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Ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ñîñòàâå íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ (ÍÃÁ) õðîìàòèíà
êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà, ýëþèðóåìûõ ñ ôîñôîöåëëþëîçû 0.4—0.5 Ì NaCl, âûÿâëåí ôîñôî-
ïðîòåèí ñ ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà 42 êÄà. Áåëîê ñ òàêîé æå ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé ïðèñóòñòâóåò â ñîñòàâå
óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ õðîìàòèíà ïî÷åê è íå îáíàðóæåí â ïå÷åíè êðûñû. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî âûÿâëåííûé
áåëîê ñîîòâåòñòâóåò îïóõîëåàññîöèèðîâàííîìó ãåòåðîîðãàííîìó ÍÃÁ-àíòèãåíó, îáíàðóæåííîìó ðàíåå â
ñîñòàâå ÍÃÁ õðîìàòèíà îïóõîëåâûõ êëåòîê êðûñ. Ìåòîäîì MALDI ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè áåëîê èäåíòè-
ôèöèðîâàí êàê êèíàçà, ðåãóëèðóåìàÿ ýêñòðàêëåòî÷íûì ñèãíàëîì, 2 (ERK2).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåãèñòîíîâûå áåëêè õðîìàòèíà, ãåïàòîêàíöåðîãåíåç, ãåïàòîìà, îïóõîëåàññî-
öèèðîâàííûå àíòèãåíû, ìèòîãåíàêòèâèðóåìûå ïðîòåèíêèíàçû, ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÍÃÁ — íåãèñòîíîâûå áåëêè, ÒÕÓ — òðèõëîðóêñóñíàÿ êèñëîòà;
ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, SDS — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, ERK — êèíàçà, ðåãóëèðóåìàÿ ýê-
ñòðàêëåòî÷íûì ñèãíàëîì, ÌÀÐ-êèíàçà — ìèòîãåíàêòèâèðóåìàÿ ïðîòåèíêèíàçà.

Íåãèñòîíîâûå áåëêè (ÍÃÁ) õðîìàòèíà ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé âåñüìà ãåòåðîãåííóþ ïî ñîñòàâó è ôóíêöèÿì ãðóï-
ïó ÿäåðíûõ áåëêîâ. Òàêèå õàðàêòåðèñòèêè, êàê òêàíåñïå-
öèôè÷íîñòü, çíà÷èòåëüíàÿ ïîñòñèíòåòè÷åñêàÿ ìîäèôè-
êàöèîííàÿ èçìåí÷èâîñòü (àöåòèëèðîâàíèå, ìåòèëèðîâà-
íèå, ôîñôîðèëèðîâàíèå è äð.), êîëè÷åñòâåííûå è êà÷åñò-
âåííûå èçìåíåíèÿ ñèíòåçà è ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà ÍÃÁ
â ïðîöåññàõ ïðîëèôåðàöèè, ýìáðèîãåíåçà, äèôôåðåíöè-
ðîâêè, îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè, óêàçûâàþò íà âàæ-
íóþ ðîëü ýòîé ãðóïïû áåëêîâ â ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñï-
ðåññèè (Ãåðøóí, 1980).

Ðàíåå â ñîñòàâå ÍÃÁ õðîìàòèíà êëåòîê ðàáäîìèîñàð-
êîìû ÐÀ-235, ãåïàòîìû 27, àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà,
ïå÷åíè êðûñ ïîñëå îäíîêðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ ãåïàòîêàí-
öåðîãåíîâ 4-äèìåòèëàìèíîàçîáåíçîëà è N-íèòðîçîäèý-
òèëàìèíà, à òàêæå ïå÷åíè êðûñ ïîñëå îïåðàöèè ÷àñòè÷-
íîé ãåïàòýêòîìèè áûë âûÿâëåí îïóõîëåàññîöèèðîâàí-
íûé ãåòåðîîðãàííûé àíòèãåí, ò. å. àíòèãåí îïóõîëåâûõ
êëåòîê, ïðèñóùèé äåôèíèòèâíûì òêàíÿì, íå ãîìîëîãè÷-
íûì èññëåäóåìîé îïóõîëè, â äàííîì ñëó÷àå — ïî÷êå
(Êóøíåð è äð., 1983, 1986; Ôåëü è äð., 1984; Ôåëü, 1990).
Ïðè ãðàäèåíòíîé èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íà ôîñ-
ôîöåëëþëîçå ñâîáîäíûõ îò ÄÍÊ ïðåïàðàòîâ ÍÃÁ ãåòå-
ðîîðãàííûé àíòèãåí ýëþèðóåòñÿ â óçêîì èíòåðâàëå ìî-
ëÿðíîñòè NaCl (0.4—0.5 M) è îáëàäàåò ñîáñòâåííîé ïðî-
òåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðóþ îïðåäåëÿþò â
ïðèñóòñòâèè Mg2+ ïî ïåðåíîñó ôîñôîðà ñ [ã-33Ð]-ÀÒÔ íà
áåëîê (Kish, Kleinsmith, 1974). Èç-çà íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ
áåëêà âî ôðàêöèÿõ, ýëþèðóåìûõ â óçêîì äèàïàçîíå êîí-
öåíòðàöèé NaCl (óçêèå ôðàêöèè ÍÃÁ), èììóíîëîãè÷å-

ñêèå è ôèçèêî-õèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ÍÃÁ-àíòèãåíà
Êóøíåð ñ ñîòðóäíèêàìè (1988) ïðîâîäèëè ðàäèîìåòðè-
÷åñêèìè ìåòîäàìè. Òàê, ïî ðåçóëüòàòàì ãåëü-ôèëüòðàöèè
è ýëåêòðîôîðåçà ìîë. ìàññà ÍÃÁ-àíòèãåíà, ìå÷åííîãî
33P, cîñòàâëÿåò îêîëî 23 êÄà.

Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé ãåòå-
ðîîðãàííûé ÍÃÁ-àíòèãåí âûñòóïàåò â ðîëè ôàêòîðà, ðåãó-
ëèðóþùåãî ãåííóþ ýêñïðåññèþ è çàäàþùåãî íàïðàâëåíèå
äèñäèôôåðåíöèðîâêè ãåïàòîöèòîâ â ïðîöåññå íåîïëàñòè-
÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè (Ôåëü, 1990). Òàê, â ðåçóëüòàòå
5-÷àñîâîé èíêóáàöèè ãåïàòîöèòîâ êðûñû ñ óçêèìè ôðàê-
öèÿìè ÍÃÁ ïî÷åê è êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà äîëÿ ìåëêèõ
ãåïàòîöèòîâ âîçðàñòàåò ïðèìåðíî íà 12 % ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè áåç ÍÃÁ. Âìåñòå ñ òåì íà-
áëþäàþòñÿ ýêñïðåññèÿ îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî ìåìá-
ðàííîãî ãåòåðîîðãàííîãî àíòèãåíà íà ïîâåðõíîñòè ìåëêèõ
ãåïàòîöèòîâ è ôîñôîðèëèðîâàíèå êëåòî÷íûõ áåëêîâ, òîã-
äà êàê áåç ÍÃÁ èëè ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó èíêóáàöèè óç-
êîé ôðàêöèè ÍÃÁ èíòàêòíîé ïå÷åíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
áåëêîâ ãåïàòîöèòîâ íå íàáëþäàåòñÿ (Èâàíîâ è äð., 1992;
Òåðþêîâà è äð., 2003). Òàêèì îáðàçîì, èäåíòèôèêàöèÿ ãå-
òåðîîðãàííîãî ÍÃÁ-àíòèãåíà ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü âûÿñ-
íåíèþ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ çëîêà÷åñòâåííîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòêè.

Çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àþòñÿ â âûÿâëåíèè îïó-
õîëåàññîöèèðîâàííîãî ãåòåðîîðãàííîãî ÍÃÁ-àíòèãåíà â
ñîñòàâå óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ õðîìàòèíà êëåòîê ãåïàòîìû
Çàéäåëà êðûñû ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà ïî Ëýììëè (Laem-
mli, 1970) è â èäåíòèôèêàöèè îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî
ÍÃÁ-àíòèãåíà ìåòîäîì MALDI ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè áåñïîðîäíûõ êðûñ-ñàìöîâ
ìàññîé 120—150 ã (èç ïèòîìíèêà «Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ).
ÍÃÁ õðîìàòèíà âûäåëÿëè èç ïî÷åê ïî êðàéíåé ìåðå
20 êðûñ, ïå÷åíè 5 êðûñ, êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, îñàæ-
äåííûõ èç àñöèòà 5—7 êðûñ, â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè Êóøíåðà è ñîòðóäíèêîâ (1984). Äëÿ ýòîãî èç ãî-
ìîãåíàòà êëåòîê ïåðåâèâàåìîé ãåïàòîìû Çàéäåëà, òêàíåé
ïî÷åê è ïå÷åíè èíòàêòíûõ êðûñ èçâëåêàëè ôðàêöèè ÷èñ-
òûõ ÿäåð, èç êîòîðûõ ýêñòðàãèðîâàëè êàê õðîìîñîìíûå
ÍÃÁ, òàê è ãèñòîíû. Ýêñòðàãèðóþùèé ðàñòâîð ðàçáàâëÿ-
ëè äî êîíöåíòðàöèè NaCl 0.35—0.40 Ì è îñàæäàþùèåñÿ
ãèñòîíû óäàëÿëè ïóòåì óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Ñâî-
áîäíûå îò ÄÍÊ ïðåïàðàòû ÍÃÁ ïîëó÷àëè ïîñëåäîâà-
òåëüíîé îáðàáîòêîé ñóïåðíàòàíòà êàòèîíèòîì äëÿ óäàëå-
íèÿ ïðèìåñåé îñíîâíîãî õàðàêòåðà è àíèîíèòîì äëÿ óäà-
ëåíèÿ ÄÍÊ (Òåðþêîâà è äð., 2003). Ôðàêöèîíèðîâàíèå
ÍÃÁ õðîìàòèíà îñóùåñòâëÿëè íà êîëîíêàõ ñ ôîñôîöåë-
ëþëîçîé (Êóøíåð è äð., 1984; Êëèìîâà, Êóøíåð, 1992).
Ýëþöèþ áåëêà ñ êîëîíêè ïðîâîäèëè ïðè ëèíåéíî íàðàñ-
òàþùåé êîíöåíòðàöèè NaCl îò 0.1 äî 1.0 Ì. Èç êàæäîé
ôðàêöèè îòáèðàëè ïî 0.05 ìë äëÿ ðåôðàêòîìåòðè÷åñêîãî
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè NaCl è ïî 0.2 ìë èç ôðàêöèé,
ýëþèðóåìûõ 0.4—0.5 Ì NaCl, — äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîáñò-
âåííîé ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ ðåàê-
öèè ïåðåíîñà ôîñôîðà ñ [ã-33Ð]-ATÔ íà áåëêè. Äëÿ ýòîãî
àëèêâîòû ïî 0.2 ìë ïîìåùàëè â ðàñòâîð ñëåäóþùåãî ñî-
ñòàâà: 0.01 ìë 0.75 Ì MgÑl2, 0.08 ìë 0.162 Ì Òðèñ-
HCl-áóôåðà, ðÍ 7.5, è 0.01 ìë [ã-33Ð]-ÀÒÔ (55—100 êÁê).
Ïðîáû èíêóáèðîâàëè 10 ìèí ïðè 30 °Ñ. Ðåàêöèþ îñòà-
íàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 2.7 ìë 0.05 Ì ÀÒÔ, áåëêè îñàæ-
äàëè â 5%-íîé òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòå (ÒÕÓ) è ïåðå-
íîñèëè íà áóìàæíûå ôèëüòðû. Èçìåðÿëè ðàäèîàêòèâ-
íîñòü ïðåïàðàòîâ íà ñöèíòèëëÿöèîííîì ñ÷åò÷èêå ôèðìû
Beckman.

