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ÐÅÇÞÌÅ Ïðîâåäåí àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåèíà FGD1,  ÿâëÿþùå-
ãîñÿ ïðîäóêòîì ãåíà, êîòîðûé ïîäâåðæåí ìóòàãåíåçó ïðè ñèíäðîìå Ààðñêîãà. Âûÿâëåíà 
êîíöåíòðàöèÿ èññëåäóåìîãî ïðîòåèíà  íà ìåìáðàíàõ àïïàðàòà Ãîëüäæè è ñòðóêòóðàõ ýí-
äîñîìàëüíîé ñèñòåìû êëåòêè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî FGD1 ìîæåò 
ñëóæèòü ðåãóëÿòîðîì ìåìáðàííîãî òðàíñïîðòà è ýíäîöèòîçà. 
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Ñèíäðîì Ààðñêîãà ÿâëÿåòñÿ ãåíåòè÷åñêîé 
áîëåçíüþ ðîñòà, ñâÿçàííîé ñ Õ-õðîìîñîìîé, 
õàðàêòåðèçóåòñÿ äåôåêòàìè ñêåëåòà è óðîãå-
íèòàëüíîé ñèñòåìû è â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ 
ñîïðîâîæäàåòñÿ çàäåðæêîé óìñòâåííîãî ðàç-
âèòèÿ [1]. FGD1-ãåí (ìóòèðîâàííûé ó ïàöèåí-
òîâ ñ ñèíäðîìîì Ààðñêîãà) áûë èäåíòèôèöè-
ðîâàí íåäàâíî. Îí êîäèðóåò îäíîèìåííûé 
áåëîê, ñîñòîÿùèé èç 961 àìèíîêèñëîòû, è 
ÿâëÿåòñÿ àêòèâàòîðîì ÃÒÔàçû Cdc42, êîòîðàÿ 
â ñâîþ î÷åðåäü îòâå÷àåò çà îðãàíèçàöèþ öè-
òîñêåëåòà è ìåìáðàííîãî òðàíñïîðòà [2, 8]. 
FGD1 ñîñòîèò èç íåñêîëüêèõ ó÷àñòêîâ (íàçû-
âàåìûõ òàêæå äîìåéíàìè). Íà N-êîíöå áåëêà 
èìååòñÿ ó÷àñòîê, íàñûùåííûé ïðîëèíîì, çà 
íèì ïî ïîðÿäêó ðàñïîëàãàþòñÿ ñëåäóþùèå 
äîìåéíû: «Dbl homology» (DH), «pleckstrin 
homology» (PH), FIVE è PH2 [8]. Èçâåñòíî, ÷òî 
òàêèå ñòðóêòóðíûå êîìïîíåíòû áåëêîâ èãðàþò 
âàæíóþ ðîëü â èõ ëîêàëèçàöèè è ôóíêöèî-
íàëüíîé àêòèâíîñòè [4]. Âàæíî çàìåòèòü, ÷òî 
áîëüøèíñòâî ìóòàöèé, ñâÿçàííûõ ñ ñèíäðî-
ìîì Ààðñêîãà, áûëè âûÿâëåíû  â  DH/PH-

äîìåéíàõ, îòâåñòâåííûõ çà àêòèâàöèþ Cdc42 
(DH) è ïðèñîåäèíåíèå ê âíóòðèêëåòî÷íûì 
ìåìáðàíàì (PH) [7]. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà òî, 
÷òî ëîêàëèçàöèÿ FGD1, âîçìîæíî, èãðàåò 
âàæíóþ ðîëü â àêòèâíîñòè ýòîãî áåëêà è ïà-
òîãåíåçå ñèíäðîìà Ààðñêîãà, âíóòðèêëåòî÷-
íîå ðàñïðåäåëåíèå FGD1 äî ñèõ ïîð íå áûëî 
äåòàëüíî èçó÷åíî. 

