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Èññëåäîâàëè ôîñôîðèëèðîâàíèå in vivo ñóáúåäèíèö õîëîôåðìåíòà ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III ÷åëîâåêà. ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III èç ÿäåð çðåëîé ïëàöåíòû è êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû (ëè-
íèÿ À431) ÷åëîâåêà âûäåëåíà â âèäå äâóõ ñóáôðàêöèé (IIIa è IIIb), ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ïîðÿäêó ýëþöèè ñ
êîëîíêè ÄÝÀÝ Ñåôàäåêñ À-25 è ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè
ãëèöåðèíà. Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé îáíàðóæåíû ÷åòûðå ôîñôîðèëèðîâàííûå in vivo ñóáúåäèíèöû ñ
ìîë. ìàññàìè 60, 52, 45 è 38 êÄà. Ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60 è 45 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíû ïî îñòàò-
êàì ñåðèí/òðåîíèíà è òèðîçèíà. Ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíà òîëüêî ïî îñòàò-
êàì òèðîçèíà. Ýòè ñóáúåäèíèöû ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê ñóáúåäèíèöàì ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.
Ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà ÿâëÿåòñÿ îáùåé äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I. Èäåí-
òèôèöèðîâàííàÿ íàìè ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 52 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíà ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà
è, âåðîÿòíî, ïðèíàäëåæèò ê îäíîìó èç áàçàëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III, ñóáúåäèíèöû, ôîñôîðèëèðîâàíèå, êëåòêè ÷åëîâåêà.

ÄÍÊ-çàâèñèìàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III îñóùåñòâëÿåò
òðàíñêðèïöèþ ñòàáèëüíûõ ÿäåðíûõ ÐÍÊ — 5S pÐÍÊ,
âñåõ òÐÍÊ, U6 ìÿÐÍÊ, 7SK, 7SL è ðÿäà âèðóñíûõ ÐÍÊ.
Ýòè ÐÍÊ íå òðàíñëèðóþòñÿ, íî ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â
î÷åíü âàæíûõ äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè ïðîöåññàõ,
òàêèõ êàê ïðîöåññèíã è ñïëàéñèíã ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ,
òðàíñëÿöèÿ áåëêîâ (Hu et al., 2003). Â ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü àêòèâ-
íîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III äîñòèãàåòñÿ íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä ïåðåõîäîì èç ôàçû G1 â ôàçó S êëåòî÷íîãî öèêëà
(Mauger, Scott, 2004). Ó áîëüøèíñòâà òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê óðîâåíü ýêñïðåññèè ïðîäóêòîâ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III ïî÷òè â 5 ðàç ïðåâûøàåò òàêîâîé íîðìàëüíûõ
êëåòîê (White et al., 1996).

Ïðîìîòîðû ãåíîâ, òðàíñêðèáèðóåìûõ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçîé III, îòëè÷àþòñÿ ðàçíîîáðàçèåì è ïî ñòðóêòóðå, è ïî
ëîêàëèçàöèè (Sentenac, 1985; Geiduschek, Kassavetis,
2001). Äëÿ óçíàâàíèÿ ýòèõ ïðîìîòîðîâ è êîððåêòíîé è
ïðîäóêòèâíîé òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èñïîëü-
çóþò ðàçëè÷íûå íàáîðû áàçàëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ (Geiduschek, Kassavetis, 2001), ò. å. ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçà III ÿâëÿåòñÿ ñîñòàâíîé ÷àñòüþ ñëîæíîãî òðàíñ-
êðèïöèîííîãî êîìïëåêñà — õîëîôåðìåíòà.

Ðåãóëÿòîðíàÿ ðîëü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êîìïîíåíòîâ
õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III â ïîñëåäíåå âðåìÿ
èçó÷àåòñÿ äîñòàòî÷íî èíòåíñèâíî. Âïåðâûå íà ðîëü ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, îñóùåñòâëÿ-
åìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III, îáðàòèëè âíèìàíèå Õîêìàí
è Øóëüö, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ äîñòèæåíèÿ âûñîêî-
ãî óðîâíÿ áàçàëüíîé òðàíñêðèïöèè ãåíîâ 5S ðÐÍÊ è
òÐÍÊ äðîææàì íåîáõîäèìà êàçåèíêèíàçà (Hockman,
Schultz, 1996).

