò ó÷àñòêè,
ðàñïîëîæåííûå ìåæäó ïîðàìè ÿäðà [13]. Èçâåñòíî, ÷òî ïðèíàä-
ëåæíîñòü ãåíà ãåòåðîõðîìàòèíó – ýòî ôàêòîð âûêëþ÷åíèÿ åãî àê-
òèâíîñòè. Ñëåäîâàòåëüíî, ïåðåìåùåíèå ãåíà èç îäíîé îáëàñòè ÿä-
ðà â äðóãóþ ÷ðåâàòî èçìåíåíèåì ïðîãðàììû åãî àêòèâíîñòè. Äåé-
ñòâèòåëüíî, â íîðìàëüíûõ ìóæñêèõ êîðòèêàëüíûõ íåéðîíàõ Õ-
õðîìîñîìà ëîêàëèçîâàíà íà ïåðèôåðèè ÿäðà, â òî âðåìÿ êàê â
áèîëîãè÷åñêîì ìàòåðèàëå áîëüíûõ ýïèëåïñèåé äëÿ íåå õàðàêòåðíî
ðàñïîëîæåíèå â åãî öåíòðàëüíûõ ðàéîíàõ.  Îñîáî ÿðêèì ïðèìå-
ðîì çíà÷åíèÿ ïîçèöèîíèðîâàíèÿ õðîìîñîì â ÿäðå ÿâëÿåòñÿ ïîâå-
äåíèå ñîìàòè÷åñêîãî ÿäðà â áåçúÿäåðíîì îîöèòå, ïîëíîñòüþ ïå-
ðåêðàèâàþùåãî ðàñïîëîæåíèå õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêîãî ÿäðà, ÷åì
íàñòðàèâàåò ýòî ÿäðî íà îñóùåñòâëåíèå ïðîãðàìì, âûïîëíÿåìûõ
îîöèòîì [14].

Âàæíîé ïðîáëåìîé ðàññìàòðèâàåìîé îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ ïðîáëå-
ìà èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ãåíîìà.
Åùå òîëüêî íà÷àòû íåîáõîäèìûå èññëåäîâàíèÿ, êîòîðûå ïîçâîëÿ-
þò ïîñòàâèòü âîïðîñ î ïðèíöèïàõ, èñïîëüçóåìûõ ïðè ëîêàëèçàöèè
õðîìîñîì â ÿäðå. ×òî æå ïðè ýòîì ÿâëÿåòñÿ îñíîâîïîëàãàþùèì:
íåêèå ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû àðõèòåêòóðû ñàìîãî ÿäðà (íàïðèìåð,
òàêèå, êàê ëàìèí îáîëî÷êè, à òàêæå öåíòðîìåðû è òåëîìåðû ñàìèõ
õðîìîñîì) èëè ïðîñòðàíñòâåííàÿ óêëàäêà ãåíîìà – ýòî ïðîäóêò
ñàìîîðãàíèçàöèè, íàïðàâëÿåìîé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ ãå-
íîìà. Èòàê, âîïðîñ ïîñòàâëåí ñëåäóþùèì îáðàçîì: îïðåäåëÿåò ëè
ñòðóêòóðà ôóíêöèþ èëè ôóíêöèÿ îïðåäåëÿåò ñòðóêòóðó. Òàêîâî ãå-
íåðàëüíîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé â ýòîé îáëàñòè â íàñòîÿùåå
âðåìÿ.

Íåñëó÷àéíîñòü ëîêàëèçàöèè õðîìîñîì â ÿäðå è îãðàíè÷èâàþ-
ùåå äåéñòâèå õðîìîñîìíûõ òåððèòîðèé ïðèçâàíû, î÷åâèäíî, ðå-
øàòü îòâåòñòâåííóþ çàäà÷ó, ñâÿçàííóþ ñ ñîáëþäåíèåì îïðåäåëåí-
íîé äèñòàíöèè ìåæäó õðîìîñîìàìè. Ýòà äèñòàíöèÿ ìîæåò îïðåäå-
ëÿòü âåðîÿòíîñòü òàêîãî ÿâëåíèÿ, êàê òðàíñëîêàöèÿ õðîìîñîì, èëè
âåðîÿòíîñòü îáìåíà êàêèìè-òî ó÷àñòêàìè ìåæäó ðàçëè÷íûìè õðî-
ìîñîìàìè. Íàðóøåíèå ïðè ïàòîëîãèÿõ ðèñóíêà ïîçèöèðîâàíèÿ
õðîìîñîì, ïðèñóùåãî íîðìå, îáóñëîâëèâàåò íåçàêîííîå ñáëèæåíèå
(proximity) ðàçíûõ õðîìîñîì. Ñóùåñòâóþùàÿ âåðîÿòíîñòü äâîéíûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ, îñîáåííî â õðîìîñîìàõ ñ áîëüøèì ñîäåðæàíèåì
ÄÍÊ, è ïîÿâëåíèå â ýòîé ìîëåêóëå êîíöîâ è ïðèâîäèò ê òðàíñëî-
êàöèÿì, îñîáåííî ÷àñòî âûÿâëÿåìûõ ïðè ðàêå.
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9.2. Î ÕÈÌÈ×ÅÑÊÎÉ ÌÎÄÈÔÈÊÀÖÈÈ
ÎÑÍÎÂÀÍÈÉ ÄÍÊ È ÃÈÑÒÎÍÎÂ ÊÀÊ ÔÀÊÒÎÐÅ

ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÝÔÔÅÊÒÎÂ

Ïîìèìî ýïèãåíåòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, îðãàíèçóþùèõ ãåíîì â
ïðîñòðàíñòâå, áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ïðîÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè ãå-
íîâ èìååò ôàêòîð óñòàíîâëåííîé õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè îñíî-
âàíèé ÄÍÊ. Òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ çàâèñèò îò òåõ èëè èíûõ óñëîâèé
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè, ðàçëè÷íûõ ýòàïîâ ðàçâèòèÿ îðãà-
íèçìà, à òàêæå âûáîðà â äèïëîèäíîì îðãàíèçìå òîëüêî îäíîé
ôóíêöèîíèðóþùåé àëëåëè èç äâóõ àëëåëåé ãåíà, ïîëó÷åííûõ îò
ðîäèòåëåé. Ýòî ÿâëåíèå íàçûâàåòñÿ èìïðèíòèíãîì àëëåëåé. Õè-
ìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ îñíîâàíèé ÄÍÊ – ýòî âîçìîæíîñòü èõ
ìåòèëèðîâàíèÿ. Îòìåòèì, ÷òî â ìèðå ýóêàðèîò ìåòèëèðîâàíèþ
ïîäâåðãàåòñÿ òîëüêî öèòîçèí ïî 5-ìó ïîëîæåíèþ óãëåðîäà â áåí-
çîëüíîì êîëüöå – 5mC, â òî âðåìÿ êàê â ìèðå ïðîêàðèîò ìåòè-
ëèðîâàíèþ ïîäâåðãàåòñÿ â îñíîâíîì àäåíèí è èíîãäà öèòîçèí.
Èçìåðåíî ñîäåðæàíèå ìîäèôèöèðîâàííûõ îñíîâàíèé â ÄÍÊ ðàç-
ëè÷íûõ âèäîâ ýêîñèñòåìû. Íàèáîëüøåå åãî ñîäåðæàíèå õàðàêòåð-
íî äëÿ ðàñòåíèé – ∼9 %, ó ìëåêîïèòàþùèõ ∼3 %, â ÄÍÊ äðîçî-
ôèëû è äðóãèõ íàñåêîìûõ 5 mC íå îáíàðóæåí âîîáùå. Îêàçàëîñü,
÷òî â ãåíîìàõ ìëåêîïèòàþùèõ ðàñïðåäåëåíèå öèòîçèíà â ãåíåòè-
÷åñêîì òåêñòå õàðàêòåðèçóåòñÿ îïðåäåëåííîé çàêîíîìåðíîñòüþ,
ñâÿçàííîé ëèáî ñ ÷àñòîé, ëèáî ñ ðåäêîé âñòðå÷àåìîñòüþ ýòîãî îñ-
íîâàíèÿ â äèíóêëåîòèäàõ CpG. Îáû÷íî ìåòèëèðóåòñÿ ðàçáðîñàí-
íûé ïî ãåíîìó öèòîçèí, êîòîðûé îáÿçàòåëüíî ïðåäøåñòâóåò ãóàíè-
íó. Ìåñòà æå ïîâûøåííîé âñòðå÷àåìîñòè ýòîãî îñíîâàíèÿ â ñîñòà-
âå äèíóêëåîòèäîâ CpG íàçâàíû îñòðîâêàìè CpG. Ïðîìîòîðû ïðè-
ìåðíî 60 % ãåíîâ ñîäåðæàò òàêèå îñòðîâêè. Êàê ïðàâèëî, öèòîçèí â
íèõ íå ìåòèëèðóåòñÿ, õîòÿ ýòî ïðàâèëî íàðóøàåòñÿ ïðè ïàòîëîãèÿõ.

Îáíàðóæåíèå ìîäèôèöèðîâàííûõ îñíîâàíèé â ìîëåêóëàõ ÄÍÊ
ïîñòàâèëî âîïðîñû î òîì, êàê ïðîèñõîäèò â êëåòêå òàêàÿ õèìè÷å-
ñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ è êàêîâî åå ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå.

Ïðåæäå âñåãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî äîíîðîì ìåòèëüíûõ ãðóïï â
êëåòêå ÿâëÿåòñÿ òàêîå ñîåäèíåíèå, êàê S-àäåíîçèë-ìåòèîíèí
(SAM) ïðîäóêò âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ÀÒÔ è ìåòèîíèíîì. Ýòî
ñîåäèíåíèå ñëóæèò ñóáñòðàòîì äëÿ ôåðìåíòîâ, ïîëó÷èâøèõ íà-
çâàíèå ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàç (DNMT). Â ãåíàõ ýòèõ ôåðìåíòîâ
âûÿâëÿþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
èëè ìîòèâû (ïîðÿäêà 10 ðàçíîâèäíîñòåé òàêèõ ìîòèâîâ). Íàèáî-
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ëåå èçó÷åíû òðè DNMT – DNMT1, DNMT 3a è DNMT3b, â òî
âðåìÿ êàê DNMT2, èëè TRDNMT2, ìåòèëèðóåò íå ÄÍÊ, à öèòî-
çèí-38 â àíòèêîäîíîâîé ïåòëå àñïàðàãèíîâîé òÐÍÊ.

Èçó÷åíèå ôåðìåíòîâ, ìåòèëèðóþùèõ ÄÍÊ, ïîêàçàëî, ÷òî îíè
ïðåäíàçíà÷åíû äëÿ âûïîëíåíèÿ çàäà÷ äâóõ òèïîâ: 1) ìåòèëèðîâà-
íèÿ, ïîääåðæèâàþùåãî ñôîðìèðîâàâøèéñÿ ðèñóíîê ðàñïîëîæå-
íèÿ ìåòèëüíûõ ãðóïï â ãåíîìå; 2) ââåäåíèÿ â ãåíîì ìåòèëüíûõ
ãðóïï â êàêèå-òî íîâûå ìåñòà, èëè ìåòèëèðîâàíèå de novo. Ïîä-
äåðæèâàþùåå ìåòèëèðîâàíèå ñâÿçàíî ñ ïîÿâëåíèåì â êëåòêå ãå-
ìè(ïîëó)-ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ, îäíà èç ñòàðûõ íèòåé êîòîðîé
ñîäåðæèò 5mC, â òî âðåìÿ êàê íèòü, âíîâü ñèíòåçèðîâàííàÿ ïðè
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, ëèøåíà åãî. Åñëè áû íå áûëî ïîääåðæèâàþ-
ùåãî ìåòèëèðîâàíèÿ, òî ïðîõîæäåíèå êëåòêè ÷åðåç êëåòî÷íûå
öèêëû ïîëíîñòüþ óñòðàíÿëî 5mC è íèâåëèðîâàëî áû ðîëü õèìè-
÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ãåíîìà, íåîáõîäèìîé äëÿ ïðîöåññîâ æèçíå-
äåÿòåëüíîñòè. Ïîêàçàíî, ÷òî çà ïîääåðæèâàþùåå ìåòèëèðîâàíèå
îòâå÷àåò DNMT1, è äåéñòâèòåëüíî îêàçàëîñü, ÷òî ó ìûøåé íîêàóò
ãåíà ýòîãî ôåðìåíòà ïðèâîäèò ê ëåòàëüíîìó èñõîäó.

Êàêîâà æå ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ââåäåíèÿ ìåòèëüíîé ãðóïïû â
òó èëè èíóþ ìîëåêóëó öèòîçèíà â äàííîì ãåíîìå? Îòâå÷àÿ íà ýòîò
âîïðîñ êðàòêî, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè äåêîäèðîâàíèè èìåþùåé-
ñÿ ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè ñîîòâåòñòâóþùàÿ àïïàðàòóðà êëåòêè
ìîæåò «÷èòàòü» òåêñò, ñîäåðæàùèé öèòîçèí, íî íå ìîæåò äåëàòü
ýòîãî, åñëè öèòîçèí ìåòèëèðîâàí. Ñëåäîâàòåëüíî, ìåòèëèðîâàíèå
öèòîçèíà âåäåò ê óìîëêàíèþ ãåíà è, òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ
ýòîé õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ðåãóëÿöèÿ
àêòèâíîñòè òîãî èëè èíîãî ãåíà. ßðêèì ïðèìåðîì, äåìîíñòðèðóþ-
ùèì ñóùåñòâîâàíèå òàêîãî óðîâíÿ ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè,
ñëóæèò ðàêîâàÿ êëåòêà. Â ýòîì ñëó÷àå, äëÿ êîòîðîãî õàðàêòåðíî
ðàçðåãóëèðîâàíèå àêòèâíîñòè ìíîãèõ ãåíîâ òàê, ÷òî â êëåòêå íà-
áëþäàåòñÿ ïåðåèçáûòîê èõ ïðîäóêòîâ, íàáëþäàåòñÿ òîòàëüíîå ãè-
ïîìåòèëèðîâàíèå â ãåíîìå. ×òî êàñàåòñÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ, êîäè-
ðóþùèõ îíêîñóïðåññîðû, ïðîìîòîðû êîòîðûõ, êàê ïðàâèëî, ñî-
äåðæàò îñòðîâêè CpG, òî çäåñü, íàïðîòèâ, èìååò ìåñòî ãèïåðìåòè-
ëèðîâàíèå, âûêëþ÷àþùåå àêòèâíîñòü ýòèõ âàæíûõ äëÿ ðàçâèòèÿ
êàíöåðîãåíåçà ãåíîâ.

Ïî÷åìó ìåòèëèðîâàíèå îñíîâàíèé ÄÍÊ â êëåòêå èãðàåò âàæ-
íóþ ðîëü â îïðåäåëåíèè àêòèâíîñòè ãåíîâ? Îêàçûâàåòñÿ, îíî îò-
ðàæàåòñÿ íà õàðàêòåðå óïàêîâêè ÄÍÊ â ÿäðå. Äåéñòâèòåëüíî, ÄÍÊ
â âèäå íóêëåîñîì íàìîòàíà, êàê íà øïóëüêå, íà áåëêîâîé ñòðóêòó-
ðå, îáðàçóþùåé öåíòðàëüíóþ ÷àñòü íóêëåîñîìû, – êîð. Ýòà ñòðóê-



Ìîëåêóëÿðíûå çàùèòíûå ìåõàíèçìû êëåòêè è ôàðìàêîòåðàïèÿ

150

òóðà ïðåäñòàâëåíà êîìïëåêñîì òàêèõ áåëêîâ, êàê ãèñòîíû Í2À,
Í2Â, Í3 è Í4, â òî âðåìÿ êàê ãèñòîí Í1 èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ñîåäè-
íåíèÿ äâóõ ñîñåäñòâóþùèõ íóêëåîñîì ìîëåêóëû ÄÍÊ. Äëÿ òîãî
÷òîáû ãåí ìîã ïðîÿâèòü ñâîþ àêòèâíîñòü, âàæåí õàðàêòåð íóêëåî-
ñîìíîé óïàêîâêè â äàííîì ìåñòå ãåíîìà â äàííîå âðåìÿ åãî ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò õàðàêòåð îïðåäåëÿåòñÿ ðèñóí-
êîì ðàñïîëîæåíèÿ õèìè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé íå òîëüêî â ÄÍÊ, íî
è â ìîëåêóëàõ ãèñòîíîâ.

Â ñëó÷àå ãèñòîíîâ õèìè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè ñîñòàâëÿþùèõ èõ
àìèíîêèñëîò ïðåäñòàâëåíû íå òîëüêî ìåòèëèðîâàíèåì, íî òàêæå
àöåòèëèðîâàíèåì, ôîñôîðèëèðîâàíèåì, ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèåì è
óáèêâèòèðîâàíèåì. Áûëè îáíàðóæåíû ôåðìåíòû, îñóùåñòâëÿþùèå
ñîîòâåòñòâóþùèå ðåàêöèè êàê â ïðÿìóþ, òàê è â îáðàòíóþ ñòîðîíó.
Êàêîå íîâîå êà÷åñòâî ãèñòîíàì ïðèäàåò õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ
ñîñòàâëÿþùèõ èõ àìèíîêèñëîò? Ðàññìîòðèì ïðèìåð àöåòèëèðîâà-
íèÿ íåñòðóêòóðèðîâàííîé ÷àñòè ìîëåêóëû ãèñòîíà Í3, íàçûâàåìîé
õâîñòîì. Ðàñïîëîæåííûå â õâîñòå îñòàòêè ëèçèíà íåñóò ïîëîæè-
òåëüíûé çàðÿä è áëàãîäàðÿ ýòîìó îíè ïðî÷íî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ÄÍÊ,
áåðÿ åå êàê áû â «øîðû». Àöåòèëèðîâàíèå æå õâîñòîâûõ ëèçèíîâ
ñíèæàåò ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä è çà ñ÷åò ýòîãî ñâÿçü Í3 ñ ÄÍÊ îñ-
ëàáëÿåòñÿ. Ïðè òàêîì óñëîâèè îáëåã÷àåòñÿ âçàèìîäåéñòâèå ÄÍÊ ñ
òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì SWI/SNF, êîòîðûé åùå áîëüøå ðàñ-
ñëàáëÿåò ÄÍÊ òàê, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ãåíà ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé.
Îäíàêî íå âñåãäà çíà÷åíèå òîé èëè èíîé õèìè÷åñêîé ìîäèôèêà-
öèè ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî ñ ïîçèöèé ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ.

Îáíàðóæåíèå ðàçëè÷íûõ õèìè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé â ìîëåêó-
ëàõ ãèñòîíîâ îòêðûëî ïóòü ê èçó÷åíèþ ôåðìåíòîâ, îñóùåñòâëÿþ-
ùèõ íåîáõîäèìûå ðåàêöèè. Òàê áûëè îòêðûòû ãèñòîíîâûå àöå-
òèëòðàñôåðàçû (HAT) è ôåðìåíò, óñòðàíÿþùèé ýòó ìîäèôèêà-
öèþ – HDAC – ãèñòîíîâàÿ äåàöåòèëàçà. Îòìåòèì, ÷òî ýòîò ôåð-
ìåíò îñîáåííî ïðèâëåê âíèìàíèå â êà÷åñòâå ìèøåíè äëÿ ïîèñêà
àíòèðàêîâûõ ëåêàðñòâ. Äåéñòâèòåëüíî, ýôôåêòèâíûé èíãèáèòîð
ýòîãî ôåðìåíòà äîëæåí èíàêòèâèðîâàòü HDAC òàê, ÷òî äåàöåòè-
ëèðîâàíèÿ íå ïðîèñõîäèò è, ñëåäîâàòåëüíî, ÄÍÊ ìîæåò íàõî-
äèòüñÿ â ðàññëàáëåííîì ñîñòîÿíèè, è ýòî äîëæíî ñïîñîáñòâîâàòü
àêòèâàöèè ìîë÷àùèõ ïðè ðàêå ãåíîâ îíêîñóïðåññîðîâ. Ïîèñê òà-
êèõ èíãèáèòîðîâ è èõ êëèíè÷åñêîå èçó÷åíèå ïðîäîëæàþòñÿ.

Áîëüøîå âíèìàíèå â íàñòîÿùåå âðåìÿ óäåëÿþò òàêæå èçó÷å-
íèþ ôåðìåíòîâ, ìåòèëèðóþùèõ ìîëåêóëû ãèñòîíîâ â ðàçëè÷íûõ
ïîëîæåíèÿõ, èõ âçàèìîäåéñòâèþ ñ äðóãèìè áåëêàìè êëåòêè è àï-
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ïàðàòîì êëåòêè, îòâåòñòâåííûì çà ìåòèëèðîâàíèå öèòîçèíà. Ðå-
çóëüòàòû ýòîãî èçó÷åíèÿ ïîäðîáíî îïèñàíû â ãëàâå 3 êíèãè [15].
Çäåñü îòìåòèì ñëåäóþùåå.

Â ðåçóëüòàòå èçó÷åíèÿ õàðàêòåðà ìîäèôèêàöèé ìîëåêóë ãèñòî-
íîâ âûÿâëåíî, ÷òî äëÿ êàæäûõ óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòîê
ñóùåñòâóåò ñïåöèàëüíûé ðèñóíîê âíåñåíèÿ ìîäèôèêàöèé â ìîëå-
êóëû ãèñòîíîâ, êîòîðûé îïðåäåëÿåò äëÿ ýòèõ óñëîâèé àêòèâíîñòü
òåõ èëè èíûõ ãåíîâ â êëåòêå. Òàê âîçíèêëî ïîíÿòèå î ãèñòîíîâîì
êîäå êàê î ìíîæåñòâåííûõ äèíàìè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèÿõ, ñïîñîá-
íûõ ðåãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü ãåíîâ.

Áîëåå òîãî, ââåäåíèå ðàçëè÷íûõ ìîäèôèêàöèé â ìîëåêóëû
ãèñòîíîâ ìîæåò ñëóæèòü îïîçíàâàòåëüíûì çíàêîì äëÿ áåëêîâ,
âàæíûõ äëÿ ïðèäàíèÿ õðîìàòèíó áîëåå îòêðûòîé èëè, íàïðîòèâ,
çàêðûòîé äëÿ ôóíêöèè ôîðìû. Ýòî íàçûâàåòñÿ ðåìîäåëèðîâàíèåì
õðîìàòèíà (chromatin remodeling). Áåëêè, óçíàþùèå àöåòèëüíûå
ãðóïïû, îáëàäàþò ñîîòâåòñòâóþùèì äîìåíîì, êîòîðûé ïîëó÷èë
íàçâàíèå áðîìîäîìåíà. Áðîìîäîìåí – ýòî äîìåí, êîòîðûé óçíàåò
â ìîëåêóëå ãèñòîíà ìåòèëüíûå ãðóïïû â ðàçëè÷íûõ ïîëîæåíèÿõ
ìîëåêóëû. Áåëêè, îáëàäàþùèå SET-äîìåíîì, ñïîñîáíû ìåòèëè-
ðîâàòü ðàçëè÷íûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè ãèñòîíîâ, çà èñêëþ÷å-
íèåì ëèçèíîâ.

Ìåæäó ïðîöåññàìè ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ãèñòîíîâ ñóùåñòâó-
åò òåñíàÿ ñâÿçü: ïðè íàðóøåíèè àïïàðàòà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ
íàðóøàþòñÿ ïðîöåññû ìåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ è íàîáîðîò. Áîëåå
òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî ýïèãåíåòè÷åñêîå èçìåíåíèå òîãî èëè èíîãî
ëîêóñà ãåíîìà îïðåäåëÿþòñÿ åãî êîìïëåìåíòàðíûìè âçàèìîäåéñò-
âèÿìè ñ ÐÍÊ èíòåðôåðåíöèîííîãî ïóòè, à òàêæå ÄÍÊ–ÄÍÊ-
âçàèìîäåéñòâèÿìè. Òàêîé òèï âçàèìîäåéñòâèé ïðèâëåêàåò ê ýòîìó
ëîêóñó ñîîòâåòñòâóþùèé êëåòî÷íûé àïïàðàò ìåòèëèðîâàíèÿ, ìî-
äèôèöèðóùåãî êàê îñíîâàíèÿ ÄÍÊ, òàê è ìîëåêóëû ãèñòîíîâ.
Âîçíèêëî ñïåöèàëüíîå ïîíÿòèå – ÐÍÊ-íàïðàâëÿåìîå ìåòèëèðî-
âàíèå (RNA-directed methylation – RdM), âûçûâàþùåå ýôôåêò
òðàíñêðèïöèîííîãî ñàéëåíñèíãà. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå
òàêîãî èíñòðóìåíòàðèÿ êëåòêè, êàê ìèêðîÐÍÊ ðàñøèðÿåò âîç-
ìîæíîñòè ïðèñïîñîáèòåëüíûõ ðåàêöèé êëåòêè è îïòèìèçèðóåò åå
ôóíêöèîíèðîâàíèå â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ áûòèÿ.

×òî êàñàåòñÿ ÄÍÊ–ÄÍÊ-âçàèìîäåéñòâèé, òî äëÿ ó÷àñòêîâ ãå-
íîìà âûÿâëÿåòñÿ ïîëèìîðôèçì ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îïðåäåëÿå-
ìûé ïîâòîðàìè – RIP (repeat-induced polimorphism), è ïîëèìîð-
ôèçì, îáóñëîâëåííûé ïðîöåññàìè ìåéîçà, – MIP (meiosis-induced
polymorphism). Ïðè èçó÷åíèè òàíäåìíûõ è äèñïåðñíî ïîâòîðÿþ-
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ùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíîìàõ ýóêàðèîò â íèõ îáíàðóæåí
çíà÷èòåëüíûé ïîëèìîðôèçì, ñâÿçàííûé ñ çàìåíàìè ïàð G/C íà
À/Ò. Îñòàâøèéñÿ æå öèòîçèí çàìåíÿåòñÿ íà 5mÑ. Ñìûñë òàêèõ
ìîäèôèêàöèé ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â òîì, ÷òîáû îñëàáèòü ýôôåê-
òèâíîñòü ñïàðèâàíèÿ ãîìîëîãè÷íûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà. Ýòî ñíèçèò
âåðîÿòíîñòü îñóùåñòâëåíèÿ â êëåòêå ýêòîïè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè,
÷òî îòðàçèòñÿ íà ïðîÿâëåíèè ãåíîìîì ñâîéñòâà ïëàñòè÷íîñòè è
åãî ñïîñîáíîñòè ê ïåðåñòðîå÷íûì ïðîöåññàì. Î÷åâèäíî, â òåõ
ó÷àñòêàõ ãåíîìà, â êîòîðûõ âîçìîæíîñòü ãîìîëîãè÷íîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ïîâûøåíà, äîëæíî ïðîèñõîäèòü àêòèâíîå ïðèâëå÷åíèå
àïïàðàòà ìåòèëèðîâàíèÿ è èíòåíñèâíîå ìåòèëèðîâàíèå òàêèõ îá-
ëàñòåé, êàê, íàïðèìåð, ïðîìîòîðû ãåíîâ. Èç ýòîãî ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ÷åðåç ïîâòîðû è èõ ìåòèëèðîâàíèå ìîæåò îñóùåñòâëÿòü-
ñÿ åùå îäèí óðîâåíü ðåãóëÿöèè ãåíîâ.

×åðåç ïîâòîðû ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîãóò ðåãóëèðîâàòüñÿ è
íåãîìîëîãè÷íûå ó÷àñòêè ãåíîìà òàê, ÷òî â ãåíîìå âîçíèêàåò ñåòü
âçàèìîäåéñòâèé, â êîòîðîé èçìåíåíèÿ â îäíîé îáëàñòè ìîãóò ïå-
ðåäàâàòüñÿ ïî ãåíîìó, ëèáî çàòóõàÿ, ëèáî óñèëèâàÿñü. Ñóùåñòâî-
âàíèå òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ äîêàçûâàåò óñòàíîâëåííîå ÿâëåíèå
òðàíñâåêöèè, èëè óïðàâëåíèÿ, ïðè ñïàðèâàíèè ãîìîëîãè÷íûõ
õðîìîñîì àêòèâíîñòüþ in trans ãåíà îäíîé õðîìîñîìû ñ ïîìîùüþ
ðåãóëÿòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íàõîäÿùèõñÿ â äðóãîé ãîìî-
ëîãè÷íîé õðîìîñîìå. Èçó÷åíèå ýòîãî ÿâëåíèÿ òîëüêî íà÷èíàåòñÿ.
Îäíàêî íà ðîëü òàêîé ðåãóëÿòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âûäâèãà-
åòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CNG, êîòîðàÿ â ãå-
íîìàõ ðàçëè÷íûõ ìëåêîïèòàþùèõ íå ïðîÿâëÿåò êàêèå-ëèáî çàêî-
íîìåðíîñòè â îòíîøåíèè ãåíîñïåöèôè÷åñêîãî ðàñïîëîæåíèÿ. Ñ
ïîçèöèé ñóùåñòâîâàíèÿ òàêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîæíî îáúÿñ-
íèòü ñèíäðîì Äàóíà è íàáëþäàåìûå ýôôåêòû àíåóïëîèäèé, êîòî-
ðûå ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû íàðóøåíèÿìè â êîïèéíîñòè CNG,
óïðàâëÿþùèõ íå îäíèì, à ñðàçó ìíîãèìè ãåíàìè. Òàêèì îáðàçîì,
íàëè÷èå ñïåöèàëüíîãî êëàññà ðåãóëÿòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
îòâå÷àþùèõ íå ïðîñòî çà ðåãóëÿöèþ îòäåëüíûõ ãåíîâ, íî âîñïðè-
íèìàþùèõ êîîðäèíàòû ïðîñòðàíñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ òîãî
èëè èíîãî ãåíîìà, îïðåäåëÿåò åãî äîìåííóþ îðãàíèçàöèþ, ñâÿçû-
âàþùóþ îòäåëüíûå äîìåíû â åäèíîå öåëîå, â êîòîðîì ñîñòîÿíèå
îäíîãî äîìåíà âëèÿåò íà ñîñòîÿíèå äðóãîãî. Â ðåçóëüòàòå òàêîãî
âëèÿíèÿ è ïîÿâëÿåòñÿ òîò èëè èíîé ôåíîòèï, îïòèìàëüíûé äëÿ
äàííûõ óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.

Åñëè ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ è ðåìîäåëèðîâàíèå õðîìàòèíà –
åùå îäèí óðîâåíü ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè, îò êîòîðîé çàâè-
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ñèò ôåíîòèï îðãàíèçìà, òî âîçíèêàåò âîïðîñ î âîçìîæíîñòè ïåðå-
äà÷è â ïîêîëåíèÿõ ýïèãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè èëè ðèñóíêà ðàñ-
ïîëîæåíèÿ õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè îñíîâàíèé ãåíîìíîé ÄÍÊ.
Âîïðîñ î òîì, ïåðåäàþòñÿ ëè ïðèîáðåòåííûå â ðåçóëüòàòå ýïèãåíå-
òè÷åñêèõ èçìåíåíèé ïðèçíàêè ïî íàñëåäñòâó – ýòî îñòðûé âîïðîñ,
ñòèìóëèðîâàâøèé èññëåäîâàíèÿ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè. Â
íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ýòîò âîïðîñ ìîæíî îòâåòèòü è ïîëîæèòåëüíî, è
îòðèöàòåëüíî [16]. Êðàòêî îñòàíîâèìñÿ íà ôàêòàõ, äîêàçûâàþùèõ
âîçìîæíîñòü ïåðåäà÷è ýïèãåíåòè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ â ïîêîëåíèÿõ.

9.3. Î ÏÅÐÅÄÀ×Å ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÏÐÈÇÍÀÊÎÂ
Â ÏÎÊÎËÅÍÈßÕ

Ïåðâîíà÷àëüíî ïðè èçó÷åíèè ñâÿçè ìåæäó íàáëþäàåìûì ôå-
íîòèïîì è ñîñòîÿíèåì ìåòèëèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ,
îïðåäåëÿþùèõ ýòîò ôåíîòèï, â ñëó÷àå òàêîãî îáúåêòà, êàê ðàñ-
òåíèÿ, âîçíèêëî ïîíÿòèå î ïàðàìóòàöèè. Åñëè ìóòàöèÿ – ýòî
ïåðåäàþùååñÿ â ïîêîëåíèÿõ èçìåíåíèå áóêâû ãåíåòè÷åñêîãî
òåêñòà, òî ïàðàìóòàöèÿ îñòàâëÿåò òó èëè èíóþ íóêëåîòèäíóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü áåç èçìåíåíèÿ, îòâå÷àÿ ëèøü çà ñîñòîÿíèå ìå-
òèëèðîâàíèÿ öèòîçèíà â òîì èëè èíîì ïîëîæåíèè ýòîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëàÿ îêðàñêà öâåòêà ó
ïåòóíèè ñâÿçàíà ñ ñàéëåíñèíãîì îäíîãî èç ãåíîâ, íåîáõîäèìîãî
äëÿ ñèíòåçà ñîîòâåòñòâóþùåãî ïèãìåíòà. Ñàéëåíñèíã ýòîãî ãåíà
îáóñëîâëåí òåìè ñîáûòèÿìè â êëåòêå, êîòîðûå ïðèâåëè ê âîç-
íèêíîâåíèþ õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ îñíî-
âàíèé ÄÍÊ â ïðåäåëàõ èçó÷àåìîãî ãåíà. Ïåðåäà÷à áåëîé îêðàñêè
öâåòîâ ïîñëåäóþùèì ïîêîëåíèÿì äîêàçûâàåò ôàêò âîçìîæíîñòè
íàñëåäîâàíèÿ ïîòîìêàìè ýïèãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè. Îäíàêî
êàêèå-òî èçìåíåíèÿ â óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè äå-
ëàþò ýïèãåíåòè÷åñêîå ñîñòîÿíèå ãåíà îáðàòèìûì, âîçâðàùàÿ
îáóñëîâëåííûé ýòèì ñîñòîÿíèåì ôåíîòèï ê íîðìå. Ýòîò ïðèìåð
øèðîêî îïèñàí â ìíîãî÷èñëåííîé ëèòåðàòóðå, âêëþ÷àÿ Èíòåð-
íåò. Îêàçàëîñü, ÷òî ÿâëåíèå ïàðàìóòàöèé âîçìîæíî íå òîëüêî â
ìèðå ðàñòåíèé, íî øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíî â ýêîñèñòåìå. Äîêà-
çàòåëüñòâîì ýòîãî ñëóæèò îáíàðóæåíèå äàííîãî ÿâëåíèÿ äàæå ó
ìëåêîïèòàþùèõ, íàïðèìåð ó ìûøåé [17].

Íàèáîëåå äåòàëüíî ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ ïàðàìóòàöèé èçó-
÷àåòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ïðèìåðå àëëåëåé ãåíà â ëîêóñå b1
õðîìîñîìû ðàñòåíèé è ãåíà Kit ìûøåé, êîäèðóþùåãî ðåöåïòîð
òèðîçèíîâîé êèíàçû, îò êîòîðîé çàâèñèò òàêæå ïðîöåññ ìåëà-
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íîãåíåçà, à îòñþäà è îêðàñêà øåðñòè ó ìûøåé. Êðàòêî îõàðàêòå-
ðèçóåì ýòè ýêñïåðèìåíòàëüíûå ñèñòåìû, èçó÷àåìûå êàê ó ðàñòå-
íèé, òàê è ó æèâîòíûõ.

Â ñëó÷àå ðàñòåíèé ëîêóñ b1 ãåíîìà ñîäåðæèò ãåí òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà, îò àêòèâíîñòè êîòîðîãî çàâèñèò óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ïóòè îáðàçîâàíèÿ àíòîöèàíîâîãî ïèãìåíòà. Îí îê-
ðàøèâàåò ñòåáëè ðàñòåíèÿ â ÿðêèé ôèîëåòîâûé öâåò ïðè âûñîêîé
(àëëåëü B-1) èëè â ñëàáî-ñèðåíåâûé öâåò ïðè íèçêîé ýêñïðåññèè
(àëëåëü Â′). Îêàçàëîñü, ÷òî íèêàêèõ ðàçëè÷èé â íóêëåîòèäíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ýòèõ äâóõ àëëåëåé íåò, ñëåäîâàòåëüíî, íàáëþ-
äàåìîå èçìåíåíèå â îêðàñêå ñâÿçàíî íå ñ ìóòàöèåé ãåíåòè÷åñêîãî
òåêñòà. Îäíàêî ðàçëè÷èÿ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ýòèõ àëëåëåé âñå-
òàêè âûÿâëÿþòñÿ, íî íå íà óðîâíå ñàìèõ îñíîâàíèé, à íà óðîâíå
ìåòèëèðîâàíèÿ öèòîçèíà ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ïðè ýòîì â
êðîññàõ âûñîêîýêñïðåññèðóåìîé àëëåëè Â-1 ñ íèçêîýêñïðåññè-
ðóåìîé Â′ ïåðâàÿ àëëåëü ìîæåò ïðèîáðåòàòü ÷åðòû ïîñëåäíåé,
ñòàíîâÿñü íèçêîýêñïðåññèðóåìîé àëëåëüþ Â-1∗. Ýòî ñâîéñòâî îíà
ñîõðàíÿåò â ïîêîëåíèÿõ, ò. å. â ñêðåùèâàíèÿõ ìàòåðèàëà ñ ïàðà-
ìóòèðîâàííîé èñõîäíî âûñîêîýêñïðåññèðóåìîé àëëåëüþ Â-1∗ ñ
ýòîé æå âûñîêîýêñïðåññèðóåìîé àëëåëüþ, íî äèêîãî òèïà ïîñëåä-
íÿÿ Â-1 àëëåëü îïÿòü ïàðàìóòèðóåò, ïðåâðàùàÿñü â íèçêîýêñïðåñ-
ñèðóåìóþ àëëåëü Â-1∗. Îäíàêî ýòî ïðîèñõîäèò òîëüêî â òåõ ñêðå-
ùèâàíèÿõ ìåæäó îðãàíèçìàìè, ìàòåðèàë êîòîðûõ ïîëíîñòüþ ñî-
õðàíÿåò àêòèâíîñòü ÐÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, è ó ìóòàí-
òîâ mop1, äåôåêòíûõ ïî ãåíó ýòîãî ôåðìåíòà, ïàðàìóòàöèè íå
âîçíèêàþò. Ñëåäîâàòåëüíî, ê ôåíîìåíó âîçíèêíîâåíèÿ ýïèãåíå-
òè÷åñêèõ ìóòàöèé – ïàðàìóòàöèé  êàêèì-òî îáðàçîì ïðè÷àñòíà
ÐÍÊ. Ýòî îòêðûâàåò íîâóþ ïàðàäèãìó â èçó÷åíèè ñâÿçè ìåæäó
ãåíîòèïîì è ôåíîòèïîì. Åñëè ðàíåå ñ÷èòàëîñü, ÷òî âñå ìîëåêó-
ëÿðíûå ñîáûòèÿ â êëåòêå ïðîèñõîäÿò ñîãëàñíî êîäó, çàêîäèðîâàí-
íîìó â ÄÍÊ, à ìîëåêóëû ÐÍÊ – ýòî ëèøü ïîñëóøíûé èñïîëíè-
òåëü åå âîëè, òî íîâåéøèå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ñïîñîáíîñòü
ÐÍÊ êàêèì-òî, íå ðàñêðûòûì ïîêà îáðàçîì óïðàâëÿòü ãåíåòè÷å-
ñêèì êîäîì. È åñëè ìóòàöèÿ – ýòî âûêëþ÷àòåëü, ÷àùå âñåãî èñ-
ïîëüçóþùèéñÿ äëÿ âûêëþ÷åíèÿ èëè âêëþ÷åíèÿ àêòèâíîñòè ãåíà,
òî ïîêà çàãàäî÷íûé êàêîé-òî ÐÍÊîâûé ìåõàíèçì – ýòî ðåîñòàò, ñ
ïîìîùüþ êîòîðîãî ìîæíî çàäàâàòü íåîáõîäèìûé óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ãåíà, îïòèìàëüíûé äëÿ äàííîãî âðåìåíè è äàííûõ óñëî-
âèé ôóíêöèîíèðóþùåãî îðãàíèçìà. Âîçíèêàåò âîïðîñ, êàê òàêîé
òèï ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè îïðåäåëÿåò ôîðìèðîâàíèå òîãî
èëè èíîãî ôåíîòèïà.
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Íà ïóòè âûÿñíåíèÿ ðîëè ìîëåêóë ÐÍÊ â ýïèãåíåçå áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ëîêóñó b1 â ãåíîìå ïðåäøåñòâóåò îïðåäåëåííàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîâòîðÿþùàÿñÿ 8 ðàç, è â ýòîì ìåñòå ãåíîìà
âîçìîæíà òðàíñêðèïöèÿ ñ îáåèõ íèòåé ÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, â
êëåòêå èìååòñÿ ïîòåíöèÿ äëÿ ïîÿâëåíèÿ äëèííûõ äâóñïèðàëüíûõ
ÐÍÊ è àêòèâàöèè ïóòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ èíòåðôåðåíöèîííîé
ÐÍÊ. Äåéñòâèòåëüíî, òîëüêî â êëåòêàõ ñ àêòèâíîé ÐÍÊ-çàâè-
ñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé è ñîäåðæàùèõ ñîîòâåòñòâåííî âûñîêî-
è íèçêîýêñïðåññèðóþùóþñÿ àëëåëè îòâåòñòâåííîãî çà ïèãìåíòà-
öèþ êëåòîê ãåíà B-1 è B* îáíàðóæèâàþòñÿ êîðîòêèå (25 í.) ìèê-
ðîÐÍÊ, êîìïëåìåíòàðíûå óêàçàííîé îáëàñòè ïîâòîðà â ãåíîìå.
Òàêîé ðåçóëüòàò ïîíÿòåí â ñëó÷àå íèçêîýêñïåññèðóþùåéñÿ àëëå-
ëè è âîçìîæíîñòè åå âëèÿíèÿ íà âûñîêîýêñïðåññèðóþùóþñÿ àë-
ëåëü ÷åðåç ÐÍÊ, íî ïî÷åìó ïðè íàëè÷èè äàííîé ìèêðîÐÍÊ íå
âûêëþ÷àåòñÿ âûñîêîýêñïðåññèðóþùàÿñÿ àëëåëü? Ïðåäïîëàãàåò-
ñÿ, ÷òî äëÿ óñïåøíîé ðàáîòû ìîëåêóëÿðíîé ìàøèíû, îñóùåñòâ-
ëÿþùåé ñ ïîìîùüþ ìåòèëèðîâàíèÿ ñàéëåíñèíã ãåíà, òîëüêî
ìîëåêóë ìèêðîÐÍÊ íåäîñòàòî÷íî, íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëíûå
óñëîâèÿ. Îäíèì èç òàêèõ óñëîâèé, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ âîçíè-
êàþùàÿ ñîîòâåòñòâóþùàÿ ñòðóêòóðà õðîìàòèíà è äåòàëè, ñâÿçàí-
íûå ñ àðõèòåêòóðíîé îðãàíèçàöèåé ÿäðà. Áîëåå òîãî, âàæåí òàê-
æå óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ â êëåòêå ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ
è, î÷åâèäíî, äëÿ åãî ïîâûøåíèÿ è íåîáõîäèìî íàëè÷èå â êëåòêå
ÐÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû.

×òî êàñàåòñÿ ïàðàìóòàöèé ó æèâîòíûõ, òî áûëî èçâåñòíî, ÷òî
ó ìûøåé ãîìîçèãîòû ïî íåðàáîòàþùåìó ãåíó Kit íåæèçíåñïî-
ñîáíû. Ãåòåðîçèãîòíûå ìûøè ïî ýòîìó ãåíó, ó êîòîðûõ êîëè÷å-
ñòâî ìÐÍÊ óìåíüøåíî â 2 ðàçà, æèâóò, íî èõ ëàïû è êîí÷èê
õâîñòà óòðà÷èâàþò îêðàñêó, ñòàíîâÿñü áåëûìè. Îêàçàëîñü, ÷òî â
ñêðåùèâàíèÿõ òàêèõ ãåòåðîçèãîò ñ ãîìîçèãîòàìè ïî ýòîìó ãåíó
äèêîãî òèïà èëè äðóã ñ äðóãîì ðåçêî íàðóøàåòñÿ ìåíäåëåâñêîå
ðàñùåïëåíèå è ôåíîòèï ñ áåëûìè ëàïàìè è êîíöîì õâîñòà ïðå-
âàëèðóåò òàê, ÷òî ñíèæåííîå êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ ïîñòàâëÿåòñÿ äà-
æå àëëåëüþ äèêîãî òèïà. Íèêàêèõ èçìåíåíèé â òåêñòå ãåíà íåò,
èçìåíåíèÿ â ìåòèëèðîâàíèè ïðîìîòîðà ýòîãî ãåíà òàêæå íå îá-
íàðóæåíû. ×òî êàñàåòñÿ ìåòèëèðîâàíèÿ îêðóæåíèÿ ýòîãî ãåíà,
òî äàííûõ åùå íåò. Îäíàêî ÿñíî, ÷òî íàáëþäàåìîå ÿâëåíèå îò-
íîñèòñÿ ê êëàññó ýïèãåíåòè÷åñêèõ è êëàññèôèöèðóåòñÿ êàê ïà-
ðàìóòàöèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî ê ïðîÿâëåíèþ ýòîãî ôåíîìåíà òàêæå
ïðè÷àñòíà ÐÍÊ. Íà ýòîò ðàç òîë÷îê èññëåäîâàíèÿì äàëî îáíà-
ðóæåíèå ñëåäóþùåãî ôàêòà. Ãàìåòû íîðìàëüíûõ æèâîòíûõ, íå
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ïðîÿâëÿþùèõ ïàðàìóòàöèîííûõ ýôôåêòîâ, ïðàêòè÷åñêè íå ñî-
äåðæàëè ìÐÍÊ ãåíà Kit, â ãàìåòàõ æå æèâîòíûõ ñ áåëûìè ëàïà-
ìè è êîí÷èêàìè õâîñòîâ îáíàðóæèâàåìûå êîëè÷åñòâà ýòîé
ìÐÍÊ áûëè çíà÷èòåëüíûìè. È ïîñòóïëåíèå ÷åðåç ãàìåòû ýòîé
ÐÍÊ êàêèì-òî îáðàçîì ñíèæàëî ýíäîãåííûé óðîâåíü åå ñèíòåçà
â êëåòêàõ íîðìàëüíûõ ìûøåé. Èíúåêöèÿ ìîëåêóë ìÐÍÊ ãåíà
Kit â îäíîêëåòî÷íûå ýìáðèîíû çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëà âåðî-
ÿòíîñòü ðîæäàåìîñòè îñîáåé ñ áåëûìè ëàïàìè è êîí÷èêàìè õâî-
ñòîâ. Òàêîé æå ýôôåêò äàâàëà èíúåêöèÿ ìîëåêóë ìèêðîÐÍÊ,
âçàèìîäåéñòâóþùåé ñ ìÐÍÊ ãåíà Kit. Ïðè ïðîâåäåíèè äàííûõ
èññëåäîâàíèé óäàëîñü óñòàíîâèòü è òàêîé ôàêò. Åñëè òî÷å÷íûå
ìóòàöèè â ìÐÍÊ Kit ïðàêòè÷åñêè íå îòðàæàëèñü íà ïîëó÷àåìûõ
ðåçóëüòàòàõ, òî èñïîëüçîâàíèå èíæåíåðíûõ ìàòðèö, íåñóùèõ
ðàçëè÷íûå âñòàâêè â ìîëåêóëå ìÐÍÊ Kit, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàëî âûõîä ïàðàìóòàíòíûõ îñîáåé. Î÷åâèäíî, Ïðèðîäà íàäåëåíà
îñîáîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ÷åìó-òî íåîáû÷íîìó, àáåððàíòíîìó
è ñíàáæåíà ìåõàíèçìàìè, íèâåëèðóþùèìè êàêèå-òî âîçìîæíûå
áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû âñåãî àáåððàíòíîãî. Èçó÷åíèå ýòèõ ìå-
õàíèçìîâ ñòàíîâèòñÿ ãîðÿ÷åé òî÷êîé ñîâðåìåííûõ èññëåäîâàíèé.

Èòàê, èçëîæåííûé ìàòåðèàë ïîêàçûâàåò âàæíîñòü îáùåáèî-
ëîãè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ îñóùåñòâëÿåìîé â ïðèðîäå õèìè÷åñêîé
ìîäèôèêàöèè îñíîâàíèé ÄÍÊ. Âîçíèêàåò âîïðîñ î ñâÿçè ìåæäó
âîçìîæíîñòüþ ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé è âîçíèêíîâåíèåì
ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè êëåòêè â òåõ èëè èíûõ óñëîâèÿõ åå
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Ïðåæäå ÷åì ñóììèðîâàòü èìåþùèåñÿ â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ äàííûå ïî ýòîé ïðîáëåìå, äëÿ îáëåã÷åíèÿ ÷èòà-
òåëþ ïîèñêà ëèòåðàòóðû è àíàëèçà ìåòîäè÷åñêîé èíôîðìàöèè
ðàññìîòðèì ìåòîäû ñîâðåìåííûõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûå ìåòîäû òàêèõ èññëåäîâàíèé
îïèñàíû â îáçîðå [18], áîëåå ïîëíî îíè ïðåäñòàâëåíû â îáçîðå
[19]. Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòè ìåòîäû.

