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Â ðàáîòå ïðèâîäÿòñÿ ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé êëåòêè ìåëàíîìû â âðåìÿ çàâèñè-

ìîì ýêñïåðèìåíòå ñ âîçäåéñòâèåì INT�γ íà äàííóþ êëåòêó. Ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû, êàê äëÿ êëàñòåðîâ

ãåíîâ, òàê è äëÿ îòäåëüíûõ âðåìåííûõ òî÷åê ïðîâåäåííîãî ýêñïåðèìåíòà. Àíàëèç ïðîâîäèëñÿ ïðè ïîìîùè

ðàçðàáîòàííîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ GeneExpressionAnalyser.

Ââåäåíèå

Ìèêðî÷èïû ÄÍÊ ïîçâîëÿþò èçó÷àòü ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ [1]. Àíàëèç äàííûõ ñ ìèêðî÷è-
ïîâ ÄÍÊ äàåò âîçìîæíîñòü âûÿâèòü ôóíêöè-
îíàëüíûå ñâÿçè ãåíîâ, îïðåäåëèòü äîìèíèðóþ-
ùèå áèîôóíêöèè êëåòêè. Îáðàáîòêà ðåçóëüòà-
òîâ, ïîëó÷åííûõ ñ ìèêðî÷èïà ÄÍÊ, òðåáóåò ìíî-
ãî ìàøèííîãî âðåìåíè è ýêñïåðèìåíòû äîñòàòî÷-
íî ðàçíîðîäíû, ò.ê. äàæå ðåçóëüòàòû ïðåäâàðè-
òåëüíîé îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé áèî÷èïîâ çàâè-
ñÿò îò òèïà ìèêðî÷èïà. Äàííûå ïðîáëåìû âîçíè-
êàþò â õîäå àíàëèçà ðåàëüíûõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ñèñòåì, òàêèõ êàê âîçäåéñòâèÿ INT�γ íà
êëåòêó ÷åëîâåêà. Èçâåñòíî, ÷òî íàèáîëåå èçó÷åí-
íûì ñâîéñòâîì èíòåðôåðîíà ÿâëÿåòñÿ åãî ñïî-
ñîáíîñòü ïðåïÿòñòâîâàòü ðàçìíîæåíèþ âèðóñîâ.
Èíòåðôåðîí ñïîñîáåí âûçûâàòü òàêèå èçìåíå-
íèÿ â êëåòêàõ, êîòîðûå ïðåïÿòñòâóþò ðàçìíî-
æåíèþ âèðóñà, ôîðìèðîâàíèþ âèðóñíûõ ÷àñòèö
è äàëüíåéøåìó åãî ðàñïðîñòðàíåíèþ. Öåëüþ ðà-
áîòû ÿâëÿåòñÿ êà÷åñòâåííûé àíàëèç âîçäåéñòâèÿ
INT�γ íà êëåòêó è êîëè÷åñòâåííûé ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñ îïóáëèêî-
âàííûìè â ðàáîòå [2].

I. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå

Â ðàáîòå âûïîëíåí àíàëèç âðåìÿ-
ðàçðåøåííûå äàííûå ïîëó÷åííûå â ðàáîòå [2].
Â ýêñïåðèìåíòå èçó÷àëîñü âëèÿíèå èíòåðôåðîíà
ãàììà (IFN�γ) íà êëåòî÷íóþ ëèíèþ A375 (ìåëà-
íîìà). Êëåòêè ïîìåùàëèñü â ëóíêè ñ ïèùåâûì
ñóáñòðàòîì è êóëüòèâèðîâàëèñü â òå÷åíèå 96
÷àñîâ. Â îïðåäåëåííûå ìîìåíòû âðåìåíè ëóí-
êè îäíîêðàòíî ïîäâåðãàëèñü âîçäåéñòâèþ IFN�γ
(êîíöåíòðàöèÿ � 50 íã/ìë). Â êà÷åñòâå êîíòðîëü-
íûõ èñïîëüçîâàëèñü ëóíêè, íå ïîäâåðãàâøèåñÿ
âîçäåéñòâèþ èíòåðôåðîíà, à òàêæå ëóíêè, â êî-
òîðûõ ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà JAK-STAT çàáëîêè-
ðîâàíà ñ ïîìîùüþ âîçäåéñòâèÿ JAK inhibitor
I. Òàêèì îáðàçîì, áûëè ïîëó÷åíû ïî òðè ðåïëè-
êàíòíûõ êóëüòóðû êëåòîê ñî ñëåäóþùèìè õàðàê-
òåðèñòèêàìè: êîíòðîëü áåç âîçäåéñòâèÿ IFN�γ

