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Цель исследования – изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции движения хромосом в процессах деления клеток, тромбообразования, разработка новых методов диагностики нарушений свертывания крови и создание нового поколения плазмозамещающих противосвертывающих средств.
В ходе выполнения работы были обнаружены следующие ключевые механизмы, лежащие в основе регуляции деления клетки: нами были исследованы возможности белкового комплекса Ska1 и белка CENP-F связываться и обеспечивать движение вслед за концом микротрубочки.
В регуляции свертывания крови были совершены следующие научные открытия: 1) умеренное разведение плазмы крови с использованием искусственных плазмазаменителей сдвигает гемостатический баланс в сторону гиперкоагуляции и 2) скорость волны лизиса пропорциональна скорости роста сгустка.
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[bookmark: _Toc437480266][bookmark: _Toc505100247]Обозначения и сокращения
CENP-F – центромерный белок F
DF – степень разведения плазмы
FX – фактор X
FXa – активированный фактор Х
VIIa / TF – внешняя теназа 
ГТФ – ГуанозинТриФосфат
ДНК – дезоксирубонуклеиновая кислота
ИФ – импакт-фактор журнала
ПЗР – плазмазамещающий раствор
ЭТП – эндогенный  тромбиновый потенциал
[bookmark: _Toc505100248]Введение
Митоз – один из ключевых клеточных процессов, понимание деталей которого важно как для фундаментальной науки, так и для медицины. Понимание механизмов нарушения митоза, приводящих к анеуплоидии и ошибкам деления, может оказаться приницпиально новым направлением коррекции регенеративных процессов в онкологии (Cimini, 2008; Weaver and Cleveland, 2006; Nicholson and Cimini, 2013). Хорошо известно, что современная терапия онкозаболеваний направлена на уничтожение делящихся клеток, как нормальных, так и опухолевых. Поэтому процессы регенерации органов и тканей являются важнейшей частью терапии. После терапии цитотоксическими и цитостатическими препаратами, а часто и во время нее, неизбежно возникает большая масса делящихся клеток, как нормальных, так и с дефектами деления. Как следствие – резко возрастает риск появления новых трансформированных клонов – источников метастазирования. Этот риск можно резко снизить, если в процессе онкотерапии защитить и усилить механизмы исправления ошибок в процессе деления клеток. Точное распределение генетического материала при делении клетки достигается благодаря взаимодействию хромосом с веретеном деления, состоящим из микротрубочек и десятков других белков. Микротрубочки должны специфично и прочно присоединиться к специализированным мульти-белковым комплексам на хромосомах, называемым кинетохорами. Более того, одна из сестринских хроматид в составе хромосомы должна присоединиться своим кинетохором к микротрубочкам, идущим строго из одного полюса веретена деления, а вторая – к микротрубочкам из другого полюса. Процесс образования этих полярных присоединений называется биориентацией, а ошибки в этом процессе ведут к анеуплоидии, хромосомным болезням и злокачественному перерождению клеток. Случайные присоединения микротрубочек к кинетохорам приводят к примерно равному распределению микротрубочек, пришедших из каждого полюса, на обоих сестринских кинетохорах в хромосоме, что несомненно должно вызывать гибель клеток. Таким образом, на кинетохоре действует активный молекулярный механизм сортировки присоединившихся микротрубочек на «правильные» и «неправильные», причем «неправильные» постоянно отсоединяются. 
Механизмы формирования тромбов и репарации сосудов в норме и при разных патологиях являются не только уникально интересными, но и исключительно важны в медицине. Нами недавно установлено экспериментально, что свертывание распространяется в пространстве как автоволна (Lobanova and Ataullakhanov, 2003, 2004; Атауллаханов et al., 2007; Ataullakhanov et al., 2013, Dashkevich et al., 2012). Параметры этой автоволны несут уникальную информацию о состояние гемостаза в организме. В настоящем исследовании мы планируем, проведение трансляционных исследований и математическое моделирование процессов репарации сосудов при разных патологиях, пытаясь с помощью математических моделей выяснить закономерности, общие как для процессов репарации сосудов, так и для процессов формирования градиентов и молекулярных структур в митозе. Это позволит нам выявить особенности нарушения гемостаза при этих патологиях и внести изменения в диагностику и лечение этих заболеваний, а также понять механизмы возникновения анеуплоидии и нарушений процессов деления клетки. Исследования формирования градиентов в митозе и процессов репарации сосудов должны позволить нам провести разработку математических моделей, позволяющих выявлять базовые принципы процессов развития и регенерации в биомедицине.

[bookmark: _Toc505100249]Основная часть
1. [bookmark: _Toc505100250]Важнейшие результаты исследований, завершенных в 2017 году
Функцией макромолекулярного кинетохора является обеспечение взаимодействий между хромосомной ДНК и микротрубочками веретена деления клетки. Микротрубочки – динамически нестабильные образования из димеров тубулина, переживающие фазы роста и разборки попеременно. Чтобы осуществить перемещение хромосом и их сегрегацию, кинетохоры должны поддерживать связь как с растущими, так и с разбирающимися концами микротрубочек. Крайне важно определить белки и их свойства, которые позволяют кинетохорам связываться с динамическими микротрубочками. Известно, что локализованный на кинетохоре хромосомы человека белковый комплекс Ska1 способен связываеться с микротрубочками и следует за деполимеризующимися концами микротрубочек. Нами было показано, что этот комплекс способен самостоятельно двигаться вслед за растущим концом микротрубочки, тем самым обеспечивая непрерывное взаимодействие кинетохора с динамически нестабильными концами микротрубочек (Рис. 1).
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Рис. 1. Взаимодействие комплекса Ska1 с микротрубочками: (А) схема анализа флуоресценции и (Б) примеры кимограмм растущей и деполимеризующейся микротрубочками.

