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УДК 615.4 IN VIVO ANTIOXIDANT EFFECTS OF BETULIN IN STREPTOZOTOCIN-NICOTINAMIDE INDUCED DIABETIC RATS F.O. Adepoju, I.F. Gette, I.G. Danilova  Scientific supervisor: Prof., Dr. E.G. Kovaleva  Ural Federal University, named after the first president of Russia B.N. Yeltsin, Yekaterinburg, Mira str., 19, 620002  E-mail: besee010@gmail.com   АНТИОКСИДАНТНЫЕ ЭФФЕКТЫ БЕТУЛИНА IN VIVO У КРЫС С ДИАБЕТОМ, ИНДУЦИРОВАННЫМ СТРЕПТОЗОТОЦИНОМ-НИКОТИНАМИДОМ Ф.О. Адеподжу, И.Ф. Гетте, И.Г. Данилова  Научный руководитель: профессор, д.т.н. Е.Г. Ковалева  Уральский Федеральный Университет, имени первого Президента России Б.Н. Ельцина Россия, г. Екатеринбург, Ул. Мира 19, 620002  E-mail: besee010@gmail.com   Аннотация. В этом исследовании мы рассмотрели антиоксидантную активность бетулина при диабете, индуцированном стрептозотоцин-никотанимидом. Результат исследования показал, что бетулин противодействует окислительному стрессу за счет снижения потребности в потреблении антиоксиданта глутатиона и активации антиоксидантных ферментов.  Introduction. Oxidative stress has been reported to play an important role in the development of vascular complications of diabetes, especially type 2 diabetes (Pham-Huy, 2008). Elevated levels of ROS in diabetes can result in the dysfunction of the antioxidant defense system causing a decrease or increase in the production of antioxidants enzymes. What's more, changes in the levels of these antioxidant enzymes increase tissue sensitivity to oxidative stress, which can then lead to diabetic complications. The purpose of this study was to investigate the therapeutic effect of betulin on streptozotocin (STZ) nicotinamide-induced diabetes by measuring the biochemical and oxidative stress indexes [1-4].  Research methods. In this study, 42 female Wistar rats were grouped into seven (n= 6) including both intact and diabetic control. Diabetes was induced by administration of nicotinamide (110 mg/kg b. wt.) 15 minutes prior to streptozotocin (STZ) injection (65 mg/kg b. wt.) intraperitoneally.   Groupings: group 1: control, group 2: control and water, group 3: control + betulin (50 mg/kg), group 4: diabetic control, group 5: diabetic rats + water, group 6: diabetic rats + betulin (20 mg/kg), group 7: diabetic rats + betulin (50mg/kg). Then serum and erythrocyte levels of FBG, total protein, creatinine, and antioxidant enzymes were evaluated. Results. The formation of type 2 diabetes mellitus led to increased plasma glucose, lowered creatinine and total protein (Table 1) and depletion of the antioxidant enzymes that is accompanied by a decrease in glutathione and an increase in superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), malondialdehyde (MDA)as shown 
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in Table 2 and 3. However, administration of betulin at a dose of 20 and 50 mg/kg b. wt. improved activity of antioxidant enzymes in both blood plasma and erythrocyte hemolysate. Table 1 Effect of betulin on biochemical analysis of both intact and diabetic groups of rats 
Parameter 1 Intact 2 Control+water 3 Control+betulin (50 mg/kg) 4 T2DM  5 T2DM + water 

 6 T2DM + betulin 20 mg / kg 
 7 T2DM + betulin 50 mg / kg Glucose, mmol / L 5.9±0.3 7.7±0.3 * 8.6±0.1 * 11.1±0.5 *, 2 10.3±0.4 2 6.3±0.6 5 8.2±0.6 5 Total protein, g / L 70.5±1.3 67.3±2.2 67.6±1.3  68.5±2.0 64.3±2.1  62.1±1.6  68.0±1.5 6 Creatinine, µmol / L 62.3±1.5 60.2±1.7 64.3±1.6 48.6±3.1 *, 2 67.7±0.7 2 68.0±3.3 2 64.3±1.9  * - the difference with the parameter of the intact group is significant at P<0.05; 2, 4, 5, 6 – the difference with the parameter of group 2, 4, 5 or 6 is significant at P<0.05.  Table 2  Indicators of FRO-AOD in groups of rats 1-4 

Parameter 1 Intact 2 Control+water 3 Control+betulin (50 mg/kg) 4 T2DM Glutathione in blood plasma, µmol / L 20.5±5.3 88.2±8.4 * 47.2±3.4 *, 2 15.1±2.7 2 Glutathione in erythrocyte hemolysate, µmol / g Hb 8.93±0.35 7.82±0.46 10.46±0.54 2 6.81±0.26 *, 2 MDA in plasma, µmol / L 3.78±0.58 3.75±0.38 6.75±0.31 *, 2 7.25±0.61 *, 2 MDA in erythrocyte hemolysate, nmol/ g Hb 60.3±1.9 55.0±3.0  120.5±9.0 *, 2 67.4±2.6 2 SOD in erythrocyte hemolysate, units / min·g Hb 112.5±5.0  132.4±3.5 * 130.8±6.6  200.9±9.9 *, 2 Catalase in erythrocyte hemolysate, mmol / min·g Hb 50.2±2.0  48.5±2.8 37.0±2.6 *, 2 64.8±2.9 *, 2 
* - the difference with the parameter of the intact group is significant at P<0.05; 2 – the difference with the parameter of group 2 is significant at P<0.05.   
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Table 3  Indicators of FRO-AOD in groups of rats 2,5-7  Parameter 2 Control- water 5 T2DM + water 6 T2DM + betulin 20 mg / kg 
7 T2DM + betulin 50 mg / kg Glutathione in blood plasma, µmol / L 88.2±8.4  30.9±4.8 2 77.7±7.9 5 46.1±5.3  2, 6 Glutathione in erythrocyte hemolysate, µmol / g Hb 7.82±0.46 6.26±0.48  6.20±0.47 2 6.42±1.16 MDA in plasma, µmol / L 3.75±0.38 6.27±0.25 2 5.73±0.43 2 4.46±0.19 5, 6 MDA in erythrocyte hemolysate, nmol/ g Hb 55.0±3.0  78.3±5.7 2 66.7±2.3 2 65.9±7.7 SOD in erythrocyte hemolysate, units / min·g Hb 132.4±3.5  132.8±8.7  132.2±4.6  110.9±13.7  

Catalase in erythrocyte hemolysate, mmol / min·g Hb 48.5±2.8  48.9±1.9  43.3±1.9  45.3±1.2  
2, 5, 6 – the difference with the parameter of group 2, 5 or 6 is significant at P<0.05.  Conclusion. The results of this study showed that the administration of betulin to diabetic rats has an antioxidant effect and the capacity to modulate oxidative stress. In addition, a dose of betulin at 50 mg/kg b. wt. normalizes the content of malondialdehyde in the blood.  REFERENCES  1. Pham-Huy, L.A., He H., Pham-Huy C. Free radicals, antioxidants in disease and health // IJBS. – 2008. – No. 4(2). – P. 89–96. 2. Beauchamp C., Fridovich I. Superoxide dismutase: improved assays and an assay applicable to acrylamide gels // Biochem. – 1971. – V. 44, № 1. – P. 276-287 3. Fridovich I. (1975). Annu Rev. Biochem. (Snell, E. E., Boyer, P. D., Meister, A. & Richardson, C. C., eds.). Annual Reviews Inc., Palo Alto, CA., Vol. 44, pp. 147–159. 4. Mills G.C. (1959). The purification and properties of glutathione peroxidase of erythrocytes. I. Biol. Chem. V. 231, № 5, pp. 502-506. 
