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АКТИВНОСТЬ ПРОТЕАСОМ В ОПУХОЛЯХ 
ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА:

СВЯЗЬ С КЛИНИКО�МОРФОЛОГИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ

© 2012 г.   Ю. В. Богомягкова
Лаборатория биохимии

Исследование молекулярных механизмов зло�
качественной трансформации клеток и роста
опухолей до сих пор остается одной из самых ак�
туальных проблем биологии и медицины. В связи
с этой проблемой наиболее перспективным пред�
ставляется изучение многофункциональных фер�
ментативных систем. К их числу относятся проте�
асомы, мультисубъединичные мультипротеазные
комплексы, регулирующие клеточные процессы
путем гидролиза белков и/или образования пеп�
тидов – участников этих процессов. По набору
протеолитических субъединиц протеасомы мож�
но разделить на четыре типа: протеасомы, содер�
жащие конститутивные субъединицы X, Y, Z;
протеасомы, содержащие иммунные субъедини�
цы LMP7, LMP2, LMP10, протеасомы содержа�
щие субъединицы X, LMP2, LMP10, и протеасо�
мы, содержащие субъединицы LMP7, Y, Z. При
этом субъединицы X и LMP7 проявляют химот�
рипсин�подобную активность, субъединицы Y и
LMP2 – каспаза�подобную активность, субъеди�
ницы Z и LMP10 – трипсин�подобную актив�
ность. Изменение соотношения указанных типов
протеасом приводит к изменению активностей
общего пула протеасом. Цель настоящего иссле�
дования – изучить изменения каспаза�подобной
активности протеасом в различных опухолях щи�
товидной железы человека по сравнению с кон�
трольными тканями и выявить их возможную

связь с клинико�морфологическими параметра�
ми. В работе использовали послеоперационный
материал: фолликулярную аденому и папилляр�
ную карциному на стадиях T3N0M0 и T2N1M0.
Каспаза�подобную активность оценивали по гид�
ролизу флуорогенного коммерческого субстрата
Z�Leu�Leu�Glu�AMC. Обнаружено, что каспаза�
подобная активность протеасом в фолликуляр�
ной аденоме (доброкачественной опухоли) досто�
верно не изменяется по сравнению с прилежащей
тканью (условным контролем). Однако она воз�
растает в 2.5 раза в папиллярной карциноме на
стадии T3N0M0 (неметастазирующей опухоли) и в
14 раз – на стадии T2N1M0 (метастазирующей
опухоли). Таким образом, выявлена связь измене�
ний каспаза�подобной активности протеасом в
опухолях с клинико�морфологическими пара�
метрами. С помощью Вестерн�блоттинга показа�
но, что увеличение каспаза�подобной активности
в злокачественных опухолях сопровождается из�
менением соотношения субъединиц, проявляю�
щих эту активность: содержание субъединицы
LMP2 увеличивается, в то время как содержание
субъединицы Y уменьшается или не изменяется.
Дальнейшая разработка данной проблемы может
быть полезна для диагностики злокачественных
новообразований щитовидной железы человека и
для прогнозирования степени их агрессивности. 

МОРФО�ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ НЕЙРОНОВ 
ТУБЕРОИНФУНДИБУЛЯРНОЙ ДОФАМИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ 

ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ В МОЗГУ МЫШЕЙ

© 2012 г.   Е. А. Дегтярева, Т. С. Пронина, М. В. Угрюмов 
Лаборатория гормональных регуляций

Одним из наиболее широко распространен�
ных нейродегенеративных заболеваний является
болезнь Паркинсона (БП), которая развивается в
первую очередь в результате гибели дофаминер�
гических (ДА�ергических) нейронов нигрострит�
ной системы мозга, участвующей в регуляции

двигательной (моторной) активности. В послед�
ние годы показано, что нейродегенеративный
процесс не ограничивается этими нейронами, а
распространяется и на другие популяции нейро�
нов, причем расположенные не только в мозгу, но
и на периферии, что обусловливает системный
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ИНСТИТУТА БИОЛОГИИ РАЗВИТИЯ ИМ. Н.К. КОЛЬЦОВА РАН 
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характер БП. Так, в гипоталамусе при БП обнару�
жены тельца Леви – маркеры дегенерации нейро�
нов и отмечено уменьшение содержания ДА и но�
радреналина (НА), участвующих в норме в инги�
биторном контроле секреции пролактина
гипофиза. Дефицит этих химических сигналов
приводит к развитию гиперпролактинемии, что и
было обнаружено у ряда больных при БП. Сово�
купность приведенных фактов позволяет предпо�
ложить, что при БП подвергаются дегенерации и
ДА�ергические нейроны тубероинфундибуляр�
ной ДА�ергической системы (ТИДА) гипотала�
муса. Однако до сих пор не ясно, в какой степени
и на каком этапе развития БП страдают ДА�ерги�
ческие нейроны ТИДА.

Целью данной работы явилась проверка гипо�
тезы авторов, согласно которой развитие паркин�
сонизма в результате дегенерации ДА�ергических
нейронов нигростриатной системы сопровождает�
ся развитием функциональной недостаточности
ДА�ергических нейронов ТИДА и гиперпролакти�
неимии. В этом контексте предполагалось охарак�
теризовать морфо�функциональной состояние
ДА�ергических нейронов ТИДА на мышах линии
C57Bl/6, у которых с помощью 1�метил�4�фенил�
1,2,3,6�тетрагидропиридина(МФТП) вызывали

развитие паркинсонизма в досимптомной и ран�
ней симптомной стадиях. Для этого самцам мы�
шей вводили подкожно с двухчасовым интервалом
раствор МФТП на 0.9%�ном NaCl в дозе 12 мг/кг
двукратно или четырехкратно. На 14�ый день по�
сле последней инъекции МФТП определяли уро�
вень катехоламинов в ТИДА с помощью высоко�
эффективной жидкостной хроматографии с элек�
трохимической детекцией и морфологические
изменения нейронов ТИДА с помощью иммуно�
цитохимии.

Проведенное нами исследование не показало
изменений в содержании ДА на досимптомной
стадии, однако, выявило биохимические измене�
ния (снижение уровня ДА на 50% и увеличение
“оборота” ДА на 149% по сравнению с контро�
лем) в ТИДА на экспериментальной модели ран�
ней симптомной стадии паркинсонизма. Однако,
при использовании данных моделей досимптом�
ной и ранней симптомной стадий паркинсонизма
в ТИДА не были выявлены изменения в числе
нейронов и аксонов.

Работа выполнена при поддержке грантов
РФФИ�офи 09�04�12106�офи_м, РГНФ 09�06�
00543а, РФФИ�офи 09�04�13851�офи_ц.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ИНСУЛИНОПОДОБНОГО ФАКТОРА РОСТА 1
ПРИ КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ ПЕЧЕНИ У МЫШЕЙ

© 2012 г.   Л. С. Зиневич
Лаборатория молекулярно�генетических механизмов онтогенеза

Целью настоящей работы является определе�
ние уровня экспрессии гена ростового фактора
ИФР�1 при химическом канцерогенезе печени
мышей линии C57Bl6, вызванном введением ди�
этилнитрозамина. Методом ПЦР в реальном вре�
мени показано, что на переходной стадии от аде�
номы печени к гепатоцеллюлярной карциноме
(ГК) и на стадии ГК экспрессия ИФР�1 в опухо�
левой ткани снижена по сравнению с окружаю�
щей ее тканью в 8 (p < 0.05) и 10 раз (p < 0.001), со�
ответственно, а c тканью печени здоровых мышей
стадия ГК различается в 5 раз на (p < 0.005). Экс�
прессия ИФР�1 в ткани, окружающей опухоль,
имеет тенденцию к повышению на стадии ГК по

сравнению с тканью печени здоровых мышей (p <
< 0.1). Снижение экспрессии ИФР�1 в опухоли
может быть связано с утратой способности к син�
тезу и секреции этого фактора в кровь, что свой�
ственно нормальным гепатоцитам, а повышение
экспрессии ИФР�1 в окружающей ткани может
свидетельствовать о паракринной стимуляции ро�
ста опухоли ее микроокружением. ИФР�1 имеет
изоформы – продукты альтернативного сплайсин�
га – секретируемую, выделяемые в кровоток, и ло�
кально�активные, вырабатывающиеся во многих
тканях, в том числе в печени. Получены предвари�
тельные данные об экспрессии изоформ ИФР�1
при химическом канцерогенезе печени мышей.