Ôðàêöèè, ýëþèðóåìûå ñ êîëîíêè 0.4—0.5 Ì NaCl,
îáúåäèíÿëè, áåëîê îñàæäàëè ÒÕÓ è ðàçäåëÿëè ìåòîäîì
ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
(ÏÀÀÃ), ñîäåðæàùåì 0.1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ
(SDS) (Laemmli, 1970). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé
ìàññû áåëêîâ â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ èñïîëüçîâàëè áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (67 êÄà), ÿè÷íûé àëüáóìèí
(43 êÄà) è èììóíîãëîáóëèí G (òÿæåëàÿ öåïü — 50 êÄà,
ëåãêàÿ öåïü — 25 êÄà). Ïî îêîí÷àíèè ýëåêòðîôîðåçà
ãåëü ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì 50 % ýòàíîëà è 5 % óêñóñíîé êèñëîòû, çàòåì 10 ìèí
îòìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì è 30 ìèí äèñòèëëèðîâàí-
íîé âîäîé. Áåëîê îêðàøèâàëè ñåðåáðîì â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåêîìåíäàöèÿìè Øåâ÷åíêî è ñîòðóäíèêîâ (Shevchenko
et al., 1996). Äëÿ ýòîãî â òå÷åíèå 1 ìèí ãåëü îáðàáàòûâà-
ëè 0.02%-íûì ðàñòâîðîì òèîñóëüôàòà íàòðèÿ, çàòåì
äâàæäû ïî 1 ìèí ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è
äàëåå èíêóáèðîâàëè 20 ìèí ïðè 4 °Ñ â 0.1%-íîì ðàñòâî-
ðå àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà. Ãåëü äâàæäû ïðîìûâàëè ïî
1 ìèí äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è ïðîÿâëÿëè áåëêîâûå
ïîëîñû 0.04%-íûì ôîðìàëèíîì â 2%-íîì ðàñòâîðå êàð-
áîíàòà íàòðèÿ ïðè èíòåíñèâíîì âñòðÿõèâàíèè. Äëÿ îñòà-
íîâêè ðåàêöèè ãåëü ïîìåùàëè â 5%-íóþ óêñóñíóþ êèñ-
ëîòó.

Êîìïîíåíò, îáëàäàþùèé ñîáñòâåííîé ïðîòåèíêè-
íàçíîé àêòèâíîñòüþ, óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ õðîìàòèíà îïó-
õîëåâûõ êëåòîê âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àâòîðàäèîãðàôèè.
Ñ ýòîé öåëüþ óçêèå ôðàêöèè ÍÃÁ ãåïàòîìû Çàéäåëà (ïî
1 ìë èç ôðàêöèè) ìåòèëè 33P, êàê îïèñàíî âûøå, è ïðîâî-

äèëè SDS -ýëåêòðîôîðåç ñ ïîñëåäóþùèì ýëåêòðîïåðåíî-
ñîì áåëêà íà íèòðîöåëëþëîçíûå ìåìáðàíû (Millipore,
ÑØÀ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ áëîò îêðàøè-
âàëè Ïîíñî Ñ (0.2%-íûé ðàñòâîð â 3%-íîé ÒÕÓ) â òå÷å-
íèå 5 ìèí, îòìå÷àëè ïîëîæåíèå ìàðêåðîâ, ïðîìûâàëè
äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, âûñóøèâàëè è ýêñïîíèðîâàëè
ñ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé Cronex 4 Medical X-Ray Film
(Ãåðìàíèÿ) ïðè –70 °Ñ â òå÷åíèå 2 íåä.

Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè íà
ìàññ-ñïåêòðîìåòðå MALDI-TOF Bruker reflex IV â ðåæè-
ìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåêòðî-
íà. Èññëåäóåìûé áåëîê ñ ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà 42 êÄà
âûðåçàëè èç ÏÀÀÃ è îáðàáàòûâàëè ñîãëàñíî ðåêîìåíäà-
öèÿì Øåâ÷åíêî è ñîòðóäíèêîâ (Shevchenko et al., 1996).
Ïðîáû â îáúåìå 0.5 ìêë íàíîñèëè íà ìèøåíü, äîáàâëÿëè
0.5 ìêë ìàòðèöû — öèàíî-4-ãèäðîêñèêîðè÷íîé êèñëîòû
â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìêë. Ïîëó÷åííûå ïåïòèäíûå
ñïåêòðû îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîèñêîâîé
áàçû SWISSPROT.

Ðåçóëüòàòû

Ñâîáîäíûå îò ÄÍÊ ïðåïàðàòû ÍÃÁ õðîìàòèíà êðû-
ñû ôðàêöèîíèðîâàëè ìåòîäîì èîíîîáìåííîé õðîìàòî-
ãðàôèè íà ôîñôîöåëëþëîçå è âî ôðàêöèÿõ, ýëþèðóåìûõ
â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé NaCl ïðèìåðíî îò 0.35 äî
0.55 Ì, îïðåäåëÿëè ñîáñòâåííóþ ïðîòåèíêèíàçíóþ àê-
òèâíîñòü. Êàê ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 1, óçêèå ôðàêöèè
ÍÃÁ ãåïàòîìû Çàéäåëà è ïî÷åê, ýëþèðóåìûå 0.4—0.5 Ì
NaCl, õàðàêòåðèçóþòñÿ óâåëè÷åííîé ïðîòåèíêèíàçíîé
àêòèâíîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê ñîñåäíèì ôðàêöèÿì. Â ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ôðàêöèÿõ ÍÃÁ ïå÷åíè ïèêà ðàäèîàêòèâ-
íîñòè íå îáíàðóæåíî, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñòâó-
åò îá îòñóòñòâèè â èõ ñîñòàâå ïðîòåèíêèíàçû.

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå èññëåäîâàíèå óçêèõ ôðàêöèé
ÍÃÁ âûÿâèëî èõ ãåòåðîãåííîñòü ïî ñîñòàâó (ðèñ. 2). Òàê,
â îáðàçöàõ ïå÷åíè, ãåïàòîìû è ïî÷åê êðûñû îáíàðóæåíî
ïî 2—3 ïîëîñû ñ ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà 55—68 êÄà, èí-
òåíñèâíîñòü êîòîðûõ â îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ çíà÷è-
òåëüíàÿ. Â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ñïåêòðàõ ïî÷êè è ãåïà-
òîìû Çàéäåëà ïðèñóòñòâóåò òàêæå êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàñ-
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Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè óçêèõ ôðàê-
öèé íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ õðîìàòèíà ïî÷åê (1), ãåïàòîìû Çàé-
äåëà (2) è ïå÷åíè (3) êðûñ ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ áåëêà 33Ð.

Fig. 1. Detection of protein kinase activity of narrow non-histone
protein (NHP) fractions in chromatin of rat kidney (1), Zajdela he-
patoma (2), and liver cells (3), accoding to 33P protein phosphorila-

tion.



