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Реферат.

	Разработан клеточный биочип для диагностики лимфо- и миелопролиферативных заболеваний; определены физиологические роли PAR-1, PAR-и GPIb рецепторов в активации тромбоцитов крови тромбином;

Разработан метод  измерения пространственно-временного распределения тромбина в цельной крови для исследования   механизмов свертывания крови и диагностики его нарушений; 

С помощью установки "лазерный пинцет"  разработана экспериментальная модель кинетохора и определены биофизические характеристики молекулярных наномашин, отвечающих за перемещение хромосом в митозе;

Исследовано взаимодействия одиночных молекул N- и С-концевых фрагментов человеческого белка CENP-F с микротрубочками in vitro. Обнаружено, что N-концевые фрагменты связываются с микротрубочкой с более высокой аффинностью, чем С-концевые, однако все фрагменты образуют на микротрубочке олигомеры;
Совместно с М.В. Мартыновым (ГНЦ Минздрав РФ) и сотрудниками университета Мичигана (США) мы разработали модель функционирования одного из основных ферментов окисления сероводорода в митохондриях (сульфид-хинон редуктазы) и показали, что вопреки общепринятому мнению, основным акцептором персульфида для этого фермента является не сульфид, а восстановленный глютатион. Результаты этого исследования опубликованы в Journal of Biological Chemistry (2014).
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Основная часть

1. Способ иммобилизации антител на прозрачных полистироловых подложках

Кратко

Разработан способ иммобилизации антител на прозрачных полистироловых подложках и протокол исследования мононуклеарных клеток периферической крови для определения поверхностных CD-антигенов и исследования морфологии. Создан лабораторный образец биочипа, содержащий антитела к CD3, CD4, CD8, CD19, CD45. Показано, что уровень неспецифического связывания мононуклеаров периферической крови с данными антителами не превышает 2±2%. Показано, что плотность связывания клеток с антителами на биочипе, нормированная на положительный контроль, позволяет определить долю клеток, положительных по соответствующиму поверхностному антигену. Морфология нормальных и патологических мононуклеаров периферической крови на биочипе совпадает с морфологией тех же клеток в стандартных мазках. Таким образом, биочип может быть использован для исследования морфологии  и определения доли клеток, положительных по всем включенным в его панель антигенам. 

Развернуто

В ходе работы был разработан метод иммобилизации антител на полистироловых прозрачных подложках основанный на адсорбции антител из буфера с щелочным рН с последующим высушиванием и забивкой свободной от антител поверхности бычьим сывороточным альбумином. Показано, что при такой методике связывание мононуклеаров периферической крови вне пятен антител пренебрежимо мало (менее 20 клеток/мм2). На примере антитела к CD45RA были измерены зависимости плотности связываемых клеток от концентрации антител при иммобилизации и от концентрации клеток в исследуемой суспензии. Данные зависимости имеют вид кривых с насыщением, достигаемым при концентрации антител 50-100 мкг/мл и концентрации мононуклеарных клеток периферической крови 5-8 миллиононов клеток/мл. При этом максимальная плотность связывания клеток составляет около 7000 кл/мм2. 

Для биочипа, содержащего антитела к поверхностным CD-антигенам, специфичным для основных групп лимфоцитов (CD3, CD4, CD8 и CD19)  была исследована специфичность связывания при добавлении к биочипу суспензии клеток, окрашенных флуоресцентно мечеными антителами к одному из указанных маркеров. Результаты показали, что неспецифическое связывание (CD19-положительные клетки, связавшиеся на биочипе с анти-CD3, CD4 или CD8, CD4-положительные клетки, связавшиеся с анти-CD8 или наоборот) не превышает 2±2%. При инкубации лейкоцитов с биочипом без перемешивания вследствие равномерного оседания клеток на подложку можно ожидать, что плотность клеток, связавшихся с антителом к определенному поверхностному маркеру будет пропорционально доле в исследуемом образце клеток, положительных по данному маркеру. Сравнение плотности связывания  мононуклеарных клеток периферической крови 15 здоровых доноров с антителами к CD3, CD4, CD8 и CD19, нормированного на плотность связывания с анти-CD45 (положительный контроль) с данными проточной цитометрии по доле клеток, экпрессирующих CD3, CD4, CD8 и CD19, от всех клеток, положительных по CD45, полученными на той же клеточной суспензии показало, что эти значиения совпадают, и коэффициент корреляции между данными, полученными обоими методами, для всех маркеров превышает 0.89. 
Было также проведено сравнение морфологии нормальных мононуклеаров периферической крови в мазке и на биочипе. Наши результаты показали, что все основные количественные (площадь, ядерно-цитоплазматическое соотношение) и качественные (форма ядра, структура хроматина, наличие и размер гранул) характеристики морфологии нормальных мононуклеаров периферической крови на биочипе и в мазке совпадают. Таким образом, биочип может быть использован для  исследования морфологии, и к описанию связавшихся на биочипе клеток могут применяться все морфологические классификации, разработанные для стандартных мазков.