C áåëêîì, ñâÿçûâàþùèì ÒÀÒÀ-áîêñ (ÒÂÐ), êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì áàçàëüíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà TFIIIB, àññîöèèðîâàíà êàçåèíêèíàçà 2 (Ghavi-
del, Schultz, 2001). Àêòèâíîñòü àññîöèèðîâàííîé êàçåèí-
êèíàçû 2 óãíåòàåòñÿ ïðè âîçíèêíîâåíèè ïîâðåæäåíèé íà
ìàòðèöå ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ òðàíñêðèïöèè
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Ñ÷èòàþò, ÷òî êàçåèíêèíàçà 2 ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé çâåíî ñèãíàëüíîãî ïóòè, êîòîðûé ó÷àñò-
âóåò â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ êëàññà III ïðè íà-
ðóøåíèè öåëîñòíîñòè ãåíîìà (Ghavidel, Schultz, 2001).
Ñóáúåäèíèöà TFIIIB ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà — Bdp1 —
òàêæå ìîäèôèöèðóåòñÿ êàçåèíêèíàçîé 2, ÷òî ïðèâîäèò ê
óãíåòåíèþ òðàíñêðèïöèè íà ïðîìîòîðå ãåíà U6 ìÿÐÍÊ
(Hu et al., 2004). Àññîöèèðîâàííàÿ ñ TBP ñóáúåäèíèöà
TFIIIB c ìîë. ìàññîé 92 êÄà ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ äëÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçíîé àêòèâíî-
ñòüþ ôàêòîðà, àêòèâèðóþùåãî ñîçðåâàíèå (ìèòîç). Ìî-
äèôèêàöèÿ ýòîé ñóáúåäèíèöû TFIIIB ìîæåò èíãèáèðîâàòü
àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III â ïðîöåññå ìèòîçà (Leresche et al., 1996).

TFIIIB ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ äëÿ ïðîòåèíêèíàçû Ñ. Ýòà
ìîäèôèêàöèÿ ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ òðàíñêðèïöèè
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III ãåíà ñ-mys ÷åëîâåêà. Ïðîìîòîð ýòî-
ãî ãåíà óíèêàëåí òåì, ÷òî ìîæåò áûòü òðàíñêðèáèðîâàí è
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III. Ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ôàêòîðà TFIIIB ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì â
âûáîðå ìåæäó ïðîìîòîðàìè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II è
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III (Õu et al., 1998).

Ôîñôîðèëèðîâàíèå êîìïîíåíòîâ õîëîôåðìåíòà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü íå òîëü-
êî íà óðîâíå ôîðìèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî êîìï-
ëåêñà è èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè, íî ðåãóëèðóåò ñôîð-
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ìèðîâàííûé, àêòèâíî ðàáîòàþùèé êîìïëåêñ (Fan et al.,
1997). La-àóòîàíòèãåí, âûñîêîíñåðâàòèâíûé ÐÍÊ-ñâÿçû-
âàþùèé áåëîê (Pannone et al., 1998), ó÷àñòâóåò â òåðìè-
íàöèè è ðåèíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III. Íàòèâíûé La-áåëîê ñóùåñòâóåò â ôîñôîðèëèðîâàí-
íîé (íåàêòèâíîé) è íåôîñôîðèëèðîâàííîé (àêòèâíîé)
ôîðìàõ. Êàçåèíêèíàçà 2, ôîñôîðèëèðóÿ La-àíòèãåí, èí-
ãèáèðóåò àêòèâíîñòü ñòàáèëüíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî
êîìïëåêñà. Ïîçèòèâíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè áèîãåíåçà ðè-
áîñîì è ñèíòåçà òÐÍÊ èãðàåò ÒOR -êèíàçà, ïðèíàäëåæà-
ùàÿ ñåìåéñòâó PI3-êèíàç (Schmelzle, Holl, 2000).

×òî êàñàåòñÿ ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, òî â
ñîñòàâå ôåðìåíòà èç äðîææåé èäåíòèôèöèðîâàíû äâå
ôîñôîðèëèðîâàííûå in vivo ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññà-
ìè 23 è 19 êÄà, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îáùèìè äëÿ âñåõ òðåõ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàç (Bell et al., 1977), ÷òî äåëàåò âåñüìà ïðè-
âëåêàòåëüíîé èäåþ î âîçìîæíîñòè êîîðäèíàöèè òðàíñ-
êðèïöèè, îñóùåñòâëÿåìîé âñåìè òðåìÿ ïîëèìåðàçàìè,
÷åðåç ìîäèôèêàöèè èõ îáùèõ ñóáúåäèíèö. Îäíàêî ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ ýòà ãèïîòåçà ïîêà íå
ïîëó÷èëà. Â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò äàííûå î ìîäèôè-
êàöèÿõ ñóáúåäèíèö ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III âû-
ñøèõ ýóêàðèîò in vivo.

Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷åíèå ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ in vivo èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö
ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà. Â êà÷åñòâå
îáúåêòîâ íàìè áûëè âûáðàíû êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431, à òàêæå òêàíü çðåëîé ïëàöåí-
òû ÷åëîâåêà, äîñòóïíàÿ â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ, ÷òî
íåîáõîäèìî äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ÄÍÊ-çàâèñèìûõ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàç. Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III, âûäåëåííûõ èç ÿäåð ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû è
ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, âûÿâëåíû ôîñôîðèëèðîâàííûå in
vivo ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà è îñòàòêó òèðîçèíà ÷å-
òûðå ïîëèïåïòèäà, òðè èç êîòîðûõ ñ ìîë. ìàññàìè 60, 45
è 38 êÄà ñ áîëüøîé äîëåé âåðîÿòíîñòè ìîãóò áûòü îòíå-
ñåíû ê ñóáúåäèíèöàì ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.
×òî êàñàåòñÿ ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññîé 52 êÄà, ôîñôî-
ðèëèðîâàííîé ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà, òî îíà íå ìî-
æåò áûòü îòíåñåíà ê ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå III, òàê
êàê ñðåäè ñóáúåäèíèö, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III ÷åëîâåêà, ïîëèïåïòèäà ñ òàêîé ìîëåêóëÿðíîé
ìàññîé íå âûÿâëåíî (Sentenac, 1985).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Çðåëóþ ïëàöåíòó ÷åëîâåêà áðàëè â ðîäèëüíîì îòäåëå-
íèè Èíñòèòóòà àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè èì. Ä. Ì. Îòòà
ÐÀÌÍ. Òêàíü íåìåäëåííî ïðåïàðèðîâàëè íà ôðàãìåíòû
ìàññîé íå áîëåå 50 ã, çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè â æèäêîì
àçîòå. Ïåðåä óïîòðåáëåíèåì òêàíü ðàçìîðàæèâàëè äî
òåìïåðàòóðû, íå ïðåâûøàþùåé 0 °Ñ. Êëåòêè ýïèäåðìî-
èäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 ïîëó÷åíû èç Áàíêà êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã, Ðîññèÿ).

Â û ä å ë å í è å ÿ ä å ð. Äëÿ âûäåëåíèÿ ÿäåð ïëàöåíòó
ãîìîãåíèçèðîâàëè â 5 îáúåìàõ ðàñòâîðà 2.2 Ì ñàõàðîçû,
ñîäåðæàùåãî 15 ìÌ MgCl2, 0.25 ìÌ ñïåðìèíà, 0.5 ìÌ
ñïåðìèäèíà, 0.2 ìÌ ÝÃÒÀ, 0.2 ìÌ ÝÄÒÀ è 0.5 ìÌ ôå-
íèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà. Ãîìîãåíàò íàñëàèâàëè íà
ïîäñëîéêó 2.2 Ì ñàõàðîçû è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
90 000 g â òå÷åíèå 1 ÷. Îñàäîê ÿäåð ñóñïåíäèðîâàëè â áó-
ôåðå 1 è õðàíèëè â æèäêîì àçîòå èëè íåìåäëåííî èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà. Êëåòêè êóëü-

òèâèðîâàëè íà ñðåäå ÄÌÅÌ â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà ïðè 37 °Ñ â
àòìîñôåðå 5 % CO2 äî ñîñòîÿíèÿ ìîíîñëîÿ. Êëåòêè ñîáè-
ðàëè ñ ïîìîùüþ ñêðåáêà (ôèðìà Sarsted), ïðîìûâàëè
äâàæäû ðàñòâîðîì Õåíêñà è ñóñïåíäèðîâàëè â 5 îáúåìàõ
áóôåðà 4. Äàëåå êëåòêè ðàçðóøàëè ñ ïîìîùüþ ðó÷íîãî
ãîìîãåíèçàòîðà, ïîëíîòó ðàçðóøåíèÿ êîíòðîëèðîâàëè
ïîä ìèêðîñêîïîì. ßäðà îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 250 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Îñàäîê ÿäåð ñóñïåíäè-
ðîâàëè â áóôåðå 1 è õðàíèëè â æèäêîì àçîòå èëè íåìåä-
ëåííî èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà
(Dignam, Leibovitz, 1983).

