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ÎÁÙÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÐÀÁÎÒÛ

Àêòó àëüíîñòü ïðîáëåìû.
Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèê ñ (ÂÊÌ) èìååòñÿ ó âñåõìíîãîêëåòî÷íûõ æè-

âîòíûõ è ìî æåòñîñòàâëÿòüçíà÷èòåëüíóþ ÷àñòüîáúåìà èõ òêàíåé (Àë-
áåðòñè äð., 1994).ÂÊÌ àêòèâíî ó÷àñòâóåòâ ðåãóëÿöèè ìíî æåñòâàïðî-
öåññîâ, ïðîèñ õî äÿùèõ â îðãàíèçìå, íà ÷èíàÿ ñ ñàìûõ ïåðâûõ øàãîâ ýì-
áðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Îí îïðåäåëÿåò ôîðìó êîíò àêòèðóþùèõ ñ íèì
êëåòîê, èõ ìèãðàöèþ, ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó . Â çàùèòíûõ
ðåàêöèÿõïðîñòûõ â ýâîëþöèîííîì îòíîøåíèè îðãàíèçìîâ ÂÊÌ è êëåò-
êè, åãî ñèíòåçèðóþùèå, èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü. Ìîëåêó ëÿðíûé ñîñòàâ
ÂÊÌ ñëîæåí è àêòèâíî èçó÷àåòñÿ. Îñíîâíàÿ ìàññà èññëåäîâàíèé, ïîñâÿ-
ùåííûõ ÂÊÌ, ïðîâî äèòñÿ íà ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, ïðåèìóùåñòâåí-
íî ìëåê îïèò àþùèõ, òðàäèöèîííûõ îáúåêòàõ ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâà-
íèé. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ÂÊÌ ïîçâîíî÷íûõ íåïîñðåäñòâåííî èñ-
ïîëüçóþòñ ÿ â ìåäèöèíå äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ ñïîñîáîâ ëå÷åíèÿ ðàí, ëå-
÷åáíîé êîñìåòèêè è ò.ä..

Îäíà èç ñëîæíîñòåé â èçó÷åíèè âçàèìî äåéñòâèéêëåòîê è ÂÊÌ ó ìëå-
êîïèò àþùèõ ñîñòîèò â ðàçíîîáðàçèè êëåòî÷íîãî ñîñòàâàèõ òêàíåé. Âçà-
èìî äåéñòâèÿêëåòîê ñ ÂÊÌ òðóäíî îò ëè÷èòü îò âçàèìî äåéñòâèéìåæ-
äó êëåòêàìè ðàçëè÷íûõ òèïîâ. Êèøå÷íîïîëîñòíûå ìîãóò áûòü õîðîøåé
ìî äåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìî äåéñòâèÿêëåòîê è ÂÊÌ, ò.ê. îíè îòíîñè-
òåëüíî ïðîñòû ïî ñòðîåíèþ è êëåòî÷íîìó ñîñòàâó.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ êëîíèðîâàíî çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êîíñåðâà-
òèâíûõ ãåíîâ ðàçëè÷íûõ âèäîâ æèâîòíûõ èç êëàññàÊèøå÷íîïîëîñò-
íûõ. Íà îñíîâàíèè àíàëèçà èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò åé èññëåäîâàòåëèïðè-
õî äÿò ê âûâî äó, ÷òî ãåíû, îòâå÷àþùèå çà ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè, êîí-
òðîëü òðàíñëÿöèè, ïðîâåäåíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ, àïîïòîç, ïå-
ðåäà÷ó âíåêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ, ñïåöèôèê àöèþ ìèîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè êëåòîê è âçàèìî äåéñòâèåìåæäó êëåòêàìè è ÂÊÌ, óäèâèòåëü-
íî ñõî äíû ñ ãåíàìè ìëåê îïèò àþùèõ. Íåê îòîðûå ãåíû Êèøå÷íîïîëîñò-
íûõ, òàêèåêàê mesoderm speci� cation factor Twist, îê àçàëèñüçíà÷èòåëü-
íî áëèæå ê ãåíàì ïîçâîíî÷íûõ, ÷åì ðî äñòâåííûå ãåíû äðîçîôèëû èëè
íåìàòî ä (Galliot, Schmid, 2002).

Îáúåêòîì íàñòî ÿùåé ðàáîòû áûëà âûáðàíà ñöèôîèäíàÿ ìåäóçà
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Aurelia aurita (Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa;Semaeostomeae;
Ulmaridae; Aurelia.).

Æèçíåííûé öèêë A. aurita ñîñòîèò èç ÷åòåðåõñòàäèé: ëè÷èíêè - ïëà-
íó ëû, ïîëèïîèäíîé ñòàäèè, ýôèðû è ìåäóçû. Ìåäóçà äîñòèãàåòäèàìåò-
ðà 30 ñì. Îíà î õîòèòñÿ íà ìåëêèé ïëàíêòîí ñ ïîìîùüþ ñòðåêàòåëüíûõ
êëåòîê ýïèòåëèÿ, ïîêðûâàþùåãî âåðõíþþ ïîâåð õíîñòü çîíòèê à. Æãó-
òèêîâûå êëåòêè ýïèòåëèÿ ïåðåìåùàþò äîáû÷ó ê êðàþ çîíòèê à, îòêóäà
ìåäóçà, ñ ïîìîùüþ ùóïàëåö, ïåðåìåùàåò äîáû÷ó â ðîò.

Òåëî ïðåäñòàâèòåëåéýòîãî âèäà, êàê è ó äðóãèõ êèøå÷íîïîëîñò-
íûõ, îáðàçîâàíî äâóìÿ ýïèòåëèàëüíûìè ïëàñòàìè, ýïèäåðìîé è ãàñòðî-
äåðìîé, ìåæäó êîòîðûìè íàõ î äèòñÿ ìåçîã ëåÿ. Ó âçðîñëûõ ìåäóç òîë-
ùèíà ìåçîã ëåè ñîñòàâëÿåòíåñêîëüê î ñàíòèìåòðîâ. Ìåçîã ëåÿ âûïîëíÿ-
åò ôóíêöèþ ñêåëåòà, ïðèäàâàÿ îïðåäåëåííóþ ôîðìó òåëó æèâîòíîãî;
îíà ó÷àñòâóåò òàêæå â òðàíñïîðòå è çàïàñàíèè ïèò àòåëüíûõ âåùåñòâ
(Chapman, 1966; Bouillon and Coppois, 1977; Weber and Schmid, 1985).
Óñèëèå, ïðîèçâî äèìîå ìûøå÷íîé ñèñòåìîé çîíòèê à, îáåñïå÷èâàåò ñî-
êðàùåíèå äèàìåòðà âíåøíåé ÷àñòè çîíòèê à, òîãäà êàê ýëàñòè÷íîñòü
ìåçîã ëåè îáåñïå÷èâàåò ìåäóçå âîçâðàò ê ïåðâîíà ÷àëüíîé ôîðìå ïîñëå
êàæäîãî ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ (Bouillon and Coppois, 1977).Ìåçîã ëåÿ
ó÷àñòâóåò â ðåãóëèðîâàíèè ïëàâó÷åñòè ìåäóçû (Denton, 1963; Mackay,
1969). Ìåçîã ëåÿ èãðàåòêëþ÷åâóþ ðîëü â êîíòðîëå ìèãðàöèè êëåòîê è
ìîðôîãåíåçå (Schmid, 1992;Kleinman et al., 2003). Îñíîâíóþ ìàññó ìå-
çîãëåèñîñòàâëÿåòâíåêëåòî÷íûé ìàòðèê ñ (ÂÊÌ), êîòîðûé ó ìíîãèõ êè-
øå÷íîïîëîñòíûõ íå ñîäåðæèò êëåòîê.

Ó ìåäóçû A. aurita è ðÿäà äðóãèõïðåäñòàâèòåëåéêëàññîâ Scyphozoa
è Anthozoa ìåçîã ëåÿ çàñåëåíà ñâîáî äíûìè ïî äâèæíûìè êëåòêàìè
(Chapman, 1966). Ó òàêèõ êèøå÷íîïîëîñòíûõ ìåçîã ëåÿ ïðèîáðåò àåò
âíåøíåå ñõî äñòâî ñ ñîåäèíèòåëüíûìè òêàíÿìè äðóãèõ æèâîòíûõ (Çà-
âàðçèí, 1945;Chapman D.M., 1974). Íàëè÷èå ó ìåäóçû A. aurita òîëñòî-
ãî ñëîÿ ìåçîã ëåè,çàñåëåííîé ïî÷òè èñêëþ÷èòåëüíî êëåòêàìè î äíîãî òè-
ïà, ïðåäîñò àâëÿåòèñêëþ÷èòåëüíûå âîçìî æíîñòè äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
ÂÊÌ íà êëåòêèè íàîáîðîò . Ïðîèñ õî æäåíèå ìåçîã ëåàëüíûõ êëåòîê (Ìê)
â îíòîãåíåçå ñëàáî èçó÷åíî. Îäíè àâòîðû ïîëàã àþò, ÷òî Ìê èìåþò ýê-
òî äåðìàëüíîå ïðîèñ õî æäåíèå (Hyman, 1940;Werner, 1984),äðóãèå- ÷òî
èñòî÷íèê îì èõ ðàçâèòèÿ ñëóæèò ãàñòðîäåðìà (Çàâàðçèí, 1945; Young,
1974). Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî âûñåëåíèå ïðîèñ õî äèò â õî äå ïîçäíåãî ýì-
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áðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ èëè, ñêîðåå, ïîñòî ÿííî ó âçðîñëûõ îðãàíèçìîâ
(Çàâàðçèí, 1945;Knight, 1971). Ïîê àçàíî ÷òî ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü Ìê äîñòàòî÷íà äëÿ ñàìîïî ääåðæàíèÿ ýòîé ïîïó ëÿöèè, áåç ïî ä-
ñåâàêëåòêàìè èç ýïèòåëèàëüíûõ ïëàñòîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, ïîïó ëÿöèÿ
Ìê ñïîñîáíà ñàìîîáíîâëÿòüñ ÿ (×àãà, 1996), íî ýòî íå èñêëþ÷àåò âîç-
ìî æíîñòè ïîñòî ÿííîãî âûñåëåíèÿ Ìê èç ýïèòåëèåâ. Ïîê àçàíî, ÷òî ìå-
çîãëåÿ èëè ýêñòðàêòìåçîã ëåè ñöèôîèäíîé ìåäóçû Rhopilema nomadica
ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíîé ïî äëî æêîé äëÿ ïåðåæèâàþùèõ êóëüòóð êëåòîê
ïÿòè âèäîâ ìîðñêèõ êèøå÷íîïîëîñòíûõ ãðóïïû anthozoa (Aiptasia sp.,
Anemonia sulcata, Stylophora pistil lata, Heteroxenia fuscescence, Nephthea
sp.) (Frank, Rinkevich, 1999). Âîçìî æíî, èçó÷åíèå ñîñòàâà ìåçîã ëåè ìå-
äóçû ïîìî æåò ðåøèòü ïðîáëåìó êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñòî ÿííûõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèé áåñïîçâîíî÷íûõ.

