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Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ ïðîöåññèíãà ÓÔ-ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â íåñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà
íàìè èñïîëüçîâàíà ïðîòî÷íàÿ ôëóîðîöèòîìåòðèÿ èõ ÷àñòè÷íî äåíàòóðèðîâàííûõ ÿäåð, ìå÷åííûõ àíòè-
òåëàìè, ñâÿçûâàþùèìè öèêëîáóòàíîâûå ïèðèìèäèíîâûå äèìåðû (ÏÄ) îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî â 1-å ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÓÔ-îáëó÷åííûõ êëåòîê ÏÄ-ñïåöèôè÷åñêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿäåð íå
ñíèæàëàñü, êàê ìîæíî áûëî îæèäàòü, à óñèëèâàëàñü. Âûÿñíåíî, ÷òî ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ ñâÿçûâàíèÿ
àíòèòåë êëåòî÷íûìè ÿäðàìè áûëè íå èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû è êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ñîïóòñòâîâàâøèå
êóëüòèâèðîâàíèþ, à ìîäèôèêàöèÿ ÄÍÊ, ïðîèçâîäèìàÿ â ïîâðåæäåííûõ êëåòêàõ, ïî-âèäèìîìó, ôåðìåí-
òàìè ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ÄÍÊ ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ
ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåëàìè ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, ñîäåðæàùèõ ÏÄ, âñëåäñòâèå òîãî ÷òî îáðàçîâàíèå îòêðûòûõ
ñòðóêòóð â ÄÍÊ êîëè÷åñòâåííî îïåðåæàëî ïðîöåññ äâîéíîé èíöèçèè ýòèõ ó÷àñòêîâ è ïîâûøàëî ñòåïåíü
âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòî÷íûõ ÿäåð ñ àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèÿì. Ðåçóëüòàòû ðàáîòû
ïîêàçûâàþò, ÷òî ôåðìåíòû ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè â íåñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ñïîñîáíû ïðî-
èçâîäèòü ðåëàêñàöèþ õðîìàòèíà è ïðåäèíöèçèîííîå ðàñêðó÷èâàíèå ÓÔ-ïîâðåæäåííûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, â
òî âðåìÿ êàê ýêñöèçèÿ ýòèõ ó÷àñòêîâ îêàçûâàåòñÿ ñíèæåííîé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: óëüòðàôèîëåòîâîå èçëó÷åíèå, ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ïèðèìèäèíîâûå äèìåðû, ýê-
ñöèçèîííàÿ ðåïàðàöèÿ, ëèìôîöèòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌËÏÊ — ìîíîíóêëåðíûå ëåéêîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè,
îöÄÍÊ — îäíîöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ, ÏÄ — ïèðèìèäèíîâûå äèìåðû, ÐÔÁ — ðàñòâîð ôîñôàòíîãî áóôåðà,
ÓÔÈ — óëüòðàôèîëåòîâîå èçëó÷åíèå, ÓÔ-Ñ — êîðîòêîâîëíîâîå óëüòðàôèîëåòîâîå èçëó÷åíèå
(< 280 íì), 7-AAD — 7-àìèíî-àêòèíîìîöèí D, D1B — ãèáðèäîìíûå êëåòêè, ïðîäóöåíòû àíòèòåë ê îä-
íîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, FITC — ôëóîðåñöåèíèçîöèàíàò, H3 — ãèáðèäîìíûå êëåòêè, ïðîäóöåíòû àíòèòåë ê
ïèðèìèäèíîâûì äèìåðàì.

ÓÔ-èçëó÷åíèå ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ýêîëîãè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ, êîòîðûé îáëàäàåò èçâåñòíîé ãåíîòîêñè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ. Â èññëåäîâàíèÿõ ðàêîâ êîæè, èíäóöèðóåìûõ
ÓÔ-èçëó÷åíèåì, óñòàíîâëåíî, ÷òî çàäîëãî äî ïîÿâëåíèÿ
îïóõîëåé ó æèâîòíûõ îïðåäåëÿþòñÿ íàðóøåíèÿ ïðîòè-
âîîïóõîëåâîãî èììóííîãî êîíòðîëÿ. Ýòè íàðóøåíèÿ ó
ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ ñóáêàíöåðîãåííûå äîçû ÓÔ-îáëó-
÷åíèÿ, ïîäàâëÿþò èõ ñïîñîáíîñòü îòòîðãàòü òðàíñïëàí-
òèðóåìûå âûñîêîàíòèãåííûå ÓÔ-èíäóöèðîâàííûå îïó-
õîëè, êîòîðûå óñïåøíî îòòîðãàþòñÿ ó íîðìàëüíûõ æè-
âîòíûõ (Fisher, Kripke, 2002). Ýêñïåðèìåíòàëüíûå
èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ÓÔ-èíäóöèðîâàííûå â êëåò-
êàõ êîæè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, à èìåííî ïèðèìèäèíîâûå
äèìåðû — ÏÄ, ó æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà çàïóñêàþò íåñêî-
ëüêî ïîñëåäîâàòåëüíûõ çâåíüåâ ïîäàâëåíèÿ èììóíîðå-
àêòèâíîñòè: íàðóøåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïðîäóêöèþ
ñóïðåññîðíûõ öèòîêèíîâ è óãíåòåíèå àêòèâíîñòè àíòè-
ãåíïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê (Appelgate et al., 1989; Krip-
ke et al., 1992, 1996; Yarosh et al., 1993; Nishigori et al.,
1996; Hurks et al., 1997; Vink et al., 1997; Kibitel et al.,
1998; Petit-Frere et al., 1998). Ýôôåêòèâíàÿ ðåïàðàöèÿ ïî-