Ï î ë ó ÷ å í è å ÿ ä å ð í î ã î ý ê ñ ò ð à ê ò à. ßäðà, ñóñ-
ïåíäèðîâàííûå â áóôåðå 1, ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúå-
ìîì áóôåðà 2. Ñóñïåíçèþ ÿäåð ãîìîãåíèçèðîâàëè â
ïëîòíî ïðèòåðòîì ãîìîãåíèçàòîðå â òå÷åíèå 40 ìèí è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 25 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Îñà-
äîê îòáðàñûâàëè, ñóïåðíàòàíò äèàëèçîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è ïðîòèâ áóôåðà 1, ñîäåðæàùåãî 0.250 M ñóëüôàòà
àììîíèÿ. Ïîëó÷åííûé ÿäåðíûé ýêñòðàêò èñïîëüçîâàëè
äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Â û ä å ë å í è å è î ÷ è ñ ò ê à Ð Í Ê - ï î ë è ì å ð à ç û
I I I. Âûäåëåíèå õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III îñó-
ùåñòâÿëè íà êîëîíêå Heparin Hyper DM. Ïîñëå íàíåñå-
íèÿ ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà êîëîíêó ïðîìûâàëè 5 îáúåìàìè
áóôåðà 1, ñîäåðæàùåãî 0.360 Ì ñóëüôàòà àììîíèÿ, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïîëíîìó îñâîáîæäåíèþ êîëîíêè îò ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû II è ðÿäà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (Huet,
Manaud, 1996; Hannan et al., 1998). Ôðàêöèîíèðîâàíèå
îñóùåñòâëÿëè â ëèíåéíîì ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ñóëü-
ôàòà àììîíèÿ (0.365—0.800 Ì) íà áóôåðå 1. Ñîáèðàëè
35 ôðàêöèé, â êàæäîé èç êîòîðûõ îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Ôðàêöèè, ýëþèðóåìûå â èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé ñó-
ëüôàòà àììîíèÿ 0.40—0.55 Ì è ñîäåðæàùèå ñóììàðíóþ
àêòèâíîñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I è III, îáúåäèíÿëè, ðàçâîäè-
ëè áóôåðîì 3 äî êîíöåíòðàöèè ñóëüôàòà àììîíèÿ
0.120 Ì è íàíîñèëè íà êîëîíêó ÄÝÀÝ-Ñåôàäåêñ À-25,
óðàâíîâåøåííóþ áóôåðîì 3, ñîäåðæàùèì â ýòîé æå êîí-
öåíòðàöèè ñóëüôàò àììîíèÿ. Â ýòèõ óñëîâèÿõ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçà I íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ èîíîîáìåííèêîì. Äëÿ ïîëíîãî
îñâîáîæäåíèÿ îò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I êîëîíêó ïðîìûâàëè
5 îáúåìàìè áóôåðà 3, ñîäåðæàùåãî 0.150 Ì ñóëüôàòà
àììîíèÿ.

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó III ýëþèðîâàëè ñ êîëîíêè ÄÝÀÝ-Ñå-
ôàäåêñ A-25 ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèé ñóëüôàòà àììî-
íèÿ 0.150—0.700 Ì, ïðèãîòîâëåííûì íà áóôåðå 3. Ñîáè-
ðàëè 25 ôðàêöèé, â êàæäîé ôðàêöèè îïðåäåëÿëè àêòèâ-
íîñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Ñóáôðàêöèè IIIà è IIIb, ýëþèðóåìûå â èíòåðâàëå êîí-
öåíòðàöèé ñóëüôàòà àììîíèÿ 0.320—0.350 è 0.480—
0.500 Ì ñîîòâåòñòâåííî, îáúåäèíÿëè, äîáàâëÿëè áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ äî êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë è êðèñòàëëè÷åñêèé ñóëüôàò
àììîíèÿ èç ðàñ÷åòà 42 ã íà 100 ìë ðàñòâîðà. Îñàäîê ôîð-
ìèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è. Ïðåïàðàò öåíòðèôóãèðîâàëè
1 ÷ ïðè 105 000 g, îñàäîê ðàñòâîðÿëè â ìèíèìàëüíîì
îáúåìå áóôåðà 3. ×òîáû îñâîáîäèòüñÿ îò èçáûòêà ñóëü-
ôàòà àììîíèÿ, ôåðìåíò äèàëèçîâàëè ïðîòèâ áóôåðà 3 â
òå÷åíèå 2 ÷ è äàëåå íàíîñèëè íà ãðàäèåíò ïëîòíîñòè ãëè-
öåðèíà (22.5—35.0 %) â áóôåðå 3, ñîäåðæàùåì 0.110 Ì
ñóëüôàòà àììîíèÿ. Ðàçäåëåíèå â ãðàäèåíòå îñóùåñòâëÿ-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 90 000 g â òå÷åíèå 18 ÷.
Ãðàäèåíò ôðàêöèîíèðîâàëè íà 10 ïðîá, â êàæäîé èç êî-
òîðûõ îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.
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Ôðàêöèè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïèêàì àêòèâíîñòè, ñîáèðàëè
è äèàëèçîâàëè ïðîòèâ áóôåðà 3à, ñîäåðæàùåãî 0.110 Ì
ñóëüôàòà àììîíèÿ, â òå÷åíèå íî÷è. Äîáàâëÿëè ñû-
âîðîòî÷íûé àëüáóìèí äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
300 ìêã/ìë. Cóáôðàêöèè ôåðìåíòà õðàíèëè â âèäå àëèê-
âîò â æèäêîì àçîòå. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III êîëåáàëàñü â ïðåäåëàõ 0.3—0.5 Å â
5 ìêë ðàñòâîðà.