Ïîëàã àþò, ÷òî ÂÊÌ ìåçîã ëåè ñèíòåçèðóåòñÿ êëåòêàìè ýïèòåëèåâ
(Hausman, 1973; Singer, 1974). Ó÷àñòèåÌê â ðåãóëÿöèè ñîñòàâà ÂÊÌ
ìåçîã ëåè íå î÷åâèäíî, î äíàê î ðàíåå ìû ïîê àçàëè, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ
àêòèâíî ñèíòåçèðóþùèìè (Shaposhnikova et al., 2005) è ýòî ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàã àòü,÷òî Ìê ó÷àñòâóþòâ ôîðìèðîâàíèè ÂÊÌ ìåçîã ëåè.Ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà áåëêîâîãî ñîñòàâà ìåçîã ëåè çðå-
ëûõ ìåäóç A. aurita ìû ïîê àçàëè íàëè÷èå â íåé íåñêîëüêèõ ìàæ îðíûõ
áåëêîâ. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ áåëîê ñ ìîëåêó ëÿðíîé ìàññîé 45/47 êÄà.
Ìû ïîëó÷èëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâ ôðàêöèè 45/47
êÄà è ïî äòâåðäèëè èõ ñïåöèôè÷íîñòü ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîò à. Ïðîâå-
äåííûé íàìè èììóíîãèñòî õèìè÷åñêèé àíàëèç ñðåçîâ A. aurita ïîê àçàë,
÷òî àíòèãåí 45/47 êÄà ëîê àëèçóåòñÿ â ãðàíóëàõ Ìê è â àïèê àëüíîé ÷à-
ñòèêëåòîê ýïèäåðìû, à ó çðåëûõ ìåäóç îí âûÿâëÿåòñÿ òàêæå â ñîñòàâå
ýëàñòè÷åñêèõâîëîê îí. Ñëåäîâàòåëüíî, Ìê A. aurita (íàð ÿäó ñ ýïèäåð-
ìàëüíûìè êëåòêàìè) îïðåäåëåííî ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ ôîðìèðîâà-
íèÿ ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâàìåçîã ëåè (Shaposhnikova et al., 2005).

Ïîëó÷åíèå íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ñÿ â Ìê ïîçâîëèò ïðèáëèçèòüñÿ ê ïîíèìàíèþ ôóíêöèé ýòèõêëåòîê.
Âûÿâëåíèå ãåíîâ ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññèðóþùèõ ñÿ â Ìê, ïîçâîëèò ñó-
äèòü î òîì, íàñêîëüê î ñïåöèàëèçèðîâàííî é ÿâëÿåòñÿ ýòà ãðóïïà êëåòîê.
Òàêèåãåíû ìî æíî áóäåò, òàêæå, èñïîëüçîâàòü êàê ìàðê åðû äèôôåðåí-
öèðîâêè Ìê, ÷òî ïîçâîëèò ïðîñëåäèòü èõ ïðîèñ õî æäåíèå â îíòîãåíåçå.

Ìû êëîíèðîâàëè è ñåêâåíèðîâàëè ìÐÍÊ ìàæ îðíîãî áåëîêà ìåçîã ëåè
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A. aurita ñ ìîëåêó ëÿðíîé ìàññîé îê îëî 45 êÄà è íàçâàëè åãî ìåçîã ëå-
èí, à òàêæå ïîê àçàëè,÷òî ó âçðîñëûõ ìåäóç ýòîò áåëîê ýêñïðåññèðóåòñÿ
òîëüêî â Ìê.

Öåëè è çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ.
Öåëüþ íàñòî ÿùåé ðàáîòû áûë ïîèñê ãåíîâ ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññè-

ðóþùèõ ñÿ â Ìê.
Áûëè ïîñò àâëåíû ñëåäóþùèå çàäà÷è:
1. Ñðàâíèòü òðàíñêðèïòû Ìê ñ òðàíñêðèïò àìè êëåòîê ýïèäåðìû è

ãàñòðîäåðìû ñ ïîìîùüþ ìåòî äà äèôôåðåíöèàëüíîãî äèñïëåÿ (ÄÄ).
2. Îïðåäåëèòü íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìÐÍÊ ìàæ îðíîãî

áåëêà ìåçîã ëåè A. aurita ñ ìîëåêó ëÿðíîé ìàññîé îê îëî 45/47 êÄà.
3. Ïðîâåðèòü ïðåäïîëî æåíèå î òîì, ÷òî ãåí ìàæ îðíîãî áåëêà ìåçî-

ãëåèñ ìîëåêó ëÿðíîé ìàññîé 45/47 êÄà ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññèðóåòñÿ â
Ìê.

Îñíîâíûå ïîëî æåíèÿ, âûíîñèìûå íà çàùèòó .
1. Êëîíèðîâàíà è ñåêâåíèðîâàíà ìÐÍÊ ìàæ îðíîãî áåëêà ÂÊÌ ìåçî-

ãëåè A. aurita - ìåçîã ëåèíà.
2. Íà îñíîâàíèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è êëîíèðîâàíîé

ìÐÍÊ ñäåëàí âûâî ä ÷òî ìåçîã ëåèí ñîäåðæèò äîìåíû ZP è DSL, ÷òî
õàðàêòåðíî äëÿ ýêñòðàêëåòî÷íûõ áåëêîâ.

3. Ìåçîã ëåèí ñèíòåçèðóþò è ýêñêðåòèðóþòìåçîã ëåàëüíûå êëåòêè.
Íà ó÷íàÿ íîâèçíà. Ðàíåå ïðåäïîëàã àëîñü, ÷òî Ìê ïðèíèìàþò ó÷à-

ñòèåâ ðåãóëÿöèè ñîñòàâàÂÊÌ ìåçîã ëåè. Â äàííîé ðàáîòå ïîê àçàíî, ÷òî
Ìê ñèíòåçèðóþò î äèí èç áåëêîâ ÂÊÌ ìåçîã ëåè. Êëîíèðîâàíà è ñåêâå-
íèðîâàíà ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà - áåëêà ñèíòåçèðóåìîãî è ýêñêðåòèðóåìîãî
Ìê. Àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìåçîã ëåèíà ïîçâîëÿåò äåëàòüïðåäïî-
ëî æåíèÿ î ôóíêöèÿõ ýòîãî áåëêà è Ìê.

Òåîðåòè÷åñê îå è ïðàêòè÷åñê îå çíà ÷åíèå ðàáîòû. Äîê àçàòåëü-
ñòâî òîãî, ÷òî ìåçîã ëåàëüíûå êëåòêèA. aurita ÿâëÿþòñÿ àêòèâíî ñèíòå-
çèðóþùèìè, îïðåäåëåíèå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìÐÍÊ ìå-
çîãëåèíà, çà ñèíòåç êîòîðîãî îíè îòâåòñòâåííû, òðåáóåò ïåðåñìîòðà îá-
ùåïðèíÿòîãî âçãëÿäà îá èíåðòíîé ïðèðî äå ýòîé êëåòî÷íîé ïîïó ëÿöèè.
Àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà ïîçâîëèëî îòíåñòè åãî
ê ñåìåéñòâó ZP ñîäåðæàùèõ áåëêîâ. Ïîëó÷åííûé ñèêâåíñ ìî æåò áûòü
èñïîëüçîâàí äëÿ ñðàâíèòåëüíî ýâîëþöèîííûõ èññëåäîâàíèé. Ñðåäè èç-
âåñòíûõ îáëàäàòåëåéZP ñîäåðæàùèõ áåëêîâ, A. aurita ÿâëÿåòñÿ ñàìûì
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íèçøèì ïðåäñòàâèòåëåì â ñîâðåìåííîé çîîëîãè÷åñê îé êëàññèôèêàöèè.
Ìàòåðèàëû äèññåðòàöèè èñïîëüçóþòñ ÿ â êóðñàõ ëåêöèé äëÿ áàêàëàâ-
ðîâ è ìàãèñòðîâ Áèîëîãî-ïî÷âåííîãî ôàêóëüòåòà Ñàíêò- Ïåòåðáóðãñêî-
ãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â îáùèõ
è ñïåöèàëüíûõ êóðñàõëåêöèé áèîëîãè÷åñêèõ ôàêóëüòåòîâ äðóãèõ óíè-
âåðñèòåòîâ.

Àïðîáàöèÿ ðàáîòû. Ïî òåìå äèññåðòàöèè îïóáëèê îâàíî 6 ïå÷àòíûõ
ðàáîò (èç íèõ 3 ñòàòüè). Îñíîâíûå ïîëî æåíèÿ ïðåäñòàâëåíû è îáñóæäå-
íû íà XIV Âñåðîññèéñêîì ñèìïîçèóìå "Ñòðóêòóðà è ôóíêöèè êëåòî÷-
íîãî ÿäðà"(2002), 10th Evolutionary Biology Meeting at Marseilles(2006),
Âñåðîññèéñêîì ñèìïîçèóìå "Áèîëîãèÿ êëåòêè â êóëüòóðå"(2006), íà
íà ó÷íûõ ñåìèíàðàõ Îò äåëà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ.

Îáúåì è ñòðóêòóðà äèññåðòàöèè. Äèññåðòàöèîííàÿ ðàáîòà
ñîñòîèò èç ââåäåíèÿ, îáçîðà ëèòåðàòóðû, ýêñïåðèìåíò àëüíîé ÷àñòè,
âêëþ÷àþùåé ìåòî äû è ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ, îáñóæäåíèÿ, âûâî äîâ
è ñïèñêà ëèòåðàòóðû,ñîäåðæàùåãî 82 ïóáëèê àöèé. Ðàáîòà èçëîæåíà íà
75 ñòðàíèöàõ ìàøèíîïèñíîãî òåêñòà è èëëþñòðèðîâàíà 9 ðèñóíêàìè.