9.4. Î ÌÅÒÎÄÀÕ ÈÇÓ×ÅÍÈß ÑÎÑÒÎßÍÈß
ÌÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÎÑÍÎÂÀÍÈÉ ÄÍÊ

Îòìåòèì, ÷òî ïðîãðåññ â èçó÷åíèè ñîñòîÿíèÿ ìåòèëèðîâàí-
íîñòè ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñâÿçàí ñ óñïåõîì ðàçðà-
áîòêè íîâîãî èíñòðóìåíòàðèÿ, ïîçâîëÿþùåãî îñóùåñòâëÿòü òà-
êèå èññëåäîâàíèÿ. Ê òàêîìó èíñòðóìåíòàðèþ îòíîñèòñÿ, â ïåð-
âóþ î÷åðåäü, èçó÷åíèå ïðîäóêòîâ îáðàáîòêè ÄÍÊ áèñóëüôèòîì
íàòðèÿ, ïðåâðàùàþùåãî íåìåòèëèðîâàííûé öèòîçèí â óðàöèë è
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ïðè ïîñëåäóþùåé ðåïëèêàöèè ÄÍÊ – â òèìèí è ïðè ýòîì íè-
êàê íå âëèÿþùåãî íà ìåòèëèðîâàííûé öèòîçèí. Òàêèì îáðàçîì,
âîçìîæíîñòü îáíàðóæåíèÿ çàìåíû ñîñòàâà CG èçó÷àåìîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè íà TG – ýòî ïóòü ê îïðåäåëåíèþ â íåé ñîäåðæà-
íèÿ 5mÑ. Íàèáîëåå ÷åòêî ýòî ñîäåðæàíèå ìîæåò áûòü óñòàíîâ-
ëåíî ñ ïîìîùüþ ñåêâåíèðîâàíèÿ èçó÷àåìîé ìîëåêóëû, âûÿâ-
ëÿþùåãî ìåñòà â ìîëåêóëå, â êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå áèñóëüôèòíîé
îáðàáîòêè öèòîçèí ïðåâðàòèëñÿ â òèìèí. Îäíàêî â çàâèñèìîñòè
îò õàðàêòåðà ðåøàåìîé çàäà÷è ýòî ðàçëè÷èå ìîæåò áûòü óñòàíîâ-
ëåíî ðàçíûìè ñïîñîáàìè, íàïðèìåð, ïî èçìåíåíèþ òåìïåðàòóðû
ïëàâëåíèÿ îáðàáîòàííîé ýòèì àãåíòîì äâóñïèðàëüíîé ÄÍÊ,
ïðåòåðïåâàþùåé óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ CG- è óâåëè÷åíèå ñî-
äåðæàíèÿ ÀT-ïàð. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì âûÿâ-
ëåíèÿ îñîáåííî íà óðîâíå 1–2 äèíóêëåîòèäîâ CG ÿâëÿåòñÿ ïðî-
âåäåíèå ìåòèë÷óâñòâèòåëüíîé ðåàêöèè ÏÖÐ – MSP (methyl-spesi-
fic PCR). Â ýòîé ðåàêöèè èñïîëüçóþò ïðàéìåðû, îäíè èç êîòîðûõ
ñïåöèôè÷íû ê ìåòèëèðîâàííîìó ñàéòó, äðóãèå – ê íåìåòèëèðî-
âàííîìó. Åñëè â ðåàêöèè ïîëèìåðèçàöèè ñ ìåòèëñïåöèôè÷åñêèì
ïðàéìåðîì ïîÿâëÿåòñÿ àìïëèôèöèðîâàííûé ïðîäóêò, ñëåäîâà-
òåëüíî, èçó÷àåìûé ñàéò ìåòèëèðîâàí, è íàîáîðîò. Àíàëîãè÷íî
ïîëó÷àþò ðåçóëüòàò àìïëèôèêàöèè ìîëåêóëû â ñëó÷àå èñïîëüçî-
âàíèÿ ïðàéìåðà, ñïåöèôè÷åñêîãî ê íåìåòèëèðîâàííîìó ñàéòó.

Äðóãàÿ ñîñòàâíàÿ ÷àñòü èíñòðóìåíòàðèÿ, ïðèìåíÿåìîãî ïðè
èçó÷åíèè õàðàêòåðà ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òåé, – èñïîëüçîâàíèå ðàçðåçàþùèõ ÄÍÊ ïî îïðåäåëåííûì ìåñ-
òàì ðåñòðèêöèîííûõ ýíäîíóêëåàç, ñîñòàâëÿþùèõ èçîøèçîìåð-
íûå ïàðû. Îíè óçíàþò îäèí è òîò æå ñàéò ðàçðåçàíèÿ, íî îäíè
èç íèõ ðàçðåçàþò ñàéò â ëþáîì ñëó÷àå, äðóãèå – òîëüêî â òîì
ñëó÷àå, åñëè ñàéò íå ìåòèëèðîâàí. Ýòè ïîñëåäíèå ñîñòàâëÿþò
ãðóïïó ìåòèë÷óâñòâèòåëüíûõ ðåñòðèêòàç.

Îäíèì èç ìåòîäîâ, èñïîëüçóþùèõ òàêèå ðåñòðèêòàçû, ÿâëÿ-
åòñÿ ìåòîä ñêàíèðîâàíèÿ íà óðîâíå âñåãî ãåíîìà ñîñòîÿíèÿ ìå-
òèëèðîâàíèÿ ðåñòðèêöèîííûõ ñàéòîâ, âêëþ÷àþùèõ ÑðG-îñòðîâ-
êè. Îí ïîëó÷èë íàçâàíèå restriction landmark genomic scanning –
RLGS. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà ìîæíî âûÿâèòü, êàêèå ãåíû ìå-
òèëèðîâàíû àáåððàíòíî ïðè òåõ èëè èíûõ ïàòîëîãèÿõ èëè ïðî-
ÿâëÿþò îòêëîíåíèÿ îò íîðìàëüíîé êàðòèíû ìåòèëèðîâàíèÿ. Äëÿ
ýòîãî íîðìàëüíóþ è îïûòíóþ ÄÍÊ ðåæóò íà áîëüøèå êóñêè ñ
ïîìîùüþ ìåòèë÷óâñòâèòåëüíîé ðåñòðèêòàçû, ê ôðàãìåíòàì ïðè-
øèâàþò ðàäèîàêòèâíóþ êîíöåâóþ ìåòêó, ïåðåâàðèâàþò ñ ïîìî-
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ùüþ ìåòèëíå÷óâñòâèòåëüíîé ðåñòðèêòàçû è ðàçãîíÿþò â ýëåê-
òðè÷åñêîì ïîëå. Ïîñëå îáðàáîòêè ñ ïîìîùüþ ìåëêîùåïÿùåé
ðåñòðèêòàçû ïîëó÷åííûõ àãàðîçíûõ ãåëåé ôðàãìåíòû ïåðåíîñÿò
â ïîëàêðèëàìèäíûé ãåëü è ïðîâîäÿò ôîðåç â íàïðàâëåíèè, ïåð-
ïåíäèêóëÿðíîì ïåðâîìó ôîðåçó. Ïðè ýòîì ñèãíàëû, âûÿâëÿå-
ìûå â ñðàâíèâàåìîé ÄÍÊ íîðìû è èõ îòñóòñòâèå â ñëó÷àå ÄÍÊ
ïàòîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, îáíàðóæèâàþò àáåððàíòíî ìåòèëè-
ðîâàííûå ãåíû, êîòîðûå ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû ñ ïî-
ìîùüþ ñåêâåíèðîâàíèÿ. Áîëåå òîãî, ïî èíòåíñèâíîñòè ïîëó÷àå-
ìîãî ñèãíàëà îáðàçóþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ ìîæíî èçó÷àòü èçìåíå-
íèÿ â êîïèéíîñòè èññëåäóåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìà.

Äðóãîé ìåòîä ýïèãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé – differential
methylation hybridization – DMH. Îí îñíîâàí íà âûÿâëåíèè ðàç-
ëè÷èé ðåçóëüòàòîâ, íàïðèìåð ãèáðèäèçàöèè îáîãàùåííîé CpG-
ýëåìåíòàìè ôðàêöèè ÄÍÊ èçó÷àåìîãî ãåíîìà ñ ìîëåêóëàìè
ÄÍÊ òîãî èëè èíîãî åãî îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà. Ïðè ýòîì òàêèå
ìîëåêóëû áåðóòñÿ êàê â èñõîäíîì âèäå, òàê è ïîñëå èõ ðàçðåçà-
íèÿ ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà, ðåàãèðóþùåãî íà ïðèñóòñòâèå â ñàéòå
ìåòèëüíîé ãðóïïû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òàêèõ îòäåëüíûõ ó÷àñòêîâ ãå-
íîìà âûäåëåííóþ ãåíîìíóþ ÄÍÊ ôåðìåíòàòèâíî ðåæóò íà îò-
äåëüíûå êóñêè è ê íèì ïðèøèâàþò ëèíêåðíóþ, èëè àäàïòîðíóþ,
ÄÍÊ. Îíà ñîäåðæèò îáëàñòü, ãèáðèäèçóþùóþñÿ ñ óíèâåðñàëü-
íûì ïðàéìåðîì, ñ êîòîðîãî íà÷èíàåòñÿ àìïëèôèêàöèÿ ôðàãìåí-
òà – ìíîãîêðàòíîå ïîâòîðåíèå ïî ìàòðèöå äàííîãî ó÷àñòêà ãå-
íîìà ðåàêöèè ïîëèìåðèçàöèè (PCR – ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðå-
àêöèÿ). Òàêèì îáðàçîì, ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè ãåíîìà ìîãóò áûòü
ïîëó÷åíû â âèäå PCR-àìïëèêîíîâ. Åñëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ òàêèõ
àìïëèêîíîâ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ, íå îáðàáîòàííóþ ìåòèë÷óâñòâè-
òåëüíîé ðåñòðèêòàçîé, ãèáðèäèçàöèÿ àìïëèôèöèðîâàííûõ ìîëå-
êóë ñ CpG-îñòðîâêàìè ãåíîìíîé ÄÍÊ îêàçûâàëàñü âûñîêîýô-
ôåêòèâíîé. Åñëè æå èçó÷àåìóþ ÄÍÊ ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàòü
ìåòèë÷óâñòâèòåëüíîé ðåñòðèêòàçîé, êîòîðàÿ ðàçðåæåò íåìåòèëè-
ðîâàííûå ñàéòû òàê, ÷òî ýòè ìîëåêóëû íå ñìîãóò ó÷àñòâîâàòü â
ðåàêöèè ÏÖÐ è îáðàçîâûâàòü ñîîòâåòñòâóþùèå àìïëèêîíû, òî
ýôôåêòèâíîñòü ãèáðèäèçàöèè ñ CpG-ôðàêöèåé ãåíîìíîé ÄÍÊ
ðåçêî ñíèçèòñÿ. Ðåçóëüòàòû äèôôåðåíöèàëüíîãî ïîâåäåíèÿ àì-
ïëèêîíîâ èçó÷àåìîé ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ äî è ïîñëå èõ îáðàáîòêè
ìåòèë÷óâñòâèòåëüíîé ðåñòðèêòàçîé è ñîåäèíåííûõ ñ ôëóîðåñ-
öåíòíîé ìåòêîé, ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè ìèê-
ðî÷èïîâ. Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîñèòåëè îðãàíèçîâàííûõ â
ðÿäû ðàçëè÷íûõ îáîãàùåííûõ ÑpG-îñòðîâêàìè ïîñëåäîâàòåëü-
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íîñòåé ãåíîìà, êàæäàÿ èç êîòîðûõ çàêðåïëåíà â îïðåäåëåííîì
ìåñòå íîñèòåëÿ. Ïîÿâëåíèå íåìåòèëèðîâàííûõ ñàéòîâ â òåõ èëè
èíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ãåíîìà èçìåíÿåò êàðòèíó ðàñïðåäåëå-
íèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ íà èñïîëüçóåìîì ìèêðî÷èïå. Âû-
ÿâëåíèå ìåñòà ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà íà ìèêðî÷èïå ïîçâîëÿåò
èäåíòèôèöèðîâàòü, ñ êàêèì ãåíîì ñâÿçàíî íàáëþäàåìîå èçìåíå-
íèå â õàðàêòåðå ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîìà â èçó÷àåìîì ñëó÷àå.

Îõàðàêòåðèçóåì åùå îäèí ÷àñòî èñïîëüçóåìûé â ýïèãåíåòè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ìåòîä âûÿâëåíèÿ ðàçëè÷èé ðàñïðåäåëåíèÿ
ìåòèëüíûõ ãðóïï â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ ãåíîìà – Methylation-Sensitive-
Representational Difference Analysis (MS-RDA). Îí îñîáåííî íåîáõî-
äèì ïðè ïîèñêå îòâåòà íà âîïðîñ, ñâÿçàíû ëè íàáëþäàåìûå ýô-
ôåêòû ñ èçìåíåíèÿìè ñîñòîÿíèÿ ìåòèëèðîâàííîñòè â ñàìîì ãåíå,
èëè, âîçìîæíî, â êàêîì-òî åãî îêðóæåíèè ëèáî âîîáùå â êàêèõ-
òî äðóãèõ ó÷àñòêàõ ãåíîìà, âëèÿþùèõ íà âûðàæåíèå èçó÷àåìîãî
ãåíà. Ïðè ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà ñðàâíèâàþòñÿ äâà ãå-
íîìà, ôóíêöèîíèðóþùèå â íîðìàëüíûõ è êàêèõ-òî ýêñòðåìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ. ßñíî, ÷òî â îñíîâíîì ãåíîìû áóäóò ìåòèëèðîâàíû
ïîõîæå, íî â íåêîòîðûõ ìåñòàõ ìîãóò âîçíèêàòü ðàçëè÷èÿ. Êàê èõ
îïðåäåëèòü? Äëÿ ýòîãî âûäåëÿþò ÿäåðíóþ ÄÍÊ, ïåðåâàðèâàþò åå
ñ ïîìîùüþ ìåòèë÷óâñòâèòåëüíîé ðåñòðèêòàçû, ñîåäèíÿþò ñ ëèí-
êåðîì, ãèáðèäèçóþùèìñÿ ñ óíèâåðñàëüíûì ïðàéìåðîì è ïîëó÷àþò
PCR-àìïëèêîíû. ßñíî, ÷òî ñðåäè íèõ áóäóò òàêèå, êîòîðûå âûÿâ-
ëÿþòñÿ òîëüêî â ñëó÷àå ýêñòðåìàëüíîé ÄÍÊ è îòñóòñòâóþò â ìà-
òåðèàëå èç íîðìàëüíûõ óñëîâèé. Êàê èõ îïðåäåëèòü? Äëÿ ýòîãî
ïîëó÷åííûå àìïëèêîíû ðàçðåçàþò ñ ïîìîùüþ ìåòèë÷óâñòâèòåëü-
íîé ðåñòðèêòàçû è òîëüêî ê òåì èç íèõ, êîòîðûå ïîëó÷åíû â ñëó-
÷àå ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèé, ïðèñîåäèíÿþò íîâûå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ëèíêåðíîé ÄÍÊ, óçíàþùèå íîâûé ïðàéìåð. Çàòåì íåáîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ýòîãî ìàòåðèàëà ñìåøèâàþò ñ áîëüøèì èçáûòêîì
ôðàãìåíòîâ íîðìàëüíîé ÄÍÊ è ìîëåêóëû òàêîé ñìåñè ïîäâåðãà-
þò ïëàâëåíèþ è ðåíàòóðàöèè. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ó÷àñòêè
ãåíîìà, êîòîðûå è â íîðìàëüíîé, è â ýêñòðåìàëüíîé ÄÍÊ ìåòè-
ëèðîâàíû îäèíàêîâî, îáðàçóþò ãåòåðîäóïëåêñû, îäíà íèòü êîòî-
ðûõ ïðåäñòàâëåíà ïåðâîé, äðóãàÿ – âòîðîé ÄÍÊ. Åñëè æå â ýêñ-
òðåìàëüíîé ÄÍÊ êàêîé-òî ó÷àñòîê ãåíîìà òåðÿåò 5mÑ è áóäåò
ðàçðåçàí â îòëè÷èå îò ÄÍÊ íîðìû, òî ïðè ðåíàòóðàöèè îí áóäåò
çàìûêàòüñÿ íà ñâîþ æå êîìïëåìåíòàðíóþ îäíîöåïî÷å÷íóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü, è, ñëåäîâàòåëüíî, áóäåò îáíàðóæåí â ñîñòàâå
ãîìîäóïëåêñà, ñîõðàíÿþùåãî èäåàëüíóþ êîíôèãóðàöèþ äëÿ ïðàé-
ìèðîâàíèÿ ÏÖÐ. Òàêèå ãîìîäóïëåêñû â îòëè÷èå îò ãåòåðîäóïëåê-
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ñîâ ÿâëÿþòñÿ ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñóáñòðàòîì äëÿ ÏÖÐ. 2–3-êðàò-
íîå îñóùåñòâëåíèå òàêèõ ïðîöåäóð ïîçâîëÿåò íàêîïèòü íóæíûé
ìàòåðèàë è èçó÷èòü ãåíîìíóþ îáëàñòü àáåððàíòíîãî ìåòèëèðîâà-
íèÿ, èìåâøåãî ìåñòî â òåõ èëè èíûõ ýêñòðåìàëüíûõ äëÿ äàííîãî
îðãàíèçìà óñëîâèÿõ.

9.5. ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÜ ÑÂßÇÀÍÀ
Ñ ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÌÈ ÈÇÌÅÍÅÍÈßÌÈ

 ÁÎËÜØÎÃÎ ×ÈÑËÀ ÃÅÍÎÂ

Èçó÷åíèå ñ ïîìîùüþ îïèñàííûõ ìåòîäîâ ñîñòîÿíèÿ ìåòèëèðî-
âàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîìà ïðè íîðìàëüíîì
ôóíêöèîíèðîâàíèè è ïðè ðàçëè÷íûõ îòêëîíåíèÿõ îò íîðìû âñêðû-
ëî óäèâèòåëüíóþ çàêîíîìåðíîñòü: ðåçêîìó èçìåíåíèþ ýòîãî ñîñòîÿ-
íèÿ ïîäâåðãàþòñÿ êëåòêè ïðè èõ çëîêà÷åñòâåííîì ïåðåðîæäåíèè è
ïðè ðàçâèòèè óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ëåêàðñòâ.

Äëÿ ýòèõ äâóõ ÿâëåíèé õàðàêòåðíî îáùåå: îíè îïðåäåëÿþòñÿ
ôóíêöèîíàëüíûì ñîñòîÿíèåì íå îäíîãî êàêîãî-òî ãåíà, à ìíî-
ãî÷èñëåííîé èõ ãðóïïîé. Òàê, ôèðìà Superarray Bioscience Oligo
GEArray, ñïåöèàëèçèðóþùàÿñÿ íà ñîçäàíèè ìèêðî÷èïîâ ÄÍÊ,
ïðåäñòàâëÿþùèõ ãåíû ñãðóïïèðîâàííî îòíîñèòåëüíî òîãî èëè
èíîãî áèîõèìè÷åñêîãî ïóòè, èçãîòàâëèâàåò ìèêðîýððåè äëÿ òîêñè-
êîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâåííîé óñ-
òîé÷èâîñòè èçó÷àåìûõ êëåòîê. Ýòè ìèêðîýððåè ïîçâîëÿþò èçó÷àòü
ñîñòîÿíèå â êëåòêå 263 ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè, ñîñòàâëÿþùèå
ðàçëè÷íûå ñåìåéñòâà. Îíè îõâàòûâàþò ïðîöåññû äåòîêñèêàöèè
ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ, èõ òðàíñïîðòà â êëåòêå, îòâåòà íà ñòðåññ,
âêëþ÷àþùåãî ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, è çàïóñê ïðîãðàììû ëèáî íà âû-
æèâàíèå êëåòêè, ëèáî åå àïîïòîç. Âàæíà âîçìîæíîñòü èçó÷åíèÿ
ñîñòîÿíèÿ ãåíîâ ðàçëè÷íûõ øàïåðîíîâ è áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà,
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è ðåãóëÿòîðîâ òðàíñêðèïöèè, à òàêæå
ðåãóëÿòîðîâ ïðîòåêàíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà.

Áîëüøîå çíà÷åíèå íà ïóòè èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ëåêàðñòâåííîé
óñòîé÷èâîñòè èìååò îáíàðóæåíèå çàâèñèìîñòè ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòêè ê õèìèîòåðàïèè îò èçìåíåíèé óðîâíåé ýêñïðåññèè áîëü-
øîãî ÷èñëà ãåíîâ è èíòåíñèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîöåññîâ â
êëåòêå [18, 20]. Ýòè èçìåíåíèÿ óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü òåõ èëè
èíûõ îòêëîíåíèé â êîîðäèíèðîâàííîñòè ðàáîòû ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãåíîâ, õàðàêòåðíîé äëÿ êëåòêè, ÷óâñòâèòåëüíîé ê õèìèîòåðàïèè.
Ïðè ðàçáàëàíñèðîâàííîñòè ðàáîòû ýòèõ ãåíîâ âîçíèêàåò òîò èëè
èíîé ìåõàíèçì óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ.
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Òàêèì îáðàçîì, âàæíî óñòàíîâëåíèå ïðîôèëÿ àêòèâíîñòè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ãåíîâ â ÷óâñòâèòåëüíîé êëåòêå è òîãî, êàê îí èçìåíÿåòñÿ
ïðè âîçíèêíîâåíèè â íåé õåìîóñòîé÷èâîñòè. Âîçìîæíî, ñðåäè ýòîé
ãðóïïû ãåíîâ îäíè ìîãóò îêàçàòüñÿ áîëåå, äðóãèå – ìåíåå êðèòè÷-
íûìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ôåíîòèïà õåìîóñòîé÷èâîñòè. Áîëåå òîãî,
ïðè èçìåíåíèÿõ èíòåíñèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîöåññîâ â
êëåòêå ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì è èçìåíåíèå ëîêàëèçàöèè â êëåòêå
ïðîäóêòîâ òàêèõ ãåíîâ, à îòñþäà èçìåíåíèå óñëîâèé ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ ýòèõ ïðîäóêòîâ ìîæåò îòðàçèòüñÿ íà èõ ñòðóêòóðå è ôóíê-
öèè, è ýòî ñïîñîáíî ïîâëèÿòü íà ïðîÿâëåíèå ôåíîòèïà õåìîóñòîé-
÷èâîñòè êëåòêè. Äåéñòâèòåëüíî, ïðîäóêòû ãåíîâ ðàáîòàþò â êëåòêå
íå ñàìè ïî ñåáå, à âîâëåêàþòñÿ â ñåòü âçàèìîäåéñòâèé, ïðåäñòàâ-
ëÿþùèõ ñïåöèàëüíûå îáðàçîâàíèÿ, êîòîðûå ïîëó÷èëè íàçâàíèå
èíòåðàêòîì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî êàæäóþ èíòåðàê-
òîìó õàðàêòåðèçóåò ïîðÿäêà 650 òûñ. ñâÿçåé [21], âîçìîæíûå èçìå-
íåíèÿ êîòîðûõ îòðàæàþòñÿ íà ïðîÿâëåíèè êëåòêîé òîãî èëè èíîãî
ôåíîòèïà. Èñïîëüçóåìûé ïîäõîä ïîøòó÷íîãî èçó÷åíèÿ ýòèõ ñâÿçåé
è èõ ðîëè â îïðåäåëåíèè ôåíîòèïà – ýòî íèçêîâåðîÿòíîñòíûé
ïîäõîä, íåîáõîäèìî ðàçâèòèå íîâûõ, ñêîðåå âñåãî áèîèíôîðìàòèâ-
íûõ òåõíîëîãèé, ïîçâîëÿþùèõ êîëè÷åñòâåííîå è êà÷åñòâåííîå èçó-
÷åíèå òàêîãî ÷èñëà ñâÿçåé è èõ êîððåëÿöèé ñ ïðîÿâëåíèåì êëåòêîé
òîãî èëè èíîãî ôåíîòèïà. Íà íàñòîÿùåì æå ýòàïå ðàçâèòèÿ èññëå-
äîâàíèé â äàííîé îáëàñòè âîçìîæíî èçó÷åíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè
ðàçëè÷íûõ ãåíîâ êàê â ÷óâñòâèòåëüíîé, òàê è â óñòîé÷èâîé êëåòêå
íà òðåõ ðàçëè÷íûõ óðîâíÿõ. Ýòî óðîâíè âñåãî ãåíîìà, ïîëíîãî áåë-
êîâîãî ñîñòàâà êëåòêè, èëè ïðîòåîìà, à òàêæå êèíîìà, èëè ïðîôè-
ëÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ ïðîòåèíêèíàç, ñïåöèôè÷åñêè ìîäèôèöèðóþ-
ùèõ òå èëè èíûå áåëêè, òåì ñàìûì îïðåäåëÿÿ èõ ôóíêöèîíàëüíîå
ñîñòîÿíèå. Ðåçóëüòàòû òàêèõ èññëåäîâàíèé, âîçìîæíî, è ïîçâîëÿò
âûÿâèòü íàèáîëåå êðèòè÷åñêèå ôàêòîðû çàâèñèìîñòè ïðîÿâëåíèÿ
êëåòêîé ôåíîòèïà îò óñëîâèé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Ýòî ìîãëî áû
çíà÷èòåëüíî îáëåã÷èòü ïîèñê ïóòè ïðåîäîëåíèÿ õåìîóñòîé÷èâîñòè.

Îò ÷åãî æå çàâèñèò èíòåíñèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííûõ ïðî-
öåññîâ â êëåòêå? Êàê óêàçûâàëîñü ðàíåå, óñòàíîâëåíû ìíîãî÷èñ-
ëåííûå ãåíåòè÷åñêèå ôàêòîðû ýòîé çàâèñèìîñòè, è â íàñòîÿùåå
âðåìÿ àêòèâíîé îáëàñòüþ èññëåäîâàíèé ñòàíîâèòñÿ èçó÷åíèå
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðèîáðåòåíèå êëåò-
êîé ôåíîòèïà õåìîóñòîé÷èâîñòè (êàê è ðàçâèòèå çëîêà÷åñòâåí-
íîñòè êëåòêè) âåäåò ê èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ñîòåí ãåíîâ çà ñ÷åò
èçìåíåíèÿ ëèøü õàðàêòåðà èõ ìåòèëèðîâàíèÿ [22]. Èäåíòèôèêà-
öèÿ ýòèõ ãåíîâ ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ, è ìíîãèå èññëåäîâàòåëè
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ñîñðåäîòî÷èëèñü íà èçó÷åíèè ýòîé ïðîáëåìû. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà
ïðèâåäåì ðàáîòû [23, 24]. Â íèõ ñðàâíèâàëèñü ïðîôèëè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ ÷óâñòâèòåëüíîé èñõîäíîé ëèíèè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç
îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà, è ýòèõ æå êëåòîê, ïðèîáðåò-
øèõ óñòîé÷èâîñòü ê òàêèì ñðåäñòâàì õèìèîòåðàïèè, êàê äîêñîðó-
áèöèí è öèñïëàíòèí. Îêàçàëîñü, ÷òî íàðÿäó ñ èçìåíåíèÿìè â ðà-
áîòå ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ, êîòîðûå îáóñëîâëèâàþò óòðàòó
òðèìåòèëèðîâàíèÿ â ìîëåêóëàõ ãèñòîíà Í4, óñèëåíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ãèñòîíà Í3, óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè ãåíà îäíîé èç ãèñ-
òîíîâûõ ìåòèëòðàíñôåðàç, ñíèæàåòñÿ óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ òî-
òàëüíîé ÄÍÊ è ðåçêî èçìåíÿåòñÿ õàðàêòåð ìåòèëèðîâàíèÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ â ñïåöèôè÷åñêèõ ðàéîíàõ ãåíîìà.

Èçâåñòíî, ÷òî õàðàêòåðíûå óðîâíè â ìîäèôèêàöèè öèòîçèíà â
ÄÍÊ, âûðàæàþùèåñÿ ñîîòâåòñòâåííî êàê ãèïî- è ãèïåðìåòèëèðî-
âàíèå ðàçëè÷íûõ ðàéîíîâ ãåíîìà, îïðåäåëÿþò ôåíîòèï çëîêà÷å-
ñòâåííîñòè êëåòêè [25]. Îí ñâÿçàí êàê ñ óñèëåíèåì ýêñïðåññèè
îíêîãåíîâ, ÷òî ïðîèñõîäèò ïðè èõ ãèïîìåòèëèðîâàíèè, òàê è âî-
îáùå ñ âûêëþ÷åíèåì ðàáîòû ãåíîâ îíêîñóïðåññîðîâ, ñäåðæèâàþ-
ùèõ ïðîëèôåðàöèþ ðàêîâûõ êëåòîê. Âûêëþ÷åíèå ãåíîâ îíêîñó-
ïðåññîðîâ ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ãèïåðìåòèëèðîâàíèÿ CpG-îñòðîâ-
êîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ïðîìîòîðàõ ýòèõ ãåíîâ è, ñëåäîâàòåëüíî, óñïåõ
àíòèðàêîâîé òåðàïèè ñâÿçûâàþò ñ âîçìîæíîñòüþ àêòèâàöèè ýòèõ
ìîë÷àùèõ ïðè ðàêå ãåíîâ. Êàê ñîñòîÿíèå ãèïî- è ãèïåðìåòèëèðî-
âàíèÿ ÄÍÊ îïðåäåëÿåò ôåíîòèï õåìîóñòîé÷èâîñòè êëåòêè? Íà
ýòîò âîïðîñ åùå ïðåäñòîèò äàòü îáîáùåííûé îòâåò, â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èäåò íàêîïëåíèå íåîáõîäèìûõ äàííûõ. Òàê, â ðàáîòå [23]
ïîêàçàíî, ÷òî âîçíèêíîâåíèå õåìîóñòîé÷èâîñòè êóëüòóðû êëåòîê
ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèÿìè â óðîâíå ìåòèëè-
ðîâàíèÿ è âûòåêàþùåé îòñþäà àêòèâíîñòè ãåíîâ, îïðåäåëÿþùèõ
ðàáîòó òðåõ ìåõàíèçìîâ: ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ãåíîâ, âîâëå÷åí-
íûõ â ìåòàáîëèçì ýñòðîãåíà, îñóùåñòâëåíèå ïðîãðàììû, ïðèâî-
äÿùåé êëåòêó ê àïîïòîçó, è ïðîãðàììû, îáóñëîâëèâàþùåé âçàè-
ìîäåéñòâèå êëåòêà–êëåòêà.

Åñëè èçìåíåíèå â ðèñóíêå ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ ÷óâñòâèòåëü-
íîé ê õèìèîòåðàïèè êëåòêè âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ñðåäè
êîòîðûõ ìîãóò îêàçàòüñÿ òàêèå, îò êîòîðûõ çàâèñèò ôåíîòèï õå-
ìîóñòîé÷èâîñòè, òî èçó÷åíèå àáåððàíòíîñòè ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ
óñòîé÷èâîé êëåòêè – ýòî ïóòü ê èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ, êðèòè÷-
íûõ äëÿ ïðîÿâëåíèÿ äàííîãî ôåíîòèïà. Òàêîé ïîäõîä îñóùåñòâ-
ëåí â ðàáîòå [26]. Àâòîðû èñïîëüçîâàëè ïàíåëü èç 60 ëèíèé îïó-
õîëåâûõ êëåòîê, äëÿ êîòîðûõ áûëî èçó÷åíî ñ ïîìîùüþ áèñóëü-
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ôèòíîé òåõíèêè ÏÖÐ-ðåàêöèè ñîñòîÿíèå CpG-îñòðîâêîâ ïðîìî-
òîðîâ 32 ãåíîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî óðîâåíü íåíîðìàëüíîãî ìåòèëèðî-
âàíèÿ âûáðàííûõ ìèøåíåé âàðüèðîâàë â ýòèõ ëèíèÿõ îò 2 äî
81 %. Îïðåäåëÿëàñü ñâÿçü ñîîòâåòñòâèÿ âûÿâëÿåìîãî ïðîôèëÿ ìå-
òèëèðîâàíèÿ â äàííûõ êëåòêàõ è èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ
ïðèáëèçèòåëüíî 30 òûñ. ðàçëè÷íûõ ëåêàðñòâ. Ïðîâåäåííàÿ ðàáîòà
ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü ìàðêåðû ìåòèëèðîâàíèÿ ïî îòíîøåíèþ ê
äåéñòâèþ òîé èëè èíîé õèìèîòåðàïèè. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè ãèïåð-
ìåòèëèðîâàíèè ïðîìîòîðà ãåíà ð73, ãîìîëîãà ãåíà ð53 ðåçêî ïî-
âûøàåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ ñî-
åäèíåíèé è, òàêèì îáðàçîì, ïðîäóêò ýòîãî ãåíà – ýòî êðèòè÷å-
ñêèé ôàêòîð âîçíèêíîâåíèÿ óñòîé÷èâîñòè è ê òàêîìó îäíîìó èç
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ñðåäñòâ õèìèîòåðàïèè, êàê öèñïëàí-
òèí. Âûêëþ÷åíèå ýòîãî ãåíà ñ ïîìîùüþ RNAi ïîäòâåðäèëî íà-
áëþäåíèå, ñâÿçàííîå ñ àáåððàíòíîñòüþ åãî ìåòèëèðîâàíèÿ.

Èçó÷åíèå ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ â íîðìå è ïðè ðàç-
ëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ óêàçàëî íà òî, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ íå õàîòè÷íî, à ïî êàêîìó-òî ïëàíó, ÿâëÿÿñü, î÷åâèäíî, îä-
íèì èç ðåãóëÿòîðíûõ êëåòî÷íûõ ñðåäñòâ. Èòàê, ïî ñðàâíåíèþ ñ
êàêèì-òî õàðàêòåðíûì äëÿ äàííîé êëåòêè ñòàíäàðòîì ìåòèëèðî-
âàíèÿ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ â
çàâèñèìîñòè îò ñîîòâåòñòâóþùèõ óñëîâèé êàê ãèïî-, òàê è ãèïåð-
ìåòèëèðîâàíèå â îñíîâíîì CpG-îñòðîâêîâ ïðîìîòîðîâ ãåíîâ. Òà-
êèå ðàçëè÷èÿ â ìåòèëèðîâàíèè íàçûâàþò ìåòèëÿòîðíûì ôåíîòè-
ïîì [27] (ïî àíàëîãèè ñ ìóòàòîðíûì ôåíîòèïîì [28]). Ïî÷åìó è
êîãäà ïðîèñõîäÿò ýòè ñîáûòèÿ, åùå ïðåäñòîèò óñòàíîâèòü.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå àêòèâíîé îáëàñòüþ èññëåäîâàíèé
ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå äåéñòâèÿ ìàëûõ ìîëåêóë, ñïîñîáíûõ èçìåíÿòü
ñòàòóñ ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ ôóíêöèîíèðóþùåé êëåòêè. Íàè-
áîëüøèé ïðîãðåññ ñâÿçàí ñ èññëåäîâàíèåì ìîëåêóë, âûñòóïàþùèõ
â ðîëè äåìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ. Ïîñêîëüêó ìîäèôèêàöèÿ öèòî-
çèíà â îòëè÷èå îò çàìåíû îñíîâàíèÿ â ìîëåêóëå ÄÍÊ ìîæåò íî-
ñèòü îáðàòèìûé õàðàêòåð, òî äëÿ ñîõðàíåíèÿ ñâÿçàííûõ ñ ìåòè-
ëèðîâàíèåì ãåíîâ ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé êëåòêè âàæíî
ñîõðàíåíèå â êëåòêå àêòèâíîñòè ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàç. Ïðèìåíå-
íèå æå èíãèáèòîðîâ ýòèõ ôåðìåíòîâ îáóñëîâèò ýôôåêò äåìåòèëè-
ðîâàíèÿ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ÷òî è èçìåíèò ôóíê-
öèîíàëüíûå ñâîéñòâà êëåòêè. Èññëåäîâàíèÿ ñîñðåäîòà÷èâàþòñÿ íà
òàêèõ èíãèáèòîðàõ ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàç, êàê àíàëîãè öèòèäèíà
5-àçàöèòèäèí è 2′-äåîêñè-5-àçàöèòèäèí (äåöèòàáèí – decitabine)
[25, 33–35]. Ýòè àíàëîãè ñïîñîáíû âñòðàèâàòüñÿ â ìîëåêóëó ÄÍÊ,



Ìîëåêóëÿðíûå çàùèòíûå ìåõàíèçìû êëåòêè è ôàðìàêîòåðàïèÿ

164

è ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû óçíàþò èõ è âçàèìîäåéñòâóþò ñ íèìè
òàê, ÷òî ýòî âûâîäèò ôåðìåíò èç ñòðîÿ, ïðèâîäÿ ê îáðàçîâàíèþ
àääóêòîâ. Ïîñëåäíèå óçíàþòñÿ è îáðàáàòûâàþòñÿ ôåðìåíòàìè ðå-
ïàðàöèè òàê, ÷òî àääóêò âûðåçàåòñÿ èç ìîëåêóëû ÄÍÊ è ïîäâåðãà-
åòñÿ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè. Ýòî êàê áû î÷èùàåò êëåòêó îò ñî-
äåðæàíèÿ â íåé ìåòèëèðóþùèõ ôåðìåíòîâ, ëèøàåò åå ìåòèë-
òðàíñôåðàçíîé àêòèâíîñòè, è óðîâíè ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîìíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñíèæàþòñÿ. Â èñòîðèè èçó÷åíèÿ ýòèõ äå-
ìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ îòìå÷àåòñÿ äâà ïåðèîäà: ðàííèé, ìåíåå
ðåçóëüòàòèâíûé,  èñïîëüçóþùèé âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ýòèõ èíãè-
áèòîðîâ, è áîëåå ðåçóëüòàòèâíûé ïîçäíèé, èñïîëüçóþùèé íèç-
êèå èõ êîíöåíòðàöèè. Êàê âûÿñíèëîñü ïîçæå, ïðè âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ âûçûâàåìûå ýôôåêòû îáóñëîâëåíû â îñíîâíîì
òîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì ýòèõ âåùåñòâ, ïðè êîòîðîì ýôôåêò äåìå-
òèëèðîâàíèÿ ãåíîâ íèâåëèðóåòñÿ, èíûìè ñëîâàìè, âìåñòî óëó÷-
øåíèÿ êëèíè÷åñêîé êàðòèíû, îáóñëîâëåííîãî ýôôåêòîì äåìå-
òèëèðîâàíèÿ, íàáëþäàåòñÿ óõóäøåíèå, ñâÿçàííîå ñ òîêñè÷íîñòüþ
äåìåòèëèðóþùåãî àãåíòà. Ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ âûðàâíè-
âàþòñÿ è ñîâìåùàþòñÿ óðîâíè âñòðàèâàíèÿ àíàëîãîâ îñíîâàíèé
â ÄÍÊ è ñòåõèîìåòðèè ðàáîòû ðåïàðàöèîííîãî àïïàðàòà êëåòêè,
÷åì è äîñòèãàåòñÿ òåõíè÷åñêè ýëåãàíòíîå îñâîáîæäåíèå êëåòêè
îò ïðèñóòñòâèÿ íåæåëàòåëüíûõ â òîé èëè èíîé ôóíêöèîíàëüíîé
ñèòóàöèè ôåðìåíòîâ ìåòèëèðîâàíèÿ è ïðîÿâëåíèÿ íèìè àêòèâ-
íîñòåé.

Ïðèìåíåíèå äåìåòèëèðóþùèõ ìàëûõ ìîëåêóë â êà÷åñòâå àí-
òèðàêîâîé òåðàïèè ïðèâëåêëî áîëüøîå âíèìàíèå â ñâÿçè ñ òåîðå-
òè÷åñêè îáîñíîâàííîé âîçìîæíîñòüþ ñíÿòèÿ ãèïåðìåòèëüíîãî áëî-
êà ñ ýêñïðåññèè ãåíîâ îíêîñóïðåññîðîâ. Åñëè ñíÿòèå ñ öèòîçèíà
ìåòèëüíûõ ãðóïï ïðèâîäèò ê ýêñïîíèðîâàíèþ ìåñò ïîñàäêè ñîîò-
âåòñòâóþùèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è îáëåã÷àåòñÿ ïðè-
âëå÷åíèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ê ýòîé îáëàñòè òðàíñêðèïöèè, òî
âîññòàíîâëåíèå ìîë÷àùåé ôóíêöèè îíêîñóïðåññîðà äàåò êëåòêå
øàíñ äëÿ ñíèæåíèÿ åå çëîêà÷åñòâåííîñòè. Â ðàìêàõ ýòîé ñòðàòå-
ãèè ñäåëàíî âàæíîå íàáëþäåíèå îòíîñèòåëüíî òîãî, ÷òî åùå áîëü-
øèé ýôôåêò äåéñòâèÿ äåìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ, àêòèâèðóþùèõ
âûðàæåíèå ãåíîâ îíêîñóïðåññîðîâ, îêàçûâàåò îäíîâðåìåííîå ïî-
äàâëåíèå ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ àêòèâíîñòè ãåíà
ãèñòîíîâîé äåàöåòèëàçû – HDAC. Ýòîò ôåðìåíò, óäàëÿÿ àöå-
òèëüíûå ãðóïïû ñ ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ ìîëåêóëû ãèñòîíà, óâåëè-
÷èâàåò åå ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä, è òåì ñàìûì óñèëèâàåò âçàèìî-
äåéñòâèå ãèñòîíà ñ ÄÍÊ, ïðè êîòîðîì óìåíüøàåòñÿ íåîáõîäèìàÿ
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ïðè âûðàæåíèè ãåíà ñòåïåíü ñâîáîäû ÄÍÊ. Åñëè æå ôåðìåíò
HDAC èíàêòèâèðîâàí è íå óäàëÿåò àöåòèëüíûå ãðóïïû ñ îñòàòêîâ
ëèçèíà, òî ãèñòîíû íå ñïîñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÄÍÊ è ýôôåê-
òèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ïîâûøàåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, îäíî-
âðåìåííîå ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû è ãèñ-
òîíàöåòèëòðàíñôåðàçû ïîçâîëÿåò âûèãðûâàòü â êîýôôèöèåíòå
ïîëåçíîãî äåéñòâèÿ ýòèõ ôåðìåíòîâ êàê ñðåäñòâ, ñïîñîáñòâóþùèõ
âîññòàíîâëåíèþ óòðà÷åííîé ôóíêöèè îíêîñóïðåññîðà.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â èçó÷åíèè óñëîâèé, ðåãóëèðóþùèõ ýêñ-
ïðåññèþ òîãî èëè èíîãî ãåíà, âíèìàíèå ïðèâëåêàåò è òàêîé ôåð-
ìåíò, êàê ãèñòîíîâàÿ ëèçèíñïåöèôè÷åñêàÿ äåìåòèëàçà-1 (LSD-1).
Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè ýòîãî ôåðìåíòà ëèçèíîâûå îñòàòêè
ìîëåêóëû ãèñòîíà Í3 ëèøàþòñÿ ìåòèëüíûõ ãðóïï è àöåòèëèðóþò-
ñÿ, ÷òî îòðàæàåòñÿ íà èçìåíåíèè ñîñòîÿíèÿ õðîìàòèíà â ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ó÷àñòêàõ ãåíîìà. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè äåéñòâèè íà êëåò-
êó â ñëó÷àå ëèìôîìû Áåðêèòòà òàêèõ àíòèðàêîâûõ ïðåïàðàòîâ,
êàê ïîìàëèäîìèä è ëåíàëèäîìèä ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî
áåëêà ð21WAF-1 â íåé [29]. Êàê óæå óêàçûâàëîñü, ýòîò áåëîê èí-
ãèáèðóåò öèêëèíçàâèñèìûå êèíàçû, àêòèâíîñòü êîòîðûõ îáóñëîâ-
ëèâàåò ïðîòåêàíèå öèêëà êëåòî÷íûõ äåëåíèé è ðàçìíîæåíèå ðà-
êîâûõ êëåòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, îñòàíîâêè ðîñòà ðàêîâûõ êëåòîê
ìîæíî äîñòè÷ü ïðè óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà ýòîãî áåëêà â êëåòêå,
è ýòî ïðîèñõîäèò ïðè äåéñòâèè óêàçàííûõ àíòèðàêîâûõ ïðåïàðà-
òîâ. Â ÷åì æå çàêëþ÷àåòñÿ èõ äåéñòâèå? Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åí-
íûõ ðåçóëüòàòîâ àâòîðû ðàáîòû [29] ïðåäïîëîæèëè, ÷òî LSD-1
ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â àêòèâàöèè ïðîìîòîðà ãåíà ð21WAF-1 ïîòîìó,
÷òî ïðè îòñóòñòâèè â êëåòêå ýòîé äåìåòèëàçû ñèíòåç áåëêà
p21WAF-1 íå âîçðàñòàåò. Èçó÷àåìûå ïðåïàðàòû àêòèâèðóþò äåìå-
òèëàçíóþ è àöåòèëàçíóþ àêòèâíîñòè LSD-1, óçíàþùåé ìîëåêóëó
ãèñòîíà Í3 â ñàéòå Ê9 òàê, ÷òî ñîñòîÿíèå ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â
îáëàñòè ïðîìîòîðà ãåíà ð21WAF-1 èçìåíÿåòñÿ è äîñòóï òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ê GC-ñàéòàì óëó÷øàåòñÿ, òàê æå, êàê è
ïðèâëå÷åíèå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II. Ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ ïîâûøå-
íèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà ð21WAF-1 ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì. Òàêèì
ñïîñîáîì ìîãóò áûòü ñíèæåíû áåçóäåðæíîå âêëþ÷åíèå êëåòî÷-
íîãî öèêëà è ðîñò îïóõîëè.

Èçó÷åíèå ãèñòîíîâûõ ëèçèíñïåöèôè÷åñêèõ äåìåòèëàç ïðèâëå-
êàåò â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîâûøåííîå âíèìàíèå. Òàê, ñ ïîìîùüþ
âñòàâî÷íîãî ìóòàãåíåçà íà îñíîâå âñòðàèâàþùåéñÿ â ðàçëè÷íûå
ó÷àñòêè ãåíîìà ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùåé ñèëü-
íûé ïðîìîòîð, êîòîðûé óñèëèâàåò ýêñïðåññèþ íèæåëåæàùèõ ãå-
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íîâ, áûëî óñòàíîâëåíî ñëåäóþùåå [30]. Óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè
ãåíà äåìåòèëàçû, äåìåòèëèðóþùåé ìîëåêóëó ãèñòîíà Í3 â ñàéòå
Ê36, ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ è íåâîçìîæíîñòè ñâÿçûâàíèÿ ñ
ÄÍÊ òàêîé ñèãíàëüíîé ìîëåêóëû êëåòêè, êàê ÿäåðíûé ôàêòîð
NFκB, îòâå÷àþùèé çà âîçìîæíîñòü ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ. Òàêèì
îáðàçîì, ýòà íàçâàííàÿ FBXLII-äåìåòèëàçà, ñîäåðæàùàÿ ñïåöè-
àëüíûé ìîòèâ, ñîñòîÿùèé èç 40 àìèíîêèñëîò, êîòîðûå îòíîñÿòñÿ
ê êëàññó áåëêîâ, íàçûâàåìûõ F-box leucine-rich protein, ÿâëÿåòñÿ
íåãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì òàêîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, êàê
NFκB. Îêàçàëîñü, ÷òî ìóòàöèÿ â îïðåäåëåííîì ñàéòå ãåíà ýòîãî
ôåðìåíòà ïðèâîäèò ê óòðàòå êàê äåìåòèëàçíîé àêòèâíîñòè ýòîãî
ôåðìåíòà, òàê è åãî ñïîñîáíîñòè èíãèáèðîâàòü NFκB.

Êàê èñïîëüçîâàíèå äåìåòèëèðóþùåé òåðàïèè îòðàæàåòñÿ íà
ïðîÿâëåíèè êëåòêîé ôåíîòèïà ÷óâñòâèòåëüíîñòè èëè óñòîé÷èâî-
ñòè ê äåéñòâèþ õèìèîòåðàïèè? Ýòîò ïîñòàâëåííûé â íàñòîÿùåå
âðåìÿ âîïðîñ åùå òðåáóåò ñâîåãî öåëåíàïðàâëåííîãî è ñèñòåìàòè-
÷åñêîãî èçó÷åíèÿ, ïîëó÷åíèÿ è îáîáùåíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðåçóëüòàòîâ. Ýòó ðàáîòó åùå ïðåäñòîèò âû-
ïîëíèòü. Â ìîìåíò æå íàïèñàíèÿ êíèãè ðå÷ü äîëæíà ïîéòè î äâóõ
ïðåäîñòåðåæåíèÿõ. Îäíî èç íèõ ñâÿçàíî ñ âîçìîæíîñòüþ äåìåòè-
ëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðà, íàïðèìåð ãåíà áåëêà ð73 êàê ïîçèòèâíîãî
ðåãóëÿòîðà ãåíà Î6-ìåòèëãóàíèíìåòèëòðàíñôåðàçû (MGMT), ðå-
ïàðèðóþùåé ãåíîì îò äåéñòâèÿ àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ è, â ÷àñò-
íîñòè, äåéñòâèÿ òàêîãî øèðîêîèñïîëüçóþùåãîñÿ àíòèîïóõîëåâîãî
ñðåäñòâà, êàê öèñïëàíòèí. ßñíî, ÷òî ïðè óñèëåíèè ýêñïðåññèè
ãåíà MGMT çà ñ÷åò äåéñòâèÿ åãî ïîçèòèâíîãî ðåãóëÿòîðà ð73
êëåòêà áóäåò ýôôåêòèâíåå ðåïàðèðîâàòü ïîâðåæäåíèÿ ãåíîìà, âû-
çâàííûå àëêèëèðóþùèìè ñîåäèíåíèÿìè, è, òàêèì îáðàçîì, ïðî-
ÿâëÿòü óñòîé÷èâîñòü ê èõ äåéñòâèþ, îáóñëîâëèâàþùóþ íåýôôåê-
òèâíîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ êàê ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ.

Âòîðîå ïðåäîñòåðåæåíèå êàñàåòñÿ âîçìîæíîñòè èçìåíåíèÿ ñî-
ñòîÿíèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ó÷àñòêîâ ãåíîìà, êîòîðûå ìîãóò âîâëå-
êàòüñÿ â ïðîöåññû ýêòîïè÷åñêîé ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè.
Ýòî ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ðàñïîëîæåííûå â
ðàçíûõ îáëàñòÿõ ãåíîìà. Ýòîò âèä ðåêîìáèíàöèè ÿâëÿåòñÿ ôàêòî-
ðîì ïëàñòè÷íîñòè ãåíîìà, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé ìîæåò âîçíèêàòü
è òàêîå íåæåëàòåëüíîå ÿâëåíèå, êàê àíåóïëîèäèÿ. Äëÿ ïðåäîòâðà-
ùåíèÿ ýòîãî â êëåòêå èìååòñÿ ðÿä ñðåäñòâ, ïîçâîëÿþùèõ êîíòðî-
ëèðîâàòü òàêèå ñîáûòèÿ: ïðîñòðàíñòâåííûé ìîíòàæ ãåíîìà â äå-
òåðìèíèðîâàííîé àðõèòåêòóðå ÿäðà; ñòåïåíü ñâîáîäû ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà, îãðàíè÷åííîé ðàìêàìè õðîìîñîìíîé òåððèòî-
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ðèè è ñîñòîÿíèå ìåòèëèðîâàííîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðîå
ñïîñîáíî îãðàíè÷èâàòü åå ðåêîìáèíàöèîííóþ àêòèâíîñòü. Åñëè â
ïðèðîäå âàæíî äåéñòâèå âñåõ òðåõ ôàêòîðîâ, òî íå ïðèâåäåò ëè
âûêëþ÷åíèå ïðè äåéñòâèè äåìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ îäíîãî èç
íèõ – ìåòèëèðîâàíèÿ – ê ïîâûøåíèþ âåðîÿòíîñòè âîçíèêíîâå-
íèÿ àíåóïëîèäèè? Ïðåäñòîèò íàéòè îòâåò íà ýòîò âîïðîñ.