ИММУННЫЕ ПРОТЕАСОМЫ: КАК “ВЫКРУТИТЬСЯ” В РАЗЛИЧНЫХ 
ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ СИТУАЦИЯХ

© 2012 г.   Я. Д. Карпова 
Лаборатория биохимии

Ежедневно организм млекопитающих подвер�
гается многим опасностям: атакам чужеродных
микробов, вирусов, кроме того, собственные
клетки могут претерпевать злокачественные пре�
образования, которые представляют не меньшую
угрозу. Миссию по защите организма выполняет

специализированная сложноустроенная систе�
ма – иммунная система. Она имеет тонкую на�
стройку, поскольку должна не только избавить
организм от неприятностей, направив на них
полноценный иммунный ответ, но и не навре�
дить, вовремя включив механизм толерантности
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к “своему”. Многие работы посвящены поиску
ответа на вопрос, каким же образом происходит
регуляция иммунной системы? Ясный ответ до
сих пор не получен. Мы решили подойти к про�
блеме, исследуя иммунные протеасомы, особой
функцией которых является образование анти�
генных эпитопов, в различных иммунологиче�
ских ситуациях: в процессе становления иммун�
ной системы, когда происходит переход от “зна�
комства со своим” к возможности развития
иммунных реакций; в условиях индуцированной
донор�специфической портальной толерантно�
сти, когда организм становится иммунологиче�
ски невосприимчивым и не развивает иммунный
ответ на чужеродные донорские антигены; в раз�
витии иммунитета против опухоли Walker 256,
привитой крысам линии Brattleboro, и при неэф�
фективности иммунной системы против этой
опухоли у крыс линии WAG. Методом Вестерн�
блоттинга показано, что при становлении иммун�
ной системы в раннем развитии увеличивается
экспрессия иммунных протеасом в печени (теря�
ющей статус иммунного органа в неонатальный
период) и селезенке (вторичном лимфоидном ор�
гане). Причем иммунные протеасомы экспресси�
руются в этих органах уже в эмбриональном раз�
витии, а при индукции воспаления у матери вве�
дением липополисахарида на 12�й день
беременности уровень иммунной субъединицы
LMP2 увеличивается на фоне падения уровня им�
мунной cубъединицы LMP7 в печени плодов че�
рез 5 дней, через 7 дней увеличивается уровень
LMP7 на фоне падения уровня LMP2. Таким об�
разом, уже в эмбриональный период возможно
вызвать изменение экспрессии иммунных проте�
асом, что свидетельствует о пластичности моле�

кулярных компонентов развивающейся иммун�
ной системы. Методом иммунофлуоресценции
показана связь увеличения количества иммунных
протеасом в печени с увеличением их экспрессии
в гепатоцитах, а в селезенке – с ее наполняемо�
стью лимфоцитами, обогащенными иммунными
протеасомами. Обнаруженные изменения содер�
жания иммунных протеасом сопровождаются из�
менением химотрипсин� и каспаза�подобной ак�
тивностей протеасом. 

Индукция донор�специфической портальной
толерантности и последующая трансплантация
овариальной ткани под капсулу почки от того же
донора приводят к увеличению количества LMP2
в печени и прижившемся трансплантате по срав�
нению с контрольными образцами и уменьше�
нию количества LMP7 в печени по сравнению с
контролем и в прижившемся трансплантате по
сравнению с отторгающимся трансплантатом.
Показано распределение этих субъединиц по
клеткам на срезах трансплантатов. 

При исследовании регрессирующей опухоли
Walker 256 у крыс Brattleboro выявлено увеличе�
ние содержания обеих иммунных субъединиц
между 7 и 14�м днями после инъекции опухоле�
вых клеток, что может способствовать обнаруже�
нию опухоли иммунной системой. Напротив, в
опухоли, развивающейся у крыс WAG и приводя�
щей крыс к гибели, уровень иммунных протеасом
не отличается от их уровня в инъецируемых опу�
холевых клетках. 

Таким образом, все исследуемые иммунологи�
ческие ситуации сопровождаются уникальными
изменениями в пуле иммунных протеасом. Соот�
ношение типов иммунных протеасом определяет
развитие иммунного ответа или толерантности. 

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ
РАКОВО�ТЕСТИКУЛЯРНЫХ АНТИГЕНОВ В РАЗВИТИИ 

СОМАТИЧЕСКИХ И ПОЛОВЫХ КЛЕТОК МЫШИ

© 2012 г.   Д. С. Костюшев, Н. В. Лифанцева, О. Ф. Гордеева
Лаборатория гистогенеза

Раково�тестикулярные антигены млекопита�
ющих являются обширным семейством высоко�
гомологичных генов с неизвестной функцией,
располагающихся преимущественно на Х�хромо�
соме. Раково�тестикулярные антигены имеют
специфический паттерн экспрессии в клетках ра�
ковых опухолей различных гистологических ти�
пов, тогда как в норме их экспрессия выявлена
только в некоторых эмбриональных тканях и се�
менниках взрослых животных. Среди 250 генов ра�
ково�гаметных антигенов, известно около 20 генов
семейства MAGE (melanoma antigen) у человека,
подразделяющиеся в зависимости от степени го�
мологии и расположении на Х�хромосоме на че�
тыре различных класса. Гены семейства Mage, об�

наруженные в геноме мыши, имеют 60–90% го�
мологию с генами MAGE человека. Однако на
данный момент практически отсутствует инфор�
мация о функциях генов семейства Mage и их ро�
ли в нормальном развитии млекопитающих. На�
ши предыдущие исследования, а также данных
других авторов, показали, что гены семейств
MAGE экспрессируются в плюрипотентных
клетках и ранних предшественниках соматиче�
ских и половых клеток человека и мыши. В связи
с отсутствием данных об экспрессии генов Mage
мыши в литературе и базе данных Mouse Genome
Informatics, мы исследовали паттерны экспрессии
генов семейства Mage�a и Mage�b в зачатках орга�
нов, происходящих из трех зародышевых листков,
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и в половых клетках на разных стадиях развития. С
помощью методов RT�PCR и real�time RT�PCR
были идентифицированы транскрипционные
профили генов Mage�a2, �a4, �a6, �a10 и  Mage�b1,
�b3, �b4, �b5 в эпибласте (стадия Е 7.5), гонадах,
мозге, печени и мышцах (Е 10.5, Е 13.5). В указан�
ных зачатках органов мыши был проведен коли�
чественный анализ экспрессии изучаемых генов
на разных стадиях развития. В результате сравни�

тельного анализа экспрессии генов семейств
Mage�a и Mage�b в разных органах в ходе развития
мыши были получены новые приоритетные дан�
ные, которые вносят вклад в понимание роли уни�
кальных семейств генов раково�тестикулярных
антигенов в индивидуальном развитии млекопита�
ющих. Исследования выполнены при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (проект № 11�04�00379).

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГЕНОВ, КОНТРОЛИРУЮЩИХ ТРАНСПОЗИЦИИ 
МОБИЛЬНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ ГРУППЫ gypsy 

У Drosophila melanogaster

© 2012 г.   А. Р. Лавренов, Ф. А. Урусов
Лаборатория молекулярной биологии развития, лаборатория генетики животных кафедры генетики 

Биологического факультета МГУ

Мобильные генетические элементы (МГЭ)
группы gypsy Drosophila melanogaster являются ре�
тротранспозонами с длинными концевыми по�
вторами, содержащими три открытые рамки счи�
тывания. Высокая транспозиционная активность
МГЭ опасна для организма, и потому контроли�
руется геномом хозяина при помощи локуса fla�
menco, локализованного в гетерохроматиновом
районе Х�хромосомы. В основе подавления
транспозиций МГЭ группы gypsy используется
механизм РНК�интерференции. По�видимому,
ген flamenco является источником малых РНК,
участвующих в сайленсинге МГЭ.

На первых этапах настоящей работы, при по�
мощи метода ОТ�ПЦР, была оценена экспрессия
11 МГЭ группы gypsy (gypsy, ZAM, Idefix, Tirant,
Quasimodo, opus, 17.6, 297, rover, springer, Transpac)
в линии с аллелем дикого типа (ДТ) локуса fla�
menco (413) и линиях с генотипом flamenco (SS
(7K), MS (145), oregon (OreR)). В пределах воз�
можностей метода ОТ�ПЦР мы наблюдали сни�
женную экспрессию МГЭ группы gypsy в линии
ДТ по сравнению с линиями с генотипом flamen�
co. Также, более высокий уровень экспрессии
МГЭ группы gypsy по сравнению с линией ДТ ре�
гистрировали в гибридах, полученных от скрещи�

вания линии ДТ с мутантными линиями dicer и
piwi, характеризующимися нарушениями процес�
са РНК�интерференции (SM5, Cy/dcr2G173E и
SM5, Cy/piwi1). Гибриды от скрещивания самок
линии SS с  самцами линии piwi1: с генотипами
flamenco/flamenco+; piwi1/piwi1+ и flamenco/Y,
piwi1/piwi1+ имели повышенную экспрессию не�
которых МГЭ группы gypsy (все кроме gypsy,
ZAM, Tirant, rover) по сравнению с мухами того
же потомства с генотипом flamenco/flamenco+,
Сurly/+ и flamenco/Y, Сurly/+. В сумме эти данные
демонстрируют влияние генов piwi, dicer и локуса
flamenco на экспрессию МГЭ группы gypsy. 

Далее для оценки их возможного взаимодей�
ствия в механизме контроля экспрессии МГЭ мы
использовали метод ПЦР в реальном времени.
Для этого были проанализированы гибрид fla�
menco/Y, piwi1/+ и линия SS (7K). Уровень экс�
прессии gypsy у гибрида flamenco/Y, piwi1/+ ока�
зался выше, чем у линии SS (7K), что указывает на
комплементарное взаимодействие гена piwi и ло�
куса flamenco в механизме регуляции транспози�
ции мобильных генетических элементов группы
gypsy Drosophila melanogaster. 