(ctrl), êîíòðîëü ñ çàáëîêèðîâàííûì ñèãíàëüíûì
ïóòåì JAK-STAT (JIIctrl), à òàêæå êóëüòóðû,
êóëüòèâèðîâàííûå â òå÷åíèå 3, 12, 24, 48 è 72
÷àñîâ (03H, 12H, 24H, 48H, 72H) ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ IFN�γ. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ áèî÷èïàìè ðå-
àëèçîâàíû ïî 2 ðåïëèêàíòà äëÿ ñîñòîÿíèé ctrl,
JIIctrl, 03H, 12H è ïî 3 ðåïëèêàíòà äëÿ 24H, 48H
è 72H. Èç êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà áûëî âûäåëåíî
ÐÍÊ, êîòîðîå ïîñëå ñîîòâåòñòâóþùåé îáðàáîòêè
ïîìåùàëè íà ìèêðî÷èïû A�ymetrix Gene Chip
HumanGene 1.0 STArray.

II. Ðåçóëüòàòû

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå îáðàáîòà-
íû ïðè ïîìîùè ðàçðàáîòàííîé ïðîãðàììû
GeneExpressionAnalyser [3,4]. Èññëåäîâàëèñü 17
ìèêðîìàòðèö (ðàçíûå âðåìåííûå òî÷êè è òåõíè-
÷åñêèå ðåïëèêàíòû) ñ 33252 ãåíàìè. Ïðîâåäåíû
íåîáõîäèìûå ýòàïû àíàëèçà, â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðàçðàáîòàííîé ìåòîäîëîãèåé [3].

Ìàêñèìàëüíûé ýôôåêò âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêó INF�γ íàáëþäàëñÿ â ïðîìåæóòîê âðåìå-
íè ñ 12 äî 24 ÷àñîâ ïîñëå íà÷àëà ëå÷åíèÿ, ïðè-
÷åì â 24 ÷àñà îêîëî 70% âñåõ çíà÷èìûõ ãåíîâ
ÿâëÿëèñü ïîäàâëåííûìè ãåíàìè. Ïåðâàÿ ðåàêöèÿ
êëåòêè íà INF�γ íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 12 ÷àñîâ.
Ýôôåêòèâíîñòü âîçäåéñòâèÿ èíòåðôåðîíà ïàäà-
åò â 48 ÷àñîâ (èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà çíà÷èìûõ
ãåíîâ ñ 48 äî 72 ÷àñîâ ìàëî).

Îïðåäåëåíû òðè ãëàâíûõ êëàñòåðà ãåíîâ:
Ïåðâûé êëàñòåð (305 ãåíîâ) õàðàêòåðèçóåò ïåð-
âîíà÷àëüíî ïîäàâëåííûå ãåíû, ýêñïðåññèÿ êîòî-
ðûõ îñòàâàëàñü íåèçìåííîé â òå÷åíèå ïåðâûõ 12
÷àñîâ, äàëåå ýêñïðåññèè äîñòèãàþò îïðåäåëåííî-
ãî çíà÷åíèÿ â ïðîìåæóòîê âðåìåíè îò 12 äî 48
÷àñîâ è óæå íå èçìåíÿþò ñâîå ñîñòîÿíèå. Ïðîòè-
âîïîëîæíóþ ðåàêöèþ íà ëå÷åíèå ìîæíî íàáëþ-
äàòü ïðè àíàëèçå âîçäåéñòâèÿ INF�γ íà ãåíû 2
êëàñòåðà (637 ãåíîâ). Ãåíû 3 êëàñòåðà (149 ãå-
íîâ) íà÷èíàþò ðåàãèðîâàòü ñ INF�γ ñ íà÷àëîì
ëå÷åíèÿ è ìåíÿþò ñâîå ñîñòîÿíèå ñ ïîäàâëåííî-
ãî íà âûðàæåííîå çà 12 ÷àñîâ ñ íà÷àëà ëå÷åíèÿ.
Ñ 12 äî 24 ÷àñîâ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿþò ñâîå
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ñîñòîÿíèå, à ïîòîì ñ 24 ÷àñîâ ñòàíîâÿòñÿ ïîäàâ-
ëåííûìè.