Èòàê, íà óðîâíå ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè êëåòêè óäàëîñü
äîñòè÷ü çíà÷èòåëüíîãî ïðîãðåññà â èçó÷åíèè ïðè÷èí è ñëåäñòâèé
ðàáîòû òîãî èëè èíîãî ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà, ñïîñîáíîãî
îïðåäåëèòü ôåíîòèï õåìîóñòîé÷èâîñòè. Íàðÿäó ñ íåîáõîäèìîñòüþ
ñîáëþäåíèÿ çàêîíà î ñòðîãîé ëîêàëèçàöèè â êëåòêå ãåíåòè÷åñêîãî
ìàòåðèàëà âàæíà ðàáîòà ìåõàíèçìà, ñâÿçàííîãî ñ ïðîÿâëÿåìûì
êëåòêîé ôóíäàìåíòàëüíûì ðåãóëÿòîðíûì ñâîéñòâîì èçìåíÿòü îá-
ðàòèìûå õèìè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè íà ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå â çà-
âèñèìîñòè îò óñëîâèé ñâîåãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è ñîñòîÿíèÿ ìî-
ëåêóëÿðíûõ ñèñòåì, îáåñïå÷èâàþùèõ åå æèçíåñïîñîáíîñòü. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ïðèíöèïà ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, èëè âíåñåíèÿ
â ãåíû òàêèõ îáðàòèìûõ õèìè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé ïîçâîëÿåò êëåò-
êå èçìåíÿòü ïðîôèëü ýêñïðåññèè îäíîâðåìåííî áîëüøîãî ÷èñëà
ãåíîâ è, òàêèì îáðàçîì, îïðåäåëÿòü âîçìîæíîñòü ïðîÿâëåíèÿ êëåò-
êîé òîãî èëè èíîãî ôåíîòèïà, âîçíèêàþùåãî â äàííîå âðåìÿ â
äàííîì ìåñòå. ßñíî, ÷òî ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ âîçíèêàåò íå-
îáõîäèìîñòü êîíòðîëÿ çà âîçìîæíîñòüþ âîçíèêíîâåíèÿ òîãî èëè
èíîãî ôåíîòèïà.

 Îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé ìåõàíèçìîâ õåìîóñòîé÷èâîñòè îêàçà-
ëîñü èõ èñêëþ÷èòåëüíîå ðàçíîîáðàçèå, ñîçäàþùåå áîëüøèå òåõ-
íè÷åñêèå ñëîæíîñòè â ïðàêòè÷åñêîé ðàáîòå êëèíèöèñòîâ [21]. Â
ñâÿçè ñ ýòèì â ïîñëåäíåå âðåìÿ áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëåêàþò
âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ òàê íàçûâàåìûõ ãðÿçíûõ ëåêàðñòâ
[31], èëè ëåêàðñòâ íåìèøåííîãî òèïà, à òàêæå ìàíèïóëÿöèé ñ
êëåòêîé íà íàíîóðîâíå ñ ïðèìåíåíèåì èñêóññòâåííûõ íàíîêîí-
ñòðóêöèé, íàíî÷àñòèö, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ðàçëè÷íûõ öåëåé â
ðåøåíèè ïðîáëåì áèîëîãèè êëåòêè. Â ñëåäóþùåé ãëàâå ðàññìîò-
ðèì õàðàêòåðèñòèêó è âîçìîæíîñòè íàíîáèîëîãèè.
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ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÅ ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÈ
ÍÀÍÎÁÈÎÒÅÕÍÎËÎÃÈÈ Â ÐÅØÅÍÈÈ ÏÐÎÁËÅÌ

ÕÅÌÎÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ

Îõàðàêòåðèçóåì êðàòêî îñíîâû íàíîáèîòåõíîëîãèè, êîòîðàÿ
ïðåäîñòàâëÿåò â ïåðâóþ î÷åðåäü âîçìîæíîñòè öåëåíàïðàâëåííîé
äîñòàâêè ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ñðåäñòâ âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêó. Ýòî
ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî îáåñïå÷èâàòü çàùèòó çäîðîâûõ êëåòîê îò
òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà è ñàìîãî ëåêàðñòâà îò äåéñòâèÿ
îðãàíèçìà, à òàêæå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè äåéñòâóþùåãî íà-
÷àëà â ïðåäíàçíà÷åííûõ ìåñòàõ èõ äåéñòâèÿ. Áîëåå òîãî, èñïîëü-
çîâàíèå òàêîé òåõíîëîãèè äàåò âîçìîæíîñòü ïðèæèçíåííîé âè-
çóàëèçàöèè ñîñòîÿíèÿ êëåòêè è åå îòäåëüíûõ ÷àñòåé, âïëîòü äî
îòäåëüíûõ ìîëåêóë. Âûÿâëåíèå âèçóàëüíûõ îòëè÷èé ìåæäó ÷óâñò-
âèòåëüíîé è óñòîé÷èâîé êëåòêàìè ìîæåò çíà÷èòåëüíî óñêîðèòü è
îáëåã÷èòü ïðîõîæäåíèå ïóòè ïðåîäîëåíèÿ ëåêàðñòâåííîé óñòîé-
÷èâîñòè êëåòêè. Èñïîëüçîâàíèå íàíî÷àñòèö òàêæå ïîâûøàåò ýô-
ôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ èììóííûõ ñûâîðîòîê çà ñ÷åò íåèçìåííî-
ñòè ñîñòîÿíèÿ è áîëåå äëèòåëüíîãî ïðåáûâàíèÿ àíòèãåíà â èììó-
íèçèðóåìîì îðãàíèçìå.

Â ïîñòóïàòåëüíîì äâèæåíèè ðàçâèòèÿ ÷åëîâå÷åñòâà âûäåëÿþò
òàêèå ÷åòûðå îñíîâíûõ ïåðèîäà ïîçíàíèÿ è åãî ïðàêòè÷åñêîãî
èñïîëüçîâàíèÿ: ïåðèîä íàòóðàëüíîé æèçíè, ñìåíèâøèéñÿ ïåðèî-
äîì íàó÷íî-òåõíè÷åñêîé ðåâîëþöèè, êîòîðûé ïåðåðîñ â èíôîð-
ìàöèîííîå óïðàâëåíèå ðåàëüíîñòüþ, îòêðûâøåå âîçìîæíîñòè
÷åòâåðòîãî ïåðèîäà êàê ðàñêðûòèÿ ïîòåíöèàëà ñòðóêòóð íàíî-
óðîâíÿ (îäíà ìèëëèàðäíàÿ ÷àñòü ìåòðà êàê åäèíèöû ðàçìåðà). Íà
ïóòè ïðèîáðåòåíèÿ çíàíèé ÷åëîâåêó ïðåäñòîÿëî îâëàäåòü, ñ îäíîé
ñòîðîíû, çàêîíàìè ìàêðîìèðà ñ åãî ìåãàðàçìåðàìè (âîçìîæíî,
Âàâèëîíñêóþ áàøíþ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïåðâóþ ïîïûòêó
ïîëó÷åíèÿ íåîáõîäèìûõ çíàíèé íà ïóòè èçó÷åíèÿ ìåãàðàçìåðîâ).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðàñêðûòèå çàêîíîâ è îñíîâ ñòðîåíèÿ íåâèäè-
ìîãî ìàòåðèàëüíîãî ìèðà è îâëàäåíèÿ ýòèì ìèêðîìèðîì ñôîð-
ìèðîâàëè ìûøëåíèå è ñïåöèàëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà óðîâíå àòî-
ìîâ è ñóáàòîìíûõ ÷àñòèö. Èõ ðàçìåð èçìåðÿåòñÿ â àíãñòðåìàõ, ÷òî
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ïðèìåðíî íà ïîðÿäîê ìåíüøå íàíîóðîâíÿ. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî
èìåííî íà íàíîóðîâíå êîìïàêòèçàöèé ìàòåðèè ìîãóò âîçíèêàòü
ñòðóêòóðû, ïðèîáðåòàþùèå îïðåäåëåííûå ñâîéñòâà, êîòîðûå ìî-
ãóò âûïîëíÿòü òó èëè èíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
ïåðâûì îáîñíîâàíèåì íåîáõîäèìîñòè èçó÷åíèÿ è ìàíèïóëÿöèé
ñî ñòðóêòóðàìè ìàòåðèàëüíîãî ìèðà íà íàíîóðîâíå ÿâëÿåòñÿ ïðî-
÷èòàííàÿ â 1959 ã. ëåêöèÿ ôèçèêà Ðè÷àðäà Ôåéìàíà «Ìåñòà íà
äíå õâàòàåò» («There’s Plenty of Room at the Bottom»). Â 1987 ã.
Ýðèê Äðåêñëåð âûïóñòèë êíèãó ïîä íàçâàíèåì «Äâèãàòåëè Òâîðå-
íèÿ» (E. Drexler «Engines of Creation»). Îíà çàëîæèëà ôóíäàìåíò
äëÿ ðàçâèòèÿ íîâîé äèñöèïëèíû, øèðîêî èçâåñòíîé â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ êàê íàíîòåõíîëîãèÿ. Ïîñëåäîâàòåëü Äðåêñëåðà Îëáåðò
Ôðýíêñ (Albert Franks) îïðåäåëèë ýòó îáëàñòü êàê èññëåäîâàíèå
ñòðóêòóð â äèàïàçîíå 0,1–100 íì [1]. (Ðàííèå ðàáîòû ïî ïîëó÷å-
íèþ íàíî÷àñòèö ïðèâåäåíû â ñòàòüå [2].) Îòìåòèì, ÷òî â 1952 ã.
ñîâåòñêèå ôèçèêè Ë. Ðàäóøêåâè÷ è Â. Ëóêüÿíîâè÷ ïåðâûìè îïóá-
ëèêîâàëè ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíèÿ óãëåðîäíûõ ñòðóêòóð ðàçìåðîì
50 íì, èìåþùèõ ôîðìó òðóáêè, «Î ñòðóêòóðå óãëåðîäà, îáðàçóþ-
ùåãîñÿ ïðè òåðìè÷åñêîì ðàçëîæåíèè îêèñè óãëåðîäà íà æåëåçíîì
êîíòàêòå» (Æóðí. ôèç. õèìèè. – 1952. – 26. – Ñ. 88–95). Ïðåä-
ñòàâëåíà èíôîðìàöèÿ ïî ðàçëè÷íûì ðàçäåëàì ýòîé îáëàñòè,
âêëþ÷àÿ nanotechnology in fiction, nanotech age, nanobiotechnology è
nanomedicine. Ìû ïðåñëåäóåì öåëü ñóììèðîâàòü äîñòèæåíèÿ íàíî-
áèîòåõíîëîãèè è íàíîìåäèöèíû, êàñàþùèåñÿ îòêðûâàþùèõñÿ
âîçìîæíîñòåé äîñòàâêè â îðãàíèçìå ëåêàðñòâ ïî ìåñòó íàçíà÷å-
íèÿ èõ äåéñòâèÿ, îïòèìèçàöèè äåéñòâèÿ ýòèõ ëåêàðñòâ è ïîâûøå-
íèÿ ýôôåêòèâíîñòè èõ äåéñòâèÿ, ÷òî îñîáåíî âàæíî ïðè ðåøåíèè
ïðîáëåìû õåìîóñòîé÷èâîñòè.

Ïðåæäå âñåãî, äëÿ âíåñåíèÿ â îðãàíèçì ëåêàðñòâà ñ èñïîëüçî-
âàíèåì íàíîñòðóêòóð íåîáõîäèìî ðåøèòü ïðîáëåìó ïîëó÷åíèÿ
ñîîòâåòñòâóþùèõ íàíîñòðóêòóð, íàíî÷àñòèö, èçó÷èòü èõ ïîâåäå-
íèå â îðãàíèçìå, à òàêæå ïîâåäåíèå ñàìîãî îðãàíèçìà â ñëó÷àå
ïîïàäàíèÿ â íåãî íàíî÷àñòèö. ßñíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè â ìå-
äèöèíå ýòè ÷àñòèöû äîëæíû áûòü áèîëîãè÷åñêè èíåðòíûìè, íå-
òîêñè÷íûìè, ïîäâåðãàòüñÿ áèîäåãðàäàöèè è âûâîäèòñÿ èç îðãà-
íèçìà, íå îòðàæàÿñü íà ñèñòåìàõ åãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.

Íà÷àëñÿ ïîèñê, èçó÷åíèå ìàòåðèàëîâ è ñïîñîáîâ ïðèãîòîâëå-
íèÿ íåîáõîäèìûõ íàíî÷àñòèö, îòâå÷àþùèõ âûäâèãàåìûì òðåáî-
âàíèÿì. Îòìåòèì, ÷òî íà ýòîì ïóòè èññëåäîâàíèÿ ñâîéñòâ è ìà-
íèïóëÿöèè ñ ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ íàíî-
ðàçìåðàìè [3], îáóñëîâèëè èíòåðåñ ê ðàçëè÷íûì ñèíòåòè÷åñêèì
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ïîëèìåðíûì ìàòåðèàëàì, à òàêæå ê ìàòåðèàëàì íåîðãàíè÷åñêîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ.

Îêàçàëîñü, ÷òî âîçìîæíî ïîëó÷åíèå íàíî÷àñòèö â ñàìîì øè-
ðîêîì äèàïàçîíå íàíîðàçìåðîâ, êîòîðûå ïî ñâîèì ñòðóêòóðíûì
ñâîéñòâàì ìîæíî ðàçäåëèòü íà ñîîòâåòñòâóþùèå êëàññû. Êðàòêî
îõàðàêòåðèçóåì ýòè êëàññû.

10.1. ÊÐÀÒÊÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ
ÍÀÍÎ×ÀÑÒÈÖ

Ýòè ÷àñòèöû ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâà êëàññà: òå, êîòîðûå èñ-
ïîëüçóþòñÿ ïðîñòî â êà÷åñòâå íîñèòåëåé äëÿ äîñòàâêè ëåêàðñòâ â
îðãàíèçìå ê ñïåöèàëüíûì ìåñòàì èõ äåéñòâèÿ, è òå, ñ ïîìîùüþ
êîòîðûõ ìîæíî âèçóàëèçèðîâàòü äîñòàâêó ëåêàðñòâà â êëåòêè, à
òàêæå ïîÿâëåíèå â êëåòêå êàêîé-ëèáî ìàðêåðíîé ìîëåêóëû. Íà
ðèñ. 10.1 (ñì. âêëåéêó) ïðèâåäåíî ñõåìàòè÷åñêîå ñòðîåíèå íàè-
áîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ òèïîâ íàíî÷àñòèö, èñïîëüçóþùèõñÿ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ [1].

×òî êàñàåòñÿ áèîäåãðàäèðóåìûõ ïîëèìåðîâ, òî íà èõ îñíîâå
ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû êîëëîèäîïîäîáíûå íàíîøàðèêè è íàíîêàï-
ñóëû. Íà ïåðâûõ ÷àñòèöàõ ëåêàðñòâî ìîæåò ïðîñòî êàê-òî ôèçè÷å-
ñêè ðàñïðåäåëÿòüñÿ ïî ïîëèìåðíîé ìàññå øàðèêà, â íàíîêàïñóëàõ
æå, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ïóçûðüêè, îíî çàêëþ÷àåòñÿ â ïîëîñòü,
îêðóæåííóþ ïîëèìåðíîé ìåìáðàíîé. Ðàçìåð ýòèõ ÷àñòèö â çàâè-
ñèìîñòè îò ñïîñîáà ïðèãîòîâëåíèÿ ìîæåò âàðüèðîâàòü â ïðåäåëàõ
10–1000 íì. (Îòìåòèì, ÷òî î÷åíü ãðóáî äèàìåòð êàïèëëÿðîâ â
îðãàíèçìå ÷åëîâåêà ñîñòàâëÿåò ïîðÿäêà 10 ìêì.) Îêàçàëîñü, ÷òî
ñïîñîáíûå ïðîõîäèòü ÷åðåç ñàìûå òîíêèå êàïèëëÿðû íàíî÷àñòè-
öû ìîãóò âõîäèòü â êëåòêè ðàçëè÷íûõ òêàíåé, ïðè ýòîì â êàæäîì
êîíêðåòíîì ñëó÷àå ñóùåñòâóåò îïðåäåëåííûé îïòèìóì ðàçìåðà
ýòèõ ÷àñòèö [4–7]. Ïðè ðàáîòå ñ íàíî÷àñòèöàìè, ïðåñëåäóþùåé
öåëü äîñòàâêè èõ â ñîîòâåòñòâóþùèé êîìïàðòìåíò êëåòêè, íåîá-
õîäèìî ïðåîäîëåòü â îðãàíèçìå äâà áàðüåðà. Ïðåæäå âñåãî, çàõâàò
ýòèõ ÷àñòèö ðåòèêóëî-ýíäîòåëèàëüíîé ñèñòåìîé (reticulo-endothelial
system – RES). Åå ñîñòàâëÿþò êëåòêè, îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ
ïîãëîùàòü ðàçëè÷íûå ïîïàäàþùèå â îðãàíèçì ÷àñòèöû è îáîñîá-
ëÿòü èõ â êëåòêå, íåéòðàëèçóÿ òåì ñàìûì âîçìîæíîñòü èõ âëèÿ-
íèé. Ê ýòèì êëåòêàì îòíîñÿòñÿ ìàêðîôàãè è èõ ïðåäøåñòâåííè-
êè, ñïåöèàëèçèðîâàííûå êëåòêè ýíäîòåëèÿ, âûñòèëàþùèå ïàçóõè
ïå÷åíè, ñåëåçåíêè, êîñòíîãî ìîçãà, à òàêæå ðåòèêóëÿðíûå êëåòêè
ëèìôàòè÷åñêèõ òêàíåé (ìàêðîôàãè) è êîñòíîãî ìîçãà (ôèáðîáëà-
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ñòû). ßñíî, ÷òî ïðîáëåìà äîñòàâêè ëåêàðñòâà â êëåòêè ñèñòåìû
RES èìååò áîëåå ïðîñòîå ðåøåíèå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè äðó-
ãèõ òêàíåé.

Âòîðîé áàðüåð íà ïóòè äîñòàâêè íàíî÷àñòèö ê íàèáîëåå ÷àñòî
èñïîëüçóþùèìñÿ ìåòàáîëè÷åñêèì ìèøåíÿì öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
êîìïàðòìåíòà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ýíäîöèòîçíî-ëèçîñîìíûé êîì-
ïàðòìåíò êëåòêè, òàêæå âëèÿþùèé íà âîçìîæíîñòè ñâîáîäíûõ
äâèæåíèé íàíî÷àñòèö â êëåòêå è ñîõðàíåíèÿ èõ ñòðóêòóðû. Óæå â
ðàííèõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî, ÷òî íàíî÷àñòèöàì, ïîëó÷åííûì
íà îñíîâå ïîëè-dl-ëàêòèäà-êî-ãëèêîëèäà (PLGA), à òàêæå ïîëè-
ëàêòèäà (PLA) óäàåòñÿ èçáåãàòü ýôôåêòîâ ýíäîñîìíî-ëèçîñîìíîãî
äåéñòâèÿ è áûñòðî ïîñòóïàòü â öèòîïëàçìàòè÷åñêèé êîìïàðòìåíò
[8]. Ñàìîå øèðîêîå èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóð íàíî÷àñòèö
ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ. Íà ýòîì ïóòè áûëè óñòàíîâëåíû òàêèå
êëàññû íàíî÷àñòèö, êàê ïîëèìåðíûå ìèöåëëû, äåíäðèìåðû, ëè-
ïîñîìû, ÷àñòèöû íà îñíîâå íåîðãàíè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ (æåëåçà,
êðåìíèÿ, àëþìèíèÿ, òèòàíà è äð.), à òàêæå óãëåðîäíûå òðóáêè.
Îïèøåì îñíîâíûå ñâîéñòâà ýòèõ ñòðóêòóð.

Ïîëèìåðíûå ìèöåëëû ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ â âîäíûõ ðàñòâî-
ðàõ èç áëîêîâ ðàçëè÷íûõ ïîëèìåðîâ, îáëàäàþùèõ îäíîâðåìåííî
ãèäðîôèëüíûìè è ãèäðîôîáíûìè ñâîéñòâàìè. Íàáëþäàþùàÿñÿ
ñàìîñáîðêà â âèäå öåíòðàëüíîé (êîð) è ïåðèôåðè÷åñêèõ (îáîëî÷-
êà) ÷àñòåé áëîêîâ èç òàêèõ êîïîëèìåðîâ ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
ñòàáèëüíûõ ìèöåëë ðàçìåðîì ìåíåå 100 íì, êîòîðûå íå äèññî-
öèèðóþò â óñëîâèÿõ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Öåíòð
òàêîãî ìèöèëëÿðíîãî îáðàçîâàíèÿ ïðåäñòàâëåí ãèäðîôîáíîé îá-
ëàñòüþ ñòðóêòóðû, îñîáåííî âàæíîé äëÿ âîäîíåðàñòâîðèìûõ ëå-
êàðñòâ. Ãèäðîôèëüíûå ñåãìåíòû ìèöåëë îáðàçóþò âíåøíèé ñëîé
ñòðóêòóðû. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ìèöåëëû ðàñïðåäåëÿþòñÿ â âîäíûõ
ñðåäàõ òàê, ÷òî îíè ìîãóò ââîäèòüñÿ â îðãàíèçì âíóòðèâåííî. Çà-
ìå÷àòåëüíî, ÷òî ìèöåëëû íàñòîëüêî ìàëû, ÷òî íå çàõâàòûâàþòñÿ
êëåòêàìè ðåòèêóëî-ýíäîòåëèàëüíîé ñèñòåìû è âðåìÿ èõ öèðêóëÿ-
öèè â êðîâÿíîì ðóñëå çíà÷èòåëüíî óäëèíÿåòñÿ.

Áîëüøîå âíèìàíèå, íà÷èíàÿ ñ 80-õ ãîäîâ ïðîøëîãî âåêà, ïðè-
âëåêëè íàíîîáðàçîâàíèÿ, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå «äåíäðèìåðû».
Îñíîâíîå ñâîéñòâî ýòèõ ñòðóêòóð – íà÷èíàþùèåñÿ îò öåíòðàëü-
íîé ìàëîé ìîëåêóëû èëè ëèíåéíîãî ïîëèìåðà ìíîãî÷èñëåííûå
âåòâëåíèÿ ñåãìåíòîâ, îáðàçóþùèõ äåíäðèìåð. Òàêîå âåòâëåíèå
ïîëó÷àåòñÿ ïðè ñîïîëèìåðèçàöèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ
ñâÿçûâàþùèõ ìîëåêóë è áëîêîâ âåòâëåíèé. Ýòè âåòâëåíèÿ ïîçâî-
ëÿþò çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàòü ÷èñëî àêòèâèðîâàííûõ êîíöåâûõ
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ãðóïï äëÿ ðàçëè÷íûõ ñâÿçûâàíèé, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ïîâûøàòü
åìêîñòü ýòèõ ñòðóêòóð êàê ñîîòâåòñòâóþùèõ íîñèòåëåé. Áîëåå òî-
ãî, ðàçâåòâëåííàÿ ñòðóêòóðà îáðàçóåò ìíîãî âïàäèí è âûñòóïîâ, è
ýòî òàêæå ïîâûøàåò åå åìêîñòü êàê íîñèòåëÿ òàê, ÷òî ëåêàðñòâî
ìîæåò áûòü íå òîëüêî ïðèêðåïëåíî ê ïîâåðõíîñòíûì ãðóïïàì
äåíäðèìåðà, íî è çàïîëíÿòü åãî âíóòðåííþþ ÷àñòü. ßñíî, ÷òî òà-
êàÿ ñòðóêòóðà ïðåäñòàâëÿåò îñîáåííî áîëüøîé èíòåðåñ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ëåêàðñòâ, îòëè÷àþùèõñÿ ïîâûøåííîé òîêñè÷íîñòüþ,
íàïðèìåð èñïîëüçóþùåãîñÿ â õèìèîòåðàïèè ðàêà 5-ôòîðóðàöèëà.
Âíåñåíèå åãî â îðãàíèçì â âèäå êîíúþãàòà ñ àöåòèëèðîâàííûì
äåíäðèìåðîì ïîñëå âûñâîáîæäåíèÿ èç ýòîé êîíñòðóêöèè ïðè ïî-
ïàäàíèè â êëåòêó çà ñ÷åò ãèäðîëèçà çíà÷èòåëüíî ñíèæàëî òîêñè÷-
íîñòü äàííîãî ëåêàðñòâà [9].

Îáíàðóæåííûé åùå â 1969 ã. ôàêò, ÷òî èçîëèðîâàííûå ëèïèä-
íûå êîìïîíåíòû ìåìáðàí êëåòîê ñïîñîáíû ê îáðàçîâàíèþ ñôå-
ðè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ èç íàòóðàëüíûõ ìàòåðèàëîâ, ïðèâëåê èíòåðåñ
ê èçó÷åíèþ è ìàíèïóëÿöèÿì ýòèìè ñòðóêòóðàìè ïðè ðåøåíèè
ðàçëè÷íûõ çàäà÷ [10]. Ýòè ñòðóêòóðû ïîëó÷èëè íàçâàíèå ëèïîñîì.
Îêàçàëîñü, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ñîñòàâà èñïîëüçóåìûõ ôîñôîëè-
ïèäîâ è õîëåñòåðîëà ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû êàê îäíîñëîéíûå, òàê è
ìíîãîñëîéíûå ïóçûðüêè ñ ðàçíûìè íàíîðàçìåðàìè è ðàçíûì ïî-
âåðõíîñòíûì çàðÿäîì, êîòîðûå îïðåäåëÿþò ðàçëè÷íûå ñâîéñòâà
ëèïîñîì. Ñðåäè ýòîãî êëàññà íàíî÷àñòèö ëåãêî ïîëó÷èòü îñîáî
ìàëûå ÷àñòèöû äèàìåòðîì 25–50 íì. Áîëåå òîãî, ïîâåðõíîñòü
ëèïîñîì ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíî èçìåíåíà ñ ïîìîùüþ ïðèñîå-
äèíåíèÿ ê ëèïèäíîìó ñëîþ ãðóïï ïîëèìåðà ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ
(ÏÝÃ) – PEG-åäèíèö (ýòà òåõíîëîãèÿ ïîëó÷èëà íàçâàíèå ïýãèëè-
ðîâàíèÿ – pegilation). Òàêîå èçìåíåíèå ñòàáèëèçèðóåò ëèïîñîìû è
ïðîäëåâàåò âðåìÿ èõ öèðêóëÿöèè â êðîâè.

Â êà÷åñòâå íàíîíîñèòåëåé ëåêàðñòâ è áèîëîãè÷åñêèõ ìàòåðèà-
ëîâ ïðèâëåêàþò âíèìàíèå ìàòåðèàëû íåîðãàíè÷åñêîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ. Ñôåðè÷åñêèå êåðàìè÷åñêèå íàíî÷àñòèöû ðàçìåðîì ìåíåå
50 íì áèîëîãè÷åñêè èíåðòíû, íå íàáóõàþò â âîäíûõ ðàñòâîðàõ,
ïðî÷íî óäåðæèâàþò ñîðáèðîâàííûé íà íèõ ìàòåðèàë è äåìîíñò-
ðèðóþò ñâîþ ïðèãîäíîñòü äëÿ âûïîëíåíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ çàäà÷.
Àíàëîãè÷íûìè ñâîéñòâàìè îáëàäàþò íàíî÷àñòèöû, ïðèãîòîâëåí-
íûå èç àëþìèíèÿ è òèòàíà [1]. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â ãëóáî-
êóþ ñòàðèíó ñóùåñòâîâàë îáû÷àé èñïîëüçîâàòü ïðè ðàçëè÷íûõ
çàáîëåâàíèÿõ ïîðîøîê ìàëàõèòà [11]. Íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå êà-
êèõ-ëèáî òåõíîëîãè÷åñêèõ äàííûõ, ïîçèòèâíûé ëå÷åáíûé ýôôåêò
òàêîãî ïðèåìà, î÷åâèäíî, íàáëþäàëñÿ è, âîçìîæíî, ýòîò ýôôåêò
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ìîã áûòü îáóñëîâëåí câîéñòâàìè îáðàçóþùèõñÿ èç ìàëàõèòà íà-
íî÷àñòèö. Îíè ìîãëè ëó÷øå ðàçíîñèòü ïî îðãàíèçìó ïèòàòåëüíûå
âåùåñòâà è ðàçëè÷íûå äåéñòâóþùèå íà÷àëà ñúåäîáíûõ ðàñòåíèé.

Îäèí èç íàèáîëåå èçó÷àåìûõ íàíîìàòåðèàëîâ – òàê íàçûâàå-
ìûå óãäåðîäíûå òðóáêè. Îòìåòèì, ÷òî ïðè ðàáîòå ñ ãðàôèòîì â
âàêóóìå, ïðè âîçäåéñòâèè ëàçåðîâ, ïðè âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ è
âûñîêèõ äàâëåíèÿõ (óñëîâèÿ îáðàçîâàíèÿ áðèëëèàíòîâ) ìîæíî
ïîëó÷àòü ñâåðõïðî÷íûå öèëèíäðè÷åñêèå óãëåðîäíûå ìîëåêóëû,
êîòîðûå ìîãóò äîñòèãàòü ïî äëèíå íåñêîëüêèõ ìèëëèìåòðîâ, äèà-
ìåòð æå èõ âíóòðåííåé îáðàçóþùåéñÿ ïîëîñòè ñîñòàâëÿåò ïîðÿäêà
íåñêîëüêèõ íàíîìåòðîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû,
ïîêàçûâàþùèå âîçìîæíîñòü ïîïàäàíèÿ ýòèõ ÷àñòèö â êëåòêè [12].
Ýòè òðóáêè ïðèâëåêàþò âíèìàíèå êàê ñðåäñòâà öåëåíàïðàâëåííîé
äîñòàâêè çàïå÷àòàííîãî â òàêîé òðóáêå ëåêàðñòâà (îñîáåííî, íà-
ïðèìåð, òàêîãî òîêñè÷íîãî, êàê òîìèôëþ ïðîòèâ âèðóñà ãðèïïà)
íåïîñðåäñòâåííî ê ìåñòó åãî äåéñòâèÿ ñ ïîñëåäóþùèì îòêðûâà-
íèåì òðóáêè ëèøü â ìèøåííûõ êëåòêàõ, ÷òî íå îòðàæàåòñÿ íà ñî-
ñòîÿíèè íåìèøåííûõ ñòðóêòóð îðãàíèçìà. Òàêèå ïîïûòêè ïðåä-
ïðèíÿòû â ðàáîòàõ [13–15]. Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íà ïóòè
èõ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ àêòóàëüíû ðåçóëüòàòû óãëóáëåííîãî
èçó÷åíèÿ òîêñè÷íîñòè òàêèõ íàíîñòðóêòóð. Òàê, â ïóáëèêàöèè
åæåãîäíûõ êîíôåðåíöèé Àìåðèêàíñêîãî îáùåñòâà èññëåäîâàíèé
ðàêà (AACR) çà 2007 ã. â ðàáîòàõ Sara Pacheco áûëà ïîêàçàíà âîç-
ìîæíîñòü îáðàçîâàíèÿ ðàçðûâîâ â ìîëåêóëå ÄÍÊ ïîä äåéñòâèåì
âîäíûõ êîëëîèäîâ êðåìíèÿ è ìàòåðèàëîâ èç Ñ-60 ôóëëåðåíà, îá-
ðàçóþùåãî óãëåðîäíûå òðóáêè. Îáðàçîâàíèå ðàçðûâîâ â ÄÍÊ ÷ðå-
âàòî âîçíèêíîâåíèåì çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé.

Èòàê, åñëè íàíî÷àñòèöû – ýòî ýôôåêòèâíûå ñðåäñòâà ñíàá-
æåíèÿ îðãàíèçìà íåîáõîäèìûìè ëåêàðñòâàìè, òî âîçíèêàåò âî-
ïðîñ î ñïîñîáàõ ñåëåêòèâíîé äîñòàâêè èõ â îðãàíèçìå. Ðàññìîò-
ðèì ýòîò âîïðîñ äåòàëüíåå.

10.2. Î ÑÏÎÑÎÁÀÕ ÀÄÐÅÑÍÎÉ ÄÎÑÒÀÂÊÈ
Â ÎÐÃÀÍÈÇÌÅ ÍÀÍÎ×ÀÑÒÈÖ

Òàêàÿ äîñòàâêà ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ êàê ïàññèâíî, òàê è àê-
òèâíî. Ïî÷åìó â ñëó÷àå îïðåäåëåííûõ ïàòîëîãèé â îðãàíèçìå
âîçìîæåí ïàññèâíûé òðàíñïîðò èñïîëüçóåìûõ ëåêàðñòâåííûõ
ñðåäñòâ? Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè îð-
ãàíèçìà. Îêàçàëîñü, ÷òî âîçíèêíîâåíèå ïàòîëîãèè îïðåäåëÿåò êà-
÷åñòâåííîå èçìåíåíèå ñîñòîÿíèÿ ñîñóäîâ. Òàê, åñëè ïîðû â ñëîå
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ýíäîòåëèÿ êðîâÿíûõ ñîñóäîâ áîëüøèíñòâà çäîðîâûõ òêàíåé ñî-
ñòàâëÿþò ïîðÿäêà 2 íì (è 6 íì ïðè ïåðåõîäå êàïèëëÿðîâ â âåíó-
ëû), òî â ñîñóäàõ, ñíàáæàþùèõ êðîâüþ îïóõîëü, ðàçìåð ýòèõ ïîð
óâåëè÷èâàåòñÿ îò 100 äî 780 íì [16]. Òàêèå æå èçìåíåíèÿ íàáëþ-
äàþòñÿ â ñîñóäàõ ïðè íåêîòîðûõ âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññàõ. Òà-
êèì îáðàçîì, ïîïàâøèå â îðãàíèçì íàíî÷àñòèöû, íåñóùèå íà ñå-
áå òî èëè èíîå ëåêàðñòâî, íå ñìîãóò ýôôåêòèâíî ïîïàäàòü â êëåò-
êè çäîðîâûõ òêàíåé (êàê çà÷àñòóþ è ñàìî ëåêàðñòâî), â ó÷àñòêàõ
æå ïîðàæåíèÿ îíè áóäóò ñåëåêòèâíî íàêàïëèâàòüñÿ èç-çà îáðà-
çóþùåéñÿ ðûõëîñòè ñîñóäîâ. Òàêîå íàáëþäàþùååñÿ íà ïðàêòèêå
ÿâëåíèå ñåëåêòèâíîãî íàêîïëåíèÿ è óäåðæàíèå ïðîòèâîðàêîâûõ
ñðåäñòâ â îïóõîëÿõ äàæå ïîëó÷èëî ñïåöèàëüíîå íàçâàíèå ÝÏÐ
(EPR – îò enhanced permeation and retention) [17, 18]. Çàäåðæêà æå
ëåêàðñòâà, ïðîíèêøåãî â êëåòêè îïóõîëè, îáóñëîâëåíà óõóäøåíè-
åì ëèìôàòè÷åñêîãî äðåíàæà, íàáëþäàþùåãîñÿ â çëîêà÷åñòâåííûõ
îáðàçîâàíèÿõ. Îäíàêî èìåþòñÿ ðåçóëüòàòû, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî
ÿâëåíèå ÝÏÐ îòìå÷àåòñÿ â îñíîâíîì íà ïåðèôåðèè îïóõîëè è åå
öåíòð ÿâëÿåòñÿ òðóäíîäîñòóïíûì ó÷àñòêîì, ÷òî îòðàæàåò òåðìèí
«binding site barrier» [19].

ßïîíñêèå àâòîðû âïåðâûå ïðîâåëè èññëåäîâàíèÿ êëåòîê êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ, ñíàáæàþùèõ îïóõîëü êðîâüþ. Ñ÷èòàëîñü, ÷òî â
îòëè÷èå îò çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê ñ ÿðêî âûðàæåííîé ãåíîìíîé
íåñòàáèëüíîñòüþ, ãåíîì ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ íå äîëæåí ïîäâåðãàòü-
ñÿ êàêèì-ëèáî èçìåíåíèÿì. Îäíàêî â öèòîãåíåòè÷åñêèõ èñcëåäî-
âàíèÿõ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà FISH (fluorescence in situ hybridization)
ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå çîíäîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 7-é è
8-é õðîìîñîì ÷åëîâåêà áûëà âûÿâëåíà àíåóïëîèäèÿ, â òî âðåìÿ
êàê êëåòêè ñîñóäîâ èç çäîðîâûõ òêàíåé âñåãäà áûëè äèïëîèäíû-
ìè. Áîëåå òîãî, ïðè èçó÷åíèè ýòîãî ÿâëåíèÿ íà ìûøàõ îáíàðóæå-
íî, ÷òî ïðè ñðàâíåíèè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ è íå ñîäåðæàùèõ òà-
êîé ÷àñòî âûÿâëÿåìûé ïðè ðàêå ìàðêåð, êàê òðàíñìåìáðàííûé
ãëèêîïðîòåèí CD 133, â ïåðâîì ñëó÷àå àíåóïëîèäèÿ âûÿâëÿëàñü
÷àùå [20]. Âîçìîæíî, ðàçðûõëåíèå ñîñóäîâ, íàáëþäàþùååñÿ ïðè
ðàêå, ñâÿçàíî ñ îáóñëîâëåííûìè àíåóïëîèäèåé áèîõèìè÷åñêèìè
èçìåíåíèÿìè. Òàêîå æå ÿâëåíèå ïðè ðàçëè÷íûõ âîñïàëèòåëüíûõ
ïðîöåññàõ òàêæå, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ ïîäîáíûìè áèîõèìè÷å-
ñêèìè èçìåíåíèÿìè è ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ óñòàíîâèòü, ëåæèò ëè
â èõ îñíîâå àíåóïëîèäèÿ èëè ÷òî-òî äðóãîå.

×òî êàñàåòñÿ âîçìîæíîñòè àêòèâíîé äîñòàâêè íàíî÷àñòèö,
íàãðóæåííûõ ñîîòâåòñòâóþùèì ëåêàðñòâîì, òî ðåøåíèå ýòîé ïðî-
áëåìû îòêðûâàþò èíæåíåðíûå ñïîñîáû ñïåöèôè÷åñêîé ôóíê-
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öèîíàëèçàöèè ïîâåðõíîñòåé íàíîíîñèòåëåé ñ ïîìîùüþ ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ëèãàíäîâ, êîòîðûå óçíàþò è ñâÿçûâàþòñÿ ñî ñâîèìè
ðåöåïòîðàìè, ýêñïîíèðîâàííûìè íà òåõ èëè èíûõ êëåòêàõ. ßñíî,
÷òî òàêèå êëåòêè âûñòóïàþò â êà÷åñòâå ìèøåíåé äåéñòâèé êîì-
ïëåêñîâ íàíîíîñèòåëÿ ñ ëåêàðñòâîì.

Èíæåíåðíîìó èçìåíåíèþ ìîæíî ïîäâåðãíóòü ïîâåðõíîñòü
íàíîíîñèòåëÿ ñ ïîìîùüþ ëèãàíäîâ, êîòîðûå ñïîñîáíû îáåñïå÷è-
âàòü ëèáî ïðîõîæäåíèå êîìïëåêñà íàíî÷àñòèöà–ëåêàðñòâî âíóòðü
êëåòêè (èíòåðíàëèçèðóþùèå ëèãàíäû), ëèáî òîëüêî íàðóæíîå
ïðèêðåïëåíèå ýòîãî êîìïëåêñà (íåèíòåðíàëèçèðóþùèå ëèãàíäû).
Â ñëó÷àå èíòåðíàëèçèðóþùèõ ëèãàíäîâ èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ ïî-
âåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè êëåòêè èíäóöèðóþò ðåàêöèè ýíäîöè-
òîçà òàê, ÷òî èç êîìïîíåíòîâ êëåòêè, âêëþ÷àþùèõ êëàòðèí è
ñïåöèàëèçèðîâàííûå áåëêè, îáðàçóþòñÿ ñïåöèàëüíûå ýíäîñîìû.
Èõ ñîäåðæàíèå îáÿçàòåëüíî ïîäâåðãàåòñÿ äåéñòâèþ òàêîé îðãà-
íåëëû êëåòêè, êàê ëèçîñîìà. Åå çàäà÷à ñîñòîèò â òîì, ÷òîáû â
äîñòàòî÷íî æåñòêèõ óñëîâèÿõ ïåðåâàðèòü âñå, ÷òî ìîæåò ïðåäñòàâ-
ëÿòü óãðîçó äëÿ áåçîïàñíîñòè êëåòêè. Â ýòîì êîìïàðòìåíòå âîç-
ìîæíà äåçèíòåãðàöèÿ êîìïëåêñà íàíî÷àñòèöà–ëåêàðñòâî ñ ïîñëå-
äóþùåé äèôôóçèåé âûñâîáîäèâøåãîñÿ ëåêàðñòâà èç ëèçîñîìû â
öèòîïëàçìàòè÷åñêèé êîìïàðòìåíò. Ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå ëåêàðñòâà,
êàê äîêñîðóáèöèí âûäåðæèâàþò ëèçîñîìíóþ îáðàáîòêó, èíûìè
ñëîâàìè, ñïîñîáíû ïðîéòè ýíäîñîìíî-ëèçîñîìíûé áàðüåð [16].

Íåèíòåðíàëèçèðóþùèé ëèãàíä ìîæåò ëèøü íàïðàâëÿòü â îð-
ãàíèçìå êîìïëåêñ íàíîíîñèòåëÿ ñ ëåêàðñòâîì ê íóæíîìó ìåñòó
äåéñòâèÿ, à çà ñ÷åò îñîáûõ óñëîâèé ýòîãî ìåñòà (íàïðèìåð, ïîâû-
øåíèÿ òåìïåðàòóðû â ó÷àñòêàõ âîñïàëåíèÿ, èëè êèñëîãî ðÍ â
îïóõîëè) èäåò áûñòðàÿ äåãðàäàöèÿ íàíîíîñèòåëÿ òàê, ÷òî âíóòðü
êëåòêè ïðîíèêàåò òîëüêî ëåêàðñòâî. ßñíî, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå ïî-
âûøàåòñÿ âåðîÿòíîñòü ïðîõîæäåíèÿ ìåäèêàìåíòîì ýíäîñîìíî-
ëèçîñîìíîãî áàðüåðà. Î÷åâèäíî, ÷òî êîëè÷åñòâî òàêèõ îñîáûõ âû-
ÿâëÿåìûõ ìåñò â îðãàíèçìå è ïîäãîíÿåìûõ ê íèì íàíîíîñèòåëåé
ìîæåò îêàçàòüñÿ äîñòàòî÷íî îãðàíè÷åííûì.

Êàê æå ëèãàíäû îáîèõ êëàññîâ ìîãóò áûòü ïðèêðåïëåíû ê íà-
íî÷àñòèöàì? Ýòî ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåííî ñ ïîìîùüþ òåõíèêè,
ïîëó÷èâøåé íàçâàíèå êîíúþãàöèè ëèãàíäîâ è íàíî÷àñòèö. Äàí-
íàÿ ïðîöåäóðà ìîæåò áûòü âûïîëíåíà ëèáî â ïðîöåññå ñáîðêè
èñïîëüçóåìîãî íàíîíîñèòåëÿ, ëèáî ïîñëå åãî ñáîðêè ñ ïîìîùüþ
õèìè÷åñêîé àêòèâàöèè òåõ èëè èíûõ õèìè÷åñêèõ ãðóïï íàíîíîñè-
òåëÿ çà ñ÷åò, íàïðèìåð, àöåòèëèðîâàíèÿ êîìïîíåíòîâ ñîáèðàþ-
ùåãîñÿ êîìïëåêñà. Ïðè ýòîì âàæíî, ÷òîáû íàâåøèâàåìûå ëèãàí-
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äû íå ïîïàäàëè áû âî âíóòðåííèå ó÷àñòêè íîñèòåëÿ, à îñòàâàëèñü
áû íà åãî ïîâåðõíîñòè. Çà ýòèì îñîáåííî íàäî ñëåäèòü ïðè íàâå-
øèâàíèè ëèãàíäîâ â ïðîöåññå ñáîðêè íîñèòåëÿ.

Îêàçàëîñü, ÷òî íåêîòîðûå íàíî÷àñòèöû, íàïðèìåð ëèïîñîìû,
ìîãóò âêëþ÷àòü âî âðåìÿ ñâîåãî îáðàçîâàíèÿ òàêèå êîìïîíåíòû,
êîòîðûå ñïîñîáíû óâåëè÷èâàòü â îðãàíèçìå âðåìÿ èõ ïîëóæèçíè.
Òàêèì êîìïîíåíòîì äëÿ ëèïîñîì îêàçàëñÿ ÏÝÃ. Ïýãèëèðîâàííûå
ëèïîñîìû ïîëó÷èëè ñïåöèàëüíîå íàçâàíèå ñòåðè÷åñêè ñòàáèëèçè-
ðîâàííûõ ëèïîñîì (sterically stabilized liposomes – SSL, èëè stealthy
liposome). ßñíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè òàêèõ íàäåæíûõ ëåêàðñò-
âåííûõ íîñèòåëåé âàæíî, ÷òîáû íàâåøèâàåìûå ëåêàðñòâà çàíÿëè
â ïðèãîòàâëèâàåìîì êîìïëåêñå êîíöåâûå ïîëîæåíèÿ. Îòìåòèì,
÷òî ïýãèëèðîâàíèå íàíî÷àñòèö äåëàåò èõ ìåíåå óçíàâàåìûìè ñèñ-
òåìîé RES, ïðîäëåâàåò âðåìÿ èõ öèðêóëÿöèè â êðîâè â íåèçìåí-
íîé ôîðìå è ïðåäîòâðàùàåò îïñîíèçàöèþ ýòèõ ñòðóêòóð â êðîâè,
ñâÿçàííóþ ñ îáðàñòàíèåì ýòèõ ñòðóêòóð àäñîðáèðóþùèìèñÿ íà
íèõ ìíîãî÷èñëåííûìè áåëêàìè êðîâè.

Êàêèå ìîëåêóëû èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå ëèãàíäîâ, îïðåäå-
ëÿþùèõ ìàðøðóòû äâèæåíèÿ ëåêàðñòâà â îðãàíèçìå? Äëÿ äîñòè-
æåíèÿ òàêîãî ðåçóëüòàòà èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë, óçíàþùèõ ñïå-
öèôè÷åñêè ëîêàëèçîâàííûå òå èëè èíûå àíòèãåíû, èìååò áîëüøå
ïðåèìóùåñòâà. Ñ ýòîé öåëüþ èñïîëüçóþò ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà – Mab, ïðîäóöèðóåìûå ãèáðèäîìàìè, â êîòîðûõ ñïîñîáíàÿ ê
áåçóäåðæíîìó äåëåíèþ çëîêà÷åñòâåííàÿ êëåòêà ñëèòà ñ íîðìàëü-
íîé, íî âñå âðåìÿ ïîäñòåãèâàåìîé ê ðàçìíîæåíèþ êëåòêîé, ïðî-
äóöèðóþùåé àíòèòåëà òàê, ÷òî îáðàçóåòñÿ òîëüêî îäèí òèï ýòèõ
ìîëåêóë â îòëè÷èå îò ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë, îáðàçóþùèõñÿ â
öåëîì îðãàíèçìå. Îäíàêî áûëî âûÿâëåíî, ÷òî íàíîíîñèòåëè ñ
ïðèêðåïëåííûìè öåëûìè ìîëåêóëàìè Mab ñêîðåå âûâîäÿòñÿ èç
êðîâè, òàê êàê â íèõ ïðèñóòñòâóåò Fc-ôðàãìåíò, êîòîðûé ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ Fc-ðåöåïòîðàìè ôàãîöèòîâ, ÷òî îáóñëîâëèâàåò áûñòðîå âû-
âåäåíèå íàíî÷àñòèö èç êðîâè çà ñ÷åò ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áàðüåðà
RES. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíàÿ äåðèâàòèçàöèÿ (èçìåíåíèå ñòðóêòó-
ðû) ïîâåðõíîñòè íóæíûõ íàíîíîñèòåëåé îñóùåñòâëÿåòñÿ íà îñíî-
âå òàêèõ ñåãìåíòîâ ìîëåêóëû Mab, êàê ôðàãìåíòû Fab′ è Fv [16].