Îñíîâíîé öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îï-
ðåäåëåíèå ëîêàëèçàöèè FGD1 â ðàçëè÷íûõ 
âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ è åå ñâÿçè ñ 
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ áåëêà. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà. Êëåòêè ëèíèè Cos7 
âûðàùèâàëèñü in vitro â ìîäèôèöèðîâàííîé 
ñðåäå Äþëüáåêêî (DMEM), ñîäåðæàùåé   
10% ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷åé ñûâîðîòêè è    
1ìÌ L-ãëóòàìèíà.  

Òðàíñôåêöèÿ ÄÍÊ. Âûÿâëåíèå FGD1 ïðîâî-
äèëîñü ñ ïîìîùüþ ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíò-
íîé ÄÍÊ, êîäèðóþùåé äèêóþ ôîðìó áåëêà, 
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ñâÿçàííóþ ñ çåëåíûì ôëþîðåñöåíòíûì ïðî-
òåèíîì (GFP). ÄÍÊ áûëà ïîëó÷åíà èç îòäåëà 
ãåíåòèêè ÷åëîâåêà óíèâåðñèòåòà øòàòà Ìè÷è-
ãàí (ÑØÀ). LipofectAMINE 2000 (Invitrogen, 
ÑØÀ) áûë èñïîëüçîâàí äëÿ òðàíñôåêöèè 
ÄÍÊ â Cos7-êëåòêè. Òðàíñôåêòèðîâàííûå 
êëåòêè áûëè çàòåì ïðèãîòîâëåíû äëÿ ôëþî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. 

Èììóíîöèòîõèìèÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ áûëè èñïîëüçî-
âàíû ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ ñëåäóþùèõ 
áåëêîâ: TGN-46 (Transduction Labs, ÑØÀ), 
giantin (Transduction Labs, ÑØÀ), GM130 
(Transduction Labs, ÑØÀ) è EEA1 (Trans-
duction Labs, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ôèêñèðîâàí-
íûå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå FGD1-GFP, 
áûëè èíêóáèðîâàíû ñ âûøåóïîìÿíóòûìè àí-
òèòåëàìè. Ïåðâè÷íûå àíòèòåëà áûëè âûÿâëå-
íû ñ ïîìîùüþ âèäîñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë, 
êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëþîðîõðîìîì Alexa546 
(Molecular Probes, Íèäåðëàíäû).  

Ýíäîöèòîç òðàíñôåððèíà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ 
ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð, ó÷àñòâóþùèõ â ýíäîöè-
òîçå, êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå FGD1-GFP, 
áûëè èíêóáèðîâàíû íà ëüäó ñ òðàíñôåððèíîì 
(5 ìêã/ìë), êîíúþãèðîâàííûì ñ ôëþîðîõðî-
ìîì TRITC (Molecular Probes, Íèäåðëàíäû). 
Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè íåñêîëüêî ðàç ñâå-
æåé ñðåäîé è ôèêñèðîâàëè ïîñëå 30-ìè-
íóòíîé èíêóáàöèè ïðè 37°C. 

Ôëþîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Èçó÷åíèå 
ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê ïðîâîäèëîñü ïîä 
êîíôîêàëüíûì ìèêðîñêîïîì Zeiss LSM-510 
(Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ ïîìîùüþ îáúåêòèâà õ 63 
è ôèëüòðîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñïåêòðàëüíûì 
õàðàêòåðèñòèêàì èñïîëüçîâàííûõ ôëþîðåñ-
öåíòíûõ ìàðêåðîâ.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Èììóíîôëþîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ Cos7-
êëåòîê ïîêàçàëà, ÷òî ýêñïðåññèÿ GFP-FGD1 â 
çíà÷èòåëüíîé ìåðå âûçûâàåò åãî íàêîïëåíèå 
â àïïàðàòå Ãîëüäæè è äðóãèõ ñòðóêòóðàõ 
êëåòêè, âêëþ÷àÿ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. 
Ïðåæäå âñåãî, àíàëèçèðóÿ òðàíñôåêòèðîâàí-
íûå êëåòêè, ìû îòìåòèëè ñîïîëîæåíèå 
FGD1-GFP è íåêîòîðûõ ìàðêåðîâ àïïàðàòà 
Ãîëüäæè. Ïðè ýòîì íàáëþäàëàñü îïòèìàëü-
íàÿ ëîêàëèçàöèÿ FGD1-GFP ñ TGN-46 
(ðèñ. 1, À). Îáà áåëêà ðàñïîëàãàëèñü â êîì-
ïàêòíûõ ñòðóêòóðàõ, íàõîäÿùèõñÿ â        
öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè. Áîëüøàÿ ÷àñòü 
TGN-46-ïîçèòèâíûõ ñòðóêòóð ñîäåðæàëà 
òàêæå  çíà÷èòåëüíîå  êîëè÷åñòâî  FGD1-
GFP. TGN-46 ÿâëÿåòñÿ òðàíñìåìáðàííûì 

áåëêîì ïåðâîãî òèïà è íàõîäèòñÿ îáû÷íî â 
òðàíñ-÷àñòè àïïàðàòà Ãîëüäæè, ãäå ïðîõîäèò 
ñîðòèðîâêà ñåêðåòîðíûõ ïðîòåèíîâ è èõ 
óïàêîâêà â òðàíñïîðòíûå îðãàíåëëû [9]. 
FGD1-GFP áûë òàêæå îáíàðóæåí íà ìåì-
áðàííûõ ñòðóêòóðàõ àïïàðàòà Ãîëüäæè, ìå-
÷åííûõ àíòèòåëîì ïðîòèâ giantin (ðèñ. 1, Á). 
Giantin îáû÷íî ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ìàðêåð 
öåíòðàëüíîé ÷àñòè àïïàðàòà Ãîëüäæè. Ïðåä-
ïîëàãàþò, ÷òî îí ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ ïîä-
äåðæàíèåì óíèêàëüíîé àðõèòåêòóðû ìåì-
áðàí êîìïëåêñà Ãîëüäæè [6]. Â îòëè÷èå îò 
óïîìÿíóòûõ âûøå ìàðêåðîâ ëîêàëèçàöèÿ 
GM130 íå ñîâïàäàëà ñ FGD1–GFP 
(ðèñ. 1, Â). GM130 ðàñïîëàãàåòñÿ íà ìåì-
áðàíàõ öèñêîìïàðòìåíòà àïïàðàòà Ãîëüäæè, 
êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ïðèåìå ñåêðåòîðíîãî 
ìàòåðèàëà, ïîñòóïàþùåãî èç ýíäîïëàçìàòè-
÷åñêîãî ðåòèêóëóìà.  

Òàêèì îáðàçîì, FGD1 ïðåäïî÷òèòåëüíî ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ìåìáðàíàìè òðàíñ-Ãîëüäæè. Ýòî 
óêàçûâàåò íà ïîòåíöèàëüíóþ ðîëü, êîòîðóþ 
FGD1 ìîæåò èãðàòü â ïðîöåññå òðàíñïîðòà 
áåëêîâ. FGD1 ýêñïðåññèðóåòñÿ â îñíîâíîì â 
êîñòíîé òêàíè  è êëåòêàõ îñòåîãåííîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ [3]. Âîçìîæíî, FGD1, çàíèìàÿ 
êëþ÷åâûå ïîçèöèè íà âûõîäå èç àïïàðàòà 
Ãîëüäæè è íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, âî-
âëå÷åí â ðåãóëÿöèþ äîñòàâêè ïðîòåèíîâ êîñò-
íîé òêàíè (òàêèõ, íàïðèìåð, êàê ïðîêîëëàãåí) 
ê ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Àññîöèàöèÿ FGD1 ñ 
àïïàðàòîì Ãîëüäæè, ïî-âèäèìîìó, çàâèñèò îò 
PH-ó÷àñòêà ïðîòåèíà. PH-äîìåéíû ðàçëè÷íûõ 
áåëêîâ ñâÿçûâàþòñÿ ñ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-
4-ôîñôàòîì, êîòîðûé ñîäåðæèòñÿ â àïïàðàòå 
Ãîëüäæè â îòíîñèòåëüíî âûñîêîé êîíöåíòðà-
öèè [4]. Ìóòàöèè â PH-äîìåéíå FGD1, ñîïðÿ-
æåííûå ñ ñèíäðîìîì Ààðñêîãà, âîçìîæíî, 
íàðóøàþò àññîöèàöèþ áåëêà ñ ìåìáðàíàìè 
àïïàðàòà Ãîëüäæè. Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîá-
íîñòü FGD1 êîíòðîëèðîâàòü âíóòðèêëåòî÷íûå 
òðàíñïîðòíûå ïîòîêè ìîæåò áûòü íàðóøåíà. 

