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оценивалась методом количественной пЦР. Сигнальный 
путь Notch был активирован путем трансдукции клеток 
лентивирусной конструкцией, несущей NICD — активи-
рованный внутриклеточный домен рецептора Notch1. 
были сконструированы репортерные люциферазные кон-
струкции для RBPJ, промоторов RUNX2 и SPP1, и мРНК-
специфичные шпильки на RBPJ и SNAIL2.

Результаты. Активация сигнального пути Notch в ин-
терстициальных клетках в условиях остеогенной диффе-
ренцировки приводила к дозозависимому усилению актив-
ности промоторов RUNX2, SPP1 и RBPJ. Ингибирвоание 
активности RBPJ и SNAI2 в интерстициальных клетках 
клапана в условиях остеогенной дифференцировки при-
водило к снижению экспрессии проостеогенных мар-
керов, что выражалось в пониженной эффективности 
остеогенной дифференцировки. Сокультивирование ин-
терстициальных клеток и эндотелиальных с пониженной 
активностью RBPJ и SNAI2 также приводило к ингибиро-
ванию остеогенной дифференцировки.

Выводы. транскрипционная активность ключевых 
проостеогенных маркеров RUNX2 и SPP1 находится 
под контролем сигнального пути Notch. Эффективность 
остеогенной дифференцировки интерстициальных кле-
ток аортального клапана человека дозозависимо регу-
лируется активностью сигнального пути Notch.
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у людей с ишемической болезнью сердца (ИбС) ос-
новным явлением, определяющим выраженность нару-
шений кровоснабжения органов и тканей, является акти-
вация тромбоцитов. В связи с этим, антитромбоцитарная 
терапия, в частности ацетилсалициловая кислота (АСК), 
является одним из главных компонентов медикаментоз-
ной терапии при ИбС. Однако у отдельных пациентов при 
лечении АСК сохраняется высокая агрегационная актив-
ность тромбоцитов, что обусловливает риск развития 
тромботических осложнений, в том числе после эндова-
скулярного вмешательства.

В настоящее время большое внимание сосредото-
чено на молекулах клеточной адгезии — P-селектинах, 

которые участвуют в процессах воспалительного отве-
та. Отмечается, что повышенный уровень экспрессии 
P-селектина способствует ускорению свертывания крови 
и может приводить к развитию ИбС, повышенному вос-
палительному ответу, и как следствие резистентности 
к АСК с высоким риском неблагоприятных событий.

Цель работы. Анализ уровня экспрессии гена тромбо-
цитарного Р-селектина (SELP) у пациентов с ИбС.

Материалы и методы. Для оценки экспрессии матрич-
ной РНК (мРНК) Р-селектина в тромбоцитах использова-
лась богатая тромбоцитами плазма (бтп), полученная 
из цельной венозной крови, из которой выделяли тоталь-
ную РНК. Для анализа был использован метод пЦР, со-
вмещенный с обратной транскрипцией (От) и детекцией 
результатов в режиме реального времени. В качестве 
референсного гена выбран конститутивно экспрессиру-
ющийся в клетках ген GAPDH.

Результаты. уровень относительной экспрессии был 
оценен у 18-ти пациентов с ИбС (стабильная стенокардия). 
Из них для 11-ти человек был проанализирован уровень 
экспрессии в 2-х точках: до проведения коронарного шун-
тирования (КШ) и через 7 дней после операции. по резуль-
татам исследования уровень экспрессии гена SELP ва-
рьировался среди пациентов до КШ: от 0,0006 до 0,510 
(ср.знач. 0,123±0,11) и через 7 дней после операции: 
от 0,0078 до 0,632 (ср.знач. 0,240±0,18).

при анализе не было выявлено достоверных отличий 
в уровнях экспрессии мРНК гена SELP в группах пациен-
тов до и после КШ. В то же время, уровень экспрессии 
исследуемого гена у каждого конкретного пациента по-
сле операции был выше по сравнению с соответствую-
щим показателем до оперативного вмешательства.

Заключение. по предварительным данным наблюдает-
ся некоторое повышение экспрессии гена Р-селектина по-
сле КШ, которое, на данный момент не является достовер-
но значимым. полученные показатели могут объясняться 
особенностями популяции, особой регуляцией экспрессии 
гена, наличием полиморфизмов в гене Р-селектина у ана-
лизируемых пациентов. таким образом, для достоверной 
оценки уровня экспрессии Р-селектина при ИбС необхо-
димо увеличить выборку пациентов, а также обследовать 
всех участников эксперимента на наличие полиморфиз-
мов и других факторов, влияющих на изменение экспрес-
сионного профиля таргетного гена.
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Хронические миелопролиферативные неоплазии 
(ХМН) относят к клональным заболеваниям, которые ха-
рактеризуются неконтролируемой пролиферацией кле-
точных линий миелопоэза. установлено, что драйверные 
мутации в генах JAK2 и CALR лежат в основе патогене-
за Ph-негативных ХМН и наблюдаются у 90% больных. 
На сегодняшний день для диагностики мутаций в данных 
генах применяются различные молекулярно-генетиче-
ские методы: секвенирование по Сэнгеру, аллель-спец-
ифическая пЦР, фрагментный анализ и т. д. Каждый 
из этих методов имеет свои преимущества и недостат-
ки при анализе соматических мутаций. Например, сек-
венирование по Сенгеру и фрагментный анализ имеют 
низкую чувствительность (от 10–25% и 5–10% присут-
ствия мутантного аллеля, соответственно); аллель-спец-
ифическая пЦР в свою очередь имеет ограниченные 
возможности для обнаружения многочисленных и разно-
образных мутаций в гене CALR.