РНК�ИНТЕРФЕРЕНЦИОННОЕ ПОДАВЛЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
СЕМЕЙСТВА d4 У Drosophila melanogaster

© 2012 г.   С. Ю. Лафуткина 
Лаборатория генетических основ морфогенеза

Ранее нами были исследованы два новых гена
дрозофилы – drosophila�d4 (dd4) и toothrin (tth), ко�
дирующих белки гомологичные членам d4�се�
мейства млекопитающих. Геном позвоночных со�
держит 3 гена семейства d4: neuro�d4, ubi�d4/requi�
em и cer�d4, дифференциально экспрес�
сирующихся в центральной и переферической
нервной системе. Белки, кодируемые neuro�d4 и
cer�d4, были обнаружены в хроматин�ремодели�

рующих комплексах BAF в нейронах головного
мозга мыши. Ген cer�d4 участвует в эпигенетиче�
ской регуляции развития сердечной и скелетной
мускулатуры позвоночных животных. Белковые
последовательности этих генов у дрозофилы в
сравнении с гомологичными белками Ubi�d4 и
Neuro�d4 млекопитающих имеют наиболее кон�
сервативный N�конец (2/3 домен). Центральная
часть молекул не содержит доменов Kruppel и
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Acidic, характерных для белков млекопитающих и
птиц. Кроме того, в отличие от гена dd4, ген tth не
кодирует цинк�связывающий домен, характер�
ный для генов семейства d4, однако, в нем при�
сутствуют последовательности, гомологичные
N�концевому мотиву, кодируемому геном neuro�
d4 млекопитающих (2/3 домен). Поскольку не из�
вестно ни одной мутации генов семейства d4, что
осложняет их исследование, в лаборатории была
разработана удобная модель для продолжения
изучения генов семейства d4 на D. melanogaster. 

Мы применили новый, получивший распро�
странение в последнее время, подход – направ�
ленную инактивацию исследуемых генов с помо�
щью РНК�интерференции, или “нокдаун гена”.
Для проведения эксперимента была использова�
на двухкомпонентная система экспрессии
UAS/GAL4, разработанная Брэндом и Перимо�

ном (Brand, Perimon, 1993). В результате генети�
ческого нокдауна dd4 и tth были получены мухи с
одинаковыми фенотипическими нарушениями,
заключавшимися в разрастании жилок крыла и
появлении дополнительных жилок. У дрозофилы
неправильное жилкование предполагает наруше�
ние сигнальных путей Notch и EGFR (рецептор
эпидермального фактора роста) во время форми�
рования периферической нервной системы. 

Таким образом, эксперименты по нокдауну ге�
нов�ортологов позвоночных животных у дрозо�
филы – dd4 и tth – выявили доминантно�негатив�
ные фенотипы исследованных особей, которые
позволили нам предварительно отнести данную
группу генов к регуляторам транскрипции, вовле�
ченным в морфогенетические процессы, контро�
лируемые сигнальными путями Notch и EGFR
(рецептор фактора роста эпидермиса). 

РОЛЬ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ ФАКТОРОВ СЕМЕЙСТВА TGFbeta 
В РЕГУЛЯЦИИ ПРОЛИФЕРАЦИИ И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 

ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ И ЭМБРИОНАЛЬНЫХ 
ТЕРАТОКАРЦИНОМНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

© 2012 г.   Н. В. Лифанцева, О. Ф. Гордеева 
Лаборатория гистогенеза

Регуляция самообновления и дифференци�
ровки плюрипотентных стволовых клеток осу�
ществляется с помощью сигнальной сети, обес�
печивающей строгий контроль пролиферативных
и антипролиферативных стимулов. Нарушения в
функционировании и взаимодействиях сигналь�
ных путей приводят к дисбалансу процессов про�
лиферации и дифференцировки в трансформи�
рованных аналогах плюрипотентных стволовых
клеток – тератокарциномных клетках. Целью на�
шего исследования являлся анализ функциональ�
ной активности и роли сигнальных путей, иници�
ируемых факторами семейства TGFbeta (ACTIVI�
NA, NODAL, LEFTYB, GDF3, TGFβ1 и BMP4), в
плюрипотентных эмбриональных стволовых
клетках (ЭСК) человека линии ESM01 и терато�
карциномных клетках (ЭТК) человека линии
PA�1. Изучение роста и дифференцировки клеток
ESM01 и PA�1 в различных системах культивиро�
вания показало, что недифференцированные
ЭСК человека являются резистентными к мито�
генной стимуляции факторами сыворотки, тогда
как рост трансформированных клеток усиливался
в присутствии факторов сыворотки. Эти данные
указывают на различную функциональную ак�
тивность ERK/MEK и PI3/AKT сигнальных пу�
тей в этих клеточных линиях, что приводит к уси�
лению пролиферативной активности ЭТК. Ис�
следования регуляции процессов спонтанной и
индуцированной дифференцировки ЭСК и ЭТК
человека показали, что функционирование в них
сигнальных путей факторов семейства TGF beta

также значительно различаются. Анализ экспрес�
сии генов�компонентов сигнальных путей факто�
ров семейства TGFbeta показал, что в процессе
спонтанной и индуцированной дифференциров�
ки ЭСК существенно изменяется экспрессия эн�
догенных лигандов ACTIVINA, NODAL, LEFTYB
и GDF3. В ЭТК уровень экспрессии ACTIVINA,
NODAL и GDF3 был значительно ниже, чем в
ЭСК и не изменялся при стимуляции дифферен�
цировки. Анализ функциональной активности
сигнальных путей факторов TGFbeta в ЭСК и
ЭТК показал, что воздействие экзогенного фак�
тора ВМР4 не приводит к изменениям роста и
дифференцировки в ЭТК, однако стимулирует
дифференцировку ЭСК и приводит к снижению
экспрессии NODAL, LEFTYB и GDF3. Напро�
тив, стимуляция ЭСК и ЭТК экзогенным факто�
ром ACTIVINA приводила к существенному ин�
гибированию роста обеих клеточных линий, но
индуцировала дифференцировку только в ЭСК.
Кроме того, обнаружены принципиальные раз�
личия в экспрессии эндогенных факторов семей�
ства TGFbeta в ЭСК и ЭТК при их стимуляции
факторами ACTIVINA и ВМР4. На основании по�
лученных данных мы предполагаем, что сниже�
ние функциональной активности сигнальных пу�
тей факторов ACTIVINA, NODAL и GDF3 при�
водят к дисбалансу пролиферации и диффе�
ренцировки в ЭТК. Исследования выполнены
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований (проект
№ 11�04�00379).
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ЭКСПРЕССИЯ МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ И РЕТИНАЛЬНЫХ МАРКЕРОВ 
В ПИГМЕНТНОМ ЭПИТЕЛИИ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА

ВЗРОСЛОГО ЧЕЛОВЕКА 

© 2012 г.   Л. А. Милюшина, Б. И. Вердиев, 
А. В. Кузнецова, М. А. Александрова

Лаборатория проблем регенерации и лаборатория экспериментальной нейробиологии
Известно, что клетки пигментного эпителия

сетчатки (ПЭС) человека в определенных услови�
ях in vivo и in vitro могут проявлять мультипотент�
ность и трансдифференцироваться в другие типы
клеток. Однако механизмы трансдифференци�
ровки ПЭС человека мало изучены, поскольку
основными объектами исследований являются
клетки амфибий, грызунов и цыпленка. Данная
работа направлена на изучение пластичности
клеток ПЭС глаза взрослого человека при помо�
щи иммунопероксидазного и молекулярно�гене�
тического анализа клеточных культур, что позво�
лит расширить фундаментальные представления
о процессах их дедифференцировки и индукции в
клетки стабильного нейрального пула

Проведенные исследования показали, что в
условиях in vitro клетки ПЭС претерпевают мор�
фогенетические изменения. В течение культиви�
рования клетки утрачивают экспрессию ткане�
специфического гена RPE65, и начинают экс�

прессировать маркеры стволовых клеток: Oct4
(POU5F1), Nanog, Prox1, Musashi 1 и Pax6, что ука�
зывает на их дедифференцировку. Экспрессия ге�
нов Musashi 1 и Pax6 свидетельствует о дифферен�
цировке клеток РПЭ по нейральному пути. Это
подтверждается экспрессией βIII�tubulin, марке�
ра нейробластов, и синтезом белков – маркеров
дифференцированных нейрональных клеток, ре�
коверина, тирозингидроксилазы и нейрофила�
ментов. Полученные данные указывают на спо�
собность клеток ПЭС глаза взрослого человека к
трансдифференцировке в нейральном направле�
нии, что делает их интересным объектом клеточ�
ной терапии при нейродегенеративных заболева�
ниях глаза и мозга. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (проект 11�04�00510) и Министерства обра�
зования и науки Российской Федерации (проект
№ 16.512.11.2158).