ñîé îêîëî 42 êÄà, êîòîðûé â àíàëîãè÷íûõ ôðàêöèÿõ ÍÃÁ
ïå÷åíè íå îáíàðóæåí.

Â òî æå âðåìÿ ñ ïîìîùüþ àâòîðàäèîãðàôèè ïîêàçàíî
(ðèñ. 3), ÷òî â ðåçóëüòàòå ýëåêòðîôîðåçà ÍÃÁ, ìå÷åííûõ
ïóòåì ïåðåíîñà ôîñôîðà ñ [ã-33Ð]-ÀÒÔ íà áåëêè â õîäå
ïðîâåäåíèÿ ïðîòåèíêèíàçíîé ðåàêöèè, â ñîñòàâå óçêèõ
ôðàêöèé ÍÃÁ îïóõîëåâûõ êëåòîê óäàåòñÿ âûÿâèòü åäèí-
ñòâåííûé ïðîôîñôîðèëèðîâàííûé êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 42 êÄà, òîãäà êàê ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ
óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ ïå÷åíè íå íàáëþäàåòñÿ (àâòîðàäèî-
ãðàììà íå ïðåäñòàâëåíà).

Òàêèì îáðàçîì, â ñîñòàâå ÍÃÁ õðîìàòèíà êëåòîê ãåïà-
òîìû Çàéäåëà, ýëþèðóåìûõ 0.4—0.5 Ì NaCl, ïðèñóòñòâó-
åò áåëîê ñ ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà 42 êÄà, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
ôîñôîïðîòåèíîì è, ïî-âèäèìîìó, îáëàäàåò ñîáñòâåííîé
ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ. Áåëîê ñ òàêîé æå ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññîé îáíàðóæåí â ñîñòàâå óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ
õðîìàòèíà ïî÷åê è îòñóòñòâóåò â ïå÷åíè. Íà íàø âçãëÿä,
ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî âûÿâëåííûé ôîñôîïðîòåèí ñîîòâåòñòâóåò îáíàðóæåí-
íîìó ðàíåå Êóøíåðîì ñ ñîòðóäíèêàìè (1983) îïóõîëåàñ-
ñîöèèðîâàííîìó ãåòåðîîðãàííîìó ÍÃÁ-àíòèãåíó.

Ðåçóëüòàòû ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ÍÃÁ ñ ìîë. ìàññîé
ïîðÿäêà 42 êÄà ãåïàòîìû Çàéäåëà è ïî÷åê êðûñû ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáëèöå.

Àíàëèç ñïåêòðîâ òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ ïîêàçûâàåò
íàëè÷èå ïèêîâ, ñâÿçàííûõ ñ çàãðÿçíåíèåì èññëåäóåìîãî
áåëêà êåðàòèíîì ÷åëîâåêà, ÷òî õîðîøî çàìåòíî ïðè íèç-
êîì ñîäåðæàíèè áåëêîâ â ãåëå. Êðîìå òîãî, ÷àñòü ïèêîâ
ïðåäñòàâëåíà ïåïòèäàìè, îáðàçîâàâøèìèñÿ â ðåçóëüòàòå

1050 Í. Ï. Òåðþêîâà, Ï. À. Èâàøêèíà è äð.

Ðèñ. 2. SDS-ýëåêòðîôîðåç íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ õðîìàòèíà ïî-
÷åê (1), ïå÷åíè (2) è ãåïàòîìû Çàéäåëà (3) êðûñû, ýëþèðóåìûõ

ñ ôîñôîöåëëþëîçû 0.4—0.5 Ì NaCl.

×èñëà ñëåâà — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ìàðêåðíûõ áåëêîâ, êÄà.

Fig. 2. SDS-electrophoresis of rat kidney (1), Zajdela hepatoma (2),
and liver (3) cell chromosomal NHP eluted with 0.4—0.5 Ì NaCl.

Left digits — molecular weight of marker proteins, kDa.

Ðèñ. 3. Âûÿâëåíèå êîìïîíåíòà, ìå÷åííîãî 33Ð, â ñîñòàâå óçêèõ
ôðàêöèé íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ (ÍÃÁ) è ñâîáîäíîãî îò ÄÍÊ
ïðåïàðàòà ÍÃÁ õðîìàòèíà ãåïàòîìû Çàéäåëà (1) (àâòîðàäèî-

ãðàììà).

Â ñîñòàâå ôðàêöèé ÍÃÁ, ýëþèðîâàííûõ ñ ôîñôîöåëëþëîçû ñ ïîìîùüþ
0.395 (2 ), 0.415 (3), 0.435 (4) èëè 0.475 (5) M NaCl , îáíàðóæåí åäèíñòâåí-
íûé ôîñôîðèëèðîâàííûé êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 42 êÄà. ×èñëà

ñëåâà — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ìàðêåðíûõ áåëêîâ, êÄà.

Fig. 3. Detection of a 33Ð-labeled component in narrow NHP fracti-
on, and of DNA-free NHP preparation of Zajdela hepatoma chro-

matin (1) (autoradiogram).

The only phosphorylated component with molecular weight of 42 kDa is reve-
aled in NHP fractions eluted with 0.395 (2), 0.415 (3), 0.435 (4) or 0.475 (5)

M NaCl. Left digits — molecular weights of marker proteins, kDa.