Íà ïóòè ïîèñêà ëèãàíäîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ àäðåñíîå äâèæå-
íèå íàíî÷àñòèö â îðãàíèçìå, âíèìàíèå ïðèâëåê òðèïåïòèä, ïîëó-
÷èâøèé ñïåöèàëüíîå íàçâàíèå RGD, ïðåäñòàâëåííûé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ àðãèíèí–ãëèöèí–àñïàðàãèí. Îêàçàëîñü, ÷òî òàêîé
ïåïòèä ìîæíî áûëî áû íàçâàòü ìîëåêóëÿðíûì êëååì, ñïîñîáíûì
ñêðåïëÿòü êëåòêè äðóã ñ äðóãîì è ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì çà
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ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèé ñïåöèàëüíûõ êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ èíòåã-
ðèíîâ. Ýòè áåëêè îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ âñòóïàòü âî âçàèìîäåé-
ñòâèå ñ ïîâåðõíîñòíî ýêñïîíèðîâàííûìè ëèãàíäàìè RGD ðàç-
ëè÷íûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ. Ïàòîëîãè÷åñêèå ñîñòîÿíèÿ, âîçíè-
êàþùèå â îðãàíèçìå, ìîãóò îòðàæàòüñÿ íà ñîñòîÿíèè èíòåãðèíîâ
òåõ èëè èíûõ êëåòîê, à îòñþäà è ðàçëè÷èÿ â ïðèâëå÷åíèè ê íèì
RGD-ïîêðûòûõ íàíî÷àñòèö. Äåéñòâèòåëüíî, îêàçàëîñü, ÷òî ïðè
èñïîëüçîâàíèè òàêèõ ïîêðûòûõ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ìàãíèò-
íûõ ëèïîñîì – ñôåðè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ, ñîäåðæàùèõ ôåððîìàã-
íèòíûå ÷àñòèöû, ëåêàðñòâî èçáèðàòåëüíî íàêàïëèâàåòñÿ â ìîíî-
öèòàõ è íåéòðîôèëàõ êðîâè è â èõ ñîñòàâå ñïîñîáíî ïîïàäàòü â
ìîçã [21, 22]. Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ íàíî÷àñòèö îòêðûâàþò-
ñÿ ïåðñïåêòèâû ïðèìåíåíèÿ õèìèîòåðàïèè äëÿ ëå÷åíèÿ áîëåçíåé
öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íàíîñèòåëåé ñ öåëüþ ñåëåêòèâíîé äîñòàâêè ëå-
êàðñòâà â îðãàíèçìå ïîìèìî âîçìîæíîñòåé èììóííîáèîëîãèè èí-
òåðåñ ïðåäñòàâëÿåò îáíàðóæåíèå íåèììóííûõ, ñïîñîáíûõ ê âçàè-
ìîäåéñòâèþ ñ ðàçëè÷íûìè áåëêàìè îðãàíèçìà ñïåöèôè÷åñêèõ
ïåïòèäîâ, ëîêàëèçóþùèõñÿ â îðãàíèçìå ëèøü â îïðåäåëåííûõ
ìåñòàõ. Íà ïóòè îáíàðóæåíèÿ òàêèõ ïåïòèäîâ áîëüøîå çíà÷åíèå
ïðèîáðåëà òåõíîëîãèÿ èñïîëüçîâàíèÿ áèáëèîòåê ïåïòèäîâ, ïîëó-
÷åííûõ íà îñíîâå êîíñòðóêöèé ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
âñòàâëåííûõ â ôàãîâîì ãåíîìå â ãåíû, êîäèðóþùèå áåëêè îáî-
ëî÷êè ôàãîâ. Òàêèå ïåïòèäû ìîãóò áûòü íàéäåíû íà îñíîâå êëî-
íèðîâàííûõ ñ ñîõðàíåíèåì ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Îäíàêî îíè ìîãóò áûòü òàêæå îáíàðóæåíû íà
îñíîâå âûÿâëÿåìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó èçó÷àåìûì áåëêîì-
ìèøåíüþ (èëè ìíîãèìè òàêèìè áåëêàìè) è äàííûì ïåïòèäîì
ïîëó÷åííîé áèáëèîòåêè, ïðåäñòàâëÿþùåé ýêñïðåññèðóåìûå ïåï-
òèäû îáîëî÷êè ôàãà. Ñðåäè ïåïòèäîâ, èçó÷àåìûõ òàêèì îáðàçîì,
áûëè îáíàðóæåíû ðàçëè÷íûå ïåïòèäû, îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ
ïðîíèêàòü â ðàçíûå êëåòêè [23, 24]. Èçó÷àåìûå ðàíåå ïåïòèäû,
îáëàäàþùèå òàêèìè ñâîéñòâàìè, ïîëó÷èëè íàçâàíèå CPP-ïåï-
òèäîâ (cell-penetrating peptides) [25, 26].

Çàìå÷àòåëüíîå ñâîéñòâî ýòèõ ïåïòèäîâ ñîñòîèò â òîì, ÷òî ýí-
äîöèòîç èõ â êëåòêè îñóùåñòâëÿåòñÿ íå íà îñíîâàíèè èõ âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ åå ðåöåïòîðàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê èíòåðíàëèçàöèè â êëåò-
êå ýòîãî âçàèìîäåéñòâóþùåãî êîìïëåêñà. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðîöåññ
ýíäîöèòîçà â ñëó÷àå CPP íå çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ ïðåäñòàâëåííî-
ñòè ýòèõ ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè, à òàêæå èõ ñîïðÿæå-
íèÿ ñ âêëþ÷åíèåì ýíäîñîìíî-ëèçîñîìíîãî áàðüåðà íà ïóòè ïî-
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ñòóïëåíèÿ ëåêàðñòâà â öèòîïëàçìàòè÷åñêèé êîìïàðòìåíò êëåòêè.
Êàê òàêèå ïåïòèäû ïðîíèêàþò â êëåòêè åùå íå ÿñíî, âîçìîæíî, â
ðàçíûõ ñëó÷àÿõ èñïîëüçóþòñÿ ðàçíûå ìåõàíèçìû [24]. Îêàçàëîñü,
÷òî äëÿ íåêîòîðûõ èçó÷åííûõ CPP íå âûÿâëÿëàñü æåëàåìàÿ ñåëåê-
òèâíîñòü îòíîñèòåëüíî ìåñò ïðåäíàçíà÷åíèÿ èõ äåéñòâèÿ [26], â
òî âðåìÿ êàê äëÿ äðóãèõ ïåïòèäîâ òàêàÿ ñåëåêòèâíîñòü íàáëþäà-
ëàñü [23, 24]. ßñíî, ÷òî ïîèñê ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë ýòîãî
êëàññà êàê ñåëåêòèâíûõ âåêòîðîâ äëÿ äîñòàâêè ëåêàðñòâ â îïðåäå-
ëåííûå ìåñòà îðãàíèçìà ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ. Ïðîâîäÿòñÿ èññëå-
äîâàíèÿ óñëîâèé è ìåõàíèçìîâ âûñâîáîæäåíèÿ ëåêàðñòâ èç ñîñòà-
âà èñïîëüçóåìûõ íàíîíîñèòåëåé è èõ äèôôóçèè â öèòîïëàçìó
[27]. Â ðàáîòàõ [28, 29] ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ìàòåðèàëà ïðè
ââåäåíèè â íåãî íàíî÷àñòèö óâåëè÷èâàåò ýôôåêòèâíîñòü ðàñïàäà
êîìïëåêñà ëåêàðñòâà ñ íàíîíîñèòåëåì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÷åòêî
óñòàíîâëåíî, ÷òî â êà÷åñòâå òàêèõ óñëîâèé ìîæåò áûòü èñïîëüçî-
âàíà ïîâûøåííàÿ òåìïåðàòóðà, âîçíèêàþùàÿ â ìåñòàõ ïàòîëîãèè.
Òàêæå îêàçàëîñü, ÷òî åñëè ëåêàðñòâî ïðèâÿçàòü ê íàíî÷àñòèöå ñ
ïîìîùüþ ÄÍÊ è ïîñëå ââåäåíèÿ êîìïëåêñà â îðãàíèçì èñïîëüçî-
âàòü ýëåêòðîìàãíèòíîå ïîëå ñèëîé 300–400 êÃö (÷òî äëÿ îðãà-
íèçìà èíåðòíî), òî ïåðåãðåþòñÿ òîëüêî íàíî÷àñòèöû, ÄÍÊ ðàñ-
ïëàâèòñÿ è îòîðâåò ëåêàðñòâî îò íàíî÷àñòèöû [30]. Óñòàíîâëåíî
òàêæå, ÷òî ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ â òêàíÿõ îðãàíèçìà âîçíè-
êàþò êèñëûå ðÍ, ÷òî äåëàåò ïðèâëåêàòåëüíûì èñïîëüçîâàíèå îñî-
áî èíòåíñèâíî áèîäåãðàäèðóþùèõ íàíî÷àñòèö. Áîëåå òîãî, ðîëü
íèçêèõ ðÍ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ñ öåëüþ ñîçäàíèÿ íàíîêîí-
ñòðóêöèé, ñïîñîáíûõ âïðûñêèâàòüñÿ â êëåòêè òîëüêî â óñëîâèÿõ
êèñëûõ ðÍ è íå ïîïàäàþùèõ â êëåòêè ïðè íîðìàëüíûõ ðÍ. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ îïèñàíî äâà âèäà ïåïòèäîâ pHLIP (pH low insertion
peptide) [31] è PAP-1 ïåïòèä [32], êîòîðûå âåäóò ñåáÿ ïî-ðàçíîìó â
óñëîâèÿõ ðàçíûõ ðÍ.

Ïåðâûé ïåïòèä íàêàïëèâàåòñÿ â ìåìáðàíàõ òîëüêî òåõ êëåòîê,
êîòîðûå íàõîäÿòñÿ â óñëîâèÿõ êèñëîãî ðÍ, è îòñþäà pHLIP ìîæåò
äîñòàâëÿòü ïðèêðåïëåííûå ê ýòîìó ïåïòèäó ìîëåêóëû ëåêàðñòâ â
äàííûå êëåòêè. Îòñîåäèíåíèå ëåêàðñòâà îò íàíîíîñèòåëÿ ïðîèñ-
õîäèò çà ñ÷åò ãèäðîëèçà S–S-ñâÿçè ïåïòèäà, ÷òî ïðîèñõîäèò òîëü-
êî â òîì ñëó÷àå, åñëè ïåïòèä íàõîäèòñÿ âíóòðè êëåòêè.

Ïåïòèä PAP-1 áûë èñêóññòâåííî ñïðîåêòèðîâàí òàê, ÷òîáû îí
ñìîã âñòðàèâàòüñÿ â ìåìáðàíó êëåòîê òîëüêî ïðè íèçêîì ðÍ. Â
òàêîì ñëó÷àå ýòîò ïåïòèä äîëæåí èçáèðàòåëüíî íàêàïëèâàòüñÿ â
êëåòêàõ îïóõîëè. Ïðèêðåïëåíèå ê íåìó ðàäèîàêòèâíîãî ýëåìåíòà,
íàçûâàåìîãî òåêíèòèóì-99, ïîçâîëèëî ïîêàçàòü ñ ïîìîùüþ ãàììà-
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ñöèíòèãðàôèè â ðåàëüíîì âðåìåíè ïðîäâèæåíèå ñêîíñòðóèðîâàí-
íîé íàíîñòðóêòóðû â îðãàíèçìå è åå ïðåèìóùåñòâåííîå íàêîïëå-
íèå â îïóõîëè.

Èòàê, ñ ïîìîùüþ íàíî÷àñòèö âîçìîæíà íå òîëüêî ýôôåê-
òèâíàÿ äîñòàâêà ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ñðåäñòâ íåïîñðåäñòâåííî ê
ìåñòàì íàçíà÷åíèÿ èõ äåéñòâèÿ, íî è âèçóàëèçàöèÿ ñîñòîÿíèÿ â
êëåòêå, ñëóæàùåé ìèøåíüþ äåéñòâèÿ òîãî èëè èíîãî íà÷àëà.
Êðàòêî îõàðàêòåðèçóåì ýòó âîçìîæíîñòü.

10.3. Î ÂÈÇÓÀËÈÇÀÖÈÈ ÂÍÓÒÐÅÍÍÈÕ ÑÒÐÓÊÒÓÐ ÊËÅÒÊÈ
Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÍÀÍÎ×ÀÑÒÈÖ

Âèçóàëèçàöèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷-
íûõ ìåòîäîâ ñîñòàâëÿåò âàæíóþ ïðîáëåìó â áèîëîãèè, ñâÿçàííóþ
ñ èçó÷åíèåì áèîëîãèè êëåòêè, â äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëÿõ è ïðè ïî-
èñêå ìèøåíåé äåéñòâèÿ òåõ èëè èíûõ ëåêàðñòâ, à òàêæå ýôôåêòîâ
èõ äåéñòâèÿ. Ïåðâîíà÷àëüíî èñïîëüçóåìûå ñ ýòîé öåëüþ êðàñèòå-
ëè áûëè çàìåíåíû áîëåå èíôîðìàòèâíûìè îðãàíè÷åñêèìè ôëóî-
ðîôîðàìè. Îäíàêî âûÿâëÿåìûå íåäîñòàòêè èñïîëüçîâàíèÿ ôëóî-
ðåñöåíòíûõ îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé ïðèâëåêëè âíèìàíèå ê âîç-
ìîæíîñòè ýêñïëóàòàöèè ÿâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, ïðîÿâëÿåìîé
íàíîêðèñòàëëàìè, ñïåöèàëüíî ïîëó÷åííûìè ïî òèïó ïîëóïðîâîä-
íèêîâ èç íåñêîëüêèõ ñîòåí àòîìîâ ýëåìåíòîâ, ñîñòàâëÿþùèõ II–
VI èëè III–V ãðóïïû ýëåìåíòîâ ïåðèîäè÷åñêîé ñèñòåìû, è ïî-
êðûòûõ èçîëÿöèîííûì ñëîåì, èçãîòîâëåííûì èç äðóãîãî èíåðò-
íîãî ìàòåðèàëà [1, 31]. Òàêèå íàíîêðèñòàëëû ïîëó÷èëè íàçâàíèå
êâàíòîâûõ òî÷åê – quantum dots – QD. Ñîãëàñíî çàêîíàì êâàí-
òîâîé ìåõàíèêè ïðè ïîïàäàíèè ôîòîíà âèäèìîãî ñâåòà íà òàêîé
êðèñòàëë ñâåòîâàÿ ýíåðãèÿ ïåðâîíà÷àëüíî ñîñðåäîòî÷èâàåòñÿ
ëèøü â ñåðäöåâèíå äàííîé íàíîñòðóêòóðû, çàòåì èñïóñêàåòñÿ â
âèäå íåîáû÷íî ÿðêîé ôëóîðåñöåíöèè, íå ïîäâåðæåííîé âûöâåòà-
íèþ ñî âðåìåíåì. Õîòÿ ïîãëîùåíèå ýíåðãèè ïðîèñõîäèò íà îñíî-
âå ñàìûõ ðàçëè÷íûõ äëèí âîëí, õàðàêòåðíûõ äëÿ äíåâíîãî ñâåòà,
èñïóñêàåòñÿ ëèøü ñóãóáî ìîíîõðîìàòè÷åñêèé ñâåò, êîòîðûé è
îáåñïå÷èâàåò òó èëè èíóþ îêðàñêó ôëóîðåñöåíöèè ìåñòà íàõîæ-
äåíèÿ êðèñòàëëà. Ýòà îêðàñêà çàâèñèò îò ðàçìåðà èñïîëüçóåìûõ
êâàíòîâûõ òî÷åê. Áîëåå êðóïíûå èñïóñêàþò êðàñíûé ñâåò, â òî
âðåìÿ êàê ìåëêèå ñòðóêòóðû ñâåòÿò â ãîëóáîé îáëàñòè ñïåêòðà.
Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþùèåñÿ êâàíòîâûå òî÷êè ñîñòîÿò èç òà-
êèõ ìåòàëëîâ, êàê êàäìèé è öèíê, íî ïîñêîëüêó ýòè ñòðóêòóðû
ïîêðûâàþòñÿ áèîëîãè÷åñêè èíåðòíûì ìàòåðèàëîì (ðàçëè÷íûìè
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ïîëèìåðàìè), ïðîáëåìà èõ òîêñè÷íîñòè ìîæåò áûòü ñíÿòà. Àíà-
ëîãè÷íî âîçìîæíîñòè ôóíêöèîíàëèçàöèè ïîâåðõíîñòè ñàìûõ ðàç-
íûõ íàíî÷àñòèö ïîâåðõíîñòü êâàíòîâûõ òî÷åê òàêæå ìîæåò áûòü
ôóíêöèîíàëèçèðîâàíà è âîçìîæíî îáðàçîâàíèå êîíúþãàòîâ ñ ðàç-
ëè÷íûìè ëåêàðñòâàìè, à òàêæå ñ ìîëåêóëàìè áåëêîâ, íóêëåèíî-
âûõ êèñëîò è äàæå ñ öåëûìè êëåòêàìè. Ñëåäîâàòåëüíî, êâàíòîâûå
òî÷êè ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ äàæå êàê ñïåöèàëüíûå íàíîñåíñîðû.
Îñíîâíîå òðåáîâàíèå ê èõ èñïîëüçîâàíèþ – èõ âîäîðàñòâîðè-
ìîñòü. Ýòîãî ìîæíî äîñòè÷ü ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ïðèåìîâ, íî
íàèáîëåå øèðîêî ðàñïðîñòðàíåí ìåòîä èõ èíêàïñóëèðîâàíèÿ â
êîïîëèìåðíûå áëîêè [34–37].

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êâàíòîâûå òî÷êè êàê ñðåäñòâà âèçóàëèçà-
öèè êëåòîê îáëàäàþò ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ, ñâÿçàííûõ ñ ÿðêîé è
äëèòåëüíîé ôëóîðåñöåíöèåé, íåèçìåííîñòüþ èõ ðàçìåðîâ, ÷òî äëÿ
äðóãèõ ÷àñòèö âîçìîæíî çà ñ÷åò ðàçáóõàíèÿ â áèîëîãè÷åñêèõ ñðå-
äàõ, âûðàæåííîé èíåðòíîñòüþ íåñïåöèôè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé,
èìååòñÿ è ðÿä íåäîñòàòêîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò êà-
êèõ-òî, ïîêà óñêîëüçàþùèõ óñëîâèé, ýòè òî÷êè ìîãóò òî ñâåòèòü,
òî íåò, èíûìè ñëîâàìè íà÷èíàþò «ìèãàòü» [33]. Èíîãäà ïðîèñõî-
äèò àãëîìåðàöèÿ ýòèõ ÷àñòèö ïðè èõ ïðèìåíåíèè íà óðîâíå îðãà-
íèçìà, ÷òî ïðèâîäèò ñîîòâåòñòâóþùèå èññëåäîâàíèÿ â ðàíã àðòå-
ôàêòîâ. Áîëåå òîãî, ñóùåñòâóåò îïàñíîñòü ââåäåíèÿ â îðãàíèçì
ñòðóêòóð íà îñíîâå òàêîãî ÿäîâèòîãî òÿæåëîãî ìåòàëëà, êàê êàä-
ìèé, íî âîçìîæíîñòü âíóòðèîðãàíèçìåííîãî ïîâðåæäåíèÿ ýòèõ
÷àñòèö îáóñëîâèò èõ òîêñè÷íîñòü, õîòÿ îðãàíèçì è ñíàáæåí ñðåä-
ñòâàìè çàùèòû îò òÿæåëûõ ìåòàëëîâ â âèäå ñïåöèàëüíûõ áåë-
êîâ – ìåòàëëîòèîíåèíîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì âíèìàíèå ïðèâëåêàþò
òàêèå ÷àñòèöû, êàê íàíî÷àñòèöû íà îñíîâå êîëëîèäíûõ ðàñòâîðîâ
çîëîòà è ÷àñòèö, ïðîÿâëÿþùèõ ìàãíèòíûå ñâîéñòâà.

Îêàçàëîñü, ÷òî âîçìîæíî îáðàçîâàíèå êîëëîèäíûõ ðàñòâîðîâ
èç çîëîòà, ïðåäñòàâëåííîãî â âèäå ñïåöèàëüíûõ íàíî÷àñòèö. Èõ
ïîâåðõíîñòü ìîæåò áûòü ôóíêöèîíàëèçèðîâàíà, íàïðèìåð ñ ïî-
ìîùüþ òèîëîâûõ ãðóïï, ê êîòîðûì ìîãóò ïðèêðåïëÿòüñÿ ìîëåêó-
ëû, íàïðèìåð ÄÍÊ. Ñ ïîìîùüþ òàêîãî çîíäà ìîæíî îñóùåñòâ-
ëÿòü ïîèñê ãèáðèäèçóþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðè ðåøåíèè
òåõ èëè èíûõ çàäà÷ [38, 39]. Ïðè ýòîì êîìïëåìåíòàðíûå íèòè
ÄÍÊ, ðàñïîëàãàþùèåñÿ íà ðàçëè÷íûõ íàíî÷àñòèöàõ çîëîòà, ñâîèì
âçàèìîñâÿçûâàíèåì óêðóïíÿò ýòè ñòðóêòóðû âïëîòü äî âèäèìûõ
îáðàçîâàíèé [37]. ßñíî, ÷òî ñ ïîìîùüþ íàíî÷àñòèö èç çîëîòà
ìîæíî ðåøàòü òàêèå æå çàäà÷è, êàê è ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê,
îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå äëÿ èõ âûÿâëåíèÿ íåîáõîäèì íå ôëóîðåñ-
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öåíòíûé, à ñêàíèðóþùèé èëè òðàíñìèññèîííûé ýëåêòðîííûé
ìèêðîñêîï. Áîëüøîå âíèìàíèå ê èñïîëüçîâàíèþ çîëîòûõ íàíî÷à-
ñòèö ïðèâëåêëà ðàáîòà, àâòîðû êîòîðîé óñòàíîâèëè, ÷òî åñëè íà
ýòèõ ÷àñòèöàõ çàêðåïèòü ñîîòâåòñòâóþùèé êðàñèòåëü è ôðàãìåíòû
àíòèòåë, òàê íàçûâàåìûå ïåïòèäû ScFv, óçíàþùèå çëîêà÷åñòâåí-
íûå êëåòêè, ââåñòè èõ â ìûøü è îñâåòèòü åå ëó÷àìè ëàçåðà, òî ñà-
ìûé ÿðêèé ñèãíàë îêðàøèâàíèÿ äàþò ëèøü êëåòêè îïóõîëè [40].
Òàêîå íàïðàâëåíèå ðàáîò îòêðûâàåò ïóòü ê ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ
íàèáîëåå ðàííåé äèàãíîñòèêè ðàêà.

Â îáëàñòè èçó÷åíèÿ íàíîìàòåðèàëîâ âíèìàíèå ïðèâëåêëè ñî-
åäèíåíèÿ, îáëàäàþùèå ìàãíèòíûìè ñâîéñòâàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî
íåêîòîðûå ìèêðîîðãàíèçìû ñîäåðæàò ôåððîìàãíèòíûå ìàòåðèà-
ëû, áëàãîäàðÿ êîòîðûì â óñëîâèÿõ ìàãíèòíîãî ïîëÿ âîçíèêàåò
ñïåöèàëüíàÿ îðèåíòàöèÿ òàêèõ êëåòîê. Ýòîò ôàêò ïîñëóæèë òîë÷-
êîì ê ðàçâèòèþ òåõíîëîãèé ïî îáíàðóæåíèþ ýôôåêòîâ ñâÿçûâà-
íèÿ ñóáñòðàòîâ èññëåäóåìûõ áèîëîãè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ èñïîëü-
çóåìûìè ìàãíèòíûìè íàíî÷àñòèöàìè [33]. Òîëüêî ñâÿçàâøèåñÿ
ñóáñòðàòû, â îòëè÷èå îò íåñâÿçàâøèõñÿ, îáåñïå÷àò âîçíèêíîâåíèå
ñîîòâåòñòâóþùåãî ñèãíàëà ìàãíåòèçìà. Ýòî ìîæåò áûòü âûÿâëåíî
ñ ïîìîùüþ «ìèêðîñêîïà», ïðåäñòàâëåííîãî ñïåöèàëüíûì ïðèáî-
ðîì SQUID. Îí îñíîâàí íà ÿâëåíèè êâàíòîâîé èíòåðôåðåíöèè
âûñîêîòåìïåðàòóðíîãî ïåðåõîäà ñóïåðïðîâîäèìîñòè. Åñëè ñóñïåí-
çèþ ìàãíèòûõ íàíî÷àñòèö, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ñîîòâåòñòâóþùè-
ìè àíòèòåëàìè, ïîìåñòèòü â ëóíêè ïàíåëè áèîëîãè÷åñêèõ îáðàç-
öîâ, èññëåäóåìûõ íà ïðåäìåò ñîäåðæàíèÿ âûÿâëÿåìîé ýòèìè àí-
òèòåëàìè ìèøåíè, ïîäñîåäèíèòü SQUID è ñîçäàòü â ïëåíêå èì-
ïóëüñ ìàãíèòíîãî ïîëÿ íà ïðîòÿæåíèè 1 ñ, òî ïðè âûêëþ÷åíèè
ìàãíèòíîãî ïîëÿ ñèãíàë áóäóò äàâàòü ëèøü  ìåäëåííî ðåëàêñè-
ðóþùèå ÷àñòèöû, ñâÿçàâøèå ìèøåíü. Íàíî÷àñòèöû, íå ñâÿçàâøèå
ìèøåíü, áûñòðî óòðàòÿò ñâîþ îðèåíòàöèþ çà ñ÷åò áðîóíîâñêîãî
äâèæåíèÿ è áóäóò íåâèäèìû [1]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòà òåõíîëî-
ãèÿ ïðîäîëæàåò óñîâåðøåíñòâîâàòüñÿ, êàê è òåõíîëîãèÿ èñïîëüçî-
âàíèÿ êîëëîèäíûõ ðàñòâîðîâ îêñèäà æåëåçà. Èñêëþ÷èòåëüíî ìà-
ëûé ðàçìåð ýòèõ ÷àñòèö, ïîêðûòûõ òåì èëè èíûì ñóôåðêòàíòîì ñ
òåìè èëè èíûìè ëèãàíäàìè, ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü èõ íå êàê
ñóñïåíçèþ, à êàê èñòèííûé ðàñòâîð, ÷òî îáëåã÷àåò èõ ïðèìåíåíèå
â ìåäèöèíå ïðè èñïîëüçîâàíèè îáðàçöîâ â âèäå ðàçíûõ æèäêî-
ñòåé îðãàíèçìà è ðàçíûõ òêàíåé [1].

Èòàê, óñïåõ â ðàçðàáîòêå ìàòåðèàëîâ è ïðèãîòîâëåíèè èç íèõ
ñîîòâåòñòâóþùèõ íàíî÷àñòèö (îòìåòèì, ÷òî ïðîñòûì ñïîñîáîì
ïðè èõ ïðèãîòîâëåíèè îêàçàëîñü èñïîëüçîâàíèå ìèêðîâîëíîâûõ
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ïå÷åé [41]) îïðåäåëèë íåîáõîäèìîñòü ðàçâèòèÿ òåõíîëîãèé ïî èñ-
ïîëüçîâàíèþ ýòèõ ñòðóêòóð â êà÷åñòâå ñðåäñòâ äîñòàâêè ðàçëè÷-
íûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ òîëüêî â ñîîòâåòñòâóþùèå ìåñòà
â îðãàíèçìå ïðè âûÿâëåíèè ïàòîëîãèé. ßñíî, ÷òî òàêèì ñòðóêòó-
ðàì äîëæíà áûòü ïðèäàíà ÷åðòà ñåëåêòèâíîãî óçíàâàíèÿ êëåòîê
îðãàíèçìà. Ýòîãî ìîæíî äîñòè÷ü, èçìåíÿÿ ïîâåðõíîñòü òàêèõ êëå-
òîê, òàê êàê ðàçëè÷íûå ëèãàíäû, ñâÿçàííûå ñ òîé èëè èíîé ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ, ìîãóò áûòü çàêðåïëåíû íà ïîâåðõíîñòè
òàêèõ ñòðóêòóð. Ïðîöåäóðà òàêîãî çàêðåïëåíèÿ íàçûâàåòñÿ ôóíê-
öèîíàëèçàöèåé, èëè äåðèâàòèçàöèåé, íàíîñòðóêòóð. Âîò ýòè ëè-
ãàíäû è ìîãóò îïðåäåëèòü íà îñíîâå ìîëåêóëÿðíîãî ñðîäñòâà ëè-
ãàíäîâ ê êîìïîíåíòàì òåõ èëè èíûõ êëåòîê âåêòîðíîñòü èõ ïîïà-
äàíèÿ â îðãàíèçìå â îäíè êëåòêè è áåçðàçëè÷èå ïî îòíîøåíèþ ê
äðóãèì êëåòêàì. ßñíî, ÷òî äîñòàâëåííûå òàêèì îáðàçîì ëåêàðñòâà
ìåíåå ïîäâåðæåíû àòàêå ñî ñòîðîíû îðãàíèçìà, îòðàæàþùåéñÿ íà
åãî àêòèâíîñòè, ïðè òàêîì ñïîñîáå äîñòàâêè ñíèìàåòñÿ ïðîáëåìà
åãî âîçìîæíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ïî îðãàíèçìó è òîêñè÷íîñòè äëÿ
çäîðîâûõ òêàíåé, à òàêæå ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ýôôåêòèâíîå
ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ëåêàðñòâà â êëåòêå.

Áîëåå òîãî, ýôôåêòèâíîñòü âåêòîðíîé äîñòàâêè ëåêàðñòâà â
îðãàíèçìå ìîæåò áûòü óñòàíîâëåíà íåïîñðåäñòâåííî ñ ïîìîùüþ
âèçóàëèçàöèè èñïîëüçóåìûõ íàíîñòðóêòóð. Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå
âîçìîæíîñòè âèçóàëèçàöèè áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íà óðîâíå
êëåòîê ïîçâîëÿåò íå òîëüêî èçó÷àòü âåêòîðíûé ïîòåíöèàë òîé èëè
èíîé íàíîñòðóêòóðû, íî è âûÿâëÿòü â êëåòêå ìîëåêóëû, ñëóæàùèå
ìàðêåðàìè òåõ èëè èíûõ ïàòîëîãèé. Îòñþäà îòêðûâàþòñÿ ðåàëü-
íûå ïåðñïåêòèâû äëÿ ðàííåé äèàãíîñòèêè îïàñíûõ çàáîëåâàíèé.
Âîçìîæíî ïðèìåíåíèå ñàìûõ ðàçíûõ ñïîñîáîâ âûÿâëåíèÿ òàêèõ
ìàðêåðîâ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâåäåì ðåçóëüòàòû ðàáîòû [42].
Áûëî èçâåñòíî, ÷òî ïðè ðàêå, àòåðîñêëåðîçå è íåêîòîðûõ äðóãèõ
çàáîëåâàíèÿõ â ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòêàõ àêòèâèçèðóåòñÿ ýêñïðåñ-
ñèÿ ñïåöèàëüíûõ ïðîòåàç è ïðîòåàçíàÿ àêòèâíîñòü òàêèõ êëåòîê
óâåëè÷èâàåòñÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, åñëè åùå ïðè îòñóòñòâèè íàáëþ-
äàåìûõ ïðèçíàêîâ çàáîëåâàíèÿ âûÿâèòü â êëåòêå òàêóþ àêòèâ-
íîñòü, òî ðàííèé äèàãíîç ïàòîëîãèè ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì. ×òî-
áû ñäåëàòü ýòî, ïîøëè ïî òàêîìó ïóòè. Îêàçàëîñü, ÷òî åñëè ê
êâàíòîâîé òî÷êå ïðèâÿçàòü ÷àñòèöó êîëëîèäíîãî çîëîòà, òî ïåðâàÿ
ïåðåñòàåò ñâåòèòü. Â êà÷åñòâå ïðèâÿçêè èñïîëüçóåòñÿ, íàïðèìåð,
êîëëàãåí ëèáî êàêîé-òî äðóãîé áåëîê èëè ïåïòèä, ëåãêî ïåðåâà-
ðèâàåìûé ïðîòåàçîé. Åñëè òàêîé ôåðìåíò â êëåòêå ïîÿâèëñÿ è
ïåðåâàðèë ïðèâÿçêó, òî êâàíòîâàÿ òî÷êà îñâîáîäèòñÿ îò ñâîåãî
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òîðìîçà è âíîâü çàææåòñÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, ñ ïîìîùüþ òàêîé ñïå-
öèàëèçàöèè ìîæåò áûòü ïîñòàâëåí ðàííèé äèàãíîç.

Åùå îäèí ñïîñîá îïðåäåëåíèÿ îòëè÷èé ìåæäó êëåòêàìè íà
ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ïàòîëîãèé ñâÿçàí ñ âûÿâëåíèåì ðàçëè-
÷èé ìåæäó æåñòêîñòüþ íîðìàëüíîé è çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè.
Åñëè çäîðîâàÿ êëåòêà – ýòî ìÿãêîå îáðàçîâàíèå, òî ðàêîâàÿ êëåò-
êà ñòàíîâèòñÿ î÷åíü æåñòêîé. Êàê îïðåäåëèòü ýòîò ïîêàçàòåëü? Ïî
ýôôåêòèâíîñòè âõîæäåíèÿ âèðóñà, ïîðàæàþùåãî òàêèå òêàíè. Äëÿ
ýòîãî èç âèðóñíûõ ÷àñòèö óäàëÿåòñÿ ÄÍÊ, âíîñÿòñÿ âèçóàëèçè-
ðóþùèå íàíî÷àñòèöû, óçíàþùèå òîò èëè èíîé ìàðêåð çëîêà÷åñò-
âåííîñòè, è ïî ýôôåêòèâíîñòè ñâå÷åíèÿ â êîíòðîëüíîì è îïûò-
íîì îáðàçöàõ ìîæíî îïðåäåëèòü ñîñòîÿíèå æåñòêîñòè èçó÷àåìûõ
êëåòîê [43].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëåêàåò èñïîëüçî-
âàíèå ôóíêöèîíàëèçèðîâàííûõ íàíî÷àñòèö â êà÷åñòâå áèîñåíñî-
ðîâ ïîÿâëåíèÿ â êëåòêå òåõ èëè èíûõ ìîëåêóë èëè èõ ðàçëè÷íûõ
ñîñòîÿíèé. Ïðèâåäåì ïðèìåðû ýòîãî íàïðàâëåíèÿ èññëåäîâàíèé.
Åñëè íà Ñ-òðóáêàõ çàêðåïèòü ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ðåöåï-
òîðó èíñóëèíîâîãî ôàêòîðà ðîñòà, êîòîðûé îñîáåííî èíòåíñèâíî
ýêñïðåññèðóåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ðàêîâîé êëåòêè, ïðèáàâèòü ê íèì
êàïëþ êðîâè, êîòîðàÿ ìîæåò ñîäåðæàòü ñëóùåííûå êëåòêè âîçíè-
êàþùåé îïóõîëè, è ïîìåñòèòü òàêèå òðóáêè ìåæäó ýëåêòðîäàìè,
òî ïðè ïîëîæèòåëüíîì ðåçóëüòàòå èñêîìûõ âçàèìîäåéñòâèé âåëè-
÷èíà ýëåêòðè÷åñêîãî òîêà ðåçêî óâåëè÷èòñÿ [44]. Òàêæå ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè Ñ-òðóáîê ñ íàìîòàííîé íà íèõ ñ ïîìîùüþ ãèáðèäè-
çàöèè îäíîíèòåâîé ÄÍÊ ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì âûÿâëåíèå â
êëåòêàõ îäíîíèòåâûõ ó÷àñòêîâ â ãåíîìå, ÷òî ìîæåò áûòü îáíàðó-
æåíî ïî âîçíèêíîâåíèþ ñäâèãà ôëóîðåñöåíöèè â áëèæíåì óëüòðà-
ôèîëåòå [45].

ßñíî, ÷òî îáëàñòè èñïîëüçîâàíèÿ íàíî÷àñòèö â ïðàêòè÷åñêèõ
öåëÿõ ðàñøèðÿþòñÿ, è åùå îäíèì ïðèìåðîì ýòîãî ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî ïðèìåíåíèå íàíî÷àñòèö ïðè óëüòðàçâóêîâîì èññëåäîâàíèè
ðåçêî óâåëè÷èâàåò êîíòðàñò ñíèìàåìîãî èçîáðàæåíèÿ è îáëåã÷àåò
íåîáõîäèìûå èññëåäîâàíèÿ [46].

Âíåäðåíèå íàíî÷àñòèö â ïîâñåäíåâíóþ æèçíü ÷åëîâåêà ñòàâèò
â öåíòð âíèìàíèÿ ïðîáëåìó èõ áåçîïàñíîñòè. Íà ýòîì ïóòè èíòå-
ðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðåçóëüòàòû ïî îáíàðóæåíèþ ïðèåìîâ, ñ ïîìî-
ùüþ êîòîðûõ Ïðèðîäà ìîæåò êîíòðîëèðîâàòü ðàñïðîñòðàíåíèå
ýòèõ ÷àñòèö. Òàê, â øàõòàõ Âèñêîíñèíà â ÑØÀ îáíàðóæåíû áàê-
òåðèè, êîòîðûå âûäåëÿþò êàêèå-òî ñïåöèàëüíûå áåëêè, ñïî-
ñîáíûå ïîãëîùàòü íàíî÷àñòèöû, îáðàçóþùèåñÿ íà îñíîâå òàêèõ
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ìåòàëëîâ, êàê As, Pb, U, Pt. Ñðåäè ãîðíûõ ïîðîä îáíàðóæåíû âè-
äèìûå ìèíåðàëüíûå îáðàçîâàíèÿ, íàïîìèíàþùèå ïîïåðå÷íûå
ñðåçû äðåâåñíûõ ïîðîä, â êîòîðûõ ãîäîâûå êîëüöà ïðåäñòàâëåíû
÷åðåäîâàíèÿìè ñëîåâ èç íåîðãàíè÷åñêèõ âåùåñòâ è ìîëåêóë áåë-
êîâ [47]. Âûçûâàåò èíòåðåñ âîçìîæíîñòü ïðåäíàçíà÷åíèÿ íà ýòó
ðîëü âûðåçàþùèõñÿ èç ìîëåêóë áåëêîâ â ÿâëåíèè áåëêîâîãî
ñïëàéñèíãà âíóòðåííèõ ÷àñòåé – èíòåèíîâ (ñì. ãëàâó 4). Îáíàðó-
æåíèå òàêîãî ôàêòà ïîêàçàëî áû, ÷òî â Ïðèðîäå íè÷åãî íå ïðîïà-
äàåò çðÿ, è óñèëèëî áû áèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå íåîáõîäèìîñòè
áåëêîâîãî ñïëàéñèíãà, à òàêæå òî, ÷òî âîçìîæíîñòü çàùèòû îò
íàíî÷àñòèö çà ñ÷åò ïðèðîäíûõ ðåñóðñîâ ìîæåò îêàçàòüñÿ äîñòà-
òî÷íî ðàñïðîñòðàíåííûì.

Èòàê, íàíîòåõíîëîãèè îêàçàëèñü âûèãðûøíûì ñðåäñòâîì äî-
ñòàâêè ëåêàðñòâà â íóæíîå âðåìÿ â íóæíîå ìåñòî. Âîçíèê âîïðîñ
îá ýôôåêòèâíîñòè îòûñêàíèÿ â êëåòêå ìèøåíè äåéñòâèÿ äîñòàâ-
ëåííîãî òàêèì îáðàçîì ëåêàðñòâà, èíûìè ñëîâàìè, ñïîñîáíû ëè
íàíîíîñèòåëè ëåêàðñòâ îòðàæàòüñÿ íà õàðàêòåðå âçàèìîäåéñòâèÿ
ìèøåíè è ëåêàðñòâà. Ïåðâàÿ ïîïûòêà èçó÷åíèÿ ýòîãî âîïðîñà
ïðåäñòàâëåíà â ðàáîòå [48].

Â ýòîé ðàáîòå áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû áèîäåãðàäèðóåìûå ïî-
ëèìåðíûå íàíîíîñèòåëè, ñíàáæåííûå ëèãàíäàìè, êîòîðûå èçáè-
ðàòåëüíî óçíàâàëè îáîãàùåíèå ñîîòâåòñòâóþùèìè ðåöåïòîðàìè
òîëüêî ðàêîâûõ êëåòîê îðãàíèçìà. Áîëåå òîãî, íà îñíîâå ýòèõ
íîñèòåëåé áûëè ïîëó÷åíû èõ êîíúþãàòû ñ ìàëûìè ìîëåêóëàìè
õèìè÷åñêîãî èíãèáèòîðà, âûêëþ÷àþùåãî õîðîøî èçó÷åííûé
MAPK-ïóòü ïåðåäà÷è ñèãíàëà, îò àêòèâíîñòè êîòîðîãî çàâèñèò
ýêñïðåññèÿ ãåíîâ æèçíåîáåñïå÷åíèÿ êëåòêè. Èçâåñòíî, ÷òî åñëè â
ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ýòîãî èíãèáèòîðà ôîñôîðèëèðîâàíèå êèíàçû
ERK ýòîãî ïóòè ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì, òî âêëþ÷àåòñÿ ìåõà-
íèçì ïðîãðàììèðîâàííîé ñìåðòè êëåòêè – àïîïòîç. Îí åùå áî-
ëåå óñèëèâàåòñÿ ïðè îäíîâðåìåííîì èñïîëüçîâàíèè öèñïëàíòèíà
â ðåæèìå îáû÷íîé õèìèîòåðàïèè. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíîñòü
àäðåñíîé äîñòàâêè ñ ïîìîùüþ íàíîíîñèòåëåé ëåêàðñòâ, ïðåäñòàâ-
ëåííûõ èíãèáèòîðàìè ìîëåêóëÿðíûõ ìèøåíåé, ïðèâëåêàåò âíè-
ìàíèå êàê ïåðñïåêòèâíàÿ òåõíîëîãèÿ, ñïîñîáíàÿ ñòàòü îáû÷íîé
ïðàêòèêîé ýôôåêòèâíîé ìåäèöèíû.

Îáëåã÷àåò ëè ïðîãðåññ â îáëàñòè âîçìîæíîñòè ñîñðåäîòî÷åíèÿ
ëåêàðñòâà ëèøü â íóæíîì ìåñòå îðãàíèçìà óñèëèÿ ïî ïðåîäîëå-
íèþ ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè? Îäíîçíà÷íûé îòâåò íà ýòîò
âîïðîñ ïîêà íå ïîëó÷åí è ýòîé ïðîáëåìå ïîñâÿùåí îáçîð [49].
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Ðàññìîòðåâ ìåõàíèçìû óñòîé÷èâîñòè ðàêîâîé êëåòêè, ñâÿçàí-
íûå ñ àêòèâàöèåé ðàçëè÷íûõ áåëêîâûõ ýêñïîðòåðîâ èç êëåòêè
ìíîãèõ ëåêàðñòâ êàê ñóáñòðàòîâ, ñ âûêëþ÷åíèåì àïîïòîòè÷åñêîé
ïðîãðàììû êëåòêè, ñ ïîñëåäñòâèÿìè âëèÿíèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ
îïóõîëè, îáóñëîâëåííûìè âîçíèêàþùåé ãèïîêñèåé êëåòîê è èç-
ìåíåíèåì ðîëè ýêñòðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà, àâòîðû ïîäâîäÿò
èòîã ðåçóëüòàòîâ ïåðâîé âîëíû â ðàçðàáîòêå è èñïîëüçîâàíèè íà-
íîñðåäñòâ â ìåäèöèíå. Êðàòêî õàðàêòåðèçóÿ ýòîò èòîã, îòìåòèì,
÷òî óñïåøíî ðåøåíû ìíîãèå çàäà÷è ðàçíûõ ýòàïîâ ðàçâèòèÿ íà-
íîòåõíîëîãèé. Îäíàêî ïîëó÷åíèå âûñîêîçíà÷èìûõ ìåäèöèíñêèõ
ðåçóëüòàòîâ îñòàâëÿëî æåëàòü ëó÷øåãî. Â ñâÿçè ñ ïîèñêîì íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíûõ ñðåäñòâ äîñòàâêè è äîñòèæåíèÿ èñêîìûõ ìåäè-
öèíñêèõ ýôôåêòîâ îñîáîå âíèìàíèå ïðèâëåêëè ðÍ-÷óâñòâèòåëü-
íûå íàíîñèñòåìû. Îõàðàêòåðèçóåì èõ ïîäðîáíåå.

Åñëè ðÍ öèòîçîëÿ êëåòêè ñîñòàâëÿåò ïîðÿäêà 7, òî â òàêîì
êîìïàðòìåíòå êëåòêè, êàê ýíäîñîìà, îí, çàêèñëÿåìûé ñ ïîìîùüþ
ðàáîòû ïðîòîííîãî íàñîñà – V-ATPàçû, ñíèæàåòñÿ äî 5–6. Òà-
êèì îáðàçîì, âàæíî èñïîëüçîâàòü ýíäîñîìíûé ïóòü ââåäåíèÿ íà-
íîíîñèòåëÿ â êëåòêó. Ýòî ìîæíî îñóùåñòâëÿòü ñ ïîìîùüþ ðåöåï-
òîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà èëè ñïîíòàííîãî ýíäîöèòîçà (à
òàêæå ýíäîöèòîçà íà îñíîâå CPP-ïåïòèäîâ). Íàëè÷èå â ëåêàðñò-
âåííîì íàíîíîñèòåëå ðÍ ÷óâñòâèòåëüíîãî ïîëèìåðà, êîòîðûé
ñïîñîáåí ê ïðîòîíèðîâàíèþ, âûçîâåò ýôôåêò «ïðîòîííîé ãóáêè»,
èëè óñèëåííîãî âõîæäåíèÿ â ýíäîñîìó Í+-èîíîâ (à òàêæå èîíîâ
Cl—). Ïðè ýòîì â ýíäîñîìó íà÷èíàåò ïîñòóïàòü âîäà, âûçûâàÿ ðàç-
áóõàíèå îðãàíåëëû âïëîòü äî åå ðàçðûâà. Òàê, â ðåçóëüòàòå ëèêâè-
äàöèè ýíäîñîìíîãî êîìïàðòìåíòà è äåãðàäàöèè íàíî÷àñòèöû ëå-
êàðñòâî ïîïàäàåò â öèòîçîëü.

Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ïðèíöèïà ïîçâîëèëî ñêîíñòðóèðîâàòü
íàíî÷àñòèöû íà îñíîâå ñïîñîáíîãî ê èîíèçàöèè ïîëè-L-ãèñòè-
äèíà è íåèîíèçóþùåãîñÿ ïîëèìåðà ïîëè-L-ìîëî÷íîé êèñëîòû,
êîíúþãèðîâàííîé ñ ôîëèåâîé êèñëîòîé. Îíà ïîçâîëÿåò èçáèðà-
òåëüíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êëåòêàìè, íàèáîëåå èíòåíñèâíî ýêñ-
ïðåññèðóþùèìè ðåöåïòîð ýòîé êèñëîòû, à òàêèìè êëåòêàìè ÿâ-
ëÿþòñÿ çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè. Áîëåå òîãî, èñïîëüçîâàíèå â êà-
÷åñòâå ìèøåíü-íàâîäÿùåãî ëèãàíäà òàêîãî ïðîíèêàþùåãî â êëåò-
êè ïåïòèäà, êàê Tat-ïåïòèä ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü êîíñòðóêöèþ,
êîòîðàÿ ïðè èñïûòàíèè in vitro ñíèæàëà IC50 ïðèìåíÿåìîãî ëåêàð-
ñòâà, äîñòàâëåííîãî â êëåòêó ñ ïîìîùüþ ýòîé êîíñòðóêöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ öèðêóëÿöèåé ëåêàðñòâà â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè, îò
3–4 äî 8 ðàç. Òàêîé ñïîñîá äîñòàâêè òåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà
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íå áðîñàåò âûçîâ ðàáîòå ìíîæåñòâåííûõ ýêñïîðòåðîâ, è ëåêàðñòâî
èç êëåòîê íå âûáðàñûâàåòñÿ. ßñíî, ÷òî ýòà êîíñòðóêöèÿ ïðåäñòàâ-
ëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ èçó÷åíèé in vivo [49].

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèâëåêëà íàíîêîí-
ñòðóêöèÿ, ïðèíöèï äåéñòâèÿ êîòîðîé ïîçâîëèë ïðèñâîèòü åé ïî
èìèòàöèè îáðàçà è ïîäîáèÿ âèðóñíîé ÷àñòèöû íàçâàíèå «âèðîãåëü»
(virogel) [49]. Ýòîò ïðèíöèï ïîêàçàí íà ðèñ. 10.2 (ñì. âêëåéêó).

Êîíñòðóêöèÿ ñîñòîèò èç äâóõ ÷àñòåé: ëèïîôèëüíîé ñåðäöåâè-
íû – êîðà è ãèäðîôèëüíîé îáîëî÷êè. Ïåðâàÿ ïðåäñòàâëåíà ïî-
ëèìåðîì ïîëè-L-ãèñòèäèíîì-êî-ôåíèëàëàíèíîì. Âòîðàÿ – ÏÝÃ
è áû÷üèì ñûâîðîòî÷íûì àëüáóìèíîì (ÁÑÀ). Îäèí êîíåö ÏÝÃ
ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîðîâûì ïîëèìåðîì, äðóãîé – ñ ÁÑÀ, êîòîðûé îá-
ðàçóåò êàê áû âèðóñíûé êàïñèä. Îêàçàëîñü, ÷òî òàêàÿ êîíñòðóê-
öèÿ îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ðàçáóõàòü è ñæèìàòüñÿ â çàâèñèìîñòè
îò ðÍ. Åñëè òàêóþ êîíñòðóêöèþ çàïîëíèòü, íàïðèìåð, äîêñîðó-
áèöèíîì, òî ïðè ïîïàäàíèè ýòîé êîíñòðóêöèè â ýíäîñîìàëüíûå
óñëîâèÿ îíà íàáóõàåò, è ëåêàðñòâî âûñêàëüçûâàåò èç íåå. Áîëåå
òîãî, òàêîå ðåçêîå óâåëè÷åíèå îáúåìà íàíî÷àñòèöû ñïîñîáíî ðà-
çîðâàòü ìåìáðàíó ýíäîñîìû è íàíî÷àñòèöû îêàçûâàþòñÿ â öèòî-
çîëå â óñëîâèÿõ íåéòðàëüíîãî ðÍ, ìîìåíòàëüíî ñæèìàÿñü äî èñ-
õîäíûõ ðàçìåðîâ. Ïðè ñìåðòè è ëèçèñå òàêîé êëåòêè ïîä äåéñòâè-
åì âíåñåííîãî ëåêàðñòâà èñõîäíàÿ íàíî÷àñòèöà ïîâòîðèò öèêë
ïðåâðàùåíèé è äåéñòâèé, óíè÷òîæàÿ ïîäîáíî äåéñòâèþ âèðóñà
âñå íîâûå è íîâûå êëåòêè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòà íàíîñèñòåìà
ïðèâëåêàåò áîëüøîå âíèìàíèå â ñâÿçè ñ ïîèñêîì ðåøåíèÿ êîí-
êðåòíûõ êëèíè÷åñêèõ çàäà÷.

Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ òàêæå èñïîëüçîâàíèå ôåððîìàãíèòíûõ
íàíî÷àñòèö, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ óäàâàëîñü ñíèçèòü óðîâåíü óñ-
òîé÷èâîñòè ðàêîâûõ êëåòîê ê îíêîëåêàðñòâàì. Òàê, â ðàáîòå [50]
íà ìîäåëè óñòîé÷èâûõ êëåòîê ëåéêåìèè, ïðèâèòûõ ïîäêîæíî ãî-
ëûì ìûøàì, ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ââåäåíèè â òàêèå êëåòêè 5-áðî-
ìîòåòðàíäðèíà è Fe(3)O(4)-íàíî÷àñòèö, îáúåäèíåííûõ ñ äàóíîðó-
áèöèíîì, íàáëþäàëñÿ ðåçêî âûðàæåííûé ïðîòèâîîïóõîëåâûé
ýôôåêò. Ïðè ýòîì ñíèæàëàñü ýêñïðåññèÿ àíòèàïîïòîçíîãî ôàêòî-
ðà bcl2 è âîçðàñòàëà ýêñïðåññèÿ Bax è êàñïàçû 3. Â ðàáîòå [51]
óñòàíîâëåíî, ÷òî ââåäåíèå öèñïëàíòèíà â ñîñòàâå ôåððîìàãíèò-
íûõ ÷àñòèö ðåçêî ïîâûøàëî ÷óâñòâèòåëüíîñòü óñòîé÷èâûõ êëåòîê
ê äåéñòâèþ öèñïëàíòèíà, è ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íàáëþäàþ-
ùèìñÿ óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè áåëêà bcl2 è survivine.