ÌÀ ÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎ ÄÛ

Ñáîð ìàòåðèàëà. Îáúåêò èññëåäîâàíèÿ - ïðåäñòàâèòåëè âèäà
Aurelia aurita (L) (ceM.Ulmaridae, îòð. Semaestomae,êë. Scyphozoa).
Æèâîòíûõ îò ëàâëèâàëè â èþëå-àâãóñòåâ ×óïèíñê îé ãóáåÁåëîãî ìî-
ðÿ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè âçðîñëûõ æèâîòíûõ ñ äèàìåòðîì çîíòèê à íå
ìåíåå 10 ñì. Ìåäóç ñîáèðàëè ñà÷êîì íà ãëóáèíå äî 2 ì.

Æèâîòíûõ ïðåïàðèðîâàëè, îò äåëÿÿ ñ ïîìîùüþ ïèíöåò à è ñêàëüïåëÿ
ýïèäåðìó , ìåçîã ëåþ, î÷èùåííóþ îò ýïèäåðìû è ãàñòðàëüíûõ êàíàëîâ, è
ìåçîã ëåþ, ñîäåðæàùóþ ãàñòðàëüíûå êàíàëû.

Âûäåëåíèå ÐÍÊ. Äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ èñïîëüçîâàëè íàáîð ðåàãåí-
òîâ Trizol (Invitrogen) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì èçãîòîâèòåëÿ èëè ïðîòî-
êîë ñ èñïîëüçîâàíèåì ãóàíèäèíòèîöèàíàò à (Chomczynski, Sacchi, 1987).

ÐÍÊ ðàçäåëÿëèñ ïîìîùþ ýëåêòðîôîðåçà â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå,
ñîäåðæàùåì 5 ìêã/ìë áðîìèñòîãî ýòèäèÿ â ÒÀÅ áóôåðå (Sambrook et
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al., 1989). ×èñòîòó âûäåëåíèÿ è ñîõðàííîñòü ÐÍÊ îöåíèâàëè ïî ÷åòêî-
ñòèïîëîñ 18Sè 28Sðèáîñîìíûõ ÐÍÊ, íàáëþ äàåìûõ â ÓÔ ñâåòå.Êîëè-
÷åñòâî ÐÍÊ èçìåð ÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷ åñêèïî ïîã ëîùåíèþ ÓÔ ñâå-
òà ñ äëèíîé âîëíû 260íì (Sambrook et al., 1989).

ÄÍÊ óäàëÿëè èç ïðåïàðàò à ÐÍÊ, îáðàáàòûâàÿ ïðåïàðàò ÄÍÊà-
çîé, ñâîáî äíîé îò ÐÍÊàçû. Êàæäàÿ ðåàêöèîííàÿ ñìåñü, îáúåìîì 40
ìêë, ñîäåðæàëà îê îëî 12 ìêã ÐÍÊ, 1 åä ÄÍÊàçû ( RNase-free;Roche-
Boehringer-Mannheim). Ðåàêöèþ ïðîâî äèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå â òå÷åíèè 30 ìèí. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü äåïðîòåèíèçèðîâàë è ôåíîë-
õëîðîôîðìîì, ÐÍÊ îñàæäàëè ýòàíîëîì (Sambrook et al., 1989).

Äèôôåðåíöèàëüíûé äèñïëåé (ÄÄ). Èñïîëüçîâàëè îïóáëèê î-
âàííûé ïðîòîê îë (Liang, Pardee, 1992). Ìåòî ä ñîñòîèò èç òðåõ ýòà-
ïîâ: (1) ñèíòåç êÄÍÊ, êîìïëåìåíò àðíîé ìÐÍÊ; (2) ÏÖÐ àìïëèôèê à-
öèÿ ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ (ÄÄÏÖÐ); (3) âèçóàëèçàöèÿ àìïëèôèöèðîâà-
íûõ ôðàãìåíòîâ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùåì ïîëèà-
êðèëàìèäíîì ãåëå(ÏÀÀÃ).

Ñèíòåç êÄÍÊ. Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ (ÎÒ) ïðîâî äèëè â ñîîò-
âåòñòâèèñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû ïðîèçâî äèòåëÿ îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïò àçû MMulV (Fermentas, Ëèòâà) ñ çàÿêîðåííûì ïðàéìåðîì ANKl
(AA GCTTTTTTTTTTTC). Â êàæäóþ ðåàêöèîííóþ ñìåñü îáúåìîì 20
ìêë áðàëè îê îëî 0.3 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ è 20 åä RibonucleaseInhibitor
(Fermentas, Ëèòâà).

ÄÄÏÖÐ . Èñïîëüçîâàëè çàÿêîðåííûé ANK1 ïðàéìåð è ïðîèçâîëü-
íûé RAPD5 (AA CGCGCAA C) ïðàéìåð. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü îáúåìîì 15
ìêë ñîäåðæàëà ñòàíäàðòíûé áóôåð äëÿ Taq ÄÍÊ ïîëèìåðàçû, 1.5 ìÌ
MgCl2, 0.02 ìÌ êàæäîãî dNTP, 1 ÌÁê [� -P33] dATP, 2 åä Taq, 10 ïÌ
êàæäîãî ïðàéìåðà è 1 ìêë ïðî äóêòîâ ÎÒ , ðàçâåäåííûõ â 4 ðàçà. Ðå-
àêöèþ ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå 95oC 1 ìèí, 36oC 1 ìèí, 72oC 1ìèí, 2
öèêëà; 95oC 1 ìèí, 39oC 1 ìèí, 72oC 1 ìèí, 40 öèêëîâ.

Äåíàòóðèðóþùèé ýëåêòðî ôîðåç. Ïðî äóêòû ÄÄÏÖÐ ðàçäåëÿëè ïðè
ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â 6%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëåòîëùèíîé 0.4
ìì â ÒÂÅ áóôåðå ïðè äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ (8 Ì ìî÷åâèíà, 55oC,
2 Âò/ñì) (Sambrook et al., 1989).Ãåëüïîìåùàëè íà ôèëüòðîâàëüíóþ áó-
ìàãó Wattmann 1ÌÌ è âûñóøèâàëè. Âûñóøåííûé ãåëüýêñïîíèðîâàëè
ñ ðåíòãåíîâñê îé ïëåíê îé â òå÷åíèè íî÷è.

Êëîíèðîâàíèå è ñåêâåíèðîâàíèå. Íà ðàäèàâòîãðàôå, ïðåäñòàâëÿþ-
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ùåì ðåçóëüòàòÄÄ (ðèñ. 1), âûáèðàëè òåçîíû, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò íà
äîðî æêàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåçîã ëåå,è îòñóòñòâóþò íà äîðî æêàõ, ñî-
îòâåñòâóþùèõ ýïèäåðìå è ãàñòðîäåìå. Òàêèåçîíû ñîäåðæàòôðàãìåíòû
êÄÍÊ ãåíîâ, âîçìî æíî, ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññèðóþùèõ ñÿ â ìåçîã ëåå.
Íà ðèñ. 1 òðè òàêèå çîíû îáîçíà ÷åíû ñòðåëêîé. Ðàäèîàâòîãðàô ñîâìå-
ùàëè ñ ãåëåì è îòìå÷àëè èãîëêîé íà ãåëåìåñòîïîëî æåíèå èíòåðåñóþ-
ùèõ çîí. Ãåëü, ñîäåðæàùèé îòìå÷åííûå çîíû, âûðåçàëè, îòìûâàëè îò
ìî÷åâèíû â 20 ìêë äåèîíèçîâàíîé âî äû â òå÷åíèå 20 ìèí è ïîìåùà-
ëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ . Ñî äåðæàùóþñ ÿ â âûðåçàííûõ çîíàõ
ÄÍÊ ðåàìïëèôèöèðîâàëè ñ òåìè æå ïðàéìåðàìè, ñ êîòîðûìè ïðîâî-
äèëñÿ ÄÄÏÖÐ , è ïî òîé æå ïðîãðàììå â òå÷åíèå 30 öèêëîâ. Ïðî äóêòû
ðåàìïëèôèê àöèè êëîíèðîâàëè ñïîìîùüþ íàáîðà TOPO TA Cloning Kit
ôèðìû Invitrogen. Êëåòêè E.coli DH5� òðàíñôîðìèðîâàëè ïðî äóêòàìè
ëèãàçíîé ðåàêöèèñ ïîìîùüþ íàáîðà TransformAid (Fermentas).

Âñòàâêèïîëó÷åííûõ ïëàçìèä ñåêâåíèðîâàëè ñïîìîùüþ íàáîðà ôèð-
ìû Ìåäèãåí (Íîâîñèáèðñê) è â ôèðìå Õåëèêñ (Ñ.Ïåòåðáóðã). Â ðåçóëü-
òàòåñåêâåíèðîâàíèÿ ïîëó÷èëè íåñêîëüê î äåêñÿòêîâ íóêëåîòèäíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé, èç êîòîðûõ äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû âûáðàëè ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè aurp1, aurp52, aurp54 è aurp7.

Âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÄÍÊ A. aurita. Ïðåïàðèðîâàííûå ãîíàäû ïî-
ëîâîçðåëûõ ñàìöîâ A. aurita ðåçîðáèðîâàëè ìíî æåñòâåííûì èññå÷åíè-
åì è âñòðÿõèâàíèåì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè ñïåðìàòîçîèäîâ ðåçîð-
áèðîâàííóþ ìàññó ôèëüòðîâàëè ÷åðåçìåëüíè÷íûé ãàç. Ñïåðìàòîçîèäû
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèå ì 10 ìèí ïðè 8000g. Îñàäîê ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â 50 ìë CMFSS (0.3 Ì NaCl, 20 mM KCI, 15 mM EDTA, 10-
50 ìÌ Tris-HCl pH 7.6) è ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 8000
g. Èç ïðîìûòîãî îñàäêà ñïåðìàòîçîèäîâ âûäåëÿëè ÄÍÊ â ñèñòåìå ôå-
íîë:õëîðîôîðì (1:1) è îñàæäàëè ýòàíîëîì (Sambrook et al., 1989).

