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Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé IIIa è IIIb õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîãî èç êëåòîê A431,
êóëüòèâèðîâàííûõ â óñëîâèÿõ ãîëîäàíèÿ ïî ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêå, ÷òî ïðèâîäèò ê óäëèíåíèþ êëå-
òî÷íîãî öèêëà, è ïîñëå èíäóêöèè íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ), â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî àêòèâèðóåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê, ïîêàçàíà îïðåäåëåííàÿ äèíàìè÷íîñòü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà è òèðîçèíà èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö in vivo. Â ñóáôðàêöèÿõ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç ãîëîäàþùèõ êëåòîê, ñóáúåäèíèöà 45 êÄà ôîñôîðèëèðîâàíà äîñòà-
òî÷íî âûðàæåííî ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà òîëüêî â ñîñòàâå ñóáôðàêöèè IIIa . Â ñóáôðàêöèè IIIb ýòà
ñóáúåäèíèöà ïðàêòè÷åñêè íå ôîñôîðèëèðîâàíà. Ïðè èíäóêöèè íèçêîé êîíöåíòðàöèåé (0.1 íã/ìë) ÝÔÐ
ïðîèñõîäèò íå òîëüêî âîññòàíîâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ýòîé ñóáúåäèíèöû ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíè-
íà, íî ôîñôîðèëèðîâàíèå íîñèò áîëåå âûðàæåííûé õàðàêòåð. Â ñóáôðàêöèÿõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäå-
ëåííîé èç êëåòîê A431, êóëüòèâèðîâàííûõ â óñëîâèÿõ ãîëîäà, óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èíäèâèäóàëü-
íûõ ñóáúåäèíèö ïî îñòàòêàì òèðîçèíà íå òîëüêî íå ñíèæåí, íî áîëåå èíòåíñèâíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå
ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññîé 60 êÄà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñóáúåäèíèöàìè 45 è 38 êÄà ìîæíî îòìåòèòü è â ñî-
ñòàâå ñóáôðàêöèè IIIa, è â ñîñòàâå ñóáôðàêöèè IIIb. Â ñóáôðàêöèÿõ IIIa è IIIb õîëîôåðìåíòà, âûäåëåííî-
ãî èç êëåòîê ïîñëå èíäóêöèè íèçêîé êîíöåíòðàöèåé ÝÔÐ, ìîæíî íàáëþäàòü áîëåå âûðàæåííîå ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö 60 è 38 êÄà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñóáúåäèíèöåé 45 êÄà.

ÄÍÊ-çàâèñèìàÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III ñèíòåçèðóåò
ñòðóêòóðíûå è êàòàëèòè÷åñêèå ÐÍÊ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
êîìïîíåíòàìè òàêèõ âàæíûõ äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåò-
êè ïðîöåññîâ, êàê ñîçðåâàíèå ÐÍÊ è ñèíòåç áåëêà (Sente-
nac, 1985; Geiduschek, Tocchini-Valentini, 1988; Geiduschek,
Kassavetis, 2001). Ïîñêîëüêó ýòè ïðîöåññû ñòðîãî çàâèñÿò
îò ìåòàáîëè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè, òî è òðàíñêðèïöèÿ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ðåãóëèðóåòñÿ â òå÷åíèå êëåòî÷íîãî
öèêëà è êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, à òàêæå â îòâåò íà äåéñò-
âèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ïðè âèðóñíîé èíôåêöèè è òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê (Brown et al., 2000; Paule, White, 2000;
Felton-Edkins et al., 2003; Mauger, Scott, 2004). Óðîâåíü
òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III íàèáîëåå âûñîê â ôàçàõ
S è G2 êëåòî÷íîãî öèêëà è èíãèáèðîâàí âî âðåìÿ ìèòîçà
(Leresche et al., 1996; Gottesfeld, Forbes, 1997).

Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè
A431 ýêñïðåññèðóþò èçáûòî÷íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðå-
öåïòîðîâ ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ) íà ïî-
âåðõíîñòíîé ìåìáðàíå (Connolly, Rose, 1987; Masuda,
Ui, 1991). ÝÔÐ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ñ ÝÔÐ-ðåöåïòîðîì çà-
ïóñêàåò ðÿä ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ
îáðàòèìûì ôîñôîðèëèðîâàíèåì ðàçëè÷íûõ êîìïîíåí-
òîâ ýòèõ êàñêàäîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ýôôåêòîð-
íûõ áåëêîâ è ìîäóëÿöèè ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ ãå-
íîâ (Hackel et al., 1999; Hunter, 2000; Chen et al., 2004;
Breitling, Hoeler, 2005). Ïîêàçàíî, ÷òî ôîñôîðèëèðîâà-
íèå è äåôîñôîðèëèðîâàíèå òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
ÿâëÿþòñÿ òîé ìîäèôèêàöèåé, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò â ðåãó-

ëÿöèè òðàíñêðèïöèè â îòâåò íà âíåêëåòî÷íûå ñèãíàëû
(Whitmarsh, Davis, 2000; Bollen, Beullens, 2002). Áîëü-
øèíñòâî ïðîòåèíêèíàç è ïðîòåèíôîñôàòàç, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, îòíîñÿòñÿ ê ñåðèí-òðåî-
íèíîâûì ôåðìåíòàì. Îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî ó ìíîãîêëå-
òî÷íûõ îðãàíèçìîâ â ÿäðå ïðèñóòñòâóþò òàêæå è òèðî-
çèíîâûå êèíàçû è ôîñôàòàçû, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ðåãó-
ëÿöèè áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó íåêîòîðû-
ìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè (NF-kB, STAT-áåë-
êè, c-Jun) è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II (Cans et al., 2000). Ìî-
äóëèðóþùàÿ ðîëü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ êëàññà III äî íàñòîÿ-
ùåãî âðåìåíè íå èçó÷àëàñü.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ A431, êóëü-
òèâèðóåìûõ ïðè íèçêèõ è âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÝÔÐ,
íàáëþäàþòñÿ èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ 5S
ðÐÍÊ è òÐÍÊi Met (Nikitina et al., 2004). Ïðèñóòñòâèå â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 0.1 íã/ìë ïðè-
âîäèò ê àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè è óñèëåíèþ â 1.5—
2.0 ðàçà ýêñïðåññèè ãåíà òÐÍÊi Met ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâ-
íåì ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå. Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé õîëîôåð-
ìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èç êëåòîê ÷åëîâåêà íàìè
áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû äâå ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññà-
ìè 60 è 45 êÄà, ôîñôîðèëèðîâàííûå è ïî îñòàòêàì ñå-
ðèí/òðåîíèíà, è ïî îñòàòêàì òèðîçèíà, è îäíà ñóáúåäè-
íèöà ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà, ôîñôîðèëèðîâàííàÿ òîëüêî
ïî îñòàòêàì òèðîçèíà.
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Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿñíåíèå
êîððåëÿöèè ìåæäó óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíîâ êëàññà III â
êëåòêàõ A431, êóëüòèâèðóåìûõ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå
è â ïðèñóòñòâèè ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 0.1 íã/ìë, è ôîñôî-
ðèëèðîâàíèåì èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö õîëîôåð-
ìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431
ïîëó÷åíû èç Áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê A 4 3 1. Êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè íà ñðåäå ÄÌÅÌ â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà ïðè 37° C â
àòìîñôåðå 5 % CO2 äî ñîñòîÿíèÿ ìîíîñëîÿ. Äàëåå êëåòêè
ïåðåâîäèëè íà áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó è êóëüòèâèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 24 ÷. Òàêîé ðåæèì êóëüòèâèðîâàíèÿ â óñëî-
âèÿõ ãîëîäà ïðèâîäèò ê óäëèíåíèþ êëåòî÷íîãî öèêëà äî
36 ÷. Ïîìèìî óñëîâèé ãîëîäà êëåòêè A431 êóëüòèâèðî-
âàëè â ïðèñóòñòâèè íèçêîé êîíöåíòðàöèè ÝÔÐ, äëÿ ÷åãî
ïîñëå 1-ñóòî÷íîãî âûðàùèâàíèÿ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðå-
äå äîáàâëÿëè â ñðåäó ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 0.1 íã/ìë è
ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàíèå â òå÷åíèå 24 ÷.