Èäåíòèôèêàöèÿ áåëêîâ ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 42 êÄà
óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ ãåïàòîìû Çàéäåëà
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íåñïåöèôè÷åñêîãî ðàçðûâà áåëêîâ. Ïðè àíàëèçå ñïåê-
òðîâ è â ðàáîòå ñ áàçîé äàííûõ ìû ðóêîâîäñòâîâàëèñü
èìåþùèìèñÿ â ëèòåðàòóðå ðåêîìåíäàöèÿìè (Jensen
et al., 1998; Baldwin, 2004). Òàê, äëÿ ïîëîæèòåëüíîé
èäåíòèôèêàöèè áåëêà íåîáõîäèìî ñîâïàäåíèå ïî ìîíî-
èçîòîïíîé ìàññå ïî êðàéíåé ìåðå 5 òðèïòè÷åñêèõ ïåïòè-
äîâ ïðè îòêëîíåíèè èçìåðåííûõ ðåçóëüòàòîâ îò ðàññ÷è-
òàííûõ çíà÷åíèé (ïðè òîëåðàíòíîñòè) íå áîëåå 0.1 Äà.
Ïðè çíà÷åíèÿõ òîëåðàíòíîñòè 1—2 Äà òðåáóåòñÿ áîëåå
10 ñîâïàäåíèé äëÿ óñïåøíîãî ïîèñêà áåëêà. Êðîìå òîãî,
6 ñîâïàäåíèé ïî ìîíîèçîòîïíîé ìàññå ïðè 20%-íîì ïå-
ðåêðûâàíèè ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìî-
æåò áûòü äîñòàòî÷íî äëÿ èäåíòèôèêàöèè áåëêà. Â ðå-
çóëüòàòå àíàëèçà ñïåêòðà áåëêà, âûäåëåííîãî èç ÍÃÁ
õðîìàòèíà êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, ïðè òîëåðàíòíîñòè
0.1 Äà ìû îáíàðóæèëè 16 îáùèõ ïåïòèäîâ è 47 % ïåðå-
êðûâàíèÿ (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 4, à), è ýòî ïîçâîëÿåò äîñòà-
òî÷íî óâåðåííî óòâåðæäàòü, ÷òî îïóõîëåàññîöèèðîâàí-
íûé ãåòåðîîðãàííûé ÍÃÁ-àíòèãåí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ERK2/ìèòîãåíàêòèâèðóåìóþ ïðîòåèíêèíàçó (ÌÀÐ-êè-
íàçó). Äëÿ áåëêà, âûäåëåííîãî èç ÍÃÁ õðîìàòèíà ïî÷êè,
ïðè òîëåðàíòíîñòè 0.2 âûÿâèëè 11 ñîâïàäåíèé ïî ìîíî-
èçîòîïíîé ìàññå è 32 % ïåðåêðûâàíèÿ ïî àìèíîêèñëîò-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ ERK2 (ðèñ. 4, á). Êàê âèäíî íà
ðèñóíêàõ, ïðè çàäàííûõ óñëîâèÿõ ïîèñêà îáà áåëêà ïåðå-
êðûâàþòñÿ ñ ERK/MAP-êèíàçîé ïî àìèíîêèñëîòàì
53—65, 78—112 è 271—283.

Îáñóæäåíèå

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íàìè ïðè ôðàêöèîíèðîâà-
íèè ñâîáîäíûõ îò ÄÍÊ ïðåïàðàòîâ ÍÃÁ íà ôîñôîöåëëþ-
ëîçå, ïîäòâåðæäàþò äàííûå Êóøíåðà ñ ñîòðóäíèêàìè
(1983), êîòîðûå âïåðâûå âûÿâèëè â óçêèõ ôðàêöèÿõ ÍÃÁ
ãåïàòîìû Çàéäåëà è ïî÷åê êðûñû ïèêè ñîáñòâåííîé ïðî-

òåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè, òîãäà êàê â àíàëîãè÷íûõ
ôðàêöèÿõ ïå÷åíè òàêîé àêòèâíîñòè íå íàáëþäàëîñü. Äàëü-
íåéøåå èçó÷åíèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ãå-
òåðîîðãàííîãî ÍÃÁ-àíòèãåíà è åãî èäåíòèôèêàöèÿ çà-
òðóäíåíû íèçêèì ñîäåðæàíèåì áåëêà âî ôðàêöèÿõ. Ïîý-
òîìó ìû èñïîëüçîâàëè âåñü áåëîê óçêèõ ôðàêöèé, ïîëó-
÷åííûé â ðåçóëüòàòå åãî ïðåïàðàòèâíîãî âûäåëåíèÿ, äëÿ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ÍÃÁ. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ
ýëåêòðîôîðåçà ãåëü îêðàøèâàëè ñåðåáðîì ïî ìåòîäó, ðå-
êîìåíäóåìîìó äëÿ ïîñëåäóþùåãî èññëåäîâàíèÿ áåëêà ñ
ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (Shevchenko et al., 1996).
Íåñîìíåííûå äîñòîèíñòâà ýòîãî ìåòîäà — åãî âûñîêàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü, îòñóòñòâèå ôîíîâîãî îêðàøèâàíèÿ è
áûñòðîòà. Íàìè îáíàðóæåíà ãåòåðîãåííîñòü âñåõ òðåõ
îáðàçöîâ ÍÃÁ ïî ñîñòàâó, îäíàêî òîëüêî â óçêèõ ôðàêöè-
ÿõ ÍÃÁ îïóõîëåâûõ êëåòîê è ïî÷åê ïðèñóòñòâóåò áåëîê ñ
ìîë. ìàññîé îêîëî 42 êÄà, îòñóòñòâóþùèé â ïå÷åíè.
Ó÷èòûâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà îêðàøèâàíèÿ ñåðåá-
ðîì, ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî ñîäåðæàíèå ýòèõ áåëêîâ íå ïðå-
âûøàåò 0.5 ïìîëü.

Â òî æå âðåìÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ êîìïîíåíòà, îáëàäàþ-
ùåãî ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ, ïðîâîäèëè ýëåêò-
ðîôîðåç óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ ãåïàòîìû è ïå÷åíè, ìå÷åí-
íûõ 33P. Êàê îêàçàëîñü, åäèíñòâåííûé 33P-ôîñôîïðîòåèí
óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ôîñôîðèëèðîâà-
íèå êîòîðîãî ïðîèçîøëî ïóòåì ïåðåíîñà ôîñôîðà ñ
[ã-33Ð]-ÀÒÔ â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ïðîòåèíêèíàçíîé
ðåàêöèè, èìååò ìîë. ìàññó ïîðÿäêà 42 êÄà è îòñóòñòâóåò
â ïå÷åíè. Ãåòåðîãåííîñòü ôðàêöèé ïî ñîñòàâó, ïî-âèäè-
ìîìó, íå ïîçâîëÿåò îäíîçíà÷íî óòâåðæäàòü, ÷òî âûÿâ-
ëåííûé áåëîê ÿâëÿåòñÿ ñàìîôîñôîðèëèðóþùåéñÿ ïðîòå-
èíêèíàçîé. Îäíàêî îòñóòñòâèå ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâ-
íîñòè â ïå÷åíè, â óçêèõ ôðàêöèÿõ êîòîðîé òàêæå
âûÿâëåíû áåëêè â îáëàñòè 55—68 êÄà, ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëàãàòü íàëè÷èå ñîáñòâåííîé ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâ-
íîñòè ó ôîñôîïðîòåèíà ñ ìîë. ìàññîé 42 êÄà.
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Ðèñ. 4. Ïåðåêðûâàíèå ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó ERK2/MAP-êèíàçîé êðûñû è òðèïòè÷åñêèìè ïåïòèäàìè
áåëêà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 42 êÄà óçêèõ ôðàêöèé íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ãåïàòîìû Çàéäåëà (à) è ïî÷åê (á), âûÿâëåííûìè ìåòîäîì

MALDI ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ïåðåêðûâàþùèåñÿ ïåïòèäû ïîä÷åðêíóòû).