ÏÖÐ íà òîòàëüíîé ÄÍÊ A. aurita. Ðåàêöèîííûå ñìåñè, êàæäàÿ
îáúåìîì 30 ìêë, ñîäåðæàëè ñòàíäàðòíûé Taq-áóôåð, à òàêæå 1.5 ìÌ
MgC12, 0.02ìÌ êàæäîãî dNTP, 2 åäTaq è 15ïÌ êàæäîãî èç äâóõïðàé-
ìåðîâ ê ñåêâåíèðîâàíûì ôðàãìåíò àì. Ðåàêöèèïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå
95oC 30 ñåê,55-59oC (â çàâèñèìîñòè îò òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ ïðàéìå-
ðîâ) 30 ñåê,72oC 30 ñåê,30 öèêëîâ. Èñïîëüçîâàëè ïàðû ïðàéìåðîâ:

Ê ôðàãìåíòó aurp1 5’-TGCGGATGAA TCA GATGCTGT-3’ è 5’-
GCGAATATGCGAA GGCTGAA-3’;
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ê ôðàãìåíòó aurp52 5’-CAAA CACGGTCT AGGAATGTT AAT-3’ è 5’-
TTCA CCTCATTAAAAA TCA CTGCT-3’;

ê ôðàãìåíòó aurp54 5’-TTTGTCTGAAA TTTGCCA CAGC-3’ è 5’-
TCAA GGCCAA GGCAGTCAA G-3’;

ê ôðàãìåíòó aurp7 5’-TTCTCTGCA TTATGGCAA CCAAA-3’ è 5’-
GGATGATATAGGTGTTGGCA CAG-3’.

Îáð àòíîòð àíñêðèïòàçíàÿ ÏÖÐ (ÎÒÏÖÐ). Îáðàòíóþ òðàíñêðèï-
öèþ ïðîèçâî äèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå. Ðåàêöèîííûå ñìåñè äëÿ ÏÖÐ îáú-
åìîì 30 ìêë ñîäåðæàëè ñòàíäàðòíûé Taq-áóôåð, dNTP, Taq è ïðàéìåðû
â êîëè÷åñòâàõ, îïèñàííûõ äëÿ ÏÖÐ íà òîòàëüíîé ÄÍÊ A. aurita . Ðå-
àêöèîííûå ñìåñè òàêæå ñîäåðæàëè 1 ìêë ïðî äóêòîâ ÎÒ , ðàçâåäåííûõ
â ÷åòûðå ðàçà. Ðåàêöèè ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå îïèñàííîé âûøå äëÿ
ÏÖÐ íà òîòàëüíîé ÄÍÊ A. aurita .

Ýëåêòðî ôîðåç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ è ÎÒÏÖÐ . Ïðî äóêòû ÏÖÐ è ÎÒÏ-
ÖÐ ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåçîì â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå,ñîäåðæàùåì
5 ìêã/ìë áðîìèñòîãî ýòèäèÿ â ÒÀÅ áóôåðå, è ôîòîãðàôèðîâàëè â ÓÔ
ñâåòå(Sambrook et al., 1989).

Ïðèãîòîâëåíèå ïðîá ìåçîã ëåèíà äëÿ MALDI (P appin et
al., 1993) è áåëêîâîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ïî Ýäìàíó (Edman
degradation). Ãîìîãåíàò ìåçîã ëåè ðàçäåëÿëè ìåòî äîì äèñê-
ýëåêòðîôîðåçà â 7%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè
äî äåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (Laemmli, 1970). Èç ãåëÿ âûðåçàëè çîíó ,
ñîîòâåòñòâóþùóþ 45/47 êÄà, è èñïîëüçîâàëè ýòîò ôðàãìåíò ãåëÿ äëÿ
MALDI è áåëêîâîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ.

MALDI àíàëèç áûë ïðîâåäåí ôèðìîé ÏÈÍÍÈ (Ìîñêâà). Áåëêî-
âîå ñåêâåíèðîâàíèå áûëî ïðîâåäåíî Protein Resource Center of The
RockefellerUniversity (USA).

Êèñëûé-ìî÷åâèííûé ýëåêòðîôîðåç ïðîâî äèëñÿ, êàê îïèñàíî â
ïóáëèê àöèÿõ (Panyim, Chalkley, 1969;Podgornaya, Shaposhikova, 1998).

Êëîíèðîâàíèå ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà. Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ìÐÍÊ ìå-
çîãëåèíà èñïîëüçîâàëè ïðîòîê îë, îñíîâàííûé íà îïóáëèê îâàííîì (Matz
et al., 1999).

Ñèíòåç êÄÍÊ. Äëÿ óäàëåíèÿ ÄÍÊ èç ïðîá òîòàëüíîé ÐÍÊ
ïðîáû îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé (RNAse free DNAse; Roche). ÄÍÊà-
çó óäàëÿëè ôåíîë-õëîðîôîðìîì. Äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñ-
ïîëüçîâàëè îê îëî 1 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ, ïðàéìåð m13rt12v (5’-
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CAGGAAA CAGCTATGA Caagctttttttt tt tt v), ñïåöèôè÷åñêèé ê ïîëè-À
ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìÐÍÊ, ñàäàïòåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò üþ è îáðàò-
íóþ òðàíñêðèïò àçó SuperScriptI I (Invitrogen). Ðåàêöèþ ïðîâî äèëè ïðè
óñëîâèÿõ ðåêîìåíäîâàííûõ ïðîèçâî äèòåëÿìè îáðàòíîé òðàíñêðèïò àçû.
Ïðî äóêòû îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ðàçâîäèëè â 5 ðàç è õðàíèëè ïðè -
20oC.

3’ Rapid Ampli � cation of cDNA Ends (3’RA CE ÏÖÐ) ñ âû-
ðî æäåííûìè ïðàéìåðàìè ïðîâî äèëè ñ ïîìîùüþ äâóõ ïîñëåäîâàòåëü-
íûõ ÏÖÐ ðåàêöèé. Â ðåàêöèÿõ èñïîëüçîâàëè ãíåçäîâûå (nested) ïðàé-
ìåðû, ñïåöèôè÷åñêèå ê ïåïòèäó YTFIENR ïðàéìåðû (DGSP1, DGSP2)
è STEP-OUT (Matz et al., 1999) ïðàéìåðû (m13r-heel, heel), ñïåöèôè-
÷åñêèåê àäàïòåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ïðàéìåðà, èñïîëüçîâàâøåãîñ ÿ
äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè.

Íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ÷àñòè÷íî âûðî æäåííûõ ãíåçäî-
âûõ ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷åñêèõ ê ïåïòèäó , ãåíåðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû CodeHope (Rose et al., 2003). Ê 5’ êîíöó ãåíåðèðîâàííûõ
CodeHope ïîñëåäîâàòåëüíîñò åé äîáàâèëè êîðîòêèå ïðîèçâîëüíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ÷òîáû ïîëó÷èòü ïðàéìåðû, èìåþùèå òåìïåðàòóðó
ïëàâëåíèÿ îê îëî 60oC.

Ïåðâàÿ 3’RACE ÏÖÐ ðåàêöèÿ ñîäåðæàëà 1 ìêë êÄÍÊ, ïðàéìåðû
DGSP1 (5’-accggataatacgcTAyacntt y) è STEP-OUT ïðàéìåð m13r-heel
(5’-gtaatacgactcactatagggccaggaaacagctatgac), Taq áóôåð (Fermentas), 2
åä.Taq (Õåëèêîí, Ìîñêâà), 0.2 ìÌ êàæäîãî dNTP è 1.5ìÌ MgCl2. ÏÖÐ
ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå, ñîñòî ÿùåé èç î äíîãî öèêëà ñòåìïåðàòóðîé îò-
æèãà 45oC, 10 öèêëîâ touchdown ÏÖÐ (Don et al., 1991)ñ òåìïåðàòóðîé
îòæèãà, ñíèæàþùåéñÿ ñ 70oC äî 60oC, è 20 öèêëîâ ñ òåìïåðàòóðîé îò-
æèãà 60oC.

Âòîðàÿ 3’RACE ÏÖÐ ðåàêöèÿ ñîäåðæàëà 1 ìêë ïðî äóêòà ïåð-
âîé ðåàêöèè, ðàçâåäåííîãî â 100 ðàç, ïðàéìåðû DGSP2 (5’-
aagaggccacaTATACATTT athgaraaymg) è STEP-OUT ïðàéìåð heel (5’-
gtaatacgactcactatagggc), îñòàëüíûå êîìïîíåíòû ñìåñè - êàê â ïåðâîé
3’RACE ÏÖÐ ðåàêöèè.ÏÖÐ ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå, ñîñòî ÿùåé èç î ä-
íîãî öèêëà ñ òåìïåðàòóðîé îòæèãà 55oC, 10 öèêëîâ touchdown ÏÖÐ ñ
òåìïåðàòóðîé îòæèãà, ñíèæàþùåéñÿ ñ 70oC äî 60oC, è 25 öèêëîâ ñ òåì-
ïåðàòóðîé îòæèãà 60oC.

Ïîëó÷åííûé ÏÖÐ ïðî äóêòëèãèðîâàëè â âåêòîð pCRI I ñïîìîùüþ íà-
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áîðà TOPO TA (Invitrogen). Ëèãàçíîé ñìåñüþ òðàíñôîðìèðîâàëè E.coli
ëèíèè DH5� , êàê îïèñàíî âûøå. Âñòàâêèâûäåëåííûõ èç áàêòåðèéïëàç-
ìèä ñåêâåíèðîâàëè â ôèðìàõ Îìíèê ñ (Ñ.Ïåòåðáóðã), Ñèëåêñ (Ìîñêâà),
ÏÈÍÍÈ (Ìîñêâà).

Ïîëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü èñïîëüçîâàëè äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò åé
òðåõãíåçäîâûõ ïðàéìåðîâ äëÿ 5’RACE ÏÖÐ .