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УДК 57.053 POTENTIAL PROTECTIVE EFFECT OF CHLORELLA VULGARIS AGAINST ETHANOL-INDUCED OXIDATIVE STRESS IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE Q.N. Okechukwu, O.N. Kanwugu, E.G. Kovaleva Scientific Supervisor: Prof. Dr. E.G. Kovaleva Ural Federal University, Russia, Yekaterinburg, Mira str., 19, 620002 E-mail: queencyokechukwu@gmail.com  ПОТЕНЦИАЛЬНЫЙ ЗАЩИТНЫЙ ЭФФЕКТ CHLORELLA VULGARIS ПРОТИВ ИНДУЦИРОВАННОГО ЭТАНОЛОМ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА У SACCHAROMYCES CEREVISIAE К.Н. Окечукву, О.Н. Канвугу, Е.Г. Ковалева Научный руководитель: профессор. Е Г. Ковалева Уральский федеральный университет,  Россия, Екатеринбург, ул. Мира, 19, 620002 E-mail: queencyokechukwu@gmail.com   Аннотация. В этом исследовании мы провели эксперименты по выращиванию in vitro, чтобы изучить защитный эффект порошка Chlorella Vulgaris на рост пивных дрожжей в условиях этанольного стресса. Дрожжи выращивали в среде, замещенной порошком Chlorella vulgaris (0,1 и 1% масс./об.), и вызывали стресс путем добавления этанола (до конечной концентрации 5%) через 5 часов. Рост и жизнеспособность клеток контролировали в течение 5 дней, анализируя OD600, плотность клеток, продукцию АТФ и жизнеспособность клеток Культуры дрожжей, обработанные порошком Chlorella vulgaris, показали улучшенную выработку АТФ и жизнеспособность клеток по сравнению с отрицательными (дрожжевые с этанолом) и положительными (только дрожжевые) контрольными группами. Это показывает, что сухой порошок Chlorella vulgaris может эффективно снижать токсичность стресса, вызванного этанолом.  Introduction. Ethanol is known to inhibit the growth of yeasts by targeting their membrane lipid bilayer, hydrophobic and hydrophilic proteins, and the endoplasmic reticulum, thereby altering metabolism and causing damages to the mitochondrial DNA, as well as inactivation of some enzymes, such as hexokinase and dehydrogenase [1,2]. Marine microalgae have shown abilities to offset the biochemical disparities induced by various compounds associated with free radicals [3]. Of particular interest is the single-cell green microalga Chlorella vulgaris (C. vulgaris) which can tolerate several heavy metals and metalloids. It contains bioactive compounds that can scavenge free radicals and could serve not just as a nutrient to the yeast cells but also as a detoxicant to prevent ethanol-induced stress. Hence this present study focuses on the possibility of using Chlorella vulgaris powder as a potential source to reduce ethanol oxidative stress in yeast (S. cerevisiae) culture induced with ethanol. Materials and methods. 1272 American Ale II brewer’s yeast strain were inoculated at a final density of 106 cells/ml in a 100ml Sabouraud broth medium mixed with 0.1 or 1%w/v concentrations of chlorella powder at a 
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temperature of 28 °C. Pure ethanolmonitored for 5days. Every 24hrs yeanm (OD600nm) and cell viability andand enzymes activity based on monosResults and discussion. Fig ethanol. After 5 days of storage, the the survival and growth of the yeast density. Figs 2 and 3 show the resultscells exposed to ethanol with maximu800 % on the 3rd day for WST-8 assaypresent study, chlorella vulgaris powStatistical analysis indicates significannormal control. As we have foundchronological life span (CLS) of the y
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Although ethanol is a final product of anaerobic fermentation of sugars by yeast, it is toxic to yeast cells and induces stress responses such as the expression of heat shock proteins and the accumulation of trehalose inhibiting cell division, metabolic activity, and decrease cell viability [6]. They do so by causing considerable damage to the cell morphology, as well as disrupting the composition, structure, and function of the cell membrane leading to a change in membrane structure and permeability resulting subsequently into the leakage of essential cofactors and coenzymes [1].  Conclusion. From the cell viability and vitality assays, it could be inferred that ethanolic stress caused significant death in yeast cells. However, the addition of Chlorella vulgaris protected the yeast cells from ethanol stress. We acknowledge the support of the Russian Science Foundation (RSF) Grant No. 20-66-47017  REFERENCES  1. You, K.M., Rosenfield, C.L., Knipple, D.C. Ethanol Tolerance in the Yeast Saccharomyces cerevisiae Is Dependent on Cellular Oleic Acid Content // Applied and Environmental Microbiology. – 2003. – V. 69(30). – P. 1499-1503. 2. Stanley, D., Bandara, A., Fraser S., Chambers, P.J., Stanley, G.A. The ethanol stress response and ethanol tolerance of Saccharomyces cerevisiae // Journal of Applied Microbiology. – 2010. – V. 109(1). – P. 13-24. 3. Vijayavel, K., Anbuselvam, C., Balasubramanian, M. Antioxidant effect of the marine algae Chlorella Vulgaris against naphthalene-induced oxidative stress in the albino rats // Mol. & Cellular Biochemistry. – 2007. – V. 303. – P. 39-44. 4. Kwolek-Mirek, M., Zadrag-Tecza, R. Comparison of methods used for assessing the viability and vitality of yeast cells // FEMS Yeast Res. – 2014. – V. 14. – P. 1068-1079. 5. Tsukatani, T., Higuchi, T., Suenaga, H., Akao, T., Ishiyama, M., Ezoe, T., Matsumoto, K. Colorimetric microbial viability assay based on reduction of water-soluble tetrazolium salts for antimicrobial susceptibility testing and screening of antimicrobial substances // Analytical Biochemistry. – 2009. V. 393. – P. 117–125. 6. Alexandre, H., Ansanay-Galeote, V., Dequin, S., Blondin, B. Global gene expression during short-term ethanol stress in Saccharomyces cerevisiae // FEBS Letters. – 2001. – V. 498. – P. 98-103.  
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УДК 577.353.3 ЭПИТЕЛИЙ-ЗАВИСИМЫЕ СОКРАТИТЕЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ ГЛАДКИХ МЫШЦ ВОЗДУХОНОСНЫХ ПУТЕЙ ПРИ МЕТАБОЛИЧЕСКОМ СИНДРОМЕ Ю.Г. Бирулина, Е.Е. Буйко, М.О. Вольхина Научный руководитель: доцент, к.б.н. Ю.Г. Бирулина Сибирский государственный медицинский университет, Россия, г. Томск, ул. Московский тракт, 2, 634050 E-mail: birulina.jg@ssmu.ru  EPITHELIUM-DEPENDENT AIRWAY SMOOTH MUSCLE CONTRACTIONS IN METABOLIC SYNDROME Yu.G. Birulina, E.E. Buyko, M.O. Volkhina Scientific Supervisor: Assoc. Prof., Cand.Sci. Yu.G. Birulina Siberian State Medical University, Russia, Tomsk, Moscow Trakt str., 2, 634050 E-mail: birulina.jg@ssmu.ru   Abstract. The effect of the epithelium on the contractile responses of isolated airway smooth muscle segments was studied in rats with metabolic syndrome (MS). MS was induced by a high-fat, high-carbohydrate diet. An increase in the cholinergic receptor activator carbacholin bronchoconstrictive action and a decrease in the β2-adrenergic receptor agonist salbutamol dilatation effect were shown in experimental MS conditions. The observed effects of agonists are epithelium-dependent.  Введение. Прогрессивное увеличение распространенности метаболического синдрома (МС) в популяции определяет актуальность исследований, направленных на изучение его значимости в развитии бронхолегочной дисфункции [1]. В ряде исследований была обнаружена взаимосвязь между отдельными компонентами МС (абдоминальное ожирение, гиперинсулинемия, гипергликемия) и нарушениями функции внешнего дыхания [2, 3]. Отмечается, что ожирение и гиперинсулинемия являются факторами, способствующими развитию гиперреактивности бронхов и нарушению эпителиально-гладкомышечных взаимодействий в стенке воздухоносных путей. В свою очередь, экспериментальные диет-индуцированные модели МС являются доступным способом исследования влияния его компонентов на различные ткани и органы на самых ранних этапах развития патологического процесса. В последние годы всё большее распространение приобретает комбинированная высокожировая и высокоуглеводная диета, поскольку она максимально приближена к питанию современного человека и считается корректной для воспроизведения патогенетических факторов и феноменологии МС [4]. В связи с этим, целью исследования являлось изучение сократительных реакций гладкомышечных сегментов воздухоносных путей при экспериментальном МС. Экспериментальная часть. Диет-индуцированная модель МС была воспроизведена на крысах Wistar (33 самца, средняя масса 280,5±36,1 г, возраст на начало исследования 6 недель). Протокол исследования был одобрен локальным этическим комитетом СибГМУ (заключение №8201 от 27.03.2020 г.). Животные были распределены на контрольную (n=15) и экспериментальную (n=18) группы и 
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содержались в стандартных условиях вивария. Крысы контрольной группы получали стандартный корм («Дельта Фидс», Биопро, РФ, общая калорийность 300 ккал/100 г) со свободным доступом к пище и воде. Крысы экспериментальной группы в течение 12 недель находились на высокожировой и высокоуглеводной диете, содержащей стандартный корм (66%) с добавлением животного жира (17%), фруктозы (17%), холестерина (0,25%) с заменой питьевой воды на 20% раствор фруктозы (общая калорийность 440 ккал/100 г). В начале и в конце исследования у животных измеряли массу тела и артериальное давление (АД) (Систола, Нейроботикс, Россия). Животных подвергали эвтаназии СО2-асфиксией через 12 недель после начала эксперимента. Для оценки биохимических параметров кровь отбирали интракардиально в вакуумные пробирки с активатором свертывания. Сыворотку крови получали путем центрифугирования цельной крови (2000 g, 10 мин). В сыворотке крови определяли концентрацию глюкозы, триацилгрицеролов (ТАГ) и холестерина (ХС) ферментативными методами (наборы Chronolab, Испания). Сократительные реакции гладкомышечных сегментов воздухоносных путей (до 2 порядка) крыс оценивали механографическим методом (Myobath II, WPI, Германия). Гладкомышечные препараты инкубировали в аэрируемых камерах, заполненных раствором Кребса, термостатируемых при 37ºC, рН 7,35–7,40. Изучали влияние карбахолина (0,1–100 мкМ), сальбутамола (0,1–100 мкМ) (все Sigma-Aldrich). Статистическую обработку данных проводили в программе SPSS Statistics 23. Данные представлены в виде среднего и стандартного отклонения (M±SD). Анализ различий между выборками выполняли при помощи t-критерия Стьюдента или U-критерия Манна-Уитни. Различия считали статистически значимыми при р<0,05. Результаты. Высокожировая и высокоуглеводная диета приводила к увеличению массы тела, систолического и диастолического АД, способствовала развитию гипергликемии, увеличению концентрации ТАГ в сыворотке крови (таблица 1). Полученные данные свидетельствуют о том, что кормление крыс высокожировым и высокоуглеводным рационом способствует формированию основных признаков МС. Таблица 1 Изменение физиологических и биохимических показателей у крыс при МС Параметр Группа Контрольная Экспериментальная Масса тела, г 433,32±39,4 489,1±47,9* Систолическое АД, мм рт. ст. 130,4±9,5 145,1±8,7* Диастолическое АД, мм рт. ст. 86,5±9,3 101,4±12,2* Глюкоза натощак, ммоль/л 4,7±0,5 6,6±0,4* ХС, ммоль/л 1,7±0,2 2,3±0,3 ТАГ, ммоль/л 0,7±0,2 1,7±0,5* Удельная масса жировой ткани, г 2,2±0,2 4,3±0,6* * - р<0,05 по сравнению с контрольной группой.   В результате исследования сократительной активности гладких мышц воздухоносных путей было установлено, что в ответ на действие агониста холинорецепторов карбахолина происходило дозозависимое сокращение сегментов бронхов крыс контрольной и экспериментальной групп (рис. 1, a). При этом амплитуда сократительных ответов интактных сегментов воздухоносных путей у животных опытной группы была выше, чем в контрольной группе. Активация β2-адренорецепторов сальбутамолом на фоне действия карбахолина (1 мкМ) вызывала расслабление гладкомышечных сегментов воздухоносных путей крыс контрольной и опытной групп (рис. 1, б). Интактные гладкомышечные 
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сегменты крыс опытной группмеханического напряжения по срав

Рис. 1. Влияние карбахолинвоздухоносных пу
Заключение. Эпителий игрмышц воздухоносных путей, выдУстановлено, что карбахолин усилсчет повышенной экспрессии М-хоСнижение релаксирующего эффекадренорецепторов при МС [3]. индуцированном высокожировой развиваются функциональные измедыхательных путей.  Исследование выполнено приФедерации (МК-3302.2022.1.4).  