Î ï ð å ä å ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è Ð Í Ê - ï î ë è ì å -
ð à ç û I I I íà êàæäîì ýòàïå ïðîâîäèëè â ñèñòåìå, ñîäåð-
æàùåé 50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.9, 80 ìÌ ñóëüôàòà àììî-
íèÿ, 2.5 ìÌ ÄÒÒ, 1 ìÌ MgCl2, 15 % ãëèöåðèíà, 1 ìêã äå-
íàòóðèðîâàííîé ÄÍÊ ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, ATP, GTP,
CTP è UTP â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìÌ êàæäûé, 0.06 MÁê
[3H]-UTP ñ óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ 12 ÃÁê/ìÌ è 5 ìêë
ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó III. Êîíå÷íûé
îáúåì ïðîáû ñîñòàâëÿë 25 ìêë. Îñàæäåíèå êèñëîòîíåðà-
ñòâîðèìîãî ìàòåðèàëà ïðîèçâîäèëè 5%-íîé ÒÕÓ â ïðè-
ñóòñòâèè ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ,
îñàäêè ñîáèðàëè íà ôèëüòðû GF/C (Whatman) è ïðîìû-
âàëè 5%-íîé ÒÕÓ è 96%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì. Ðàäèî-
àêòèâíîñòü ïîäñ÷èòûâàëè â òîëóîëüíîì ñöèíòèëëÿòîðå
íà ñ÷åò÷èêå ôèðìû Beckman (ÑØÀ). Çà åäèíèöó àêòèâ-
íîñòè ïðèíèìàëè êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà, íåîáõîäèìîå
äëÿ âêëþ÷åíèÿ 1 íìîëü UTP çà 15 ìèí ïðè 37 °Ñ.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ôîñôîðèëèðîâàííûõ èíäèâèäó-
àëüíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ôåðìåíò ðàçãî-
íÿëè ìåòîäîì äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â 4.5—9.0%-íîì
ÏÀÀÃ â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ ïðè òîêå
7 ìÀ â òå÷åíèå íî÷è (Laemmly, 1970). Ãåëü, ñîäåðæàùèé
ïðîáû áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ, îêðàøèâàëè ñåðåáðîì ïî ìå-
òîäó Ðýé è Âó (Wray, Wu, 1981).

Ðàçäåëåííûå ïîëèïåïòèäû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïå-
ðåíîñèëè íà áóìàãó Hybond C Extra â àïïàðàòå BioRad â
0.118 ìÌ Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, ðÍ 8.3, ñîäåðæàùåì
20 % ìåòèëîâîãî ñïèðòà, ïðè ñèëå òîêà 70 ìÀ â òå÷åíèå
18 ÷. Ôîñôîðèëèðîâàíèå îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III èññëåäîâàëè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ñåðèí/òðåîíèíà è òèðîçèíà. Â êà÷åñòâå âòî-
ðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé. Âèçóàëèçàöèþ êîíú-
þãàòà îñóùåñòâëÿëè õåìèëþìèíåñöåíòíîé ðåàêöèåé â
ñèñòåìå Super Signal (Pierce, ÑØÀ), áëîòû ñîâìåùàëè ñ
R-ïëåíêîé è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå âðåìåíè, äîñòàòî÷-
íîãî äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûðàæåííîé êàðòèíû.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ÄÅÀÅ-Ñåôàäåêñ
À-25 (Pharmacia , Øâåöèÿ), HEPARIN HyperD M (Biosep-
ra, Ôðàíöèÿ), íóêëåîçèäòðèôîñôàòû — ATP, GTP, CTP,
UTP («Âåêòîð», Áåðäñê), ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû
[3Í]-UTP (ÃÍÖ ÐÔ ÔÇÈ, Îáíèíñê), àíòèòåëà ïðîòèâ
ôîñôîñåðèí-òðåîíèíà è ôîñôîòèðîçèíà (BD Biosciences,
Pharmingen, ÑØÀ), â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ ìîëåêóëÿðíûõ
ìàññ èñïîëüçîâàëè íàáîð Low molecular weight Sigma
Marker (ÑØÀ). Äëÿ èäåíòèôèêàöèè àíòèòåë, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé, èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó Super Sig-
nal ôèðìû Pierce (ÑØÀ). Ñðåäó ÄÌÅ (ÄÌÅÌ) è ýìáðèî-
íàëüíóþ ñûâîðîòêó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðèîáðåòà-
ëè â ôèðìå «ÁèîËîò» (Ðîññèÿ).

Äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå áóôåðíûå ðàñòâîðû.

Á ó ô å ð 1: 20ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.9, 0.5 ìÌ ÝÄÒÀ,
0.2 ìÌ ÄÒÒ è 10%-íûé ãëèöåðèí; á ó ô å ð 2: 20 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 7.9, 0.84 M NaCl, 1.5 ìÌ MgCl2, 0.2 ìÌ
ÝÄÒÀ, 0.5 ìÌ PMSF, 0.5 ìÌ ÄÒÒ è 40%-íûé ãëèöåðèí;
á ó ô å ð û 3 è 3à: 20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.9, 5 ìÌ ÝÄÒÀ,

0.2 ìÌ ÄÒÒ è 20%-íûé è 50%-íûé ãëèöåðèí ñîîòâåòñò-
âåííî; á ó ô å ð 4: 10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.9, 1.5 ìÌ
MgCl2, 10 ìÌ KCl è 0.5 ìÌ ÄÒÒ.