Ýêñïðåññèÿ âñåõ ãåíîâ, îáðàáîòàíûõ èíãè-
áèòîðîì, áëîêèðóþùèì ñèãíàë îò èíòåðôåðî-
íà, ñîâïàäàþò ñ ýêñïðåññèåé ñ ñàìîãî íà÷àëà îá-
ðàáîòêè. Ýòî çíà÷èò, ÷òî èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè
îáóñëîâëåíû âîçäåéñòâèåì INF�γ íà êëåòêó, à íå
èçìåíåíèÿìè â ñàìîé êëåòêå ñî âðåìåíåì.

Îïðåäåëåíû çíà÷èìûå áèîôóíêöèè ñ òå÷å-
íèåì âðåìåíè: 2419 çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé, êîòî-
ðûå õàðàêòåðíû äëÿ âûðàæåííûõ ãåíîâ è îïðå-
äåëåíî 1487 çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé äëÿ ïîäàâ-
ëåííûõ ãåíîâ. Â 3 ÷àñà ïèê âûðàæåííîñòè äî-
ñòèãàåòñÿ 6,6% âñåõ çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé, â 12
÷àñîâ � 22,9%, â 24 ÷àñà � 44,9%, â 48 ÷àñîâ �
14,2%, â 72 ÷àñà � 9,2%, â 72 ÷àñà ñ èíãèáèòîðîì
� 2,2% âñåõ âûðàæåííûõ áèîôóíêöèé. Äëÿ ïî-
äàâëåííûõ áèîôóíêöèé ïèê ïîäàâëåííîñòè â 12
÷àñîâ ïîñëå íà÷àëà ëå÷åíèÿ äîñòèãàåòñÿ 3,5 ïðî-
öåíòàìè áèîôóíêöèé, â 24 ÷àñà � 19,2%, â 48 ÷à-
ñîâ � 25,3%, â 72 ÷àñà � 52% âñåõ âûðàæåííûõ
áèîôóíêöèé. Â íà÷àëå ïðîöåññà ëå÷åíèÿ (3�12
÷àñîâ) âûðàæåíû áèîôóíêöèè, ñâÿçàííûå ñ ðå-
àêöèåé íà INF�γ, ñ ðåàêöèåé èììóííîé ñèñòåìû.
Â 24 ÷àñà ïðåèìóùåñòâåííî âûðàæåíû áèîôóíê-
öèè ñâÿçûâàíèÿ, â îñíîâíîì, áèîôóíêöèè ñâÿçû-
âàíèÿ ïðîòåèíîâ, ïðè ýòîì ïîõîæåå äîìèíèðîâà-
íèå ìîæíî íàáëþäàòü â 72 ÷àñà äëÿ ïîäàâëåííûõ
áèîôóíêöèé. Â 48 ÷àñîâ ìîæíî îòäåëüíî âûäå-
ëèòü ãðóïïó âûðàæåííûõ áèîôóíêöèé, ñâÿçàí-
íûõ ñ ïîëîæèòåëüíîé ðåãóëÿöèåé íà ïðîöåññû è
àêòèâíîñòü. Ïðîìåæóòêó âðåìåíè îò 48 äî 72 ÷à-
ñîâ ñ íà÷àëà ëå÷åíèÿ õàðàêòåðíû âûðàæåííûå
áèîôóíêöèè ñâÿçàííûå ñ ðåãóëÿöèåé ýêñïðåññèè
ãåíîâ. Äëÿ ïîäàâëåííûõ ãåíîâ â 48 ÷àñîâ � áèî-
ôóíêöèè, ñâÿçàííûå ñ ìåòàáîëè÷åñêèìè ïðîöåñ-
ñàìè â êëåòêå. Äëÿ 24 ÷àñîâ � ñâÿçàííûå ñ ìåòà-
áîëè÷åñêèìè ïðîöåññàìè è áèîôóíêöèè, ñâÿçàí-
íûå ñ ïðîöåññàìè â ìåìáðàíå ðåòèêóëóìà.

