Анализ абберантного метилирования днк, обусловленного пролонгированным радиационным воздействием.

Бабикова Е.А., Наумов В.А., Захаржевская Н.Б., Генерозов Э.В.

Лаборатория молекулярной генетики человека, ФГБУН “НИИ ФХМ” ФМБА России

Возникающие вследствие воздействия ионизирующего излучения геномные и эпигенетические мутации являются одной из причин формирования различных патологий.   Воздействие малых радиационных доз, не превышающих 500 мЗв/год, не приводит к быстрому развитию заболеваний, но способствует накоплению мутаций в ДНК. По сравнению с соматическим мутагенезом, влияние излучения на метилирование ДНК изучено в меньшей степени. Целью данной работы являлся анализ аберрантного метилирования ДНК, обусловленного пролонгированным радиационным воздействием.  

Для исследования были сформированы 2 группы, включающие сотрудников Российского федерального ядерного центра, подвергшихся различному типу пролонгированного радиационного воздействия (гамма или бета), и группа контроля. ДНК, выделенная из лейкоцитарной фракции крови, была бисульфит-модифицирована и проанализирована на чипе Human Methylation450K (Illumina, США). Статистическая обработка результатов проводилась с использованием программных пакетов R-statistics и IMA (Illumina Methylation Analyzer). 

В ходе работы произведена оценка степени метилирования 485512 CpG сайтов в 3 группах образцов. Для группы сотрудников с пролонгированным влиянием бета излучения выявлены достоверные различия в степени метилирования сайтов cg00645010, cg02467170, cg15890734, cg26563141, cg27534567 (P<1.5* 10-6). В свою очередь, в группе сотрудников с пролонгированным действием гамма излучения максимальные различия отмечены для сайтов cg00124902, cg00645010, cg02467170, cg05740793, cg07730007, cg10184328, cg11601967, cg11963436, cg16605633, cg16841014, cg19336497, cg19947357, cg25264268 (P<2.6*10-5). В обеих группах (бета и гамма) наибольшие отличия в метилировании выявлены в генах DHFR и MIR1977. Сайт-специфическое гипометилирование гена DHFR может определять нарушения в обмене фолатов и, как следствие, способствовать возникновению генетических мутаций. Неконтролируемая экспрессия интерферирующей РНК гипометилированной MIR1977 может обуславливать нарушения в процессах матричного синтеза. 
Атомно-силовая микроскопия высокого разрешения эпитаксиальных ламеллярных наноструктур акил-глициновых производных на поверхности графита

Баринов Н.А., Прохоров В.В., Клинов Д.В.

Лаборатория медицинских нанотехнологий ФГБУН НИИ ФХМ ФМБА

Обычно   визуализацию методом АСМ ДНК и белковых  бионаноструктур осуществляют на поверхностях атомарно гладких субстратов слюды и графита. Преимущество высокоориентированного  пиролитического графита (ВОПГ)  – электронейтральность и химическая инертность поверхности. Вместе с тем для адсорбции молекулы ДНК на ВОПГ необходима предварительная модификация его поверхности, так как ДНК не адсорбируются непосредственно на ВОПГ.  Известен способ модификации гидрофобной поверхности ВОПГ нанесением поверхность акил-глицинового пролизводного NH2-Gly4-(CH2)10-Gly4-NH2 (ГМ) с гидрофобным алкильным участком, отвечающим за взаимодействие с гидрофобной поверхностью графита и глициновыми цепочками с полярной положительно заряженной NH2 группой [1].

В данной работе с помощью АСМ высокого разрешения исследовалась структура монослоя ГМ и ряда других акил-глициновых производных с симметричными и асимметричными молекулами: Gly5-(CH2)10-Gly5, Gly4-(CH2)12, Gly4-(CH2)18, Gly6-(CH2)12. Во всех случаях обнаружены эпитаксиальные линейно-ламеллярные структуры с ориентацией молекул перпендикулярно направлению длинной оси ламелей, в которых глициновые части образуют протяженные одномерные бета-листы. Из сравнения прецизионных измерений ширины ламелей и молекулярной длины были построены  модели молекулярных упаковок (Рис. 1). Было показано, что симметричные производные Gly4-(CH2)10-Gly4 и Gly5-(CH2)10-Gly5 образуют единственный тип ламелей с шириной равной молекулярной длине (Рис. 1а). Асимметричные производные образуют два типа ламелей: сдвоенные с встречными глициновыми частями (Рис.1б) и с взаимопроникновением глициновых частей (Рис.1в).  Для Gly4-(CH2)18 и Gly6-(CH2)12  погрешность измерения ширины ламелей достаточна, чтобы сделать вывод о разной ориентация глициновых и алкильных сегментов (Рис. 1б) относительно решетки графита (Рис. 1г) в соответствии с выводами работы [2].

1. J. Adamcik,  D.V. Klinov, G. Witza, S. K. Sekatskii, G. Dietler, «Observation of single-stranded DNA on mica and highly oriented pyrolytic graphite by atomic force microscopy» FEBS Lett, 2006, 580(24), 5671–75.
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2. V. V. Prokhorov, D.V. Klinov, A. A. Chinarev, A. B.Tuzikov, I. V. Gorokhova, N. V. Bovin, "High-resolution Atomic Force Microscopy Study of Hexaglycylamide Epitaxial Structures on Graphite”, Langmuir, 2011, 27, 5879–90. 

Исследование антихламидийной активности пептидогликан-распознающих белков человека.

Бобровский П.А., Полина Н.Ф., Манувера В.А., Лазарев В.Н.

Лаборатория генной инженерии ФГБУН НИИ ФХМ ФМБА России.

Пептидогликан-распознающие белки человека (PGRP) являются компонентами врожденного иммунитета, активирующие, по литературным данным, двухкомпонентные системы бактерий, что вызывает их гибель. У человека описано четыре пептидогликан-распознающих белка. В данной работе впервые было исследовано действие рекомбинантных PGRP на Chlamydia trachomatis. Для этого были получены стабильные линии HeLa, продуцирующие рекомбинантные PGRPs. Для оценки эффективности заражения клеток HeLa C. trachomatis, элементарные тельца хламидий инкубировали в культуральной жидкости, содержащей PGRPs, в течение 3 часов, после этой культуральной жидкостью заражали клетки HeLa и подсчитывали количество хламидийных включений. В ходе работы показано, что после инкубации элементарных телец хламидий с культуральной жидкостью, содержащей PGRPs, количество хламидийных включений в клетках HeLa через 48 часов после заражения уменьшается в 5-10 раз по сравнению с контролем. Также в работе исследовали активацию транскрипции генов двухкомпонентной системы хламидий после взаимодействия элементарных телец хламидий с PGRP. Клетки HeLa, зараженные C.trachomatis, лизировали, выделяли РНК и с помощью ПЦР в реальном времени определяли уровень транскрипции. Показано увеличение транскрипционной активности генов двухкомпонентной системы хламидий в 10-15 раз после взаимодействия элементарных телец с PGRP, при этом максимум продукции мРНК наблюдается через 2 часа после контакта элементарных телец с пептидогликан-распознающими белками человека. Таким образом, рекомбинантные пептидогликан-распознающие белки ингибируют развитие инфекции C.trachomatis.
Микроскопическое исследование амилоидоподобных пептидов RADA-16 и RLDL-16

Ю.С.Газизова, Д.В.Багров, Д.В.Клинов, И.П. Удовиченко

Лаборатория Медицинских Нанотехнологий

Самоорганизующийся пептид RADA-16 формирует в растворе неиммуногенные биодеградируемые нановолокна, из которых легко получить сетчатый матрикс и гидрогель – перспективные материалы тканевой инженерии. Несмотря на успешные применения данных материалов, структура составляющих их волокон до сих пор слабо изучена. 