âðåæäåíèé ÄÍÊ â êëåòêàõ êîæè ñïîñîáíà ïðåäîòâðàòèòü
ðàçâèòèå òàêèõ ñîáûòèé è èììóíîñóïðåññèþ (Stege et al.,
2000; Yarosh, 2002).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ÓÔ-èçëó÷åíèÿ íà
êîæó ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ìîãóò âîçíèêàòü íå òîëüêî â
êëåòêàõ êîæè, íî è â ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòàõ ïåðè-
ôåðè÷åñêîé êðîâè — ÌËÏÊ (Green et al., 1999). Èçâåñò-
íî, ÷òî 99 % âñåõ öèðêóëèðóþùèõ ÌËÏÊ — ýòî íåñòè-
ìóëèðîâàííûå ëèìôîöèòû. Âîçìîæíûå ïîñëåäñòâèÿ èí-
äóêöèè äàííûõ ïîâðåæäåíèé äëÿ ñàìèõ ëèìôîöèòîâ è
äëÿ ôóíêöèé èììóíèòåòà íå èçó÷åíû. Íåñòèìóëèðîâàí-
íûå ëèìôîöèòû îáëàäàþò ñíèæåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê
ðåïàðàöèè ÓÔ-èíäóöèðîâàííûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ôèáðîáëàñòàìè, êåðàòèíîöèòàìè è ñòèìó-
ëèðîâàííûìè ëèìôîöèòàìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåñòè-
ìóëèðîâàííûå ëèìôîöèòû èìåþò ñíèæåííóþ ñïîñîá-
íîñòü ðåïàðèðîâàòü ÏÄ (Freeman, Ryan, 1988; Clingen
et al., 1995) âñëåäñòâèå äåôåêòà èõ ýêñöèçèè (Han et al.,
1998) è óìåíüøåííîãî ïóëà äåîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ
(Green et al., 1994). Îñòàâàëîñü, îäíàêî, íåÿñíûì, ñïî-
ñîáíû ëè íåñòèìóëèðîâàííûå ëèìôîöèòû ïðîâîäèòü ýô-
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ôåêòèâíóþ ïðåäèíöèçèîííóþ ïîäãîòîâêó ó÷àñòêîâ ÄÍÊ
ñ ÏÄ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïûòàëèñü èññëåäîâàòü êèíå-
òèêó óäàëåíèÿ ÏÄ èç ÿäåð ÓÔ-îáëó÷åííûõ íåñòèìóëèðî-
âàííûõ ÌÊÏÊ, èñïîëüçóÿ äëÿ ýòîãî ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê ÏÄ ñ FITC-îêðàøèâàíèåì è öèòîìåòðèåé. Äàí-
íûé ìåòîä ïîêàçàë ñåáÿ äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûì äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ÏÄ â ÿäðàõ ýòèõ êëåòîê ïîñëå èõ ÓÔ-îáëó-
÷åíèÿ â äîçå ïîðÿäêà 1—2 Äæ/ì2 (Snopov et al., 1995).
Âîïðåêè íàøèì îæèäàíèÿì íàáëþäàòü ñíèæåíèå ñïåöè-
ôè÷åñêîé ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðàõ ÓÔ-îáëó÷åííûõ
êëåòîê âñëåäñòâèå óäàëåíèÿ ýòèõ ïîâðåæäåíèé ñèñòåìîé
ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè, íà ñàìîì äåëå ïðîèñõîäèëî
óñèëåíèå ýòîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà â 1-å ÷ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Â íàøèõ ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû
ñòàâèëè çàäà÷ó âûÿñíèòü ïðè÷èíó òàêîãî óñèëåíèÿ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðèâåëè íàñ ê âûâîäó î òîì, ÷òî
ïîâûøåíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ê ÏÄ ñ
ÿäðàìè íåñòèìóëèðîâàííûõ ÌËÏÊ ïðîèñõîäèëî âñëåä-
ñòâèå ìîäèôèêàöèè ÄÍÊ â ó÷àñòêàõ, ñîäåðæàùèõ íåýêñ-
öèçèðîâàííûå ÏÄ, êîòîðàÿ ïðîèçâîäèëàñü ôåðìåíòàìè
ðåïàðàöèè â ïðåäèíöèçèîííóþ ôàçó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì î í î í ó ê ë å à ð í û å ë å é ê î ö è ò û ï å ð è ô å ð è ÷ å -
ñ ê î é ê ð î â è (ÌËÏÊ). Ñâåæåçàãîòîâëåííóþ êðîâü çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ ñòàáèëèçèðîâàëè ãåïàðèíîì (Organon
Technika B.V., Íèäåðëàíäû) èç ðàñ÷åòà 25 Åä íà 1 ìë.
ÌËÏÊ èçîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êðî-
âè íà ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ôèêîë1-âåðîãðàôèíà (Phar-
macia, Øâåöèÿ) è çàòåì äâàæäû îòìûâàëè ðàñòâîðîì
ôîñôàòíîãî áóôåðà (ÐÔÁ). Êîíöåíòðàöèè âûäåëåííûõ
ÌËÏÊ îïðåäåëÿëè àâòîìàòè÷åñêèì ñ÷åò÷èêîì êëåòîê
(Sysmex, ßïîíèÿ).

Ó Ô -î á ë ó ÷ å í è å. Èçîëèðîâàííûå ÌËÏÊ ñóñïåíäè-
ðîâàëè â ÐÔÁ â êîíöåíòðàöèè (0.5—1.0)�106 êë./ìë è ïî-
ìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 9 ñì. ×àøêè ñ ñóñïåí-
çèÿìè îáëó÷àëè ñâåðõó ïðè ïîìîùè ëàìï TUV (40 Âò;
Philips, Íèäåðëàíäû), îñíîâíîå èçëó÷åíèå êîòîðûõ ïðè-
õîäèòñÿ íà ÓÔ-Ñ-äèàïàçîí, â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïðîìå-
æóòêîâ âðåìåíè, ïðè èíòåíñèâíîñòè îáëó÷åíèÿ 0.25—
0.40 Âò/ì2. Èíòåíñèììåòðèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êà-
ëèáðîâàííîãî äàò÷èêà Kipp E11 (Delft, Íèäåðëàíäû). Âî
âðåìÿ îáëó÷åíèÿ ÷àøêè ñ ñóñïåíçèåé íàõîäèëèñü èëè
ïðè òåìïåðàòóðå, áëèçêîé ê 0 °C (íà ëüäó), èëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå (â çàâèñèìîñòè îò çàäà÷, ïîñòàâëåí-
íûõ â íåñêîëüêèõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ). Ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ ÌËÏÊ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè òîé æå
òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî èõ èëè íåìåäëåííî ïîäâåðãàëè
ôèêñàöèè, èëè ñíà÷àëà ïåðåíîñèëè â ïëàñòèêîâûå ôëà-
êîíû â ÐÔÁ èëè ñðåäå RPMI, êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °C
â òå÷åíèå ðàçëè÷íîãî âðåìåíè è òîëüêî ïîñëå ýòîãî ôèê-
ñèðîâàëè.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Â ÷àñòè îïûòîâ êóëüòèâèðî-
âàíèå ÌËÏÊ ïðîâîäèëè â CO2-èíêóáàòîðå â 6-ëóíî÷íûõ
ïîëèñòèðåíîâûõ ïëàíøåòàõ (Nunclon, Äàíèÿ) â ñðåäå
RPMI (GIBCO, Âåëèêîáðèòàíèÿ), ñîäåðæàùåé ãëþòàìèí
(2 ìÌ), ïåíèöèëëèí (100 Åä/ìë), ñòðåïòîìèöèí
(100 ìã/ìë) è 20%-íóþ àóòîëîãè÷íóþ ïëàçìó. Â äðóãèõ
îïûòàõ êóëüòèâèðîâàíèå îáëó÷åííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè
â ÐÔÁ áåç êàêèõ-ëèáî èç ïåðå÷èñëåííûõ äîáàâîê. Â ñïå-
öèàëüíîé ñåðèè îïûòîâ â ÐÔÁ äîáàâëÿëè íîâîáèîöèí
(Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 0.175—0.250 ìÌ.

È ì ì ó í î ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Ïðèìåíÿëè ïðîöåäóðó,
ðàçðàáîòàííóþ Áåðãîì è ñîàâòîðàìè (Berg et al., 1993) è
ìîäèôèöèðîâàííóþ íàìè ïðèìåíèòåëüíî ê ëèìôîöèòàì
(Snopov et al., 1995). ÌËÏÊ ïîäâåðãàëè ôèêñàöèè
70%-íûì ýòàíîëîì è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò. Ïî-
ñëå èíêóáàöèè â ðàñòâîðå 0.02%-íîãî ïåïñèíà (Sigma) ñ
2 Ì HCl â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
êëåòêè îòìûâàëè 1 ðàç â 0.1 Ì ðàñòâîðå Na2B4O7 è çàòåì
äâàæäû â ðàñòâîðå ÐÔÁ, ñîäåðæàùåì 0.5 % Tween-20
(Sigma), — 0.5 % ÐÔÁÒ. Èíêóáàöèþ ñ ìîíîêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ê ÏÄ (ñóïåðíàòàíò ãèáðèäîìíûõ êëåòîê H3
(Roza et al., 1998), ðàçâåäåíèå 1 : 40) èëè àíòèòåëàìè ê
îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ (ñóïåðíàòàíò ãèáðèäîìíûõ êëåòîê
DB1 (Van der Schans et al., 1989), ðàçâåäåíèå 1 : 60) ïðî-
âîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 60 ìèí.
Ïîñëå íåå ÌËÏÊ äâàæäû îòìûâàëè ÐÔÁÒ è èíêóáèðî-
âàëè â òåìíîòå ñ 1%-íûìè FITC-êîíúþãèðîâàííûìè
êðîëè÷üèìè àíòèìûøèíûìè àíòèòåëàìè (Dakopats, Äà-
íèÿ) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 60 ìèí. Ïî-
ñëå åùå äâóõ îòìûâîê â ÐÔÁÒ êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè
â 400 ìêë ÐÔÁ, ñîäåðæàùåì 25 ìêã/ìë 7-àìèíî-àêòèíî-
ìèöèíà D (7-AAD, Sigma), è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C ñ
15 ìêë 1%-íîé ÐÍÊàçîé (Sigma) â òå÷åíèå 15 ìèí. Ïîñëå
äåíàòóðèðóþùåé îáðàáîòêè êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 110 g.