КАНАЛЫ СЕМЕЙСТВА TRP В МИОТУБУЛАХ – ИССЛЕДОВАНИЕ 
ИХ ФУНКЦИЙ И МЕХАНИЗМОВ РЕГУЛЯЦИИ

© 2012 г.   Э. Р. Муслихов
Лаборатория общей физиологии

Установлено, что в скелетных мышечных клет�
ках реализуются механизмы входа ионов Ca2+, не�
зависимые от потенциалуправляемых каналов.
Ранее в нашей лаборатории было показано, что в
депозависимом входе Ca2+ в скелетных миотубу�
лах участвует канал Orai1 (Авдонин и соавт.,
2008). Поступление Ca2+ в электроневозбудимых
клетках происходит также через каналы семей�
ства TRP.

Целью моей работы было изучение возможной
роли каналов TRP в кальциевом обмене в скелет�
ных миотубулах.

Исследования проводили на культурах клеток
линии C2C12 (скелетные миобласты, полученные
из бедра задней конечности мыши, коллекция
ATCC) и edl mdx (миобласты, полученные из мы�
шей линии mdx с дефицитом белка дистрофина).
Дифференцировку вызывали заменой среды
культивирования (DMEM), содержащей 10% эм�
бриональной телячьей сыворотки, на среду, со�
держащую 2% лошадиной сыворотки. Измерения
уровней экспрессии белков исследуемых каналов
проводились при помощи метода количествен�

ной полимеразной цепной реакции. Также про�
водились количественные измерения поступле�
ния ионов Ca2+ в цитоплазму в миотубулах при
помощи изотопа кальций�45. Оценка содержания
активной формы тирозиновой киназы Src прово�
дилось при помощи Western�гибридизации.

Было показано, что экспрессия каналов
TRPC1, TRPV2, TRPV4 и TRPM7 возрастает, ли�
бо остается на постоянном уровне в процессе
дифференцировки миобластов в миотубулы.
Функции их до конца неизвестны, однако имеют�
ся данные о том, что каналы TRPV2 являются ме�
ханочувствительными, а увеличение их активно�
сти является одной из основных причин наруше�
ния кальциевого обмена при миодистрофиях. Мы
синтезировали siRNA, подавляющую экспрессию
TRPV2 и исследовали роль этих каналов во входе
ионов кальция, вызванном гипоосмотическим
шоком. Проведено изучение возможного участия
тирозиновой киназы Src в регуляции активности
механочувствительных каналов в дифференциру�
ющихся миотубулах. 
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РЕПРОГРАММИРОВАНИЕ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК АМНИОТИЧЕСКОЙ 
ЖИДКОСТИ ЧЕЛОВЕКА ДО ПЛЮРИПОТЕНТНОГО СОСТОЯНИЯ

© 2012 г.   И. А. Мучкаева 
Лаборатория проблем клеточной пролиферации

Плюрипотентные стволовые клетки обладают
бесконечной способностью к самообновлению, а
также к генерации всех клеточных типов трех за�
родышевых листков. Так как потенциальное кли�
ническое применение эмбриональных стволовых
клеток неосущетвимо ввиду практических и эти�
ческих проблем, индуцированные плюрипотент�
ные стволовые клетки (иПСК) могут быть полез�
ным материалом при разработке лекарственных
средств и для заместительной клеточной терапии
(регенеративной медицины). В качестве исход�
ной культуры мы использовали стволовые клетки
амниотической жидкости человека (СК АЖ) вви�
ду их доступности (клетки получают для прена�
тальной диагностики пороков развития плода), а
также исходя из литерературных данных о боль�
шей эффективности репрограмирования СК АЖ
в сравнении с клетками, выделенными из тканей
взрослого. Цель работы заключалась в получении
и характеристике иПСК из СК АЖ человека. СК
АЖ были трансфицированы лентивирусными

векторами, кодирующими гены плюрипотентно�
го состояния Oct4, Sox2 и Nanog. Первые коло�
нии репрограммированных клеток были обнару�
жены уже на 5�е сутки после инфицирования. С
помощью иммуноцитохимического анализа было
выявлено, что исследуемые колонии клеток экс�
прессировали транскрипционные факторы плю�
рипотентности: OCT4, SOX2, NANOG, а также
поверхностный антиген SSEA�4. Все клоны были
положительны по экспрессии щелочной фосфа�
тазы – одного из маркеров плюрипотентного ста�
туса клеток. Было обнаружено, что в исследуемых
клетках присутствовала активная теломераза, что
говорит о реактивации фермента при репрограм�
мировании. ОТ�ПЦР�анализ показал наличие
транскриптов некоторых генов плюрипотентно�
сти. Полученные клоны были способны образо�
вывать эмбриоидные тельца и дифференциро�
ваться в производные трех зародышевых листков
при индукции дифференцировок in vitro. 

КОМПОНЕНТНЫЙ СОСТАВ ДОНЕРВНОЙ СЕРОТОНЕРГИЧЕСКОЙ 
СИСТЕМЫ В РАННЕМ ЭМБРИОГЕНЕЗЕ 

Xenopus laevis И Xenopus tropicalis

© 2012 г.   Д. А. Никишин
Лаборатория проблем регенерации, группа эмбриофизиологии

Серотонин (5�НТ), наряду с синаптической
передачей, участвует в целом ряде важнейших
процессов донервного эмбрионального развития.
Однако молекулярно�биологические сведения о
донервной серотонергической системе неполны
и до сих пор ограничиваются разрозненными ис�
следованиями. Наши предшествующие работы,
ставшие первым комплексным исследованием
эмбриональной 5�НТ�системы, показали, что на
ранних стадиях развития Xenopus laevis (от опло�
дотворения до гаструляции) экспрессируются как
рецепторы 5�НТ – HTR2C и HTR7, так и его
транспортеры VMAT2 и SERT.

На следующем этапе работы методом ПЦР в
реальном времени количественно исследована
динамика относительной экспрессии этих генов
по отношению к гену оринитиндекарбоксилазы.
Относительная экспрессия HTR2C постоянно
уменьшается в ходе развития, к стадии нейрулы
приближаясь к нулю. HTR7 экспрессируется
примерно на одном уровне по крайней мере до
стадии нейрулы. Относительная экспрессия
VMAT2 существенно не изменяется до стадии
ранней гаструлы, после чего резко уменьшается к

стадии нейрулы. Для выяснения пространствен�
ной локализации транскриптов были проведены
ПЦР в реальном времени на фрагментах ранних
зародышей и гибридизация in situ. Экспрессия
HTR2C и HTR7 распределена равномерно, тогда
как VMAT2 имеет выраженный анимально�веге�
тативный градиент экспрессии. Для того чтобы
подтвердить экспрессию этих генов на уровне
трансляции, проведена ОТ�ПЦР на пробах поли�
сомной и информосомной фракций РНК, полу�
ченных на стадии гаструлы. Оказалось, что тран�
скрипты HTR2C и VMAT2 присутствуют в обеих
фракциях, тогда как РНК HTR7 полностью лока�
лизована в информосомах, т. е. не транслируется.

Анализ экспрессии ферментов синтеза и де�
градации серотонина с помощью ОТ�ПЦР пока�
зал, что в ходе раннего развития X. laevis экспрес�
сируются оба фермента синтеза – триптофангид�
роксилаза 2 и декарбоксилаза ароматических
аминокислот, тогда как основной фермент дегра�
дации серотонина моноаминоксидаза A не экс�
прессируется.

Также был проведен ОТ�ПЦР анализ экспрес�
сии компонентов серотонергической системы в
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раннем развитии шпорцевой лягушки Xenopus
tropicalis. Показано, что на ранних стадиях разви�
тия X. tropicalis помимо HTR2C и HTR7, экспрес�

сируются также HTR1E, HTR3B и HTR5. Эти ре�
цепторы охватывают все основные механизмы
трансдукции 5�НТ�сигнала. 

МОРФО�ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ФРОНТАЛЬНЫХ 
ФИЛАМЕНТОВ ЛИЧИНОК УСОНОГИХ РАКООБРАЗНЫХ

(Crustacea: Cirripedia)
© 2012 г.   А. Л. Обухова

Лаборатория сравнительной физиологии

Взрослые особи усоногих ракообразных (Cirri�
pedia, Thoracica) – прикрепленные животные,
личинки же – планктонная расселительная ста�
дия. Оседание личинок одного вида усоногих
происходит в непосредственной близости от
взрослых особей того же вида, и в меньшей степе�
ни около взрослых особей близкородственных
видов. В последнюю очередь заселяются участки
свободные от взрослых усоногих, причем при за�
селении личинки одного вида будут образовывать
скопления. Подобное поведение указывает на на�
личие химической коммуникации между личин�
ками и взрослыми особями усоногих, а также у
личинок между собой.