Èòàê, èäåè è òåõíè÷åñêèå âîçìîæíîñòè ñîâðåìåííûõ íàíîòåõ-
íîëîãèé îõâàòûâàþò è òàêóþ îáëàñòü, êàê ìåäèöèíà, îáåñïå÷èâàÿ
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â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åíèå ðåçóëüòàòîâ è òåîðåòè÷åñêîãî, è
ïðàêòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ. Îñíîâíûå óñèëèÿ â ðàçðàáîòêå íàíîòåõ-
íîëîãèé ñîñðåäîòî÷åíû íà ðåøåíèè ïðîáëåìû àäðåñíîé äîñòàâêè
â îðãàíèçìå íàíî÷àñòèö, êîíúþãèðîâàííûõ ñ òåì èëè èíûì ëå-
êàðñòâîì, à òàêæå íà âîçìîæíîñòè ñðàâíèòåëüíîé âèçóàëèçàöèè
òåõ èëè èíûõ ñòðóêòóð êëåòêè â ñëó÷àå ïðîÿâëåíèÿ êëåòêîé ôåíî-
òèïà ÷óâñòâèòåëüíîñòè èëè óñòîé÷èâîñòè ê ïðèìåíÿåìîé õèìèî-
òåðàïèè. Áîëåå òîãî, íàíîòåõíîëîãèè ïîçâîëÿþò îáíàðóæèâàòü ìàð-
êåðíûå ìîëåêóëû, ïîÿâëÿþùèåñÿ íà ñàìûõ ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâè-
òèÿ òîé èëè èíîé ïàòîëîãèè.

 Ïîñêîëüêó ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòêè ìîæíî ðàññìàòðèâàòü
êàê êîîðäèíèðîâàííóþ ñîâîêóïíîñòü ðàçëè÷íûõ ñèñòåì è èõ
âçàèìîäåéñòâèé, âàæíî ðàññìîòðåíèå âîïðîñà î âîçìîæíîé ñâÿçè
ìåæäó Mdr-ôåíîòèïîì êëåòêè è ñîñòîÿíèåì åå ñèñòåìíîãî óðîâ-
íÿ îðãàíèçàöèè. Ñîâðåìåííûå çíàíèÿ î áèîëîãèè ñèñòåì ñóììè-
ðîâàíû â ñëåäóþùåé ãëàâå êíèãè.
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Î ÑÈÑÒÅÌÍÎÉ ÁÈÎËÎÃÈÈ
È ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÄÅÉÑÒÂÈß

ËÅÊÀÐÑÒÂ

Êàê ìû óæå îòìå÷àëè, â áèîëîãèè, êàê è â êàæäîé íàóêå, âû-
äåëÿþòñÿ ðàçëè÷íûå ïåðèîäû íàêîïëåíèÿ çíàíèé íà ïóòè óñòàíîâ-
ëåíèÿ çàêîíîâ è ñóùíîñòè æèçíè. Îäèí èç ñàìûõ çíà÷èòåëüíûõ
äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïåðèîäîâ õàðàêòåðèçóåòñÿ òåðìèíîì «ðå-
äóêöèîíèçì». Ñóòü ýòîãî òåðìèíà îçíà÷àåò èñïîëüçîâàíèå ïîäõî-
äà, ñâÿçàííîãî ñ ðàçáîðîì öåëîãî íà ÷àñòè è èçó÷åíèå ÷àñòåé ïî
îòäåëüíîñòè. Êóëüìèíàöèåé äîñòèæåíèé ýòîãî ïåðèîäà ñòàëè ðàç-
ðàáîòêà âîçìîæíîñòè è ïåðåõîä áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé íà
ìîëåêóëÿðíûé óðîâåíü è ñòàíîâëåíèå ñïåöèàëüíîé äèñöèïëè-
íû – ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè. Ðàñêðûòèå õèìè÷åñêîé ïðèðîäû
êîìïîíåíòîâ êëåòêè, íà îñíîâå êîòîðûõ ïðîòåêàþò áèîëîãè÷åñ-
êèå ïðîöåññû, è ðàçðàáîòêà âûñîêèõ òåõíîëîãèé, ïîçâîëÿþùèõ
èçó÷åíèå ñâîéñòâ è ïîâåäåíèÿ ìîëåêóë â ðåàëüíîì âðåìåíè è
ïðîñòðàíñòâå ïðèâåëè ê âîçíèêíîâåíèþ çàìûêàåìûõ â öèêë
îãðîìíûõ ìàññèâîâ ñïåöèàëüíûõ îáëàñòåé ìîëåêóëÿðíûõ èññëå-
äîâàíèé. Îáúåäèíåíèå êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ýòèõ ìàññèâîâ ñ
ïîìîùüþ ðàçðàáàòûâàåìûõ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì ïîçâîëÿåò
ñôîðìèðîâàòü òåîðèþ âûÿâëÿåìûõ áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ, ïðîâå-
ñòè èõ êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå, ðåêîíñòðóêöèþ òîãî èëè
èíîãî áèîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà è âûäâèíóòü ñïîñîáíóþ ê ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêå ãèïîòåçó, îáúÿñíÿþùóþ ñóòü íàáëþäàåìî-
ãî ÿâëåíèÿ [1–7]. Ýòè ìàññèâû ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ óäîáíî
î÷åð÷èâàþòñÿ ñ ïîìîùüþ ïðèáàâëåíèÿ ê íàçâàíèþ êàæäîé îáëàñ-
òè ñóôôèêñà «îìèêà»: ãåíîìèêà, ýïèãåíîìèêà, èíòåðôåðîìèêà,
òðàíñêðèïòîìèêà, èíòåðàêòîìèêà, êèíîìèêà, òðàíñëÿòîìèêà, ïðî-
òåîìèêà, ìåòàáîëîìèêà, ãëèêîìèêà, ëèïèäîìèêà è äð. Òåõíîëîãè-
÷åñêèå âîçìîæíîñòè âû÷ëåíåíèÿ òàêèõ îáëàñòåé èññëåäîâàíèÿ
ñïîñîáñòâîâàëî ðàñøèðåíèþ ñïåêòðà èçó÷àåìûõ â êëåòêå è îðãà-
íèçìå ìîëåêóë è èõ ñâîéñòâ, îïðåäåëÿþùèõ ïðîòåêàíèå áèîëîãè-
÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Â ðàìêàõ òðàäèöèîííîãî ðåäóêöèîíèñòñêîãî
ïîäõîäà ðàñøèðåíèå òàêîãî ñïåêòðà óâåëè÷èâàëî âåðîÿòíîñòü èäåí-
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òèôèêàöèè êàêîãî-òî îòäåëüíîãî êîìïîíåíòà èëè êàêîãî-òî îä-
íîãî âèäà ìîëåêóë, ñ ïîëîìêîé êîòîðûõ ñâÿçûâàëîñü íàðóøåíèå
òîé èëè èíîé ôóíêöèè è âîçíèêíîâåíèå òîé èëè èíîé ïàòîëîãèè.
Âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ðåøåíèÿ ìåäèöèíñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ çàäà÷
òàêàÿ èäåîëîãèÿ äàâàëà ïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû. Îäíàêî ïðè
òàêîé ïàòîëîãèè, êàê ðàê, îêàçàëîñü, ÷òî ïðè ïîèñêå ïåðâîïðè÷è-
íû çàáîëåâàíèÿ â âèäå ìîëåêóë ñïåöèàëüíîãî îíêîãåíà áûëî îá-
íàðóæåíî áîëåå 70 îíêîãåíîâ, è èíäóöèðîâàííûå ïîëîìêè â íèõ
íå ïðèâîäèëè ê âîçíèêíîâåíèþ ðàêà. Ýòî ïîñëóæèëî òîë÷êîì ê
ôîðìèðîâàíèþ ïåðåõîäà îò ëîãè÷åñêîãî ìûøëåíèÿ î ñèñòåìíîé
îðãàíèçàöèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè è óïðàâëåíèþ
åþ ñ ïîìîùüþ ðåãóëÿòîðíîé ñåòè âçàèìîäåéñòâèé ê íåîáõîäèìûì
ýêñïåðèìåíòàëüíûì âîïëîùåíèÿì â ðàìêàõ ýòîãî ìûøëåíèÿ. Èçó-
÷åíèå çëîêà÷åñòâåííîãî ðîñòà êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî â ðåçóëüòàòå
íàðóøåíèé â ðàáîòå ðåãóëÿòîðíîé ñåòè âçàèìîäåéñòâèé êëåòêà
óòðà÷èâàåò â îðãàíèçìå êîíòðîëü ñâîåé àêòèâíîñòè, îáÿçàòåëüíûé
â óñëîâèÿõ ìíîãîêëåòî÷íîñòè, è íà÷èíàåò áåçóäåðæíî ðàñòè  è
ðàçìíîæàòüñÿ, îáðàçóÿ çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü. Ñëåäîâàòåëüíî,
ðàê – ýòî çàáîëåâàíèå ñèñòåìíîãî óðîâíÿ, ðàñêðûòèå ïðèíöèïîâ
îðãàíèçàöèè êîòîðîãî îïðåäåëÿåò óñïåõ â áîðüáå ñî çëîêà÷åñò-
âåííûì ðàçìíîæåíèåì êëåòîê [8]. Èòàê, èçó÷åíèå êîìïîíåíòîâ
êëåòêè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå, óñòàíîâëåíèå äèíàìè÷åñêîãî
õàðàêòåðà èõ ñâîéñòâ è ïîëíîå óïðàâëåíèå èìè ñ ïîìîùüþ ñïå-
öèàëüíûõ ðåãóëÿòîðíûõ êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ ñîñòàâèëè îñíîâó
âîçíèêíîâåíèÿ íîâîé áèîëîãè÷åñêîé äèñöèïëèíû, ïîëó÷èâøåé
íàçâàíèå ñèñòåìíîé áèîëîãèè. Èñòîðèÿ åå âîçíèêíîâåíèÿ îïèñà-
íà â ðàáîòå: Alon Uri. An introduction to systems biology: Design
principles of biological circuits. – London, UK: Chapman & Hall,
2007. – 301 p. –  ISBN 978-1-584-88642-6.

Êðàòêî îñòàíîâèìñÿ íà îïðåäåëåíèè ïîíÿòèÿ ñèñòåìà è åå
ñâîéñòâàõ. Îïðåäåëèì ñèñòåìó êàê íåêóþ åäèíóþ ñòðóêòóðó, êîòî-
ðóþ, îäíàêî, âîçìîæíî ðàçîáðàòü íà îòäåëüíûå ñàìîñòîÿòåëüíûå
÷àñòè, îáëàäàþùèå êàæäàÿ ñâîèìè ñâîéñòâàìè. Îñíîâíàÿ îñîáåí-
íîñòü òàêèõ ÷àñòåé ñîñòîèò â èõ ñïîñîáíîñòè ê âçàèìîäåéñòâèÿì
ìåæäó ñîáîé óíèêàëüíûì îáðàçîì, è ýòî ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâå-
íèþ íîâîãî êà÷åñòâà, íîâîãî ñâîéñòâà, ïðèñóùåãî ñèñòåìå â öå-
ëîì è íå õàðàêòåðíîãî íè äëÿ îäíîé åå ÷àñòè. Îòñþäà, ñèñòåìà
õàðàêòåðèçóåòñÿ òàêèì òåðìèíîì, êàê âîçíèêíîâåíèå íîâîãî
ñâîéñòâà – emergent property, ïðåäñêàçóåìîñòü êîòîðîãî è ñîñòàâ-
ëÿåò ïåðâîñòåïåííóþ çàäà÷ó ñèñòåìíîé áèîëîãèè. Òàêèì îáðàçîì,
óñòàíîâëåííîå ñ ïîìîùüþ ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè íàëè÷èå íåîá-
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õîäèìîé äëÿ æèçíè ÷åëîâåêà ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè â êîëè÷å-
ñòâå ïðèáëèçèòåëüíî 25 òûñ. ãåíîâ, äàþùèõ íà÷àëî ìèðèàäàì
áåëêîâ, ôóíêöèîíèðóþùèõ â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ îðãàíèçìà, îáðà-
çóþò ñèñòåìû ðàçëè÷íûõ óðîâíåé ñëîæíîñòåé. Ýòî íàäåëÿåò îðãà-
íèçì ñâîéñòâàìè, íå âñåãäà íàïðÿìóþ çàâèñÿùèìè ëèøü îò ãåíå-
òè÷åñêîé äåòåðìèíàöèè.

Èòàê, ëîãèêà æèâîãî îñíîâûâàåòñÿ íà ïðèíöèïàõ, êîòîðûå
äîëæíû îáåñïå÷èâàòü óâåëè÷åíèå ñòåïåíè ðàçíîîáðàçèÿ îðãàíèç-
ìîâ. Îò ýòîé âåëè÷èíû çàâèñèò çàïàñ ïðî÷íîñòè æèçíè çà ñ÷åò
âîçìîæíîñòè ôîðìèðîâàíèÿ âåëèêîãî ìíîæåñòâà ïðèñïîñîáè-
òåëüíûõ ðåàêöèé æèâîãî â áîðüáå çà âûæèâàíèå îðãàíèçìà â òåõ
èëè èíûõ óñëîâèÿõ. Ìîæíî âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ñèñòåìíàÿ áèîëîãèÿ ïîçâîëÿåò óñòàíîâèòü çàêîíîìåðíîñòè, îòâå-
÷àþùèå çà âêëàä ÷èñòî ãåíåòè÷åñêîãî è ñèñòåìíîãî óðîâíåé îðãà-
íèçàöèè æèçíè, à òàêæå õàðàêòåðà è ðåçóëüòàòà âçàèìîäåéñòâèé
ýòèõ óðîâíåé â îáåñïå÷åíèè ôåíîòèïà îðãàíèçìà è òîãî, ÷òî íå-
îáõîäèìî êàê äëÿ ñîõðàíåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ýòîãî ôåíîòèïà, òàê è
îñóùåñòâëåíèÿ åãî èçìåí÷èâîñòè. Â ðåøåíèè ýòèõ çàäà÷ ñèñòåì-
íàÿ áèîëîãèÿ íàõîäèòñÿ åùå â ìëàäåí÷åñêîì âîçðàñòå. Îäíè çàäà-
÷è ïîääàþòñÿ ðåøåíèþ áîëåå ëåãêî, äðóãèå – ñ áîëüøèì òðóäîì.
Òàê, â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåí ïðèíöèï, íà îñíîâàíèè êîòî-
ðîãî ñèñòåìà ìîæåò ïîääåðæèâàòü ñîñòîÿíèå ñâîåé óñòîé÷èâîñòè.
Òåðìèíîëîãè÷åñêè ýòî ïðèíöèï èçáûòî÷íîñòè (redundancy) èëè
âîçìîæíîñòè âûïîëíåíèÿ îäíîãî è òîãî æå äåëà â âèäå ðàçëè÷íûõ
âåðñèé ðàáîòû ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîëåêóëÿðíûõ ñðåäñòâ. Ïîÿñíèì
èäåþ ýòîãî ïðèíöèïà íà îäíîì êîíêðåòíîì ïðèìåðå.

Êàê èçâåñòíî, ìîëåêóëû ãîìîëîãè÷åñêîé ÄÍÊ ñïîñîáíû ê
ñëèïàíèþ, ñèíàïñó íà îñíîâå êîìïëåìåíòàðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
îñíîâàíèé è âçàèìíîìó îáìåíó ñâîèì ìàòåðèàëîì. Òàêàÿ ãîìî-
ëîãè÷åñêàÿ ðåêîìáèíàöèÿ – ýôôåêòèâíîå ñðåäñòâî äëÿ áûñòðîãî
äîñòèæåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ. Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî
ãåíîìû îðãàíèçìîâ ñîäåðæàò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïîâòîðÿþùèõñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, òàêæå ñïîñîáíûõ ê ðåêîìáèíàöèè íà îñíî-
âàíèè ãîìîëîãèè îñíîâàíèé. Â ýòîì ñëó÷àå ðåêîìáèíàöèÿ íàçû-
âàåòñÿ ýêòîïè÷åñêîé [9]. Îñîáåííîñòü ýòîãî âèäà ðåêîìáèíàöèè
çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ïðè íåáîëüøîì âêëàäå â ýôôåêò ãåíåòè÷å-
ñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ îíà ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñåðüåçíûì ïîëîìêàì
â ãåíîìå. Ñëåäîâàòåëüíî, â ïðèðîäå ýòîò âèä ðåêîìáèíàöèè äîë-
æåí êîíòðîëèðîâàòüñÿ îñîáåííî òùàòåëüíî. Êàê óæå óêàçûâàëîñü,
ýòà ðîëü âîçëîæåíà, ïðåæäå âñåãî, íà ñïåöèàëüíóþ àðõèòåêòóðó
ÿäðà è õðîìîñîìíûõ òåððèòîðèé, îãðàíè÷èâàþùèõ ïîäâèæíîñòü
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õðîìîñîì è âîçìîæíîñòü âñòðå÷è îòäåëüíûõ èõ ó÷àñòêîâ äðóã ñ
äðóãîì. Íî îêàçàëîñü, ÷òî ýòî – íå åäèíñòâåííîå ñðåäñòâî. Íà
ýòî æå íàïðàâëåíà ðàáîòà ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ êëåòêè çà
ñ÷åò ââåäåíèÿ ìåòèëüíûõ ãðóïï ïî 5-ìó ïîëîæåíèþ öèòîçèíà,
çàïðåùàþùèõ ýêòîïè÷åñêóþ ðåêîìáèíàöèþ. Áîëåå òîãî, êâàíòî-
âî-ôèçè÷åñêèå ðàñ÷åòû êîìïîíåíòîâ ÄÍÊ, îñîáî èíòåíñèâíî
ïðîâîäÿùèåñÿ òàêæå â Èíñòèòóòå ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíå-
òèêè ÍÀÍ Óêðàèíû, ïîêàçàëè âîçìîæíûå ñóùåñòâåííûå ðàçëè-
÷èÿ â ñîñòîÿíèè ýòèõ êîìïîíåíòîâ òàê, ÷òî íà óðîâíå ìîëåêóë
ÄÍÊ âîçìîæíî ñóùåñòâîâàíèå ìèêðîãåòåðîãåííîñòåé [10]. Íå èñ-
êëþ÷åíî, ÷òî ìîëåêóëÿðíûé àïïàðàò, îñóùåñòâëÿþùèé ðåàêöèè
ðåêîìáèíàöèè, ÷óâñòâóåò ýòè ìèêðîãåòåðîãåííîñòè è íå êëàññè-
ôèöèðóåò äàííûé ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë êàê ãîìîëîãè÷åñêèé. À
ýòî ïîçâîëÿåò ãåíîìó, íàäåëåííîìó ñâîéñòâîì ïëàñòè÷íîñòè, îñ-
òàâàòüñÿ â ìîëåêóëÿðíîì ïîêîå. Òàêèì îáðàçîì, êëåòêà èñïîëüçó-
åò òðè ðàçëè÷íûå âîçìîæíîñòè äëÿ äîñòèæåíèÿ îäíîãî è òîãî æå
êîíå÷íîãî ðåçóëüòàòà, ýôôåêòèâíî ýêñïëóàòèðóÿ ïðèíöèï èçáû-
òî÷íîñòè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòàíîâèòñÿ èçâåñòíûì, ÷òî ýòîò
ïðèíöèï ðàñïðîñòðàíåí â Ïðèðîäå î÷åíü øèðîêî.

Â ñâÿçè ñî ñòàíîâëåíèåì ñèñòåìíîé áèîëîãèè, ðàñêðûòèåì åå
îñíîâ, îïðåäåëåíèåì ïðåäìåòà è èäåîëîãèè èññëåäîâàíèé âîçíè-
êàåò âîïðîñ î òîì, íå ÿâëÿåòñÿ ëè ðàçâèòàÿ Ï. Ýðëèõîì êîíöåï-
öèÿ «âîëøåáíûõ ïóëü» («magic bullets») [11] êàê ñðåäñòâ, âûâîäÿ-
ùèõ èç ñòðîÿ ëèøü îïðåäåëåííûé âèä ìîëåêóë, íåêîòîðûì óïðî-
ùåíèåì âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ êîíå÷íîãî ðåçóëüòàòà. Áåçóñëîâ-
íî, ýâðèñòè÷åñêàÿ ðîëü ýòîé êîíöåïöèè âåëèêà. Áëàãîäàðÿ åé
âîçíèê ñïåöèàëüíûé òåðìèí – «ìèøåíü äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà» è
áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìîëåêóë èçó÷àëîñü êàê ïîòåíöèàëüíûå ìè-
øåíè äåéñòâèÿ òîãî èëè èíîãî ëåêàðñòâà. Â ðåçóëüòàòå ñëîæèëîñü
ñïåöèàëüíîå íàïðàâëåíèå èññëåäîâàíèé – îöåíêà ñïîñîáíîñòè
ìîëåêóëû áûòü ìèøåíüþ, èëè target validation. Îäíàêî ñî ñòàíîâ-
ëåíèåì è ðàçâèòèåì ñèñòåìíîé áèîëîãèè ñòàíîâèòñÿ ÿñíûì, ÷òî
âûáîð ìèøåíè è áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû åå áëîêèðîâàíèÿ îïðå-
äåëÿþòñÿ ðîëüþ ýòîé ìèøåíè â ôîðìèðîâàíèè ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ òîé èëè èíîé ñèñòåìû, è âîçíèêàþùèõ â íåé ñâîéñòâ, à òàê-
æå ñðåäñòâàìè èçáûòî÷íîñòè, ïîääåðæèâàþùèìè óñòîé÷èâîñòü
äàííîé ñèñòåìû. Î÷åâèäíî, ïîíÿòèå «âîëøåáíîé ïóëè» ïåðåìå-
ùàåòñÿ ñ ìèøåíè, ïðåäñòàâëåííîé îäíèì âèäîì ìîëåêóë, íà ìè-
øåíü, ïðåäñòàâëåííóþ ñåòüþ âçàèìîäåéñòâèé. Èçó÷åíèå çàêîíî-
ìåðíîñòåé ñèñòåìíîãî óðîâíÿ îðãàíèçàöèè æèâîãî âñòàëî íà ïî-
âåñòêó äíÿ, ÷òî îñîáåííî âàæíî â ñâÿçè ñ âîçìîæíîñòüþ âíåñåíèÿ
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âîçìóùåíèé â ñèñòåìû çà ñ÷åò ïðèðîäíûõ ôàêòîðîâ, òàêèõ, íà-
ïðèìåð, êàê îäíîíóêëåîòèäíûé ïîëèìîðôèçì – SNP, ìóòàãåíåç
èëè ïîñòóïëåíèå ëåêàðñòâà â êëåòêó.

Ïðåæäå âñåãî, îòìåòèì, ÷òî â ñèñòåìíîé áèîëîãèè ñëîæèëîñü
äâà ïîäõîäà. Îäèí èç íèõ ñâÿçàí ñ èçó÷åíèåì ìèíèìèçèðîâàííûõ
ôîðì æèçíè – ìèíèìàëüíîãî ãåíîìà, ôóíêöèîíèðóþùåãî â ìè-
íèìàëüíîé êëåòêå, è ìèíèìàëüíîãî ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà.
Äðóãîé ïîäõîä – ýòî èçó÷åíèå îðãàíèçìîâ ñ èõ ïðèðîäíîé ñëîæ-
íîñòüþ, îäíàêî íàñòîëüêî âñåñòîðîííåå èõ èçó÷åíèå, íàñêîëüêî
ïîçâîëÿþò ñðåäñòâà ìåæäèñöèïëèíàðíûõ èññëåäîâàíèé ñ ïîñëå-
äóþùèì àíàëèçîì èíòåãðàòèâíûõ äàííûõ, èñïîëüçóÿ ìàòåìàòè÷å-
ñêîå è êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå. Òàêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ
ïîçâîëÿåò ñôîðìèðîâàòü òó èëè èíóþ ãèïîòåçó îòíîñèòåëüíî ñóòè
òîãî èëè èíîãî ÿâëåíèÿ è âîçìîæíîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðî-
âåðêè äàííîé ãèïîòåçû, à òàêæå îòêðûâàåò ïóòü ê óñòàíîâëåíèþ
èñêîìîé çàêîíîìåðíîñòè. Îõàðàêòåðèçóåì êðàòêî ëîãèêó è ðå-
çóëüòàòû ýòèõ äâóõ ïîäõîäîâ.

×òî êàñàåòñÿ âîçìîæíîñòåé ïîäõîäà ïî ìèíèìèçàöèè ôîðì
æèçíè ê èçó÷åíèþ çàêîíîìåðíîñòåé ñèñòåìíîé áèîëîãèè, òî â
íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå øèðîêèå ïåðñïåêòèâû äëÿ ïîëó÷åíèÿ
íåîáõîäèìûõ ðåçóëüòàòîâ îòêðûâàåò ñôîðìèðîâàâøàÿñÿ â ïîñëåä-
íåå âðåìÿ òàê íàçûâàåìàÿ ñèíòåòè÷åñêàÿ áèîëîãèÿ. Ýòà íîâàÿ
äèñöèïëèíà ïðåñëåäóåò öåëü èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ,
ïðîòåêàþùèõ íà îñíîâå íå ïðèðîäíûõ ìîëåêóë, à èõ ïîäîáèé,
ïîëó÷åííûõ ñèíòåòè÷åñêèì ïóòåì. Âîçìîæíîñòü òàêîãî âîñïðîèç-
âåäåíèÿ ïðîöåññîâ ïîçâîëÿåò ðàçðàáàòûâàòü âûñîêèå òåõíîëîãèè
ïî ïðîèçâîäñòâó ðàçëè÷íûõ öåííûõ ïðîäóêòîâ (âêëþ÷àÿ ïðîèç-
âîäñòâî òîïëèâà), âàêöèí, ýôôåêòèâíûõ ëåêàðñòâ, áèîñåíñîðîâ,
ñðåäñòâ äëÿ î÷èñòêè îêðóæàþùåé ñðåäû è ò. ï.

Îñíîâíûì äîñòèæåíèåì ñèíòåòè÷åñêîé áèîëîãèè ÿâëÿåòñÿ ïî-
ëó÷åíèå ñèíòåçèðîâàííîãî õèìè÷åñêèì ïóòåì ãåíîìà, ãëàâíûì
ñâîéñòâîì êîòîðîãî îêàçàëàñü âîçìîæíîñòü çàïóñêà åãî ðàáîòû â
ïðèðîäíîé ïðîêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå â ïîëíîé ìåðå. Ýòàïû ýòîé
ðàáîòû ïðåäñòàâëåíû â ìíîãî÷èñëåííîé ëèòåðàòóðå, èòîã æå ýòèõ
èññëåäîâàíèé ïîäâåäåí òàêèì îáðàçîì [12].

ßñíî, ÷òî ðåøåíèå çàäà÷è ïî ïîëó÷åíèþ ìèíèìàëüíîãî ñèí-
òåòè÷åñêîãî ãåíîìà ëåã÷å âñåãî íà÷èíàòü íà îñíîâå ìèíèìàëüíîãî
ïðèðîäíîãî ãåíîìà, ëèøèâ åãî, ïðåæäå âñåãî, âñåõ ôàêòîðîâ èç-
áûòî÷íîñòè. Äàííûå ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîìîâ ñàìûõ ðàçíûõ ôîðì
æèçíè ïîêàçàëè, ÷òî ìèíèìàëüíûì ãåíîìîì îáëàäàþò áàêòåðèè,
èíôèöèðóþùèå ãåíèòàëüíûå ïóòè âûñøèõ ýóêàðèîò, – ìèêîïëàç-
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ìû. Ðàçìåð ãåíîìà îäíîãî èç èõ âèäîâ ñîñòàâëÿåò 5,8 ⋅ 105 ï. í.,
êîäèðóþùèõ 482 ãåíà. Âñå ëè ýòè ãåíû íóæíû äëÿ ïîääåðæàíèÿ
æèçíè áàêòåðèè â èäåàëüíûõ ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ñóùåñòâîâà-
íèÿ èëè êàêàÿ-òî èõ ÷àñòü èñïîëüçóåòñÿ ëèøü äëÿ ïîäñòðàõîâêè
àêòèâíîñòè ãåíîìà ïðè âîçíèêíîâåíèè ôîðñìàæîðíûõ îáñòîÿ-
òåëüñòâ? Êàê ýòî óñòàíîâèòü? Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ãëîáàëüíîãî
òðàíñïîçèöèîííîãî ìóòàãåíåçà. Åñëè ìîáèëüíûé ýëåìåíò – òðàíñ-
ïîçîí âñòðàèâàåòñÿ â êàêîì-òî ìåñòå ãåíîìà è òàêàÿ èíñåðöèÿ
ïðåðûâàåò ïðàâèëüíóþ çàïèñü â ãåíîìå òîãî èëè èíîãî ãåíåòè÷å-
ñêîãî òåêñòà, òî ïðîäóêò ãåíà, çàêîäèðîâàííîãî â ýòîì òåêñòå, íå
îáðàçóåòñÿ. Åñëè æå ýòîò ïðîäóêò íåîáõîäèì äëÿ æèçíè êëåòêè, òî
áåç íåãî êëåòêà ïîãèáíåò, íî îñòàíåòñÿ æèâîé â ñëó÷àå ïîâðåæäå-
íèé íåñóùåñòâåííîãî (non-essential) ãåíà. Òàêèì îáðàçîì, àíàëè-
çèðóÿ ÷èñëî èíñåðöèé òðàíñïîçîíà, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàþùåå
÷èñëî ãåíîâ ãåíîìà ìèêîïëàçû, è ñåêâåíèðóÿ ìåñòà ñòûêîâêè
òðàíñïîçîíà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè áàêòåðèàëüíîãî ãåíîìà, óäà-
ëîñü óñòàíîâèòü, áåç êàêèõ ãåíîâ ñóùåñòâîâàíèå êëåòêè â èäåàëü-
íûõ óñëîâèÿõ âîçìîæíî. ×èñëî òàêèõ ãåíîâ ñîñòàâèëî 95. Ñëåäî-
âàòåëüíî, íåîáõîäèìî ñèíòåçèðîâàòü ìîëåêóëó ÄÍÊ, ñîäåðæàùóþ
íåîòúåìëåìûå 387 ãåíîâ, êîäèðóþùèå ÐÍÊ è áåëêè ñ èçâåñòíîé è
íåèçâåñòíîé ôóíêöèÿìè [13].

Îäíàêî ñ öåëüþ íàäåæíîñòè ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèè ïî óñòà-
íîâëåíèþ ôîðìàòà ðàáîò, íàïðàâëåííûõ íà ñîçäàíèå ìèíèìàëü-
íîãî ãåíîìà è ìèíèìàëüíîé êëåòêè âíà÷àëå äëÿ ìàíèïóëÿöèé
áûë âûáðàí ãåíîì òàêîãî âèäà ìèêîïëàçì, êîòîðûé ïî÷òè â 2
ðàçà ïðåâîñõîäèë óêàçàííûé ðàíåå ðàçìåð ãåíîìà äðóãîãî âèäà
ìèêîïëàçì. Ýòî äàâàëî âîçìîæíîñòü âïåðâûå ïðîâåñòè ñèíòåç òà-
êîé îãðîìíîé ìîëåêóëû è èçó÷èòü åå ïîâåäåíèå ïðè ìàíèïóëÿöè-
ÿõ. Èäåíòèôèêàöèÿ íåñóùåñòâåííûõ ãåíîâ ïîçâîëÿåò ïåðåéòè ê
ñëåäóþùåìó ýòàïó ìàíèïóëÿöèé ñ òàêîé ìîëåêóëîé – óñåêíîâå-
íèþ íåíóæíîãî äëÿ äàííûõ óñëîâèé ñóùåñòâîâàíèÿ. Ñòðàòåãèÿ
ñèíòåçà òàêîé îãðîìíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ ñîñòîÿëà â ñëåäóþùåì.
Ïðåæäå âñåãî, âûáðàííûé ãåíîì áûë ðàçáèò íà 1078 ðàçëè÷íûõ
êàññåò ÄÍÊ ðàçìåðîì 1080 ï. í., êàæäàÿ èç êîòîðûõ áûëà ñèíòå-
çèðîâàíà ìàøèííûì îáðàçîì ñîãëàñíî èçâåñòíîìó êîäó òàê, ÷òî
êîíöû êàæäîé êàññåòû ïåðåêðûâàëèñü ñî ñâîèìè ñîñåäÿìè íà
80 ï. í. Ñëåäóþùèé ýòàï ñîñòîÿë â ñîåäèíåíèè ýòèõ êàññåò. Ýòî
âîçìîæíî íà îñíîâå êëåòîê äðîææåé. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè õàîòè÷-
íîì ââåäåíèè â íèõ ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòîâ ãåòåðîëîãè÷åñêîé ÄÍÊ
ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì òàêîå èõ îáúåäèíåíèå, ÷òî ïîëíîñòüþ èäåò
âîññòàíîâëåíèå âñåãî áèîõèìè÷åñêîãî ïóòè (pathway) äëÿ ñèíòåçà
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òîãî èëè èíîãî ïðîäóêòà. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíîñòü îáúåäèíå-
íèÿ õàîòè÷íî ââåäåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ñîîòâåòñòâóþùåì äëÿ
ýòîãî áèîõèìè÷åñêîãî ïóòè ïðàâèëüíîì ïîðÿäêå ðàñïîëîæåíèÿ
ãåíîâ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ñîçäàíèå èñêóññòâåííîé õðîìî-
ñîìû YAC – yeast artificial chromosome. (Ââåäåíèå â òàêóþ õðîìî-
ñîìó îáëàñòåé ãåíîìà äðîææåé, îòâåòñòâåííûõ êàê çà àâòîíîìíóþ
ðåïëèêàöèþ ARS – autonomnous replication sequences, òàê è çà ôóíê-
öèþ öåíòðîìåðû, îáåñïå÷èò âîñïðîèçâåäåíèå òàêîé õðîìîñîìû â
êëåòêàõ è åå ïðàâèëüíîå ðàñïðåäåëåíèå ìåæäó íèìè ïðè èõ ðàç-
ìíîæåíèè [14]. Íàëè÷èå â òàêîé õðîìîñîìå âûñîêîàêòèâíûõ
ïðîìîòîðîâ äðîææåé îáåñïå÷èò âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåñ-
ñèè ââåäåííûõ ãåòåðîëîãè÷íûõ ãåíîâ. ÄÍÊ YAC ìîæåò áûòü ëåã-
êî îáíàðóæåíà íå òîëüêî ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè, íî äàæå êàê
ðåçóëüòàò åå ñïåöèàëüíîãî ïîëîæåíèÿ â ãåëå ïðè ýëåêòðîôîðåçå.)

Èñïîëüçóÿ äðîææåâóþ ñèñòåìó ñáîðêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ñèí-
òåòè÷åñêèé ãåíîì ìèêîïëàçìû áûë ñîáðàí â òðè ýòàïà. Íà ïåðâîì
ýòàïå â êëåòêè äðîææåé ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîïîðàöèè ââîäèëè îä-
íîâðåìåííî ïî 10 ïåðâîíà÷àëüíûõ êàññåò ðàçìåðîì 1080 ï. í. Òà-
êèì ñïîñîáîì áûëî ïîëó÷åíî 110 âòîðè÷íûõ êàññåò ðàçìåðîì
10 òûñ. ï. í. Íà âòîðîì ýòàïå ââåäåíèÿ â äðîææè îïÿòü îäíîâðå-
ìåííî 10 êàññåò ýòîãî òèïà áûëî ïîëó÷åíî 11 òðåòè÷íûõ êàññåò
ðàçìåðîì 100 òûñ. ï. í. Íàêîíåö íà òðåòüåì ýòàïå èç 11 êóñêîâ
ÄÍÊ ðàçìåðîì 100 òûñ. ï. í. áûë ñîáðàí ïîëíûé ñèíòåòè÷åñêèé
ãåíîì ìèêîïëàçìû. (Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ ïîëó÷åíèÿ êðóï-
íûõ îáðàçîâàíèé èç êóñêîâ ÄÍÊ âíèìàíèå òàêæå ïðèâëåêàåò
âûñîêîàêòèâíàÿ ñèñòåìà ðåêîìáèíàöèè, îáíàðóæåííàÿ â êëåòêàõ
òàêîãî ïîëèýêñòðåìîôèëà, êàê áàêòåðèè Deinococcus radiodurans.
Ðåêîðäíàÿ óñòîé÷èâîñòü ýòèõ êëåòîê ê ðàäèîîáëó÷åíèþ ñâÿçàíà ñ
òåì, ÷òî èõ ÄÍÊ, ïðåâðàòèâøèñü â ðåçóëüòàòå ìîùíîãî îáëó÷åíèÿ
ïðàêòè÷åñêè â ìåëêèå ùåïêè, â òå÷åíèå íåêîòîðîãî âðåìåíè ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ ñïîñîáíà âîññòàíîâèòü èñõîäíîå ñîñòîÿíèå, ðåêîì-
áèíèðóÿ êóñêè ÄÍÊ äðóã ñ äðóãîì è îáåñïå÷èâàÿ îáëó÷åííîé
êëåòêå æèçíåñïîñîáíîñòü.)

Ñëåäóþùèé øàã íà ïóòè óñòàíîâëåíèÿ ôîðìàòà ïî ïîëó÷åíèþ
ìèíèìàëüíîé êëåòêè ñîñòîÿë âî ââåäåíèè ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíîìà
òàêæå â êëåòêè ìèêîïëàçìû è çàïóñêå ðàáîòû â íèõ ââåäåííîãî â
êëåòêè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà. Äëÿ ýòîãî òàêæå èñïîëüçîâàëè
âûñîêîýôôåêòèâíûé ìåòîä ýëåêòðîïîðàöèè êëåòîê, ðåçêî óâåëè-
÷èâàþùåé èõ ïðîïóñêíóþ ñïîñîáíîñòü äëÿ ââåäåíèÿ ìàêðîìîëå-
êóë. Äëÿ òîãî ÷òîáû õîçÿéñêèé ãåíîì íå îòòîðãàë ââåäåííûé ñèí-
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òåòè÷åñêèé ãåíîì çà ñ÷åò ðàçðóáàíèÿ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ïðèñóùåé
áàêòåðèÿì ñèñòåìû ðåñòðèêöèè, ãåíû, êîäèðóþùèå ðåñòðèêöèîí-
íûå ôåðìåíòû â ãåíîìå õîçÿèíà, áûëè èíàêòèâèðîâàíû. Òàêèå æå
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå ãåíû, ïðèíàäëåæàùèå ñèíòåòè÷åñêîìó
ãåíîìó, ðàçðóáàëè ãåíîì êëåòêè-ðåöèïèåíòà, îñòàâëÿÿ â êëåòêå
ëèøü òîëüêî ââåäåííûé ñèíòåòè÷åñêèé ãåíîì. Ïðè äåëåíèè òàêîé
êëåòêè â ðÿäó ïîêîëåíèé âîçíèêàåò êëåòêà, âñå ñîäåðæèìîå êîòî-
ðîé îáóñëîâëåíî òîëüêî ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèåé, ñ÷èòûâàåìîé
íà îñíîâàíèè ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíîìà. Èòàê, ïîäõîä ê ñîçäàíèþ
ìèíèìàëüíîãî ãåíîìà è ìèíèìàëüíîé êëåòêè ñîçäàí.

Ïîñêîëüêó ïåðâûå èñïûòàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíîìà íå äàëè îæèäàåìûõ ïîëîæèòåëüíûõ ðå-
çóëüòàòîâ, áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä èñïûòàíèÿ ïðèãîäíîñòè ïîëó-
÷åííûõ 11 êàññåò ñèíòåçèðîâàííîãî ìàòåðèàëà ïî ÷àñòÿì. Äëÿ
ýòîãî èñïîëüçîâàëè êîìáèíàöèþ 100 òûñ. ï. í. ôðàãìåíòîâ ïðè-
ðîäíîãî è ñèíòåòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îáðàçóþùóþ ïîëóñèí-
òåòè÷åñêèé ãåíîì. Çàìåíÿÿ â ïðèðîäíîì ãåíîìå òå èëè èíûå
100 òûñ. ï. í. ïîëó÷åííîé ñèíòåòè÷åñêîé êàññåòîé, èçó÷àëè ñïî-
ñîáíîñòü êëåòêè îñòàâàòüñÿ æèâîé. Ýòî íàáëþäàëîñü ïðè èñïûòà-
íèè ïåðâûõ 10 êàññåò, â ñëó÷àå æå 11-é êàññåòû êëåòêè îêàçàëèñü
íåæèçíåñïîñîáíûìè. Ñðàâíåíèå ïðèðîäíîé è ñèíòåòè÷åñêîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî ðåãèîíà âûÿâèëî â ñèíòåòè÷åñêîé êàññåòå
äåëåöèþ îäíîé ïàðû îñíîâàíèé â îáÿçàòåëüíîì (essential) ãåíå è
èñïðàâëåíèå ýòîé îøèáêè ïðèâåëî ê ïîëîæèòåëüíîìó êîíå÷íîìó
ðåçóëüòàòó.

Îòìåòèì, ÷òî, âïåðâûå âûïîëíèâ ðàáîòó ïî ñèíòåçó òàêîé
îãðîìíîé ìîëåêóëû ÄÍÊ, êàê öåëûé ãåíîì îäíîêëåòî÷íîãî îðãà-
íèçìà, àâòîðû ñíàáäèëè åãî îïîçíàâàòåëüíûìè çíàêàìè (îíè íà-
çâàëè èõ âîäÿíûìè çíàêàìè). Â êà÷åñòâå òàêîâûõ â ñèíòåòè÷åñêèé
ãåíîì ââîäèëè ñïåöèàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ïðèäóìàííûì øèôðîâàëüíûì êîäîì îòâå÷àþò áóêâàì
àëôàâèòà è öèôðàì. Ñîãëàñíî òàêîìó êîäó, â ýòèõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿõ ìîæíî ïðî÷èòàòü òðè öèòàòû: 1) «æèòü, îøèáàòüñÿ, ïà-
äàòü è ïîäíèìàòüñÿ, ñîçäàâàòü æèçíü èç æèçíè» (Äæåéìñ Äæîéñ);
2) ðàññìàòðèâàéòå âåùè, íå êàêèìè îíè åñòü, à êàêèìè îíè ìîãëè
áû áûòü è 3) öèòàòà èç êíèãè «Àìåðèêàíñêèé Ïðîìåòåé»: «Òî, ÷òî
ÿ íå ìîãó ïîñòðîèòü, òî ÿ è íå ìîãó ïîíÿòü» (Ðè÷àðä Ôåéìàí).
Òàêèå çíàêè ÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî äîêóìåíòîì ñèíòåòè÷åñêîãî ãå-
íîìà, íî è ïîçâîëÿþò ñëåäèòü çà åãî ïîâåäåíèåì â çàâèñèìîñòè îò
óñëîâèé è âðåìåíè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.
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Èòàê, âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî èñêóññò-
âåííî ñèíòåçèðîâàííîãî ãåíîìà è ìàíèïóëÿöèé ñ ëþáîé åãî ÷à-
ñòüþ îòêðûâàåò ñàìûå øèðîêèå ïåðñïåêòèâû íå òîëüêî â ðàçâè-
òèè áèîòåõíîëîãèè, íî è â ñèñòåìíîé áèîëîãèè. Òàêàÿ ìîùíàÿ
ðàçðàáîòàííàÿ òåõíîëîãèÿ ïîçâîëÿåò óñòàíàâëèâàòü ôóíêöèþ êàæ-
äîãî ñóùåñòâåííîãî ãåíà, ðîëü, âûïîëíÿåìóþ â êëåòêå íåñóùåñò-
âåííûìè ãåíàìè, è, ïîëüçóÿñü ïðèðîäíîé è ìèíèìàëüíîé âåð-
ñèÿìè ãåíîìà, ëåã÷å ïåðåéòè ê èçó÷åíèþ âîçíèêàþùèõ ñâîéñòâ
íà ñèñòåìíîì óðîâíå îðãàíèçàöèè êëåòêè è çàêîíîìåðíîñòåé ïðè
îáðàçîâàíèè òîé èëè èíîé ñèñòåìû. Áîëåå òîãî, îáíàðóæåíèå
âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòêè ïðîïóñêà ëèøü îäíîé ïàðû
îñíîâàíèé â ìèëëèîííîì ãåíîìå ñòàâèò âîïðîñ î ðîëè òåõ èëè
èíûõ ìóòàöèé â ôóíêöèîíèðîâàíèè ñèñòåì êëåòêè.

×òî êàñàåòñÿ âòîðîãî ïîäõîäà, îñíîâàííîãî íà ïîëó÷åíèè äàí-
íûõ âñåñòîðîííåãî èçó÷åíèÿ òàêèõ ñëîæíûõ ñèñòåì, êàê ìíîãî-
êëåòî÷íûå îðãàíèçìû, òî ïðèâëåêàòåëüíà òàêæå èäåÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ ïðèíöèïà ìèíèìàëüíîñòè. Ýòîìó êðèòåðèþ îòâå÷àåò òàêîé
îðãàíèçì, êàê òðèïàíîñîìà – ïàðàçèò, âûçûâàþùèé â Àôðèêå
ñîííóþ áîëåçíü. Îñîáåííîñòü ýòîãî îðãàíèçìà çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òî åãî ñóùåñòâîâàíèå âîçìîæíî â âèäå êàê îäíîêëåòî÷íîé, òàê è
ìíîãîêëåòî÷íîé ôîðì. (Ñëåäóþùèì ïî ïðîñòîòå è äîñòóïíîñòè
äëÿ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåòñÿ ìèêðîñêîïè÷åñêèé ÷åðâü íåìàòîäà ñ
äîñòàòî÷íî íåáîëüøèì èçâåñòíûì ÷èñëîì ãåíîâ ñåêâåíèðîâàí-
íîãî ãåíîìà è èçâåñòíûì ÷èñëîì êëåòîê ñ èçâåñòíîé ïî ìåðå èõ
âîçíèêíîâåíèÿ ëîêàëèçàöèåé â îðãàíèçìå.)

Ïîñêîëüêó ïóòü ðàçâèòèÿ ñèñòåìíîé áèîëîãèè ñâÿçàí ñ ñîçäà-
íèåì êîìïüþòåðíûõ ìîäåëåé, ñîñòàâëÿþùèõ «ñèëèêîíîâóþ êëåò-
êó», ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ ïîñòðîåíèå îñíîâàííûõ íà âçàèìîäåé-
ñòâèÿõ è êèíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâàõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ìîäåëåé òðèïà-
íîñîìû. Òàêèå ìîäåëè ïîçâîëÿþò âûÿâèòü ìîëåêóëû, íàèáîëåå
ïðèãîäíûå â êà÷åñòâå ìèøåíè äåéñòâèÿ òîãî èëè èíîãî ëåêàðñòâà.
Ýòî îòìåíÿåò íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äîðîãîãî è äëèòåëü-
íîãî ìåòîäà ïðîá è îøèáîê, âî âñÿêîì ñëó÷àå, íà I è II ôàçàõ
ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ èñïûòàíèé. Äëÿ êîìïüþòåðíîãî ïîñòðîåíèÿ
ìåòàáîëè÷åñêèõ ìîäåëåé äëÿ êëåòîê òðèïàíîñîì áûë âûáðàí ïóòü
ãëèêîëèçà â ýòèõ êëåòêàõ. Äëÿ ñäåðæèâàíèÿ ðàçìíîæåíèÿ òðèïà-
íîñîì â îðãàíèçìå õîçÿèíà â êà÷åñòâå ëåêàðñòâà ïðèìåíÿëè â îñ-
íîâíîì èíãèáèòîð ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû, íî
ìîäåëü ïîêàçàëà, ÷òî íàèáîëüøèé ýôôåêò äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ãëèêîëèòè÷åñêîãî ïóòè ñâÿçàí ñ àêòèâíîñòüþ ïåðåíîñ÷èêà ãëþêî-
çû. Áîëåå òîãî, ïîñòðîåíèå êîìïüþòåðíîé ìîäåëè ïðîòåêàíèÿ ìå-
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òàáîëè÷åñêîãî ïðîöåññà ïîçâîëèëî âûÿâèòü ðîëü òàêîé íåîáû÷-
íîé îðãàíåëëû êëåòîê òðèïàíîñîì, êàê ãëèêîñîìà, îáúåäèíÿþùàÿ
ôåðìåíòû ãëèêîëèçà â ýòó ñïåöèàëüíóþ ñòðóêòóðó. Îêàçàëîñü, ÷òî
ïðè íàðóøåíèè ìåìáðàíû ãëèêîñîìû ìåòàáîëèçì êëåòêè èçìå-
íÿåòñÿ òàê, ÷òî èç ãëþêîçû íå îáðàçóåòñÿ, êàê îáû÷íî, ïèðóâàò,
êîòîðûé âûâîäèòñÿ èç îðãàíåëëû. Âìåñòî ýòîãî îáðàçóåòñÿ ôðóê-
òîçî-1,6-áèôîñôàò, êîòîðûé íå âûâîäèòñÿ èç ýòîé îðãàíåëëû è
íàêàïëèâàåòñÿ â òàêèõ áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, ÷òî ïðèâîäèò ê ðàç-
ðûâó îðãàíåëëû è êëåòêè [15]. Òàêèì îáðàçîì, ïîñòðîåíèå êîì-
ïüþòåðíîé ìåòàáîëè÷åñêîé ìîäåëè îòêðûâàåò íåïðåäâèäåííûé â
ýêñïåðèìåíòå ïóòü ïîèñêà ñàìûõ ýôôåêòèâíûõ ìèøåíåé òîãî èëè
èíîãî âîçäåéñòâèÿ, ñóòè òîãî èëè èíîãî ÿâëåíèÿ è ôîðìèðîâàíèÿ
òîé èëè èíîé ãèïîòåçû, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ïðîâåðåíà ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî.