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УДК 577.29 ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ МУТАНТНЫХ ФОРМЫ ГЛИЦИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЫ ЧЕЛОВЕКА, СВЯЗАННЫХ С НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ  Е.С. Виноградова Научный руководитель: к.б.н. Е.Ю. Никонова  Институт белка Российская академия наук,  Россия, г. Пущино, ул. Институтская, 4, 142290 E-mail: es.vinogr@gmail.com  STUDYING PROPERTIES OF MUTANT FORMS OF HUMAN GLYCYL-tRNA SYNTHETASE ASSOCIATED WITH NEURODEGENERATIVE DISEASES E. S. Vinogradova Scientific Supervisor: Dr. E. Yu. Nikonova  Institute of protein research, Russia, Pushchino, st. Institutskaya, 4, 142290 E-mail: es.vinogr@gmail.com   
Abstract. Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) are the main enzymes of protein biosynthesis. Human glycyl-tRNA synthetase, in addition to the main function of amino acid transfer to the corresponding tRNA molecules, is also involved in the initiation of IRES I translation. All members of the enterovirus genus have this type of IRES. It is also known that the presence of point mutations in aaRS leads to the occurrence of diseases in which peripheral nerves are affected. One such disorder of the nervous system is the incurable neurodegenerative disorder Charcot-Marie-Tooth (CMT). The most studied enzyme whose mutations cause CMT is glycyl-tRNA synthetase (GlyRS). In this work, we tested the ability of various mutant forms of glycyl-tRNA synthetase associated with Charcot-Marie-Tooth syndrome to form a stable complex with IRES I. It turned out that neither catalytic activity nor the ability to form a dimer are necessary for the interaction of GlyRS with IRES.  Введение. В 2003 году впервые появилось сообщение о связи тяжелого нейродегенеративного заболевания болезнь Шарко-Мари-Тута с миссенс-мутациями в гене глицил-тРНК-синтетазы [1]. Болезнь Шарко-Мари-Тута – самая распространенная наследственная моторно-сенсорная нейропатия у человека. Поскольку данная болезнь связана с точечными мутациями в гене GlyRS, патологические варианты глицил-тРНК синтетазы хорошо биохимически охарактеризованы.  В GlyRS на сегодняшний момент описано более 20 мутаций, связанных с различными нейродегенеративными заболеваниями. L129P и G240R – наиболее часто встречаемый вариант мутаций. Эти аминокислотные остатки располагаются в месте контактов двух молекул GlyRS, образующих димер. Из литературы известно, что GlyRS L129P каталитически неактивен и неспособен образовывать димер. Наличие в белке одиночной мутации в 240 положении так же приводит к потере способности образовывать димер. Мы решили проверить, способны ли такие мутантные формы GlyRS связывать IRES. Экспериментальная часть. Генетическая конструкция, кодирующая GlyRS WT, была получена в лаборатории ранее. Замены для получения мутантных форм GlyRS L129P и GlyRS L129P/G240, вводили в эту конструкцию последовательно методом QuikChange (QuikСhange Site-Direсted Mutagenesis Kit). 
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После того как все замены были внесены с помощью PCR QuikChange, отсутствие нежелательных мутаций проверяли секвенированием. Гены как дикого типа глицил-тРНК синтетазы, так и мутантных форм были экcпpеccиpованы в штамме-cупеpпpодуценте E. coli BL21(DE3), котpанcфоpмиpованом плазмидой pLacIRARE [2]. Клеточную культуру выращивали пpи 37°C c интенcивным пеpемешиванием (160 об/мин) на богатой cpеде TB с добавлением селективных антибиотиков: ампицилина и xлоpамфеникола, до оптичеcкой плотности D590 = 0,8. Индукцию проводили изопpопил-β-D-1-тиогалактопиpанозид (ИПТГ) до конечной концентрации 0,5 мМ. После добавления индуктоpа клетки инкубировали пpи 20°C в течение 17 ч. Выделение нативной GlyRS, а также ее мутантных форм GlyRS L129P и GlyRS L129P/G240R, осуществляли по следующей схеме. Клетки штаммов-суперпродуцентов ресуспендировали, затем разрушали с помощью ультразвукового дезинтегратора (время – 15 мин; пульс – 1 сек; пауза – 2 сек). Лизат центрифугировали в течение 30 мин при 14 000 g и 4°С. Первым раундом очистки белков была аффинная хроматография на смоле Profinity™ IMAC Resin, Ni-charged. Препарат GlyRS WT наносили на колонку с носителем HiTrap Heparin High Performance (5 мл). Препараты мутантных форм глицил-тРНК очищали, используя хроматографию на смоле Q-Sepharose. Финальной стадией очистки являлась гель-фильтрация на HiLoad 16/60 Superdex 200. Использование такой схемы позволяет получить препарат целевого белка с чистотой 98%. Методы получения мРНК и образование комплексов GlyRS WT, GlyRS L129P и GlyRS L129P/G240R c полученными фрагментами IRES те же, что описанные нами ранее [3]. Результаты. Анализирую полученные результаты мы видим: мутантные формы глицил-тРНК синтетазы образуют агрегаты (рис.1 С- синяя линия; Е- фуксия). Полученные нами данные согласуются с описанными в литературе [4]. По результатам проведенных нами хроматографий мы можем сказать, что GlyRS L129P способна образовывать стабильный комплекс с IRES I (рис.1 D по смешению черного профиля относительно синей линии). Поскольку данная мутантная форма каталитически не активна, и не способна образовывать димер, но образовует комплекс с вирусной мРНК, мы можем предположить, что для взаимодействия GlyRS с IRES образование димера не является необходимым. Мутантная форма GlyRS L129P/G240R не образует комплекс с IRES I (рис. F. нет явного смещения профилей относительно друг друга). Эти результаты были нами так же подтверждены методом SPR. Константы связывания. GlyRS L129P с IRES I всего в два раза слабее (48.5 nМ), чем GlyRS WT (92.7 nМ).  Заключение. Всестороннее изучение комплексов GlyRS со специфическими фрагментами IRES энтеровирусов, решение и анализ их структур даст ключ к пониманию механизма регуляции кэп-независимой инициации трансляции у этих вирусов. Полученная нами мутантная форма глицил-тРНК синтетазы человека, обладающая большей стабильностью и не потерявшая свойств белка дикого типа, поможет нам приступить к поиску условий кристаллизации ее комплексов с фрагментами вирусной мРНК и последующему анализу РНК-белкового взаимодействия в этих комплексах. 