Концы динамических микротрубочек притягивают и толкают внутриклеточные мембраны и органеллы. Однако механическая связь концов микротрубочек с их грузами плохо изучена. CENP-F представляет собой немоторный связывающий микротрубочки белок, который участвует в связывании микротрубочек в кинетохорах и в митотическом перераспределении митохондриальной сети. Транспортировка митохондрий с помощью CENP-F связана с растущими концами микротрубочек, но основные молекулярные механизмы неизвестны. Мы показали, что рост микротрубочек CENP-F заканчивается в живых клетках (Рис. 2). Эксперименты in vitro демонстрируют, что концы микротрубочек могут транспортировать митохондрии и искусственные грузы, покрытые CENP-F, на расстояния порядка микрометра как во время фазы роста, так и фазы сокращения. Исходя из этих и предыдущих наблюдений, мы предполагаем, что CENP-F может выступать в качестве переносчика митохондрий и других клеточных грузов, присоединяя их к концами динамических микротрубочек во время как полимеризации, так и деполимеризации тубулина.
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Рис. 2. Восстановление in vitro треков митохондриальных микротрубочек с помощью фрагмента CENP-F: (А) схема эксперимента и (Б) кимограммы микротрубочек.

Искусственные плазмазамещающие растворы (ПЗР) широко используются в современной медицине для трансфузии. ПЗР не содержат компонентов системы свертывания, поэтому их вливание в больших объемах вызывает гемодилюцию и влияет на гемостаз. Однако существующая информация об этом эффекте противоречива. Мы изучили влияние самого процесса разведения плазмы на коагуляцию и протестировали гипотезу о том, что умеренное разведение с помощью ПЗР должно ускорять свертывание вследствие снижения концентрации ингибиторов коагуляции (Рис. 3). Для оценки донорской плазмы, разбавленной in vitro различными ПЗР, использовалось стандартное время свертывания крови, тест генерации тромбина и тест тромбодинамики. Также мы исследовали влияние ингибиторов тромбина на гиперкоагуляцию, вызванную разбавлением. Было показано, что свертывание усиливалось в плазме, разведенной до 2,0-2,5 раза с любым ПЗР. Это улучшение было связано с разбавлением ингибиторов свертывания в плазме. Добавление ингибиторов к плазме или ПЗР могло частично предотвратить сдвиг гиперкоагуляции.
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[bookmark: _GoBack]Рис. 3. Эффект гемодилюции в тесте генерации тромбина: (А) типичные кривые генерации тромбина для различных разведений плазмы и (Б) зависимость эндогенного тромбинового (ETP) потенциала от степени разведения плазмы (DF) для разных плазмозамещающих растворов.

Фибринолиз представляет собой каскад протеолитических реакций, который необходим для расщепления фибриновых сгустков, когда те больше не нужны. Чтобы выяснить его регуляцию в пространстве и времени, мы использовали экспериментальную модель реакции-диффузии in vitro. Мы показали, что фронт фибринового сгустка растет в пространстве от места локализации активатора (тканевого фактора), за этим фронтом следует фронт распада тромба, распространяющегося из того же источника (Рис. 4). Скорость распространения фронта лизиса линейно зависит от скорости распространения фронта свертывания. Компьютерная модель показала, что скорость образования фибрина действительно является ограничивающей в распространении фронта фибринолиза. Появление двух фронтов, которые переключали состояние плазмы крови из жидкости в твердую, а затем обратно в жидкость, не зависело от активатора фибринолиза. Пространственно неравномерный лизис происходил одновременно с образованием сгустка и отделял сгусток от поверхности прокоагулянтов. Эти данные могут объяснить наличие тромбоэмболий, связанных с тромболитической терапией.

[image: ] [image: ]   [image: ]А                    Б                  В             

Рис. 4. Рост сгустка (верхний ряд) и рост сгустка с последующим лизисом (нижний ряд): (А) фотографии фибринового сгустка, (Б) профили светорассеяния и (В) зависимость размера сгустка от времени.

[bookmark: _Toc505100251]Заключение
1. Локализованный на кинетохоре хромосомы человека белковый комплекс Ska1 способен самостоятельно двигаться вслед за растущим концом микротрубочки, это свойство является необходимым для обеспечения непрерывного взаимодействия кинетохора с динамически нестабильными концами микротрубочек. 
2. Центромерный немоторный белок F (CENP-F) способен связывать различные грузы с концом как растущей, так и деполимеризующейся микротрубочки, тем самым обеспечивая перемещение этих грузов в клетке.
3. Умеренное разведение плазмы крови с использованием искусственных плазмазаменителей сдвигает гемостатический баланс в сторону гиперкоагуляции.
4. Рост фибринового сгустка в пространстве при активации свертывания от поверхности с тканевым фактором скоординирован с фронтом лизиса сгустка: скорость волны лизиса пропорциональна скорости роста сгустка.
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