Èòàê, ñèñòåìíàÿ áèîëîãèÿ – ýòî íå òîëüêî íîâûé ïîäõîä äëÿ
èäåíòèôèêàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìèøåíåé ëåêàðñòâåííîãî äåéñò-
âèÿ, íî è èçó÷åíèå ïîâåäåíèÿ ýòîé ìèøåíè â êîíêðåòíîì áèî-
ëîãè÷åñêîì êîíòåêñòå, îïðåäåëÿþùåì ðàçëè÷èÿ îòâåòà ïàöèåíòîâ
íà ëåêàðñòâà, çàâèñÿùåãî íå òîëüêî îò ãåíîòèïà, íî è îò ðàçëè÷èé
â âîçíèêàþùåì ôåíîòèïå. Ñëåäîâàòåëüíî, â ðàìêàõ ñèñòåìíîé
áèîëîãèè âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü èäåíòèôèêàöèè êîíêðåòíûõ
ôèçèîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ (íàïðèìåð, óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ õîëå-
ñòåðèíà â êðîâè) èëè êàêèõ-òî èõ ãðóïï, êîòîðûå äàþò âîçìîæ-
íîñòü îïðåäåëèòü ñîñòîÿíèå òîé èëè èíîé ñèñòåìû âçàèìîäåéñò-
âèé â êëåòêå. Èäåîëîãèÿ ñèñòåìíîé áèîëîãèè ïîçâîëÿåò èçìåíèòü
ïîäõîäû ê ðàçðàáîòêå ëåêàðñòâ, îñíîâûâàþùèåñÿ íà âîçìîæíîñòè
çàìåíû ìåòîäà ïðîá è îøèáîê (îáóñëîâëèâàþùåãî äî 75 % îòõîäà
íà ñòàäèè ïðåäêëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé è èõ ôàç I è II) íà áîëåå
òîíêèå ìåòîäû ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ýôôåêòèâíîñòè
äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà è åãî òîêñè÷íîñòè.

Ïîìèìî íîâûõ âîçìîæíîñòåé â ðàçâèòèè ôàðìàêîëîãèè ñèñ-
òåìíàÿ áèîëîãèÿ ïîäíèìàåò âîïðîñ î ñâÿçè ìåæäó ñâîéñòâàìè,
ïîâåäåíèåì ñèñòåì êëåòêè è âîçíèêíîâåíèåì õåìîóñòîé÷èâîñòè.
Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ñèñòåìíîãî ïîäõîäà ê èçó÷åíèþ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ÿâëåíèé, â ÷àñòíîñòè õåìîóñòîé÷èâîñòè, îñòàíîâèìñÿ íà
êëàññè÷åñêîé ðàáîòå [16].

Èäåÿ åå ñîñòîÿëà â òîì, ÷òîáû èçó÷èòü, êàê ôåíîòèïè÷åñêè
âåäóò ñåáÿ ðàçëè÷íûå 104 ñåãðåãàíòà îò êðîññà äâóõ øòàììîâ
äðîææåé ñ èçâåñòíûìè ãåíåòè÷åñêèìè ðàçëè÷èÿìè â îïòèìàëüíûõ
óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è ïðè äåéñòâèè òîãî èëè èíîãî ëå-
êàðñòâà. Êëåòêà äðîææåé – îïòèìàëüíûé îáúåêò äëÿ òàêîãî èñ-
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ñëåäîâàíèÿ, ñ ÷èñëîì ãåíîâ, ñîñòàâëÿþùèõ åå ãåíîì ïîðÿäêà
6 òûñ., õàðàêòåð ýêñïðåññèè êîòîðûõ ìîæåò áûòü íàäåæíî óñòà-
íîâëåí â ýêñïåðèìåíòå ñ ïîìîùüþ òåõíîëîãèè ìèêðîýððåé. Â êà-
÷åñòâå ñâÿçóþùåãî çâåíà ìåæäó ãåíîòèïîì è ïðîÿâëåíèåì ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ôåíîòèïà â ñëó÷àå äðîææåé ïðåäîñòàâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èçó÷åíèÿ ñêîðîñòè ðîñòà êëåòîê è
íàêîïëåíèÿ êëåòî÷íîé ìàññû çà îäèí è òîò æå ïðîìåæóòîê âðå-
ìåíè â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ðîñòà è ïðè äåéñòâèè òîãî èëè
èíîãî ëåêàðñòâà. Èäåíòèôèêàöèÿ ãåíåòè÷åñêèõ ðàçëè÷èé ìåæäó
äâóìÿ âûáðàííûìè øòàììàìè äðîææåé ïîçâîëèëà èñïîëüçîâàòü
526 ìàðêåðîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ñâÿçè ìåæäó âîçìîæíûìè èçìåíåíèÿ-
ìè â ãåíîòèïå êëåòîê è âîçíèêíîâåíèåì òîãî èëè èíîãî ôåíîòè-
ïà. Îêàçàëîñü, ÷òî âîçìîæíîñòü èçó÷åíèÿ ìàðêåðîâ ãåíîòèïà è
ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè 6189 ãåíîâ äðîææåâîãî ãåíîìà ïîçâîëÿåò
ðàçäåëèòü èçó÷àåìûé ãåíîì êàê áû íà äâå ãðóïïû ãåíîâ, îò ñî-
ñòîÿíèÿ êîòîðûõ íå çàâèñèò âîçíèêíîâåíèå òîãî èëè èíîãî ôåíî-
òèïà ëèáî ÿâíî çàâèñèò. Ýòè ïîñëåäíèå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê
ïðè÷èííûå ãåíû (causal genes). Ïðèìåíåíèå ìàòåìàòè÷åñêîãî àï-
ïàðàòà ê îáðàáîòêå ïîëó÷åííûõ äàííûõ èçó÷åíèÿ 104 ñåãðåãàíòîâ
ïîçâîëèëî ñîçäàòü ñïåöèàëüíûé àëãîðèòì àíàëèçà, ïîëó÷èâøèé
íàçâàíèå Camelot (Causal Modelling with Expression Linkage for
cOmplex Traits). Camelot îáúåäèíÿåò â åäèíîå öåëîå äàííûå èçó÷å-
íèÿ ãåíîòèïà êëåòîê, ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ è ðåçóëüòè-
ðóþùåãî êëåòî÷íîãî ôåíîòèïà. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü ïîñòðîèòü
àâòîìàòè÷åñêóþ ìîäåëü, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé ìîæíî ïðåäñêàçàòü
êîëè÷åñòâåííûå ôåíîòèïè÷åñêèå ïðèçíàêè è âûÿâèòü ãåíû, âàæ-
íûå äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ýòèõ ïðèçíàêîâ, èëè ïðè÷èííûå ãåíû. Òàêàÿ
ìîäåëü, ïîñòðîåííàÿ íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ â êîíòðîëüíûõ
óñëîâèÿõ äàííûõ, ïîçâîëÿåò ïðåäñêàçûâàòü, êàê òî èëè èíîå èç-
ìåíåíèå (íàïðèìåð, äåéñòâèå íà êëåòêó 94 ðàçëè÷íûõ ëåêàðñòâ)
îòðàçèòñÿ íà ãåíîì è êàêèå îí ïðåäïðèìåò øàãè äëÿ íèâåëèðîâà-
íèÿ âëèÿíèÿ ýòèõ óñëîâèé íà ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòêè è åå
æèçíåñïîñîáíîñòü. Ïðàâèëüíîñòü ïðåäñêàçàíèé ìîäåëè, ïîñòðî-
åííîé ñ ïîìîùüþ Camelot, áûëà ïðîâåðåíà ýêñïåðèìåíòàëüíûì
ïóòåì, è ïðåäñêàçàíèå îêàçàëîñü ïðàâèëüíûì äëÿ 25 èç 27 ðàç-
ëè÷íûõ èçó÷åííûõ ëåêàðñòâ. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî èññëåäîâàíèÿ áû-
ëî îáíàðóæåíî 14 íîâûõ ãåíîâ, îò ñîñòîÿíèÿ êîòîðûõ çàâèñèò óñ-
òîé÷èâîñòü èëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòêè ê òîìó èëè èíîìó ëåêàð-
ñòâó. Èíòåðåñíî, ÷òî ñðåäè ýòèõ ãåíîâ îêàçàëñÿ òàêîé, êîòîðûé
íåîáõîäèì äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé â êëåòêå. Òàêèì
îáðàçîì, âîçìîæíîñòü ðàñêðûòèÿ ìåõàíèçìîâ ïðîÿâëåíèÿ êëåòêîé
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òîãî èëè èíîãî ôóíêöèîíàëüíîãî ïîâåäåíèÿ ïîçâîëÿåò íàïðàâ-
ëåííî îáíàðóæèâàòü áîëåå ýôôåêòèâíûå ìèøåíè ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêîãî äåéñòâèÿ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ðàçðàáîòêà íîâîãî ëåêàðñòâà ñâÿçà-
íà ñ áîëüøèì ïîòðåáëåíèåì äåíåæíûõ ñðåäñòâ (ðàñõîä àìåðèêàí-
ñêèõ êîìïàíèé ñîñòàâèë â 2006 ã. 55,2 ìëðä äîë., ñ âëîæåíèåì
1,2 ìëðä òîëüêî â ðàçðàáîòêó îäíîãî ëåêàðñòâà), ðàçâèòèþ ñèñ-
òåìíîé áèîëîãèè ïðèäàåòñÿ áîëüøîå çíà÷åíèå êàê ðåâîëþöèîí-
íîé òåõíîëîãèè â ôàðìàêîëîãèè [17]. ßñíî, ÷òî ðåçóëüòàòû, ïîëó-
÷åííûå â ðàáîòå [16], ïðåäñòàâëÿþò êëèíè÷åñêèé èíòåðåñ â ñâÿçè
ñ âîçìîæíîñòüþ ïðåäñêàçàíèÿ, êàêîå ëåêàðñòâî, ðàíåå íå ïðèíè-
ìàåìîå ïàöèåíòîì, áóäåò áîëåå ýôôåêòèâíûì, ó÷èòûâàÿ åãî ãåíî-
òèï è ïðîôèëü ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Ñèñòåìíî-áèîëîãè÷åñêèé ïîäõîä èñïîëüçîâàí â ðàáîòå [18],
ïðåñëåäóþùåé öåëü âûÿñíåíèÿ îïðåäåëÿþùèõ ôåíîòèï ðàçëè÷èé
ìåæäó ÷óâñòâèòåëüíîé è óñòîé÷èâîé ê öèñïëàíòèíó ðàêîâûìè
êëåòêàìè. Õîòÿ èçâåñòíî, ÷òî â óñòîé÷èâîé êëåòêå îáíàðóæèâàåò-
ñÿ ìíîæåñòâî ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷óâñòâèòåëüíîé êëåòêîé,
äåòàëè ìåõàíèçìà âîçíèêàþùåé ðåçèñòåíòíîñòè ê öèñïëàíòèíó
îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. Àâòîðû ïðîâåëè ñðàâíåíèå ïðîòåîìà
÷óâñòâèòåëüíîé è óñòîé÷èâîé êëåòîê, ÷òî ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü
óðîâåíü ãëîáàëüíûõ áåëêîâ, à òàêæå èçìåíåíèé â õàðàêòåðå èõ
âçàèìîäåéñòâèé â êëåòêå. Ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ñîäåðæàíèå 119 áåëêîâ ðåçêî ðàçëè÷àåòñÿ ó ýòèõ òè-
ïîâ êëåòîê. Â óñòîé÷èâîé êëåòêå ýòè áåëêè îáðàçóþò ñîîòâåòñò-
âóþùóþ ñåòü ñ ó÷àñòèåì 1230 áåëêîâ, â êîòîðîé îáíàðóæèâàåòñÿ
111 âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó êîìïîíåíòàìè ñåòè. Îêàçàëîñü, ÷òî
ó÷àñòíèêàìè ýòîé ñåòè ÿâëÿþòñÿ òàêèå áåëêè, êàê ÀÒÔàçà, ïåðå-
íîñÿùàÿ ïðîòîí, êîìïëåêñ ÀÒÔñèíòàçû, áåëîêñâÿçûâàþùèå áåë-
êè. Ïðè îïðåäåëåíèè âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó îòäåëüíûìè áåë-
êàìè ñåòè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ âûðèñîâû-
âàëîñü, ÷òî ôèçèîëîãè÷åñêèé îòâåò êëåòêè ñâÿçàí ñ àêòèâíîñòüþ
ñèãíàëîâ, âîçíèêàþùèõ ïðè ñòðåññå êëåòêè. Ýòî êîððåëèðóåò ñ
èçâåñòíûì äåéñòâèåì öèñïëàíòèíà, âûçûâàþùèì ïîëîìêè â
ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, èçó÷åíèå õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèé â îòäåëüíûõ
÷àñòÿõ öåïè ïîçâîëÿåò ðàçëè÷àòü â ñåòè óçëû âçàèìîäåéñòâèé è
ïåðèôåðè÷åñêèå êîìïîíåíòû âçàèìîäåéñòâèé. Òàêèå äàííûå ïî-
çâîëÿþò ñòàâèòü íîâûå âîïðîñû è îòêðûâàþò íîâûå ïåðñïåêòèâû
â ýêñïåðèìåíòàëüíîì èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ õåìîóñòîé÷èâîñòè.

ßðêèì ïðèìåðîì âîçìîæíîñòåé íîâîãî ñèñòåìíîãî ïîäõîäà ê
èçó÷åíèþ áèîëîãè÷åñêèõ ÿâëåíèé ÿâëÿþòñÿ ïîëó÷åííûå â ëàáîðà-
òîðèè N. Chandra ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïî òóáåðêóëåçó, ñâÿ-
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çàííûå ñ ìåòàáîëèçìîì â êëåòêàõ òóáåðêóëåçíîé ïàëî÷êè, îáíà-
ðóæåíèåì â íèõ ïåðñïåêòèâíûõ ìèøåíåé äåéñòâèÿ öèòîñòàòèêîâ,
âîçíèêíîâåíèåì óñòîé÷èâîñòè ê íèì, à òàêæå õàðàêòåðîì âçàèìî-
äåéñòâèé ïî ëèíèè õîçÿèí–ïàòîãåí [19, 20]. Êðàòêî îïèøåì ýòè
ðåçóëüòàòû.

Ïðåæäå âñåãî, èñïîëüçóÿ ìàòåìàòè÷åñêèé àíàëèç áàëàíñà ìå-
òàáîëè÷åñêèõ ïîòîêîâ â áèîõèìè÷åñêèõ ñåòÿõ âñåãî îðãàíèçìà
(flux balance analysis – FBA), áûëà ñîçäàíà ïîëíàÿ ìîäåëü ïóòè
ñèíòåçà ìóêîëèåâîé êèñëîòû – MAP, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåò ïàòîãåí-
íîñòü òóáåðêóëåçíîé ïàëî÷êè è çàùèùàåò åå îò äåéñòâèÿ ôàãîöè-
òîâ. Ýòîò ïóòü âêëþ÷àåò 197 ìåòàáîëèòîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ïðîäóêòà-
ìè 219 ðåàêöèé, êîòîðûå îñóùåñòâëÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ 28 ôåðìåí-
òîâ. FBA è ìåòîä äåëåöèé ãåíîâ ýòîãî ïóòè, êàê è èíãèáèðîâàíèå
ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ ñ ïîìîùüþ ìàëûõ ìîëåêóë ïîêàçàëè,
êàêèå èç ýòèõ ôåðìåíòîâ áîëåå êðèòè÷íû íà ïóòè ñèíòåçà ìóêîëà-
òà. Òàê â ïîëå çðåíèÿ èññëåäîâàòåëåé ïîïàëè íàèáîëåå ïåðñïåê-
òèâíûå ìèøåíè, è èñïîëüçîâàííûé ïîäõîä ñèñòåìíîé áèîëîãèè
îêàçàëñÿ áîëåå ðåíòàáåëüíûì ïðè ïîèñêå ìèøåíåé ïî ñðàâíåíèþ
ñ îáû÷íî ïðèìåíÿåìûì ìåòîäîì ìóòàãåíåçà ñ ïîìîùüþ òðàíñïî-
çîíîâ.

Áîëåå òîãî, â ýòîé ëàáîðàòîðèè áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ãå-
íîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàçëè÷íûõ âèäîâ áàêòåðèé, îòâå-
÷àþùèõ çà ñèíòåç ìóêîëèåâîé êèñëîòû. (Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñåê-
âåíèðîâàíî 318 ðàçëè÷íûõ áàêòåðèàëüíûõ ãåíîìîâ.) Èçó÷åííûå
âèäû áàêòåðèé áûëè ñãðóïïèðîâàíû ïî ïðèçíàêó âñòðå÷àåìîñòè
çâåíüåâ ñèíòåçà MAP â èõ ïðîòåîìå, à áåëêè ýòîãî ïóòè ñèíòåçà
áûëè ñãðóïïèðîâàíû ïî ïðèçíàêó èõ ýâîëþöèîííîé øêàëû âðå-
ìåíè. Òàê óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ÷åòûðå ôåðìåíòà ýòîãî ïóòè ñèí-
òåçà, à òàêæå íåêîòîðûå äîìåíû ýòèõ áåëêîâ ïðèñóùè òîëüêî òåì
âèäàì áàêòåðèé, êîòîðûå îáðàçóþò ìóêîëàò. ßñíî, ÷òî ýòè ìîëå-
êóëû ïðèâëåêàþò âíèìàíèå â ïåðâóþ î÷åðåäü êàê ïåðñïåêòèâíûå
ìèøåíè ïðè ðàçðàáîòêå àíòèòóáåðêóëåçíûõ ëåêàðñòâ. Ïðîâåäåí-
íûé àíàëèç ãåíîìíûõ è ïðîòåîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áîëü-
øîãî ÷èñëà âèäîâ ïîêàçàë, ÷òî MAP ìîæåò áûòü êëàññèôèöèðî-
âàíà êàê emergent property ñåòè áèîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé. Ýòà ñåòü
îáðàçîâàëàñü, î÷åâèäíî, â ðåçóëüòàòå ëàòåðàëüíîãî çàõâàòà áàêòå-
ðèàëüíîé êëåòêîé ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ ðàñòèòåëüíîé êëåòêè.
Âîçìîæíîñòü ñèíòåçà òàêîé ìîëåêóëû, êàê  ìóêîëèåâàÿ êèñëîòà
îáåñïå÷èëà íàäåæíîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ ìèêðîáà.

Òàêæå èíôîðìàòèâíî ñðàâíåíèå ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé ðàçíûõ
âèäîâ ìèêîáàêòåðèé. Âîçìîæíîñòü ïîñòðîåíèÿ ðàçíûõ âèäîâ áèî-
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õèìè÷åñêèõ ñåòåé – òðàíñêðèïöèîííîé, ìåòàáîëè÷åñêîé, áåëêî-
âî-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé – ïîçâîëèëà ðàçðàáîòàòü òåîðèþ
ãðàôè÷åñêîãî ñïåêòðà ïðåäñòàâëåíèÿ ðåàêöèé (spectral graph theo-
ry). Âîçìîæíîñòü ïîñòðîåíèÿ òàêèõ ãðàôèêîâ ìåòàáîëèçìà äëÿ
M. tuberculosum è M. leprae ïîçâîëèëà âûÿâèòü ñóùåñòâóþùèå
ðàçëè÷èÿ íà ìåòàáîëè÷åñêîì óðîâíå, îòðàæàþùåì êîððåëÿöèþ
ìåæäó àêòèâíîñòüþ ãåíà è ñîîòâåòñòâóþùèìè ïðîäóêòàìè ýòîé
àêòèâíîñòè â êëåòêå. Áîëåå òîãî, òåîðèÿ ñïåêòðà ãðàôè÷åñêîãî
ïðåäñòàâëåíèÿ ìåòàáîëèçìà äàåò âîçìîæíîñòü âûÿâëÿòü â êëåòêàõ
áàêòåðèé ðàçëè÷èÿ è íà ñèñòåìíîì óðîâíå êàê ìåòàáîëè÷åñêèõ
ðåàêöèé, ñâÿçàííûõ íå òîëüêî ñ àêòèâíîñòüþ ãåíîâ. Òàêàÿ âîçìîæ-
íîñòü òàêæå ñóæàåò ïîèñê íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ ìèøåíåé äëÿ
ðàçðàáîòêè ýôôåêòèâíûõ ëåêàðñòâ. Áîëåå òîãî, èäåíòèôèêàöèÿ
îáðàçóþùèõ ïðè ãðàôè÷åñêîì ïðåäñòàâëåíèè öåíòðîâ ñãóùåíèé è
ðàçíûõ ïîäãðóïï ìåòàáîëè÷åñêèõ ðåàêöèé â êëåòêå ìèêîáàêòåðèé
è êèøå÷íîé ïàëî÷êè ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü, ÷òî öåíòðàëüíûì ñóá-
ñòðàòîì çàïóñêà ìåòàáîëèçìà â òóáåðêóëåçíîé ïàëî÷êå ÿâëÿåòñÿ
ãëóòàìàò, â òî âðåìÿ êàê äëÿ êèøå÷íîé ïàëî÷êè – ýòî ïèðóâàò.
Òàêîå ñðàâíåíèå ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé äàåò âîçìîæíîñòü óâèäåòü
òå èç íèõ, êîòîðûå îñîáî âàæíû äëÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè.

Ñèñòåìíûé ïîäõîä ê èçó÷åíèþ áèîëîãè÷åñêîãî ÿâëåíèÿ ïî-
çâîëÿåò òàêæå ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ îòíîñèòåëüíî ìåõàíèçìà
âîçíèêíîâåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ òîãî èëè èíîãî öèòîñòà-
òèêà. Ñ ýòîé öåëüþ áûëà ïîñòðîåíà ìîäåëü áåëêîâî-áåëêîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé íà óðîâíå âñåãî ïðîòåîìà ñ âûäåëåíèåì áåëêîâ
êàê óçëîâ âçàèìîäåéñòâèé è òàêèõ âçàèìîäåéñòâèé, êîòîðûå ìîæ-
íî ðàññìàòðèâàòü êàê êðàåâûå (edge), èëè ïåðèôåðè÷åñêèå, â ñåòè.
Ïðè ïðîâåäåíèè àíàëèçà ó÷èòûâàëè âåñü íàáîð èçâåñòíûõ ãåíîâ,
îïðåäåëÿþùèõ ôåíîòèï ðåçèñòåíòíîñòè. Àíàëèç áåëêîâ êëåòêè íà
ñèñòåìíîì óðîâíå ïîçâîëÿåò óâèäåòü ìàðøðóò ìåòàáîëè÷åñêèõ ðå-
àêöèé, ïðèâîäÿùèõ ê âîçíèêíîâåíèþ ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíò-
íîñòè. C ïîìîùüþ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì è ïîñòðîåíèÿ ìîäåëè
ãëîáàëüíûõ âçàèìîäåéñòâèé óäàëîñü âûÿñíèòü, ÷òî òà èëè èíàÿ
ìèøåíü îáëàäàåò ñêëîííîñòüþ ê çàïóñêó òîãî èëè èíîãî èç ÷åòû-
ðåõ îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ õåìîóñòîé÷èâîñòè. Èäåíòèôèêàöèÿ â
ýòîé ìîäåëè ñàìûõ êîðîòêèõ ïóòåé âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ìèøå-
íüþ è íàáîðîì ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè äàåò âîçìîæíîñòü âûäåëèòü
ïîäñèñòåìó, îïðåäåëÿþùóþ ìåõàíèçì âîçíèêíîâåíèÿ ðåçèñòåíò-
íîñòè. Îáíàðóæåíèå ñàìûõ êîðîòêèõ ïóòåé âçàèìîäåéñòâèé ïî-
çâîëÿåò ïðîâåðèòü ýêñïåðèìåíòàëüíûì ïóòåì ñ ïîìîùüþ òåõíî-
ëîãèè ìèêðîýðåé âîçìîæíîñòü ñâåðõýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâóþùåãî
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ãåíà õåìîðåçèñòåíòíîñòè è òî, íàñêîëüêî öåíòðàëüíûì â èíòåðàê-
òîìå ÿâëÿåòñÿ äàííîå âçàèìîäåéñòâèå. ×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè òà-
êèõ ïóòåé âçàèìîäåéñòâèé è èõ ìåòàáîëè÷åñêàÿ îðãàíèçàöèÿ ñïî-
ñîáíû óêàçàòü íà òî, êàêîé ìåõàíèçì óñòîé÷èâîñòè äîëæåí âîç-
íèêíóòü. Èç ýòèõ äàííûõ ñòàíîâèòñÿ ÿñíûì, ÷òî äëÿ óñïåøíîãî
ïîääåðæàíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòêè ê ïðèìåíÿåìîìó ëåêàðñòâó
íåîáõîäèìî ïîäàâèòü íå òîëüêî ñîîòâåòñòâóþùóþ ìèøåíü, íî è
êîìèøåíü (èëè êîìèøåíè), âõîäÿùèå â äàííóþ ïîäñèñòåìó, îò
êîòîðîé çàâèñèò ôåíîòèï õèìèîðåçèñòåíòíîñòè. Òàêæå î÷åâèäíî,
÷òî ðàçðàáîòêà íàèáîëåå ýôôåêòèâíîãî ëåêàðñòâà ñâÿçàíà ñ âûáî-
ðîì íå òîëüêî îïòèìàëüíîé ìèøåíè äåéñòâèÿ, íî è ñîîòâåòñò-
âóþùèõ êî-ìèøåíåé.

Èòàê, â ëàáîðàòîðèè Chandra ðàçðàáîòàëè àëãîðèòì ñâÿçûâà-
íèÿ â åäèíîå öåëîå äàííûõ âçàèìîäåéñòâèé â èíòåðàêòîìå, áà-
ëàíñà ìåòàáîëè÷åñêèõ ïîòîêîâ â ðåàêòîìå, ãåíîìíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, ôåíîòèïè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé, à òàêæå ñòðóêòóðíûõ
îñîáåííîñòåé ìèøåíåé. Òàêîé ïîäõîä ïîçâîëèë âûÿâèòü íàèáîëåå
ïåðñïåêòèâíûå ìèøåíè, ïîäàâëåíèå êîòîðûõ áåçîïàñíî äëÿ îðãà-
íèçìà õîçÿèíà è åãî ïðèðîäíîé ìèêðîôëîðû.

Åñëè â íàñòîÿùåå âðåìÿ ëå÷åíèå òóáåðêóëåçà ñâÿçàíî ñ ïðè-
ìåíåíèåì, â îñíîâíîì, ñðåäñòâ, ðàçðóøàþùèõ ñèíòåç ìóêîëÿòà,
òî â ëàáîðàòîðèè Chandra ïðåñëåäóþò öåëü ðàçðóøåíèÿ ìåòàáî-
ëèçìà òóáåðêóëåçíîé ïàëî÷êè â öåëîì. Äëÿ ýòîãî ïðîâîäèòñÿ àíà-
ëèç ñåòè ðåàêòîìû, îõâàòûâàþùåé ìåòàáîëèçì ìèêðîáíîé êëåòêè,
è, òàêèì îáðàçîì, ìîãóò áûòü óñòàíîâëåíû çàâèñèìîñòè êàê ìåæ-
äó ãîòîâûìè îòäåëüíûìè áåëêàìè, òàê è ìåæäó ïðîäóêòàìè öåïè
èõ ñèíòåçà â êëåòêå. Ýòè çàâèñèìîñòè ìîãóò ïðîÿâëÿòüñÿ è ïðè
îòäàëåííîì, è ïðè î÷åíü áëèçêîì âçàèìîäåéñòâèè. ßñíî, ÷òî
èíàêòèâàöèÿ áëèæíèõ âçàèìîäåéñòâèé íàèáîëåå ñèëüíî íàðóøèò
õîä ìåòàáîëèçìà êëåòêè, à òàêæå åå æèçíåñïîñîáíîñòü è, ñëåäîâà-
òåëüíî, ýôôåêòèâíûìè îêàæóòñÿ ëåêàðñòâà, îäíîâðåìåííî ïðå-
ïÿòñòâóþùèå îò îäíîãî äî ÷åòûðåõ ðàçëè÷íûì áëèæíèì âçàèìî-
äåéñòâèÿì è èõ ðàçëè÷íûì êîìáèíàöèÿì.

Ïðîòåêàíèå èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíèÿ çàâèñèò îò õàðàêòåðà
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó èììóííîé ñèñòåìîé õîçÿèíà è ïàòîãåíîì.
Ñèñòåìíûé ïîäõîä ê èçó÷åíèþ ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ïîçâîëÿåò
ïîñòðîèòü ìîäåëü, ó÷èòûâàÿ è õàðàêòåðèçóÿ ðàçëè÷íûå êîìïîíåí-
òû õîçÿèíà è ìèêðîáíîé êëåòêè, ðàçëè÷èÿ â ñîñòîÿíèè êëåòîê è
ïðîöåññîâ, â íèõ ïðîòåêàþùèõ. Áîëåå òîãî, ïîñòðîåííàÿ ìîäåëü,
âêëþ÷àþùàÿ 75 áåëêîâûõ óçëîâ, ó÷èòûâàëà ýôôåêòû âàêöèíàöèè,
ÿâëåíèÿ áàêòåðèàëüíîãî î÷èùåíèÿ (bacterial clearance) îðãàíèçìà è
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âîçìîæíûõ ñêîðîñòåé ðîñòà êëåòîê. Èñïîëüçîâàíèå âèðòóàëüíîãî
ïðèåìà äåëåòèðîâàíèÿ òåõ èëè èíûõ ôàêòîðîâ ñèñòåìû, êàê è
âíåñåíèå ôàêòîðîâ âîçìóùåíèé ñèñòåìû, ïîêàçàëè, ÷òî íàðóøå-
íèå ôàãîöèòîçà, ñëèÿíèÿ ôàãîëèçîñîìû è öèòîêèíû, òàêèå, êàê
TNF è IFN, óõóäøàþò áàêòåðèàëüíîå î÷èùåíèå, â òî âðåìÿ êàê
óäàëåíèå öèòîêèíîâ, íàïðèìåð IL-10, à òàêæå áàêòåðèàëüíîãî çà-
ùèòíîãî áåëêà SapM ðåçêî åãî óëó÷øàþò. Ìîäåëü ïîçâîëÿåò
ïðåäñêàçàòü, êàê è îò êàêèõ óñëîâèé ñóùåñòâîâàíèÿ çàâèñèò õà-
ðàêòåð ïðîòåêàíèÿ èíôåêöèè, è îòñþäà ñòàíîâÿòñÿ âîçìîæíûìè
ðåêîìåíäàöèè, ïîëåçíûå äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Èòàê, ñòàíîâëåíèå â áèîëîãèè ìûøëåíèÿ, íàïðàâëåííîãî íà
ðàçðàáîòêó íîâûõ ïîäõîäîâ ê ýêñïåðèìåíòàëüíûì èññëåäîâàíèÿì,
ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì òàêîãî òðàäèöèîííîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
ïîäõîäà, êàê ðàçáîð öåëîãî íà ÷àñòè è èçó÷åíèå ÷àñòåé ïî îòäåëü-
íîñòè. Äîìèíèðóþùèì ñòàíîâèòñÿ ðàññìîòðåíèå âî âñåé ñîâî-
êóïíîñòè ïîëó÷åííûõ ìíîãî÷èñëåííûõ äàííûõ èçó÷åííîãî ñ ðàç-
íûõ ñòîðîí ÿâëåíèÿ, ÷òî âåäåò ê âîçíèêíîâåíèþ â êëåòêå ñâîéñòâ,
äåòåðìèíèðîâàííûõ íå òîëüêî ãåíåòè÷åñêè, íî è áëàãîäàðÿ ñèñ-
òåìíîé îðãàíèçàöèè âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó îòäåëüíûìè ñòðóêòó-
ðàìè êëåòêè. Â ðåçóëüòàòå òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ âîçíèêàþò
ñâîéñòâà êëåòêè, çàâèñÿùèå íå íåïîñðåäñòâåííî îò ãåíåòè÷åñêîãî
êîäà, íî è îò çàêîíîâ, óïðàâëÿþùèõ ïîñòðîåíèåì òîé èëè èíîé
ñèñòåìû è åå ôóíêöèîíèðîâàíèåì. Òàêèå ñâîéñòâà âàæíû, òàê
êàê îíè íàðÿäó ñ ãåíåòè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè îïðåäåëÿþò ôåíîòèï
êëåòêè. Ñëåäîâàòåëüíî, íåîáõîäèìî ðàñêðûòü ïðèíöèï ôîðìèðî-
âàíèÿ ñèñòåì æèçíåîáåñïå÷åíèÿ êëåòêè è îñíîâ, îïðåäåëÿþùèõ
âîçíèêíîâåíèå òîãî èëè èíîãî ñâîéñòâà, ïðîÿâëÿåìîãî òîëüêî öå-
ëîñòíîé ñèñòåìîé, à íå åå îòäåëüíûìè ÷àñòÿìè. Ñèñòåìíàÿ áèî-
ëîãèÿ ðàçðàáîòàëà òàêîé ïîäõîä àíàëèçà ê èçó÷åíèþ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ÿâëåíèé, êîòîðûé îñíîâàí íà âîçìîæíîñòè êîëè÷åñòâåííûõ
îïèñàíèé ñëîæíûõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ñ ïðèìåíåíèåì ìà-
òåìàòè÷åñêîãî àïïàðàòà è êîìïüþòåðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ, ìàíè-
ïóëèðóÿ ðåçóëüòàòàìè, äîáûòûìè ìåòîäàìè ðàçëè÷íûõ «îìèê».
Âàæíûì äîñòèæåíèåì íà ýòîì ïóòè ñòàëî îïèñàííîå âûøå ñîçäà-
íèå ìèíèìàëüíîé êëåòêè è ìèíèìàëüíîãî ãåíîìà êàê ñàìîãî
ïðîñòîãî îáúåêòà èçó÷åíèÿ çàêîíîâ ñèñòåìíîãî óðîâíÿ îðãàíèçà-
öèè â áèîëîãèè. Ïåðâûå ðåçóëüòàòû òàêîãî èçó÷åíèÿ óæå ïîëó÷åíû:
äåëåöèÿ â ãåíîìå ëèøü îäíîé ïàðû îñíîâàíèé â ñîîòâåòñòâóþùåì
ãåíå îêàçàëàñü ëåòàëüíîé. Ñëåäîâàòåëüíî, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ñòðóê-
òóðà ëèáî íå âõîäèò â ñèñòåìó, ëèáî íå ïîä÷èíÿåòñÿ çàêîíó èçáû-
òî÷íîñòè è íå èìååò îáõîäíûõ ïóòåé â ñåòè ìåòàáîëèçìà (metabolic
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bypass). Ïî÷åìó? Êàê ïîâåäóò ñåáÿ äðóãèå ñòðóêòóðû? Ïðèâåäåò ëè
äåëåöèÿ ýòîé ïàðû îñíîâàíèé â ãåíå ê ëåòàëüíîñòè â ñëó÷àå ïðè-
ðîäíîé êëåòêè èëè ïðè ïîëíîì íàáîðå ãåíîâ, äàííûõ Ïðèðîäîé,
âîçìîæíà çàùèòà êëåòêè. ßñíî, ÷òî íà÷àëî èññëåäîâàíèé ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìèíèìàëüíîé êëåòêè è ãåíîìà ïîëîæåíî.

×òî êàñàåòñÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ õåìîóñòîé÷èâîñòè íà ñèñ-
òåìíîì óðîâíå îðãàíèçàöèè ïðèðîäíûõ êëåòîê ïðî- è ýóêàðèîò,
òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ èñïîëüçóåòñÿ âîçìîæíîñòü ïîñòðîåíèÿ íà
îñíîâàíèè áàçû äàííûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ðåàêöèé êëåòêè ñåòè
âçàèìîäåéñòâèé ñ âûÿâëåíèåì â íåé óçëîâ, èëè âåðøèí (vertices),
è êðàåâ (edges) ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé. Òàêàÿ ñåòü ìîæåò áûòü îïè-
ñàíà ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî ìàòåìàòè÷åñêîãî àïïàðàòà, íàçû-
âàåìîãî spectral graph theory. Âàæíî òî, ÷òî ñ ïîìîùüþ ýòîãî
ïðèåìà ìîæåò áûòü îõàðàêòåðèçîâàí ìàòåìàòè÷åñêèé ïîêàçàòåëü,
íàçûâàåìûé k-shortest path algorithm. Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò ïîêàçà-
òåëü â ñëó÷àå ÷óâñòâèòåëüíûõ è óñòîé÷èâûõ êëåòîê ðàçëè÷åí. Èçó-
÷åíèå ñ ïîìîùüþ òåõíèêè ìèêðîýððååâ ïðîôèëÿ àêòèâíîñòè ãå-
íîâ â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü, îò êàêèõ ãåíîâ çàâèñèò
ýòî ðàçëè÷èå. Ýòî îáëåã÷àåò ðàñêðûòèå ìåõàíèçìà âîçíèêàþùåé
õåìîóñòîé÷èâîñòè è ïîèñê ïóòè ïðåîäîëåíèÿ ýòîãî ÿâëåíèÿ. Ïëî-
äîòâîðíîñòü òàêîãî ïîäõîäà ïîêàçàíà ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ
ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè â ñëó÷àå òóáåðêóëåçà [20], ðàêà ÿè÷-
íèêîâ è ëåãêèõ [21].

Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ñèñòåìíàÿ áèîëîãèÿ â ñâÿçè ñ
ïîèñêîì îòâåòà íà âîïðîñ, êàê òà èëè èíàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ñèñòå-
ìà áóäåò ðåàãèðîâàòü íà åå âîçìóùåíèå, âíîñèìîå ëèáî òåì èëè
èíûì ïðèðîäíûì îáðàçîì, ëèáî ñ ïîìîùüþ ìóòàãåíåçà, ëèáî
ââåäåíèÿ òîãî èëè èíîãî ëåêàðñòâà, ëèáî, â îáùåì, èíãèáèòîðà,
ïðåäñòàâëåííîãî ìàëîé ìîëåêóëîé. Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èçó÷èòü
èçìåíåíèÿ â êëåòêå êèøå÷íîé ïàëî÷êè, ïðîÿâëÿþùåé ïîñëå îá-
ðàáîòêè ìóòàãåíîì, óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ ìèøåííîãî èíãèáè-
òîðà ðîñòà ýòèõ êëåòîê. Êðàòêîìó îïèñàíèþ ýòîãî èññëåäîâàíèÿ
ïîñâÿùåíà ñëåäóþùàÿ ãëàâà.
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ÎÁ ÈÍÄÓÊÖÈÈ Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÌÓÒÀÃÅÍÀ
ÓÑÒÎÉ×ÈÂÎÑÒÈ Ê ËÅÒÀËÜÍÎÌÓ ÄÅÉÑÒÂÈÞ

ÌÈØÅÍÍÎÃÎ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÀ ÊËÅÒÊÈ
ÊÈØÅ×ÍÎÉ ÏÀËÎ×ÊÈ

Èç ïðèâåäåííîãî ìàòåðèàëà ñëåäóåò, ÷òî âîçíèêíîâåíèå õå-
ìîóñòîé÷èâîñòè êëåòêè ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèÿìè ðàáîòû ðàçëè÷-
íûõ ãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ. Íà ïðèìåðå ïðîñòîé ïðèðîäíîé
êëåòêè, êàêîâîé ÿâëÿåòñÿ õîðîøî èçó÷åííàÿ ìèêðîáíàÿ êëåòêà
êèøå÷íîé ïàëî÷êè Escherichia coli, ïðåäîñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü
èçó÷åíèÿ îáóñëîâëèâàþùåãî õåìîóñòîé÷èâîñòü îòâåòà êëåòêè íà
äåéñòâèå ìóòàãåíà è âåðîÿòíîñòè òàêèõ ãåííûõ èçìåíåíèé, â ðå-
çóëüòàòå êîòîðûõ äåéñòâèå èíãèáèòîðà íà êëåòêó ïðåäîòâðàùàåò-
ñÿ. Íàèáîëåå èíôîðìàòèâåí è óäîáåí äëÿ èññëåäîâàíèé ýòîé
ïðîáëåìû ïîäõîä, ñâÿçàííûé ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèøåííîãî
èíãèáèòîðà, ìèøåíü äåéñòâèÿ êîòîðîãî â êëåòêå íàäåæíî óñòà-
íîâëåíà. Òàêèì èíãèáèòîðîì ÿâëÿåòñÿ ôîñôîíîâûé àíàëîã àìè-
íîêèñëîòû ãëèöèíà – N-[ôîñôîíîìåòèë]-ãëèöèí – ãëèôîñàò,
îáëàäàþùèé ÿðêî âûðàæåííûìè ãåðáèöèäíûìè ñâîéñòâàìè.
Îêàçàëîñü, ÷òî ìèøåíüþ äåéñòâèÿ ýòîãî ñîåäèíåíèÿ ÿâëÿåòñÿ
øåñòîé ôåðìåíò øèêèìàòíîãî ïóòè ñèíòåçà, âåäóùåãî ê îáðàçî-
âàíèþ â êëåòêàõ áàêòåðèé, ãðèáîâ è ðàñòåíèé, íî íå æèâîòíûõ
àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò – òðèïòîôàíà, òèðîçèíà è ôåíèë-
àëàíèíà. Ýòî ôåðìåíò 5-ýíîëïèðóâèë-3-ôîñôàò-øèêèìàòñèíòàçà
(EPSPS) (ðèñ. 12.1) [1, 2].

ßñíî, ÷òî èçìåíåíèÿ ñ ïîìîùüþ ìóòàãåíà â ñàéòå ñâÿçûâà-
íèÿ ýòèì ôåðìåíòîì ãëèôîñàòà, ïîçâîëÿò êëåòêàì íîðìàëüíî
ðàñòè â ïðèñóòñòâèè ýòîãî èíãèáèòîðà. Òàêîé æå ýôôåêò âûçîâåò
ïîâûøåíèå â êëåòêå êîíöåíòðàöèè ýòîãî ôåðìåíòà è ñëåäîâà-
òåëüíî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ äàííîãî èíãèáèòîðà, ÷òî ïðîèñõîäèò
ïðè àìïëèôèêàöèè ãåíà äàííîé ìèøåíè. Òàêèì îáðàçîì, îäèí
èç ìåõàíèçìîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ íå÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòêè ê
ìèøåííîìó èíãèáèòîðó, ñâÿçàí ñ èçìåíåíèÿìè â ãåíå åãî ìè-
øåíè è ÷èñëå êîïèé ýòîãî ãåíà â êëåòêå. Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ
èçó÷èòü, êàê ÷àñòî èñïîëüçóåòñÿ êëåòêîé ìèøåííûé ìåõàíèçì
ïî ñðàâíåíèþ ñ âîçìîæíûìè äðóãèìè ìåõàíèçìàìè çàùèòû ìå-
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Ðèñ. 12.1. Ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà ãëèôîñàòà (à) è ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ 5-ýíîë-
ïèðóâèëøèêèìàò-3-ôîñôàòà íà øèêèìàòíîì ïóòè ñèíòåçà, êàòàëèçèðóåìàÿ ñ

ïîìîùüþ EPSPS (á) [32]

òàáîëèçìà îò ïîâðåæäåíèé. Â ðàííåé ðàáîòå [3] áûëî ïîêàçàíî,
÷òî òàêîé ìóòàãåí, êàê ýòèìåòàíñóëüôîíàò – EMS èçìåíÿåò êî-
äèðóþùèé EPSPS ãåí aro A ó áàêòåðèé ñ âåðîÿòíîñòüþ 10—6. Ìó-
òàíòû æå, óñòîé÷èâûå ê ãëèôîñàòó, âîçíèêàþò â 100 ðàç ÷àùå (ñ
âåðîÿòíîñòüþ 10—4). Ýòî äîëæíî îçíà÷àòü, ÷òî â ãåíîìå êëåòêè
ñóùåñòâóåò ìíîãî ãåíîâ, îò ñîñòîÿíèÿ êîòîðûõ çàâèñèò ôåíîòèï
åå óñòîé÷èâîñòè, â ÷àñòíîñòè ê àíòèìåòàáîëèòàì. Êàêèå æå ìå-
õàíèçìû õåìîóñòîé÷èâîñòè îïðåäåëÿþò ýòè ãåíû? Îòâåò íà ýòîò
âîïðîñ ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü èìåþùèåñÿ â ðàñïîðÿæåíèè êëåò-
êè ñðåäñòâà, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ âîçìîæíà çàùèòà ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ìèøåíåé, ôóíêöèîíèðóþùèõ â íåáëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ýòèõ ãåíîâ ìû âûáðàëè êëåòêè E. ñoli, ïîñêîëü-
êó îíè, â îòëè÷èå îò äðóãèõ áàêòåðèé, íå ìîãóò èñïîëüçîâàòü
ãëèôîñàò â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ôîñôîðà è, ñëåäîâàòåëüíî, íå
ïðîÿâëÿþò àêòèâíîñòü cîîòâåòñòâóþùåé Ñ–P-ëèàçû, ðàçðóøàþ-
ùåé ãëèôîñàò [4]. Ýòî íåñêîëüêî ñóæàåò êðóã ïðåäïðèíèìàåìîãî
ïîèñêà. Ïîñêîëüêó äëÿ ýòèõ áàêòåðèé èçâåñòíû øòàììû äîíî-
ðîâ, ïåðåäàþùèõ ñ ïîìîùüþ êîíúþãàöèè ìåæäó êëåòêàìè ñâîè
ãåíû ðåöèïèåíòàì, òî òîëüêî ãåíû äîíîðíîé êëåòêè, îáðàáîòàí-
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íîé ìóòàãåíîì, ìîæíî ïåðåäàâàòü íåîáðàáîòàííîìó ðåöèïèåíòó â
âèäå îòäåëüíûõ êóñêîâ, à íå öåëîãî ïîäâåðãøåãîñÿ ìóòàãåíåçó ãå-
íîìà, è ýòî îáëåã÷àåò èäåíòèôèêàöèþ ãåíîâ, ìóòàöèÿ â êîòîðûõ
ïðèâîäèò ê ãëèôîñàòóñòîé÷èâîñòè. Øòàììû äîíîðîâ ìîãóò ïåðå-
íîñèòü ñâîþ õðîìîñîìó, èìåþùóþ âèä êîëüöà, ðàçðûâàÿ åå â ðàç-
ëè÷íûõ ìåñòàõ è â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ – ëèáî ïî, ëèáî ïðîòèâ
÷àñîâîé ñòðåëêè. Ìû âûáðàëè ïðîòîòðîôíûé äîíîð HfrC ñ ïîëíî-
ñòüþ èíòàêòíûìè ãåíàìè, íàïðàâëåíèå ïåðåíîñà êîòîðûõ îò äîíî-
ðà ê ðåöèïèåíòó òàêîå, ÷òî ãåí aroA ïîñòóïàåò â êëåòêè ðåöèïèåíòà
ïîñëåäíèì ïî âðåìåíè ïåðåäà÷è âñåé äîíîðíîé õðîìîñîìû. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ïðåðûâàÿ ïåðåíîñ ãåíîâ áëèæå ê êîíöó åå ïåðåäà÷è
ìîæíî èñêëþ÷èòü èç ñîçäàâàåìîé äëÿ èçó÷åíèÿ êîëëåêöèè ìóòàöèé
òå, êîòîðûå èçìåíÿþò ñîñòîÿíèå ãåíà aroA.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ, ìóòàöèè â êîòîðûõ îáóñëîâëèâàþò
ôåíîòèï ãëèôîñàòóñòîé÷èâîñòè, êëåòêè äîíîðà HfrC îáðàáàòûâàëè
äâóìÿ âèäàìè ìóòàãåíîâ: ýòèëìåòàíñóëüôîíàòîì (EMS) è íèòðîçî-
ãóàíèäèíîì (NG). Î ìåõàíèçìå äåéñòâèÿ ïåðâîãî ìîæíî ïðî÷èòàòü
â [5], âòîðîãî – [6]. Íåñìîòðÿ íà ñõîäñòâî èõ äåéñòâèé è íà òî, ÷òî
NG ÿâëÿåòñÿ ñóïåðìóòàãåíîì ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè àëêèëèðóþ-
ùèìè ìóòàãåíàìè, îí ó ìíîãèõ àâòîðîâ çàñëóæèë ðåïóòàöèþ æåñò-
êîãî àãåíòà, äåéñòâóþùåãî íà ãåíîì òàê, ÷òî â ðàçíûõ ìåñòàõ âîçíè-
êàþò ìóòàöèè è îñîáåííî âåëèê âûõîä äâîéíûõ ìóòàöèé. Ýòîò íå-
äîñòàòîê NG óñòðàíÿåòñÿ â íàøèõ îïûòàõ çà ñ÷åò âîçìîæíîñòè îòñå-
êàíèÿ ýôôåêòîâ íà óðîâíå âñåãî ìóòèðîâàííîãî ãåíîìà ïðè ÷àñòè÷-
íîì ïåðåíîñå ãåíîâ èç îáðàáîòàííîé NG êëåòêè â íåîáðàáîòàííóþ.
Áîëåå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî àêòèâíîñòü NG çàâèñèò îò ñïîñîáà óêëàä-
êè áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû â êëåòêå òàê, ÷òî ïðè îñëàáëåíèè àê-
òèâíîñòè ÄÍÊ-ãèðàçû, îòâå÷àþùåé çà òîïîëîãèþ ãåíîìà, NG ñòà-
íîâèòñÿ äëÿ áàêòåðèàëüíîé êëåòêè ìåíåå òîêñè÷íûì è ìåíåå ìóòà-
ãåííûì [7]. Ýòîò ìóòàãåí ïðèâëåê íàøå âíèìàíèå.