Предполагается, что основной хеморецептор�
ной структурой у личинок усоногих являются
фронтальные филаменты (ФФ). Это небольшие
“усики”, образующиеся во время первой линьки
и расположенные впереди антенн I над лабрумом.
Наши иследования с применением сканирующей
и трансмиссионной электронной микроскопии и
гистохимии показали, что у двух исследованных
нами видов Hesperibalanus hesperius и Verruca stro�
emia ФФ подразделены на широкую короткую ба�
зальную и тонкую длинную дистальную части. У

науплиусов H. hesperius сочленение между этими
частями имеет вид гармошки, в отличии от науп�
лиусов V. stroemia, где оно представлено четкой
границей. В ходе личиночного развития форма
ФФ не меняется, они растут пропорционально
телу личинки. Кутикула ФФ в 4 раза тоньше кути�
кулы на внешней стороне лабрума, и в 2 раза
тоньше кутикулы щетинки, имеющей такой же
диаметр, как и филамент. К основаниям ФФ под�
ходят собственные мускулы, видеозапись показа�
ла, что ФФ являются весьма подвижными струк�
турами. На кончике филаментов обнаруживают�
ся выросты и ямки различной формы. Часто
кончик ФФ разделен на две части, одна из кото�
рых представляет собой вырост, а на втором име�
ется ямка. Кроме того, у большей части исследо�
ванных науплиусов вдоль всей дистальной части
ФФ проходит борозда.

Полученные нами морфологические данные
подтверждают предположение о хеморецептор�
ной функции ФФ. Для проверки их участия во
внутривидовой коммуникации планируется про�
вести эксперименты в условиях лабораторной
культуры. 

ИЗУЧЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТЕЙ ТРАНСДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
КЛЕТОК ЭНТОДЕРМЫ

© 2012 г.   О. С. Петракова, Е. С. Черниогло, А. В. Васильев, В. В. Терских 
Лаборатория проблем клеточной пролиферации

Актуальной проблемой современной клеточ�
ной биологии является изучение пластичности
клеточного генома, возможности трансдиффе�
ренцировки клеток в пределах одного зародыше�
вого листка и разработка методов направленной
клеточной дифференцировки в условиях in vitro.

Целью работы является изучение способности
клеток слюнной железы мыши к трансдифферен�
цировке in vitro в гепатоцитарном направлении
для изучения фенотипической пластичности кле�
ток в пределах одного зародышевого листка.

Материалы и методы. Работа проводилась на
самцах мышей линии ROSA26�LacZ 2–5 месяч�
ного возраста. Эпителиальные протоковые клет�
ки подчелюстной слюнной железы и печеночные
клетки�предшественники были выделены по оп�
тимизированной методике. Сравнительная оцен�

ка культур проводилась в 2d и 3d условиях на 1–
2 пассажах. Была оценена скорость удвоения кле�
точной популяции, морфологические и иммуно�
цитохимические характеристики (CD49f, нали�
чие цитокератинов 7, 14, 18, 19, ядерных белков
HNF4б, HNF3в, альбумина, альфафетопротеина,
цитохромов Р450), ОТ�ПЦР клеток, реакция кле�
ток на воздействие деметилирующих агентов
(5�азацитидина и вальпроевой кислоты). Затем
проводилась дифференцировка клеток слюнной
железы в гепатоцитарном направлении.

Результаты. Выделенные клетки проявляли
свойства эпителиальных клеток энтодермального
происхождения, обладали высокой пролифера�
тивной активностью. В 3d условиях способность к
дифференцировке увеличивалась. При воздей�
ствии деметилирующих агентов изменение про�
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филя экспрессии клеток было различным: в клет�
ках слюнной железы увеличивалась экспрессия
некоторых гепатоцитарных маркеров (альфафе�
топротеина, цитохрома Р450, альбумина), в то
время как в печеночных клетках�предшественни�
ках экспрессия этих маркеров либо не изменялась
(альфафетопротеин), либо снижалась (цитохром
Р450). После дифференцировки клеток слюнной
железы в гепатоцитарном направлении повыша�
лась экспрессия альбумина и альфафетопротеи�
на. Экспрессия цитокератина 19 снижалась, что

говорит о дифференцировке в гепатоцитоподоб�
ные клетки.

Заключение. Полученные данные свидетель�
ствуют о значительном сходстве протоковых кле�
ток слюнной железы мыши и печеночных клеток�
предшественников. Эти клетки, по всей видимо�
сти, являются родственными по своему гистоге�
нетическому происхождению и имеют общего
энтодермального предшественника. Дифферен�
цировка клеток слюнной железы направляет их в
гепатоцитоподобные клетки.

МЕХАНИЗМЫ ПОСТУПЛЕНИЯ Са2+ В САТЕЛЛИТНЫЕ КЛЕТКИ, 
ЛОКАЛИЗОВАННЫЕ НА МЫШЕЧНЫХ ВОЛОКНАХ КРЫСЫ

© 2012 г.   В. А. Почаев
Лаборатория биофизики развития

Сателлитные клетки являются резидентными
стволовыми клетками скелетных мышц и актив�
но участвуют в процессах репарации и регенера�
ции синцитиальных мышечных волокон в тече�
ние всей жизни организма. Особенностью мы�
шечной ткани является ее способность к
возбуждению (и передаче возбуждения) и сокра�
щению. Оба этих процесса тесно связаны с регу�
ляцией кальциевого обмена посредством ацетил�
холиновых и дигидропипридиновых рецепторов.

Целью работы было изучение регуляции пото�
ков Са2+ в сателлитных клетках, тесно прилегаю�
щих к плазмолемме мышечного волокна. Объек�
том исследования были мышечные волокна кры�
сы, изолированные из мышц конечности (m. flexor
digitorum brevis – короткий сгибатель пальцев) ме�
тодом энзиматического расщепления и культи�
вруемые на полистирольном пластике. Из полу�
ченных ранее данных следует, что потенциалза�
висимые кальциевые каналы L�типа
обнаруживаются в миобластах линии C2C12
(Красный, Озернюк, 2010, 2011). Вместе с тем из�
вестно, что ацетилхолиновые рецепторы, основ�
ные активаторы L�каналов, присутствуют на по�
верхности не только терминально дифференци�
рованных волокон, но и пролиферирующих
миобластов уже после нескольких часов культи�
вирования. Экспонирование этих рецепторных
комплексов на поверхности сателлитных клеток,
локализованных непосредственно на волокне и
находящихся в состоянии пролиферативного по�
коя, ранее не было показано. Напротив, получен�

ные нами данные отчетливо свидетельствуют, что
эти клетки экспрессируют никотиновые ацетил�
холиновые рецепторы. Сателлитные клетки отве�
чают на воздействие карбахола (до 0.1–1 мМ),
синтетического более селективного аналога аце�
тилхолина, мощным входом Са2+ внутрь клетки.
Этот процесс – следствие сопряжения эффекта
деполяризации плазмолеммы с активацией ионо�
тропных ацетилхолиновых рецепторов и потен�
циалчувствительных кальциевых каналов. В опы�
тах с применением селекивных ингибиторов
L�каналов – верапамилом и амлодипином, в кон�
центрациях 10–100 мкМ, наблюдаемый выше эф�
фект практически отсутствует. Адреналин (1–
10 мкМ), неселективный активатор всех адренер�
гических рецепторов, также вызывал вход Са2+

через каналы L�типа предположительно по
цАМФ�зависимому пути. Таким образом, как ми�
нимум два вышеописанных пути активации каль�
циевых каналов L�типа характерны для сателлит�
ных клеток. При этом волна деполяризации на
данной клетке индуцирует волну деполяризации
на прилегающем волокне с максимальным вхо�
дом Са2+ в области контакта волокна с сателлит�
ной клеткой. Поступление Са2+ в точке соприкос�
новения моментально приводит к частичной кон�
тракции и перегибу волокна. При этом действие
дантролена, селективного ингибитора рианоди�
новых рецепторов (RyR1, RyR3), в концентрации
250 мкМ не отменяет контрактильного эффекта. 

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ПРОМОТОРНОГО УЧАСТКА ГЕНА 
Dras1 В ГРУППЕ ВИДОВ Drosophila virilis

© 2012 г.   П. А. Прошаков, М. И. Барсуков, А. И. Чекунова 
Лаборатория генетики

Группа Drosophila virilis обладает широким
спектром самых разнообразных изолирующих

механизмов и представляет собой удобную мо�
дель для описания процессов молекулярной эво�
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люции на начальных стадиях дивергенции. Нами
исследована изменчивость нуклеотидной после�
довательности промоторного и 5'�нетранслируе�
мого (5'�UTR) районов гена Dras1 у близкород�
ственных видов дрозофил группы virilis.

Продукт изучаемого гена – белок Ras1 – явля�
ется важной сигнальной молекулой, выполняю�
щей функции трансмиттера в каскадах, запускаю�
щих клеточное деление. Семейство Ras белков
участвует в регуляции и координации многих
ключевых процессов жизни клеток, что объясня�
ет высокую интенсивность исследований генов
этого семейства. Ген Dras1 активно функциони�
рует на важнейших этапах онтогенеза у всех эука�
риот и, в частности, у дрозофил – в эмбриогенезе
и на стадии куколки при метаморфозе, когда не�
обходимо обеспечить массовые процессы проли�
ферации клеток.

Мы провели секвенирование ДНК гена Dras1
близкородственных видов Drosophila группы virilis
(D. virilis, D. americana, D. americana�texana,
D. lummei, D. ezoana, D. kanekoi, D. lacicola, D. mon�
tana) из коллекции лаборатории генетики Инсти�

тута биологи развития им. Н.К. Кольцова РАН.
Средняя длина секвенированных участков гена
по каждому виду составила примерно 1000 н.п.
Для аналитических работ было использовано
программное обеспечение LaserGene и MEGA 5.
Последовательности гена Dras1 выравнивали ме�
тодом Clustal W.