Íàñûùåííûé ïðè 25 °Ñ ðàñòâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ
òèòðîâàëè êîíöåíòðèðîâàííûì ðàñòâîðîì àììèàêà äî
ðÍ 7.0. Áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ïðîãðåâàëè ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí äëÿ óäàëåíèÿ ïðèìåñåé ïðîòåàç.
Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà äåèîíèçîâàííîé âîäå. Âñå
ïðîöåäóðû âûïîëíÿëè íà õîëîäå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âûäåëåííàÿ íàìè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III èç ÿäåð ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû è ïëàöåíòû ÷åëîâåêà ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé äâå ôðàêöèè, êîòîðûå â ãëèöåðèíîâîì ãðàäè-
åíòå îáëàäàþò ðàçëè÷íîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ. Áîëåå
ëåãêàÿ ôðàêöèÿ, îáîçíà÷åííàÿ êàê ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà IIIa,
ïðàêòè÷åñêè íå ìèãðèðóåò ñ ïîâåðõíîñòè ãëèöåðèíîâîãî
ãðàäèåíòà, à áîëåå òÿæåëàÿ, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà IIIb, ìèãðè-
ðóåò ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â îáëàñòü áîëåå âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà (Íèêèòèíà è äð., 2002). Îáå
ôðàêöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî
òðàíñêðèáèðóþò in vitro äåíàòóðèðîâàííóþ òîòàëüíóþ
ÄÍÊ ïëàöåíòû ÷åëîâåêà è ïëàçìèäû, íåñóùèå ãåíû 5S
ðÐÍÊ è òÐÍÊ.

Ìû èññëåäîâàëè ôîñôîðèëèðîâàíèå ïîëèïåïòèäîâ,
âõîäÿùèõ â ñîñòàâ îáåèõ ôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III,
ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â 4.5—9.0%-íîì ÏÀÀÃ â ïðèñóòñòâèè
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ è ïåðåíîñà íà áóìàãó Hybond C
Extra ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Ðåçóëüòàòû èäåíòèôè-
êàöèè ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III èç êëåòîê À431 è ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, ôîñôî-
ðèëèðîâàííûõ ïî ñåðèí/òðåîíèíó, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 1.

Äëÿ íàèáîëåå òî÷íîãî îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ
ìàññ ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ñóáúåäèíèö ìû èñ-
ïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå íàáîðû ïîëèïåïòèäîâ (Sigma,
ÑØÀ). Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â ÏÀÀÃ è îêðàøèâàíèÿ ñåðåá-
ðîì ïîäâèæíîñòü áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ èçìåðÿëè, ñòðîèëè
êðèâóþ çàâèñèìîñòè ïîäâèæíîñòè îò ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñû è ïî ýòîé êðèâîé îïðåäåëÿëè ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó
ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàç IIIa è IIIb, ôîñôîðèëèðîâàí-
íûõ in vivo (ðèñ. 2). Ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà â ñî-
ñòàâå ñóáôðàêöèé õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III
èç êëåòîê À431 è èç ÿäåð ïëàöåíòû ÷åëîâåêà ôîñôîðèëè-
ðîâàííûìè îêàçàëèñü òðè ïîëèïåïòèäà ñ ìîë. ìàññàìè
60, 52 è 45 êÄà. Ôîñôîðèëèðîâàíèå èíäèâèäóàëüíûõ
ñóáúåäèíèö ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà â ñîñòàâå ñóá-
ôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç êëåòîê
À431, ðàçëè÷àåòñÿ ïî èíòåíñèâíîñòè (ðèñ. 1, À). Ñóáú-
åäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60 è 52 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíû
íåñêîëüêî èíòåíñèâíåå, ÷åì ñóáúåäèíèöà 45 êÄà. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî â ñîñòàâå ñóáôðàêöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
IIIb ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 45 êÄà ôîñôîðèëèðîâà-
íà ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà ñëàáåå, ÷åì â ñóáôðàê-
öèè IIIa.