5’RA CE ÏÖÐ . 3’ êîíåö ðàíåå ïîëó÷åííîé êÄÍÊ ïîëèàäåíèëèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ôåðìåíò à TdT (Fermentas) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè ïðîèçâî äèòåëÿ ôåðìåíò à. 5’RACE ÏÖÐ ïðîâî äèëè â ñ ïîìî-
ùüþ òðåõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ ÏÖÐ ðåàêöèé, èñïîëüçóþùèõ ãíåçäîâûå
(nested), ñïåöèôè÷åñêèå ê ïîëó÷åííîìó â ðåçóëüòàòå 3’RACE ôðàã-
ìåíòó íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è êÄÍÊ ìåçîã ëåèíà ïðàéìåðû
(5GSP1, 5GSP2, 5GSP3) è STEP-OUT ïðàéìåðû (m13rt12v, m13r-heel,
heel), ñïåöèôè÷åñêèå ê îëèãî(äÀ) ïîñëåäîâàòåëüíîñò è, äîáàâëåííîé ê 3’
êîíöó êÄÍÊ.

Ïåðâàÿ 5’RACE ÏÖÐ ðåàêöèÿ ñîäåðæàëà ïîëèàäåíèëèðîâàíó þ êÄ-
ÍÊ, ïðàéìåðû 5GSP1 (5’-tcantttcgcttcgattgggt ) è m13rt12v, Taq áóôåð
(Fermentas), ñìåñü Taq (Õåëèêîí, Ìîñêâà):V ent (NEB) 20:1,0.2 ìÌ êàæ-
äîãî dNTP è 1.5 ìÌ MgCl2. ÏÖÐ ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå, ñîñòî ÿùåé
èç î äíîãî öèêëà ñ òåìïåðàòóðîé îòæèãà 38oC, è ïîâòîðåííûõ 2 ðàçà10
öèêëîâ touchdown ÏÖÐ ñòåìïåðàòóðîé îòæèãà, ñíèæàþùåéñÿ ñ60oC äî
50oC.

Âòîðàÿ 5’RACE ÏÖÐ ðåàêöèÿ ñîäåðæàëà 1 ìêë ïðî äóêòà
ïåðâîé ðåàêöèè, ðàçâåäåííîãî â 100 ðàç, ïðàéìåðû 5GSP2 (5’-
gcgttggagtanctgctgtctg) è m13r-heel, îñòàëüíûå êîìïîíåíòû ñìåñè,
êàê â ïåðâîé 5’RACE ÏÖÐ ðåàêöèè. ÏÖÐ ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàì-
ìå, ñîñòî ÿùåé èç ïîâòîðåííûõ 2 ðàçà 10 öèêëîâ touchdown ÏÖÐ ñ
òåìïåðàòóðîé îòæèãà, ñíèæàþùåéñÿ ñ 62oC äî 52oC.

Òðåòüÿ5’RACE ÏÖÐ ðåàêöèÿ ñîäåðæàëà 1 ìêë ïðî äóêòà âòîðîé ðå-
àêöèè, ðàçâåäåííîãî â 100ðàç, ïðàéìåðû 5GSP3(5’-actggaatgcgccaaatcc)
è heel, îñòàëüíûå êîìïîíåíòû ñìåñè, êàê â ïåðâîé 5’RACE ÏÖÐ ðåàê-
öèè. ÏÖÐ ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàììå, ñîñòî ÿùåé èç ïîâòîðåííûõ äâàðàçà
10öèêëîâ touchdown ÏÖÐ ñòåìïåðàòóðîé îòæèãà, ñíèæàþùåéñÿ ñ62oC
äî 52oC è 3 öèêëîâ ñ òåìïåðàòóðîé îòæèãà 57oC.

Ïîëó÷åííûé ÏÖÐ ïðî äóêò êëîíèðîâàëè è ñåêâåíèðîâàëè, êàê îïèñà-
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íî âûøå.
Àíàëèç ýêñïðåññèè ìåçîã ëåèíà â ýïèäåðìèñå, ìåçîã ëåå è ãà-

ñòðî äåðìå ìåòî äîì ÎÒÏÖÐ . êÄÍÊ òîòàëüíîé ÐÍÊ èç ýïèäåðìû,
ãàñòðîäåðìû è ìåçîã ëåè, ïîëó÷åííóþ êàê îïèñàíî äëÿ Äèôôåðåíöè-
àëüíîãî Äèñïëåÿ, èñïîëüçîâàëè êàê ìàòðèöó äëÿ ÎÒÏÖÐ . ÏÖÐ ðå-
àêöèÿ ñîäåðæàëà ïðàéìåðû, ñïåöèôè÷åñêèå ê êÄÍÊ ìåçîã ëåèíà 5’-
gtttccttcgcacccactcg è 5’-tggatttggcgcattccag, îñòàëüíûå êîìïîíåíòû ðå-
àêöèè, êàê îïèñàíî äëÿ 3’RACE ÏÖÐ . Ðåàêöèþ ïðîâî äèëè ïî ïðîãðàì-
ìå, ñîñòî ÿùåé èç 40 öèêëîâ ñ òåìïåðàòóðîé îòæèãà 57oC.

Ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå. Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ÷àñòè÷íî âû-
ðî æäåííûõ ïðàéìåðîâ íà îñíîâå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è
ïåïòèäà èñïîëüçîâàëè WWW ñåðâèñCodeHop (Rose et al., 2003). Äëÿ
êîíñòðóèðîâàíèÿ âñåõîñòàëüíûõ ïðàéìåðîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó
FastPCR (Kalendar, 2006).

Äëÿ âû÷èñëåíèÿ ìîëåêó ëÿðíîé ìàññû, òåîðåòè÷åñêîé êðèâîé òèò-
ðîâàíèÿ è pI ìåçîã ëåèíà ïî åãî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è
èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû pI/Mw (Gasteiger et al., 2005), ProtParam
(Gasteigeret al., 2005)EMBOSS (Rice et al., 2000).

Äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ ñàéòîâ O-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
NetOglyc è NetNglyc (Julenius et al., 2005).

Äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ òîãî, ÿâëÿåòñÿ ëè ìåçîã ëåèí GPI-ancored áåëêîì,
èñïîëüçîâàëè big-PI Predictor (Eisenhaber et al., 2000).

Äëÿ ïîèñê à èçâåñòíûõ äîìåíîâ è ìîòèâîâ â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ìåçîã ëåèíà èñïîëüçîâàëè NCBI ConservedDomain Search
online service (Marchler-Bauer, Bryant, 2004) è SMART (Letunic et al.,
2006).

ÐÅÇÓ ËÜ ÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ.

Ïîèñê ãåíîâ, äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ ñÿ â ìåçî-
ãëåå ìåòî äîì Äèôôåðåíöèàëüíîãî Äèñïëåÿ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ãå-
íîâ, ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññèðóþùèõ ñÿ â êëåòêàõ ýïèäåðìû, ìåçîã ëåè
è ãàñòðîäåðìû, êàæäóþ îñîáü A. aurita ðàçäåëÿëè íà 3 ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ÷àñòèêàê îïèñàíî â ðàçäåëå"Ìàòåðèàëû è ìåòî äû". Èç êàæäîãî
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Ðèñ.1: Ðàäèîàâòîãðàô ýëåêòðîôîðåçà ïðî äóê-
òîâ ÄÄÏÖÐ ðåàêöèé íà ÐÍÊ òðåõ îñî-
áåé A. aurita (I-I I I) ñ ïðàéìåðàìè ANK1
è RAPD2. Ïðî äóêòû ÄÄÏÖÐ ñ ÐÍÊ èç
êëåòîê ýïèäåðìû (E), ìåçîã ëåè (M), ãà-
ñòðîäåðìû (G). Ñòðåëêàìè îáîçíà ÷åíû
äèôôåðåíöèàëüíûå çîíû.

ïðåïàðàò à âûäåëÿëè òîòàëüíóþ ÐÍÊ è ñðàâíèëè ýòè ÐÍÊ ïðè ïîìî-
ùè äèôôåðåíöèàëüíîãî äèñïëåÿ (ðèñ. 1). ×òîáû èñêëþ÷èòü èç àíàëè-
çà äèôôåðåíöèàëüíûå çîíû, ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ îò äåëüíûõ îñîáåé A.
aurita , ÄÄ ïîâòîðåí íà ÐÍÊ òðåõ îñîáåé ìåäóç. Ïðî äóêòû ÄÄÏÖÐ íà
ÐÍÊ èç î äèíàê îâûõ òêàíåé ðàçíûõ ìåäóç íàíåñåíû â ñîñåäíèå êàðìà-
íû ãåëÿ. Íà ðèñ. 1 ñòðåëêàìè îòìå÷åíû çîíû, êîòîðûå åñòüâ ìåçîã ëåå,
íî îòñóòñòâóþòâ ýïèäåðìå èëè ãàñòðîäåðìå, è ïîâòîð ÿþùèåñ ÿ â ïðîáàõ
ÐÍÊ ðàçíûõ ìåäóç. Ýòî ìåçîã ëåàëüíûå äèôôåðåíöèàëüíûå çîíû. Îíè
ñîäåðæàò ôðàãìåíòû êÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò áûòü ôðàãìåíò àìè äèôôå-
ðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ ñÿ òðàíñêðèïòîâ.

Äëÿ òîãî, ÷òîáû äîáèòüñÿ ïîâòîð ÿåìîñòè íàáîðîâ çîí íà ÐÍÊ ðàçíûõ
îñîáåé ìåäóçû è íàáëþ äàòü ïðè ýòîì äèôôåðåíöèàëüíûå çîíû, ïîñò à-
âèëè îê îëî 100 ÄÄÏÖÐ ñ ðàçëè÷íûìè ïðîèçâîëüíûìè ïðàéìåðàìè è
óñëîâèÿìè ðåàêöèé.Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ ÄÄÏÖÐ , ñ ïðèìåíåíèåì êîòî-
ðûõ ïîëó÷èëè ëó÷øèé ðåçóëüòàò, îïèñàíû â ðàçäåëåÄÄÏÖÐ "Ìàòåðè-
àëû è ìåòî äû".