В данной работе мы использовали атомно-силовую и просвечивающую электронную микроскопию, различные виды спектрометрии, а также молекулярное моделирование. Показано, что при нейтральных значениях pH пептид RADA-16 образует фибриллы, структурной единицей которых являются ß-бислои пептида, так как высота волокон над подложкой изменяется дискретно, а квантом высоты является толщина ß-бислоя ~1,8 нм. Подобная структура была также показана для пептида RLDL-16, отличающегося от RADA-16 заменой аланинов на лейцины, квант высоты для RLDL-16 равен 2,4 нм и интерпретирован как ß-бислой пептида. Теоретические толщины ß-бислоя для RADA-16 и RLDL-16 были получены методом молекулярного моделирования и составляют 1.89±0.12 нм и 2.34±0.37 нм соответственно. Фибриллы RADA-16 в кислой среде (pH~2) частично разрушаются и можно наблюдать процесс упорядоченной сборки филаментов на поверхности. Филаменты представляют собой ленты шириной ~5 нм и высотой ~1,1 нм, что соответствует монослою пептида, в котором молекулы уложены латерально друг к другу и перпендикулярно направлению роста ленты. Успешные эксперименты по связыванию продуктов самоорганизации исследуемого пептида классическими красителями амилоидов (Конго Красный и Тиофлавин Т) доказывают, что нановолокна RADA-16 имеют амилоидоподобную природу.

Системный анализ Mycoplasma gallisepticum в условиях теплового стресса.

Горбачев А. Ю., Фисунов Г. Ю. Бутенко И. О., Побегуц О. В., Матюшкина Д. С.

Лаборатория протеомного анализа.

В последнее время было проведено множество исследований посвященных микоплазмам. К ним относятся исследования по определению минимального функционального ядра бактериальной клетки и созданию концепции минимальной клетки. Кроме того, существует ряд работ по изучению организации транскриптома, протеома и метаболома у микоплазм. Исследованы также соотношения между РНК и белком, а также скорость их обмена в клетках M. pneumoniae. В работе Л. Серрано и соавторов были проведены многочисленные эксперименты по измерению уровня мРНК и белков в различных состояниях. Кроме того, построены математические модели клеточного метаболизма. Было показано, что самым сильным воздействием, оказывающим наибольшее влияние на экспрессию генов у микоплазм, является тепловой шок. Поскольку микоплазмы являются паразитическими микроорганизмами, а повышение температуры – стандартная реакция организма-хозяина на бактериальное заражение, можно предположить, что в процессе эволюции тепловой шок стал служить мощным регулятором, определяющим изменения паттерна экспрессии генов, что приводит к перестройке клеточной физиологии микоплазм и переключению на патогенные процессы.

В нашем исследовании мы выбрали тепловой шок в качестве модели исследования, как раз по причине его мощного воздействия на клетки микоплазм. Мы постарались разделить реакции, связанные с непосредственно ответом на тепловой шок, и реакции, сопутствующие ему и запускающими процесс патогенеза. Мы обнаружили изменения на уровне белков и метаболитов и сравнили их с нашими предыдущими исследованиям изменения мРНК в процессе теплового шока M. gallisepticum.

Мы использовали технику высокопроизводительной масс-спектрометрии (SWATH-анализ) для детекции количественных изменений 400 белков в M. gallisepticum. Мы также сравнили данные SWATH анализа с классической методикой двумерного гель-элеткрофореза с дифференциальной окраской цианинами.

Используя технику HPLC-LC-MS мы также провели метаболомный анализ в условиях теплового шока.

Используя ранее полученные данные транскрипционного анализа мы провели мета-анализ данных, включающих изменения уровней мРНК, белка и метаболитов в условиях теплового шока.
Оптимизация процесса завершения сборки бактериальных геномов. 

А. Горностаева1,2, А. Панюшкина3, А. Манолов1, И. Карпова1, Т. Семашко1, А. Ларин, Е1. Кострюкова1.

1 НИИ физико-химической медицины

2 Московский физико-технический институт (Государственный университет)

3 Институт микробиологии им. С.Н. Виноградского РАН
Для секвенирования бактериальных геномов наиболее часто используется технологии секвенирования второго поколения, позволяющая получить сотни тысяч ридов длиной от 50 до 1000 пар нуклеотидов. первый этап получения последовательности - ассемблирование, позволяющее собирать риды в более длинные последовательности – контиги. Далее следует долгий и трудоемкий процесс завершения сборки генома – расположения контигов в правильном порядке (скаффолд) и закрытия «дырок» между ними. Этот процесс обычно включает в себя использование парных ридов, расстояние между которыми известно с некоторой точностью, и постановка ПЦР на участки между контигами с последующим секвенированием полученных фрагментов методом Сэнгера. При этом если получение набора контигов занимает неделю, то завершение сборки генома может длиться несколько месяцев и дополнительно удорожает процедуру.

В данной работе предложен метод оптимизации процесса завершения сборки бактериальных геномов, основанный на частичной сборке генома in silico с использованием графа контигов, который получается при использовании программного пакета Newbler (Roche). В данном графе узлами являются сами контиги, а ребрами – риды, охватывающие разные контиги (начинающиеся в одном и заканчивающиеся в другом). На примере бактерии Sulfobacillus thermotolerans нами было показано, что при наличии скаффолда порядка одной трети «дырок» между контигами можно закрыть без ПЦР, а исключительно на основе графа контигов.  Для остальных «дырок» можно предсказать их примерный размер, что позволяет более точно подбирать параметры постановки ПЦР. Кроме того, имея набор контигов, можно осуществить сборку генома без применения технологии парных ридов. Обычно для этого приходиться ставить огромное количество ПЦР на предполагаемые участки между всеми возможными парами контигов. В данном случае, снова опираясь на информацию, заложенную в графе контигов, можно значительно сократить количество необходимых постановок ПЦР.

Таким образом, описанный подход позволяет оптимизировать процесс завершения сборки бактериальных геномов  до различной степени, в зависимости от сложности изучаемого генома.
Везикулы, как механизм транспорта токсина Bacteroides fragilis в окружающую среду. 

Захаржевская Н.Б., Гущина Е.А., Вишняков И.Е., Говорун В.М.