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ in vivo èí-
äèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III ïî îñòàòêàì òèðîçèíà, âûäåëåííûõ èç êëåòîê À431
è ÿäåð ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 3. Êàê è â
ñëó÷àå îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî îñòàòêàì
ñåðèí/òðåîíèíà, ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ñóáúåäèíèö, ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ïî îñòàòêàì òèðîçèíà, îïðåäåëÿëè ïî
êðèâîé ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ ïîñëå ýëåêòðî-
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ôîðåçà â ÏÀÀÃ (ðèñ. 2). Â ðåçóëüòàòå ýòîãî îïðåäåëåíèÿ
â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé õîëîýíçèìà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III,
âûäåëåííîé èç êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû è ÿäåð
ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, ôîñôîðèëèðîâàííûìè in vivo ïî
îñòàòêàì òèðîçèíà îêàçàëèñü ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññà-
ìè 60, 45 è 38 êÄà. Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III, âûäåëåííîé èç ÿäåð ïëàöåíòû, âûñîêîé èíòåí-
ñèâíîñòüþ îòëè÷àåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî îñòàòêàì
òèðîçèíà ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60 è 38 êÄà
(ðèñ. 3, Á). Ñóáúåäèíèöà 45 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíà ìåíåå
èíòåíñèâíî â ñóáôðàêöèè IIIa, â ñîñòàâå ñóáôðàêöèè IIIb
ýòà ñóáúåäèíèöà ôîñôîðèëèðîâàíà èñ÷åçàþùå ñëàáî. Òà-
êîå ðàçëè÷èå â ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èíäèâèäóàëü-
íûõ ñóáúåäèíèö â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III, âîçìîæíî, âíîñèò îïðåäåëåííûé âêëàä â ïëàâó÷óþ
ïëîòíîñòü ýòèõ ñóáôðàêöèé, òàê êàê ñòåïåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ñóáúåäèíèöû 45 êÄà è ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíè-
íà, è ïî îñòàòêàì òèðîçèíà ìîæåò âëèÿòü íà îáùèé çàðÿä
ìîëåêóëû ôåðìåíòà è ñîîòâåòñòâåííî íà åå óêëàäêó.

Ãåòåðîãåííîñòü ïðåïàðàòîâ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III âû-
ñøèõ ýóêàðèîò áûëà ïîêàçàíà âïåðâûå íà êëåòêàõ ïëàç-
ìîöèòîìû ìûøåé MOPC 15 (Sklar, Roeder, 1976). ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçà III èç ýòèõ êëåòîê áûëà èäåíòèôèöèðîâàíà â
âèäå äâóõ ñóáôîðì, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé
ìàññå îäíîé èç ñóáúåäèíèö. Àâòîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
äàííûå ðàçëè÷èÿ ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì êàêîé-òî ìîäè-
ôèêàöèè ôåðìåíòà, íî ñàìà ìîäèôèêàöèÿ îõàðàêòåðèçî-
âàíà íå áûëà, è ãèïîòåçà íå ïîëó÷èëà ðàçâèòèÿ (Sklar,
Roeder, 1976).

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ãåòåðîãåí-
íîñòü õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ìîæåò îïðåäå-
ëÿòüñÿ ðàçëè÷íûìè íàáîðàìè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ñ÷èòûâàíèå ãåíîâ êëàññà III (Sen-
tenac, 1985; Geiduschek, Tochinni—Valentini, 1988), íî
íåëüçÿ èñêëþ÷èòü è îïðåäåëåííóþ ðîëü ìîäèôèêàöèé
ñóáúåäèíèö ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III â ôîðìèðî-
âàíèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè õîëîôåðìåíòà íà ïðîìîòî-
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Ðèñ. 1. Èììóíîáëîòèíã ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç
êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431 (A) è ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (Á).

IIIa — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà;
IIIb — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ âûñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.

Ðèñ. 2. Êðèâàÿ ïîäâèæíîñòè áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ ñ ìîë. ìàññàìè
116, 66, 45, 36, 25, 24, 20 è 14.3 êÄà ïðè ýëåêòðîôîðåçå â
4.5—9%-íîì ÏÀÀÃ ïî Ëýììëè (Laemmly, 1977), êîòîðàÿ áûëà
èñïîëüçîâàíà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ñóáúåäèíèö

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo.

Ñòðåëêàìè óêàçàíû ïîäâèæíîñòè ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïîëèïåï-
òèäîâ ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.



ðàõ ãåíîâ êëàññà III, êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ ñóùåñòâåííûì
ðàçíîîáðàçèåì.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî íàìè èññëåäîâàíèÿ â ñî-
ñòàâå õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîãî
èç êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû À431 è ÿäåð ïëà-
öåíòû ÷åëîâåêà, èäåíòèôèöèðîâàíû äâå ñóáúåäèíèöû ñ
ìîë. ìàññàìè 60 è 45 êÄà, ôîñôîðèëèðîâàííûå è ïî
îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà, è ïî îñòàòêàì òèðîçèíà.

Ñîãëàñíî äàííûì, ïðèâåäåííûì â îáçîðå (Sente-
nac, 1985), â ñîñòàâå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà îïðå-
äåëåíû ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60.5, 44.4 è 38.6 êÄà.
Òàêèì îáðàçîì, èäåíòèôèöèðîâàííûå íàìè ôîñôîðèëè-
ðîâàííûå è ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà, è ïî îñòàòêàì
òèðîçèíà ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60 è 45 êÄà è
ñóáúåäèíèöà 38 êÄà, ôîñôîðèëèðîâàííàÿ òîëüêî ïî
îñòàòêàì òèðîçèíà, ñ áîëüøîé ñòåïåíüþ âåðîÿòíîñòè ìî-
ãóò áûòü îòíåñåíû ê ñóáúåäèíèöàì ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III.

Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III, ïîëó-
÷åííàÿ èç äðîææåé, âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâå ôîñôîðèëèðî-
âàííûå in vivo ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 19 è 23 êÄà
(Bell et al., 1977). Ñîãëàñíî íàøèì èññëåäîâàíèÿì â îá-
ëàñòè ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà ñ ìîë.
ìàññîé íå ìåíåå 38 êÄà, íå îáíàðóæåíî ïîëèïåïòèäîâ,
ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà è òè-
ðîçèíà. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ñóáúåäèíèöà ñ ìîë.
ìàññîé 38 êÄà ÿâëÿåòñÿ îáùåé äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I è
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III (Sentenac, 1985). ×òî êàñàåòñÿ ïîëè-
ïåïòèäà ñ ìîë. ìàññîé 52 êÄà, òî â ñîñòàâå ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III ÷åëîâåêà ñóáúåäèíèöû ñ òàêîé ìàññîé íåò (Sen-

tenac, 1985). Âîçìîæíî, ýòîò ïîëèïåïòèä ïðèíàäëåæèò
îäíîìó èç áàçàëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, âõî-
äÿùèõ â ñîñòàâ âûäåëåííîãî íàìè õîëîôåðìåíòà. Âîç-
ìîæíûì ïðåòåíäåíòîì íà ðîëü ïîëèïåïòèäà, ôîñôîðè-
ëèðîâàííîãî ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà è ïðèñóòñòâó-
þùåãî â ñîñòàâå õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III,
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü ñóáúåäèíèöó BrfU ñ ìîë. ìàññîé
îêîëî 50 êÄà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà TFIIIB (Teich-
man et al., 2000). Â ñîñòàâå òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåê-
ñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III—SNAPc, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò
òðàíñêðèïöèþ U6 ìÿÐÍÊ, òàêæå ïðèñóòñòâóåò ïîëèïåï-
òèä ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 50 êÄà (Hu et al., 2003). Îäíàêî
ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå íå ïîçâîëÿþò ñ äîñòîâåð-
íîñòüþ ãîâîðèòü î âîçìîæíîé ïðèíàäëåæíîñòè ôîñôî-
ðèëèðîâàííîé ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà ñóáúåäèíèöû
ñ ìîë. ìàññîé 52 êÄà ê òîìó èëè èíîìó áàçàëüíîìó
òðàíñêðèïöèîííîìó ôàêòîðó.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòàâå õîëî-
ôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà ÷åòûðå ïîëèïåï-
òèäà ôîñôîðèëèðîâàíû in vivo. Äâà èç íèõ ñ ìîë. ìàññà-
ìè 60 è 45 êÄà, ôîñôîðèëèðîâàííûå è ïî îñòàòêàì ñå-
ðèí/òðåîíèíà, è ïî îñòàòêàì òèðîçèíà, è ïîëèïåïòèä ñ
ìîë. ìàññîé 38 êÄà, ôîñôîðèëèðîâàííûé ïî îñòàòêàì
òèðîçèíà, ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê ìîäèôèöèðîâàííûì
ñóáúåäèíèöàì ñîáñòâåííî ôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çà III.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48497).
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Ðèñ. 3. Èììóíîáëîòèíã ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïî îñòàòêàì òèðîçèíà ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç êëåòîê
ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 (À) è ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (Á).

IIIa — cóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà;
IIIb — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ âûñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.
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SUBUNITS OF HUMAN HOLOENZYME OF DNA DEPENDENT RNA POLYMERASE III

PHOSPHORYLATED IN VIVO
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Phosphorylation of human holoenzyme of DNA dependent RNA polymerase III subunits in vivo has been
investigated. RNA polymerase III from human placenta nuclei and epidermoid carcinoma cells A431 was isola-
ted as two subfractions (IIIa and IIIb) distinguished in the order of elution from DEAE Sephadex A-25 column
chromatography and buoyant density at glycerol gradient centrifugation. The subfractions of RNA polymera-
se III holoenzyme consists of four subunits with molecular masses 60, 52, 45 and 38 kDa, respectively, phosp-
horylated in vivo. The subunits with molecular masses 60 and 45 kDa are phosphorylated both on tyrosine and
serine/threonine residues. All these subunits belong to subunits of the molecules of RNA polymerase III proper.
RNA polymerase III and RNA polymerase I have the 38 kDa subunit in common. The subunit with molecular
mass 52 kDa is phosphorylated on serine/threonine residues and may be related to some basal transcription fac-
tors of RNA polymerase III.
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