Äëÿ ðåãèñòðàöèè óðîâíåé ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóå-
ìûõ ÿäåð ÌËÏÊ èñïîëüçîâàëè öèòîìåòð FACSscan (Bec-
ton-Dickinson Immunocytometry Systems, ÑØÀ), îñíà-
ùåííûé àðãîíîâûì ëàçåðîì (äëèíà âîëíû 488 íì). Àíà-
ëèçèðîâàëè ïî (10—20)�104 êëåòîê, îêðàøåííûõ FITC è
7-AAD. Ñèãíàë ôëóîðåñöåíöèè FITC ðåãèñòðèðîâàëè â
FL1-êàíàëå öèòîìåòðà (520 � 15 íì) è ñîõðàíÿëè ïîñëå
ëîãàðèôìè÷åñêîãî óñèëåíèÿ. Ñèãíàë ôëóîðåñöåíöèè
7-AAD ðåãèñòðèðîâàëè â FL3-êàíàëå öèòîìåòðà (> 651 íì)
è ñîõðàíÿëè ïîñëå ëèíåéíîãî óñèëåíèÿ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå-
÷åíèÿ äëÿ FACSscan (LYSYS II, Becton-Dickinson).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Èñïîëüçîâàëè òåõíèêó òî÷å÷íî-
ãî èììóíîáëîòèíãà (Vink et al., 1994). Îáðàçöû äåíàòó-
ðèðîâàííîé íàãðåâàíèåì ÄÍÊ âíîñèëè â ÿ÷åéêè ðàçìå-
ðîì 7.00 � 0.75 ìì àïïàðàòà Bio-Dot SF (Bio-Rad Labora-
tories B.V., Íèäåðëàíäû) íà íèòðîöåëëþëîçíóþ
ìåìáðàíó ñ ïîðàìè ðàçìåðîì 0.1 ìêì (Schleichter &
Schuell, Ãåðìàíèÿ, íîìåð ïî êàòàëîãó 402096). Ìåìáðà-
íó è ïîäëåæàùèå ôèëüòðû (Bio-Rad Laboratories, ÑØÀ,
íîìåð ïî êàòàëîãó 162-0161) ïðåäâàðèòåëüíî çàìà÷èâà-
ëè â ÐÔÁ. Ïîñëå âíåñåíèÿ ÄÍÊ ÿ÷åéêè ïðîìûâàëè
0.25 ìë ÐÔÁ. Äëÿ èììîáèëèçàöèè ÄÍÊ ìåìáðàíó âûñó-
øèâàëè ïðè 80 °C â òå÷åíèå 2 ÷. Äàëåå åå èíêóáèðîâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèí â ðàñòâîðå
ÐÔÒ, ñîäåðæàùåì 0.1 % Tween (0.1 % ÐÔÁÒ) è 5 % (ïî
ñîîòíîøåíèþ âåñ/îáúåì) îáåçæèðåííîãî ìîëîêà, ñ öå-
ëüþ âîñïðåïÿòñòâîâàòü íåñïåöèôè÷åñêîìó ñâÿçûâàíèþ
àíòèòåë. Çàòåì ïîñëå òðåõêðàòíîé 10-ìèíóòíîé îòìûâêè
ìåìáðàíû â ÐÔÁ åå èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷ ñ ñóïåðíàòàíòîì êëåòîê H3, ðàçâå-
äåííûì 1 : 200. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îòìûâêè 0.1%-íûì
ÐÔÁÒ ìåìáðàíó â òå÷åíèå 1 ÷ èíêóáèðîâàëè ñ êðîëè÷üè-
ìè àíòèìûøèíûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
ïåðîêñèäàçîé (Dakopats), ðàçâåäåííûìè 1 : 1000 â ðàñ-
òâîðå 0.1%-íîãî ÐÔÁÒ, ñîäåðæàùåì 0.5 % ìîëî÷íîãî
ïîðîøêà. Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíó âíîâü òðåõêðàòíî îòìûâà-
ëè â 0.1%-íîì ÐÔÁÒ. Óðîâåíü ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ õåìèëþìèíåñöåíòíîãî ñóáñòðàòà,
ñîäåðæàâøåãîñÿ â êîììåð÷åñêîì íàáîðå LumiGLOTM (Kir-
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kegaard & Perry Laboratories, ÑØÀ). Ìå÷åííûå ïåðîêñè-
äàçîé àíòèòåëà êàòàëèçèðîâàëè îêèñëåíèå ëþìèíîëà,
÷òî ïðèâîäèëî ê ñâå÷åíèþ ó÷àñòêîâ ìåìáðàíû â ïðèñóò-
ñòâèè H2O2. Äàííîå ñâå÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè íà ôîòî-
ïëåíêå ïðè ýêñïîçèöèè â òå÷åíèå 20—60 ñ.

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû íàìåðåâàëèñü êîëè÷åñòâåííî
îöåíèòü êèíåòèêó âîçìîæíîãî óäàëåíèÿ ÏÄ èç ÿäåð íå-
ñòèìóëèðîâàííûõ ÌËÏÊ ïîñëå èõ ÓÔ-îáëó÷åíèÿ â äî-
çàõ 0, 2, 4, 7, 10 è 30 Äæ/ì2. Îáëó÷åííûå êëåòêè ïåðåíî-
ñèëè èç ÷àøåê Ïåòðè â öåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè, îñàæ-
äàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå
ôëàêîíû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 0, 0.5, 1, 2, 4,
6—7, 18—24 ÷ è ïîñëå ýòîãî ôèêñèðîâàëè. Ôèêñèðîâàí-
íûå êëåòêè ïîäâåðãàëè îáðàáîòêå ïåïñèíîì è ñîëÿíîé
êèñëîòîé. Îáðàáîòàííûå òàêèì îáðàçîì êëåòêè, ñîäåð-
æàùèå ÷àñòè÷íî äåíàòóðèðîâàííûå ÿäðà, îêðàøèâàëè
ñïåðâà àíòèòåëàìè ê ÏÄ, à çàòåì — âòîðûìè àíòèòåëà-
ìè, íåñóùèìè ôëóîðåñöåíòíóþ ìåòêó (ðèñ. 1).

Â ðåçóëüòàòå â êàíàëå öèòîìåòðà, ðåãèñòðèðóþùåì
çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ, íåîáëó÷åííûå êëåòêè îáíàðó-
æèâàëè òîëüêî íåçíà÷èòåëüíûé óðîâåíü àóòîôëóîðåñ-
öåíöèè, êîòîðûé ìàëî ìåíÿëñÿ íà âñåõ ñðîêàõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (ðèñ. 2, à, íèæíÿÿ êðèâàÿ). Â êëåòêàõ, çàôèê-
ñèðîâàííûõ ñðàçó ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ, óðîâåíü ôëóî-
ðåñöåíöèè îêàçûâàëñÿ çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèì çà
ñ÷åò ñïåöèôè÷åñêîãî ñèãíàëà îò àíòèòåë ê ÏÄ, ñâÿçàâ-
øèõñÿ ñ ÿäðàìè, è îáíàðóæèâàë îò÷åòëèâóþ äîçîâóþ çà-
âèñèìîñòü (ðèñ. 2, à, òðè âåðõíèå êðèâûå), ïîäòâåðæäàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà, äîñòèãíóòóþ íàìè ðàíåå (Sno-
pov et al., 1995).