Лаборатория генетики человека, ФГБУН “НИИ ФХМ” ФМБА России

Везикулы, являются одним из механизмов транспорта токсинов грамотрицательных бактерии в окружающую среду. Для Bacteroides fragilis механизм секреции токсина (BFT) не известен. В ходе аннотации генома Bacteroides fragilis выявить возможные типы секреции BFT не удалось. Целью данной работы являлось доказательство возможного участия везикулярного транспорта в доставке токсина Bacteroides fragilis в окружающую среду.

В ходе работы были использованы токсигенный и нетоксигенный штаммы Bacteroides fragilis, а также культура клеток HT-29. Выделение везикул проводилось в ходе ультрацентрифугирования при 120000g. Идентификации токсина в культуре, среде и в препарате везикул проводилась методом иммуноблота с применением поликлональных антител. Протеолитическая активность токсина в составе препарата везикул оценивалась в ходе ферментативного расщепления клеточного белка E-кадгерина. Визуализация везикул в культуральной среде проводилась с использованием трансмиссионной электронной микроскопии, а также методом негативного контрастирования. Определение локализации BFT в препарате культуральной среды осуществлялось с использованием метода электронной микроскопии с применением антител к токсину, конъюгированных с частицами золота диаметром 10нм.

Методом иммуноблота в препарате везикул был определен каталитический домен BFT, а при дополнительном ингибировании сериновых протеаз - полноразмерный белок. Протеолитическая активность препарата везикул токсигенного штамма выявлена в ходе полного расщепления клеточного E-кадгерина культуры клеток HT-29. Методом трансмиссионной электронной микроскопии, а также негативного контрастирования определен размер везикул от 20 до 50 нм. Методом электронной микроскопии с применением антител к токсину, конъюгированными с частицами золота, удалось определить премебранную локализацию антител, что может свидетельствовать о возможном транспорте токсина в везикулах или быть следствием мембранной природы белка.

Выделение и характеристика популяции клеток колоректальной аденокарциномы человека с фенотипом раковых стволовых клеток 

Кайдина А.М., Лупатов А.Ю., Каралкин П.А., Сарыглар Р.Ю., Ярыгин К.Н.

Лаборатория клеточной биологии ФГБУ «ИБМХ» РАМН

К настоящему времени существуют многочисленные доказательства того, что образование, прогрессия и рецидивирование раковых опухолей обусловлено особой субпопуляцией клеток опухоли, так называемых раковых стволовых клеток (РСК). Целью данной работы стало выделение популяции клеток колоректальной аденокарциномы с фенотипом РСК для профилирования их поверхностного фенотипа и генной экспрессии. 

Отличительными особенностями РСК являются экспрессия специфических поверхностных маркеров, а также способность к эксклюзии флуоресцентных красителей. Поэтому для разработки метода выявления популяции РСК в образцах опухолевой ткани больных колоректальной аденокарциномой мы проводили цитометрическое измерение экспрессии поверхностного маркера CD133 одновременно с анализом эксклюзии флуоресцентных красителей. Однако в результате на графике распределения флуоресценции была выявлена преимущественная локализация CD133-позитивных раковых клеток среди клеток, практически не окрашивающихся ни ДНК-связывающим красителем DyeCycle Violet, ни митохондриальным красителем родамин 123. В связи с этим в качестве основного признака РСК было решено использовать экспрессию маркера РСК колоректальной аденокарциномы CD133.

Методом проточной цитометрии была проанализирована совместная экспрессия маркера CD133 и ряда поверхностных молекул, описанных в литературе в качестве возможных маркеров РСК других солидных опухолей. На клеточном материале, полученном от больных колоректальной аденокарциномой, были выявлены минорные клеточные популяции, экспрессирующие CD29, CD34, CD90 и CD117 на фоне экспрессии CD133. Полученные данные позволяют рассматривать вышеназванные маркеры в качестве дополнительных маркеров РСК колоректальной аденокарциномы человека.

Методом масс-спектрометрии был произведен сравнительный протеомный анализ популяций клеток колоректальной аденокарциномы с фенотипом EpCAM+CD133+ и EpCAM+CD133-, выделенных из общей популяции опухолевых клеток методом проточной сортировки. В результате у трех из четырех проанализированных пациентов в клетках колоректальной аденокарциномы с фенотипом EpCAM+CD133+ по сравнению с клетками с фенотипом EpCAM+CD133- было повышено содержание белка CEAM5, входящего в семейство белков СЕА, являющихся онкомаркерами различных солидных опухолей, главным образом, колоректального рака.

Протеогеномный анализ микробиоты нефтяного шлама
Манолов А. И.1, Каныгина А. В.1,2, Григорьева Т. В.3, Алексеев Д. Г.1
Лаборатория биоинформатики НИИ ФХМ
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В настоящее время особенно акутальна проблема переработки различных промышленных отходов. В частности, большой интерес представляет утилизация отходов нефтеперерабатывающих предприятий, т. к. эти отходы крайне токсичны, опасны для окружающей среды и медленно разлагаются в естественной среде.

В качестве объекта исследования был выбран промышленный углеводородный шлам. Полногеномный анализ одного из доминирующих представителей культивируемого сообщества – Pseudomonas stutzeri (аборигенный штамм KOS6), показал наличие в составе бактериальной хромосомы редкого сочетания генов системы азотфиксации (nif-оперон) и деградации нафталина (nah-оперон). Протеомный анализ в условиях утилизации нафталина в качестве единственного источника углерода, а также в условиях фиксации молекулярного азота подтвердил возможность активации вышеперечисленных систем. 

Также был произведен сравнительный анализ выделенного из шлама штамма P. stutzeri KOS6 и 14 референсных штаммов P. stutzeri. В результате в геноме KOS6 обнаружен участок длиной около 122 п. н., отсутствующий у референсных штаммов. Эта вставка предположительно является результатом горизонтального переноса из T. auensis. Кроме того, на основе анализа методом максимального правдоподобия был определен наиболее филогенетически близкий штамм из ранее известных -  P. stutzeri CCUG 29243.

Раннее прекращение лечения антикоагулянтами при остром коронарном синдроме 

без подъемов сегмента ST на ЭКГ у больных с низким риском неблагоприятного исхода

А.С.Князев, И.С. Явелов. 

Лаборатория клинической кардиологии ФГБУН НИИ ФХМ ФМБА России

Предпосылки. Рекомендации по лечению больных с острым коронарным синдромом без подъема сегмента ST (ОКСбпST) предписывают парентеральное введение антикоагулянтов в течение недели после госпитализации. Однако существуют данные, что использование антикоагулянтов не приводит к улучшению прогноза у больных с низким риском неблагоприятного течения заболевания.

Цель. Оценить последствия ранней отмены антикоагулянта в группе больных с ОКСбпST и низким риском неблагоприятного течения заболевания.