Выполнен сравнительный анализ последова�
тельностей гена Dras1 между собой и с последова�
тельностями D. melanogaster, D. simulans и D. mau�
ritiana. Анализ последовательностей промотор�
ной области и 5'�UTR в геномах различных видов
дрозофил группы virilis показал, что эти области
характеризуются значительным полиморфиз�
мом, быстро нарастающим по мере роста генети�
ческой дистанции между видами. Для группы ви�
дов virilis выявлены групповые и видоспецифиче�
ские особенности первичных последователь�
ностей гена Dras1, включая единичные замены,
инсерции и делеции. Обнаруженный нами поли�
морфизм подобен наблюдаемому в группе melano�
gaster (Gasperini, Gibson, 1999).

ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ
ПРИ РЕГЕНЕРАЦИИ ХВОСТА ТРИТОНА В УСЛОВИЯХ РАЗЛИЧНОЙ 

ГРАВИТАЦИОННОЙ НАГРУЗКИ

© 2012 г.   Е. А. Радугина
Лаборатория проблем регенерации

Представители отряда Хвостатые амфибии из�
вестны своими уникальными регенерационными
способностями. В ходе эпиморфной регенерации
хвоста Pleurodeles waltl полностью морфологиче�
ски и функционально воспроизводятся спинной
мозг, скелетные структуры и мышцы хвоста, что
позволяет использовать эту модель для изучения
механизмов морфогенеза при регенерации. В про�
цессе экспериментов по регенерации на борту рос�
сийских спутников Фотон М2, М3 (2005, 2007 гг.)
выяснилось, что у тритонов, содержавшихся на
субстрате, в отличие от животных в глубокой воде
в аквариуме или на орбите в условиях невесомо�
сти, происходит изменение формы регенерирую�
щего хвоста, а именно его изгиб в дорсовентраль�
ной плоскости. Изменение морфогенеза хвоста
при содержании на субстрате было показано и в
последующих лабораторных экспериментах. Экс�
перимент 2010 года, в котором дополнительно к
аквариальным (low g) и субстратным (1 g) услови�
ям содержания создавались условия перегрузки
2g, показал сходный эффект в группах 1g и 2g.
Изображения полученных регенератов были про�
анализированы морфометрическими методами, а

для группы на субстрате и аквариального контро�
ля была получена динамика изменения морфо�
метрических параметров в течение 50�ти дней ре�
генерации. Достоверное изменение формы хво�
ста в группах 1g и 2g регистрировалось с III стадии
регенерации по Iten, Bryant (1976). Были показа�
ны отличия в гистологическом строении таких
регенератов в сравнении с контролем, обуславли�
вающие изменение формы хвоста, а именно из�
гиб осевых структур (хорды и эпендимной труб�
ки) и направленная конденсация клеток дорсаль�
ной бластемы. С помощью иммунохимического
определения включения БрдУ на срезах регенера�
тов были визуализированы делящиеся клетки, и
произведен их подсчет в разных зонах регенера�
тов. В группе на субстрате по сравнению с кон�
тролем достоверно большее число клеток входило
в S�фазу в апикальной зоне эпидермиса. Также в
группе на субстрате наблюдалась тенденция к по�
вышению доли меченых клеток на дорсальной
стороне эпидермиса и подлежащей мезенхимы.
Методом TUNEL в эпидермисе и бластеме через
7 и 14 п/оп. были визуализированы клетки, пре�
терпевающие апоптоз. Таким образом, апоптоз не
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только, наравне с некрозом, участвует в пере�
стройке тканей вскоре после повреждения, но
также присутствует в пролиферирующей бласте�
ме. В дальнейшем планируется провести количе�
ственный анализ соотношения пролиферации,

гибели и миграции клеток, что позволит охарак�
теризовать клеточные механизмы регуляции мор�
фогенеза и получить необходимые данные для
изучения стоящих за ними молекулярных меха�
низмов.

ИНТЕГРИНЫ И БЕЛКИ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА
В НОРМАЛЬНОМ МОРФОГЕНЕЗЕ ВОЛОСЯНЫХ ФОЛЛИКУЛОВ

У МЫШЕЙ ЛИНИИ С57Bl6

© 2012 г.   А. Л. Риппа
Лаборатория проблем клеточной пролиферации

Взаимодействия клеток с внеклеточным мат�
риксом играют существенную роль в морфогене�
зе волосяного фолликула (ВФ). Их изучение поз�
волит не только продвинуться в понимании кле�
точных механизмов фолликулогенеза, но и
облегчить создание более совершенных систем
культивирования для индукции формирования
ВФ in vitro. Целью нашего исследования является
изучение экспрессии белков внеклеточного мат�
рикса и рецепторов к ним в процессе формирова�
ния ВФ у мышей линии C57Bl6. В норме в разви�
тии ВФ выделяют 8 стадий. Ранним свидетель�
ством начала морфогенеза ВФ является
образование эпителиальных плакод и нижележа�
щих дермальных конденсатов. Далее эпителиаль�
ная плакода инвагинирует и окружает дермаль�
ный конденсат, который впоследствии называет�
ся дермальной папилой (ДП). 

Проведенные нами исследования показали,
что эпидермальные плакоды отличаются проли�
феративной активностью, судя по экспрессии
маркера пролиферирующих клеток Ki67. На
18.5 сутки эмбрионального развития мышей раз�
вивающиеся ВФ характеризуются экспрессией
кератина 5 и заметной ассиметричной экспресси�
ей Е�кадгерина. Дермальная составляющая была
нами четко идентифицирована по эндогенной
экспрессии щелочной фосфатазы и р75, рецепто�

ра к нейротропинам. Базальные кератиноциты
интерфолликулярного эпидермиса, плакоды бу�
дущих ВФ и наружние корневые влагалища экс�
прессируют α5β1 и α1β1 интегрины. Вышепере�
численные интегрины интенсивно экспрессиру�
ются эмбриональными дермальными клетками,
прилегающими к зоне базальной мембраны и
клетками ДП. Ламинин 5 экспрессируется в ин�
терфолликулярной базальной мембране, а также
в базальной мембране окружающей формирую�
щиеся ВФ. Коллаген IV типа экспрессируется
дермальными клетками, прилегающими к базаль�
ной мембране. Фибронектин экспрессируется
эмбриональными дермальными фибробластами.
Витронектин экспрессируется базальными кера�
тиноцитами, эмбриональными дермальными
клетками и эндотелиальными клетками крове�
носных сосудов.

Полученные данные позволяют охарактеризо�
вать морфогенез ВФ мышей линии C57Bl6 с точ�
ки зрения экспрессии белков внеклеточного мат�
рикса и матрикс�клеточных взаимодействий. На�
чато сравнительное изучение морфогенеза ВФ
между линией C57Bl6 и мутантами (двойными го�
мозиготами we/we wal/wal), имеющими к 21 сут�
кам постнатального развития четко выраженную
алопецию, дегенерацию ВФ и гипертрофирован�
ные сальные железы.

ИЗМЕНЕНИЕ СУБЪЕДИНИЧНОГО СОСТАВА ПРОТЕАСОМ
В РАЗВИТИИ ПОРТАЛЬНОЙ ТОЛЕРАНТНОСТИ У КРЫС

ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ТКАНИ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

© 2012 г.   А. А. Степанова
Лаборатория биохимии

Молекулярные механизмы развития порталь�
ной толерантности (отсутствия иммунной реак�
ции на аллогенный трансплантат после введения
клеток донора в портальную вену печени реципи�
ента) до настоящего времени остаются неизвест�
ными. Возможными участниками этого явления

могут быть протеасомы – мультисубъединичные
комплексы, предназначенные для избирательной
деградации клеточных белков. Разнообразие
форм протеасом определяется, во�первых, спо�
собностью коровой 20S частицы присоединять
различные регуляторы (РА700, РА28 и др.), во�
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вторых, возможностью встраивания в коровую
частицу различных β�субъединиц, конститутив�
ных или иммунных. Цель данной работы – выяс�
нить, какие изменения происходят на уровне экс�
прессии различных форм протеасом у крыс с ал�
логенной трансплантацией ткани щитовидной
железы при индукции донор�специфической то�
лерантности (ДСТ). Эксперименты проводили на
3–4 месячных самках крыс Вистар (доноры) и Ав�
густ (реципиенты). Исследовали 3 группы живот�
ных: 1 – интактный контроль, 2, 3 – животные, у
которых удаляли собственную щитовидную желе�
зу и через 7 сут проводили трансплантацию щито�
видной железы донора под капсулу почки. Одной
из опытных групп за 7 дней до трансплантации
вводили спленоциты донора в портальную вену
печени, у другой группы не вызывали ДСТ. Через
30 сутпосле трансплантации в печени (органе, где
индуцируется толерантность), селезенке (вторич�
ном лимфоидном органе) и трансплантате щито�
видной железы методом иммуноблоттинга опре�
деляли уровень экспрессии субъединиц протеа�
сом: смеси α�субъединиц – маркера тотального
пула протеасом, иммунных субъединиц LMP2 и
LMP7; Rpt6 – маркера 19S (РА700) регуляторного
комплекса, и РА28α – маркера 11S (РА28) актива�
тора протеасом. 