Äîâîëüíî íåîæèäàííûì äëÿ íàñ ÿâèëîñü òî îáñòîÿ-
òåëüñòâî, ÷òî â 1-å ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ îáëó÷åííûõ
ÓÔ êëåòîê èíòåíñèâíîñòü ÏÄ-ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñ-

öåíöèè ÿäåð íå ñíèæàëàñü, à âîçðàñòàëà ó 13 èç 16 èññëå-
äîâàííûõ îáðàçöîâ êðîâè. Òèïè÷íàÿ äèíàìèêà òàêîãî
âîçðàñòàíèÿ ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
îáëó÷åííûõ ÓÔ êëåòîê ïîêàçàíà íà ðèñ. 2, à (òðè âåðõ-
íèå êðèâûå). Âñëåä çà óâåëè÷åíèåì â ïåðâûå 4 ÷ ïîñëå
îáëó÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòü ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè îñòàâà-
ëàñü ïðàêòè÷åñêè íåèçìåííîé íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ
íàáëþäåíèé. Â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû ïûòàëèñü
âûÿñíèòü ïðè÷èíó òàêîãî âîçðàñòàíèÿ ÏÄ-ñïåöèôè÷å-
ñêîãî ñèãíàëà.

Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ÓÔ-îáëó-
÷åííûõ ÌËÏÊ ìîæåò êàêèì-òî îáðàçîì îáëåã÷àòü äî-
ñòóï àíòèòåë H3 ê ÿäåðíîé ÄÍÊ. Ïîñêîëüêó äàííûå àí-
òèòåëà ñâÿçûâàþò ÏÄ íà îöÄÍÊ (Van der Schans, 1989),
ìû ïðîâåðèëè, ìîæåò ëè ïåðåíîñ ÌËÏÊ èç õîëîäíîãî
ÐÔÁ â òåïëóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïðèâåñòè ê ïîâûøå-
íèþ äîëè îöÄÍÊ â ÿäðàõ ýòèõ êëåòîê. Äëÿ ñðàâíèòåëü-
íîé îöåíêè îöÄÍÊ ìû ïðèìåíèëè îêðàøèâàíèå åå ïðè
ïîìîùè àíòèòåë ê îöÄÍÊ ïîñëå ÷àñòè÷íîé äåíàòóðàöèè
ÿäåð ïî ïðîòîêîëó, ñõîäíîìó ñ òåì, ÷òî ïðèìåíÿëñÿ íàìè
äëÿ îêðàøèâàíèÿ ÿäåð àíòèòåëàìè ê ÏÄ.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ó ÌËÏÊ, ôèêñèðîâàííûõ ïî-
ñëå 1 ÷ èíêóáàöèè ïðè 0, 20 èëè 37 °C, èìåþòñÿ ñóùåñò-
âåííûå ðàçëè÷èÿ â óðîâíå ñïåöèôè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíò-
íîãî îöÄÍÊ-ñèãíàëà â ïðåïàðàòàõ èõ ÿäåð è ýòè ðàç-
ëè÷èÿ ïîëíîñòüþ îáðàòèìû, åñëè êëåòêè ïîñëå èíêó-
áàöèè ïðè ðàçíîé òåìïåðàòóðå ïîìåñòèòü íà 18 ÷ â ñðåäó
ïðè 37 °C (ðèñ. 3). Ýòè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ñîñòîÿ-
íèå ÄÍÊ — ñòåïåíü åå «îäíîöåïî÷å÷íîñòè» â ôèêñè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ — çàâèñèò îò òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèé
ïðåäøåñòâóþùåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. ×òîáû èçáåæàòü
âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ èçìåíåíèé òåìïåðàòóðû íà ÄÍÊ,
â ïîñëåäóþùèõ ñåðèÿõ îïûòîâ ìû áîëüøå íå îõëàæäà-
ëè êëåòêè äî 0 °C è ñîäåðæàëè èõ ïðè ïîñòîÿííîé êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå îêîëî 20 °C íà÷èíàÿ ñ ìîìåíòà âçÿ-
òèÿ êðîâè, äî è ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ è ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè.

960 Ñ. À. Ñíîïîâ, Ë. Ðîçà, Ô. Ð. Äå Ãðóéë

Ðèñ. 1. Äâà èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà (Bio-Rad Lasersharp MRS-600), ÷àñ-
òè÷íî äåíàòóðèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ ÿäåð (ñâåðõó — ÓÔ-îáëó÷åííîãî ëèìôîöèòà, ñíèçó — íåîáëó÷åííîãî ëèìôîöèòà) ïîñëå îêðà-

ñêè äâóìÿ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè.

à — FITC, ñâÿçàííîãî ñ àíòèòåëàìè ê ïèðèìèäèíîâûì äèìåðàì; b — 7-AAD, èíòåðêàëèðîâàííîãî â äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ.



Äàëåå ìû âûÿâèëè, ÷òî ïåðåíîñ ÌËÏÊ èç ÐÔÁ è êóëü-
òèâèðîâàíèå â èñïîëüçîâàííîé íàìè ñðåäå RPMI ñ äî-
áàâêàìè òàêæå ìîãóò ïîâëèÿòü íà ñîñòîÿíèå (ñòåïåíü
«îäíîöåïî÷å÷íîñòè») èõ ÄÍÊ. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâîâà-
ëè èçìåíåíèÿ îöÄÍÊ-ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè â
ÿäðàõ íåîáëó÷åííûõ êëåòîê. Èíòåíñèâíîñòü ýòîé ôëóî-
ðåñöåíöèè çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëà ïîñëå 1 ÷ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ è çàòåì ïîñòåïåííî ñíèæàëàñü äî èñõîä-
íîãî óðîâíÿ (ðèñ. 2, ñ, íèæíÿÿ êðèâàÿ). Â îáëó÷åí-
íûõ ÓÔ êëåòêàõ ïîäîáíûé ïåðâîíà÷àëüíûé ïîäúåì
îöÄÍÊ-ôëóîðåñöåíöèè ñîïðîâîæäàëñÿ è ïîñëåäóþùèì
åå óñèëåíèåì âïëîòü äî 21 ÷ íàáëþäåíèÿ. Ýòî äîïîëíè-
òåëüíîå óñèëåíèå îöÄÍÊ-ñèãíàëà îáíàðóæèâàëî çàâèñè-
ìîñòü îò äîçû ÓÔ-îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 2, ñ, òðè âåðõíèå êðè-
âûå).

Äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü âëèÿíèÿ ñìåíû êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäû íà ñîñòîÿíèå (ñòåïåíü «îäíîöåïî÷å÷íîñòè»)
ÄÍÊ ÿäåð èññëåäóåìûõ êëåòîê, â äàëüíåéøèõ îïûòàõ ìû
ñîäåðæàëè ÌËÏÊ â ÐÔÁ íà÷èíàÿ ñ ïðèãîòîâëåíèÿ èõ

ñóñïåíçèè ïîñëå èõ âûäåëåíèÿ, äî è ïîñëå ÓÔ-îáëó÷å-
íèÿ, à òàêæå â òå÷åíèå âñåõ ñðîêîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â
ýòèõ óñëîâèÿõ íåîáëó÷åííûå è îáëó÷åííûå ÓÔ êëåòêè
îáíàðóæèâàëè ãîðàçäî ìåíüøåå óñèëåíèå îöÄÍÊ-ñèãíà-
ëà â 1-å ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, d, êðèâûå äëÿ 0 è
10 Äæ/ì2). Íåñìîòðÿ íà ýòî, â ÓÔ-îáëó÷åííûõ ÌËÏÊ
ïî-ïðåæíåìó âûÿâëÿëîñü óñèëåíèå ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè
(ðèñ. 2, b, âåðõíÿÿ êðèâàÿ). Îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ â
ñïåöèôè÷åñêèõ ñèãíàëàõ îò ÏÄ è îöÄÍÊ â ÿäðàõ âñåõ
èçó÷åííûõ îáðàçöîâ ïðîÿâëÿëè îïðåäåëåííóþ ñîãëàñî-
âàííîñòü, õîòÿ èõ àáñîëþòíûå çíà÷åíèÿ ñèëüíî âàðüèðî-
âàëè â ðàçëè÷íûõ îáðàçöàõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñåðèÿõ
è íå ïîçâîëèëè âûÿâèòü äîñòîâåðíóþ êîððåëÿöèþ ìåæäó
îáîèìè ïàðàìåòðàìè.