Материал и методы. В проспективное несравнительное исследование было включено 53 экстренно госпитализированных больных с ангинозным приступом в ближайшие 48 часов (медиана – ближайшие 2,3 часа). Во всех случаях риск по оценочной шкале GRACE не превышал 108 баллов, не был повышен уровень тропонина Т и на ЭКГ не было депрессий сегмента ST ≥0,1 мВ. После однократного подкожного введения фондапаринукса антикоагулянты не применялись; ацетилсалициловую кислоту и β-адреноблокаторы получали все больные, клопидогрел – 35 человек (66%). Через 12-24 часа после инъекции фондапаринукса начинали Холтеровское мониторирование ЭКГ в 12 отведениях продолжительностью не менее 36 часов. Перед выпиской проводили нагрузочную пробу на тредмиле. Больные наблюдались в течение 6 месяцев.

Результаты. Ишемические смещения сегмента ST были выявлены у 13 больных (24,5%) и в 12 случаях были бессимптомными. Медиана времени до первого ишемического эпизода составляла 51,8 часа после инъекции фондапаринукса и с учетом межквартильного размаха укладывалась в 2-4 T1/2 фондапаринукса. Тредмил-тест проводился у 48 пациентов и в 12 случаях (25,0%) оказался положительным. На госпитальном этапе не было летальных исходов или инфарктов миокарда, после выписки смертей не было, через 4,5 месяца развился 1 инфаркт миокарда и у 16 (30,2%) больных отмечались приступы стенокардии. Ишемические изменения при Холтеровском мониторировании ЭКГ не были связаны с результатом нагрузочной пробы и возобновлением стенокардии в ближайшие 6 месяцев. С наличием стенокардии после выписки был сопряжен положительный результат нагрузочной пробы (относительный риск 12,8; 95% доверительный интервал 2,0-80,1; р=0,007).

Выводы. В группе больных с ОКСбпST и низким риском неблагоприятного течения заболевания при очень раннем прекращении лечение фондапаринуксом достаточно часто выявлялась ишемия миокарда в период существенного ослабления действия препарата. Однако эти эпизоды оказались в основном бессимптомными и не были сопряжены с последующим возникновением стенокардии при том, что случаев смерти и инфаркта миокарда во время госпитализации не наблюдалось. Все это свидетельствует о перспективности дальнейшего изучения возможности фактического отказа от использования антикоагулянтов у данной категории больных.

Способность к пленкообразованию и воздействие на клетки человека различных видов стафилококков.

Корниенко М.А.1, Копыльцов В.Н.1, Шевлягина Н.В.2, Диденко Л.В.2, Любасовская Л.А.3, Припутневич Т.В.3,  Ильина Е.Н.1
1ФГБУН «НИИ Физико-химической медицины» ФМБА России, Москва

2 ГУ НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, Москва

3 ФГУ «НЦАГиП им. В.И. Кулакова» Минздравсоцразвития РФ

Лаборатория молекулярной генетики микроорганизмов

Различные виды стафилококков вызывают инфекции мягких тканей, эндокардит, сепсис, пневмонию, синдром токсического шока и пищевые отравления, что обуславливает актуальностью их изучения. Коагулазо-положительный Staphylococcus aureus (SA) является основным нозокомиальным патогеном. Для SA описано значительное количество факторов патогенности и вирулентности. Среди коагулазо-отрицательных стафилококков (КОС) клиническое значение имеют S. haemolyticus (SH) и S. epidermidis (SЕ), приводящие к инфекционным процессам у пациентов с ослабленной иммунной системой, при этом о механизмах патогенности КОС известно крайне мало. В данной работе ставилась задача сравнительно оценить потенциальную вирулентность клинических штаммов КОС по способности к пленкообразованию и характеру взаимодействия с клетками человека. В исследование включены лабораторный штамм SА 29213, и клинические штаммы SН 39, SЕ 36-1, выделенные из аутопсийного материала новорожденных. Электронной сканирующей микроскопией показано, что оба вида КОС образуют биопленки быстрее, чем SА. Через 2 часа инкубации клеток НТ-29 с изучаемыми штаммами наблюдается адгезия бактерий на поверхности клеток НТ-29. Визуально наиболее ярко адгезия проявлялись у SА 29213, SН 39. Через 3 часа инкубации под воздействием штаммов SА 29213 и SН 39 происходила деструкция монослоя клеток НТ-29. Через сутки инкубации деструкцию монослоя клеток НТ-29 вызывали все три штамма. Кроме того, на 2 сутки наблюдалось образование биопленки SH 39 на поверхности клеток НТ-29. Количественно токсический эффект воздействия стафилококков на НТ-29 оценивали по продукции лактатдегидрогеназы. Максимальный токсический эффект был вызван штаммом SН 39. Совокупные данные свидетельствует о реализации штаммом SН 39 факторов вирулентности и патогенности, молекулярная природа которых требует дальнейшего исследования.

Взаимосвязь биологической активности интерферона-α и уровня репликации вирусов Эпштейна-Барр и герпеса человека 6-го типа в оро-фарингеальной области (ретроспективный анализ)

Крынский С.А., Малашенкова И.К., Огурцов Д.П., Гурская О.Г., Сарсания Ж.Ш., Жарова М.А., Дидковский Н.А.

Лаборатория клинической иммунологии

Система интерферона (IFN) – важнейшее звено противовирусного иммунитета. По нашим данным, у больных вирусными инфекциями с высоким уровнем IFN в крови может отмечаться низкий уровень его биологической активности. При этом механизмы нарушения активности IFN изучены недостаточно. Изучали связь между уровнем репликации вирусов Эпштейна-Барр (EBV) и герпеса человека 6-го типа (HHV-6) в слюне и биологической активностью IFNα. 88 б-х (42 муж., 46 жен., ср. возраст 34±5 лет) с хронической герпесвирусной инфекцией (ГВИ) разделили на группы с учетом типа вируса и уровня вирусной репликации: гр. 1 (30 чел) - моноинфекция EBV, гр. 2 (25 чел) - моноинфекция HHV-6, гр. 3 - (28 чел.) - микст-инфекция. В группах выделили по две подгруппы: 1.1 (17 чел.), 2.1 (19 чел.) с титром EBV/HHV-6 </= 500 и 1.2 (14 чел.), 2.2 (7 чел.) с титром EBV/ HHV-6 > 500; 3.1 (19 чел.) с титром EBV и/или HHV-6 </= 500 и 3.2 (9 чел.) с титрами >500. Контрольная группа – обследованные лица, не имеющие ГВИ (30 чел.). Вирусную нагрузку в слюне оценивали полуколичественной ПЦР. Биологическую активность сывороточного IFNα (sIFNα) и индуцированную вирусом болезни Ньюкасла продукцию IFNα (iIFNα). определяли по Ф.И. Ершову (1996). Статистический пакет - Microsoft Office Excel (Microsoft, 2007). Применялся критерий Стьюдента, достоверными считали различия при p < 0.05. 