Â äîïîëíåíèå ê ðåãóëÿòîðíîé ðîëè â àïïàðàòå 
Ãîëüäæè, FGD1, ïî-âèäèìîìó, ìîæåò áûòü âî-
âëå÷åí â ïðîöåññ ýíäîöèòîçà. ×àñòü FGD1-GFP, 
íàõîäÿùåãîñÿ â öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè, áû-
ëà âûÿâëåíà íà ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûõ ñòðóêòóðàõ 
(ðèñ. 2, À). Äîâîëüíî êðóïíûå   ðàçìåðû è íà-
ëè÷èå òàêîãî ýíäîñîìàëüíîãî ìàðêåðà, êàê 
ÅÅÀ1 ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü  ýòè ñòðóêòóðû êàê 
ýíäîñîìû. Ýíäîñîìàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå 
FGD1-GFP-ïîçèòèâíûõ ñòðóêòóð áûëî ïîäòâåð-
æäåíî òàêæå ýêñïåðèìåíòàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ôëþîðåñöåíòíîãî òðàíñôåððèíà. Èíêóáàöèÿ 
êëåòîê ñ TRITC-òðàíñôåððèíîì  ñòèìóëèðîâàëà 
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Ðèñ. 1. Ëîêàëèçàöèÿ FGD1 ñîâìåñòíî ñ ðàçëè÷íûìè ìàðêåðàìè àïïàðàòà Ãîëüäæè. 
Êëåòêè ëèíèè Cos7 áûëè òðàíñôåêòèðîâàíû ÄÍÊ, êîäèðóþùåé FGD1-GFP, è çàòåì îêðàøåíû íà TGN-46 
(A), giantin (Á) è GM130 (B). FGD1-GFP äîâîëüíî õîðîøî ñîâïàäàåò ñ TGN-46 (A, ñòðåëêè) è giantin      (Á, 
ñòðåëêè), îäíàêî äåìîíñòðèðóåò îòëè÷íîå îò GM130 ðàñïðåäåëåíèå â öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè      (B, 
ñòðåëêè). Óâåëè÷åíèå õ 850. 
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ FGD1 ñîâìåñòíî ñ ðàçëè÷íûìè ýíäîñîìàëüíûìè ìàðêåðàìè. 
Êëåòêè ëèíèè Cos7 áûëè òðàíñôåêòèðîâàíû ÄÍÊ, êîäèðóþùåé FGD1-GFP, çàòåì îêðàøåíû íà ÅÅÀ1 (A) 
èëè èíêóáèðîâàíû ñ ôëþîðåñöåíòíûì òðàíñôåððèíîì (Á). Ìíîãî÷èñëåííûå FGD1-GFP-ïîçèòèâíûå ñòðóê-
òóðû ñîäåðæàò êàê ÅÅÀ1 (A, ñòðåëêè), òàê è òðàíñôåððèí (Á, ñòðåëêè). Óâåëè÷åíèå õ 850. 