Îáíàðóæèâ óñèëåíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ÏÄ-ñèãíàëà â
ÿäðàõ îáëó÷åííûõ ÓÔ ÌËÏÊ, ìû ïîïûòàëèñü âûÿñíèòü,
íå âíîñèò ëè ñâîé âêëàä â òàêîå óñèëåíèå ïðîöåññ íóêëå-
îòèäíîé ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Äëÿ ýòîãî â ñóñ-
ïåíçèþ êëåòîê çà 30—60 ìèí äî èõ îáëó÷åíèÿ ìû âíîñè-
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Ðèñ. 2. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìåòîê ê ïèðèìèäèíîâûì äèìåðàì è îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ â ÿäðàõ ëèìôîöèòîâ, ïîâðåæäåí-
íûõ ÓÔ-Ñ-èçëó÷åíèåì.

a — êëåòêè, îáëó÷åííûå â õîëîäíîì ôîñôàòíîì áóôåðå è çàòåì êóëüòèâèðîâàííûå â ñðåäå RPMI ïðè 37 °C; b — êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå ñ íîâîáèîöè-
íîì (0.175 ìÌ) èëè áåç íåãî â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ôîñôàòíîì áóôåðå è çàòåì îáëó÷åííûå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è êóëüòè-
âèðîâàííûå ïðè 37 °C. Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷; ïî îñè îðäèíàò — ãåîìåòðè÷åñêîå çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè îò ÿäåð 104 ëèìôîöè-

òîâ (ñðåäíåå ÷èñëî êàíàëîâ ðåãèñòðàöèè öèòîôëóîðèìåòðà). Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ.
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû èíòåíñèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åííîé àíòèòåëàìè îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ÷àñòè÷íî äåíàòó-
ðèðîâàííûõ ÿäåð ëèìôîöèòîâ ïîñëå èõ èíêóáàöèè ïðè ðàçíîé òåìïåðàòóðå (åå çíà÷åíèÿ óêàçàíû íàä ïèêàìè ãèñòîãðàìì) è ïîñëå-

äóþùåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå RPMI ïðè 37 °C â òå÷åíèå 0 (à) è 17 (b) ÷.

Ïî îñè àáñöèññ — ãåîìåòðè÷åñêîå çíà÷åíèå ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè; ïî îñè îðäèíàò — îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî êëåòîê.

Ðèñ. 4. Ôîòîîòïå÷àòîê ëþìèíåñöåíöèè îò ìåòêè ê ïèðèìèäèíîâûì äèìåðàì â èçîëèðîâàííîé ÄÍÊ ÓÔ-îáëó÷åííûõ ëèìôîöèòîâ.

Ïåðåä îáëó÷åíèåì êëåòêè áûëè èíêóáèðîâàíû ñ íîâîáèîöèíîì (200 ìÌ) èëè áåç íåãî â òå÷åíèå 1 ÷ â ôîñôàòíîì áóôåðå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â ñëîòàõ ñòîëáöîâ 1—3 — 900, 300 è 100 íã ñîîòâåòñòâåííî. Âåðõíèå 4 ñòðîêè — ÄÍÊ èç êëåòîê, çàôèêñèðîâàííûõ ñðàçó (ôàêòè÷å-
ñêè ÷åðåç 18 ìèí) ïîñëå îáëó÷åíèÿ, âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ 0 ÷. Íèæíèå 4 ñòðîêè — ÄÍÊ èç îáëó÷åííûõ êëåòîê, êóëüòèâèðîâàâøèõñÿ â òå÷åíèå

6.5 ÷ â ôîñôàòíîì áóôåðå ïðè 37 °C.



ëè íîâîáèîöèí â ñóáòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, ïðå-
ñëåäóÿ öåëü ïîäàâèòü íà÷àëüíóþ ôàçó ýêñöèçèîííîé
ðåïàðàöèè, ïîñêîëüêó íîâîáèîöèí èçâåñòåí êàê èíãèáè-
òîð ÿäåðíûõ ôåðìåíòîâ, âîâëå÷åííûõ â ñòàäèè, ïðåäøå-
ñòâóþùèå ñïåöèôè÷åñêîé ðåïàðàòèâíîé èíöèçèè ÄÍÊ â
êëåòêàõ ÷åëîâåêà (Dresler, Robinson-Hill, 1987; Wood,
Stansfield, 1992; Ali-Osman et al., 1993; Thielmann et al.,
1993; Rosseli et al., 1994). Ìû ñîïîñòàâëÿëè âëèÿíèå íî-
âîáèîöèíà íà ñâÿçûâàíèå àíòèòåëàìè ÏÄ â èçîëèðîâàí-
íîé ÄÍÊ è â ÿäðàõ êàæäîãî êëåòî÷íîãî îáðàçöà.

Âëèÿíèå íîâîáèîöèíà íà ñâÿçûâàíèå ÏÄ àíòèòåëàìè
îêàçàëîñü î÷åâèäíûì óæå íà ïåðâîì ñðîêå òåñòèðîâà-
íèÿ — 0 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. å. ñðàçó íà ìîìåíò ôèêñà-
öèè îáëó÷åííûõ ÓÔ êëåòîê, êîòîðûé íàñòóïàë ïðèáëè-
çèòåëüíî íà 18-é ìèí ïîñëå îêîí÷àíèÿ îáëó÷åíèÿ. (Òà-
êîé ïðîìåæóòîê âðåìåíè òðåáîâàëñÿ äëÿ òîãî, ÷òîáû
ñîáðàòü è ïåðåíåñòè êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ èç ÷àøêè
Ïåòðè â öåíòðèôóæíóþ ïðîáèðêó, îñàäèòü êëåòêè è óá-
ðàòü ñóïåðíàòàíò.) Ê ýòîìó ìîìåíòó ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèÿ
ó ÄÍÊ, èçîëèðîâàííîé èç ÌËÏÊ, ïðåäîáðàáîòàííûõ íî-
âîáèîöèíîì, áûëà ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì ó ÄÍÊ, èçî-
ëèðîâàííîé èç êëåòîê, ê êîòîðûì íîâîáèîöèí íå äîáàâ-
ëÿëè (ðèñ. 4, ñòðîêè 4, 3). Ïðè÷èíîé ýòîãî ðàçëè÷èÿ ìîã-
ëî áûòü òî, ÷òî íîâîáèîöèí äåéñòâèòåëüíî ýôôåêòèâíî
ïîäàâëÿë áûñòðóþ ýêñöèçèþ èç ÄÍÊ òîé ðàçëè÷èìîé
äîëè ÏÄ, êîòîðàÿ ïðîèñõîäèëà â òå÷åíèå ýòîãî êîðîòêî-
ãî ïðîìåæóòêà âðåìåíè ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ â êëåòêàõ,
íå îáðàáîòàííûõ íîâîáèîöèíîì. Â ïîñëåäóþùåì, ïîñëå
6.5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèÿ ó ÄÍÊ, èçî-
ëèðîâàííîé èç ÓÔ-îáëó÷åííûõ êëåòîê, íå îáðàáîòàííûõ
íîâîáèîöèíîì, íåñêîëüêî ñíèæàëàñü (ðèñ. 4, ñòðîêà 7)
ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì äî êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 4,
ñòðîêà 3), óêàçûâàÿ íà òî, ÷òî åùå íåêîòîðîå ÷èñëî ÏÄ
áûëî ýêñöèçèðîâàíî èç ÄÍÊ â òå÷åíèå ýòèõ 6.5 ÷. Íà
ïðîöåññ ýêñöèçèè ýòîé ïîðöèè ÏÄ ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê
íîâîáèîöèíîì, î÷åâèäíî, âëèÿëà â ìåíüøåé ñòåïåíè, ïî-
ñêîëüêó ÄÍÊ, èçîëèðîâàííàÿ èç òàêèõ êëåòîê, òàêæå îá-
íàðóæèâàëà íåáîëüøîå ñíèæåíèå ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè
(ðèñ. 4, ñòðîêà 8) îò óðîâíÿ äî êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 4,
ñòðîêà 4), ñõîäíîå ïî âåëè÷èíå ñ òàêîâûì ó êëåòîê, íå
îáðàáîòàííûõ íîâîáèîöèíîì.