Ïðåæäå âñåãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè îáîèõ ìó-
òàãåíîâ, îáóñëîâëèâàþùåé 50%-å âûæèâàíèå îáðàáàòûâàåìûõ
êëåòîê, àáñîëþòíî îäèíàêîâ âûõîä íà ìèíèìàëüíûõ ñðåäàõ, ñî-
äåðæàùèõ 400 ìêã/ìë ãëèôîñàòà, óñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ, íå óòðà-
òèâøèõ ñâîéñòâî ïðîòîòðîôíîñòè (íè îäèí èç ãåíîâ ìåòàáîëèç-
ìà íå ïîëîìàí: âñå íåîáõîäèìîå äëÿ æèçíè äåëàþò ñåáå ñàìè),
(âåðîÿòíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ 10—4). Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, êàê
ãåíû, ìóòàöèè êîòîðûõ îáóñëîâëèâàþò óñòîé÷èâîñòü, ëîêàëèçó-
þòñÿ â ãåíîìå E. coli, ìû ïåðåäàâàëè õðîìîñîìó êàæäîãî ìóòàíòà
÷óâñòâèòåëüíîìó ðåöèïèåíòó â òå÷åíèå 4 ÷. Ïåðåäà÷à ïðåðûâàëàñü
÷åðåç êàæäûé ÷àñ, è òðàíñêîíúþãàíòû, îáðàçóþùèåñÿ ìåæäó ÷óâñòâè-
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Ðèñ. 12.2. Ðàñïîëîæåíèå â ãåíîìå
êèøå÷íîé ïàëî÷êè 21 ãëèôîñàò-
óñòîé÷èâûõ ìóòàöèé ïðè ïåðåäà÷å
õðîìîñîìû â òå÷åíèå 4 ÷ ñ ïðåðû-
âàíèåì ïåðåäà÷è ÷åðåç êàæäûé ÷àñ

òåëüíîé ðåöèïèåíòíîé è óñ-
òîé÷èâîé äîíîðíîé êëåòêàìè,
âûñåâàëèñü íà ìèíèìàëüíûå
ñðåäû, ñîäåðæàùèå ãëèôîñàò
è ñòðåïòîìèöèí, óáèâàþùèé
äîíîðíûå êëåòêè. Íà ðèñ. 12.2

ïîêàçàíî ðàñïîëîæåíèå ãåíîâ ãëèôîñàòóñòîé÷èâîñòè â ãåíîìå E. coli.
Íåîæèäàííûé ðåçóëüòàò ïðè èçó÷åíèè ãëèôîñàòóñòîé÷èâûõ

ìóòàíòîâ áûë ïîëó÷åí ïðè ïîèñêå îòâåòà íà âîïðîñ, ñ êàêîé âå-
ðîÿòíîñòüþ âîçíèêàþò ìóòàíòû, óñòîé÷èâûå ê ãëèôîñàòó, ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè àíòèìåòàáîëèòíûìè èíãèáèòîðàìè – àíà-
ëîãàìè àìèíîêèñëîò S2-àìèíîìåòèë-L-öèñòåèíîì, 5-ìåòèëòðèï-
òîôàíîì, F-ôåíèëàëàíèíîì (ìèøåíè äåéñòâèÿ íåèçâåñòíû) è
àíàëîãîì îñíîâàíèÿ 6-àçàóðàöèëîì (ìèøåíü – ïðîäóêò ãåíà
pur H). Îêàçàëîñü, ÷òî â îäíîé è òîé æå ïîïóëÿöèè êëåòîê, îä-
íîêðàòíî îáðàáîòàííûõ ìóòàãåíîì, ìóòàíòû, óñòîé÷èâûå ê ðàç-
íûì èíãèáèòîðàì, âîçíèêàþò ñ îäíîé è òîé æå è äîñòàòî÷íî
âûñîêîé ÷àñòîòîé (10—4). Îòñþäà ñëåäîâàëî, ÷òî êàêèõ-òî ñïåöèà-
ëèçèðîâàííûõ ãåíîâ, îòâå÷àþùèõ òîëüêî çà õåìîðåçèñòåíòíîñòü,
áûòü íå ìîæåò, òàê êàê âñåé åìêîñòè ãåíîìà íå õâàòèëî áû äëÿ
âìåùåíèÿ ãåíîâ ëèøü ýòîãî òèïà. Âîçíèêàëà íåîáõîäèìîñòü óñ-
òàíîâëåíèÿ â ñëó÷àå ýòèõ ìóòàíòîâ ôåíîòèïà ìíîæåñòâåííîé
óñòîé÷èâîñòè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè òîëüêî òðåõ ðàçíûõ èíãèáèòî-
ðîâ 17 èç 21 èçó÷åííûõ ãëèôîñàòóñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ îêàçàëèñü
ìíîæåñòâåííûìè. Ìîãëà ëè ìóòàöèÿ àêòèâèðîâàòü ðàáîòó êàêî-
ãî-òî èç ìíîãî÷èñëåííûõ áåëêîâ-ýêñïîðòåðîâ, âûâîäÿùèõ ðàç-
ëè÷íûå ñîåäèíåíèÿ èç êëåòîê êèøå÷íîé ïàëî÷êè? Îòâåò íà ýòîò
âîïðîñ ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü ðåçóëüòàòû êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåí-
òîâ ìóòàíòíîé ÄÍÊ, ñïîñîáíûõ ïåðåäàòü ïðèçíàê óñòîé÷èâîñòè
êàê äîìèíàíòíûé ÷óâñòâèòåëüíûì êëåòêàì. Êëîíèðîâàíèå ïðî-
âîäèëè ñòàíäàðòíûì îáðàçîì. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 12.3 ÄÍÊ,
âûäåëåííóþ èç óñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ, ïîäâåðãàëè ÷àñòè÷íîìó ãèä-
ðîëèçó ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû Sau 3A, ÷òî ñîçäàåò íàáîð ôðàã-
ìåíòîâ â øèðîêîì äèàïàçîíå. Îí îïðåäåëÿåòñÿ ïîëîæåíèåì â
ãåëå ïðè ýëåêòðîôîðåçå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ôàãà ëÿìáäà ñ èçâåñò-
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Ðèñ. 12.3. Ýòàïû ïîëó÷åíèÿ áèáëèîòåêè ãåíîâ ãëèôîñàòóñòîé÷èâîãî ìóòàíòà
E. coli:

à – ãèäðîëèç ÄÍÊ ìóòàíòîâ ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû Sau3A, á – ïîëó÷åíèå ôðàãìåí-
òîâ êëåòî÷íîé ÄÍÊ, ðàçìåð êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóåò ïîêàçàííîé îáëàñòè ãåëÿ; â – ÷åò-
êàÿ ïîëîñà ëèíåàðèçîâàííûõ ìîëåêóë âåêòîðà; ã – ïîâåäåíèå ëèãàçíîé ñøèâêè ëèíåà-
ðèçîâàííûõ ìîëåêóë âåêòîðà ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ èçó÷àåìûõ ìóòàíòîâ; 1 – ïîëîæå-
íèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ôàãà ëÿìáäà; 2–4 – ãèäðîëèç ÄÍÊ ìóòàíòîâ ñ ïîìîùüþ ðå-

ñòðèêòàçû Sau3A

íûì ðàçìåðîì, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå ìàðêåðà ïîëî-
æåíèÿ òîãî èëè èíîãî ðàçìåðà. Îáëàñòü ãåëÿ, ñîäåðæàùóþ ôðàã-
ìåíòû ðàçìåðîì îò 2 äî 0,5 kb, âûðåçàëè è ÄÍÊ ýëþèðîâàëè
ñòàíäàðòíûì îáðàçîì. Ïîëó÷åííûå ìîëåêóëû ñøèâàëè ñ ÄÍÊ
pBluescript SK âåêòîðíîé ìîëåêóëîé, ëèíåàðèçîâàííîé èç êîëü-
öåâîé ôîðìû çà ñ÷åò âîçìîæíîñòè ðàçðåçàíèÿ ìîëåêóëû ëèøü â
îäíîì ìåñòå ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû BamH1. Êîíöû ìîëåêóë,
ïîëó÷åííûå ïîä äåéñòâèåì Sau3A è BamH1, ìîãóò îáúåäèíÿòüñÿ
ìåæäó ñîáîé, è ñïåöèàëüíûé ôåðìåíò ëèãàçà ìîæåò îêîí÷àòåëü-
íî ñøèâàòü âåêòîð ñ ôðàãìåíòàìè, îáðàçóÿ áèáëèîòåêó ìîëåêóë,
âèä êîòîðûõ çàâåðøàåò ðèñ. 12.3, ã. ÄÍÊ âåêòîðà íåîáõîäèìà,
òàê êàê áåç íåå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ââåäåííûå â êëåòêó, îáðå÷å-
íû íà óíè÷òîæåíèå, âåêòîðíàÿ æå ìîëåêóëà óñòðîåíà òàê, ÷òî
ñïîñîáíà ðàçìíîæàòüñÿ â êëåòêå â âèäå àâòîíîìíîé ñòðóêòóðû,
îáåñïå÷èâàÿ íàäåæíîå ñóùåñòâîâàíèå ââåäåííûõ ôðàãìåíòîâ â
âèäå ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, âåêòîðíàÿ ìîëåêóëà ñî-
äåðæèò ãåíû, ÷àùå àíòèáèîòèêîóñòîé÷èâîñòè, ÷òî ïîçâîëÿåò íà
ñîäåðæàùèõ àíòèáèîòèêè ñðåäàõ âûáèðàòü èç ïîïóëÿöèè êëåòîê
òîëüêî òå, â êîòîðûå ïîïàëè èçó÷àåìûå ôðàãìåíòû. Áîëåå òîãî,
íà ñïåöèàëüíûõ ñðåäàõ êëåòêè-òðàíñôîðìàíòû èìåþò ðàçëè÷íóþ
îêðàñêó: êîëîíèè ñèíåãî öâåòà ïðåäñòàâëåíû òðàíñôîðìàíòàìè,
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êîòîðûå ñîäåðæàò ïóñòîé âåê-
òîð, è áåëîãî öâåòà, âåêòîð êî-
òîðûõ íàãðóæåí èçó÷àåìûìè
ôðàãìåíòàìè [8].

Êàê ââîäèòñÿ ïîëó÷åííàÿ
áèáëèîòåêà ñøèòûõ ñ âåêòîðîì
èçó÷àåìûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â
êëåòêè? Â ñëó÷àå êèøå÷íîé ïà-
ëî÷êè îêàçàëîñü, ÷òî åñëè ýòî
íåâîçìîæíî äëÿ êëåòîê, âûðà-
ùåííûõ â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ,
òî, íàïðèìåð, îáðàáîòêà êëåòîê
CaCl2 â óñëîâèÿõ õîëîäà äåëàåò
ýòîò ïðîöåññ âîçìîæíûì äëÿ
áîëüøîãî ÷èñëà êëåòîê, ïîëó-
÷èâøèõ íàçâàíèå òðàíñôîðìàí-
òîâ [8].

Ïðè èçó÷åíèè ñïîñîáíîñòè
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ 8 ãëèôîñàò-
óñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ (ïî  2 èç
êàæäîé îáëàñòè ãåíîìà, ïîêàçàí-
íûõ íà ðèñ. 12.2)  íå áûëî ïîëó-
÷åíî íè îäíîãî ãëèôîñàòóñòîé-
÷èâîãî òðàíñôîðìàíòà. Ýòî óêà-
çûâàëî íà òî, ÷òî ìóòàöèÿ, îáó-
ñëîâëèâàþùàÿ ãëèôîñàòóñòîé-
÷èâîñòü, çàäåâàåò ãåí, êîòîðûé
â äèïëîèäíîì ñîñòîÿíèè (ò. å.
îäèí èç íèõ â õðîìîñîìå â âèäå
àëëåëè äèêîãî òèïà è äðóãîé –
â âåêòîðå â âèäå ìóòàíòíîé àë-
ëåëè) âåäåò ñåáÿ íå êàê äîìè-
íàíòíûé (êàêèì äîëæåí áûòü
àêòèâèðîâàííûé ýêñïîðòåð), à
êàê ðåöåññèâíûé (ôóíêöèÿ êî-
òîðîãî íå ïðîÿâëÿåòñÿ). Ïðåä-
ñòàâëÿëî èíòåðåñ ïðîâåñòè òåñò
íà ðåöåññèâíîñòü – äîìèíàíò-
íîñòü ãëèôîñàòóñòîé÷èâîé ìó-
òàöèè.

Ðèñ. 12.4. Ãåíåòè÷åñêàÿ êàðòà õðîìîñî-
ìû êèøå÷íîé ïàëî÷êè [23] è åå ôðàã-
ìåíò ðàçìåðîì 422 kb, â êîòîðîì ðàñïî-
ëàãàåòñÿ ìóòàöèÿ ãëèôîñàòóñòîé÷èâîñòè

3sgly r, ñöåïëåííàÿ ñ arg G
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Ñ ýòîé öåëüþ ìû âûáðàëè ìíîæåñòâåííûé ìóòàíò 3sgly r, êîíúþ-
ãàöèîííîå êàðòèðîâàíèå êîòîðîãî ïîêàçàëî òåñíîå ñöåïëåíèå ñ
àóêñîòðîôíûì ìàðêåðîì arg G (71,5 ìèí êàðòû õðîìîñîìû, âñÿ õðî-
ìîñîìà âêëþ÷àåò 100 ìèí âðåìåíè ïåðåäà÷è õðîìîñîìû îò äîíîðà
ðåöèïèåíòó) (ðèñ. 12.4).

Ñëåäîâàòåëüíî, åñëè ýòó îáëàñòü ñäåëàòü äâîéíîé íà íåêîòî-
ðîì ðàññòîÿíèè êàê âïðàâî, òàê è âëåâî îò ìàðêåðà argG, òî èc-
êîìûé ãåí áóäåò ïðåäñòàâëåí â êëåòêå äâàæäû â âèäå äâóõ ðàç-
íûõ àëëåëåé, è ýòî ïîçâîëèò îïðåäåëèòü ïðèðîäó êàæäîé àëëå-
ëè. Ñäåëàòü ýòó îáëàñòü õðîìîñîìû äâîéíîé ìîæíî ñ ïîìîùüþ
êîíúþãàöèîííîãî ââåäåíèÿ â êëåòêè òàê íàçûâàåìîãî ïîëîâîãî
ôàêòîðà – ýïèñîìû F′, îòâå÷àþùåé çà êîíòàêò ìåæäó êëåòêàìè
ðåöèïèåíòà è äîíîðà. Â îòëè÷èå îò ïåðåäà÷è õðîìîñîìû ýòîò
ôàêòîð âíîñèòñÿ â êëåòêè î÷åíü áûñòðî, è åñëè îí ñîäåðæèò çà-
õâà÷åííûå íèì õðîìîñîìíûå ãåíû, ðàñïîëîæåííûå äàæå â êîí-
öå ïåðåäà÷è õðîìîñîìû, òî òàêèå ãåíû â ñîñòàâå F′ ôàêòîðà ïî-
ÿâëÿþòñÿ â êëåòêå î÷åíü áûñòðî. Äëÿ íàøèõ öåëåé ìû âûáðàëè
äîíîð, F′-141 ýïèñîìà êîòîðîãî ñîäåðæàëà ôðàãìåíò áàêòåðè-
àëüíîé õðîìîñîìû ðàçìåðîì 422 kb (ðàçìåð âñåé õðîìîñîìû ñî-
ñòàâëÿåò 4639 êb). Çà êîðîòêîå âðåìÿ êîíòàêòà ýòîãî äîíîðà ñ
àóêñîòðîôíûì ïî àðãèíèíó ðåöèïèåíòîì ïîñëåäíèå ïîëó÷àëè îò
äîíîðà íåïîëîìàííûé ãåí argG è â ðåçóëüòàòå ýòîãî äëÿ ðîñòà
òðàíñêîíúþãàíòîâ áîëåå íå òðåáîâàëñÿ àðãèíèí. Ïîñêîëüêó ýïè-
ñîìó ìîæíî ââåñòè òîëüêî â ðåöèïèåíòíûå êëåòêè, à ìóòàöèþ
3sgly r íåñëè äîíîðû, òî ìû âíà÷àëå ïåðåäàëè ýòó ìóòàöèþ èç äî-
íîðà ðåöèïèåíòàì, îòáèðàÿ òðàíñêîíúþãàíòû, íå ñïîñîáíûå
ðàñòè áåç àðãèíèíà, íî óñòîé÷èâûå ê ãëèôîñàòó è åùå ðÿäó èñ-
ïîëüçîâàííûõ èíãèáèòîðîâ. Ïðè âíåñåíèè â òàêèå ñêîíñòðóèðî-
âàííûå ðåöèïèåíòû ýïèñîìû F′-141 îêàçàëîñü, ÷òî ïîëó÷àþùèåñÿ
òðàíñêîíúþãàíòû, ñïîñîáíûå ðàñòè áåç àðãèíèíà, ñòàíîâèëèñü
÷óâñòâèòåëüíûìè ê ëåòàëüíîìó äåéñòâèþ ãëèôîñàòà è äðóãèõ èñ-
ïîëüçîâàííûõ èíãèáèòîðîâ. Âîçìîæíîñòü ýïèñîìíîé ïåðåäà÷è
èç ýòèõ æå òðàíñêîíúþãàíòîâ íîâûì êëåòêàì ðåöèïèåíòîâ äîêà-
çûâàëà ïîääåðæàíèå äèïëîèäíîñòè ïî äàííîìó ó÷àñòêó õðîìî-
ñîìû, è, ñëåäîâàòåëüíî, èçó÷àåìàÿ ìóòàöèÿ óñòîé÷èâîñòè âîçíè-
êàåò â ðåöåññèâíîì ãåíå. Òàêîé ãåí â ìóòèðîâàííîì ñîñòîÿíèè
íå ìîæåò îòâå÷àòü çà âûáðîñ ñîåäèíåíèÿ èç êëåòêè, íî ïðè ïî-
ëîìêå åãî ïîñòóïëåíèå èíãèáèòîðà â êëåòêó ìîæåò ïðåêðàòèòüñÿ,
÷òî è ïðèâåäåò ê õåìîóñòîé÷èâîñòè. Âîçíèêàëà íåîáõîäèìîñòü
èçó÷åíèÿ, êàê èíãèáèòîð ïîñòóïàåò â ãëèôîñàòóñòîé÷èâûå ìóòàí-
òû ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè äèêîãî òèïà. Áîëåå òîãî, ìîæåò ëè
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Ðèñ. 12.5. Óðîâíè Ñ14-ãëè-
ôîñàòà â ÷óâñòâèòåëüíûõ
êëåòêàõ êîíòðîëÿ è â êëåò-
êàõ ãëèôîñàòóñòîé÷èâûõ
ìóòàíòîâ. WT – êîíòðîëü;
 1–13 – íîìåðà ìóòàíòîâ

ìíîæåñòâåííîñòü óñòîé÷èâîñòè áûòü îáóñëîâëåííîé âîçìîæíîñòüþ
îäíîâðåìåííîãî èçìåíåíèÿ â óðîâíÿõ ïîñòóïëåíèÿ ðàçëè÷íûõ ñî-
åäèíåíèé â êëåòêó?

Íàëè÷èå ðàäèîàêòèâíîãî ãëèôîñàòà äàëî íàì âîçìîæíîñòü èçó-
÷èòü õàðàêòåð ïîñòóïëåíèÿ ýòîãî âåùåñòâà â êëåòêè êèøå÷íîé ïà-
ëî÷êè. Îêàçàëîñü, ÷òî â îòëè÷èå îò ìíîãèõ ñîåäèíåíèé, òðàíñïîðò
êîòîðûõ â êëåòêó èññëåäîâàëñÿ, ãëèôîñàò íå îáëàäàë ñïîñîáíîñòüþ
äàæå ñîðáèðîâàòüñÿ êëåòêîé E. coli. Âîçíèêàëî îùóùåíèå, ÷òî îí
ïîñòóïàåò â ýòè êëåòêè ìåäëåííî è, âîçìîæíî, ïîýòîìó äåéñòâèå
åãî ïðîÿâëÿåòñÿ â óñëîâèÿõ ìèíèìàëüíîé ñðåäû è äëèòåëüíîãî
âðåìåíè èíêóáàöèè. Ãëîáàëüíûé ìóòàãåíåç ñ ïîìîùüþ òðàíñïîçî-
íà âûÿâèë â êëåòêàõ ìèêîïëàçìû äâå êàññåòû ãåíîâ, îñóùåñòâëÿþ-
ùèå òðàíñïîðò âíóòðü êëåòêè è ïðåäñòàâëåííûå ñîîòâåòñòâóþùèìè
ABC-ïåðåíîñ÷èêàìè. Îäíà êàññåòà îòâå÷àåò çà ïîñòóïëåíèå â êëåò-
êó ôîñôàòà, äðóãàÿ, – ïðåäïîëîæèòåëüíî, ôîñôîíàòà [9]. Â êëåòêàõ
ìèêîïëàçìû, î÷åâèäíî, âîçìîæåí ïåðåêðåñò ìåæäó íèìè â îòëè÷èå
îò êëåòîê E. coli. Äëÿ òîãî ÷òîáû íàäåæíî ñðàâíèâàòü óðîâíè ïî-
ñòóïëåíèÿ ãëèôîñàòà â ÷óâñòâèòåëüíûå êîíòðîëüíûå è óñòîé÷èâûå
êëåòêè ìóòàíòîâ, íåîáõîäèìî áûëî óñêîðèòü âðåìÿ ïîñòóïëåíèÿ
èíãèáèòîðà â êëåòêó. Ýòî îêàçàëîñü âîçìîæíûì ïðè èñïîëüçîâà-
íèè êëåòîê, îáðàáîòàííûõ õîëîäíûì ÑaÑl2 è â ïðèñóòñòâèè äèìå-
òèëñóëüôîêñèäà [10]. Â ýòèõ óñëîâèÿõ óäàëîñü ïðîñëåäèòü àêòèâíûé
òðàíñïîðò ãëèôîñàòà, ìåäëåííî ïîñòóïàþùåãî â êëåòêè ñ áîëüøîé
âåëè÷èíîé Km, ñîñòàâëÿþùåé 274 ìêM è íà êîòîðûé íå îêàçûâàåò
âëèÿíèÿ ïðèñóòñòâèå ôîñôàòíûõ èîíîâ, ãëèöèíà è äðóãèõ àìèíî-
êèñëîò, ïðèíàäëåæàùèõ îäíîé ãðóïïå ïîñòóïëåíèÿ âåùåñòâ â ýòè
êëåòêè. Ýòî óêàçûâàëî íà òî, ÷òî èìååòñÿ ñïåöèàëüíàÿ ñèñòåìà äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ôîñôîíàòîâ â ñëó÷àå êèøå÷íîé ïàëî÷êè, è âîçíèêàë
âîïðîñ î òîì, êàê ÷àñòî ýòà ñèñòåìà ìîæåò âûõîäèòü èç ñòðîÿ. Äàí-
íûå èçìåðåíèÿ óðîâíåé ïîñòóïëåíèÿ ãëèôîñàòà â ÷óâñòâèòåëüíûå è
12 óñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 12.5.
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Ãëèôîñàò ïîñòóïàåò â óñòîé÷èâûå êëåòêè òî÷íî òàê æå, êàê è â
÷óâñòâèòåëüíûå è, ñëåäîâàòåëüíî, íå ñ ýòèì ïðîöåññîì ñâÿçàí ìå-
õàíèçì âîçíèêíîâåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ýòèõ ìóòàíòîâ ê èíãèáèòîðó.

Èòàê, èç òðåõ ïðîöåññîâ – âõîæäåíèå, âûáðîñ è ðàñïðåäåëå-
íèå â êëåòêå, â êîòîðûå âîâëåêàåòñÿ âåùåñòâî, äîáàâëåííîå ê
êëåòêàì, íàðóøåíèÿ ïåðâûõ äâóõ ïðîèñõîäÿò ðåäêî, î÷åâèäíî,
÷àñòî ñòàíîâèòñÿ ïî÷åìó-òî íåâîçìîæíûì ðàñïðåäåëåíèå âåùåñò-
âà â êëåòêå. Îäíàêî äëÿ òàêîãî óòâåðæäåíèÿ ñëåäóåò çíàòü, ÷òî
ìóòàãåí íå ñïîñîáñòâóåò âêëþ÷åíèþ îáõîäíûõ ïóòåé èíàêòèâèðî-
âàííîé ìèøåíè è íå ñòèìóëèðóåò âîçìîæíîñòü ñòðóêòóðíîé ìè-
ìèêðèè ìîëåêóë, èç-çà êîòîðîé èíãèáèòîð ñâÿçûâàëñÿ áû ñ òàêè-
ìè ìîëåêóëàìè, à íå ñ íàñòîÿùåé ìèøåíüþ. Êðàòêî îõàðàêòåðè-
çóåì ïîíÿòèå îá îáõîäíûõ ïóòÿõ ìåòàáîëè÷åñêèõ áëîêîâ â êëåòêå.

Åùå â ðàìêàõ ôîðìóëû îäèí ãåí – îäèí ôåðìåíò áûëî çàìå-
÷åíî, ÷òî ïðè ïîëîìêå â êëåòêå êàêîãî-òî ãåíà è ïîëíîì îòñóòñò-
âèè ñîîòâåòñòâóþùåé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè íàáëþäàþòñÿ
ñëó÷àè âûæèâàíèÿ êëåòêè. ßñíî, ÷òî â êëåòêå èìåþòñÿ êàêèå-òî
âîçìîæíîñòè äëÿ êîìïåíñàöèè òàêîãî äåôåêòà. (Ïðè èñïîëüçîâà-
íèè òåõíèêè íîêàóòà ãåíîâ ýòè ñëó÷àè ñòàëè îñîáåííî çàìåòíû-
ìè.) Â ðåçóëüòàòå òàêèõ íàáëþäåíèé âîçíèêëî ïîíÿòèå îá îáõîä-
íûõ ïóòÿõ òîãî èëè èíîãî ìåòàáîëè÷åñêîãî áëîêà (metabolic bypass).
Òåîðèè ýòîãî ÿâëåíèÿ åùå íå ñóùåñòâóåò, è ýòî – îáëàñòü ïðèìå-
ðîâ [11,12]. Îäíàêî ýòà îáëàñòü íàáëþäåíèé ñòàíîâèòñÿ âàæíîé
ïðè ñòàíîâëåíèè ñèñòåìíîé áèîëîãèè, ïðåñëåäóþùåé öåëü ðàñ-
êðûòèÿ çàêîíîâ îðãàíèçàöèè ñèñòåì, âîçíèêàþùèõ ñâîéñòâ, ïðå-
èìóùåñòâ è óñòîé÷èâîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Ìû òàêæå îñòàíî-
âèìñÿ íà ïðèìåðàõ, ïîêàçûâàþùèõ, ÷òî îäíèì èç ýôôåêòèâíûõ
ñïîñîáîâ èçó÷åíèÿ îáõîäíûõ ïóòåé èíàêòèâèðîâàííîé ìèøåíè
ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå òàê íàçûâàåìûõ àðòåôàêòîâ êëîíèðîâàíèÿ.

Ìîäåëüíûé ýêñïåðèìåíò ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåì áèîõèìè-
÷åñêèõ ðåàêöèé, â ïóòè ïðîòåêàíèÿ êîòîðûõ âîçìîæåí îáõîä íå-
ôóíêöèîíèðóþùåãî çâåíà, íàèáîëåå óäîáåí äëÿ èçó÷åíèÿ âîç-
ìîæíîñòè ñòèìóëÿöèè îáõîäíûõ ïóòåé ìåòàáîëèçìà ñ ïîìîùüþ
ìóòàãåíà. Òàêîé ñèñòåìîé ÿâëÿåòñÿ ñèíòåç ïóðèíîâ ó ïðîêàðèîò.

Ïóòè ñèíòåçà ïóðèíîâ äîñêîíàëüíî èçó÷åíû: ýòî ïóòü de
novo, ñòàðòóþùèé íà îñíîâå ìàëûõ ìîëåêóë êëåòêè, salvage –
äîïîëíèòåëüíûé ïóòü, ðåóòèëèçèðóþùèé ðàñïàäàþùèåñÿ êîì-
ïîíåíòû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, è øóíò, ñîåäèíÿþùèé ýòè äâà ïóòè
[13–15]. Åñëè êàæäûé ïóòü è øóíò ïåðåêðûòü áëàãîäàðÿ ìóòàöèè
èëè äåëåöèè è ñ ïîìîùüþ áèáëèîòåêè ãåíîâ êëîíèðîâàòü ôðàã-
ìåíòû, êîìïëåìåíòèðóþùèå òàêèå ìóòàöèè, òî äîëæíî áûòü òîëü-



Ãëàâà 12. Îá èíäóêöèè ñ ïîìîùüþ ìóòàãåíà óñòîé÷èâîñòè ê ëåòàëüíîìó …

215

êî òðè òèïà òàêèõ ôðàãìåíòîâ. Îäíàêî èõ êëîíèðóåòñÿ áîëüøå
[16]. ßñíî, ÷òî «ëèøíèå» òèïû êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ îòðà-
æàþò âîçìîæíîñòè êëåòêè îáõîäèòü áëîê. Ïîäòâåðæäåíèåì òîãî,
÷òî èçó÷åíèå «àðòåôàêòîâ» êëîíèðîâàíèÿ ìîæåò áûòü ìåòîäîì
èçó÷åíèÿ îáõîäíûõ ïóòåé, ñëóæèò ðàáîòà [17]. Äåôåêòíûå ïî ñè-
ñòåìàì ðåïàðàöèè îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ êëåòêè, ÷ðåçâû÷àéíî
÷óâñòâèòåëüíûå ê ÓÔ-èçëó÷åíèþ, òðàíñôîðìèðîâàëè áàíêîì ãå-
íîâ â ìóëüòèêîïèéíûõ ïëàçìèäàõ è îòáèðàëè êëîíû, óñòîé÷èâûå
ê ÓÔ. Àíàëèç òàêèõ êëîíîâ ïîêàçàë, ÷òî óêàçàííûé äåôåêò èñ-
ïðàâëÿëñÿ ñ ïîìîùüþ íåîæèäàííîé àêòèâíîñòè RNase T, íåîáõî-
äèìîé äëÿ ïðîöåññèíãà tRNA è 5S RNA. Ýòî ìîæåò áûòü òîëüêî â
òîì ñëó÷àå, åñëè RNase T íàðÿäó ñ ÐÍÊàçíîé îáëàäàåò è ÄÍÊàç-
íîé àêòèâíîñòüþ 3′–5′-ïîëÿðíîñòè. ßñíî, ÷òî èçó÷åíèå îáõîäíûõ
ïóòåé è ñ ïîçèöèé ñèñòåìíîé áèîëîãèè îòêðûâàåò íîâûå ïåðñïåê-
òèâû â èññëåäîâàíèè îðãàíèçàöèè êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà è óñò-
ðîéñòâà êëåòêè.

Ïðè îáíàðóæåíèè «ëèøíèõ» (èëè, êàê ðàíåå ñ÷èòàëè, àðòå-
ôàêòíûõ) ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, âîññòàíàâëèâàþùèõ îáðàçîâàíèå GMP
â êëåòêàõ, áåç ÷åãî îíè íå ìîãóò ðàñòè íà ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ
ãóàíèí, ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé äâà
Sac1-ñàéòà. Òàêîâûõ íåò íè â îäíîì èç ãåíîâ ïóòåé ñèíòåçà ïóðè-
íîâ ó ïðîêàðèîò. Ñåêâåíèðîâàíèå ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîêà-
çàëî ãîìîëîãèþ ñ ìåìáðàííûì Y-áåëêîì E. coli, êîòîðûé ìîæåò
áûòü âîâëå÷åí â ìåòàáîëèçì òàêîé ñèãíàëüíîé ìîëåêóëû, êàê
ppGpp [16, 18, 19].

Áîëåå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî â ðåàêöèè ÏÖÐ àìïëèôèêàöèè ïðè
èñïîëüçîâàíèè 20-÷ëåííûõ ïðàéìåðîâ (çàòðàâîê äëÿ ñèíòåçà
ÄÍÊ) ê N- è Ñ-êîíöàì ãåíà hpt (êîäèðóþùåãî òðàíñôåðàçó, ñïî-
ñîáíóþ ïðèñîåäèíÿòü ôîñôîðèáîçèë ê ãèïîêñàíòèíó è ãóàíèíó ñ
ïîëó÷åíèåì GMP) îáðàçóþùèéñÿ àìïëèêîí ýòîò ãåí íå ñîäåðæèò.
Êàêóþ æå ðîëü ìîæåò èãðàòü òàêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ñèíòåçå
ïóðèíîâ â êëåòêå?

Èòàê, àðòåôàêòû êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ, îïðåäåëÿþùèõ ïóòè
ñèíòåçà ïóðèíîâ â êëåòêàõ ïðîêàðèîò, âûÿâëÿþò åãî áîëüøîé çà-
ïàñ ïðî÷íîñòè, â êîòîðîì ñîîòâåòñòâóþùåå ìåñòî ìîæåò çàíèìàòü
âîçìîæíîñòü ìåòàáîëè÷åñêîãî îáõîäà òîãî èëè èíîãî íåôóíêöèî-
íèðóþùåãî çâåíà â öåïè ñîçäàíèÿ òîãî èëè èíîãî ìåòàáîëèòà â
êëåòêå. Ìîæåò ëè ìóòàãåí ñòèìóëèðîâàòü àêòèâíîñòü îáõîäíûõ
ïóòåé? Åñëè ýòî òàê, òî óðîâåíü ðåâåðòàíòîâ êëåòîê ñ ïîëîìêàìè
â ïóòÿõ ñèíòåçà ïóðèíîâ äîëæåí áûòü çíà÷èòåëüíî âûøå äëÿ
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ìóòàãåíîì ïî ñðàâíåíèþ ñ íåîáðàáîòàí-
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íûìè êëåòêàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî ýòî íå òàê è ðàçëè÷èÿ â ýòîì
óðîâíå íå íàáëþäàþòñÿ. Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî âîçíèêíîâåíèå ó
ìóòàíòîâ óñòîé÷èâîñòè ê ìèøåííîìó èíãèáèòîðó íå ñâÿçàíî ñ
àêòèâàöèåé ïóòåé, îáõîäÿùèõ ìèøåíü. Áîëåå òîãî, â ñëó÷àå 8
ìóòàíòîâ ïðè êëîíèðîâàíèè íå áûëî îáíàðóæåíî íè îäíîãî
ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîîáùàþùåãî ÷óâñòâèòåëüíûì êëåòêàì ïðèçíàê
ãëèôîñàòóñòîé÷èâîñòè.

Ìîæåò ëè ìóòàãåí ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàòü ñòðóêòóðíóþ
ìèìèêðèþ ìîëåêóë òàê, ÷òî íå â ìèøåíè, à â êàêîé-òî äðóãîé
ìîëåêóëå âîçíèêàåò ñàéò, ñïîñîáíûé ñâÿçûâàòü èíãèáèòîð? Íà
ýòîò âîïðîñ òàêæå ïîìîãàþò îòâåòèòü ðåçóëüòàòû ìîäåëüíîãî
îïûòà. Åñëè âçÿòü äâå ìîëåêóëû êëåòêè, ïîõîæèå ïî ñòðóêòóðå,
íî âûïîëíÿþùèå ðàçíûå ôóíêöèè, òî ìîæíî èçó÷èòü, êàêóþ
ðîëü â èõ ñóäüáå èãðàåò âñòðå÷à ñ ìóòàãåíîì. Òàêèìè ìîëåêóëà-
ìè ÿâëÿþòñÿ ñòðóêòóðíî î÷åíü ïîõîæèå ìîëåêóëû òÐÍÊPhe è
ÐÍÊ 1 [20], íåîáõîäèìàÿ äëÿ çàïóñêà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ïëàçìèä
ðÿäà ColE1 (áîëüøèíñòâî èñïîëüçóåìûõ ïðîêàðèîòè÷åñêèõ âåê-
òîðîâ èìåþò ýòîò ori ðåïëèêàöèè ñâîåé ÄÍÊ). Îêàçàëîñü, ÷òî
ïîâûøåííûå êîëè÷åñòâà òÐÍÊPhe ñïîñîáíû çàùèùàòü òåðìîëà-
áèëüíóþ Phe-ÀÐÑàçó ïðè íåïåðìèññèâíîé òåìïåðàòóðå, ïðè êî-
òîðîé ôåðìåíò ïðîäîëæàåò ðàáîòàòü. Ìû çàäàëè âîïðîñ, ìîæåò
ëè ýòî äåëàòü ÐÍÊ 1. Îêàçàëîñü, ÷òî êëåòêè, ñîäåðæàùèå òåðìî-
ëàáèëüíóþ Phe-ÀÐÑàçó è òðàíñôîðìèðîâàííûå ìóëüòèêîïèé-
íûìè ïëàçìèäàìè, ðåïëèöèðóþùèìèñÿ íà îñíîâå ori ColE1, íà-
ðàñòàëè çà íî÷ü îñîáåííî â æèäêîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé àíòèáèî-
òèê è ïðè íåïåðìèññèâíîé òåìïåðàòóðå 42 °Ñ äî î÷åíü âûñîêîé
ïëîòíîñòè. Â òàêèõ æå óñëîâèÿõ êîíòðîëüíûå êëåòêè íå ðîñëè
[21]. Åñëè ìóòàãåí ìîæåò âûñòóïàòü ôàêòîðîì ñòðóêòóðíîé ìè-
ìèêðèè ìîëåêóë, òî ÐÍÊ 1 ìóòàãåíèçèðîâàííûõ òðàíñôîðìàí-
òîâ ìîæåò ÷àñòî ïîäâåðãàòüñÿ èçìåíåíèÿì, è åå ñâîéñòâî çàùè-
ùàòü òåðìîëàáèëüíûé ôåðìåíò ÷àñòî äîëæíî óòðà÷èâàòüñÿ. Îä-
íàêî ýòîãî íå íàáëþäàëîñü. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî ïðè âûñîêîé
÷àñòîòå âîçíèêíîâåíèÿ ãëèôîñàòóñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ âêëàä âîç-
ìîæíîñòè ñòðóêòóðíîé ìèìèêðèè ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ èíãèáèòîðà
íåìèøåííîé ìîëåêóëîé ìîæåò áûòü ïðåäñòàâëåí ëèøü òîëüêî
êàêîé-òî ñàìîé ìèíèìàëüíîé âåëè÷èíîé.

Èòàê, çíà÷èòåëüíî áîëåå ÷àñòîå, ÷åì âîçìîæíîñòü èçìåíåíèé
ñàìîé ìèøåíè èíãèáèòîðà è åå êîíöåíòðàöèè â êëåòêå, âîçíèêíî-
âåíèå óñòîé÷èâûõ ê åãî äåéñòâèþ ìóòàíòîâ, ïîêàçàëî, ÷òî â ñëó÷àå
êèøå÷íîé ïàëî÷êè ôåíîòèï óñòîé÷èâîñòè îïðåäåëÿåòñÿ ñîñòîÿíèåì
ìíîãèõ ãåíîâ, ðàñïîëîæåííûõ â ðàçëè÷íûõ ìåñòàõ ãåíîìà. Îò ñî-



Ãëàâà 12. Îá èíäóêöèè ñ ïîìîùüþ ìóòàãåíà óñòîé÷èâîñòè ê ëåòàëüíîìó …

217

ñòîÿíèÿ ýòèõ ãåíîâ íå çàâèñèò ïðîöåññ âõîäà èíãèáèòîðà â êëåòêó è
åãî âûáðîñà èç êëåòêè. Âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå æå èíãèáè-
òîðà â êëåòêå, î÷åâèäíî, ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì. Îäíàêî îòðà-
æàþùèåñÿ íà òàêîì ðàñïðåäåëåíèè èçìåíåíèÿ â êëåòêå, îïðåäåëÿå-
ìûå ñîñòîÿíèåì ãåíîâ äàííîãî êëàññà, êàñàþòñÿ íå òîëüêî îäíîãî
òèïà ìîëåêóë, íî è ñàìûõ ðàçëè÷íûõ èõ òèïîâ, ÷òî è ïðèâîäèò ê
ýôôåêòó ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè. Ïðè ýòîì îá-
ðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òî, ÷òî ïðè âîçíèêíîâåíèè ìíîæåñòâåí-
íîé óñòîé÷èâîñòè ìóòàöèÿ çàòðàãèâàåò íå îäèí ãåí, à ãðóïïó áëèç-
ëåæàùèõ èëè òåñíîñöåïëåííûõ ãåíîâ. Ýòî ñëåäóåò èç òîãî, ÷òî ïðè
ïåðåíåñåíèè ãåíåòè÷åñêèõ äåòåðìèíàíò ôåíîòèïà ãëèôîñàòóñòîé÷è-
âîñòè èç óñòîé÷èâîé â ÷óâñòâèòåëüíóþ êëåòêó ñ ïîìîùüþ òðàíñäó-
öèðóþùåãî áàêòåðèîôàãà Ð1, âêëþ÷àþùåãî â ñâîé ãåíîì ôðàãìåíòû
áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû, óñòîé÷èâûìè è ê ãëèôîñàòó, è ê àíàëîãó
ëèçèíà ñòàíîâÿòñÿ 82  % òðàíñäóêòàíòîâ, à ê ãëèôîñàòó è àíàëîãó
óðàöèëà – 52 %. Åñëè áû ìóòèðîâàíèþ ïîäâåðãàëñÿ îäèí è òîò æå
ãåí, òî îïðåäåëÿåìàÿ ñ ïîìîùüþ òðàíñäóêöèè âåëè÷èíà ñîâìåñòíîé
ïåðåäà÷è óñòîé÷èâîñòè ê óêàçàííûì èíãèáèòîðàì ïðèáëèæàëàñü áû
ê 100 %. Îáíàðóæåííîå â äàííîì ñëó÷àå ïðîöåíòíîå ðàçëè÷èå îòðà-
æàåò ðàçëè÷èÿ â ðàññòîÿíèè, íà êîòîðîì ýòè ãåíû ðàñïîëîæåíû ïî
îòíîøåíèþ äðóã ê äðóãó. Äëÿ 82 % êîòðàíñäóêöèè – ýòî ∼4,7 kb, äëÿ
52 % – ïîðÿäêà 10 kb.

Èíòåðåñíûì îêàçàëîñü òî, ÷òî âåëè÷èíà âûõîäà ìíîæåñòâåííûõ
ìóòàíòîâ â îáðàáîòàííîé ìóòàãåíîì ïîïóëÿöèè êëåòîê íå çàâèñèò
îò êîíöåíòðàöèè ìóòàãåíà, îò êîòîðîé çàâèñèò îáùåå ÷èñëî ìóòàí-
òîâ, ñåëåêòèðóåìûõ íà ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ îäèí èç èíãèáèòîðîâ.
Òàê, ïðè êîíöåíòðàöèè ìóòàãåíà, îáóñëîâëèâàþùåé ìàêñèìàëüíûé
è ìèíèìàëüíûé âûõîä ìóòàíòîâ, ïîëó÷àåìûõ ïîä äåéñòâèåì ðàç-
íûõ ìóòàãåíîâ – NG è EMS, âûõîä ìíîæåñòâåííûõ ìóòàíòîâ âû-
ðàæàëñÿ íåèçìåííîé âåëè÷èíîé. Äëÿ òðåõ ðàçíûõ èñïîëüçîâàííûõ
èíãèáèòîðîâ ýòà âåëè÷èíà ñîñòàâèëà 80 %. Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü
çàêëþ÷åíèå, ÷òî ãåíû, îò ñîñòîÿíèÿ êîòîðûõ çàâèñèò ôåíîòèï óñ-
òîé÷èâîñòè ê ìèøåííûì èíãèáèòîðàì, îðãàíèçîâàíû â êàññåòû è
èõ îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé ÿâëÿåòñÿ îñîáàÿ äîñòóïíîñòü ê íèì ìó-
òàãåíà. Âñëåäñòâèå ýòîãî âîçìîæíî îäíîâðåìåííîå ìóòèðîâàíèå
ñðàçó òðåõ èçó÷àåìûõ ãåíîâ äàæå ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ìóòà-
ãåíà ïðè îäíîêðàòíîé îáðàáîòêå êëåòîê.

Ìû çàäàëèñü öåëüþ îáíàðóæèòü, ñ êàêèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè áàíêà ãåíîâ ãåíîìà E. coli ñâÿçàí ôåíîòèï ãëèôîñàòóñòîé÷è-
âîñòè. Ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäñòàâëåíû ñîãëàñíî èõ ãåíåòè÷å-
ñêîé êàðòå â âåêòîðíîé êîíñòðóêöèè ôàãà ëÿìáäà â âèäå 476 êëîíîâ
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[22, 23], âêëþ÷àþùèõ ãåíåòè÷åñêè óïîðÿäî÷åííûå ôðàãìåíòû âñåé
áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû. Äàííûå êîòðàíñäóêöèè ìàðêåðîâ arg G
(3317 kb ôèçè÷åñêîé êàðòû) è Tn10 (3333 kb) c ìóòàöèåé ãëèôîñàò-
óñòîé÷èâîñòè 3sgly r ïîêàçàëè, ÷òî èñêîìàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîëæ-
íà íàõîäèòüñÿ â ïðåäåëàõ ∼3410 kb ôðàãìåíòà áàêòåðèàëüíîé õðîìî-
ñîìû, êîòîðàÿ ñîäåðæèòñÿ â êëîíå ¹ 530 (ðèñ. 12.6).

Pvu II-ôðàãìåíò âñòàâêè ýòîãî êëîíà ñøèâàëè ñ ÄÍÊ âåêòîðà
pBluescript SK+, ðàçðåçàííîé ïî ñàéòó Eco RV. Ñøèòûìè ìîëå-
êóëàìè òðàíñôîðìèðîâàëè ãëèôîñàòóñòîé÷èâûå êëåòêè ìóòàíòà
3sgly r è òðàíñôîðìàíòû âûñåâàëè íà áîãàòóþ ñðåäó LB, ñîäåð-
æàùóþ àìïèöèëëèí è èíäóêòîðû, ïîçâîëÿþùèå îïðåäåëèòü öâåò
êîëîíèè êëåòêè-òðàíñôîðìàíòà: ñèíèé, åñëè â âåêòîðå íå ñî-
äåðæèòñÿ âñòàâêè, è áåëûé, åñëè âñòàâêà â âåêòîðå èìååòñÿ. Ðàç-
ìåð Pvu II-ôðàãìåíòà âñòàâêè êëîíà ¹ 530 ñîñòàâëÿåò 7,35 kb.
Èçâåñòíî, ÷òî òàêèå áîëüøèå ôðàãìåíòû â èñïîëüçóåìîì âåêòîðå
íå êëîíèðóþòñÿ. Îòðàáàòûâàÿ íåîáõîäèìûå ýòàïû ïðîöåäóðû,
ìû äîøëè äî êîíöà è áûëè óäèâëåíû, êîãäà ñðåäè ïîëó÷åííûõ
òðàíñôîðìàíòîâ îáíàðóæèëè êîëîíèè áåëîãî öâåòà. Êîãäà ïëàç-
ìèäíóþ ÄÍÊ, âûäåëåííóþ èç ýòèõ êîëîíèé, îáðàáîòàëè ðåñò-
ðèêòàçîé Hind III è ïðîäóêòû ðåñòðèêöèè âèçóàëèçîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ñðàâíåíèè ñ ÄÍÊ âåêòîðà, òî â ñëó÷àå
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ áåëûõ òðàíñôîðìàíòîâ îáíàðóæèâàëàñü âåðõ-
íÿÿ çîíà è íèæíÿÿ çîíà ìîëåêóë ÄÍÊ. Ðàçìåð ìîëåêóë âåðõíåé
çîíû ÄÍÊ çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäèë ðàçìåð ìîëåêóë âåêòîðíîé
ÄÍÊ (äîðîæêè 1 è 2 íà ðèñ. 12.7), íèæíÿÿ çîíà ïðåäñòàâëåíà
ìîëåêóëàìè íåáîëüøîãî ðàçìåðà (äîðîæêè 2 è 3 íà ðèñ. 12.7).
Ïîëîæåíèå ýòèõ çîí ñîîòâåòñòâóåò õàðàêòåðèñòèêå Pvu II-ôðàã-
ìåíòà âñòàâêè êëîíà ¹ 530 ãåíåòè÷åñêè óïîðÿäî÷åííîãî áàíêà
ãåíîâ E. coli ïðè îòùåïëåíèè ïî åãî åäèíñòâåííîìó Hind III
ñàéòó íåáîëüøîé íà÷àëüíîé ÷àñòè ýòîãî ôðàãìåíòà. Îêàçàëîñü,
÷òî êëåòêè óñòîé÷èâîãî ê ãëèôîñàòó, àíàëîãó ëèçèíà è óðàöè-
ëà ìóòàíòà 3sgly r, òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé
ôðàãìåíò Pvu II, óòðà÷èâàëè ñïîñîáíîñòü ðàñòè íà ãëèôîñàòå è
àíàëîãå ëèçèíà, íî íå óðàöèëà. Èç ýòîãî ñëåäîâàëî, ÷òî ãåíû,
ìóòàöèè â êîòîðûõ îïðåäåëÿþò óñòîé÷èâîñòü ê ãëèôîñàòó è àíà-
ëîãó ëèçèíà, íàõîäÿòñÿ â ýòîì ôðàãìåíòå, à ãåí, ïðè ìóòèðîâà-
íèè êîòîðîãî íàáëþäàåòñÿ óñòîé÷èâîñòü ê 6-àçàóðàöèëó, â íåãî
íå âõîäèò. Äëÿ Pvu II èçâåñòíû ñëåäóþùèå ãåíû. Ýòî fis-êî-
äèðóþùèé áåëîê, ñïîñîáíûé ñâÿçûâàòüñÿ ñ íóêëåîöèäîì è âû-
ñòóïàòü â êà÷åñòâå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà rRNA îïåðî-
íà. Ãåí ðàñïîëîæåí â íà÷àëå ôðàãìåíòà è îòðåçàåòñÿ îò íåãî ñ ïî-
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Ðèñ. 12.7. Õàðàêòåð ðåñòðèêöèè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû Hind III âåêòîðíîé
ÄÍÊ ïëàçìèäû pBluescript SK+ â ñðàâíåíèè ñ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ ýòîé æå
ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé Pvu II-âñòàâêó êëîíà ¹ 530 áèáëèîòåêè õðîìîñîì-

íûõ ãåíîâ E. coli :
1, 2 – Hind III-ïåðåâàð ÄÍÊ ðåêîìáèíàíòíîé ïëàçìèäû; 3 – Hind III-ïåðåâàð âåêòîð-

íîé ÄÍÊ

ìîùüþ ðåñòðèêòàçû Hind III. Çà ýòèì ãåíîì ñëåäóþò åùå ÷åòûðå
ãåíà (ðèñ. 12.6). Èíòåðåñíî, ÷òî ñðåäè íèõ åñòü ãåí (acr E), èã-
ðàþùèé ðîëü â ïðîÿâëåíèè ñèñòåìîé Mar ìíîæåñòâåííîé óñ-
òîé÷èâîñòè ê ðÿäó öèòîñòàòèêîâ.