В гр. 1 достоверных отклонений от нормы не выявлено, отмечалась тенденция к повышению sIFN. В подгр. 2.2 был значительно снижен уровень iIFNα (3.02+-1.46 log2 EД/мл; норма 7,209±0.62 log2 ЕД/мл), p<0.01. В подгр. 3.2 у всех б-х был снижен уровень sIFNα (1.25+-0.32 log2 ЕД/мл; норма 1.87±0.29 log2 ЕД/мл), p<0.05. У б-х гр.2 обнаружена достоверная отрицательная корреляция между титром HHV-6 и iIFNα (коэффициент Пирсона -0.605), у б-х гр.3 -  между титром HHV-6 и sIFNα (коэффициент Пирсона -0.236).

Выводы: 1. При ГВИ отсутствует адекватное повышение биологической активности IFNα. 2. Моноинфекция HHV-6 с высокой вирусной нагрузкой приводит к снижению iIFNα по сравнению с нормой. Имеется отрицательная корреляция между титром HHV-6 и уровнем iIFNα. 3. Микст-инфекция EBV и HHV-6 с высокой нагрузкой сопровождается снижением sIFNα по сравнению с нормой. Ведущая роль в этом принадлежит, по-видимому, HHV-6, что подтверждается  отрицательной корреляцией между титром HHV-6 и продукцией sIFNα. 

Способность HHV-6 подавлять у человека продукцию IFNα показана нами впервые. Планируются дальнейшие исследования для изучения влияния уровня репликации герпесвирусов (по количественной ПЦР РВ) на продукцию IFNα и IFNγ. Также будет изучена взаимосвязь нарушений системы IFN с противовоспалительными цитокинами, синтез которых герпесвирусы могут стимулировать для контроля иммунного ответа.

Программный продукт с web-сервисом для решения типовых биоинформатических задач. 

Н.А.Кулемин1, И.А.Алтухов2,Д.С.Ищенко2, В.А.Наумов1, Г.Е.Позмогова2, А.В.Тяхт2, Д.Г.Алексеев2, Э.В.Генерозов1
1 – лаборатория молекулярной генетики человека ФГБУН НИИ ФХМ ФМБА России
2 – лаборатория биоинформатики ФГБУН НИИ ФХМ ФМБА России

Увеличившийся многократно объем данных, получаемых с использованием технологий секвенирования нового поколения и других омикс-технологий требует адекватной интенсификации и оптимизации алгоритмов их биоинформационной обработки.  Среди множества разнообразных решаемых задач довольно часто возникают типовые задачи, решение которых предполагается с использованием специального программного обеспечения. Но даже для решения типовых задач необходимо использование нескольких программ, написанных на разных платформах и отличающихся по требовательности к вычислительным ресурсам. Обучение пользователей, не обладающих специализированной подготовкой к работе на различном и сложном биоинформатическом программном обеспечении достаточно сложно и времязатратно, а использование для решения типовых задач квалифицированных специалистов в биоинформатикенеоправданно.

В связи с этим, был создан универсальный программный инструмент с web- интерфейсом длярешения типовых биоинформатических задач, способный объединять несколько консольных и графических программных продуктов на различных платформах в одну последовательность, принимающую некоторые исходные данные и выдающую требуемый результат. Интерфейс и все возможные настройки были адаптированы для тех специалистов, которые не обладают знаниями в области программного обеспечения. 

На основе разработанного алгоритма были созданы web-сервисы по сборке, фильтрации и оценке качества данных, получаемых с секвенаторов нового поколения, сервисы дляопределения состава метагенома (на основе программы rdp-classifier) и сервис по поиску последовательностей потенциальных ДНК-квадруплексов. Разработанный программный продукт может быть доступен по сети Интернет с любого компьютера и, соответственно, использоваться не только сотрудниками института, но и другими заинтересованными лицами, которым предоставлен доступ к данным: коллабораторам, рецензентам и прочим.
Сравнительная характеристика трёх изоформ рекомбинантной дестабилазы медицинской пиявки Hirudo medicinalis. 

Курдюмов А.С., Филонова К.А., Манувера В.А., Лазарев В.Н.

Лаборатория генной инженерии

Дестабилаза медицинской пиявки – полифункциональный представитель семейства лизоцимов беспозвоночных. Она обладает лизоцимной (мурамидазной) активностью, изопептидной (разрушает ε-(γ-Glu)-Lys-изопептидные связи) и антимикробной активностью, которая была показана на различных микроорганизмах. К настоящему времени выделено семейство по меньшей мере из 3-х генов, которые кодируют разные изоформы дестабилазы (Dest1-3). Ранее была получена и описана только рекомбинантная Dest2. Целью работы являлось получение рекомбинантных изоформ дестабилаз и сравнение их ферментативных свойств. Для этого исследовали лизоцимную и изопептидазную активность полученных ферментов и определяли их взаимосвязь. Также определяли влияние способа обработки фермента (ультрафильтрация, лиофилизация, упаривание) на его активность.

В ходе работы в клетках Escherichia coli были получены три известные изоформы дестабилазы с N-концевым полигистидиновым мотивом в трёх вариантах: с собственным сигнальным пептидом (α), с гидрофильным С-доменом сигнального пептида (β) и без сигнального пептида (γ). Эти варианты дестабилазы были выделены из телец включения и ренатурированы диализом. Также удалось получить растворимую форму дестабилазы-2 (Dest-TSL) слитой с белком-шапероном теплового шока sLyd и затем отщеплённой от него с помощью специфической TEV-протеазы. Также была получена растворимая секретируемая дестабилаза-2 c C-концевым полигистидиновым мотивом в клетках дрожжей Pichia pastoris (Dest-Y).

Для всех образцов дестабилазы была показана и лизоцимная и изопептидазная активности, причём изопептидазная активность для всех полученных форм отличается незначительно, а лизоцимная на порядок. Определена взаимосвязь между лизоцимной и изопептидазной активностью фермента. Cреди всех полученных изоформ наибольшей активностью обладает Dest3. Взаимосвязь между этими активностями в пределах одной изоформы обратная: чем больше лизоцимная, тем меньше изопептидазная (γ→α→β) и наоборот. Данный факт также был подтверждён на Dest2γ c разной пробоподготовкой. Было показано, что процесс ренатурации сильно влияет на уровень лизоцимной активности: так Dest3β имеет активность в 90% от активности контрольного лизоцима белка куриного яйца (наивысшая активность из ренатурированных форм), а как Dest-TSL, так и Dest-Y – около 700%. 

Разработка методов анализа транскриптома  B-лимфоцитов человека в применении к синдрому Гийом-Барре

Наумов В., Тяхт А., Семашко Т.

Лаборатория молекулярной генетики человека


Современные методы позволяют селективно выделить B-лимфоциты из периферической крови человека и отсеквенировать их РНК с помощью высокопроизводительного секвенирования. В этой работе представлен подход к анализу подобных данных, в результате которого можно получить дифференциально экспрессирующиеся гены и метаболические пути, различия в представленности известных транскриптов антител из базы данных IMGT и различия в спектрах de novo собранных транскриптов антител между оразцами. 


В качетве примера данный подход применён к анализу образцов B-лимфоцитов  больных синдромом Гийом-Барре.