Â îòëè÷èå îò èçîëèðîâàííîé ÄÍÊ ÿäðà êëåòîê, îáðà-
áîòàííûõ äî ÓÔ-îáëó÷åíèÿ íîâîáèîöèíîì, íà ìîìåíò
ôèêñàöèè èìåëè áîëåå íèçêèé óðîâåíü ÏÄ-ôëóîðåñöåí-
öèè, ÷åì ÿäðà êëåòîê, íå îáðàáîòàííûõ íîâîáèîöèíîì
(ðèñ. 2, b, 0 ÷). Áîëåå òîãî, ó ÌËÏÊ, îáðàáîòàííûõ íîâî-
áèîöèíîì, ïîñëå 6.5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðàêòè÷åñêè íå
âûÿâëÿëîñü óñèëåíèÿ ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè èõ ÿäåð â ïðî-
òèâîïîëîæíîñòü ÿâíîìó óñèëåíèþ ýòîãî ñèãíàëà â êëåò-
êàõ, êóëüòèâèðîâàííûõ áåç íîâîáèîöèíà (ðèñ. 2, b,
6.5 ÷). Ñëåäîâàòåëüíî, íîâîáèîöèí ïðåäîòâðàùàë ïîâû-
øåíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ÏÄ-îêðàøèâàíèÿ ÿäåð, íåñìîòðÿ
íà òî ÷òî ÄÍÊ, èçîëèðîâàííàÿ èç êëåòîê, îáðàáîòàííûõ
íîâîáèîöèíîì, ñîäåðæàëà ãîðàçäî ìåíüøå ó÷àñòêîâ ñâÿ-
çûâàíèÿ àíòè-ÏÄ àíòèòåë, ÷åì êëåòêè, íå îáðàáîòàííûå
íîâîáèîöèíîì.

Îáñóæäåíèå

Ìû èñïîëüçîâàëè èììóíîîêðàøèâàíèå ÏÄ â ÿäðàõ
ÌËÏÊ (ëèìôîöèòîâ) ïîñëå èõ îáëó÷åíèÿ ÓÔ-Ñ è êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Âîïðåêè íàøèì îæèäàíèÿì, â 1-å ÷ êóëüò-
âèðîâàíèÿ êëåòîê, îáëó÷åííûõ ÓÔ, ñïåöèôè÷åñêàÿ
ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèÿ íå ñíèæàëàñü, à óñèëèâàëàñü (ðèñ. 2,

a, b). Ðàíåå Ìèò÷åëë è ñîàâòîðû (Mitchell et al., 1986) ñî-
îáùàëè î ïîäîáíîì óñèëåíèè ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë, ñïå-
öèôè÷íûõ ê ïèðèìèäèí-(6-4) ïèðèìèäîí-ôîòîïðî-
äóêòàì, â íåäåíàòóðèðîâàííîé ÄÍÊ, èçîëèðîâàííîé èç
êëåòîê ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà, â ïåðâûå íåñêîëüêî
÷àñîâ ïîñëå èõ ÓÔ-îáëó÷åíèÿ. Ìû çàäàëèñü öåëüþ âûÿñ-
íèòü, ìîãóò ëè óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (íàïðèìåð, èç-
ìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû è(èëè) êóëüòóðàëüíîé ñðåäû) èëè
ôåðìåíòû ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè èíäóöèðîâàòü òàêóþ
ìîäèôèêàöèþ ÄÍÊ â ÿäðàõ ëèìôîöèòîâ, êîòîðàÿ ïðåâû-
øàåò óðîâåíü ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ê ïî-
âðåæäåííîé ÄÍÊ.

Èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ î òîì, ÷òî ïðè èçìåíåíèÿõ òåì-
ïåðàòóðû îò 22 äî 37 è îò 37 äî 30 °C ïðîèñõîäÿò ìîäè-
ôèêàöèè ñòðóêòóðû õðîìàòèíà è ñèíòåç ñòðåññîðíûõ
ïðîòåèíîâ (Westwood et al., 1991; Holland et al., 1993).
Ìû ïîïûòàëèñü âûÿñíèòü, íå ìîã ëè â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïåðåíîñ êëåòîê èç õîëîäíîãî ôîñôàòíîãî áóôåðà
â òåïëóþ ñðåäó RPMI ñ äîáàâêàìè èçìåíÿòü ñîñòîÿíèå
(ñòåïåíü «îäíîöåïî÷å÷íîñòè») ÄÍÊ è òàêèì îáðàçîì ïî-
âëèÿòü íà ñâÿçûâàíèå ñ íåé àíòèòåë. Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
ê îöÄÍÊ ìû îïðåäåëèëè, ÷òî èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû
äåéñòâèòåëüíî ìîãóò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèÿì ñîäåðæà-
íèÿ â ÿäðàõ îöÄÍÊ (ðèñ. 2, c), îáðàòèìûå ïðè èíêóáàöèè
êëåòîê ïðè ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðå (ðèñ. 2, a, b). Íàøè
îïûòû ïîêàçàëè, ÷òî â ýòèõ ÿäðàõ èìåëè ìåñòî äâà òèïà
óâåëè÷åíèÿ îöÄÍÊ-ñèãíàëà. Ïåðâîå — îòíîñèòåëüíî
ðåçêîå óâåëè÷åíèå îöÄÍÊ-ñèãíàëà — ïðîèñõîäèëî â òå-
÷åíèå ïåðâûõ 4 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, áûëî ïðåõîäÿùèì,
íå çàâèñÿùèì îò ÓÔ-îáëó÷åíèÿ è àññîöèèðîâàííûì ñ
ïðåòåðïåâàåìûì êëåòêàìè èçìåíåíèåì êóëüòóðàëüíûõ
óñëîâèé. Âòîðîå óâåëè÷åíèå îöÄÍÊ-ñèãíàëà ðàçâèâà-
ëîñü ïîñòåïåííî â òå÷åíèå 21 ÷, áûëî íåîáðàòèìûì è
áûëî èíäóöèðîâàíî, ïî âñåé âèäèìîñòè, ÓÔ-îáëó÷åíèåì
êëåòîê, ïîñêîëüêó îáíàðóæèâàëî ÿâíóþ çàâèñèìîñòü îò
äîçû îáëó÷åíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, äàæå åñëè ìû ñîäåðæà-
ëè ýêçàìåíóåìûå êëåòêè ïðè îäíîé òåìïåðàòóðå â ïðî-
öåññå îáëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ, ó íèõ âñå òàê æå îá-
íàðóæèâàëèñü èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè îöÄÍÊ è óñèëå-
íèå ÏÄ-ôëóîðåñöåíöèè êëåòî÷íûõ ÿäåð. Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî íàøè ðàñ÷åòû íå âûÿâèëè äîñòîâåðíîãî êîýôôèöè-
åíòà êîððåëÿöèè ìåæäó âîçðàñòàíèåì óðîâíåé ýòèõ äâóõ
ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ, ìû íå âïðàâå èñêëþ÷àòü âå-
ðîÿòíîñòü íàëè÷èÿ òàêîé êîððåëÿöèè â ïåðâûå 4 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÓÔ-îáëó÷åííûõ êëåòîê. Ïðè äàëüíåéøåì
êóëüòèâèðîâàíèè óâåëè÷åíèå îöÄÍÊ-ôëóîðåñöåíöèè
òàêæå îáíàðóæèâàëî çàâèñèìîñòü îò äîçû ÓÔ-îáëó÷å-
íèÿ, íî òàêæå íå ñîïðîâîæäàëîñü ñêîëüêî-íèáóäü îò÷åò-
ëèâûì óñèëåíèåì ÏÄ-îêðàøèâàíèÿ êëåòî÷íûõ ÿäåð. Äî-
çîçàâèñèìûé õàðàêòåð ÓÔ-èíäóöèðîâàííîãî ïîâûøåíèÿ
îöÄÍÊ â êëåòî÷íûõ ÿäðàõ â ïåðâûå 4 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
è â ïîñëåäóþùèå ÷àñû ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì,
÷òî ïðîèñõîäÿùàÿ ïðè ýòîì ìîäèôèêàöèÿ ÄÍÊ ñâÿçàíà ñ
äåéñòâèåì íà íåå ôåðìåíòîâ ðåïàðàöèè.