Â û ä å ë å í è å ÿ ä å ð. Êëåòêè ñîáèðàëè 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 ìèêðîñêîïè÷åñêè.
ßäðà îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 25 000 g â òå÷å-
íèå 30 ìèí. Îñàäîê ÿäåð ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå 1 è õðà-
íèëè â æèäêîì àçîòå èëè íåìåäëåííî èñïîëüçîâàëè äëÿ ïî-
ëó÷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 Ì 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 ñóììàðíîé àêòèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I è
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III îñóùåñòâëÿëè ïî ìåòîäó, îïèñàííî-
ìó ðàíåå (Huet, Manaud, 1996; Hannan et al., 1998). Äàëåå
âûäåëåíèå è î÷èñòêó ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III—IIIa è IIIb ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ñîëîäîâíèêîâîé
è ñîàâòîðîâ (2005). Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ
ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III êîëåáàëàñü â ïðåäåëàõ
0.3—0.5 Å â 5 ìêë ðàñòâîðà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ïðîâî-
äèëè â ñèñòåìå, ñîäåðæàùåé 50 Ì Òðèñ-HCl, pH 7.9,
80 ìÌ ñóëüôàò àììîíèÿ, 2.5 ìÌ ÄÒÒ, 1 ìÌ MgCl2 , 15 %
ãëèöåðèíà, 1 ìêã äåíàòóðèðîâàííîé ÄÍÊ ïëàöåíòû ÷å-
ëîâåêà, ATP, GTP, CTP è UTP â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìÌ
êàæäûé, 0.06 ÌÁê [3H]-UTP ñ óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ
12 ÃÁê/ìÌ è 5 ìêë ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçó III. Êîíå÷íûé îáúåì ïðîáû ñîñòàâëÿë 25 ìêë. Êèñ-
ëîòîíåðàñòâîðèìûé ìàòåðèàë îñàæäàëè 5%-íîé ÒÕÓ â
ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â êà÷åñòâå íîñè-
òåëÿ, îñàäêè ñîáèðàëè íà ôèëüòðû GF/C (Whatman) è
ïðîìûâàëè 5%-íîé ÒÕÓ è 96%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì.
Ðàäèîàêòèâíîñòü ïîäñ÷èòûâàëè â òîëóîëüíîì ñöèíòèë-

ëÿòîðå íà ñ÷åò÷èêå ôèðìû Beckman (ÑØÀ). Çà åäèíèöó
àêòèâíîñòè ïðèíèìàëè êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà, íåîáõîäè-
ìîå äëÿ âêëþ÷åíèÿ 1 íìîëü UTP çà 15 ìèí ïðè 37° C.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ôîñôîðèëèðîâàííûõ èíäèâèäó-
àëüíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ôåðìåíò ïîä-
âåðãàëè äèñê-ýëåêòðîôîðåçó â 4.5—9.0%-íîì ÏÀÀÃ â
ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ ïðè òîêå 7 ìÀ â
òå÷åíèå íî÷è (Laemmly, 1977).

Ðàçäåëåííûå ïîëèïåïòèäû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïå-
ðåíîñèëè íà áóìàãó Hybond C Extra â àïïàðàòå BioRad â
0.118 Ì Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, pH 8.3, ñîäåðæàùåì
20 % ìåòèëîâîãî ñïèðòà, ïðè ñèëå òîêà 70 ìÀ â òå÷åíèå
18 ÷. Ôîñôîðèëèðîâàíèå îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èññëåäîâàëè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ
ôîñôîðèëèðîâàííûõ ñåðèí/òðåîíèíà è òèðîçèíà. Â êà÷å-
ñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé. Âèçóàëèçà-
öèþ êîíúþãàòà îñóùåñòâëÿëè õåìèëþìèíåñöåíòíîé ðå-
àêöèåé â ñèñòåìå Super Signal (Pierce, ÑØÀ), áëîòû
ñîâìåùàëè ñ R-ïëåíêîé è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå âðåìå-
íè, äîñòàòî÷íîãî äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûðàæåííîé êàðòèíû.

Èñïîëüçîâàííûå ðåàêòèâû: ÄÅÀÅ-Ñåôàäåêñ À-25
(Pharmacia, Øâåöèÿ); HEPARIN HyperD M (Biosepra,
Ôðàíöèÿ); íóêëåîçèäòðèôîñôàòû — ATP, GTP, CTP è
UTP («Âåêòîð», Áåðäñê); ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû [3H]-UTP
(ÃÍÖ ÐÔ ÔÇÈ, Îáíèíñê); àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîñå-
ðèí-òðåîíèíà è ôîñôîòèðîçèíà (BD Biosciences, Phar-
mingen, ÑØÀ). Àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñè-
äàçîé, è ñèñòåìó Super Signal äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïåðîê-
ñèäàçû ïðèîáðåòàëè â ôèðìå Pierce (ÑØÀ). Ñðåäà
ÄÌÅÌ è ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà ïðîèçâåäåíû â ôèðìå «ÁèîËîò» (Ðîññèÿ). Ïðåïà-
ðàò ÝÔÐ áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ñîòðóäíèöåé ëàáî-
ðàòîðèè àêàä. Í. È. Íèêîëüñêîãî Å. Á. Áóðîâîé.

Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà äåèîíèçîâàííîé âîäå. Âñå
ïðîöåäóðû âûïîëíÿëè íà õîëîäå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Õîëîôåðìåíò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III áûëà âûäåëåíà èç
êëåòîê A431 â âèäå äâóõ ñóáôðàêöèé, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
ïîðÿäêó ýëþöèè ñ êîëîíêè Ñåôàäåêñ À-25 è ïëàâó÷åé
ïëîòíîñòè ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè ãëèöåðèíà. Â ñîñòàâå ýòèõ ñóáôðàêöèé òðè
ñóáúåäèíèöû ôåðìåíòà ñ ìîë. ìàññàìè 60, 45 è 38 êÄà
ôîñôîðèëèðîâàíû ïî îñòàòêàì òèðîçèíà è äâå ñóáúåäè-
íèöû (60 è 45 êÄà) ôîñôîðèëèðîâàíû ïî îñòàòêàì ñå-
ðèí/òðåîíèíà in vivo (Ñîëîäîâíèêîâà è äð., 2005).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè óðîâåíü ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ in vivo èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóá-
ôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç êëåòîê,
êóëüòèâèðîâàííûõ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ: íà ïîëíîé
ñðåäå, â óñëîâèÿõ ãîëîäà, ò. å. â îòñóòñòâèå â êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäå ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, è ïðè èíäóêöèè
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íèçêîé (0.1 íã/ìë) êîíöåíòðàöèåé
ÝÔÐ. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ óðîâíåé ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ in vivo ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà èíäèâèäóàëüíûõ
ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III â óêàçàí-
íûõ óñëîâèÿõ ïðèâåäåíû ñîîòâåòñòâåííî íà ðèñ. 1—3.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç êëåòîê A431, êóëüòèâèðî-
âàííûõ íà ïîëíîé ñðåäå, in vivo ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåî-
íèíà ôîñôîðèëèðîâàíû òðè ïîëèïåïòèäà ñ ìîë. ìàññàìè
60, 52 è 45 êÄà. Òîëüêî äâå ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè
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60 è 45 êÄà ìû îòíîñèì ê ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çå III. Ìîæíî âèäåòü, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíè-
öû 45 êÄà è â ñîñòàâå ñóáôðàêöèè IIIa, è â ñîñòàâå ñóá-
ôðàêöèè IIIb ñëàáåå, ÷åì ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíè-
öû 60 êÄà. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç ãîëîäàþùèõ êëåòîê
A431, ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà
ñóáúåäèíèöû 45 êÄà â ñóáôðàêöèè IIIa îñòàåòñÿ äîñòà-
òî÷íî âûðàæåííûì, òîãäà êàê â ñóáôðàêöèè IIIb ýòà
ñóáúåäèíèöà ïðàêòè÷åñêè äåôîñôîðèëèðîâàíà. Â ñîñòà-
âå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç êëå-
òîê A431 ïîñëå èíäóêöèè íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè
ÝÔÐ, ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèöû 45 êÄà â ñóá-
ôðàêöèè IIIb âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ýòîé ñóáúåäèíèöû ïîñëå èí-
äóêöèè ÝÔÐ ãîðàçäî áîëåå âûðàæåí, ÷åì â ñîñòàâå ñóá-
ôðàêöèé ôåðìåíòà, âûäåëåííûõ èç êëåòîê A431, âûðà-
ùåííûõ íà ïîëíîé ñðåäå.

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ in
vivo ñóáúåäèíèö â ñóáôðàêöèÿõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âû-
äåëåííûõ èç êëåòîê A431, âûðàùåííûõ â îïèñàííûõ
âûøå óñëîâèÿõ, ïî îñòàòêàì òèðîçèíà ïðèâåäåíû íà
ðèñ. 4—6 ñîîòâåòñòâåííî. Ìîæíî âèäåòü, ÷òî óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî îñòàòêàì òèðîçèíà âî âñåõ òðåõ
ñóáúåäèíèöàõ äîñòàòî÷íî âûðàæåí. Â ñóáôðàêöèÿõ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç êëåòîê A431, êóëü-
òèâèðîâàííûõ â óñëîâèÿõ ãîëîäà, óðîâåíü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö íå òîëüêî íå ñíèæåí,