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Рис. 1. Наложение профилей фрагментами вирусных мРНК. КGlyRS L129P; фуксия- профиль элю
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  УДК: 618.19-006.6:575.13 ПОЛНОГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ ОПУХОЛИ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ С ТРОЙНЫМ НЕГАТИВНЫМ ФЕНОТИПОМ К.А. Гаптулбарова, М.К. Ибрагимова, М.М. Цыганов Научный руководитель: д.б.н., Н.В. Литвяков Научно-исследовательский институт онкологии, Томский национальный исследовательский медицинский центр Российской академии наук,  Россия, г. Томск, пер. Кооперативный 5, 634009 E-mail: xenia.gaptulbarova@yandex.ru  GENOME-WIDE ANALYSIS OF A TRIPLE NEGATIVE BREAST TUMORS K.A. Gaptulbarova., M.K. Ibragimova, M.M. Tsyganov Scientific Supervisor: Dr.Sci.Biol., Head of Laboratory Oncovirusology N.V. Litvyakov Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences, Russia, Tomsk, Kooperativny str. 5, 634009 E-mail: xenia.gaptulbarova@yandex.ru  
Abstract. Understanding the genetic mechanisms and identifying biological markers of tumor progression form the individual molecular phenotype of transformed cells, which characterizes the degree of malignancy of the tumor, the ability to metastasize, hormonal sensitivity, the effectiveness of chemotherapy, etc. It is known that breast cancer (BC) is a genetically heterogeneous disease with different molecular biological and clinical features. Current knowledge of the genetic heterogeneity of the most aggressive molecular subtype of breast cancer, triple negative (TN), has led to promising discoveries in drug treatment, including the use of DNA damaging agents (platinum drugs and PARP inhibitors) in these tumors, as well as the use of immunotherapy at present. One way or another, the ability to prescribe optimal drug treatment regimens based on knowledge of the molecular genetic features of this subtype of breast cancer is of the greatest importance, which will ultimately allow achieving high rates of overall and relapse-free survival. Thus, the identification of the molecular genetic phenotype of breast carcinomas is an important prognostic factor of the disease and makes it possible to personalize the treatment of patients.  Введение. Рак молочной железы (РМЖ) является не только гетерогенным солидным злокачественным новообразованием, но и крайне неоднородным по прогнозу и чувствительности к противоопухолевой терапии заболеванием, что в первую очередь, обусловлено разнообразием множественных молекулярно-генетических изменений, приводящих к его развитию и прогрессии. На сегодняшний день классически выделяют 4 различных молекулярных подтипа РМЖ: две подгруппы с положительной экспрессией рецепторов эстрогенов и/или прогестерона (ER+/PR+) - люминальные (А и В) (около 70% от всех случаев РМЖ), одна подгруппа с гиперэкспрессие/амплификацией гена HER/2-neu и негативной экспрессией гормональных рецепторов 
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  (HER/2 позитивная подгруппа) и трижды негативный рак молочной железы (ТН РМЖ) с отсутствием экспрессии рецепторов стероидных гормонов и HER2. В литературе описаны нетипичные факторы, присущие именно данному подтипу РМЖ. Известно, что пациенты с ТН РМЖ более чувствительны к неоадъювантной химиотерапии (НХТ) и достигают хороших результатов лечения в виде полного патологически ответа. При не достижении полного патологического ответа лучший результат лечения на предоперационном сочетается с худшим прогноз в послеоперационном периоде, более низкими показателями безрецидивной и общей выживаемости (p<0,0001), а также большей вероятностью возникновения рецидива заболевания. Данный феномен носит название «парадокс тройного негативного рака молочной железы» [1]. Уже более 10 лет назад Mersin и соавторы обнаружили, что пациенты с ТН РМЖ имеют более высокий риск рецидива, а среднее время рецидива составляет чуть более 1 года, что было короче, чем у других пациентов с РМЖ [2]. На сегодняшний день поиск маркеров для прогнозирования течения заболевания, а также поиск подхода к предотвращению рецидивов и метастазов имеет решающее значение для повышения выживаемости пациентов с ТН РМЖ [3]. Материал и методы. В исследование включены 25 больных с морфологически верифицированным диагнозом ТН РМЖ, средний возраст 47,6±0,4 лет. ДНК из биопсийного материала опухоли до лечения выделялась с использованием набора QIAamp DNA mini Kit (Qiagen, Germany). Для изучения CNA использована микроматрица высокой плотности CytoScan HD Array (Affymetrix, USA). Для биоинформатического анализа использовалась программа «Chromosome Analysis Suite 4.0». Результаты. Было установлено, что наибольшее количество амплификаций (более 64,0%) было обнаружено в локусе 1q21.3 при полном отсутствии делеций в данном регионе. Наибольшая частота делеций (более 56,0%) была обнаружена в локусах 3p21.31, 3p21.2, 3p21.1 (с учетом полного отсутствия амплификаций) и 17q11.2. У 44% больных делетирован локус 17p13.1, где находится ген ТР53. Обнаружены локусы с одновременным отсутствием сегментных CNA - 13p13, 13p12, 13p11.2, 13p11.1, 14p13, 14p12, 14p11.2, 14p11.1, 14q11.1, 15p13, 15p12, 15p11.2, 15p11.1, 15q11.1, 21p13, 21p12, 21p11.2, 21p11.1, 21q11.1, 22p13, 22p12, 22p11.2, 22p11.1. На рисунке 1 представлена частота амплификаций и делеций в каждой хромосоме для пациенток, включенных в исследование. 

 Рис. 1. Частоты делеций и амплификаций в опухоли больных ТН РМЖ  
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  Также изучена ассоциация ответа на НХТ с частотой встречаемости CNA до лечения. Было выделено 2 группы пациенток: группа с объективным ответом (1) – пациентки с частичной и полной регрессией опухоли после лечения (n=15) и группа с отсутствием ответа (2) – пациентки со стабилизацией и прогрессированием после проведения НХТ (n=10). Группы статистически не различались по основным клинико-морфологическим параметрам. Для 1 группы пациенток показано, что максимальная частота встречаемости амплификаций (80,0% и более) была также обнаружена в 1q21.3 регионе. При максимальной частоте встречаемости амплификаций в данном регионе показано полное отсутствие делетированых участков, в то время как у больных с отсутствием ответа на НХТ в этом регионе частота амплифицированных участков не превышала 40%. Максимальное количество делеций (66,67 % и более) в 1 группе пациентов отмечена в 17q11.2 локусе с отсутствием амплификаций в данном локусе. Для 2 группы пациенток было установлено, что наибольшее количество амплификаций (более 60,0 %) на фоне полного отсутствия делетированных участков было обнаружено в локусах 5p15.1 и 8q22.3, в то время как у больных с объективным ответом на НХТ в этом регионе частота амплификаций не превышала 13,3%. Максимальное количество делеций (более 70,0%) на фоне полного отсутствия амплифицированных участков в данной группе пациенток было обнаружено в коротком плече 3 хромосомы в локусах 3p21.31, 3p21.2 и 3p21.1. В результате сравнения частот встречаемости CNA в данных группах пациенток при помощи двухстороннего критерия Фишера, было показано, что наличие объективного ответа на НХТ наблюдалось при большем количестве амплификаций в 3q23 регионе, в частности, у 30,0% пациенток с частичной и полной регрессией идентифицирована амплификация данного региона при полном отсутствии амплификаций в них в группе пациенток со стабилизацией и прогрессированием (р=0,03). Потенциально данный локус может рассматриваться в качестве предиктивного маркера хорошего ответа на НХТ у больных ТН РМЖ. Выводы. Получены результаты по оценке генетического ответа ТН РМЖ на НХТ и связи с отдаленным метастазированием. Подобные данные в перспективе могут составить основу для разработки новых маркеров эффективности лечения пациенток с патологией молочной железы с тройным негативным фенотипом. Работа поддержана грантом РНФ 21-15-00243.  СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ  1. Liedtke C., Mazouni C., Hess K.R. [et al.] Response to neoadjuvant therapy and long-term survival in patients with triple-negative breast cancer // Journal of clinical oncology. – 2008. – Vol. 26, № 8. – P. 1275–1281. 2. Mersin H., Yildirim E., Berberoglu U. [et al.] The prognostic importance of triple negative breast carcinoma // The Breast. – 2008. – Vol. 17, № 4. – P. 341–346. 3. Yang C.-Q., Liu J., Zhao S.-Q. [et al.] Recent treatment progress of triple negative breast cancer // Progress in Biophysics and Molecular Biology. – 2020. – Vol. 151. – P. 40–53. 
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  УДК 577.353 РОЛЬ NA+/K+-АТФАЗЫ В МЕХАНИЗМАХ ОБЪЕМ-ЗАВИСИМОЙ РЕГУЛЯЦИИ СОКРАТИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ГЛАДКОМЫШЕЧНЫХ КЛЕТОК ЛЕГОЧНОЙ АРТЕРИИ КРЫСЫ Е.А. Голованов, В.С. Гусакова Научный руководитель: доцент, д.м.н. С.В. Гусакова Сибирский государственный медицинский университет,  Россия, г. Томск, Московский тракт, 2, 634050 E-mail: golovanovbf@yandex.ru   THE ROLE OF NA+/K+-ATPASE IN THE MECHANISMS OF VOLUME-DEPENDENT REGULATION OF CONTRACTIBLE ACTIVITY OF RAT PULMONARY ARTERY SMOOTH MUSCLE CELLS E.A. Golovanov, V.S. Gusakova Scientific Supervisor: Assoc. Prof., Dr. S.V. Gusakova Siberian State Medical University, Russia, Tomsk, Moskovsky trakt, 2, 634050 E-mail: golovanovbf@yandex.ru   