У животных, которым проводили трансплан�
тацию, в ткани щитовидной железы увеличивает�
ся экспрессия иммунных субъединиц протеасом

LMP2 и LMP7 на фоне снижения тотального пула
протеасом и активатора РА700 по сравнению с
контрольной группой животных. При этом у крыс
с индукцией ДСТ в ткани щитовидной железы
экспрессия иммунных протеасом, содержащих
субъединицу LMP2, вдвое превышает таковую в
ткани щитовидной железы, трансплантирован�
ной крысам без индукции ДСТ. Экспрессия им�
мунных протеасом, содержащих субъединицу
LMP7, напротив, вдвое выше в ткани щитовид�
ной железы, трансплантированной крысам без
индукции ДСТ. Как и в ткани щитовидной желе�
зы, в печени животных, которым проводили
трансплантацию, наблюдается снижение уровня
экспрессии тотального пула протеасом и актива�
тора РА700. В селезенке животных, которым
трансплантировали ткань щитовидной железы,
обнаружено увеличение уровня активатора РА28
протеасом как в условиях с индукцией ДСТ, так и
в условиях без индукции ДСТ, что может отражать
развитие иммунной реакции на трансплантат во
вторичном лимфоидном органе.

На основании этих результатов сделано заклю�
чение о возможной неиммунной функции им�
мунных протеасом, содержащих субъединицу
LMP2, важной для приживления трансплантата,
и об иммунной функции иммунных протеасом,
содержащих субъединицу LMP7, важной для от�
торжения трансплантата.

КОНСТРУИРОВАНИЕ мРНК ГЕНОВ ПЛЮРИПОТЕНТНОСТИ Oct4, 
Sox2 in vitro, ДЛЯ РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ

СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА 

© 2012 г.   Р. Р. Файзуллин, Э. Б. Дашинимаев 
Лаборатория проблем пролиферации

Репрограммирование клеток человека являет�
ся бурно развивающимся направлением клеточ�
ной биологии с перспективой использования в
регенерационной биомедицине. Полагают, что
при помощи данных методов станет возможным
получение культур пациент�специфических кле�
ток самого широкого спектра. Так, например,
в 2007 г. были проведены первые работы по полу�
чению индуцированных плюрипотентных ство�
ловых клеток человека из фибробластов кожи че�
ловека (Takahashi et al., 2007). Самым распростра�
ненным методом репрограммирования клеток в
настоящее время является метод вирусной транс�
фекции генов транскрипционных факторов,
управляющих путями развития клеток. Однако
данный метод обладает рядом недостатков, таких
как неуправляемая модификация генома клеток�
мишеней и относительно низкая эффективность,
что представляет собой серьезное препятствие на
пути к практическому использованию. Одним из
возможных путей решения этой проблемы явля�

ется использование метода трансфекции мРНК
репрограммирующих генов, позволяющего избе�
жать каких�либо модификаций генома. Как было
показано в недавних работах (Warren et al., 2010)
метод обладает высокой эффективностью. 

Цель нашей работы состоит в разработке мето�
да репрограммирования соматических клеток че�
ловека до плюрипотентного состояния, при по�
мощи введения мРНК генов Oct4, Sox2, Nanog. В
ходе проведения работы была освоена методика
синтеза зрелой мРНК in vitro. С целью придания
устойчивости мРНК к воздействию рибонуклеаз и
уменьшению цитотоксического действия, исполь�
зовали модифицированные рибонуклеотиды –
псевдоуридин и 5'�метил�цитозин. При помощи
введения мРНК гена флуоресцентного  белка
EGFP с последующим анализом на проточном ци�
тофлуориметре, были отработаны методы введе�
ния мРНК в фибробласты кожи человека. Было
показано, что модификация мРНК значительно
повышает уровень экспрессии белка. Были опре�
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делены оптимальное количество мРНК для
трансфекции, соотношение мРНК/липофекта�
мин и период распада вводимой мРНК. Скон�
струированы модифицированные мРНК генов
плюрипотентности Oct4 и Sox2, эффективность

которых была проверена при помощи иммуно�
цитохимии. В дальнейшей работе предстоит
проведение экспериментов по репрограммиро�
ванию соматических клеток человека до плюри�
потентного состояния. 

СТРОЕНИЕ СЕРОТОНИНОВОЙ СИСТЕМЫ И ДЕЙСТВИЕ СЕРОТОНИНА 
НА ЛОКОМОЦИЮ У АРХИАННЕЛИД СЕМЕЙСТВА DINOPHILIDA

© 2012 г.   Е. Г. Фофанова
Лаборатория сравнительной физиологии

Общепризнанно, что серотонин (5�НТ) акти�
вирует биение ресничек самых разных ресничных
структур как у взрослых беспозвоночных и позво�
ночных животных, так и у всех изученных личи�
нок беспозвоночных. Архианнелиды семейства
Dinophilida представляют в этом отношении осо�
бый интерес, так как в результате педоморфоза
половозрелое животное одновременно обладает
многими чертами личинки. В своей работе мы
провели сравнительное изучение строения 5�НТ
системы у двух видов: Dinopholus gyrociliatus и Di�
nopholus taeniatus, а также исследовали влияние
5�НТ на ресничную скользящую локомоцию
ювенилей и взрослых особей D. gyrociliatus. 

Совместное иммуноцитохимическое марки�
рование нервных и ресничных структур выявило
отличия в строении 5�НТ системы у двух видов, в
то время как ресничные локомоторные структуры
были принципиально сходны. Так, у D. taeniatus в
головном отделе тел нейронов не выявляется,
есть сплетение отростков, образующее нейро�
пиль. В туловищном отделе вдоль всего тела про�
ходят 5 продольных вентральных стволов, сеть от�
ростков с варикозами расположена непосред�
ственно под вентральной ресничной полоской.
На границах между сегментами стволы соедине�
ны коннективами, в местах их отхождения выяв�

ляются скопления тел нейронов. У D. gyrociliatus
антитела к 5�НТ маркируют около десятка тел
нейронов в церебральном ганглии. В туловищном
отделе выявляется мощный плексус с телами ней�
ронов и их отростками под вентральной реснич�
ной полоской. В каждом сегменте от плексуса от�
ходит кольцевой нерв, расположенный под рес�
ничным кольцевым шнуром. Разницы в строении
5�НТ системы у ювенильных и взрослых особей
обнаружено не было. Под действием низких кон�
центраций 5�НТ (10–7–10–12 М) скорость сколь�
зящей локомоции у ювенильных особей D. gyro�
ciliatus повышалась в 2–3 раза, в то время как до�
бавление тех же концентраций 5�НТ взрослым
животным концентрационно�зависимо замедля�
ло локомоцию, вплоть до полной остановки. 

Таким образом, установлено существенное
различие в базовом строении 5�НТ системы у
двух близких видов Dinophilus, а также показано
парадоксальное (замедляющее) действие 5�НТ на
ресничную скользящую локомоцию взрослых
особей D. gyrociliatus. Выяснение причин и меха�
низмов обнаруженного парадоксального дей�
ствия серотонина на локомоцию архианнелид яв�
ляется задачей наших дальнейших исследований. 

КОМПЕНСАТОРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В ДОФАМИНЕРГИЧЕСКИХ 
НЕЙРОНАХ НИГРОСТРИАТНОЙ СИСТЕМЫ 

ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ 

© 2012 г.   Г. Р. Хакимова, Е. А. Козина, А. Я. Сапронова, М. В. Угрюмов
Лаборатория гормональных регуляций

Считается, что одним из возможных компен�
саторных механизмов, обеспечивающих длитель�
ный период бессимптомного течения болезни
Паркинсона, является снижение обратного за�
хвата дофамина (ДА) нейронами нигростриатной
системы из внеклеточной среды. 

Цель: оценить величину обратного захвата ДА
из внеклеточной среды в нейроны нигростриат�
ной системы при моделировании различных ста�
дий паркинсонизма у мышей.

Материалы и методы: работа проведена на двух
моделях болезни Паркинсона (досимптомной и
ранней симптомной), получаемых путем систем�
ного введения по различным схемам самцам мы�
шей линии C57BL/6 1�метил�4�фенил�1,2,3,6�
тетрагидропиридина (МФТП) в дозе 12 мг/кг. Все
манипуляции с животными были проведены в со�
ответствии с протоколом, утвержденным комите�
том по охране животных Института биологии
развития РАН, находящимся в соответствии с на�



248

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 4  2012

ТЕЗИСЫ ДОКЛАДОВ КОНФЕРЕНЦИИ МОЛОДЫХ УЧЕНЫХ

циональными и международными законами и
правилами. 

Из срезов мозга выделяли компактную часть
черной субстанции (ЧС) и стриатум, переносили
в инкубационные камеры, заполненные Кребс�
Рингер буфером. В часть камер перед добавлени�
ем Н3�ДА вносили ингибитор дофаминового
транспортера (ДАТ) – номифензин. Специфиче�
ский захват ДА (через ДАТ) определяли как раз�
ницу между общим захватом (камеры с Н3�ДА) и
неспецифическим (камеры с Н3�ДА и номифен�
зином).