Ïðÿìîå ïîäòâåðæäåíèå íàëè÷èÿ ýêñöèçèîííîé ðåïà-
ðàöèè â ÓÔ-îáëó÷åííûõ ÌËÏÊ áûëî ïîëó÷åíî íàìè ïî-
ñëå èõ 6.5-÷àñîâîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè èììóíîîêðà-
øèâàíèè ÏÄ â èçîëèðîâàííîé ÄÍÊ, êîòîðîå îáíàðóæè-
âàëî î÷åâèäíîå ñíèæåíèå ÷èñëà ó÷àñòêîâ, ñîäåðæàùèõ
ÏÄ (ðèñ. 4). Ýòî ñíèæåíèå, ïðàâäà, íå âûãëÿäåëî î÷åíü
âíóøèòåëüíûì. Íà ñàìîì äåëå, è ðàíåå áûëî ïîêàçàíî,
÷òî äàæå ïîñëå 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÓÔ-îáëó÷åííûõ
íåñòèìóëèðîâàííûõ ÌËÏÊ ÷èñëî ÏÄ, âûÿâëÿåìîå ñ ïî-
ìîùüþ äèìåð-ñïåöèôè÷åñêîé ýíäîíóêëåàçû, îñòàåòñÿ íà
óðîâíå 85 % îò èõ èñõîäíîãî ÷èñëà (Freeman, Ryan,

Çàìåäëåííàÿ ýêñöèçèÿ ïèðèìèäèíîâûõ äèìåðîâ â íåñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà 963



1988). Àâòîðû ïðèâåäåííîé ðàáîòû íå îáíàðóæèëè ñêî-
ëüêî-íèáóäü çàìåòíîãî óäàëåíèÿ ÏÄ èç ÄÍÊ â òå÷åíèå
6 ÷ ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ, õîòÿ àâòîðû äðóãîãî èññëåäî-
âàíèÿ âûÿâèëè â ýòîò ïåðèîä íàëè÷èå èíöèçèè—ýêñöè-
çèè ó íåñòèìóëèðóþùèõ ëåéêîöèòîâ êðîâè (Lankinen
et al., 1996). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ óäàëåíèå ÏÄ òàêæå
âûÿâëÿëîñü íå òîëüêî ÷åðåç 6.5 ÷, íî è â ãîðàçäî áîëåå
ðàííèå ñðîêè îáëó÷åíèÿ. À èìåííî: ìû íàáëþäàëè, ÷òî
îáðàáîòêà íîâîáèîöèíîì â ñóáòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ ÌËÏÊ ïåðåä ÓÔ-îáëó÷åíèåì ïðèâîäèëà ê òîìó,
÷òî ÄÍÊ, èçîëèðîâàííàÿ èç ýòèõ êëåòîê, ñâÿçûâàëà áîëü-
øå àíòèòåë ê ÏÄ óæå ïðè ïåðâîì òåñòèðîâàíèè ÷åðåç
18 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 4, ñòðîêà 4 ïðîòèâ ñòðî-
êè 3), òàê æå êàê è ÷åðåç 6.5 ÷ (ðèñ. 4, ñòðîêà 8 ïðîòèâ
ñòðîêè 7 ). Òàêîå ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå â ÄÍÊ ó÷àñò-
êîâ ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ê ÏÄ ÿâëÿëîñü, î÷åâèäíî, ðåçó-
ëüòàòîì èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåíòîâ ýêñöèçèîííîé ðåïà-
ðàöèè, âñëåäñòâèå êîòîðîãî áîëüøåå, ÷åì â îòñóòñòâèå
íîâîáèîöèíà, ÷èñëî äèìåðîâ íå ïîäâåðãàëîñü áûñòðîé
ýêñöèçèè è îñòàâàëîñü â ÄÍÊ. Èçâåñòíî, ÷òî íîâîáèîöèí
èíãèáèðóåò òîïîèçîìåðàçó II, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò â ðàñ-
êðó÷èâàíèè ñóïåðñêðó÷åííîé ÄÍÊ íà ñòàäèÿõ, ïðåäøå-
ñòâóþùèõ ñïåöèôè÷åñêîé ðåïàðàöèîííîé èíöèçèè
(Dresler, Robinson-Hill, 1987; Wood, Stansfield, 1992;
Ali-Osman et al., 1993; Thielmann et al., 1993; Rosseli
et al., 1994). Îò÷åòëèâîå óäàëåíèå ÏÄ èç ÄÍÊ â ïåðâûå
18 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòîê, êîòîðûå íå îáðàáàòûâà-
ëèñü íîâîáèîöèíîì, õîðîøî ñî÷åòàåòñÿ ñ èìåþùèìèñÿ
ïðåäñòàâëåíèÿìè îá àêòèâàöèè íóêëåîòèäíîé ýêñöèçè-
îííîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ ñðàçó ïîñëå åå ïîâðåæäåíèÿ è íà-
ëè÷èåì èíöèçèè—ýêñöèçèè óæå â ïåðâûå 30—60 ìèí
ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ. Òîò ôàêò, ÷òî îäíîâðåìåííî ñ áû-
ñòðûì óäàëåíèåì ÏÄ èç èçîëèðîâàííîé ÄÍÊ ìû íàáëþ-
äàëè ïîâûøåíèå ÏÄ-ñïåöèôè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ ÷àñòè÷íî
äåíàòóðèðîâàííûõ ÿäåð ÌËÏÊ (ðèñ. 2, b), ïîäêðåïëÿåò
ïðåäïîëîæåíèå î ñâÿçè ïîñëåäíåãî ñ ìîäèôèêàöèåé
ÿäåðíîé ÄÍÊ â ðàííþþ ôàçó ðåïàðàöèè.