Abstract. In this study, we performed the studies of the influence of Na+/K+-ATPase in the regulation of the volume of rat smooth muscle cells. It is assumed that the depressive effect of ouabain on arterial contraction, with prolonged exposure, is due to desensitization to Ca2+ ions. Na+/K+-ATPase is involved in RVI (regulatory volume increase), which may explain some fluctuations in cell volume in pathologies due to damage of ion transport. We hypothesize that, under physiological conditions, ouabain-induced depolarization and the subsequent voltage-dependent influx of Ca2+ ions play an important role in the potentiation of arterial contraction. Of the various inhibitors of Na+/K+-ATPase, only ouabain blocks its pumping activity and increases intracellular Ca2+ through the activation of Src-kinase. In studies on deendothelialized segments of the pulmonary artery of rats, we found that ouabain does not significantly affect the mechanisms of hypoosmotic and hyperosmotic contractions of the vessels of the pulmonary circulation. On the contrary, data were obtained that the contribution of Na+/K+-ATPase to isosmotic contractions is very large, which may indicate an inversion of the normal ratio of Na+ and K+ ions relative to the membrane, and its predominant role in restoring cell volume.  Введение. Легочная гипертензия входит в перечень сопутствующих заболеваний у пациентов с COVID-19, таким образом, весьма важно выявить механизмы ее развития и фармакологические методы лечения [1]. Было показано, что легочная гипертензия сопровождается отеком гладкомышечных клеток легочной артерии наряду с ремоделированием сосудов. В основе развития артериальной легочной гипертензии лежит дисфункция ионных транспортеров, участвующих в регуляции клеточного объема [2, 3]. Na+/K+-ATФаза играет важную роль не только в регуляции тонуса и сократимости сосудов, но и в модуляции периферического сосудистого сопротивления, артериального давления и клеточного объема. Ферментативная активность Na+/K+-АТФазы обеспечивает электрическую возбудимость, а также 
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  движущую силу для многих других трансмембранных переносов [4, 5]. За последнее десятилетие было установлено, что помимо транспорта Na+ и K+ через клеточную мембрану, Na+/K+-ATФаза действует как рецептор, передающий гуморальные сигналы внутриклеточно. Предполагается, что уабаин-подобные соединения служат эндогенными модуляторами этой трансдукции сигнала. Активация Na+/K+-ATФазы приводит к гиперполяризации мембраны и сосудистой релаксации, в то время как ее ингибирование вызывает деполяризацию мембраны и сокращение сосудов. Мы предполагаем, что в физиологических условиях деполяризация, вызванная ингибитором Na+/K+-ATФазы уабаином, и последующий потенциал-зависимый приток ионов Ca2+ играют важную роль в потенцировании артериального сокращения. Специфические Src-киназ-зависимые пути при связывании уабаина Na+/K+-АТФазы были показаны в нескольких исследованиях гладкомышечных клеток в культуре [6]. Функциональную роль Na+/K+-АТФазы можно рассматривать только в сложной среде на субклеточном, клеточном и многоклеточном уровнях, где Na+/K+-АТФаза структурно и функционально связана с другими мембранными переносчиками, белками цитоскелета и сигнальными молекулами. Это обуславливает важность исследования роли Na+/K+-АТФазы в широком спектре внутриклеточных процессов. Экспериментальная часть. Объектом исследования служили изолированные деэндотелизированные гладкомышечные сегменты легочной артерии крыс-самцов линии Wistar. Измерение механического напряжения гладкомышечных клеток (ГМК) проводилось с использованием четырехканальной механографической установки Myobath II. Аппликацию сахарозы в концентрации 120 мM использовали для моделирования гиперосмотической стрикции гладкомышечных клеток. Изоосмотическую стрикцию вызывали восстановлением ионного состава раствора после 60-минутной инкубации сегментов в гипоосмотической среде, содержащей 40 мМ NaCl. Для исследования сократительной активности сегментов в модели гипоосмотического набухания сегменты помещали в раствор с концентрацией NaCl равной 40 мМ. В экспериментах Na+/K+-АТФазу ингибировали уабаином (Ouabain, sigma) в концентрации 100 мкм. Данная концентрация была выбрана в серии предварительных экспериментов как концентрация, вызывающая статистически значимый эффект на сократительную активность. Результаты. Все результаты представлены в процентах от контрольного сократительного ответа на гиперкалиевый раствор (эквимолярное замещение 120 мМ NaCl на 15 мМ KCl). При блокировании Na+/K+-АТФазы уабаином (100 мкМ, 30 мин) на фоне гиперкалиевого сокращения наблюдалась сократительная реакция, амплитуда которой составила 95,79 (84,45; 106,86) %, от контрольного гиперкалиевого сокращения, что статистически не отличалось от контроля (n=20). Блокада Na+/K+-АТФазы уабаином на фоне гиперосмотической и гипоосмотической стрикций, после 30-минутной предобработки сегментов уабаином, не вызывала статистически значимых изменений амплитуды и времени сокращений. При добавлении уабаина на фоне изоосмотического сокращения, после 30-минутной предобработки сегментов уабаином, наблюдалось увеличение амплитуды сокращения, в сравнении с контрольным, до 67,48 (57,0; 88,57) %, от контрольного гиперкалиевого сокращения (n=20). Заключение. Из полученных данных можно сделать вывод, что Na+/K+-АТФаза не оказывает значимого эффекта на гипер- и гипоосмотическое сокращение сегментов сосудов легочной артерии крыс. Однако, влияние Na+/K+-АТФазы на изоосмотическую стрикцию противоположно: АТФаза вызывает значительное повышение амплитуды сокращения, что может указывать на большую роль фермента в механизмах внутриклеточной регуляции объема при изоосмотических сокращениях ГМК. Уабаин 
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  увеличивает внутриклеточный Ca2+ за счет активации Src-киназы, тем самым потенциируя сократительный ответ на любые агонисты [7-9]. Теоретически, уабаин создает условия для инверсии нормального соотношения токов Na+ и K+ и/или превращение Na+/K+-АТФазы в преобразователь сигнала. Возможно, описанный выше эффект может оказывать влияние на электромеханическое сопряжение ГМК в пределах сосудов, внося вклад в развитие и поддержание механического напряжения при артериальной гипертензии.  СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ  1. Schiffrin, E.L., Flack, J.M., Ito, S., Muntner, P., Webb, R.C. Hypertension and COVID-19 // American Journal of Hypertension. – 2020. – Vol. 33. – P. 373-374. 2. Smolyaninova, L.V., Koltsova, S.V., Sidorenko, S.V., Orlov, S.N. Augmented gene expression triggered by Na+,K+-ATPase inhibition: Role of Ca2+i-mediated and -independent excitation-transcription coupling // Cell Calcium. – 2017. – Vol. 68. – P. 5-13. 3. Akimova, O.A., Hamet, P., Orlov, S.N. [Na+]i/[K+]i-independent death of ouabain-treated renal epithelial cells is not mediated by Na+,K+ -ATPase internalization and de novo gene expression // Pflugers Archive. – 2008. – Vol. 455, №4. – P. 711-719. 4. Clausen, T. Role of Na+,K+-pumps and Transmembrane Na+,K+-distribution in Muscle Function. Acta Physiology: The FEPS Lecture – Bratislava 2007. – 2008. – Vol. 192, №3. – P. 339-349. 5. Lingrel, J.B. The Physiological Significance of the Cardiotonic steroid/ouabain-binding Site of the Na,K-ATPase //Annual Review of Physiology. – 2010. –Vol. 72. – P. 395-412. 6. Liu, J., Tian, J. Haas, M., Shapiro, J.I., Askari, A., Xie, Z. Ouabain interaction with cardiac Na+/K+-ATPase initiates signal cascades independent of changes in intracellular Na+ and Ca2+ concentrations // Journal of Biological Chemistry. – 2000. – Vol. 275, №36. – P. 27838-27844. 7. Manuta, P., Hamilton, J., Rogowski, A.C., Hamilton, B.P., Hamlyn, J.M. Chronic hypertension induced by ouabain but not digoxin in the rat: Antihypertensive effect of digoxin and digitoxin // Hypertension Research. – 2000. – Vol. 23 – P. 77–85. 8. Zulian, A., Linde, C.I., Pulina, M.V., Baryshnikov, S.G., Papparella, I., Hamlyn, J.M., Golovina, V.A. Activation of c-SRC underlies the differential effects of ouabain and digoxin on Ca(2+) signaling in arterial smooth muscle cells // American Journal of Physiology-Cell Physiology. – 2013 – Vol. 304, № 4. – P. 324-333. 9. Климанова E.A. Уабаин и маринобуфагенин: возможныe физиологические эффекты на клетки эпителия и эндотелия человека // Биохимия. – 2020. – Т. 85., № 4. – С. 587-597. 
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  УДК 618.19-006.6:576.362 ВЛИЯНИЕ ХИМИЧЕСКИХ ИНГИБИТОРОВ ГЕНОВ СТВОЛОВОСТИ НА СПОСОБНОСТЬ ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ КЛЕТОК ЛИНИЙ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ К ИНДУКЦИИ ДЕДИФФЕРЕНЦИРОВКИ ДО СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК С ОБРАЗОВАНИЕМ МАММОСФЕР Д.С. Долгашева1,2, М.К. Ибрагимова1, М.М. Цыганов1 Научный руководитель: д.б.н. Н.В. Литвяков1,2 1Научно-исследовательский институт онкологии Томского научно-исследовательского медицинского центра, Россия, г. Томск, пер. Кооперативный 5, 634050 2Национальный исследовательский Томский государственный университет, Россия, г. Томск, пр. Ленина, 36, 634050 E-mail: normikus.18.97@gmail.com   THE EFFECT OF CHEMICAL INHIBITORS OF THE STEMNESS GENES ON THE ABILITY OF DIFFERENTIATED BREAST CANCER CELL LINES TO INDUCE DEDIFFERENTIATION TO TUMOR STEM CELLS WITH FORMATION OF MAMMOSPHERES D.S. Dolgasheva1,2, M.K. Ibragimova1, M.M. Tsyganov1 Scientific Supervisor: Doctor of Biological Sciences N.V. Litvyakov1,2 1Tomsk Cancer Research Institute, Russia, Tomsk, Kooperativny Street, 5, 634050 2Tomsk State University, Russia, Tomsk, Lenina av., 36, 634050 E-mail: normikus.18.97@gmail.com   
Abstract. In the present study, we studied the ability of differentiated tumor cells to stem plasticity and the formation of mammospheres in the presence of stemness genes inhibitors. We used breast cancer cell lines: BT-549, MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3 and T47D. The cells were cultured in complete nutrient media RPMI-1640, IMDM, and DMEM. The genetic landscape of CNA was examined on CytoScan HD Array microarrays, and cellular transcriptome assessment on Clarium S Assay platform. The subpopulation composition of cell cultures was studied by flow cytometry. Negative sorting of differentiated cells was performed on a Sony SH800 device. All cell cultures, except for BT-549, were shown to contain two or more amplifications of stemness genes. MCF-7 and T47D cells were selected for experiments based on the results of subpopulation composition analysis. Wild-type MCF-7 cells were shown to spontaneously form mammospheres without IL6 induction on day 14 of cultivation. Differentiated MCF-7 cells form complete mammospheres on day 14 only in the presence of IL6. The experiment using stemness gene inhibitors was performed on T47D cells. T47D were found to be capable of spontaneous dedifferentiation and mammosphere formation. Chemical inhibitors in combination were shown to effectively block the dedifferentiation of T47D tumor stem cells.  Введение. В 2013 году Cristine Chaffer с коллегами предположила, что разные опухоли обладают разной способностью к дедифференцировке и этим будет определяться их злокачественный потенциал и способность к метастазированию [1]. Мы также предполагаем, что способность к дедифференцировке у нестволовых опухолевых клеток определяет злокачественность опухоли. Ранее мы показали, что приобретение способности к дедифференцировке является маркером готовности опухоли к 