Èòàê, èçó÷åíèå âîçíèêíîâåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ê ìèøåííîìó èí-
ãèáèòîðó íà ïðèìåðå áîëåå ïðîñòî óñòðîåííîé ïðîêàðèîòè÷åñêîé è
õîðîøî èçó÷åííîé êëåòêè êèøå÷íîé ïàëî÷êè ïîêàçàëî, ÷òî ýôôåê-
òèâíûì èíäóêòîðîì âîçíèêíîâåíèÿ òàêîãî ôåíîòèïà ÿâëÿåòñÿ ìó-
òàãåí. Èíäóöèðóåìûå èì ìóòàöèè âîçíèêàþò â ìíîãî÷èñëåííûõ
ãåíàõ, ðàñïîëîæåííûõ â ðàçëè÷íûõ ìåñòàõ ãåíîìà. ßñíî, ÷òî ýòè
ãåíû äîëæíû âûïîëíÿòü ñàìûå ðàçëè÷íûå ôóíêöèè â êëåòêå è,
ïðåòåðïåâàÿ îïðåäåëåííûå èçìåíåíèÿ, êàê áû ïî ñîâìåñòèòåëüñòâó
ñîîáùàòü êëåòêå ôåíîòèï õåìîóñòîé÷èâîñòè. Êàê ýòî ìîæåò ïðîèñ-
õîäèòü? Êàê óæå óêàçûâàëîñü, ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà òî, ÷òî
ïðè èñïîëüçîâàíèè âñåãî òðåõ èíãèáèòîðîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû
áîëüøèíñòâî âîçíèêàþùèõ ìóòàíòîâ îêàçàëèñü ìíîæåñòâåííûìè,
è ýòî èõ ñâîéñòâî íå ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé ìíîæåñòâåííûõ ýêñïîð-
òåðîâ è MAR-ñèñòåìû. Íà ïðèìåðå îäíîãî ìèøåííîãî èíãèáè-
òîðà òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íå íàðóøàåòñÿ ïðîöåññ ïîñòóïëå-
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íèÿ âåùåñòâà â êëåòêó, óñòîé÷èâóþ ê åãî äåéñòâèþ. Ïåðåíîñ
ôðàãìåíòîâ êëåòî÷íîãî ãåíîìà ñ ïîìîùüþ òðàíñäóöèðóþùåãî
ôàãà ïîêàçàë, ÷òî íàáëþäàåìàÿ ìíîæåñòâåííîñòü ñâÿçàíà ñ îäíî-
âðåìåííûì ìóòèðîâàíèåì ïðè îäíîêðàòíîé îáðàáîòêå êëåòîê ìó-
òàãåíîì âûÿâëÿåìûõ ñðàçó òðåõ ãåíîâ, ðàñïîëîæåííûõ âáëèçè äðóã
äðóãà. Ýòîò ðåçóëüòàò íå çàâèñåë îò âèäà ìóòàãåíà è îêàçàëñÿ îäè-
íàêîâûì äëÿ NG è EMS. Áîëåå òîãî, âûõîä óñòîé÷èâûõ ìóòàíòîâ
çàâèñåë îò êîíöåíòðàöèè ìóòàãåíà, à èõ ìíîæåñòâåííîñòü íå çàâè-
ñåëà. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî ãåíû, ìóòèðîâàíèå êîòîðûõ îïðåäåëÿåò
âîçíèêíîâåíèå õåìîóñòîé÷èâîñòè, îðãàíèçîâàíû â ãåíîìå E. coli â
âèäå êàññåò è õàðàêòåðèçóþòñÿ îñîáîé äîñòóïíîñòüþ ê íèì ìóòàãå-
íà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ãåíîìå åñòü äîìåíû, çàêðû-
òûå îò êîíòàêòîâ ñ ìàëûìè ìîëåêóëàìè êëåòêè, êàê áû ñïðÿòàííûå
â òîëùå êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð è ìàëîäîñòóïíûå äëÿ äåéñòâèÿ ìóòàãå-
íà, à òàêæå ñâîáîäíî êîíòàêòèðóþùèå ñ âíóòðèêëåòî÷íûì ïðî-
ñòðàíñòâîì, êîòîðûå ïåðâûìè âîñïðèíèìàþò àãåíò, ïîÿâèâøåéñÿ â
êëåòêå. Ìû ïðåäëàãàåì íàçâàíèÿ äëÿ ïåðâûõ «äîìåñòîñîìà» (îò ãå-
íîâ äîìàøíåãî õîçÿéñòâà) è äëÿ âòîðûõ – «ýíâèðîíñîìà» (îò
environment) [22, 23]. Òàêîå óñòðîéñòâî ïîçâîëÿëî áû êëåòêå ÷óâñò-
âîâàòü ñâîå îêðóæåíèå è ïðèíèìàòü ìåðû, ñïîñîáñòâóþùèå âûæè-
âàíèþ.

Ïî÷åìó êëåòêà ñòàíîâèòñÿ óñòîé÷èâîé ê äåéñòâèþ ìèøåííîãî
èíãèáèòîðà, åñëè â òîé èëè èíîé ýíâèðîíñîìå ïðîèçîøëà ìóòà-
öèÿ? Õàðàêòåð ìíîæåñòâåííîñòè âîçíèêàþùèõ ìóòàíòîâ ïîçâîëÿåò
îòìåñòè ïðåäïîëîæåíèÿ î ðåêðóòèðîâàíèè ôåðìåíòîâ, ìîäèôèöè-
ðóþùèõ èíãèáèòîðû, à òàêæå ñäâèãàõ â ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåòà-
áîëè÷åñêèõ óðîâíÿõ çà ñ÷åò ãåííûõ àìïëèôèêàöèé è àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ [3], òàê êàê òîãäà òàêèå ðåäêèå ñîáû-
òèÿ äîëæíû áûëè áû ïðîèñõîäèòü ÷àñòî. ×òî êàñàåòñÿ âîçìîæíî-
ñòåé òðàíñïîðòà èíãèáèòîðîâ â êëåòêå, òî ïîñêîëüêó èçìåíåíèé â
õàðàêòåðå ïîñòóïëåíèÿ âåùåñòâà â êëåòêó è åãî âûáðîñà èç íåå íåò,
òî íàðóøàåòñÿ ïðîöåññ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ âåùåñòâà,
÷òî ïðèâîäèò ê ñåêâåñòðàöèè èëè íåâîçìîæíîñòè âñòðå÷è èíãèáè-
òîðà è ìèøåíè. Êàê ýòî ìîæåò ïðîèñõîäèòü? Îòâåò íà ýòîò âîïðîñ
âåäåò â îáëàñòü èçó÷åíèÿ êîíôèãóðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðî-
ñòðàíñòâà è ìîëåêóëÿðíûõ äâèæåíèé â êëåòêå. Äàííûå ýòîãî èçó-
÷åíèÿ ïîäðîáíî îïèñàíû [24, 25]. Çäåñü îòìåòèì ñëåäóþùåå.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíû äâà ôàêòîðà, îïðåäåëÿþùèå
ãåîìåòðèþ öèòîïëàçìû: ýòî çàïîëíåííîñòü êëåòêè áåëêàìè è
ïåðåõîä ãèáêîé ñòðóêòóðû ìîëåêóëû áåëêà îò íåóïîðÿäî÷åííîãî
ñîñòîÿíèÿ ê ïîëíîñòüþ æåñòêîóïîðÿäî÷åííîé ñòðóêòóðå [26–28].
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Îáðàùàåì âíèìàíèå, ÷òî èçó÷åíèå ñâîéñòâ áåëêîâ îñyùåñòâ-
ëÿåòñÿ â îñíîâíîì â ðàçáàâëåííûõ ðàñòâîðàõ (0,1 %), â êëåòêå æå
èõ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿåò îò 20 äî 35 % [27]. Àâòîð îáçîðà
[27] ïîä÷åðêíóë: «The persistent neglect of this property by bioche-
mists should be remedied» (ñëåäóåò ïîëîæèòü êîíåö ïîñòîÿííîìó
èãíîðèðîâàíèþ ýòîãî ñâîéñòâà áèîõèìèêàìè). Èçâåñòíî, ÷òî â
êîíöåíòðèðîâàííûõ ðàñòâîðàõ áåëêîâ êîíñòàíòû ìîëåêóëÿðíûõ
àññîöèàöèé ìåæäó ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè áåëêîâ çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàþòñÿ, è ýòî äîëæíî èçìåíÿòü ðèñóíêè âíóòðèêëåòî÷-
íîãî ïðîñòðàíñòâà è âîçìîæíîñòè ýêñïîíèðîâàíèé â íåãî ðàç-
ëè÷íûõ ó÷àñòêîâ áåëêîâîé ìîëåêóëû [28]. Èíòåðåñíî îòìåòèòü,
÷òî îäíà èç îñîáåííîñòåé çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè ñîñòîèò â çà-
ïîëíåííîñòè åå áåëêàìè, ÷òî, î÷åâèäíî, òàêæå ñïîñîáñòâóåò
ïðîÿâëåíèþ åþ ôåíîòèïà ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè.

Îáðàáîòêà íîðìàëüíûõ êëåòîê ìóòàãåíîì íå ìîæåò çíà÷èòåëüíî
èçìåíèòü ñîñòîÿíèå çàïîëíåííîñòè êëåòêè áåëêàìè. Ïîýòîìó äëÿ
îáúÿñíåíèÿ âîçíèêíîâåíèÿ ïðè îäíîêðàòíîé èíäóêöèè áîëüøîãî
êîëè÷åñòâà ìíîæåñòâåííûõ ìóòàíòîâ, â êëåòêàõ êîòîðûõ ñâîáîäíîå
ðàñïðîñòðàíåíèå èíãèáèòîðîâ ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì, ìû ïðè-
âëåêàåì â êà÷åñòâå ôàêòîðà èçìåíåíèÿ ðèñóíêà âíóòðèêëåòî÷íîãî
ïðîñòðàíñòâà. Ýòî ïðåâðàùåíèå âîçìîæíî çà ñ÷åò ìóòàöèè, ïåðåâî-
äÿùåé ãèáêóþ â æåñòêóþ ñòðóêòóðó áåëêîâ, êîäèðóåìûõ ýíâèðîí-
ñîìàìè. Ïîñêîëüêó äèêàÿ àëëåëü ãåíà ýíâèðîíñîìû äåòåðìèíèðóåò
ãèáêóþ ñòðóêòóðó, îáëàäàþùóþ áîëüøåé ïëîòíîñòüþ óïàêîâêè è
áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ àññîöèàöèé ñ äðóãèìè ìîëåêóëàìè áåë-
êîâ [28], òî ïðè îáúåäèíåíèè â îäíîé êëåòêå äèêîé è ìóòàíòíîé
àëëåëåé ãåíà ïåðâàÿ äîëæíà áûòü äîìèíàíòíîé. Ýòî è íàáëþäàåòñÿ
â ýêñïåðèìåíòå [29]. Ïðåäïîëàãàåòñÿ òàêæå, ÷òî ñïåöèôè÷åñêèé
ðèñóíîê âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà, ñîçäàâàåìûé âûçûâàåìû-
ìè ìóòàöèåé ñòðóêòóðíûìè ïåðåõîäàìè áåëêîâ, êîäèðóåìûõ ýíâè-
ðîíñîìàìè, ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì ñåêâåñòðàöèè äëÿ îäíèõ, íî, âîç-
ìîæíî, íå äëÿ äðóãèõ ìîëåêóë.

Åñëè ðàçâèâàåìàÿ çäåñü èäåîëîãèÿ ìîæåò áûòü ïîäòâåðæäåíà
ýêñïåðèìåíòàëüíî, òî âñòàåò âîïðîñ î ïóòÿõ ïðåîäîëåíèÿ õåìî-
óñòîé÷èâîñòè, âîçíèêàþùåé âñëåäñòâèå ìóòèðîâàíèÿ ãåíîâ ýí-
âèðîíñîì. Âûçûâàåò èíòåðåñ âîçìîæíîñòü âîçäåéñòâèÿ íà ðèñó-
íîê âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà ñ ïîìîùüþ ââåäåíèÿ â êëåò-
êè êðóïíûõ ïîëèìåðíûõ ñðåäñòâ è íàíî÷àñòèö, äåéñòâóþùèõ
êàê ìîëåêóëÿðíûå ñòåíòû, ïîäîáíî ïðèøåäøèì íà ñìåíó áàëëî-
íîâ Andreas Gruentzig ïðèñïîñîáëåíèÿì, ÷òî ðàñøèðÿþò ïðîñâåò
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ñåðäöà ïðè èíôàðêòàõ.
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Â ïîëüçó ïðàâèëüíîñòè ïðåäñòàâëåíèÿ î âîçìîæíîñòè ñóùå-
ñòâîâàíèÿ ãåíîìíîãî äîìåíà ýíâèðîíñîì ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü òîò ôàêò, ÷òî âñòðàèâàíèå âèðóñíîãî ãåíîìà â ãåíîì êëåòêè
ïðèâîäèò ïðè âñåõ ïðî÷èõ ðàâíûõ óñëîâèé ê óâåëè÷åíèþ âûõîäà
ìíîæåñòâåííûõ ìóòàíòîâ îò îïûòà ê îïûòó â 2–3 ðàçà (íåîïóá-
ëèêîâàííûå äàííûå). Áîëåå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî òðàíñêîíúþãàí-
òû, èëè äî÷åðíèå êëåòêè, âîçíèêàþùèå â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíà-
öèè ìåæäó ãëèôîñàò ÷óâñòâèòåëüíûìè ðîäèòåëüñêèìè êëåòêàìè
äîíîðîâ è ðåöèïèåíòîâ ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè, âûäåðæèâà-
þò êîíöåíòðàöèè èíãèáèòîðà, â 6 ðàç ïðåâîñõîäÿùèå òå, êîòî-
ðûå âûäåðæèâàþò èñõîäíûå ðîäèòåëüñêèå ôîðìû ýòèõ êëåòîê
[30]. Ñâÿçàí ëè ïðîöåññ ðåêîìáèíàöèè ñ âîçìîæíîñòüþ ýíâè-
ðîíñîìíûõ èçìåíåíèé òàê, ÷òî ëèãàíä ïîëíîñòüþ íå ñåêâåñòðè-
ðóåòñÿ, íî ñêîðîñòü åãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ â êëåòêå çíà÷èòåëüíî
óìåíüøàåòñÿ [24]? Åñëè ýòî òàê, òî, î÷åâèäíî, íå òîëüêî ìóòà-
ãåí, íî è ïåðåñòðîå÷íûå ïðîöåññû ÄÍÊ, è ðîëü ýêçîãåííûõ ìî-
ëåêóë ÄÍÊ, ïîñòóïèâøèõ â êëåòêó, ìîãóò îêàçàòüñÿ çíà÷èìûìè
â ïðèîáðåòåíèè êëåòêîé óñòîé÷èâîñòè ê èíãèáèòîðàì. Èíòåðåñ-
íî, ÷òî â ñëó÷àå ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê áàêòåðèé
ñåííîé ïàëî÷êè ÄÍÊ íàñåêîìûõ ïðîíèêàëà â êëåòêè àêòèâíåå
òðàíñôîðìèðóþùåé áàêòåðèàëüíîé  ÄÍÊ [31]. Îòìåòèì, ÷òî ÄÍÊ
íàñåêîìûõ îòëè÷àåòñÿ îò ÄÍÊ äðóãèõ âèäîâ, ïðåæäå âñåãî, òåì,
÷òî íå ñîäåðæèò öèòîçèí, ìåòèëèðîâàííûé ïî 5-ìó ïîëîæåíèþ.
Òàêîé ðåçóëüòàò óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïîïàäàíèå â êëåòêó ýêçî-
ãåííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ïîìèìî ìóòàãåííîãî çàãðÿçíåíèÿ îêðó-
æàþùåé ñðåäû ìîæåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ýêîëîãè÷åñêîãî ôàê-
òîðà âîçíèêíîâåíèÿ ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâî-
ñòè çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ ýíâèðîíñîì.

Òàêèì îáðàçîì, â èçó÷åíèè ïðîáëåìû âîçíèêíîâåíèÿ ìíîæå-
ñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè, êîòîðîå â íàñòîÿùåå
âðåìÿ áàçèðóåòñÿ â îñíîâíîì íà èññëåäîâàíèÿõ ìíîæåñòâåííûõ
ýêñïîðòåðîâ, ïðåäëàãàåòñÿ íîâûé ïîäõîä, îñíîâàííûé íà èçó÷å-
íèè âîçìîæíîñòåé èçìåíåíèé â ãåîìåòðèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
ïðîñòðàíñòâà, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåò óñëîâèÿ ñâîáîäíîãî ïîòîêà â
êëåòêå âåùåñòâ è äîñòóï ëèãàíäà ê ìåòàáîëè÷åñêîé ìèøåíè.
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ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Åñëè ïðåäñòàâèòü, ÷òî ñîçèäàíèå íà íàøåé ïëàíåòå æèçíè è
êëåòêè êàê ñàìîäîñòàòî÷íîé ýëåìåíòàðíîé åäèíèöû ïðîèñõîäè-
ëî êàê áû ïî ïëàíó, òî îí ïîðàæàåò ãðàíäèîçíîñòüþ èçîáðåòå-
íèÿ ðàçëè÷íûõ íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ æèçíè ýëåìåí-
òàðíûõ áàçîâûõ ïðîöåññîâ è ñèñòåì âçàèìîäåéñòâèé, à òàêæå
âñåîáùåé èõ âçàèìîñâÿçàííîñòüþ è êîîðäèíèðîâàííîñòüþ. Òàê-
æå ïîðàæàåò, ÷òî â öåëÿõ ñàìîñîõðàíåíèÿ òàêîé ñëîæíî îðãàíè-
çîâàííîé âîñïðîèçâîäÿùåéñÿ ñèñòåìû êëåòêà ñíàáæåíà ìîëåêó-
ëÿðíûìè ñðåäñòâàìè, ñïîñîáíûìè çàùèùàòü åå îò íåïðåäâèäåí-
íûõ óäàðîâ, âîçíèêàþùèõ ïðè íåáëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ. Îäèí èç òàêèõ óäàðîâ – âîçäåéñòâèå íà êëåòêó
õèìè÷åñêèõ ìîëåêóë. Ñóùåñòâîâàíèå æèçíè â îêðóæàþùåé ñðåäå
îñíîâàíî íà âçàèìîäåéñòâèè îðãàíèçìà ñî ñðåäîé åãî îáèòàíèÿ
è îñóùåñòâëÿåòñÿ îíî â îñíîâíîì ñ ïîìîùüþ ìàëûõ ìîëåêóë.
Èõ ìîæíî ðàçäåëèòü íà íóæíûå äëÿ æèçíè è íåíóæíûå. Ïî-
ñëåäíèå íàçûâàþò êñåíîáèîòèêàìè. Òî, ÷òî îíè ïîïàäàþò â
êëåòêó, ïîçâîëèëî Ï. Ýðëèõó ñôîðìóëèðîâàòü èäåþ î âîçìîæíî-
ñòè ñîçäàíèÿ «âîëøåáíûõ ïóëü», èëè õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé,
ñïîñîáíûõ âûâîäèòü èç ñòðîÿ â êëåòêå ëèøü îïðåäåëåííûé âèä
åå êîìïîíåíòîâ, ò. å. îïðåäåëåííûå ìèøåíè. Â ðàìêàõ ýòîãî ïî-
íÿòèÿ Ýðëèõ ñîçäàë òåðìèí «õèìèîòåðàïèÿ». ßñíî, ÷òî îñíîâíîå
íàçíà÷åíèå õèìèîòåðàïèè çàêëþ÷àåòñÿ â âîçìîæíîñòè èçáèðà-
òåëüíîãî óíè÷òîæåíèÿ êëåòêè. Âûïîëíåíèå ýòîé çàäà÷è â áîëåå
øèðîêèõ ðàìêàõ ôàðìàêîòåðàïèè íåîáõîäèìî äëÿ óíè÷òîæåíèÿ
ìèêðîáíîé êëåòêè êàê èíôåêöèîííîãî ïàíäåìè÷åñêîãî íà÷àëà,
êëåòêè, çàðàæåííîé âèðóñîì, è çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî íà ïóòè ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è ïî óíè÷òîæåíèþ íåæåëà-
òåëüíîé êëåòêè âñòàåò òàêàÿ óíèâåðñàëüíàÿ òðóäíîïðåîäîëèìàÿ
ïðîáëåìà, êàê âîçíèêíîâåíèå óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ òîãî èëè
èíîãî õèìè÷åñêîãî íà÷àëà. Â îñíîâå ýòîé ïðîáëåìû ëåæèò àêòè-
âàöèÿ ïðèðîäíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ êëåòêè, êîòîðûå
çàùèùàþò åå è òåì èëè èíûì ñïîñîáîì íèâåëèðóþò äåéñòâèå
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ìàëûõ ìîëåêóë, èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå îñíîâíûõ ëåêàðñòâåí-
íûõ ñðåäñòâ. Íàñòîÿùàÿ êíèãà ïðåäñòàâëÿåò ïîïûòêó ñóììèðî-
âàíèÿ ðåçóëüòàòîâ èçó÷åíèÿ ýòèõ ìåõàíèçìîâ, ïðîòèâîäåéñòâóþ-
ùèõ ïðåäïðèíèìàåìûì óñèëèÿì ïî óíè÷òîæåíèþ ìèêðîáíîé è
çëîêà÷åñòâåííîé êëåòîê.

Â ñëó÷àå ìèêðîáíîé êëåòêè ðàçíîîáðàçèå àíòèìèêðîáíûõ
ñðåäñòâ, ñîçäàííûõ îñîáåííî â ýðó àíòèáèîòèêîâ è èìåþùèõ,
êàê ñóììèðîâàíî íà ðèñ. Ç.1 [1], ñàìûå ðàçëè÷íûå ìåõàíèçìû
äåéñòâèÿ, ïîçâîëÿåò âûäåëèòü ÷åòûðå îñíîâíûå ãðóïïû çàùèò-
íûõ ìåõàíèçìîâ êëåòêè îò öèòîñòàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ìàëûõ õè-
ìè÷åñêèõ ìîëåêóë:

• ðàçðóøåíèå èëè èíàêòèâàöèÿ ëåêàðñòâà â êëåòêå, ëèáî åãî
õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ, óíè÷òîæàþùàÿ äåéñòâóþùåå íà÷àëî
ëåêàðñòâà;

• èçìåíåíèÿ â ìèøåíè äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà, äåëàþùèå ìè-
øåíü íå÷óâñòâèòåëüíîé ê ýòîìó äåéñòâèþ;

• âîçìîæíîñòü èçìåíåíèé â ïóòÿõ ñèíòåçà â êëåòêå òîãî èëè
èíîãî ìåòàáîëèòà, íåáõîäèìîãî äëÿ æèçíè êëåòêè;

• èçìåíåíèÿ â ðàáîòå òðàíñïîðòíûõ ñðåäñòâ íà óðîâíå êëåòêè,
îòâå÷àþùèõ çà âõîä ëåêàðñòâà â êëåòêè è åãî âûõîä èç êëåòêè.

Èñïîëüçóåìûå ìåõàíèçìû çàùèòû ýòèõ êëåòîê äåëÿòñÿ íà äâå
ãðóïïû. Îäíà èç íèõ ñâÿçàíà ñ ïðèâíåñåíèåì â êëåòêó èçâíå çà
ñ÷åò ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ãåíîâ, îáåçâðåæèâàþ-
ùèõ àíòèìèêðîáíûå àãåíòû. Îñîáîé ñèëîé çàùèòû îáëàäàåò òà-
êîé ãåíåòè÷åñêèé ýëåìåíò, êàê èíòåãðîí, óñòðîåííûé òàê, ÷òî
áëàãîäàðÿ îñîáîìó ìåõàíèçìó ðåêîìáèíàöèè ìåæäó îïðåäåëåí-
íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ îí âûáèðàåò èç ãåíîìà òå ãå-
íû îáåçâðåæèâàíèÿ, êîòîðûå îáëàäàþò òàêèìè ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿìè, è çà îäèí öèêë ðåïðîäóêöèè êëåòêè èíòåãðîí ìîæåò
ñîáðàòü â ñåáÿ öåëóþ êàññåòó èç òàêèõ ðàçëè÷íûõ ãåíîâ äåòîêñè-
êàöèè, îäíîâðåìåííî îáåñïå÷èâàþùèõ ìíîæåñòâåííóþ ëåêàðñò-
âåííóþ óñòîé÷èâîñòü.

Äðóãàÿ ãðóïïà çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ ìèêðîáíîé êëåòêè îï-
ðåäåëÿåòñÿ åå âíóòðåííèìè ïîòåíöèÿìè. Íàèáîëåå èçó÷åíû èç
ýòèõ ïîòåíöèé ìóòàöèîííûå èçìåíåíèÿ ãåíîìà è ñëåäîâàòåëüíî
èçìåíåíèÿ ìèøåíè äåéñòâèÿ ëåêàðñòâà, ðåãóëîíû ãëîáàëüíîãî
îòâåòà êëåòêè íà âðåäíîå âîçäåéñòâèå, ñèñòåìû ïåðåíîñ÷èêîâ
ìàëûõ ìîëåêóë â êëåòêó è èç êëåòêè, à òàêæå çàêðûòèå âõîäà ëå-
êàðñòâà â êëåòêó ÷åðåç ïîðèíû â åå ìåìáðàíå. Áîëåå òîãî, ïîìè-
ìî ýòèõ, â îñíîâíîì èçó÷àåìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ãðóïï ìåõà-
íèçìîâ õåìîóñòîé÷èâîñòè, ìû ïîñòàâèëè âîïðîñ î ðîëè êîíôèãó-
ðàöèè âíóòðåííåãî ïðîñòðàíñòâà êëåòêè è ôàêòîðîâ åãî èçìåíå-
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íèé, âëèÿþùèõ íà ðàñïðåäåëåíèå ìàëûõ ìîëåêóë â êëåòêå, è âå-
ðîÿòíîñòè èõ âñòðå÷è ñ ìèøåíÿìè. Âîçìîæíî, êëåòêà ìîæåò
äîâîëüíî ÷àñòî èñïîëüçîâàòü èìåííî ýòîò ìåõàíèçì õåìîóñòîé÷èâî-
ñòè, íå ïðèâëåêàâøèé äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè áîëüøîãî âíèìàíèÿ.
Åñëè êîíôèãóðàöèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà çíà÷èìà, òî
äîëæíà ëè óïàêîâêà áåëêîâ êëåòêè áûòü êàêîé-òî îïòèìàëüíîé è áåç
ýëåìåíòîâ õàîòè÷íîñòè, äîëæíà ëè çàïîëíåííîñòü êëåòêè áåëêàìè
òàêæå áûòü êàêîé-òî îïòèìàëüíîé è êàêîé ýôôåêò ìîãóò âûçûâàòü
ñäâèãè ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ïðè èçìåíåíèÿõ óðîâíåé ýêñïðåññèè ðàçíûõ
ãåíîâ? Ýòè âîïðîñû æäóò ñâîåãî ðåøåíèÿ.

×òî êàñàåòñÿ çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè, òî óñòàíîâëåííûå ìå-
õàíèçìû ìíîæåñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè ñóììèðóåò ðèñ. Ç.2 (ñì.
âêëåéêó) [2].

Óñòàíîâëåííûå ìåõàíèçìû õåìîóñòîé÷èâîñòè ðàêîâîé êëåòêè
â íàñòîÿùåå âðåìÿ òàêæå ìîæíî ïðåäñòàâèòü òðåìÿ îñíîâíûìè
ãðóïïàìè:

• àêòèâàöèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ñðåäñòâ êëåòêè, ñíèæàþùèõ âíóò-
ðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ ëåêàðñòâà;

• èçìåíåíèå óñëîâèé è õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ëåêàð-
ñòâîì è ìèøåíüþ, âêëþ÷àÿ âîçìîæíîñòü ñåêâåñòðàöèè ëåêàðñòâà â
êëåòêå;

• èçìåíåíèÿ â îòâåòå êëåòêè. Îíè ïîçâîëÿþò åé ïåðåæèòü
äåéñòâèå ñòðåññà, óâåëè÷èòü àêòèâíîñòü ïðîöåññîâ, ðåïàðèðóþ-
ùèõ ïîâðåæäåííóþ ÄÍÊ, îòìåíèòü ïðîãðàììó âêëþ÷åíèÿ àïîï-
òîçà ïðè âîçíèêíîâåíèè â êëåòêå ñîîòâåòñòâóþùèõ äåôåêòîâ.

Ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. Ç.2 ìîëåêóëÿðíûå ñðåäñòâà õåìîçàùè-
òû êëåòêè ÿâëÿþòñÿ åå ðåãóëÿðíûìè ñòðóêòóðàìè. Îíè àêòèâèðó-
þòñÿ â òåõ èëè èíûõ óñëîâèÿõ ïðè ó÷àñòèè îðãàíèçîâàííîé ñèñòå-
ìû ïðîòåèíêèíàç è ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, ïðèçâàííûõ
óëàâëèâàòü è èíòåðïðåòèðîâàòü ñèãíàëû ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèé
êëåòêè è îêðóæàþùåé ñðåäû, ôîðìèðîâàòü ÿçûê ñîîáùåíèé è
ïðèêàçîâ, à òàêæå îïðåäåëÿòü íåîáõîäèìûå ýôôåêòîðíûå, èëè èñ-
ïîëíèòåëüíûå, ôóíêöèè.

Ïîìèìî ðåãóëÿðíûõ ñòðóêòóð êëåòêà â ôîðñ-ìàæîðíûõ óñëî-
âèÿõ òàêæå ýêñïëóàòèðóåò ïðèíöèï ñàìîîðãàíèçóþùèõñÿ ôîðìè-
ðîâàíèé. Áëàãîäàðÿ ñâîéñòâàì ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ
èñïîëüçîâàíèå ãåíîìà â çàâèñèìîñòè îò îáñòîÿòåëüñòâ ìîæåò áûòü
èçìåíåíî òàê, ÷òî ïðî÷òåíèå åãî èíôîðìàöèè â íåîáû÷íîì ñî÷å-
òàíèè ýëåìåíòîâ ìîæåò ïðåäîñòàâèòü êëåòêå øàíñ ïåðåæèòü òîò
èëè èíîé óäàð. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàñêðûòà ñóòü ýòîãî ïðèíöèïà
óâåëè÷åíèÿ ñòåïåíè ðàçíîîáðàçèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè, äå-
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òàëè æå àêòèâàöèè ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.
Áîëåå òîãî, ïðèâëåêàþò âíèìàíèå ïðèâåäåííûå â êíèãå äàííûå î
òîì, ÷òî îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè ÿâëÿåòñÿ
íàðóøåíèå ïðèðîäíîãî õðîìîñîìíîãî áàëàíñà êëåòêè – àíåó-
ïëîèäèÿ, è ÷åì îíà âûðàæåííåå, òåì òÿæåëåå ïðîáëåìà ìíîæåñò-
âåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè. Ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, ýòîò
ôàêò òàêæå óêàçûâàåò íà âàæíóþ ðîëü êîíôèãóðàöèè âíóòðåííåãî
ïðîñòðàíñòâà êëåòêè. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ìàëèãíèçàöèè êëåòêè õà-
ðàêòåð ýêñïðåññèè áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ ðåçêî èçìåíÿåòñÿ è ïðå-
âàëèðóåò upregulation íåæåëè downregulation, ò. å. êëåòêà çàáèâàåòñÿ
áåëêàìè. Íå ÿâëÿåòñÿ ëè ýòî ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî â òàêèõ ïëîòíûõ
êëåòêàõ äâèæåíèå õðîìîñîì çàòðóäíÿåòñÿ, ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ äëÿ
ïîÿâëåíèÿ îòñòàþùèõ õðîìîñîì â àíàôàçå, è ïðè äåëåíèè êëåòêè
â òàêîì ñîñòîÿíèè âîçíèêàåò àíåóïëîèäèÿ? Â ýòîì ñîñòîÿíèè
äâèæåíèå â êëåòêå çàòðóäíåíî íå òîëüêî äëÿ õðîìîñîì, íî è äëÿ
ìàëûõ ìîëåêóë, ïîýòîìó è âîçíèêàåò ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåí-
íàÿ óñòîé÷èâîñòü, ïðè êîòîðîé ëåêàðñòâà â òàêèõ ïëîòíûõ êëåòêàõ
íå ìîãóò íàéòè ñâîè ìèøåíè. Íå ÿâëÿåòñÿ ëè çàäà÷åé ñòðåññîâîãî
ïðîòåîìà (êàê ãðóïïû áåëêîâ, ñèíòåçèðóþùèõñÿ â êëåòêå òîëüêî â
óñëîâèÿõ ñòðåññà), ñîäåðæàíèå êîòîðîãî â êëåòêå ðåçêî óâåëè÷èâà-
åòñÿ ïðè äåéñòâèè íåáëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèé, âûïîëíÿòü åùå è
ôóíêöèþ ôèçè÷åñêîãî óïëîòíåíèÿ êëåòêè, ñïîñîáíîãî èçìåíèòü
åå ôèçèîëîãè÷åñêèå ðåæèìû? Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðèâëåêàåò âíèìà-
íèå îáíàðóæåííàÿ äëÿ âñåõ öàðñòâ æèçíè çàêîíîìåðíîñòü îáùíî-
ñòè è çíà÷èòåëüíîé ãîìîëîãèè áåëêîâ ñòðåññîâîãî ïðîòåîìà, è ýòî
ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü, ÷òî åãî ïðîèñõîæäåíèå èìåëî ìîíîôèëåòè÷å-
ñêèé èëè êàêîé-òî îäèí è òîò æå èñòî÷íèê [3].

Êàêèì æå ìîæåò áûòü âûõîä èç ñèòóàöèè ñòîëïîòâîðåíèÿ áåë-
êîâ â êëåòêå? ßñíî, ÷òî, íàâåðíîå, ìîæíî íàéòè, ñêîðåå ñëó÷àéíî,
ìàëóþ ìîëåêóëó, êîòîðàÿ îêàæåòñÿ ñïîñîáíîé äâèãàòüñÿ â òàêèõ
êëåòêàõ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè òàêîì ïîëîæåíèè äåë ïîÿâëÿ-
þòñÿ ðàáîòû, îáðàùàþùèå âíèìàíèå íà òî, ÷òî «ãðÿçíûå» (íåìè-
øåííûå ëåêàðñòâà) ìîãóò îêàçàòüñÿ áîëåå ýôôåêòèâíûì è ïåðñïåê-
òèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ïðåîäîëåíèÿ õåìîóñòîé÷èâîñòè [4]. Èñ-
ïîëüçîâàíèå íàíî÷àñòèö ìîæåò îêàçûâàòü íà êëåòêó ëîêàëüíî ñäàâ-
ëèâàþùèé ëèáî, íàïðîòèâ, ðàññëàáëÿþùèé ýôôåêò è èçìåíÿòü
êîíôèãóðàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà òàê, ÷òî ìàëàÿ ìî-
ëåêóëà ñìîæåò â êëåòêå äâèãàòüñÿ. Ýòà âîçìîæíîñòü èçó÷àåòñÿ, îñî-
áîå âíèìàíèå ïðèâëåêàþò óãëåðîäíûå òðóáêè, èëè íàíîáðèëëèàí-
òû, êàê ñðåäñòâà ýôôåêòèâíîé äîñòàâêè ëåêàðñòâà â êëåòêó è ýô-
ôåêòèâíîé òåðàïèè.
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Ìåðîé áîðüáû ñ õåìîóñòîé÷èâîñòüþ, îáóñëîâëåííîé çíà÷èòåëü-
íûì óïëîòíåíèåì êëåòêè, ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü óïðàâëåíèÿ óðîâ-
íåì ýêñïðåññèè ìíîãî÷èñëåííûõ ãåíîâ â ðàêîâîé êëåòêå. Â ñâÿçè ñ
ýòèì áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëåêàþò òàêèå óïðàâëÿþùèå ýêñïðåñ-
ñèåé ãåíîâ ìîëåêóëû, êàê miR, êîòîðûì ïîñâÿùåíà ñïåöèàëüíàÿ
ãëàâà êíèãè. Áîëåå òîãî, ýôôåêò ìîäóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà îïðå-
äåëÿåòñÿ òàêèì ýïèãåíåòè÷åñêèì ôàêòîðîì, êàê ìåòèëèðîâàíèå è
äåìåòèëèðîâàíèå öèòîçèíà ïî 5-ìó ïîëîæåíèþ êîëüöà äàííîé ìî-
ëåêóëû â ãåíåòè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ, â êîòîðûõ íèêàêèõ
òåêñòîâûõ èçìåíåíèé íå ïðîèñõîäèò. Äîñòèæåíèÿ â îáëàñòè ýïèãå-
íåòèêè òàêæå ñóììèðîâàíû â ñïåöèàëüíîé ãëàâå.

Íà ñîâðåìåííîì ýòàïå èññëåäîâàíèé â áèîëîãèè ñòàíîâèòñÿ
ÿñíûì, ÷òî ðåäóêöèîíèñòñêèé ïîäõîä ê èçó÷åíèþ áèîëîãè÷åñêèõ
ÿâëåíèé, ò. å. äðîáëåíèå öåëîãî íà ÷àñòè è èçó÷åíèå ÷àñòåé ïî
îòäåëüíîñòè, èñ÷åðïûâàåò ñâîè âîçìîæíîñòè. Ôîðìèðóåòñÿ ñèñ-
òåìíîå ìûøëåíèå è ñèñòåìíûé ïîäõîä ê èçó÷åíèþ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ÿâëåíèé è íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå. Îñíîâîïîëàãàþùåå çíà-
÷åíèå ýòîãî ïîäõîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî îáúåäèíåíèå ÷àñòåé â
öåëîå, â ñèñòåìó ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ òîãî èëè èíîãî ôå-
íîòèïà, íîâîãî ñâîéñòâà êëåòêè, âûòåêàþùåãî èç ñâîéñòâ ñôîð-
ìèðîâàííîé ñèñòåìû âçàèìîäåéñòâèé êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, à íå
äåòåðìèíèðîâàííûõ íåïîñðåäñòâåííî ãåíåòè÷åñêè. Â êíèãå ðàñ-
ñìàòðèâàþòñÿ äàííûå èçó÷åíèÿ òàêîãî âîïðîñà, êàê êëåòêà ìîæåò
èñïîëüçîâàòü ñâîéñòâà ñèñòåì äëÿ ñâîåé çàùèòû îò óäàðîâ.

Óâåëè÷èâàåò ëè ïîëó÷åíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà àêàäåìè÷åñêèõ
çíàíèé î ìåõàíèçìàõ ïðîòèâîõèìè÷åñêîé îáîðîíû êëåòêè ýôôåê-
òèâíîñòü ïðèìåíÿåìîé â êëèíèêå õèìèîòåðàïèè? Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî íàìåòèëàñü ïîëîæèòåëüíàÿ òåíäåíöèÿ â
ôîðìèðîâàíèè îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ. Â êëèíèêå èç-çà îãðîìíîãî
îáúåìà ðàáîòû â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå ïðàêòè÷åñêè íåâîç-
ìîæíî óñòàíîâèòü ïðè÷èíó ðåçèñòåíòíîñòè èíäèâèäà ê äåéñòâèþ
òîãî èëè èíîãî ëåêàðñòâà. Âîçìîæíîñòü æå àíàëèçà òîëüêî ñïåêòðà
miR, ðåãóëèðóþùèõ àêòèâíîñòü ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ
ìèøåíÿìè äåéñòâèÿ íàçíà÷àåìûõ ëåêàðñòâ, ïîçâîëÿþò óñêîðèòü
ïðîöåññ ïîäáîðà äëÿ êîíêðåòíîãî áîëüíîãî íàèáîëåå ýôôåêòèâ-
íîãî ëåêàðñòâà [5]. Áîëåå òîãî, åñëè âîçìîæíîñòü çàìåíû ìèøåí-
íîãî èíãèáèòîðà «ãðÿçíûì» ëåêàðñòâîì, âçàèìîäåéñòâóþùèì ñî
ìíîãèìè êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè [4] òàêæå ñâÿçàíà ñ ýìïèðè÷å-
ñêèì ïîèñêîì ïîäõîäÿùèõ âàðèàíòîâ òàêîãî ëåêàðñòâà, òî áëàãîäà-
ðÿ ñòàíîâëåíèþ ñèñòåìíîé áèîëîãèè âîçíèêëà êîíöåïöèÿ è âîç-
ìîæíîñòü èäåíòèôèêàöèè êîìèøåíåé. Ýòî òàêæå óñêîðÿåò ïîäáîð
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ýôôåêòèâíûõ èíãèáèòîðîâ êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà è óñèëèâàåò èõ
ñîâìåñòíîå äåéñòâèå [6].

Îäíàêî â ñîâðåìåííîé ôàðìàêîëîãèè îñíîâíûå ñèëû ñêîíöåí-
òðèðîâàíû âñå-òàêè íà èçó÷åíèè ìàëûõ õèìè÷åñêèõ ìîëåêóë â êà-
÷åñòâå èíãèáèòîðîâ òåõ èëè èíûõ ìàêðîìîëåêóë êëåòêè, íåîáõîäè-
ìûõ äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ òîãî èëè èíîãî åå ìîëåêóëÿðíîãî ïðîöåññà.
Òàêèì îáðàçîì, âíèìàíèå ñîñðåäîòî÷èâàåòñÿ íà âîçìîæíîñòè ïî-
ëó÷åíèÿ ëåêàðñòâà ìèøåííîãî òèïà äåéñòâèÿ. Äî íåäàâíåãî âðåìå-
íè íà ôàðìàöåâòè÷åñêîì ðûíêå öèðêóëèðîâàëî ïîðÿäêà 500 ìè-
øåííûõ ëåêàðñòâ [7] è ïðîãíîçèðóåòñÿ î÷åíü áûñòðîå óâåëè÷åíèå
ýòîãî ÷èñëà [8, 9]. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ âîçìîæíîñòÿìè íîâîé òåõíî-
ëîãèè, êîòîðàÿ ïîëó÷èëà íàçâàíèå ìîëåêóëÿðíîãî äîêèíãà. Äî-
êèíã – ýòî âûÿâëÿåìîå ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà ïðîñòðàíñòâåííîå
ñîîòâåòñòâèå ìåæäó êàêèì-òî ó÷àñòêîì ñòðóêòóðû äàííîãî ðåöåïòî-
ðà è íèçêîìîëåêóëÿðíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé, âñòðàèâàÿñü â ýòîò
ó÷àñòîê, âûâîäèò ðåöåïòîð èç ñòðîÿ. Ðàçâèòèþ ýòîé òåõíîëîãèè
ñïîñîáñòâîâàëè ìåòîäû êëîíèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîìà îðãàíèçìà, ïîëó÷åíèå â áîëüøèõ êîëè÷å-
ñòâàõ ïðîäóêòà êëîíèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ñâåðõýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ è ñïåöèàëüíûõ êëåòîê. Ýòî
îáëåã÷àëî âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ êðèñòàëëè÷åñêîé ôîðìû èçó-
÷àåìîãî ïðîäóêòà. Ðåíòãåíîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïîëó÷åííîãî
êðèñòàëëà òàêîãî ïðîäóêòà, èçó÷àåìîãî â êà÷åñòâå ìèøåíè, ïîçâî-
ëÿåò óñòàíàâëèâàòü ïîëîæåíèå âñåõ çâåíüåâ ìîëåêóëû îòíîñèòåëüíî
äðóã äðóãà, ò. å. óñòàíàâëèâàòü åãî òðåõìåðíóþ, 3D-ñòðóêòóðó. Åå
âèçóàëèçàöèÿ íà ýêðàíå êîìïüþòåðà è òåõíèêà ðàñ÷åòîâ ðàññòîÿíèé
è óãëîâ ìåæäó çâåíüÿìè ñîçäàåò ïîëå äåÿòåëüíîñòè äëÿ ðàáîòû ïî
ïîèñêó èíãèáèòîðíîãî ëèãàíäà, ïî äîêèíãó.

Îòìåòèì òàêæå, ÷òî â ñîâðåìåííîé ôàðìàêîëîãèè â ñâÿçè ñî
ñëîæíîñòÿìè ïðîáëåìû õåìîóñòîé÷èâîñòè ê ìàëûì ìîëåêóëàì ñëî-
æèëñÿ òàêæå àëüòåðíàòèâíûé ïóòü ïîèñêà ëåêàðñòâ, ïðåäñòàâëåííûõ
íå ìàëûìè õèìè÷åñêèìè ìîëåêóëàìè, à ìàêðîìîëåêóëàìè â âèäå
ôåðìåíòîâ, àíòèòåë, ðàçëè÷íûõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ. (Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ôóíêöèîíèðóåò äàæå ñïåöèàëüíûé òåðìèí – áèîòåðàïèÿ –
biotherapy.) Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè òàêîãî ïîäõoäà ïðèâåäåì îäèí ïðè-
ìåð. Ïðè ëåéêåìèè îêàçàëîñü, ÷òî çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè òðåáóþò
áîëüøèå êîëè÷åñòâà àñïàðàãèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè êëåò-
êàìè. Ââåäåíèå æå â êðîâü ôåðìåíòà L-àñïàðàãèíàçû ïðèâîäèëî ê
ðåçêîìó ñíèæåíèþ ñîäåðæàíèÿ ýòîé àìèíîêèñëîòû äëÿ îðãàíèçìà,
è ýòî ïîçâîëÿëî îñòàíàâëèâàòü ðîñò çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê [10].
Èçáåãàÿ ïîñëåäñòâèé àêòèâàöèè ìåõàíèçìîâ, ðàáîòàþùèõ íà ñóá-
ñòðàòàõ, ïðåäñòàâëåííûõ ìàëûìè ìîëåêóëàìè, ìàêðîìîëåêóëÿðíûå
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ëåêàðñòâà òðåáóþò ðåøåíèÿ äðóãèõ ïðîáëåì: âíóòðèêëåòî÷íîé äîñòàâ-
êè è èõ èììóííîãåííîñòè. Ïðè ðåøåíèè ïåðâîé ïðîáëåìû èçó÷åíèå
ñîñðåäîòî÷èâàåòñÿ íà íàíîñðåäñòâàõ, ñïîñîáíîñòè êëåòêè ê ýíäîöè-
òîçó è âîçìîæíîñòüþ óïðàâëåíèÿ ïîâåäåíèåì îáðàçóþùèõñÿ ýíäî-
ñîì, à òàêæå íàëè÷èþ â èñïîëüçóåìîé ìàêðîìîëåêóëå ñïåöèàëüíîãî
PTD-äîìåíà – protein transduction domain. Îêàçàëîñü, ÷òî ýòîò äîìåí
îïðåäåëÿåò âîçìîæíîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ ìîëåêóëû áåëêîâ è ïåïòè-
äîâ ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó [11–14]. ×òî êàñàåòñÿ âòîðîé ïðî-
áëåìû, òî òàêæå îêàçàëîñü, ÷òî êîíúþãèðîâàíèå áåëêîâ ñ ïîëèýòè-
ëåíãëèêîëåì (òåõíîëîãèÿ, íàçûâàåìàÿ ïýãèëèðîâàíèåì), ïîçâîëÿåò
èçìåíÿòü ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà ìàêðîìîëåêóëÿðíûõ ëå-
êàðñòâ, âêëþ÷àÿ âðåìÿ æèçíè òàêèõ áåëêîâ â êëåòêå è èõ èììóííî-
ãåííûå ñâîéñòâà [15–17].

Öåëü äàííîé êíèãè ñîñòîÿëà â ðàñêðûòèè ìîëåêóëÿðíûõ çà-
ùèòíûõ ìåõàíèçìîâ îòäåëüíîé êëåòêè, îáåñïå÷èâàþùèõ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü íà óðîâíå îòäåëüíîé êëåòêè. Îäíàêî â ïîñëåäíåå âðå-
ìÿ áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëåêàþò ìåõàíèçìû ìíîãîêëåòî÷íîãî
óðîâíÿ âîçíèêíîâåíèÿ ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè îïóõîëåé
(tumor drug resistance – TDR). Îíè îïðåäåëÿþòñÿ âîçìîæíîñòÿìè
ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé è îñîáåííîñòÿìè âëèÿíèÿ ìèêðî-
îêðóæåíèÿ îïóõîëè â îðãàíèçìå, îò êîòîðûõ çàâèñèò ñíàáæåíèå
îïóõîëè êðîâåíîñíûìè ñîñóäàìè, ñâÿçü ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì
è ýêðàíèðîâàíèå îïóõîëè êëåòêàìè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Ýòèì
ìåõàíèçìàì ïîñâÿùåí îáçîð [18]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äàííûå î
âîçìîæíîñòè òàêîãî ìåæêëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñî çëîêà÷åñò-
âåííîé êëåòêîé ñîñòàâëÿþò îñíîâó ôîðìèðóþùåéñÿ â îíêîëîãèè
íîâîé êîíöåïöèè î âëèÿíèè çäîðîâûõ êëåòîê íà ðàêîâóþ êëåòêó,
ñïàñàþùèõ åå îò òåðàïåâòè÷åñêèõ óäàðîâ, ÷òî ïîëó÷èëî ñïåöèàëü-
íîå íàçâàíèå EMDR (environment-mediated drug resistance) [19]. ßñíî,
÷òî ýòà êîíöåïöèÿ îáëàäàåò ïîòåíöèàëîì èçìåíåíèÿ ôîêóñà õè-
ìèîòåðàïèè â êëèíèêå ñ ðàêîâîé êëåòêè íà åå çäîðîâîå îêðóæåíèå
è ïîðîæäàåò íàäåæäó íà ïîâûøåíèå ýôôåêòèâíîñòè òåðàïèè. TDR
è EMDR – ýòî òåìà äëÿ ñïåöèàëüíîãî ðàññìîòðåíèÿ.

Îòìåòèì òàêæå, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ òðóäíîñòè, âñòðå÷àåìûå
íà ïóòè õèìèîòåðàïèè â êëèíèêå, çàñòàâëÿþò îáðàùàòü âíèìàíèå è
íà ðàçëè÷íûå àëüòåðíàòèâíûå ñðåäñòâà ëå÷åíèÿ ðàêà. Íåäàâíî
ñðåäñòâà ìàññîâîé èíôîðìàöèè ñîîáùèëè îá óñïåõàõ àâñòðàëèé-
ñêèõ êëèíèöèñòîâ, ðàçðàáîòàâøèõ íîâóþ òåõíîëîãèþ áîðüáû ñ
îïóõîëÿìè ñ ïîìîùüþ ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ. Èòàê, ïðîáëåìà,
îïèñàííàÿ â äàííîé êíèãå, äâèæåòñÿ ïî ïóòè âîçìîæíûõ ðåøåíèé
è ÿñíî, ÷òî äîðîãó îñèëèò èäóùèé.
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SUMMARY

The book summarizes the main molecular mechanisms
studied that can defense cell against outer assaults and deter-
mine cell chemoresistance emergence. They make up special
groups depending on the possibility of alterations in different
biomolecules involved into the fulfilment of cell various pro-
cesses. These concern the small chemical molecules transporta-
tion and distribution inside the cell, their modification or
degradation, their interaction with the target biomolecule un-
der different conditions and cell response to the stress resulting
in enhancing molecular activations and reparations as well as
disobeying to the inherent cell death program. The special
emphasis is made on the possibility of clogging the process of
substance distribution inside the cell. This could result from
changes in proteins folding and their overcrowding in the cell.
Development of miR technologies to control the level of genes
expression, technologies of epigenetic modifications control
and nanotechnologies is the search way to obtaining results of
clinical values. Rising of systems biology ideology shows the
significance of the conception of co-targets using to override
cell defense mechanisms, to overcome chemoresistance and to
make chemotherapy effective.

The book is a snapshot of different areas of research on
drug resistance and is written in a comprehensive format use-
ful for undergraduate and graduate students and everyone en-
tering this field.
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