Fig. 4. The sequence overlap for rat ERK2/MAP-kinase and tryptic peptides of the protein with molecular weight 42 kDa of narrow NHP
fraction of Zajdela hepatoma (a), and kidneys (á) identified by MALDI mass spectrometry (the overlapped peptides are underlined).



Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå îòëè÷àþòñÿ îò ðåçóëüòà-
òîâ Êóøíåðà ñ ñîòðóäíèêàìè(1988à, 1988á), êîòîðûå
ïðîâîäèëè èììóíîëîãè÷åñêèå è ôèçèêî-õèìè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ÍÃÁ-àíòèãåíà ñ ïîìîùüþ ðàäèîìåòðè÷åñêèõ
ìåòîäîâ. Íà íàø âçãëÿä, ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû, êîòî-
ðûå èñïîëüçîâàëèñü ïðè ïðîâåäåíèè ãåëü-ôèëüòðàöèè è
SDS-ýëåêòðîôîðåçà, ìîãëè ïðèâîäèòü ê äåñòðóêöèè áåë-
êà è íå ïîçâîëÿþò ïî ðàñïðåäåëåíèþ ðàäèîàêòèâíîñòè â
îáðàçöàõ ñóäèòü î êà÷åñòâåííîì è êîëè÷åñòâåííîì ñî-
ñòàâå ôðàêöèé ÍÃÁ. Òàê, äëÿ ïðîâåäåíèÿ ãåëü-ôèëüòðà-
öèè ôðàêöèè ÍÃÁ, ýëþèðóåìûå ñ ôîñôîöåëëþëîçû 0.4 è
0.47 Ì NaCl, ôîñôîðèëèðîâàëè è ïîñëå 2-ñóòî÷íîãî äèà-
ëèçà íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ ñåôàäåêñîì. Â äðóãîì âàðè-
àíòå îïûòîâ ôðàêöèîíèðîâàëè ôîñôîðèëèðîâàííûå áåë-
êè, ýêñòðàãèðîâàííûå ñ ôèëüòðîâ, íà êîòîðûõ îíè áûëè
îñàæäåíû ÒÕÓ, äëÿ ïîäñ÷åòà ðàäèîàêòèâíîñòè â ïðîáàõ.
Ïî êðèâîé ðàñïðåäåëåíèÿ ðàäèîàêòèâíîñòè â õðîìàòî-
ãðàôè÷åñêèõ ôðàêöèÿõ îñíîâíîé êîìïîíåíò óçêèõ ôðàê-
öèé ÍÃÁ èìåë ìîë. ìàññó ïîðÿäêà 23 êÄà, òîãäà êàê ìè-
íîðíûå êîìïîíåíòû — îêîëî 55—75 êÄà. Ïðè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîì èññëåäîâàíèè óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ, ìå÷åí-
íûõ 33Ð, ãåëü ïîñëå ôèêñàöèè ðàçðåçàëè âäîëü äîðîæåê
íà ïîïåðå÷íûå êóñî÷êè, êîòîðûå ïîäñóøèâàëè, è ïîä-
ñ÷èòàëè èõ ðàäèîàêòèâíîñòü. Íàèáîëüøåé ðàäèîàêòèâ-
íîñòüþ (220 è 114 èìï/ìèí) îáëàäàëè êóñî÷êè ãåëÿ, ñî-
îòâåòñòâóþùèå áåëêàì ñ ìîë. ìàññàìè 20 è 26 êÄà ñîîò-
âåòñòâåííî. Ïîëîñêà èç çîíû 40 êÄà èìåëà àêòèâíîñòü
105 èìï/ìèí, à èç çîíû 67 êÄà — 58 èìï/ìèí ïðè ñðåä-
íåì ôîíå 53 èìï/ìèí.

Ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì, èññëåäóåìûé áåëîê îáëàäà-
åò âûñîêîé ëàáèëüíîñòüþ, è, âîçìîæíî, ïðîèñõîäèò åãî
ðàçðóøåíèå â õîäå ðàáîòû, òàê êàê õðàíåíèå è çàìîðàæè-
âàíèå îáðàçöîâ ïðèâîäÿò ê ïîÿâëåíèþ ïÿòíà â îáëàñòè
20—25 êÄà êàê ïðè îêðàøèâàíèè ïîëèàêðèëàìèäíîãî
ãåëÿ ñåðåáðîì, òàê è ïî ðåçóëüòàòàì àâòîðàäèîãðàôèè.

Òàêèì îáðàçîì, íà íàø âçãëÿä, áåëîê ñ ìîë. ìàññîé
ïîðÿäêà 42 êÄà óçêèõ ôðàêöèé ÍÃÁ àñöèòíîé ãåïàòîìû
Çàéäåëà è ïî÷åê êðûñû ñîîòâåòñòâóåò îïóõîëåàññîöèè-
ðîâàííîìó ãåòåðîîðãàííîìó ÍÃÁ-àíòèãåíó. Ðåçóëüòàòû
èäåíòèôèêàöèè áåëêîâ ïî òðèïòè÷åñêèì ïåïòèäàì ìåòî-
äîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïîçâîëÿþò ñ âûñîêîé äîëåé âå-
ðîÿòíîñòè ñ÷èòàòü, ÷òî âûÿâëåííûé áîëåå 20 ëåò íàçàä
îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé ãåòåðîîðãàííûé àíòèãåí ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ERK2/MAP-êèíàçó.

Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèëèñü
ïðåäñòàâëåíèÿ î ñòðóêòóðå, ñâîéñòâàõ è áèîëîãè÷åñêîé
ðîëè ïðîòåèíêèíàç (Ãóñåâ, 2000), óðîâíÿõ èõ ýêñïðåññèè
è àêòèâíîñòè â òêàíÿõ ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ â íîðìå è ïðè
ïàòîëîãèè. Â áîëüøèíñòâå ñâîåì ïðîòåèíêèíàçû ÿâëÿ-
þòñÿ ìèíîðíûìè êëåòî÷íûìè áåëêàìè, è èõ èäåíòèôè-
êàöèÿ âîçìîæíà òîëüêî ñ ïîìîùüþ ìîëåêóëÿðíî-áèîëî-
ãè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ÷åì, ïî-âèäèìîìó, îáúÿñíÿþòñÿ òðóä-
íîñòè ñ âûäåëåíèåì è èäåíòèôèêàöèåé ãåòåðîîðãàííîãî
ÍÃÁ-àíòèãåíà. Ïðåäñòàâèòåëè ERK /ÌÀÐ-êèíàçíîãî ñå-
ìåéñòâà îòíîñÿòñÿ ê Ser/Thr- è Tyr-ïðîòåèíêèíàçàì, ò. å.
ïåðåíîñÿò ã-ôîñôàòíûé îñòàòîê ÀÒÔ (èëè ÃÒÔ) íà ñïèð-
òîâûå ãðóïïû ñîîòâåòñòâåííî ñåðèíà è òðåîíèíà èëè òè-
ðîçèíà. Àêòèâàöèÿ ERK/MAP-êèíàç ïðàêòè÷åñêè âñåãäà
ñâÿçàíà ñ ïðîëèôåðàöèåé è äèôôåðåíöèðîâêîé êëåòêè.
Òàê, â îòâåò íà âîçäåéñòâèå ôàêòîðîâ ðîñòà, ãîðìîíîâ
èëè öèòîêèíîâ â êëåòêå çàïóñêàþòñÿ ñèñòåìû ïåðåäà÷è è
óñèëåíèÿ ýòèõ ñèãíàëîâ, ðàáîòàþùèå ïî êàñêàäíîìó
òèïó àêòèâàöèè (ôîñôîðèëèðîâàíèÿ) îïðåäåëåííûõ áåë-
êîâ â îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Ïîòåõèíà, Íà-
äåæäèíà, 2002). Êðîìå òîãî, â ëèòåðàòóðå ïîÿâëÿåòñÿ âñå

áîëüøå äîêàçàòåëüñòâ ó÷àñòèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà â
ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ERK/MAP-êèíàçíîãî ïóòè ïî-
ñðåäñòâîì èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ (Chen et al., 1996;
Guan, 1997) è, â ÷àñòíîñòè, ó÷àñòèÿ ëàìèíèíà ÷åðåç èí-
òåãðèí á6Àâ1 (Ferletta et al., 2003). Ôóíêöèîíèðóåò
ERK/MAP-êèíàçíûé êàñêàä ñëåäóþùèì îáðàçîì: ìèòî-
ãåííûé ñèãíàë ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ïîñòóïàåò ÷åðåç
êèíàçó êèíàçû ÌÀÐ-êèíàçû íà êèíàçó ÌÀÐ-êèíàçû
(MEK 1/2), êîòîðàÿ â öèòîïëàçìå ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê íà-
õîäèòñÿ â êîìïëåêñå ñ íåôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìîé
ERK/MAP-êèíàçû (Adachi et al., 2000). Â îòâåò íà ìèòî-
ãåííûé ñòèìóë MEK ôîñôîðèëèðóåò ERK1/2, ÷òî ïðèâî-
äèò ê äèññîöèàöèè êîìïëåêñà. ×àñòü àêòèâèðîâàííîé
ôîðìû ERK1/2 òðàíñëîöèðóåòñÿ â ÿäðî, ãäå ôîñôîðèëè-
ðóåò è àêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, èíèöèè-
ðóÿ ïðîöåññ ïðîëèôåðàöèè. Â òî æå âðåìÿ ïðîèñõîäèò
ìàññèâíîå ïåðåìåùåíèå MEK èç öèòîïëàçìû â ÿäðî (Ja-
aro et al., 1997; Yao et al., 2001), ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îáú-
ÿñíÿåòñÿ ó÷àñòèåì MEK â ýêñïîðòå ERK1/2 èç ÿäðà îá-
ðàòíî â öèòîïëàçìó. Òàêèì îáðàçîì, â ïîêîÿùèõñÿ êëåò-
êàõ ERK1/2 è MEK ëîêàëèçîâàíû â öèòîïëàçìå, à àêòè-
âàöèÿ MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà ïðèâîäèò ê ÿäåðíîé ëîêà-
ëèçàöèè ýòèõ ïðîòåèíêèíàç.

Ó êðûñ àêòèâàöèÿ ERK/MAP-êèíàçíîãî ñåìåéñòâà
îáíàðóæåíà â ïåðèîä ýìáðèîãåíåçà â ðàçëè÷íûõ ó÷àñò-
êàõ ðàçâèâàþùåéñÿ ïî÷êè (Omori et al., 2000). Â òî æå
âðåìÿ ïîêàçàíî (Terada et al., 1995), ÷òî ìÐÍÊ è áåëêè
MEK-êèíàçà, Raf-1-êèíàçà, MEK è ERK/MAP-êèíàçà ïî-
âñåìåñòíî ýêñïðåññèðóþòñÿ â êàæäîì ñåãìåíòå íåôðîíà
èíòàêòíîé ïî÷êè êðûñû. Ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, ÌÀÐ-êè-
íàçíûå êàñêàäû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïî÷å÷-
íîé ôóíêöèè.

Â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo ïîñëå îïåðàöèè ÷àñòè÷íîé
ãåïàòýêòîìèè ó êðûñ è in vitro ïîñëå ñòèìóëÿöèè êëåòîê
ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà âûÿâëåíà ñóùåñòâåííàÿ
ðîëü êîìïîíåíòîâ ERK/MAP-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè â ðåãóëÿöèè ïðîãðåññèè ïðîëèôåðèðóþùèõ ãåïàòîöè-
òîâ â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà (Talarmin et al., 1999; Go-
utant et al., 2002). Òàê, íàïðèìåð, àêòèâàöèÿ MEK2/ERK2
â ðàííåé ôàçå G1 ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ôîðìû êëåòêè,
åå ðàñïëàñòûâàíèþ. Èìåííî çàâèñèìîå îò MAP-êèíàçû
ðàñïëàñòûâàíèå êëåòêè íåîáõîäèìî äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ
ïåðåõîäà G1/S è ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Èíãèáèðîâàíèå èíòåã-
ðèíà â1 ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòîê â ôàçå G1 êëåòî÷íî-
ãî öèêëà (Rescan et al., 2001).