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  метастазированию. Этот процесс происходит при эктопической экспрессии генов стволовости за счет амплификаций их локусов в разных хромосомах опухолевых клеток. На клиническом материале показано, что наличие двух и более амплификаций разных хромосом в резидуальной опухоли ассоциировано с высокой частотой метастазирования [2]. Целью настоящей работы явилось изучение способности дифференцированных опухолевых клеток (ДОК) молочной железы к дедифференцировке до опухолевых стволовых клеток (ОСК) и образованию маммосфер в присутствии ингибиторов генов стволовости. Экспериментальная часть. Стабильные клеточные линии рака молочной железы (BT-549, MCF-7, SK-BR-3 и T47D) культивировали в полных питательных средах RPMI-1640, IMDM и DMEM с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, L-глутамина и антибиотика-антимикотика. Первоначально оценивали CNA-генетический ландшафт исследуемых линий с помощью микроматрицы CytoScan HD Array. Методом проточной цитометрии изучали субпопуляционный состав с использованием моноклональных антител к поверхностным белкам CD44 и CD24. По результатам субпопулляционного анализа были отобраны линии MCF-7 и T47D. С клетками MCF-7 с были проведены эксперименты по индукции дедифференцировки и оценен транксриптом на микроматрицах Clarium S Assay. Далее сравнивали экспрессию 43 генов стволовости в клетках MCF-7 на 3 и 21 сутки культивирования. Эксперимент по ингибированию генов стволовости проводили на линии T47D. Клетки инкубировали с флуоресентно-меченнными антителами к CD44 в FACS-буфере в течение 40 минут в темноте на льду и далее дважды отмывали FACS-буфером. После осуществлялся негативный сортинг клеток, отрицательных по CD44, на сортере Sony SH800. Целевые клетки в концентрации 2000 в 1 мл рассаживали в 12-луночные планшеты. Во все лунки вносили IL-6 (50 нг/мл) и один из ингибиторов – BIBR1532 (ген TERT), 10058-F4 (ген MYC), FLI-06 (ген NOTCH1), в концентрациях, эквивалентых их IC50. В ряд лунок вносили комбинацию IL-6 и трех ингибиторов. Клетки выращивали в течение 21 дня. На 3, 7, 14 и 21 сутки проводили оценку морфологии клеток и подсчет образовавшихся маммосфер, а также транскриптомный анализ для всех групп на 3 сутки и анализ экспрессии 43 генов стволовости. Результаты. Все клеточные линии, кроме ВТ-549, содержат две и более амплификации генов стволовости. Основную массу у MCF-7 составляет субпопуляция прогениторных опухолевых клеток (ПОК), ДОК составляют 13% популяции. Для SK-BR-3 и ВТ-549 основную массу составляют ДОК 2-го порядка. У линии клеток T47D, общее количество ДОК 1 и 2 поколения составляет 29%. Показано, что клетки MCF-7 дикого типа спонтанно образуют маммосферы без индукции IL6 уже на 14 сутки культивирования, но в присутствии IL6 на 14 и 21 сутки наблюдается большее количество крупных маммосфер. ДОК MCF-7 без IL6 не образуют маммосферы на 14 сутки, лишь на 21 день появляются мелкие сфероиды. В присутствии IL6 маммосферы образуются уже на 14 сутки. Маммосферы на 21 сутки инкубации в лунках ДОК+IL6 имеют более крупный размер. Сравнение экспрессии генов стволовости на 3 и 21 сутки роста показало, что первоначально, в группе ДОК+IL6, снижается более чем в 2 раза экспрессия VIM, TERT и LNMB2 и повышается экспрессия KLF4. На этапе маммосферообразования на 21 сутки в группе ДОК+IL6, усиливается экспрессия LMNB2, SOX4, FZD1, MYC, BMI1, KLF5, SMAD9, SMAD4, SMAD2, HIF3A и снижается DPPA4, SNAI2, SOX1, FLT3. Снижение экспрессии SNAI2 свидетельствует об ингибировании эпителиально-мезинхимального перехода (ЕМТ). Экспрессия MYC активируется при маммосферообразовании во вторую фазу на 21 сутки. Действие IL6 на клетки дикого типа и ДОК различно. У дикого типа на 3-е сутки IL6 активирует экспрессию SOX2, 
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  TERT и ингибирует PIM1. SOX2 запускает деление ОСК, что приводит к формированию маммосфер. В ДОК на 3 сутки под действием IL6 падает экспрессия генов LMNB2, VIM и SMAD9. При снижении экспрессии VIM снижается активность ЕМТ и это происходит именно под действием IL6. На 21 сутки IL6 в клетках дикого типа активирует экспрессию DPPA4, SOX1, SMO, MOB3B, LAT и ингибирует экспрессию KLF5, KLF4, MYC, LNMB2, SMAD2, SMAD4, BMI1. В ДОК IL6 на 21 сутки активирует экспрессию SMAD9, SMAD2, KLF6, BMI1, MYC и ингибирует FLT3, DPPA4, SNAI2. Эксперимент с T47D показал, что данная линия способна к спонтанной дедифференцировке и маммосферообразованию без стимуляции IL6. В группе ДОК сфероиды образуются без IL6 уже на 3 сутки эксперимента, а на 7 сутки полноценные маммосферы. На 21 сутки количество маммосфер в группе с ДОК меньше, чем в контроле, при этом клеточная масса в контрольной группе ДОК больше. Ингибиторы BIBR1532 и 10058-F4 блокируют дедифференцировку ДОК T47D до ОСК, маммосферы не образуются даже на 21 сутки. BIBR1532 и 10058-F4 блокируют активность ОСК в клетках дикого типа. FLI-06 снижает дедифференцировку ДОК до ОСК. На 14 и 21 сутки роста в группе ДОК+FLI-06 обнаружены сфероиды. Маммосфер на 21 сутки в этой группе меньше, чем в группе ДОК без IL6 и группе ДОК+IL6. FLI-06 также снижает активность ОСК в культурах дикого типа и блокирует пролиферативную активность и дедифференцировку до ПОК. Комбинация ингибиторов не купирует пролиферацию ПОК и подавляет активность имеющихся ОСК. Комбинация ингибиторов в ДОК T47D подавляет дедифференцировку до ОСК и ПОК. Показано, что ингибитор BIBR1532 подавляет экспрессию 11 генов стволовости (MYC, FZD9, NANOG, SMAD2, SMAD4, FZD1, SMO, MOB3B, ITGB1, BMI1, TGFBR1), из них два амплифицированы у T47D (MYC и FZD9). При этом активируется экспрессия KLF6 и LAT. Ингибитор 10058-F4 подавляет экспрессию MYC, NANOG, FZD9, MOB3B, TGFBR1 и PIM1. Также 10058-F4 повышает активность 11 генов (SOX2, KLF4, KLF6, KLF1, SMAD2, SMAD9, LIFR, LNMB2, ZEB1, BMP6, HIF3A). FLI-06 снижает в 2 и более раза экспрессию VIM, DPPA4 и FZD9 и не препятствует дедифференцировке ДОК, этому способствует и повышенная экспрессия других генов стволовости (SOX2, KLF6, SOX4, INSR, HIF3A, NOTCH4, KLF4, ZIC2, KLF1, LAT). За счет ингибирования экспрессии VIM, DPPA4 и FZD9 не происходит только дедифференцировки ДОК до ПОК. Все три ингибитора, по сравнению с группой ДОК+IL6 подавляют, более чем в 2 раза, экспрессию 12 генов стволовости (NANOG, LNMB2, LIFR, MYC, ZIC2, KLF6, MOB3B, TGFBR1, FZD9, BMI1, SMAD4, ITGB1). Заключение. Таким образом показано, что ингибирование генов стволовости предотвращает дедифференцировку нестволовых опухолевых клеток до прогениторных и стволовых. Химические ингибиторы, в комплексе, показали эффективную блокировку дедифференцировки опухолевых клеток линии T47D. Так ингибирование лишь 3 из 9 амплифицированных в T47D генов стволовости предотвращает дедифференцировку ДОК до стволовых и прогениторных клеток. Работа поддержана грантом РНФ № 21-15-00243  СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 1. Chaffer C. L. et al. Poised chromatin at the ZEB1 promoter enables breast cancer cell plasticity and enhances tumorigenicity // Сell. – 2013. – V.154. №. 1. – P. 61–74. 2. Litviakov N. V. et al. Somatic-stem transition of tumor cells is a key link in the metastasis // Annals of Oncology. – 2018. – V.29. – P. VIII682. 
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  УДК 616.13.002.2-004.6 ИНТЕГРИРОВАННЫЙ АНАЛИЗ ДАННЫХ РНК-СЕКВЕНИРОВАНИЯ ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ БЛЯШЕК ЧЕЛОВЕКА РАЗЛИЧНОЙ ЛОКАЛИЗАЦИИ А.Р. Дягель Научный руководитель: А.А. Зарубин Научно-исследовательский институт медицинской генетики Томского НИМЦ,  Россия, г. Томск, Набережная реки Ушайки, 10, 634050 E-mail: nastasiassmu@gmail.com   INTEGRATIVE ANALYSIS OF SINGLE-CELL RNA-SEQUENCING DATA OF HUMAN ATHEROSCLEROTIC PLAQUES FROM DIFFERENT LOCATIONS  A.R. Diagel Scientific Supervisor: A.A. Zarubin Research Institute of Medical Genetics, Tomsk NRMC, Russia, Tomsk, Naberezhnaya r. Ushayki, 10, 634050  E-mail: nastasiassmu@gmail.com    
Abstract. In the present study, we performed an integrative analysis of single-cell RNA-sequencing data of coronary and carotid atherosclerotic plaques of ten patients. We identified 22 specific cell populations that include 12 clusters of immune cells, 5 clusters of smooth muscle cells, 3 types of endothelial cells, fibroblasts, and neurons. We classified ten patients into three groups according to their most prevalent smooth muscle cell types and found a population which can potentially protect patients from symptomatic forms of atherosclerosis.  Введение. Атеросклероз сосудов представляет собой хроническое воспалительное заболевание, в ходе которого происходит образование богатой липидами атеросклеротической бляшки (АБ), дальнейшее разрастание ее некротического ядра, и, как следствие, фиброз и кальцификация окружающих тканей. В процесс ремоделирования сосудистой стенки вовлечены множественные клеточные субпопуляции, такие как гладкомышечные клетки (ГМК) с измененным фенотипом, про- и антиатерогенные эндотелиальные и различные типы резидентных иммунных клеток [1]. Изучение патогенеза атеросклероза на уровне отдельных клеток дает возможность более полно охарактеризовать клеточную гетерогенность образцов, идентифицировать новые типы клеток в АБ, предложить интерпретацию их роли в прогрессировании заболевания, а также выявить новые молекулярно-генетические механизмы атеросклероза [2]. На сегодняшний день опубликовано несколько исследований по анализу данных РНК-секвенирования единичных клеток (scRNA-seq) АБ человека. Материалом для работы Wirka R.C. et al. [3] послужили все слои стенки пораженных атеросклерозом коронарных сосудов. Pan Н. et al. [4] изучили АБ сонных артерий. Alsaigh Т. et al. [5] рассмотрели АБ сонных артерий, а также прилегающие к ним интактные участки сосудов. У некоторых пациентов, описанных в этих работах, атеросклероз клинически имел симптоматическое течение, то есть был осложнен острыми сосудистыми событиями – ишемический инсульт или инфаркт миокарда, а у других – асимптоматическое, без осложнений.  