Íåîáõîäèìî çàìåòèòü, ÷òî íîâîáèîöèí â íàøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ, ïî-âèäèìîìó, íå âëèÿë íà áîëåå ïîçäíåå
óäàëåíèå ÷àñòè ó÷àñòêîâ ñ ÏÄ èç èçîëèðîâàííîé ÄÍÊ â
êëåòêàõ, êóëüòèâèðîâàâøèõñÿ â òå÷åíèå 6.5 ÷, ïîñêîëüêó
îíî ïðîèñõîäèëî êàê ó îáðàáîòàííûõ íîâîáèîöèíîì, òàê
è íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê â ñîïîñòàâèìîé ñòåïåíè
(ðèñ. 3). Òàêîå ïîçäíåå óäàëåíèå ÏÄ èç ÄÍÊ â îòëè÷èå
îò èõ óäàëåíèÿ, ïðîèñõîäèâøåãî â 1-å ìèí ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ, íå ñîïðîâîæäàëîñü ñêîëüêî-íèáóäü çíà÷èòåëüíûìè
èçìåíåíèÿìè ÏÄ-ñïåöèôè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ êëåòî÷íûõ
ÿäåð, íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííîå ïîâûøåíèå ñèãíàëà îò
îöÄÍÊ â êëåòêàõ, ïðîèñõîäèâøåãî â êëåòêàõ, îáðàáîòàí-
íûõ íîâîáèîöèíîì (ðèñ. 2, c, d). Äàííûé ôàêò åùå ðàç
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïîâûøåíèå ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ê
ÏÄ ñ ÿäðàìè èìåëî ìåñòî òîëüêî â íà÷àëüíûå ôàçû ýêñ-
öèçèîííîé ðåïàðàöèè.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî äëÿ ýôôåêòèâíîãî ðàñïîçíàâàíèÿ ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ ñèñòåìîé ãëîáàëüíîé íóêëåîòèäíîé ýêñ-
öèçèîííîé ðåïàðàöèè íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ÿâëÿåòñÿ
ðåëàêñàöèÿ õðîìàòèíà. ÓÔ-èíäóöèðîâàííàÿ ãëîáàëüíàÿ
ðåëàêñàöèÿ õðîìàòèíà ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ íà âñå êëåòî÷-
íîå ÿäðî è ïðîèñõîäèò ïðè ó÷àñòèè òóìîð-ñóïðåññîðíî-
ãî áåëêà p35 (Rubbi, Milner, 2003). Ýêñöèçèîííàÿ ðåïàðà-
öèÿ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â êëåòêàõ ÷åëîâåêà íà÷èíàåòñÿ ñ
òîãî, ÷òî â ó÷àñòêå ÄÍÊ ðàçìåðîì îêîëî 25 íóêëåîòèäîâ
ðÿäîì ñ ïîâðåæäåíèåì ïðîèñõîäèò ÀÒÔ-çàâèñèìîå îá-
ðàçîâàíèå îòêðûòîé ñòðóêòóðû, ïðè êîòîðîì òîïîèçîìå-
ðàçîé II ïðîèçâîäèòñÿ ðåëàêñàöèÿ ñóïåðñêðó÷åííîé

ñòðóêòóðû ÄÍÊ. Çà ýòîé ôàçîé ñëåäóåò äâîéíàÿ èíöèçèÿ
ôðàãìåíòà ñ ïîâðåæäåíèåì, âûïîëíÿåìàÿ äâóìÿ ýíäî-
íóêëåàçàìè — XPG ñî ñòîðîíû 3�-êîíöà îò ïîâðåæäåíèÿ
è ERCC1-XPF ñî ñòîðîíû 5�-êîíöà, ïðè òîì ÷òî ñíà÷àëà
íàäðåçàåòñÿ 3�-êîíåö (Matsunaga et al., 1995; Evans et al.,
1997). Èìåþòñÿ äàííûå â ïîëüçó òîãî, ÷òî äåôåêò ãëîáà-
ëüíîé ðåïàðàöèè ÏÄ â íåñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ
÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì â áîëüøåé ñòåïåíè íåäî-
ñòàòî÷íîé ýôôåêòèâíîñòè ýêñöèçèè, ÷åì íåäîñòàòî÷íîãî
ïóëà äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ (Han et al., 1998). Íàøè
íàáëþäåíèÿ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â íåñòèìóëè-
ðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ïðîèñõîäèò ñóùåñòâåííî áîëüøå
ïðåäèíöèçèîííîãî ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñêðûòèÿ ÏÄ-ñî-
äåðæàùèõ ôðàãìåíòîâ, ÷åì ïîñëåäóþùèõ äâîéíîé èíöè-
çèè è ýêñöèçèè ýòèõ ôðàãìåíòîâ. Ïðåîáëàäàíèå òàêîãî
ðàñêðûòèÿ ÄÍÊ íàä ïðîöåññîì ïîëíîé ýêñöèçèè ÏÄ
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ñâÿçûâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àí-
òèòåë ê ÏÄ â ÄÍÊ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð, óñòîé÷èâûõ ê äåíà-
òóðèðóþùåìó âîçäåéñòâèþ ïåïñèíà è ñîëÿíîé êèñëîòû.

Òàêèì îáðàçîì, èììóíîîêðàøèâàíèå ÏÄ è îöÄÍÊ â
ÿäðàõ ÓÔ-îáëó÷åííûõ íåñòèìóëèðîâàííûõ ÌËÏÊ âûÿ-
âèëî ïðåäîòâðàòèìóþ íîâîáèîöèíîì ìîäèôèêàöèþ
ÄÍÊ, ïðîèçâîäèìóþ ôåðìåíòàìè ïðåäèíöèçèîííîé
ôàçû íóêëåîòèäíîé ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè. Òàêàÿ ìî-
äèôèêàöèÿ ÄÍÊ ïðîÿâëÿëàñü ñóùåñòâåííûì ïîâûøåíè-
åì ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ê ïèðèìèäèíîâûì äèìåðàì è, ïî
âñåé âåðîÿòíîñòè, çàêëþ÷àëàñü â ïðåäèíöèçèîííîì ðàñ-
êðûòèè ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, ñîäåðæàùèõ äèìåðû, êîòîðîå
îïåðåæàëî èõ ýêñöèçèþ.

Ðàáîòà áûëà ÷àñòè÷íî ïîääåðæàíà ãðàíòîì ¹ 07-13-064
Ãîëëàíäñêîé îðãàíèçàöèè íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé (NOW).
Ìàòåðèàëû, îïóáëèêîâàííûå íàìè ðàíåå (Snopov et al.,
2004), àäàïòèðîâàíû è âîñïðîèçâîäÿòñÿ ñ ðàçðåøåíèÿ
Êîðîëåâñêîãî õèìè÷åñêîãî îáùåñòâà, Åâðîïåéñêîãî îá-
ùåñòâà ïî ôîòîáèîëîãèè è Åâðîïåéñêîé ôîòîõèìè÷å-
ñêîé àññîöèàöèè.
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RETARDED EXCISION OF PYRIMIDINE DIMERS

IN HUMAN UNSTIMULATED LYMPHOCYTES

Sergei A. Snopov,1, * Len Roza,2 Frank R. de Gruijl3

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, Russia, 2 Department of Nutritional Physiology, TNO Nutrition

and Food Research, Zeist, The Netherlands, and 3 Department of Dermatology, Leiden University Medical Center,

Leiden, The Netherlands

Using immuno-labelling of cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) in nuclei of peripheral lymphocytes af-
ter their UVC-irradiation and cultivation, we have found that within the first four hours of cultivation the
CPD-specific fluorescent signal from cell nuclei increased. Earlier, a similar increase in binding of antibody
specific for pyrimidine (6-4) pyrimidone photoproducts to undenatured DNA isolated from UV-irradiated Chi-
nese hamster ovary cells was reported (Mitchell et al., 1986). Our experiments showed that nucleotide excision
repair enzyme might induce such of DNA modification in lymphocyte nuclei that increased specific antibody
binding to DNA fragments with lesions. We suggest that enzymatic formation of open structures in DNA predo-
minated qualitatively over dual-incision and excision of these fragments, and resulted in the enhanced exposure
of the pyrimidine dimers in nuclei to specific antibodies. The results evidence that nucleotid excision repair in
unstimualted human lymphocytes being deficient in dual incision and removal of UV-induced DNA lesions ap-
pear to be capable of performing chromatin relaxation and pre-incision uncoiling of DNA fragments with lesi-
ons.
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