Секвенирование единичных клеток инфицированых Chlamydia trachomatis штамм D-EC
Подгорный О.В., Полина Н.Ф., Лазарев В.Н., Бабенко В.В., Карпова И.Ю., Кострюкова Е.С.

Лаборатория постгеномных исследований в биологии

Возможность совместного секвенирования ДНК хозяина и патогена (Dual DNA seq) при внутриклеточной инфекции, представляет большой практический интерес. Такой подход позволяет эффективно анализировать геномы паразитов, эндосимбиотических организмов, а также возбудителей из образцов клинических изолятов. 


В нашем случае объектом изучения являлись клетки HeLa инфицированые Chlamydia trachomatis D-EC.  

Chlamydia trachomatis является внутриклеточным облигатным паразитом, данное обстоятельство ограничивает использование стандартных генноинженерных методик для быстрого и эффективного отбора и клонирования трансформантов либо мутантов.

Чтобы понять механизмы микробной вирулентности и устойчивости к антибиотикам и, следовательно, разработать эффективную терапию и предотвратить распространение хламидийной инфекции, мы должны исследовать генетическую основу внеклеточного выживания, внутриклеточного размножения, тканевого тропизма и ниши конкретной адаптации бактерий.

Целью нашей работы было проверить эффективность LMD для изоляции отдельных хламидия -инфицированных клеток с целью дальнейшей рекультивации и полногеномного секвенирования патогена. 

В нашей работе мы показали, что сочетание LMD с полногеномным секвенированием может быть успешно применено в исследовании геномной изменчивости патогена или хозяина в случае внутриклеточной инфекции. Помимо, этого данный подход универсален и он в полной мере применим для изучения других внутриклеточных паразитов.

Получение специфических конъюгатов белков с наночастицами серебра и исследование их в качестве агентов для иммунного анализа.
Подмарева О.Н., Морозова О.В, Багров Д.В., Алдаров К.В, Левченко О.А., Подгорский В.В., Клинов Д.В.

Лаборатория медицинских нанотехнологий

В настоящее время для детекции антител используют методы иммуноферментного и иммунофлуоресцентного анализа, реакции торможения гемагглютинации, преципитации или нейтрализации. Новым подходом к детекции является использование конъюгатов наночастиц серебра (AgNP) с иммобилизованными антигенами, антивидовыми антителами или белками А/G. В продолжение исследований в указанной области науки нами разработаны способы получения специфических конъюгатов наночастиц серебра с белком А Staphylococcus aureus, белком L Peptostreptococcus magnus или антителами, направленными к иммуноглобулинам человека. Конъюгаты успешно протестированы в качестве новых агентов для иммунного анализа с использованием портативной иммунодиагностической тест-системы для серологического анализа крови, разработанной при финансовой поддержке Министерства промышленности и торговли Российской Федерации (Государственный контракт № 01/12 от 01.08.2012).
Наночастицы AgNP, характеризующиеся по данным атомно-силовой (АФМ) и просвечивающей электронной (ПЭМ) микроскопии размером 60-70 нм и использованные в работе, получены известным методом восстановления нитрата серебра цитратом натрия. С целью увеличения стабильности наночастиц AgNP и снижения вероятности эмиссии с их поверхности ионов Ag+ при получении конъюгатов использованы также наночастицы AgNP с SiO2-обочкой (AgSiO2). 

Реализованы два подхода к конъюгации белков с наночастицами AgNP или AgSiO2. Оба способа конъюгации предполагают предварительное модифицирование неактивированной поверхности наночастиц органическими функциональными группами путем ее аминирования полиамином или карбоксилирования в результате гидролиза и поликонденсации на поверхности частиц (3-этоксисилил)пропилянтарного ангидрида. 

Частицы AgNP, AgSiO2, их функционализированные производные, а также конъюгаты белков с наночастицами охарактеризованы с использованием метода ПЭМ.

Показана нестабильность коллоидных систем на основе наночастиц серебра в физиологическом растворе, что подтверждено результатами ПЭМ, спектрофотометрии и 1Н ЯМР спектрометрии. Однако присутствие бычьего сывороточного альбумина предотвращает агрегацию наночастиц серебра в натрий-фосфатном буфере (PBS).

Высокое разрешение в атомно-силовой микроскопии белков на примере фибриногена и ассоциатов фибрина, образующихся на ранних стадиях свертывания крови

А.Д. Протопопова, Н.А. Баринов, Е.Г. Завьялова, А.М. Копылов, Д.В. Клинов

Лаборатория медицинских нанотехнологий

Подготовка образцов к наблюдению – ключевой шаг для всех микроскопических методик. Образцы для АСМ, как правило, готовят на высокоориентированном пиролитическом графите (ВОПГ) или на слюде. Поверхность свежесколотой слюды гидрофильна, что облегчает адсорбцию исследуемых молекул из водных растворов, но отрицательно заряжена, что приводит к существенному электростатическому взаимодействию исследуемых молекул с подложкой. Важной структурной особенностью слюды является наличие ионов калия, которые при нанесении на ее поверхность капли водного раствора, растворяется в ней и смешиваются с растворенным в воде CO2. Образуется бикарбонат калия, который при высыхании тонкой пленки воды кристаллизуется с образованием солевого слоя высотой 0,3–1,0 нм. Из-за солевого слоя задача получения топографических изображений высокого разрешения на слюде становится практически не выполнимой.

Свежесколотый ВОПГ не заряжен, но его поверхность гидрофобна, что затрудняет его использование для визуализации биологических объектов. В нашей работе использовался модификатор графита GM, который представляет собой водный раствор олигомера с гидрофобной (углеводородный хвост) и гидрофильной (полипептид, оканчивающийся аминогруппой) частями. При нанесении на свежесколотый ВОПГ он образует однородную пленку толщиной 0,5–0,7 нм и средней шероховатостью 0,1–0,2 нм. В этой пленке гидрофобная часть полимера примыкает к графиту, а гидрофильный полипептид и аминогруппа на его конце экспонированы в раствор. Таким образом, в широком диапазоне pH поверхность приобретает положительный заряд и способность адсорбировать как отрицательно заряженные биомолекулы (ДНК), так и в целом нейтральные белки.

На воздухе, в резонансном режиме сканирования нами были получены изображения ключевых белков системы свертывания крови: фибриногена (рис. 1б), тромбина, ассоциатов фибрина на ранних стадиях взаимодействия. Разрешение в плоскости XY составляло около 1 нм, что позволило нам визуализировать основные особенности доменной структуры молекул фибриногена, известные из кристаллографии. Кроме того, удалось визуализировать подвижные части белка, не поддающиеся кристаллизации, и ранее не наблюдавшиеся непосредственно ни одним из микроскопических методов – α-С домены. Таким образом, появилась возможность исследовать роль подвижных участков белка в процессе свертывания крови.