Â ýêñïåðèìåíòàõ íà òðàíñãåííûõ ìûøàõ ïîêàçàíî,
÷òî ïðè èíäóêöèè îïóõîëåé îíêîãåíàìè àêòèâèðóþòñÿ
ðàçëè÷íûå ïóòè ïåðåäà÷è âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèãíàëà è
óâåëè÷èâàåòñÿ àêòèâíîñòü ðàçíûõ ïðîòåèíêèíàç (Amunda-
dottir, Leder, 1998). Êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâàöèÿ ÌÀÐ-êè-
íàçû îáíàðóæåíà â 36.2 % êëåòî÷íûõ ëèíèé îïóõîëåé
÷åëîâåêà (Hoshino et al., 1999) è â 58 % ñëó÷àåâ ãåïàòî-
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà (Ito et al., 1998). Çíà÷èòåëüíîå óâå-
ëè÷åíèå ýêñïðåññèè è àêòèâíîñòè EPK1/2 è MEK1/2 íà-
áëþäàåòñÿ ïðè ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìå ÷åëîâåêà
(Schmidt et al., 1997; Zhu et al., 2002). Âàæíî ïîä÷åðê-
íóòü, ÷òî ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì ERK1/2 è MEK1/2 èíòåíñèâíîå îêðà-
øèâàíèå îáíàðóæåíî òîëüêî â ÿäðàõ îïóõîëåâûõ êëåòîê,
òîãäà êàê ÿäðà ñîñåäíèõ íîðìàëüíûõ ãåïàòîöèòîâ íå
îêðàøèâàëèñü (Huynh et al., 2003). Ñëåäîâàòåëüíî, â
êëåòêàõ îïóõîëåé ãåïàòîöåëëþëÿðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
âûÿâëåíî íå òîëüêî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ýòèõ êîìïî-
íåíòîâ ERK/MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà, íî è ïîêàçàíà èõ
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ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî àêòèâàöèÿ
ÌÀÐ-êèíàç îáóñëîâëåíà èçìåíåíèåì àêòèâíîñòåé Raf-1,
Ras è äðóãèõ ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë êàñêàäà. Òàê, îáíàðó-
æåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè àêòèâèðîâàííîé ôîð-
ìû ïðîòîîíêîãåíà Raf-1, îäíîé èç MEK-êèíàç (Hwang
et al., 2004).

Óñòàíîâëåíî, ÷òî êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâàöèÿ MEK
ïðèâîäèò ê òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
(Mansour et al., 1994). Â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè ìóòàíò-
íîé ôîðìû MEK, àêòèâíîñòü êîòîðîé â 400 ðàç ïðåâû-
øàåò íîðìàëüíûé óðîâåíü, êëåòêè ôîðìèðîâàëè òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå ëîêóñû, ýôôåêòèâíî ðîñëè â æèäêîì
àãàðå è îáëàäàëè âûñîêîé òóìîðîãåííîñòüþ. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ íà êðûñàõ in vivo ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå EPK1/2
è MEK1 â êëåòêàõ ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû â
3—4 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîñåäíèìè íîðìàëüíûìè ó÷à-
ñòêàìè ïå÷åíè (McKillop et al., 1997). Ýêñïðåññèÿ
ERK1/2 óâåëè÷åíà â 4.5—7.5 ðàçà â îáðàçöàõ ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíîé êàðöèíîìû, èíäóöèðîâàííîé ãåïàòîêàíöåðî-
ãåíîì 3-ìåòèë-4-äèìåòèëàìèíî-àçîáåíçåíîì ó êðûñ
(Toyoda et al., 1999).

Òàêèì îáðàçîì, ëèòåðàòóðíûå äàííûå îòíîñèòåëüíî
ðîëè ERK2/MAP-êèíàçû â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðîëèôå-
ðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìà-
öèè õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèÿìè Ôåëÿ (1990),
êîòîðûé ïîñòóëèðîâàë, ÷òî èññëåäóåìûé îïóõîëåàññîöè-
èðîâàííûé ãåòåðîîðãàííûé ÍÃÁ-àíòèãåí âûñòóïàåò â êà-
÷åñòâå ôàêòîðà, ðåãóëèðóþùåãî ãåííóþ ýêñïðåññèþ è çà-
äàþùåãî íàïðàâëåíèå äèñäèôôåðåíöèðîâêè ãåïàòîöèòîâ
â ïðîöåññå íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ñîòðóäíèêó Îòäå-
ëà ïðîòåîìíûõ èññëåäîâàíèé Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêî-
ãî èíñòèòóòà áèîìåäèöèíñêîé õèìèè ÐÀÌÍ (Ìîñêâà)
Ì. Â. Ñåðåáðÿêîâîé çà ïîìîùü â ïðîâåäåíèè ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèè áåëêîâ.
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DETECTION AND IDENTIFICATION OF A TUMOR-ASSOCIATED HETEROORGANIC ANTIGEN

OF ZAJDELA HEPATOMA IN NON-HISTONE PROTEINS OF CHROMATIN

N. P. Teryukova,1 P. A. Ivashkina, O. A. Mirgorodskaya, V. A. Ivanov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: iva@mail.cytspb.tssi.ru

By polyacrylamide gel electrophoresis, a phosphoprotein with mol. weight of 42 kDa was detected in
non-histone proteins (NHP) of chromatin of Zajdela ascitic hepatoma cells eluted from phosphocellulose with
0.4—0.5 M NaCl. A protein of the same mol. weight is present in narrow fractions of rat kidney chromatin, but
is absent in rat liver. It is suggested that the revealed protein corresponds to the tumor-associated heteroorganic
NHP antigen detected earlier in NHP chromatin of rat tumor cells. By MALDI mass spectrometry, this phos-
phoprotein was identified as ERK2/mitogen-activated protein kinase.
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