Результаты: модель досимптомной стадии пар�
кинсонизма характеризуется 26%�м уровнем де�
генерации ДА�ергических нейронов и 59%�м –
ДА�ергических волокон нигростриатной систе�
мы; ранняя симптомная – 43 и 68%�м уровнем со�
ответственно. 

После введения МФТП в обеих моделях в сре�
зах ЧС не происходит изменений в величине за�
хвата экзогенного ДА. В срезах стриатума в моде�
ли досимптомной стадии наблюдается неболь�
шое, но статистически достоверное повышение
специфического захвата ДА. Однако при перерас�
чете на тело одного нейрона или одного волокна
оказалось, что величина специфического захвата
ДА на обеих моделях значительно увеличена по
сравнению с контролем.

Выводы: дегенерация ДА�ергических нейро�
нов в досимптомной и ранней симптомной ста�
диях паркинсонизма сопровождается увеличени�
ем обратного захвата ДА сохранившимися нейро�
нами – волокнами и телами. 

Работа проведена при поддержке грантов:
РФФИ�офи 09�04�12106�офи_м, ФНМ.

ИНДУЦИРОВАННОЕ УСКОРЕНИЕ РАЗВИТИЯ ЛИЧИНОК МИДИИ 
Mytilus trossulus (Mollusca: Bivalvia)

© 2012 г.   А. К. Чабан, Е. Г. Ивашкин, М. Ю. Хабарова
Лаборатория сравнительной физиологии

Двустворчатые моллюски семейства Mytilidae
имеют большое экологическое и практическое
значение как объекты промысла, аквакультуры и
обрастатели подводных частей судов и сооруже�
ний. Ранее нами было показано, что при добавле�
нии в среду культивирования модулятора
FMRFамидергической системы неомицина вы�
живаемость личинок увеличивается в 8–10 раз и
около 6% личинок достигают в 1.5–2 раза боль�
ших размеров, чем самые крупные в контроле. В
настоящей работе проводилось подробное иссле�
дование морфологии личинок аномально круп�
ных размеров для прояснения вопроса, находятся
ли они на более поздней стадии развития или
просто увеличены в размерах.

Иммуноцитохимическое исследование мышц
показало, что у более крупных личинок, появля�
ющихся в воде с добавлением неомицина, проис�
ходит существенное изменение морфологии мы�
шечной системы по сравнению с остальными ли�
чинками, а именно: деградация мышц велюма,
формирование жаберных мышц и мышц обоих ад�

дукторов. Сканирующая электронная микроско�
пия таких особей выявила появление характерных
колец роста на раковине, отсутствующее у кон�
трольных животных и присущее раковинам взрос�
лых особей. Выявленные морфологические харак�
теристики означают, что у личинок аномально
большого размера начался процесс метаморфоза и
они, действительно, находится на более продвину�
той стадии развития – стадии педивелигера, гото�
вого к оседанию. Подобные изменения проявля�
лись на 10–14 день после оплодотворения, то есть
личинки достигали стадии педивелигера в 2 раза
быстрее, чем в норме. Эти выводы также подтвер�
ждает наблюдаемая смена способа передвижения
этих личинок с ресничного на мышечный.

Таким образом, наши данные демонстрируют,
что FMRFамидергическая система задействована
в регуляции личиночного развития и ее направ�
ленная модуляция позволяет значительно уско�
рять процессы развития и метаморфоза в культу�
ре личинок мидии.

СВЯЗЬ МИТОХОНДРИЙ С ВИМЕНТИНОМ ЛЕЖИТ В ОСНОВЕ 
ПОЛЯРИЗАЦИИ МИГРИРУЮЩИХ КЛЕТОК

© 2012 г.   И. С. Черноиваненко
Лаборатория экспериментальной эмбриологии

Виментиновые промежуточные филаменты
(ПФ) является одним из важнейших компонен�
тов мигрирующих клеток. Однако до сих пор
функции виментина в мигрирующих клетках
остаются неясными.

Одним из главных свойств мигрирующих кле�
ток является их полярность, которая определяет
направление движения. Поляризация клетки за�
ключается в формировании асимметричной мор�
фологии с выраженным лидирующим и отстаю�
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щим (задним) краем. На переднем крае происхо�
дит полимеризация сети актина, а на заднем –
сокращение акто�миозиновых стресс�фибрил и
подтягивание тела клетки к переднему краю. 

Недавно было показано, что в мигрирующих
клетках наблюдается неравномерное распределе�
ние пероксида водорода. На лидирующем крае
его концентрация выше, чем в задней части клет�
ки. Считается, что такое распределение перокси�
да водорода в клетках определяет направление
миграции. Одним из важных источников перок�
сида водорода являются митохондрии. Разное со�
держание перекиси может быть связано с тем, что
в митохондриях, находящихся в разных частях
клетки, образуется разное ее количество.

Мы предлагаем гипотезу о возможном участии
виментиновых ПФ и митохондрий в определении
поляризованного фенотипа мигрирующих кле�
ток. Эта гипотеза основана на том, что митохон�
дрии в разных частях мигрирующей клетки обла�
дают разным потенциалом и, соответственно, мо�
гут производить разное количество пероксида

водорода. Такие различия в свойствах митохон�
дрий наблюдаются только в клетках содержащих
виментин. Это обусловлено тем, что связь вимен�
тиновых ПФ с митохондриями меняет их потен�
циал. В передней части мигрирующей клетки ми�
тохондрии слабее связаны с виментином, поэто�
му они обладают меньшим потенциалом и
образуют больше пероксида водорода, чем мито�
хондрии в задней части клетки, которые сильнее
связаны с виментином. 

Таким образом, в мигрирующих клетках взаи�
модействие виментиновых ПФ с митохондриями
может обеспечивать асимметричное распределе�
ние митохондрий, обладающих разным потенци�
алом и производящих разное количество перок�
сида водорода, участвуя в определении поляризо�
ванного фенотипа мигрирующих клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российской академии наук, РФФИ (грант № 06�
04�48452�а и № 10�04�00414�а) и программы
Президиума РАН “Молекулярная и клеточная
биология”.

РЕЦЕПТОРЫ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ В РЕГУЛЯЦИИ 
МИГРАЦИИ НЕЙРОНОВ, СИНТЕЗИРУЮЩИХ

ГОНАДОТРОПИН�РИЛИЗИНГ ГОРМОН, У МЫШЕЙ

© 2012 г.   В. С. Шарова

Лаборатория гистогенеза

Инфицирование в период беременности ока�
зывает влияние на формирование и дальнейшее
функционирование различных систем мозга.
Стимуляция иммунной системы матери бактери�
альными эндотоксинами может затрагивать диф�
ференцировку нейронов, синтезирующих гона�
дотропин�рилизинг гормон (ГРГ�нейронов).
Возможными медиаторами этого воздействия
могут быть провоспалительные цитокины. Ранее
нами было показано, что в сыворотке крови мате�
ри концентрации цитокинов таких, как ИЛ�6,
ИЛ�10, ФНОα, ЛИФ и белка хемотаксиса моно�
цитов (MCP�1), значительно увеличиваются по�
сле введения липополисахарида (ЛПС) уже через
1.5 ч. В биологических жидкостях плода также на�
блюдается 2–7�кратное увеличение уровня от�
дельных цитокинов воспаления. Целью данной
работы явилось исследовать влияние ЛПС на ми�
грацию ГРГ�нейронов у мышей, а также из смеси
различных цитокинов выявить цитокины воспа�
ления и экспрессию их рецепторов, влияющих на
развитие ГРГ�нейронов. Гормон в нейронах опре�
деляли у 15� и 19�дневных плодов мышей на са�
гиттальных срезах мозга иммуногистохимически
с помощью иммуно�флуоресцентного мечения.

Показано, что внутрибрюшинное введение ЛПС
самке мышей (45 мкг/кг) на 12�й день беременно�
сти приводит к снижению общего количества
ГРГ�нейронов в переднем мозгу 15�дневных пло�
дов на 46% и 19�дневных плодов на 15%, сравни�
мое с таковыми у крыс. Для выявления цитоки�
нов воспаления использовали двойное иммуно�
флуоресцентное мечение на ГРГ и рецепторы ци�
токинов к ИЛ�6 и МСP�1 на сагиттальных срезах
мозга у 12–13�дневных плодов мышей. Показана
экспрессия рецепторов к цитокину ИЛ�6 на ми�
грационном пути ГРГ�нейронов в назальной об�
ласти головы, а именно на обонятельных и воме�
роназальных нервах. Экспрессия рецепторов к
ИЛ�6 в переднем мозгу была выявлена в областях,
где мигрирующие ГРГ�нейроны не обнаружива�
лись. Таким образом, нарушение интраназальной
миграции ГРГ�нейронов на ранних сроках разви�
тия у плодов мышей регулируется экспрессией
рецепторов к цитокину воспаления ИЛ�6. По на�
шим предварительным данным в реализации дан�
ного эффекта участвует также МСР�1. По�види�
мому, внутримозговая миграция ГРГ�нейронов
контролируется другими механизмами. Исследо�
вания в данном направлении продолжаются.
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