Манипулирование бактериальными клетками в микрофлюидных системах при помощи градиентов концентрации парамагнитных наночастиц. 
К.А.Прусаков, Д.В. Басманов, Д.В.Клинов
Лаборатория медицинских нанотехнологий

Обнаружен и исследован эффект вытеснения диамагнитных объектов из градиента концентрации парамагнитных наночастиц. Для наблюдения данного явления исследуемый образец смешивают с коллоидным раствором парамагнитных наночастиц и помещают во внешнее магнитное поле. В такой системе на диамагнитные объекты действует сила, направленная против градиента (из области наибольшей напряжённости) магнитного поля, которая возникает за счёт разности между коэффициентами магнитной восприимчивости объектов манипулирования и окружающей их среды (коллоидной суспензии парамагнитных наночастиц). 

Кроме того, под действием магнитной силы парамагнитные наночастицы движутся по направлению градиента поля (к источнику поля), за счёт чего возникает градиент концентрации. Объекты манипулирования вытесняются из созданного таким образом градиента концентрации, за счёт чего, дополнительно возникает их направленная диффузия от источника магнитного поля (против градиента магнитного поля). 

На основе эффекта предложено несколько микрофлюидных устройств для манипулирования и сортировки биообъектов (бактериальных клеток и биофункциональных наночастиц), которые могут быть использованы для лабораторных и медицинских исследований. Основными преимуществами данного метода манипулирования являются слабая чувствительность биологических образцов к воздействию магнитных полей, доступность и дешевизна парамагнитных наночастиц, простота реализации эффекта на практике.

Возможности способа продемонстрированы на системе из парамагнитных наночастиц CoFe2O4 и бактерий E. coli.

Использование метода хемилюминесценции для изучения индивидуальной реакции нейтрофилов на препараты-антагонисты H1-гистаминоавых рецепторов in vitro.

Савилова А.Г., Крынский С.А., Малашенкова И.К., Дидковский Н.А.

Лаборатория клинической иммунологии, ФГБУН «НИИ Физико-химической медицины» ФМБА России, Москва

Функциональная активность нейтрофилов сопряжена с высвобождением активных веществ, содержащихся в их гранулах. Угнетение дегрануляции нейтрофилов может приводить к снижению их антимикробной активности. H1-рецепторы экспрессируются нейтрофилами и участвуют в их функциональной активности. Влияние H1-блокаторов на дегрануляцию нейтрофилов и свободнорадликальный взрыв может иметь неблагоприятный эффект на их антимикробную функцию.
Цель исследования: изучить влияние физиологических концентраций H1-блокатора хлоропирамина на базальную и индуцированную стафилококком люминолзависимую хемолюминесценцию нейтрофилов.

Задачей работы являлось изучение дозозависимого эффекта препарата на показатели спонтанной и активированной инкубацией с суспензией Staphylococcus aureus хемилюминисценции. Материалом для исследования послужила кровь 14 человек (8 муж., 6 жен., ср. возраст 34±5 лет) не страдающих аллергическими заболеваниями, обследуемых в лаборатории клинической иммунологии НИИ ФХМ по поводу вторичных иммунодефицитных состояний. Статистический пакет - Microsoft Office Excel (Microsoft, 2007), Применялся критерий Стьюдента, достоверными считали различия при p<0.05.

Постановка эксперимента: для подготовки проб проводилось центрифугирование образца крови при частоте 1500 об/мин в течение 10 мин., собиралась лейковзвесь. Затем 200 мкл лейковзвеси и 40 мкл раствора препарата смешивались в отдельном эппендорфе и инкубировались 20 минут при температуре 37 °С. Для измерения спонтанной ХЛ смешивалось 20 мкл лейковзвеси с 2 мл раствора люминола 12,5 мкг на 1мл раствора Хенкса. Для измерения активированной ХЛ в пробирке смешивалась лейковзвесь с инактивированной культурой Staphylococcus aureus в концентрации 2:1, и затем инкубировалось в шейкере в течение 10 минут при температуре 37 °С. Для регистрации данных ХЛ использовался люминометр Lum-5773 с программным обеспечением PowerGraphProfessional, в котором записывалось изменение интенсивности ХЛ (Вольты) во времени (минуты). Регистрация данных проводилась в течение 10 минут для каждой пробы.

Результаты: было выявлено достоверное уменьшение индекса активации ХЛ – отношения показателей активированной и спонтанной ХЛ на 36% с 18,42±13,09 до 11,71±5,82 (p<0.05) после инкубации с препаратом в концентрации 7,50 мкл/мл. Также определено достоверное уменьшение индекса влияния препарата на активированную ХЛ – отношение показателя активированной ХЛ после инкубации с препаратом к показателю активированной ХЛ; на 15% с 0,99±0,20 до 0,83±0,30 (p<0.05) для концентрации препарата 7,50 мкл/мл крови, и на 19% с 0,90±0,20 до 0,80±0,22 (p<0.01) для концентрации 10,00 мкл/мл крови. 

Выводы: полученные результаты, свидетельствующие о снижении образования активных форм кислорода нейтрофилами периферической крови под влиянием препарата Хлоропирамин» в тесте in vitro.

Синтез и изучение свойств хиральных отрицательно заряженных полиамидных миметиков нуклеиновых кислот

М.В. Танкевич, А.М. Варижук
Лаборатория искусственного антителогенеза

Олигонуклеотиды широко используются в генной и антисенс терапии, но их применение ограничено восприимчивостью к действию ферментов, таких как нуклеазы. В поиске решения этой проблемы были созданы различные аналоги нуклеиновых кислот: тиофосфосфорильные, морфолиновые, закрытые нуклеиновые кислоты, полиамидные миметики нуклеиновых кислот (ПАНКМ) и др.

ПАНКМ - это уникальный класс соединений, в которых сахаро-фосфатный остов заменен на аминоэтилглициновую единицу (aeg) (рис. 1). Олигомеры aeg ПАНКМ сохраняют способность к комплементарному связыванию с ДНК и РНК с образованием прочных комплексов (дуплексов, триплексов, триплексов с вытеснением одной из цепей ДНК и G-квадруплексов) и имеют высокую химическую и биологическую стабильность. Однако из-за нейтрального остова олигомеры aeg ПАНКМ плохо растворяются в воде, склонны к самоагрегации и плохо проникают через клеточную мембрану.
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Рис. 1. Общая структура aeg и α- и γ-карбоксиэтильных ПАНКМ (α- и γ-кэ-ПАНКМ).

В данной работе описана модификация ПАНКМ с введением карбоксиэтильного заместителя в α- или γ-положение остова (рис. 1). Введение заряда дает возможность управлять процессом гибридизации за счет изменения ионной силы раствора. Кроме того, значительно улучшаются растворимость олигомеров в воде и их проникновение через клеточную мембрану, а расположение хиральных центров определяет параметры и направление закручивания образующейся спирали.