Ó÷àñòêèãåëÿ, ñîäåðæàùèå äèôôåðåíöèàëüíûå çîíû (ðèñ. 1), âûðå-
çàëè è èñïîëüçîâàëè äëÿ ðåàìïëèôèê àöèè ñîäåðæàùèõñÿ â íèõ ôðàã-
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>aur p1
GTGCTGCAGC CTTAGTTCAA AACAATGCGG ATGAATCAGA TGCTGTTAAT CCTTCCGTAT
TAATGACTAG AATTGTTCAG CCTTCGCATA TTCGCGAAGA ATCAGAAGAT TTACACACTC
CTGATACGAA TGAAATTCCT ATTGTAACTA AGAAAAACGG CAAAATATCT ACTGATCCGC
ACGATCCGGA T

>aur p52
CAAACACGGT CTAGGAATGT TAATGTAAGG AAAGCTATAT CAAAGTATGA AGAATTAACT
TCGTATATTA ACTTGTTTTA AGAATATGCT TTCAAACCAT ATTAGCAGTG ATTTTTAATG
AGGTGAATAA TTTAATG

>aur p54
CCACAACTTT GATTCCCTTT GTCTGAAATT TGCCACAGCT TGACTGCCTT GGCCTTGATT
TTGTGTCCTT CAACTTCATG

>aur p7
GTAGGAGACT AAACGGTTAT GAAGATTTTA TCGTCAGTAG GTAAGTAGAG CTAAGAGACG
TAATACCGTT GGTTTTTATA CTAAGAAGAA CGGTTTGTTT TAACCGTCCC TATCAAATAT
GTTCTGNAAA ACCGACACGG TTGTGGATAT AGTAGGTCAC GGTAC

Ðèñ.2: Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñò è, ïîëó÷åííûå ìåòî äîì ÄÄÏÖÐ .

ìåíòîâ ÄÍÊ. Êàæäàÿ âûðåçàííàÿ äèôôåðåíöèàëüíàÿ çîíà îáû÷íî ñî-
äåðæèò ñìåñü ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ î äèíàê îâîé äëèíû. ÄÍÊ, ðåàìïëèôè-
öèðîâàíàÿ èç âûðåçàííûõ ó÷àñòêîâ ãåëÿ,áûëà êëîíèðîâàíà è ñåêâåíè-
ðîâàíà.

Ñåêâåíèðîâàíî 10ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ ïðè ïîìîùè ÄÄÏ-
ÖÐ. Ïðè èõ ñðàâíåíèè ñ èçâåñòíûìè ãåíàìè â áàçàõäàííûõ GenBank è
EMBL ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû BLAST (Altschul et al., 1997) 4 ôðàã-
ìåíò à ïîê àçàëè âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëîãèè (87-100%) ñ ðàçëè÷íûìè
ãåíàìè áàêòåðèé. Ïîñê îëüêó ÐÍÊ äëÿ ÄÄÏÖÐ áûëà ïîëó÷åíà èç ìå-
äóç, ïîéìàííûõ â ïðèðî äå, è êîíò àìèíàöèÿ áàêòåðèàëüíîé ÐÍÊ âåñüìà
âåðîÿòíà, òàêèåôðàãìåíòû áûëè èñêëþ÷åíû èç äàëüíåéøåãî àíàëèçà.

Îäèí èç ôðàãìåíòîâ íà 99% ãîìîëîãè÷åí ãåíó AY033611.1 Homo
sapiensplacenta immunoregulatory factor PLIF mRNA. ÏÖÐ íà ìàòðèöå
òîòàëüíîé ÄÍÊ A. aurita ñ ïðàéìåðàìè ê äàííîìó ôðàãìåíòó íå ïî ä-
òâåðäèëà åãî ïðèíàäëåæíîñòü ìåäóçå. Ïðè îáðàáîòê å òîòàëüíîé ÐÍÊ è
ïðè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè áûë èñïîëüçîâàí èíãèáèòîð ÐÍÊàçû, ïîëó-
÷åííûé èç ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (Fermentas), è ÎÒÏÖÐ ïîê àçàë íàëè÷èå
ýòîãî ôðàãìåíò à òîëüêî â ïðåïàðàò àõ êÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ýòîãî èíãèáèòîðà. Ïîýòîìó äàííûé ôðàãìåíò òàêæåáûë èñêëþ÷åí
èç äàëüíåéøåãî àíàëèçà.
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Ðèñ.3: Ýëåêòðîôîðåç â 1% àãàðîçíîì ãåëåïðî-
äóêòîâ ÎÒÏÖÐ , ïîëó÷åííûõ ñ ÐÍÊ èç
êëåòîê ýïèäåðìû(E), ìåçîã ëåè(M) è ãà-
ñòðîäåðìû(G) äâóõ îñîáåé Aurelia aurita
(I, I I), ñ ïðàéìåðìè ê ôðàãìåíòó aurp7.

Ôðàãìåíò aurp54 (ðèñ. 2) íà 98%ãîìîëîãè÷åí ñ ãåíó AF161446Homo
sapiensHSPC328.Ôðàãìåíòû aurp1, aurp7, aurp52 (ðèñ. 2) íå ïîê àçàëè
äîñòîâåðíîé ãîìîëîãèè ñ èçâåñòíûìè ãåíàìè ñîäåðæàùèìèñ ÿ, â áàçàõ
äàííûõ GenBank è EMBL.

Äëÿ òîãî, ÷òîáû ïðîâåðèòü ïðèíàäëåæíîñòü ñåêâåíèðîâàíûõ ôðàã-
ìåíòîâ A. aurita , ïðîâåëè ÏÖÐ òîòàëüíîé ÄÍÊ ìåäóçû ñ ïðàéìåðàìè
ê ýòèì ôðàãìåíò àì. Òàêàÿ ïðîâåðê à ïîçâîëèëà ïî äòâåðäèòü ïðèíàä-
ëåæíîñòü ôðàãìåíòîâ aurp7, aurp52 è aurp54 ìåäóçå, íî íå ôðàãìåíò à
aurp1. ÎÒÏÖÐ ÐÍÊ íåñêîëüêèõ îñîáåé A. aurita ñ ïðàéìåðàìè ê ýòîìó
ôðàãìåíòó äàë ïðî äóêò î æèäàåìîãî ðàçìåðà. Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ
ÎÒÏÖÐ ìî æíî çàêëþ÷èòü, ÷òî aurp1 ïðèíàäëåæèò A. aurita .

Òêàíåñïåöèôè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ôðàãìåíò àìè êîòîðûõ ÿâëÿþò-
ñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò è aurp1, aurp7, aurp52, aurp54, áûëà ïðîâåðåíà
ÎÒÏÖÐ íà ÐÍÊ èç êëåòîê ýïèäåðìû, ìåçîã ëåèè ãàñòðîäåðìû. Äëÿ ýòî-
ãî ÐÍÊ èç ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòîê áûëà îáðàáîò àíà ÄÍÊàçîé è ïðîâå-
äåíà îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ (ÎÒ) ñ ïðàéìåðîì ANK1, êîìïëåìåíò àð-
íûì ïîëè-À êîíöó èÐÍÊ. Ïîëó÷åííàÿ êÄÍÊ áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ
ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê ñåêâåíèðîâàíûì ôðàãìåíò àì. Ñ ïîìîùüþ ÎÒÏ-
ÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê ôðàãìåíò àì aurp1, aurp52, aurp54 áûëî ïîê àçàíî,
÷òî îíè íå òêàíåñïåöèôè÷íû.

Ðåçóëüòàò ÎÒÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê ôðàãìåíòó aurp7 ïðåäñòàâëåí íà
ðèñ. 3. Íà äîðî æêàõ, ñîäåðæàùèõ ïðî äóêòû ÎÒÏÖÐ íà ÐÍÊ èç êëåòîê
ýïèäåðìû ðàçíûõ îñîáåé A. aurita (äîðî æêè 1,4), âèäíû çîíû, ïðåäñòàâ-
ëÿþùèå ïðî äóêòû ÎÒÏÖÐ . Ïðî äóêòû ðåàêöèèíà îñòàëüíûõ äîðî æêàõ
îòñóòñòâóþò(ñëàáûå çîíû íà íèõ - ïðàéìåðû). Òàêèì îáðàçîì, ÎÒÏÖÐ
ïîê àçàëà,÷òî ôðàãìåíò aurp7 ñïåöèôè÷åí äëÿ ýïèäåðìû.

Ñåêâåíèðîâàíî 4 ôðàãìåíò à íåèçâåñòíûõ ãåíîâ A. aurita . Èç íèõ 1
äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â ýïèäåðìå ìåäóçû. Ãåíîâ, ñïåöè-
ôè÷íî ýêñïðåññèðóþùèõ ñÿ â Ìê, ñ ïîìîùüþ ìåòî äà äèôôåðåíöèàëü-
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íîãî äèñïëåÿ, îáíàðóæèòü íå óäàëîñü.
Ìîëåêó ëÿðíîå êëîíèðîâàíèå ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà. Ñ ïîìîùüþ

ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà áåëêîâîãî ñîñòàâà ìåçîã ëåè çðåëûõ ìå-
äóç A. aurita áûëè îáíàðóæ åíû íåñêîëüêèõ ìàæ îðíûõ áåëêîâ. Àíòè-
òåëà ê î äíîìó èç íèõ, áåëêó ìàññîé 45/47 êÄà, îêðàøèâàþò áåëêîâûå
ãðàíóëû â öèòîïëàçìå ìåçîã ëåàëüíûõ êëåòîê; ó çðåëûõ ìåäóç îíè òàê-
æå îêðàøèâàþò âîëîêíà â ÂÊÌ ìåçîã ëåè è àïèê àëüíóþ ÷àñòüêëåòîê
ýïèäåðìû (Shaposhnikova et al., 2005). Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìî æ-
íî çàêëþ÷èòü, ÷òî Ìê A. aurita ó÷àñòâóþòâ ïðîöåññàõ ôîðìèðîâàíèÿ
ÂÊÌ ìåçîã ëåè, íàð ÿäó ñ ýïèäåðìàëüíûìè êëåòêàìè.

Ìàññ- ñïåêòðîìåòðè÷åñêè é àíàëèç íàáîðà ïåïòèäîâ (MALDI), ïîëó-
÷åííûõ èç áåëêà ìàññîé 45/47 êÄà òðèïñèíîëèçîì, íå ïîçâîëèë îáíà-
ðóæèòü â áàçàõ äàííûõ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è äàííîãî
áåëêà.

Ïîïûòê à ïîëó÷èòü N-êîíöåâîé ôðàãìåíò àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè èíòåðåñóþùåãî áåëêà ìåòî äîì áåëêîâîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ
ïî Ýäìàíó (Edman degradation) íå äàëà ðåçóëüòàòà. Âîçìî æíî, N-êîíåö
áåëêà 45/47 êÄà áëîêèðîâàí.