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  Объединение данных вышеупомянутых исследований посредством интегрирования транскриптомов единичных клеток АБ человека и последующее применение на них современных биоинформатических подходов позволит более полно описать картину клеточной гетерогенности АБ с учетом локализации протекающего процесса. Целью работы является идентификация ключевых клеточных субпопуляций атеросклеротических бляшек коронарных и сонных артерий человека на основе анализа объединенных данных РНК-секвенирования единичных клеток. Экспериментальная часть.  Материалом для исследования послужили первичные данные РНК-секвенирования АБ, полученные Wirka R.C. et.al. (n=4), Pan Н. et al. (n=3) и Alsaigh Т. et al. (n=3). Для биоинформатического анализа данные были загружены из открытой базы данных SRА (SRP199578, SRP274629, SRP287809) с помощью инструмента SRAtools. Для получения таблиц экспрессии генов в образцах был использован инструмент CellRanger.  Обработка и визуализация данных, анализ дифференциальной экспрессии генов были проведены в программной среде R 4.0.4. с использованием программного пакета Seurat. Для поиска и удаления дублетов – артефактов, полученных в ходе слияния двух клеток, применялся пакет DoubletFinder. Батч-эффект исправлялся при помощи стандартного протокола интеграции данных Seurat. С помощью пакета SingleR проводилась автоматическая аннотация клеточных популяций, которая, в дальнейшем, подвергалась ручной корректировке. Описание клеточных типов происходило в соответствии с размещенной в базах данных (WebGestalt, Uniprot, PanglaoDB) информацией о дифференциально экспрессируемых генах (ДЭГ) кластеров клеток. ДЭГ отбирали с помощью непараметрического критерия Манна-Уитни при уровне значимости p<0,05 с учетом поправки Бенджамини-Хохберга на множественные сравнения. Результаты. Интегрированные данные содержали информацию о 81844 клетках, среди которых 18412 соответствовали эксперименту по коронарным артериям, 52164 и 11268 – по сонным. Из дальнейшего анализа были исключены клетки, экспрессирующие менее 250 и более 5000 различных генов, содержащие менее 1000 и более 30000 мРНК и более 7,5% митохондриальных генов. Также были обнаружены и удалены 5013 дублетов. После контроля качества осталось 61824 клетки (8370 клеток коронарных артерий, 39127 и 14327 – сонных), что составило 75,54% от исходных данных.  В ходе кластеризации клеток было обнаружено 22 клеточных популяции. В частности, идентифицировано 12 кластеров иммунных клеток, среди которых 3 субпопуляции CD8+ Т-лимфоцитов (28,1%), 4 субпопуляции клеток моноцитарно-макрофагального ряда (17,9%), 2 типа B-лимфоцитов (4,3%), натуральные киллеры (3,2%), плазматические (1,4%) и тучные клетки (1,3%). Также в атеросклеротических бляшках выявлена популяция нейронов (0,5%), фибробластов (4,4%), 3 типа эндотелиальных клеток (14,2%) и 5 кластеров гладкомышечных клеток и их измененных форм (контрактильные ГМК (7,6%), активированные ГМК (4,9%), воспалительные фибромиоциты (8,2%) и 2 подтипа ГМК с остеохондрогенным (ОХ) фенотипом (4,0%)).  Соотношение долей клеточных популяций различалось между АБ коронарных и сонных артерий. Три группы пациентов имели похожее распределение частот клеток с ГМК-подобным фенотипом. Первая группа объединяет 3 АБ коронарных артерий, в которых преобладают активированные ГМК (39,3-46,5%), имеющие тенденцию к миграции (ID4, CCN1). Доминирующая субпопуляция ГМК у 
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  группы пациентов с АБ, локализованными в сонных артериях – воспалительные фибромиоциты (39,3-54,1%), участвующие в организации внеклеточного матрикса (LUM, BGN, VCAN, FN1, COL1A1) и поддерживающие воспаление (TNFRSF11B, CFH, CCL19, C1R).  Третья группа включает АБ коронарной и сонных артерий, в которых контрактильные ГМК (MYH11, MYL9, TPM2, PLN, TAGLN) составили от 49,0 до 71,7%.  В сонных артериях четырех пациентов, двое из которых имели асимптоматическое течение заболевания, обнаружена клеточная популяция – ГМК с ОХ фенотипом 1 (5,1-42,8%). Данной популяции практически не наблюдается у трех пациентов с АБ в коронарных сосудах (0-0,2%), а также она полностью отсутствует (0%) в АБ сонной артерии пациента, имеющего симптоматическое течение заболевания. Все остальные клеточные типы присутствуют в АБ пациентов на уровне, большем 1,6%.  Популяция ГМК с ОХ фенотипом 1 может быть больше свойственна для АБ сонных артерий, чем коронарных, а также преобладать у пациентов, имеющих асимптоматическое течение атеросклероза. Предположительно, данная группа клеток выполняет протективную функцию, предотвращая осложненное течение атеросклероза.  Заключение. Анализ интегрированных данных РНК-секвенирования единичных клеток АБ сонных и коронарных артерий позволил разделить пациентов на три группы, согласно соотношению популяций клеток с ГМК-подобным фенотипом. Обнаружена популяция ГМК с ОХ фенотипом 1, которая встречается только в сонных артериях и может иметь защитную роль для клинически осложненного течения атеросклероза.  СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ  1. Libby P., Buring J.E., Badimon L., et al. Atherosclerosis // Nature Review Disease Primers. – 2019. – Vol. 5. – № 56. – P. 1-18. 2. Tang, X., Huang, Y., Lei, J. et al. The single-cell sequencing: new developments and medical applications // Cell Biosci. – 2019. – Vol. 9., №. 53.  3. Wirka R.C., Wagh D., Paik D.T., et al. Atheroprotective roles of smooth muscle cell phenotypic modulation and the TCF21 disease gene as revealed by single-cell analysis // Nature Medicine. – 2019. – Vol. 25., – № 8. – P. 1280-1289. 4. Pan H., Xue C., Auerbach B.J., Fan J., Bashore AC.., Cui J., Yang D.Y., Trignano S.B., Liu W., Shi J., Ihuegbu C.O., Bush E.C., Worley J., Vlahos L., Laise P., Solomon R.A., Connolly E.S., Califano A., Sims P.A., Zhang H., Li M., Reilly M.P. Single-Cell Genomics Reveals a Novel Cell State During Smooth Muscle Cell Phenotypic Switching and Potential Therapeutic Targets for Atherosclerosis in Mouse and Human // Circulation. – 2020. – Vol. 142., – № 21. – P. 2060–2075.  5. Alsaigh T., Evans D., Frankel D., Torkamani A. Decoding the transcriptome of atherosclerotic plaque at single-cell resolution // bioRxiv. – 2020. Published online. 