Был разработан Boc-протокол твердофазного синтеза олигомеров α- и γ-кэ-ПАНКМ, проведена модельная реакция для выявления и доказательства основных продуктов реакции отщепления олигомеров от полимерного носителя (на примере тетрамера GαCAT), получены олигомеры α-кэ-(CAGACTTA) и α-кэ-(C4T6), подбор условий их хроматографического разделения. На примере последнего были проведены предварительные гибридизационные исследования, установлено образование триплекса (ПАНКМ)2/ДНК при рН 7,0 с Tпл=58ºС. Результаты исследования показали возможность применения данной модификации ПАНКМ в генной терапии.

Оценка влияния УФ света на слабосвязанные белки волос пациентов с алопецией

Федоркова М.В., Смолина Н.В.,  Михальчик Е.В, Ибрагимова Г.А.
Лаборатория биофизических методов диагностики 

Качество волос зависит от состояния основных структурных компонентов стержня, в первую очередь, белков. Под действием химической завивки, отбеливания, ультрафиолетового (УФ) излучения происходит частичное разрушение связей между белками и возрастает риск вымывания их из волоса в водной среде. Основной вклад в эти процессы вносит повреждение молекул цистина, входящих в состав белков-кератинов. В результате образуются продукты восстановления, содержащие свободные сульфгирильные группы (SH-группы). Разработка условий оценки влияния УФ излучения на слабосвязанные белки волос позволила количественно оценить рост вымывания белков из стержня волоса здоровых добровольцев (доноров). Целью явился анализ влияния УФ света на белки волос пациентов с ослабленной структурой волос (алопецией).

Материалы и методы. Объектом исследования являлись волосы первичных пациентов с алопецией (n=10). Для исследования были отобраны образцы волос из зоны темени с повышенным уровнем вымывания белка относительно доноров. Контролем служили волосы доноров (n=7). Обработку волос УФ светом проводили в стандартных лабораторных условиях, используя бактерицидную лампу BLM-12, Medicor, время обработки составляло 6 часов. Подвергшиеся действию УФ и исходные образцы волос помещали в 0,1 М карбонатный буферный раствор для экстракции белка. Выход белка оценивали по изменению оптического поглощения при 240 нм. В экстрактах измеряли содержание SH-групп методом Эллмана и собственную флуоресценцию триптофана.

Результаты. Уровень содержания слабосвязанных белков в образцах волос пациентов с алопецией до воздействия УФ достоверно превышал показатели для доноров (53 мг/г и 34 мг/г веса волоса соответственно). Под действием УФ света вымывание белка усиливалось в 1,7 раза у доноров и в 2,2 раза у пациентов с алопецией. В итоге, после облучения волос пациентов УФ светом вымывание белка превышало нормальные показатели в 3 раза. Одновременно было обнаружено повышенное содержание SH-групп в экстракте белка у пациентов (в 3 раза относительно доноров). Воздействие УФ света вызывало рост показателя в волосах пациентов и доноров. В итоге, у пациентов после воздействия УФ показатель превышал нормальный уровень 9 раз. Степень разрушения триптофановых остатков в составе белков, вымывающихся из стержня волоса, после воздействия УФ светом у пациентов составила 92 ± 2%, а в контрольной группе – 45 ± 6%.

Заключение: выявлен достоверно повышенный уровень вымывания слабосвязанных белков и содержащих SH-группы молекул из волос доноров и пациентов с алопецией и усиление этих показателей под действием УФ. Суммарный эффект внутренних и внешних (УФ свет) факторов может значительно ослаблять структуру волос пациентов с алопецией. 

Стрессовый ответ Mycoplasma gallisepticum: адаптивная реакция или отказавшие тормоза?

Фисунов Г.Ю., Горбачёв А.Ю., Мазин П.В.

Лаборатория протеомного анализа

Mycoplasma gallisepticum является хорошей моделью для системных исследований ответа на стресс вследствие небольшого размера генома и значительной общей редукции клетки. В настоящем исследовании мы провели транскрипционное профилирование методом высокопроизводительного профилирования и протеомное профилирование методом ВЭЖХ-масс-спектрометрии. В результате нам удалось картировать кодирующие последовательности (CDS) сайты инициации (TSS) и терминации транскрипции (TT) и установить их роль в стрессовом ответе. Мы идентифицировали 1061 TSS с FDR ≤ 10% и показали, что подавляющее большинство промоторов содержат классический -10-элемент (TATAAT), окружённый AT-богатым регионом. В ряде случаев промотор может также содержать Ext-элемент или -35 элемент. Наш анализ выявил высокую сложность оперонной структуры у M. gallisepticum. В среднем каждый оперон имеет как минимум один внутренний TSS или TT, помимо пары основных. Наш новый подход для анализа транскрипционного профилирования, основанный на выделении интервалов между двумя ближайшими TSS или TT позволил нам идентифицировать два класса TT: сильные нерегулируемые со шпилечной структурой и слабые регулируемые без выраженной шпилечной структуры. Сравнение транскрипционных профилей M. gallisepticum в серии состояний (логарифмическая и стационарная фазы роста, тепловой, осмотический и окислительный стресс) выявило наличие широкого и разнообразного транскрипционного ответа на стрессовые состояния. Наш новый подход позволил на дифференцировать вклад промоторов и терминаторов в представленность транскриптов. Мы установили, что в тепловом стрессе структура промотора играет ведущую роль в регуляции транскрипции. Также мы показали, что в тепловом стрессе происходит массовая суппрессия регулируемых терминаторов. Всё вместе это приводит к мощному, но, по-видимому, нефункциональному транскрипционному ответу.

Моделирование экологических взаимодействий микробиоты кишечника человека.
Шашкова Т.И., Алексеев Д.Г., Ищенко Д.С., Тяхт А.В.

Лаборатория биоинформатики НИИ ФХМ

Кишечная микробиота организма человека является очень сложной системой и включает в себя многие сотни видов бактерий. Межвидовое разнообразие микробиоты кишечника велико, она варьирует между людьми и может изменяться с течением времени - особенно во время болезней и раннего развития . Дизбаланс микробиоты кишечника связан с ожирением, истощением, воспалительными заболеваниями кишечника, неврологическими  расстройствами  и раком. Понимание того, как микрофлора кишечника влияет на здоровье требует изучения всей системы в целом (экологический подход).  Изучение  микробиоты с этой точки зрения может дать представление о том, как укрепить здоровье с помощью клинических процедур, направленных на конкретное микробное сообщество и корректирующих состав микробиоты путем добавления новых видов бактерий или изменения питания. 

В данной работе моделируется взаимодействие между двумя наиболее распространенными в кишечнике взрослого человека видами бактерий Bacteroidetes и Firmicutes. Данные бактерии участвуют в процессе преобразования полисахаридов в короткоцепочечные жирные кислоты (ацетат, пропионат, бутират).

Построена модель, в которой бактерии обладают рядом функций: поиск еды, передвижение, преобразование еды в соответствующие вещества, деление. Поведение каждой бактерии моделируется отдельно. Система описывается рядом параметров. На данный момент мы выбираем такие наборы параметров, в которых система находиться в стационарном состоянии. В дальнейшем планируются вводить мутации бактериям и рассматривать их эволюции при различных параметрах среды.
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