Áåëêîâîå ñåêâåíèðîâàíèå ïî Ýäìàíó ïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ èç áåëêà
45/47 êÄà òðèïñèíîëèçîì, äàëî 4 àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò è
(DDAQGHYTCNADE; DSXYSNAH; YTFIENR; CTSGCEGNNI). Ñðàâ-
íåíèå ïîëó÷åííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò åé ñáåëêàìè â áàçàõäàííûõ ïîê à-
çàëî, ÷òî ïåïòèäû íå ïðèíàäëåæ àò íè î äíîìó èç èçâåñòíûõ áåëêîâ.

Ìîëåêó ëÿðíîå êëîíèðîâàíèå ìÐÍÊ ýòîãî áåëêà äàëî íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü äëèíîé 1421íï. Ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ñîäåðæèò îò-
êðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíèÿ äëèíîé 1249íï è âàðèàíò ñèãíàëà ïîëèàäå-
íèëèðîâàíèÿ (ATTAAA) íà 18 íï âûøå ïîëè-A ïîñëåäîâàòåëüíîñò è íà
3’êîíöå (ðèñ. 4).

Òåîðåòè÷åñêàÿ òðàíñêðèïöèÿ îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ äàåò ãè-
ïîòåòè÷åñêèé áåëîê äëèíîé 416 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (aa) è ðàñ-
÷åòíîé ìîëåêó ëÿðíîé ìàññîé 47223Äà (ProtP aram).

Âñå 4 àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ïåïòèäîâ ñîäåðæàòñÿ â
ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ãèïîòåòè÷åñêîãî áåëêà (ðèñ. 4).

Ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ãèïîòåòè÷åñêîãî áåëêà ñ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè áåëêîâ ñîäåðæàùèìèñ ÿ â áàçàõäàííûõ ïîê àçàëî, ÷òî ýòî
íîâûé áåëîê. Ìû íàçâàëè åãî ìåçîã ëåèí.
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Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà ðàçìåùåíà â
GenBank (AccessionNumber DQ467654).Áûëà êëîíèðîâàíà, òàêæå, ìÐ-
ÍÊ ìåçîã ëåèíà, îò ëè÷àþùàÿñ ÿ îò ïðèâåäåííîé íà 22íï. Îíà ðàçìåùåíà
â GenBank (AccessionNumber EF093532).

Îòñóòñòâèå 5’ íåòðàíñëèðó åìîãî ðàéîíà è îòñóòñòâèåìåòèîíèíà íà
N-êîíöå ãèïîòåòè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è áåëêà óêàçûâàåòíà òî, ÷òî
ïîëó÷åííàÿ íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ÿâëÿåòñÿ ÷àñòè÷íîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòüþ ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà. Òî, ÷òî ìàññà ìåçîã ëåèíà, îïðå-
äåëåííàÿ ñ ïîìîùüþ äèñê-ýëåêòðîôîðåçà, áëèçêà ê ìàññå, ðàññ÷èòàí-
íîé ïî ãèïîòåòè÷åñêîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è, ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëî æèòü,÷òî êëîíèðîâàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ëèøü íåíàìíîãî
êîðî÷å ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà.

Â ðåçóëüòàòå ïîèñê à èçâåñòíûõ äîìåíîâ â ãèïîòåòè÷åñêîé àìèíî-
êèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è ìåçîã ëåèíà áûëè îáíàðóæ åíû äîìåíû
Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) è ZonaPelucida (ZP), à òàêæå3 ñàéòà óçíàâà-
íèÿ ïðîòåàçû ôóðèí (furin), 2 âîçìî æíûõ ñàéòà N-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ è
1 âîçìî æíûé ñàéòO-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ. Ðàñïîëî æåíèå äîìåíîâ è ñàé-
òîâ ïîê àçàíî íà ðèñ. 4.

Äîìåí Zona Pelucida (ZP) âñòðå÷àåòñÿ â áîëüøîì êîëè÷åñòâåðàçëè÷-
íûõ ýêñòðàêëåòî÷íûõ áåëêîâ. Â íàñòî ÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî îê îëî 680
áåëêîâ, ñîäåðæàùèõ ýòîò äîìåí. Ôóíêöèè ZP-ñîäåðæàùèõ áåëêîâ ðàç-
íîîáðàçíû - îò ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ â îáîëî÷ê å ÿéöà èëè â "ñëè-
çèñòûõ äîìèê àõ"àïïåíäèêó ëÿðèé äî êîìïîíåíòîâ, ïåðåäàþùèõ ìåõ àíè-
÷åñêóþ íàãðóçêó (mechanotransducers)â êðûëå äðîçîôèëû, èëè ðåöåï-
òîðîâ ó ìëåê îïèò àþùèõ è äðóãèõïîçâîíî÷íûõ (Jovine et al., 2005).

ZP-ñîäåðæàùèå áåëêè ìîãóò ïî äâåðãàòüñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííî -
ìó ðàñùåïëåíèþ ôóðèíî-ïî äîáíûìè ýíäîïåïòèäàçàìè (furin-lik e
endopeptidases),êàê ýòî áûëî ïîê àçàíî äëÿ áåëêîâ ìëåê îïèò àþùèõ ZP2
è ZP3 (Litscher et al., 1999). Ìåçîã ëåèí ñîäåðæèò òðè âîçìî æíûõ ñàéòà
óçíàâàíèÿ ïðîòåàçû ôóðèí (ðèñ. 4): ïåðâûé RRRR - ïåðåä äîìåíîì DSL
(ïîçèöèè 4-7 àà), âòîðîé RDSR - ìåæäó DSL è ZP äîìåíàìè (ïîçèöèè
86-89aa), òðåòèéRKER - íèæ å äîìåíà ZP (ïîçèöèè 370-373àà).

Ó ìíîãèõ ZP-ñîäåðæàùèõ áåëêîâ åñòüòðàíñìåìáðàííûé äîìåí, èëè
GPI-anchor, ïðèêðåïëÿþùèé ýòè áåëêè ê êëåòî÷íîé ìåìáðàíå. Òàêèå
áåëêè ýêñêðåòèðóþòñÿ ïîñëå òîãî, êàê ôóðèí-ïî äîáíàÿ ïðîòåàçà ðàç-
ðåçàåòáåëîê ìåæäó ZP-äîìåíîì è ìåñòîì êðåïëåíèÿ áåëêà ê êëåòî÷-
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Ðèñ.4: Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà è åãî òåîðåòè÷åñêàÿ àìè-
íîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü. Äîìåí DSL îòìå÷åí ïóíêòèðíûì ïî ä÷åðêè-
âàíèåì. Äîìåí ZP îòìå÷åí ïî ä÷åðêèâàíèåì. Ïðåäïîëàã àåìûå ñàéòû ðàñùåï-
ëåíèÿ ïðîòåàçîé ôóðèí (furin) îòìå÷åíû ðàìê îé. Ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå ìåòî-
äîì áåëêîâîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ïî Ýäìàíó , îòìå÷åíû æèðíûì êóðñèâîì. Ñàéò
ñèãíàëà ïîëèàäåíåëèðîâàíè ÿ îòìå÷åí ñåðûì è ðàìê îé. Ñòîï êî äîí îáîçíà ÷åí
çâåçäî÷êîé. Âîçìî æíûå ñàéòû N-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ è O-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ îò-
ìå÷åíû ñåðûì.
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íîé ìåìáðàíå. Ó ìåçîã ëåèíà íå îáíàðóæ åíî íè òðàíñìåìáðàííîãî äî-
ìåíà, íè GPI-anchor. Èçâåñòíû äðóãèåZP-ñîäåðæàùèå áåëêè, íå èìåþ-
ùèå òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà è GPI-anchor, íàïðèìåð áåëêèñåìåéñòâà
oikosins(Jovine et al., 2005).

Äîìåí DSL âñòðå÷àåòñÿ â ýêñòðàêëåòî÷íûõ áåëêàõ èëè â ýêñòðà-
êëåòî÷íîé ÷àñòèìåìáðàííûõ è òðàíñìåìáðàííûõ áåëêîâ. Ýòîò äîìåí
íåîá õî äèì äëÿ àêòèâàöèèðåöåïòîðîâ - ÷ëåíîâ ñåìåéñòâàLin-12/Notc h.
Äîìåí DSL ìî æåò ñëóæèòü ñâÿçóþùèì çâåíîì ïðè îëèãîìåðèçàöèè
DSL-ñîäåðæàùèõ áåëêîâ, â ðåçóëüòàòåêîòîðîé îáðàçóåòñÿ àêòèâíûé ëè-
ãàíä, âçàèìî äåéñòâóþùèé ñ ýêñòðàêëåòî÷íîé ÷àñòüþ Lin-12/Notc h áåë-
êîâ (Fitzgerald, Greenwald, 1995;Yuan et al., 2001).

Áåëêè ñåìåéñòâà Lin-12/Notc h ÿâëÿþòñÿ òðàíñìåìáðàííûìè áåëêà-
ìè, ïåðåñåêàþùèìè êëåòî÷íîþ ìåìáðàíó î äèí ðàç. Îíè ó÷àñòâóþò â
ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ, îïðåäåëÿþùèõ íàïðàâëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê ó áåñïîçâîíî÷íûõ è ïîçâîíî÷íûõ (Kiy ota, Kinoshita 2002).

Êðîìå ìåçîã ëåèíà ñóùåñòâóþò äðóãèå áåëêè, ñîäåðæàùèå ZP è
DSL äîìåíû, íàïðèìåð Strongylocentrotus purpuratus predicted protein
UniProt AccessionNo. UPI0000583FF7similar to Neurogeniclocus Notch
protein precursor.

Ãèñòîõèìè÷åñêèå äàííûå (Napara et al., 1996a)ïîçâîëÿþò ïðåäïîëî-
æèòü,÷òî ìåçîã ëåèí èìåò ïîëî æèòåëüíûé çàðÿä. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâå-
ðèòü ýòî ïðåäïîëî æåíèå, ãîìîãåíàò ìåçîã ëåè áûë ðàçäåëåí ñ ïîìîùüþ
êèñëîãî ýëåêòðîôîðåçà â ïðèñóòñòâèè ìî÷åâèíû (Panyim and Chalkley,
1969) (ðèñ. 5). Â ðåçóëüòàòåòàêîãî ðàçäåëåíèÿ âûÿâèëè 5 çîí, ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ïîëî æèòåëüíî çàðÿæåíûì áåëêàì. Ñ ïîìîùüþ èììóíîáëî-
òà îáíàðóæèëè, ÷òî î äíà èç ïîëó÷åííûõ çîí îêðàøèâàåòñÿ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ìåçîã ëåèíà.