В то же время, существует удобный высокочув-
ствительный (от 2,5% мутантного аллеля) метод high 
resolution melting (HRM-анализ). Его используют для 
скрининга образцов ДНК на наличие герминальных и со-
матических мутаций всех типов, встречающихся с раз-
ной частотой и разным уровнем аллельной нагрузки сре-
ди пациентов с ХМН. при HRM анализе соматических 
мутаций амплификатор CFX96 (Bio-Rad, США) исполь-
зуют гораздо реже амплификаторов Light Cycler (Roche, 
Франция).

Цель данной работы — скрининг соматических му-
таций в генах JAK2 и CALR у пациентов с ХМН мето-
дом HRM-анализа с использованием амплификатора 
CFX96 для пациентов с диагнозом ХМН.

Для постановки HRM-анализа была взята ДНК 
от 5 JAK2 положительных (V617F) и 5 CALR положи-
тельных пациентов с подтвержденным диагнозом ХМН 
и ранее определенными мутациями и уровнем аллельной 
нагрузки, которая была в диапазоне 5–50%. пЦР-HRM 
проводили на амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США). 
Результаты HRM оценивали с помощью программы 
Precision Melt Analysis™ (Bio-Rad, США).

после проведения кластерного анализа в программе 
Precision Melt Analysis была видна четкая разница между 
образцами дикого типа и остальными образцами с му-
тациями в исследуемых генах. Для гена CALR продукты 
амплификации разделились на 3 кластера: первый кла-
стер — кривые плавления ДНК дикого типа, второй кла-
стер — кривые плавления ДНК от образцов с мутациями 
по типу инсерции (c.1154_1155insTTGTC и сочетанная 
c.1128_1129insCTTTGCTT + c.1131_1133delAGA), тре-
тий кластер — кривые плавления от образцов с мутация-
ми по типу делеции (c.1092_1143del и c.1099_1150del). 
Для гена JAK2 продукты амплификации разделились 
на 6 кластеров. первый кластер соответствовал кривым 
плавления ДНК дикого типа, а остальные пять — кривым 
согласно своей аллельной нагрузке: второй кластер — об-
разец с уровнем аллельной нагрузки 5%, третий — 15%, 
четвертый — 20%, пятый — 27%, шестой — 35%.

Исходя из полученных результатов, можно заключить, 
что HRM является простым и быстрым методом для скри-
нинга соматических мутаций в гене в генах JAK2 и CALR.
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Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМп) — фун-
даментальный процесс, необходимый на эмбриональном 
этапе развития для формирования трёхслойного орга-
низма и органогенеза, в постнатальном периоде ЭМп 
задействован в регенеративных процессах. Изучение 
ЭМп является важной задачей онкологии, так как ЭМп 
является ключевой программой опухолевой прогрессии, 
запускающей инвазию и метастазирование раковых 
клеток. Нами были проанализированы ранние собы-
тия ЭМп на модели нормальных эпителиоцитов IAR-20, 
обработанных эпидермальным фактором роста (EGF). 
Контрольные клетки формировали стабильные линейные 
адгезионные контакты (АК), ассоциированные с кольце-
вым актиновым пучком, и демонстрировали выраженный 
контактный паралич. при индукции ЭМп под действием 
EGF уже на начальных этапах происходили выраженные 
динамические изменения. Спустя 5 минут после добавле-
ния EGF в среду, на межклеточных границах наблюдалась 
разборка кольцевого актинового пучка и формирование 
актиновой сети в составе псевдоподий, происходила утра-
та контактного паралича, при этом линейные стабильные 
АК замещались нестабильными Е-кадхериновыми ради-
альными АК. Радиальные АК колокализировались с ме-
ханосенсорным белком зиксином, что свидетельствует 
о возникновении натяжения на межклеточных границах. 
Иммунофлуоресцентное окрашивание выявило во вновь 
образующихся псевдоподиях эндосомы, содержащие 
α-катенина. Эти эндосомы не включали Е-кадхерин, что, 
возможно, говорит о разделении пула кадхеринов и кате-
нинов на ранних этапах ЭМп и выполнении ими разных 
функций в клетке. так же на межклеточных границах уже 
через 5 минут после добавления EGF наблюдалось воз-
никновение ретроградного тока, который может быть во-
влечён в появление у эпителиальных клеток передне-зад-
ней полярности и стимуляцию миграционной активности. 
Результаты Вестерн-блотинга показали, что после стиму-
ляции ЭМп возрастало фосфорилирование белка EPLIN, 
связанного с кольцевым актиновым пучком, что приводит 
к убиквитинилированию EPLIN и его деградации. Мы пред-
полагаем, что фосфорилирование EPLIN влечет за собой 
разборку кольцевого актинового пучка, а высвобождаю-
щийся мономерный актин идет на построение актиновой 
сети псевдоподий на межклеточных границах. таким об-
разом, ранние этапы ЭМп не ограничиваются событиями 
на свободном крае клеток, но и включают в себя динами-
ческие изменения на межклеточных границах.