 
åãî ýíäîöèòîç è íàêîïëåíèå âî âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ñòðóêòóðàõ, ñîäåðæàùèõ òàêæå FGD1 
(ðèñ. 2, Á) è ñõîäíûõ ïî ìîðôîëîãèè ñ      
ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûìè ýíäîñîìàìè. Àññîöèàöèÿ 
FGD1 ñ ýíäîñîìàëüíûìè ìåìáðàíàìè ñêîðåå 
âñåãî ñâÿçàíà ñ íàëè÷èåì ó ýòîãî áåëêà FIVE-
äîìåéíà. FIVE-äîìåéíû ðàçëè÷íûõ áåëêîâ äå-
ìîíñòðèðóþò âûñîêóþ àôèííîñòü ê ôîñôà-
òèäèëèíîçèòîë-3-ôîñôàòó è ê ôîñôàòèäè-
ëèíîçèòîë-3,5-áèôîñôàòó, êîòîðûå ñîäåðæàòñÿ 
â îðãàíåëëàõ ýíäîñîìàëüíîé ñèñòåìû â äî-
âîëüíî âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ [4]. Îäíàêî 
êàêèì îáðàçîì âçàèìîäåéñòâèå FGD1 ñ ýíäî-
ñîìàìè ìîæåò áûòü âîâëå÷åíî â ïàòîãåíåç ñèí-
äðîìà Ààðñêîãà, íå ñîâñåì ïîíÿòíî. Ýòî ñâÿçà-
íî ñ òåì, ÷òî FIVE-äîìåéí FGD1 îáû÷íî íå 
ïîäâåðãàåòñÿ ìóòàãåíåçó âî âðåìÿ ðàçâèòèÿ 

áîëåçíè. Âîçìîæíî, ÷òî ìóòàíòû FGD1 ñîõðà-
íÿþò ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ ýíäîñîìàìè, 
îäíàêî íå ìîãóò àêòèâèðîâàòü Cdc42 (èç-çà 
ïîâðåæäåíèÿ DH-äîìåéíà). Èçâåñòíî, ÷òî Cdc42 
ñïîñîáíà êîíòðîëèðîâàòü ôîðìèðîâàíèå òêàíåé 
÷åðåç ðåãóëÿöèþ ýíäîöèòîçà ìîëåêóë êëåòî÷-
íîé àäãåçèè [5]. Ýòîò ðåãóëÿòîðíûé ìåõàíèçì 
ìîæåò áûòü íàðóøåí ïðè ýêñïðåññèè ìóòàíòîâ, 
êîòîðûå íå èìåþò àìèíîêèñëîò, èãðàþùèõ 
êëþ÷åâóþ ðîëü â àêòèâàöèè Cdc42. 

ВЫВОДЫ 

Ýêñïðåññèÿ FGD1-GFP ïîêàçàëà êîíöåíòðàöèþ 
èñêîìîãî ïðîòåèíà, âîâëå÷åííîãî â ïàòîãåíåç 
ñèíäðîìà Ààðñêîãà, â àïïàðàòå Ãîëüäæè, 
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è ýëåìåíòàõ ýíäî-
ñîìàëüíîãî ïóòè. Òàêîå ðàñïðåäåëåíèå FGD1 
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óêàçûâàåò íà åãî âîçìîæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè 
ïðîöåññîâ òðàíñïîðòà áåëêîâ è ýíäîöèòîçà. 
Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ FGD1 íà ðàç-
ëè÷íûå òðàíñïîðòíûå ïóòè îòêðûâàåò øèðîêèå 

âîçìîæíîñòè äëÿ ìíîãîñòîðîííåãî èçó÷åíèÿ 
ñëîæíûõ ìåõàíèçìîâ ïàòîãåíåçà ñèíäðîìà 
Ààðñêîãà è çàêëàäûâàåò îñíîâó ðàçðàáîòêè 
ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ýòîé ïàòîëîãèè. 
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