Участие в конференции:

II конгресс гематологов России

 Публикации:

Тезисы II конгресса гематологов России

- Кузнецова С.А., Хвастунова А.Н., Доронина А.О., Федянина О.С., Горгидзе Л.А., Аль-Ради Л.С., Атауллаханов Ф.И. Биочип для сортировки лейкоцитов по поверхностным антигенам и исследования их морфологии и цитохимии. Гематология и трансфузиология (2014) приложение к №1, с. 19-20

- Доронина А.О., Федянина О.С., Горгидзе Л.А., Атауллаханов Ф.И., Кузнецова С.А. Клеточный биочип для сортировки лейкоцитов по их поверхностным антигенам с параллельным исследованием их морфологии и цитохимической активности у детей с острым миелобластным лейкозом. Гематология и трансфузиология (2014) приложение к №1, с. 43

- Хвастунова А.Н., Аль-Ради Л.С., Луговская С.А., Капранов Н.М., Горгидзе Л.А., Джулакян У.Л., Атауллаханов Ф.И., Кузнецова С.А. Использование клеточного биочипа в диагностике волосатоклеточного лейкоза. Гематология и трансфузиология (2014) приложение к №1, с. 69

Остальные данные:

- у нас есть 3 аспиранта (Анна Закирова (Доронина) (ЦТП), Ольга Жулябина (МГУ), Николай Капранов (ЦТП))

- в декабре 2013 защищено 2 дипломных работы (Жулябина, Капранов) и одна будет в декабре 2014 (Сергей Расколов, МГУ)

ст. н. с.,  к.физ.мат.наук Кузнецова Софья Александровна

2. Исследование механизмов связывания отдельных молекул кинетохорных белков с микротрубочкой.

Результаты: Исследовано взаимодействия одиночных молекул N- и С-концевых фрагментов человеческого белка CENP-F с микротрубочками in vitro. Обнаружено, что N-концевые фрагменты связываются с микротрубочкой с более высокой аффинностью, чем С-концевые, однако все фрагменты образуют на микротрубочке олигомеры. Количественные результаты приведены в Таблице 1:

	
	N436-sfGFP
	sfGFP-2592C

	Коэффициент одномерной диффузии D, µm2/s
	0.163 ± 0.006 
	0.308 ± 0.006 

	Скорость присоединения Kon, nM-1·s-1·10-3
	2.33 ± 0.19
	0.548 ± 0.016

	Скорость отсоединения Koff, s-1
	2.27 ± 0.06 
	0.805 ± 0.012 

	Константа диссоциации KD, µM 
	0.97 ± 0.08 
	1.47 ± 0.05

	Время жизни на микротрубочк, с
	0.427 ± 0.011
	1.127 ± 0.015

	Время фотовыцветания, с
	12.2 ± 0.2
	12.2 ± 0.2

	Размер олигомера, шт молекул GFP
	2.6 ± 1.0 
	3.8 ± 0.2 

	Концентрация белка в проточной камере
	5-50 pM
	10 pM


3.Реконструкция кинетохора in vitro с помощью рекомбинантного белка CENP-F

А. Показана способность CENP-F транспортировать грузы за концом микротрубочки. Проведена оценка размера минимального комплекса, способного

Б. При анализе электронных микрофотографий установлено, что кольцо Dam1 имеет предпочтительную ориентацию на микротрубочке
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