Ãåíû, êîòîðûå ïîïàëè â ïåðâûé êëàñòåð,
èìåþò 554 çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé; âî âòîðîé êëà-
ñòåð � 788; â òðåòèé � 838. Â 1 êëàñòåðå áîëüøèí-
ñòâî íàèáîëåå çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé ñîñòàâëÿþò
ïðîöåññû áèîñèíòåçà àìèíîêèñëîò. Âî 2 êëàñòå-
ðå íåòó ãðóïïû ïîõîæèõ áèîôóíêöèé, íî ìîæíî
îòäåëüíî âûäåëèòü ôóíêöèþ êëåòî÷íîãî êîìïî-
íåíòà è ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè. Äëÿ 3 êëàñòåðà
õàðàêòåðíû áèîôóíêöèè, îïèñûâàþùèå èììóí-
íóþ ðåàêöèþ êëåòêè è ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà.

III. Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ

Â äàííîì ðàçäåëå ïðèâîäèòñÿ ñðàâíåíèå
îïóáëèêîâàííûõ ðåçóëüòàòîâ [2] è ðåçóëüòàòîâ
äàííîé ðàáîòû. Â ñèëó òîãî, ÷òî äàííûå îá-
ðàáàòûâàëèñü ïî ðàçíûì ìåòîäèêàì è â ðàç-
ëè÷íûõ ïðîãðàììíûõ îáåñïå÷åíèÿõ, íåïîñðåä-
ñòâåííî ñðàâíèòü èõ íå ïîëó÷èëîñü, ïîýòîìó áûë

èñïîëüçîâàí âåá-ðåñóðñ http://biocompendium.

embl.de/. Ïðè ïîìîùè äàííîãî ðåñóðñà îñó-
ùåñòâëåí ïîèñê çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé äëÿ êàæ-
äîãî ìîìåíòà âðåìåíè. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû
íà Òàá. 1.

Òàáëèöà 1 � Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ êîëè÷åñòâà
çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé ïî âðåìåííûì òî÷êàì

Âðåìåííàÿ
òî÷êà

03H 12H 24H 48H 72H

Êîëè÷åñòâî Ðåçóëüòàòû
èç ðàáîòû
[2]

4 16 24 47 34

çíà÷èìûõ
áèî ôóíê-
öèé

Ðåçóëüòàòû
äàííîé
ðàáîòû

3 17 47 66 48

Îáùèõ 3 12 15 31 24

Ïî÷òè ïî âñåì âðåìåííûì òî÷êàì áûëî ïî-
ëó÷åíî áîëüøåå ÷èñëî çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé (â
ñðåäíåì íà 44%). Ïðîöåíò ñîâïàäàþùèõ áèî-
ôóíêöèé â ñðåäíåì ñîñòàâëÿåò 68%. Â ðàìêàõ
ïðèâåäåííîãî àíàëèçà áûëî âûäåëåíî áîëüøå
çíà÷èìûõ ôóíêöèé êëåòêè. Äàííûé ðåçóëüòàò
ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî â ðàìêàõ ðàáîòû èñ-
ïîëüçîâàëèñü ñàìûå ñâåæèå îôèöèàëüíûå áàçû
äàííûõ ïî GO�àííîòàöèÿì, ìåòîäîëîãèåé ïîëó-
÷åíèÿ ñïèñêà çíà÷èìûõ ãåíîâ, êîòîðàÿ îïèñàíà â
ðàáîòàõ [3,4]. Ðàçëè÷èå êîëè÷åñòâà áèîôóíêöèé
âåá�ðåñóðñà http://biocompendium.embl.de/ è
äàííîé ðàáîòû îáúÿñíÿåòñÿ ñâîéñòâîì ñòîðîí-
íèõ ïðîãðàìì è ðåñóðñîâ ãðóïïèðîâêè íåêîòî-
ðûõ áèîôóíêöèé â îäíó.

IV. Çàêëþ÷åíèå

Â ðàìêàõ ðàáîòû ïîäòâåðæäåíî, ÷òî áèî-
ôóíêöèè âûðàæåííûõ/ïîäàâëåííûõ ãåíîâ èìå-
þò äîìèíèðóþùóþ çíà÷èìîñòü â îïðåäåëåííûé
ìîìåíò âðåìåíè. Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ ñ îïóá-
ëèêîâàííûìè äàííûìè ïîäòâåðæäàþò ïðàâèëü-
íîñòü âûâîäîâ. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà îïðåäåëå-
íî íåñêîëüêî çíà÷èìûõ áèîôóíêöèé íåèçâåñò-
íûõ ðàíåå.
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