Ñîîòâåòñòâèå ìîëåêó ëÿðíîé ìàññû áåëêà, ñîäåðæàùåãîñÿ â äàííîé
çîíå ìàññå ìåçîã ëåèíà, ïî äòâåðäèëè ñ ïîìîùüþ äèñê-ýëåêòðîôîðåçà è
èìóíîáëîò à (ðèñ. 5, I I).

Òåîðåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ òèòðîâàíèÿ, ïîñòðîåííàÿ íà îñíîâàíèè àìè-
íîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñò è, èìååò èçîýëåêòðè÷åñêóþ òî÷êó 9.03,
÷òî ïî ääòâåðæäàåòïðåäïîëî æåíèå î ïîëî æèòåëüíîì çàðÿäå ìåçîãåèíà.
Ñèëüíûé ïîçèòèâíûé çàðÿä íå õàðàêòåðåí äëÿ ZP-ñîäåðæàùèõ áåëêîâ.
Òîëüê î 12.5%áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâàèìåþò òåîðåòè÷åñêóþèçîýëêòðè-
÷åñêóþ òî÷êó âûøå pI 8. Ñðåäíÿÿ òåîðåòè÷åñêàÿ èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷-
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Ðèñ.5: I - Êèñëûé-ìî÷åâèííûé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ìåçîã ëåè, îêðàøåíûé êóìàññè (1).
Èììóíîáëîò ýëåêòðîôîðåçà îêðàøåííûé ïðåèìóííîé ñûâîðîòê îé (2) è àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ ìåçîã ëåèíà (3). I I Äèñê-ýëåêòðîôîðåç çîí âûðåçàííûõ èç ãåëÿ
êèñëîãî-ìî÷åâèííîã î ýëåêòðîôîðåçà (1-5) è ãîìîãåíàò à ìåçîã ëåè (6). Íîìåðà
äîðî æåê ñîîòâåòñòâóþò íîìåðàì çîí íà I(1). Ñïðàâà ïðèâåäåíû ìîëåêó ëÿðíûå
ìàññû ìàðê åðíûõ áåëêîâ. I I I - Èììóíîáëîò äèñê ýëåêòðîôîðåçà, îêðàøåííûé
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìåçîã ëåèíà. Ñòðåëêèóêàçûâàþò íà çîíû, ñîîòâåòñòâóþùèå
ìåçîã ëåèíó.

êà ZP-ñîäåðæàùèõ áåëêîâ pI 6.3 à ñðåäíÿÿ èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà ZP
äîìåíîâ pI 6.2.

×òîáû âûÿñíèòü, ïðè êàêèõ óñëîâèÿõ ìåçîã ëåèí ýêñòðàãèðóåòñÿ èç
ìåçîã ëåè, ïðèìåíÿëè ýêñòðàãèðóþùèå ðàñòâîðû ñ ðàçëè÷ûìè pH è èîí-
íîé ñèëîé. Îê àçëîñòü,÷òî ìåçîã ëåèí õîðîøî ýêñòðàãèðóåòñÿ ïðè pH íè-
æå pH 3, à èîííàÿ ñèëàðàñòâîðà ïî÷òè íå èìååò çíà÷åíèÿ.

Íà îñíîâàíèè òîãî, ÷òî èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà ìåçîã ëåèíà ñäâèíó-
òà â ùåëî÷íóþ îáëàñòü, ìî æíî ñäåëàòüâûâî ä, ÷òî ïðè íåéòðàëüíîì pH
ìåçîã ëåèí çàðÿæåí ïîëî æèòåëüíî. Ïîëî æèòåëüíûé çàðÿä áåëêà äîëæåí
ñïîñîáñòâîâàòü åãî õîðøåé ðàñòâîðèìîñòè, î äíàê î â õî äåýêñïåðèìåíòîâ
ïî ýêñòðàêöèèìåçîã ëåèíà èç ìåçîã ëåè,áûëî ïîê àçàíî ÷òî áåëîê õîðîøî
ýêñòðàãèðóåòñÿ òîëüêî ïðè êèñëîì pH. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëî æèòü,÷òî ìåçîã ëåèí ïðî÷íî ñâÿçàí ñ ÂÊÌ.

Â ðåçóëüòàòåàíàëèçà ýêñïðåññèèìåçîã ëåèíà â ýïèäåðìå, ãàñòðîäåðìå
è ìåçîã ëååìåòî äîì ÎÒÏÖÐ (ðèñ. 6) áûëî ïîê àçàíî, ÷òî ÏÖÐ ïðî äóêò
î æèäàåìîãî ðàçìåðà íàáëþ äàåòñÿ òîëüêî â ðåàêöèÿõñÐÍÊ èç ìåçîã ëåè.

Åñòü ðàñõî æäåíèå ìåæäó ðåçóëüòàòàìè îêðàñêè àíòèòåëàìè è
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Ðèñ.6: Ýëåêòðîôîðåç â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå
ïðî äóêòîâ ÎÒÏÖÐ , ïîëó÷åííûõ ñ ÐÍÊ
èç êëåòîê ýïèäåðìû(E), ìåçîã ëåè(M)
è ãàñòðîäåðìû(G) äâóõ îñîáåé Aurelia
aurita , ñ ïðàéìåðìè êîìïëèìåíò àðíûìè
ìÐÍÊ ìåçîã ëåèíà.

ÎÒÏÖÐ . Ïðè îêðàñêå àíòèòåëàìè ê ìåçîã ëåèíó èììóíîáëîòîâ äèñê-
ýëåêòðîôîðåçà ìåçîã ëåè, Ìê, ýïèäåðìû è ãàñòðîäåðìû, êðîìå çîíû ñî-
îòâåòñòâóþùåé ìåçîã ëåèíó, îêðàøèâàþòñ ÿ òàêæåçîíû 80êÄà è 120êÄà
íà äîðî æêàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ Ìê è ýïèäåðìå. Âîçìî æíî, ìåçîã ëåèí
ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå áåëêà- ïðåäøåñòâåííèê à, êîòîðûé ïî äâåðãàåòñÿ
ïîñòðàíñëÿöèîííîì ó ðàñùåïëåíèþ. Ïðè îêðàñêå ñðåçîâ ìåäóçû àíòè-
òåëàê ìåçîã ëåèíó îêðàøèâàþò Ìê, âîëîêíà â ÂÊÌ ìåçîã ëåè è êëåòêè
ýïèäåðìû. Âîçìî æíî, â êëåòêàõ ýïèäåðìû åñòüìåçîã ëåèí, íî ýêñïðåñ-
ñèÿ åãî ãåíà ó âçðîñëûõ ìåäóç â êëåòêàõ ýïèäåðìû øëà íà áîëåå ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ îíòîãåíåçà. Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ü ìåçîã ëå-
èíà ñîñòàâëÿåòîê îëî 416aaèç íèõ áîëüøå ïîëîâèíû çàíèìàåò äîìåí ZP
(246 aa), ïîýòîìó î äíî èç îáúÿñíåíèé ðàñõî æäåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ñîñòîèò
â òîì, ÷òî, âîçìî æíî, àíòèòåëà óçíàþò äîìåí ZP äðóãèõ ZP ñîäåðæà-
ùèõ áåëêîâ â êëåòêàõ ýïèäåðìû. Ðåçóëüòàòû ÎÒÏÖÐ ïðåäñòàâëÿþòñÿ
äîñòîâåðíåå îêðàñêè àíòèòåëàìè, ò.ê. ïðàéìåðû îáåñïå÷èâàþò áîëüøóþ
ñïåöèôè÷íîñòü, ÷åì ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà. Òàêèì îáðàçîì, ìåçî-
ãëåèí äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â Ìê âçðîñëûõ ìåäóç.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìî æíî ïðåäïîëî æèòü, ÷òî ìåçî-
ãëåèí ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûì ýëåìåíòîì ÂÊÌ ìåçîã ëåè.

Ïîñê îëüêó ïîê àçàíî, ÷òî ZP-ñîäåðæàùèå áåëêè ìîãóò âûïîëíÿòü
ðîëü ýëåìåíòîâ, ïåðåäàþùèõ ìåõ àíè÷åñêóþ íàãðóçêó (Jovine et al.,
2005), ìî æíî ïðåäïîëî æèòü, ÷òî ìåçîã ëåèí ìî äèôèöèðó åò ìåõ àíè÷å-
ñêèå ñâîéñòâà ÂÊÌ ìåçîã ëåè, äåëàÿ åå áîëåå ïðî÷íîé. Ýòî ïî äòâåð-
æäàåòñÿ ñóáúåêòèâíûì íàáëþ äåíèåì, ÷òî òåëî ìåäóç, äîñòèãøèõ ìàê-
ñèìàëüíûõ ðàçìåðîâ, áîëåå æåñòêîå, ÷åì ó ìîëî äûõ ìåäóç.

Íàëè÷èå â ìåçîã ëåèíå äîìåíà DSL ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî æèòü,÷òî ìå-
çîãëåèí ìî æåò íàïðàâëÿòü äèôôåðåíöèðîâêó êàêîãî-òî òèïà êëåòîê.
Âîçìî æíî DSL ìåçîã ëåèíà ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì äëÿ êëåòîê, âûñåëèâøèõ-
ñÿ èç ýïèòåëèÿ â ìåçîã ëåþ, íàïðàâëÿþùèì èõ äèôôåðåíöèðîâêó â Ìê.

Íà îñíîâàíèè äàííûõ î òîì, ÷òî ó âçðîñëûõ ìåäóç ìåçîã ëåèí ýêñ-
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ïðåññèðóåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî â Ìê è ýòè êëåòêè ñîäåðæàò êðóïíûå
ãðàíóëû îêðàøèâàåìûå àíòèòåëàìè ê ìåçîãåèíó , ìî æíî ïðåäïîëî æèòü,
÷òî Ìê ÿâëÿþòñÿ ñïåöèàëèçèðîâàíîé ãðóïïîé êëåòîê, îáîã àùàþùåé
ÂÊÌ ìåçîã ëåèíîì.
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