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  УДК: 618.146-006.6:578.827.1 ВИРУС ПАПИЛЛОМЫ ЧЕЛОВЕКА ПРИ РАКЕ ШЕЙКИ МАТКИ IN SITU Е.А. Здерева, И.А. Цыденова, М.М. Цыганов Научный руководитель: к.б.н., М.К. Ибрагимова Научно-исследовательский институт онкологии, Томский национальный исследовательский медицинский цент РАН Россия, г. Томск, пер. Кооперативный, 5, 634009 E-mail: zdereva.e@gmail.com   HUMEN PAPILLOMAVIRUS IN CERVICAL CANCER IN SITU E.A. Zdereva, I.A. Tsydenova, M.M. Tsyganov Scientific Supervisor: PhD, M.K. Ibragimova Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center RAS, Russia, Tomsk, Kooperativny Lane, 5, 634009 E-mail: zdereva.e@gmail.com  Abstract. Malignant tumors of the reproductive system are the most common in the structure of oncological morbidity in women, among which cervical cancer remains the most common form of neoplasm. The triggering factor for the occurrence of cervical cancer of cases is infection with the human papillomavirus of high carcinogenic risk. The result of timely detection and treatment of cervical cancer in situ is the prevention of the progression of the malignant process. The aim of the work is to identify, type and determine the viral load of HRC HPV in patients diagnosed with cervical cancer in situ. The study included 27 patients with cervical cancer in situ. The material was scrapings of the epithelium of the cervical canal and the outer part of the cervix. Detection and genotyping of HPV DNA is carried out by real-time PCR. As a result of the study, it was found that the infection rate of HRC HPV in the study sample was 63.0%. Genotyping of HPV-positive samples showed that in 76.5% of patients there was a prevalence of HPV genotype 16, in second place were HPV types 33 and 56 (17.7%). The predominance of mono-infection (70.5%) was revealed. When determining the viral load, it was found that in HPV-positive samples, in almost all cases, a clinically significant viral load was determined.  Введение. Для населения России заболеваемость злокачественными новообразованиями (ЗНО) является острой медицинской и социальной проблемой. Злокачественные опухоли репродуктивной системы являются наиболее частыми в структуре онкологической заболеваемости женщин, среди которых рак шейки матки (РШМ) остается одной из наиболее распространенных форм новообразований, занимая седьмое место в мире среди всех ЗНО, четвертое – среди всех ЗНО женского населения и второе – среди злокачественных новообразований женских репродуктивных органов после рака молочной железы [1]. Рак шейки матки in situ это нулевая стадия рака шейки матки, при которой злокачественные изменения локализуются в эпителии шейки матки, не затрагивая базальную мембрану. Известно, что на сегодняшний день рак шейки матки является единственным злокачественным новообразованием, для которого общепризнан этиологический фактор. Этиологическим фактором для возникновения рака шейки матки более чем в 90% случаев является инфицирование вирусом папилломы человека (ВПЧ) 
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  высокого канцерогенного риска (ВКР) [2]. Актуальность проблемы раннего выявления и лечения нулевой стадии рака шейки матки обусловлена, с одной стороны, развитием этого заболевания у женщин молодого возраста, а с другой – недостаточной эффективностью существующих методов лечения. Результатом своевременного выявления РШМ in situ является предотвращение дальнейшего прогрессирования злокачественного процесса. Таким образом, целью работы является выявление, типирование и определение вирусной нагрузки ВПЧ ВКР у пациенток с диагнозом РШМ in situ. Материалы и методы. Всего в исследование было включено 27 пациенток в возрасте от 24 до 79 лет с диагнозом рак шейки матки in situ. Диагноз верифицирован гистологически, опухоли были охарактеризованы в соответствии с классификацией FIGO. Материалом для исследования послужили соскобы эпителия цервикального канала и наружной части шейки матки. Выявление и генотипирование ДНК ВПЧ проводили методом PCR Real Time (RotorGene 6000, «Corbett Research», Австралия) с использованием комплектов реагентов фирмы «Amplisens®» (Москва, Россия). Значение вирусной нагрузки рассчитывалось в геномных эквивалентах ДНК ВПЧ/105 клеток. Результаты. Наличие ВПЧ-позитивного рака шейки матки in situ, ассоциированного с одним или одновременно с несколькими типами ВПЧ, были обнаружены у 17 пациенток (63,0%) и у 10 больных (37,00%) ВПЧ в опухоли не был выявлен. Стоит отметить, что в одном из ранее проводимых исследований на примере Российской популяции пациенток частота ВПЧ-позитивных пациенток с РШМ I-IV стадий составила 86,0% [1]. Согласно результатам предыдущих собственных исследований, частота ВПЧ-позитивных пациенток РШМ I-IVа стадий составила уже 72,4%, соответственно, у 27,6% пациенток ВПЧ в опухоли не был выявлен [2]. Таким образом, для больных РШМ in situ показана высокая инфицированность вирусом папилломы человека высокого канцерогенного риска. Генотипирование вирус-положительных образцов показало превалирование ВПЧ 16 типа (76,5% случаев), что согласуется с мировыми литературными данными и полученными ранее результатами (49,0% и 67,8%, соответственно) [1, 2]. На втором месте по частоте встречаемости для пациенток с РШМ in situ находятся ВПЧ 33 и 56 генотипов (по 17,7%). Так, согласно литературным данным, в группе больных РШМ I-IVа второе место занимал ВПЧ 31 типа (16,0%) [1]. В то время как в предыдущем собственном исследовании в группе больных РШМ I-IVа второе место занимал ВПЧ 33 типа (22,6%) [2]. Также в настоящей работе для пациенток с РШМ in situ в 5,9% случаев детектировали ВПЧ 39, 45, 51, 52 типов (Рис. 1). Таким образом, полученные данные отражают особенности распространения ВПЧ ВКР для исследуемой группы пациенток в Томском регионе. 
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  Рис. 1. Распределение частот встречаемости генотипов ВПЧ ВКР групп пациенток с раком шейки матки in situ В результате исследования распространенности моно- и микст-инфицирования было выявлено преобладание моно-инфицирования (70,5%), а частота встречаемости двух и более генотипов вируса одновременно составила 29,5%. При определении вирусной нагрузки (концентрации ДНК вируса) в исследуемых образцах было показано, что количество пациенток с показателем низкой вирусной нагрузки (<3lg ДНК ВПЧ/105 клеток) в исследуемой группе пациенток составило 29,4%, при этом, показатель высокой (клинически значимой) вирусной нагрузки (>3lg ДНК ВПЧ/105 клеток) составил 70,6%. Согласно собственным предыдущим результатам, в группе пациенток с РШМ I-IVа был выявлен показатель малозначимой вирусной нагрузки равный 22,6%, в то время как показатель клинически значимой вирусной нагрузки составил 77,4% [2]. Таким образом, показана высокая частота клинически значимой вирусной нагрузки для пациенток с РШМ in situ. Заключение. В результате проведения представленного исследования было проведено выявление, типирование и определение вирусной нагрузки вируса папилломы человека высокого канцерогенного риска у пациенток с диагнозом рак шейки матки in situ. Был показан высокий уровень инфицированности ВПЧ ВКР в исследуемой выборке пациенток, а также наличие высокого уровня клинически значимой нагрузки и превалирование ВПЧ 16 генотипа.  СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ  1. Беляева Е.В., Токарская О.А., Баирова Т.А. Особенности распространения папилломавирусной инфекции в различных регионах Российской Федерации (обзор литературы) // Acta Biomedica Scientifica. – 2018. – Т. 3., №. 3. – С. 127–135. 2. Ибрагимова М.К., Цыганов М.М., Чуруксаева О.Н., Коломиец Л.А., Литвяков Н.В. Анализ выживаемости больных ВПЧ-ассоциированным и ВПЧ-негативным раком шейки матки // Инфекция и иммунитет. – 2019. – Т. 9., №. 3–4. – С. 595–599. 
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  УДК 618.19-006.6:575.113 ПРЕДИКТИВНАЯ И ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ЭКСПРЕССИИ И АБЕРРАЦИЙ ЧИСЛА КОПИЙ ДНК ГЕНОВ ХИМИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ У БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ М.К. Ибрагимова, Е.А. Здерева, М.М. Цыганов Научный руководитель: д.б.н., Н.В. Литвяков Научно-исследовательский институт онкологии, Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН Россия, г. Томск, пер. Кооперативный, 5, 634009 E-mail: zdereva.e@gmail.com   PREDICTIVE AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF EXPRESSION AND ABERRATIONS  OF THE DNA COPY NUMBER OF CHEMOSENSITIVITY GENES IN PATIENTS WITH BREAST CANCER M.K. Ibragimova, E.A. Zdereva, M.M. Tsyganov Scientific Supervisor: Dr. N.V. Litviakov Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center RAS, Russia, Tomsk, Kooperativny Lane, 5, 634009 E-mail: zdereva.e@gmail.com   
Abstract. Increasingly, many researchers are focusing on the sensitivity in breast tumors (BC) to certain chemotherapy drugs and have personalized their research based on the assessment of this sensitivity. One such personalized approach is to assess the chemotherapy’s gene expression, as well as aberrations in the number of DNA copies—deletions and amplifications with the ability to have a significant effect on the gene’s activity. Complex assessment of the chemotherapy’s gene expression is important not only for understanding the heterogeneity and molecular biology of breast cancer but also to obtain a more accurate disease prognosis. Thus, the aim of this work was to study the predictive and prognostic significance of the expression and chromosomal aberrations of eight chemosensitivity genes in breast cancer patients.  Введение. В настоящее время важным аспектом персонализации лечения онкологических больных является установление факта устойчивости и чувствительности к конкретным химиотерапевтическим препаратам [1]. С этой целью в опухолевой ткани возможно определение маркеров химиочувствительности. Экспрессия некоторых генов в опухолевой ткани тесно связана с химиорезистентностью и прогнозом у больных раком молочной железы (РМЖ) [2]. Особый интерес представляют исследования хромосомных аберраций в локусах данных генов, оказывающие влияние на уровень экспрессии генов [3]. Целью работы является анализ связи экспрессии генов химиочувствительности ERCC1, RRM1, TOP1, TOP2α, TUBB3, TYMS, GSTP1 с эффектом неоадъювантной химиотерапии (НХТ). Материалы и методы. В исследование было включено 130 больных РМЖ IIA–IIIB стадии, получавших в 2006-2020 годах лечение в клиниках НИИ онкологии (г. Томск, Россия). В ретроспективную группу вошли 90 пациенток. Все больные в неоадъювантном режиме получали 2–8 курсов неоадъювантной 
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  химиотерапии (НХТ) по схемам AC, CAX или монотерапию таксотером. Через 3-5 недель после НХТ проводилась органосохранная операция в различном объеме, далее больным проводили лучевую и/или гормональную или таргетную терапию. Для анализа аберраций числа копий (CNA) проводили микроматричный анализ на ДНК-чипах высокой плотности фирмы Affymetrix (USA) CytoScanTM HD Array. Уровень экспрессии оценивали при помощи ОТ-ПЦР. Результаты. Установлено, что у больных с наличием объективного ответа на лечение (полная и частичная регрессия) экспрессия RRM1 выше, по сравнению с пациентами со стабилизацией и прогрессированием (p=0,04). Кроме этого, высокие уровни экспрессии генов TOP2α и TYMS связаны с хорошим ответом на лечение (p=0,03). Аналогичный результат показан для гена TUBB3 у пациентов, пролеченных таксотером в монорежиме. Наличие в биопсии опухоли высокого уровня GSTP1 сопряжено с низкой эффективностью НХТ по схеме CP (p=0,05) (Рис. 1). 

 Рис. 1. Диаграммы связи начального уровня экспрессии генов химиочувствительности с эффектом НХТ в общей группе больных и в зависимости от схемы химиотерапии  Анализ показателей безметастатической выживаемости в зависимости от экспрессии, а также CNA исследуемых генов представлен на рисунках 2 и 3. Дальнейший анализ связи наличия хромосомных аберраций в исследуемых генах химиочувствительности у пациентов с раком молочной железы  показал, что CNA слабо коррелирует с эффектом НХТ. Так же показано, что пациенты с гиперэкспрессией GSTP1 имеют 100% безметастатическую выживаемость (log-rank test p=0,02) (Рис. 2). 

 