íî áîëåå èíòåíñèâíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèöû ñ
ìîë. ìàññîé 60 êÄà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñóáúåäèíèöàìè 45 è
38 êÄà ìîæíî îòìåòèòü â ñîñòàâå è ñóáôðàêöèè IIIa, è â
ñîñòàâå ñóáôðàêöèè IIIb. Â ñóáôðàêöèÿõ IIIa è IIIb õîëî-
ôåðìåíòà, âûäåëåííîãî èç êëåòîê ïîñëå èíäóêöèè íèç-
êîé êîíöåíòðàöèåé ÝÔÐ, ìîæíî íàáëþäàòü òàêîå æå âû-
ðàæåííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö 60, 45 è 38 êÄà
ïî îñòàòêàì òèðîçèíà. Çäåñü ìîæíî îòìåòèòü áîëåå âû-
ðàæåííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö 60 è 38 êÄà ïî
ñðàâíåíèþ ñ ñóáúåäèíèöåé 45 êÄà.

Íà îñíîâàíèè ïðèâåäåííûõ äàííûõ ìîæíî ãîâîðèòü
î òîì, ÷òî â õàðàêòåðå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èíäèâèäóàëü-
íûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ïðî-
ñëåæèâàåòñÿ îïðåäåëåííàÿ äèíàìèêà. Êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê A431 â óñëîâèÿõ ãîëîäà, ïðè óäëèíåííîì êëåòî÷-
íîì öèêëå ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî
îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà â ñóáúåäèíèöå 45 êÄà ëèøü â
ñîñòàâå ñóáôðàêöèè IIIb. Â ýòîé æå ñóáôðàêöèè õîëî-
ôåðìåíòà, âûäåëåííîé èç êëåòîê, èíäóöèðîâàííûõ ê
ïðîëèôåðàöèè íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ÝÔÐ, ïðîèñõî-
äèò âîññòàíîâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ äàæå äî íåñêîëü-
êî áîëåå âûñîêîãî óðîâíÿ, ÷åì â êëåòêàõ, êóëüòèâèðî-
âàííûõ íà ïîëíîé ñðåäå. Êàê íàìè ïîêàçàíî ðàíåå, èí-
äóêöèÿ íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ÝÔÐ âûçûâàåò ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ òÐÍÊi Met â êëåòêàõ A431 â 1.5—2.0 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè â ãîëîäàþùèõ êëåòêàõ. Îäíàêî
ïðÿìî óâÿçûâàòü èçìåíåíèå ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
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Ðèñ. 1. Èììóíîáëîòèíã ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïî îñòàò-
êàì ñåðèí/òðåîíèíà ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåí-
íîé èç êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431, êóëü-

òèâèðîâàííûõ íà ïîëíîé ñðåäå.

IIIa — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðçû, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé
ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðè-
íà; IIIb — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ âûñîêîé ïëàâó-
÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëè-

öåðèíà.

Ðèñ. 2. Èììóíîáëîòèíã ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïî îñòàò-
êàì ñåðèí/òðåîíèíà ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåí-
íîé èç êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431, êóëü-

òèâèðîâàííûõ â îòñóòñòâèå ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

IIIa — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé
ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöå-
ðèíà; IIIb — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ âûñîêîé ïëà-
âó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé

ãëèöåðèíà.



èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèè IIIb ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III ñ èçìåíåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè òÐÍÊi Met

áûëî áû îïðîìåò÷èâî, òàê êàê âûäåëåííûå íàìè ñóá-
ôðàêöèè õîëîôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé òîòàëüíûå ïðåïàðàòû, êîòîðûå ñ ðàâíîé èíòåí-
ñèâíîñòüþ òðàíñêðèáèðóþò in vitro ìàòðèöû, íåñóùèå
ëþáîé òèï ïðîìîòîðîâ ãåíîâ êëàññà III. Â ýòîì íàáîðå
õîëîôåðìåíòîâ òðóäíî âûäåëèòü ìîäèôèêàöèþ, êîòîðàÿ
îòâå÷àëà áû çà èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè òîëüêî îä-
íîãî èíäèâèäóàëüíîãî ãåíà, êàêèì ÿâëÿåòñÿ ãåí òÐÍÊi Met;
ëèáî, åñëè ó÷åñòü, ÷òî ýòî ãåí èíèöèàòîðíîé òÐÍÊi Met,

ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òàêîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ïðåòåðïåâàþò ïðè èíäóêöèè íèçêèìè êîíöåíò-
ðàöèÿìè ÝÔÐ ãåíû âñåõ òðàíñïîðòíûõ ÐÍÊ. Îäíàêî è
ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü âêëàä äèíàìèêè ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III â ðåãóëÿöèþ ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ òÐÍÊ íåëüçÿ. Ê ñîæàëåíèþ, â ëèòåðàòóðå
îòñóòñòâóþò äàííûå î ðîëè ñóáúåäèíèö, èäåíòèôèöèðî-
âàííûõ íàìè êàê íîñèòåëè ìîäèôèêàöèé (â äàííîì ñëó-
÷àå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ) â îñóùåñòâëåíèè êàòàëèòè÷å-
ñêèõ ôóíêöèé èëè ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III. Â ñòðóêòóðå ìîëåêóëû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III
ïðèíÿòî âûäåëÿòü êîðîâûé äîìåí, â ñîñòàâ êîòîðîãî îò-
íîñÿò ïÿòü ñóáúåäèíèö — C160, C128, C40, C23 è C19
(Geiduschek, Kassavetis, 2001). Íî èäåíòèôèöèðîâàííûå
íàìè ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III íå îòíîñÿòñÿ ê
ýòîìó íàáîðó ñóáúåäèíèö. Â ýòîé ñâÿçè íåëüçÿ íå óïîìÿ-
íóòü î äîñòàòî÷íî èíòåíñèâíîì èçó÷åíèè ðîëè ìîäèôè-
êàöèé C-òåðìèíàëüíîãî äîìåíà ñàìîé êðóïíîé ñóáúåäè-
íèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II è òåõ âîçìîæíîñòÿõ, êîòîðûå
ñîîáùàþò C-òåðìèíàëüíîìó äîìåíó ìîäèôèêàöèè âõî-

äÿùèõ â åãî ñîñòàâ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ïî ïðåä-
ñòàâëåíèÿì èññëåäîâàòåëåé ãðóïïû Ò. Ðóññî, C-òåð-
ìèíàëüíûé äîìåí äåéñòâóåò êàê ïëàòôîðìà äëÿ ñâÿçûâà-
íèÿ ñ áåëêàìè, âëèÿþùèìè íà ôóíêöèþ ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû II, à ìîäèôèêàöèè ñîîáùàþò ñòðóêòóðå C-òåðìèíàëü-
íîãî äîìåíà îãðîìíîå ìîëåêóëÿðíîå ðàçíîîáðàçèå (Su-
dol et al., 2001). Âîçìîæíî, ñóáúåäèíèöû 60, 45 è 38 êÄà
òàêæå îáðàçóþò â ñîñòàâå ìîëåêóëû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III
îïðåäåëåííûé èíòåðôåéñ, à ìîäèôèêàöèè àìèíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ â ñîñòàâå ýòèõ ñóáúåäèíèö ñîîáùàþò ôåð-
ìåíòó äîïîëíèòåëüíûå âîçìîæíîñòè äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ ÿäåðíûìè êîìïîíåíòàìè, ìîäóëèðóþùèìè ýêñïðåññèþ
ãåíîâ êëàññà III. Ïîñêîëüêó òîò ôàêò, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãå-
íîâ êëàññà III ïîäâåðæåíà æåñòêîé ðåãóëÿöèè â çàâèñè-
ìîñòè îò ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê,
ÿâëÿåòñÿ îáùåïðèçíàííûì, ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
àêòèâíîñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III — êëþ÷åâîãî êîìïîíåí-
òà òðàíñêðèïöèîííîé ìàøèíû, îòâåòñòâåííîé çà òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíîâ êëàññà III, òàêæå ïîäâåðæåíà ðåãóëÿöèè.
Ïîýòîìó èçó÷åíèå ìîäèôèêàöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÿâ-
ëÿåòñÿ âåñüìà ñóùåñòâåííûì äëÿ ïîíèìàíèÿ òîíêèõ ìå-
õàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè òàêîãî ðàçíîîáðàçíîãî
êëàññà ãåíîâ. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çå III â òðàíñêðèïöèè îòâîäèëàñü âåñüìà ïàññèâíàÿ ðîëü,
à ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ 5S è òÐÍÊ îñóùåñòâëÿþò
èñêëþ÷èòåëüíî òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû (Geidu-
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Ðèñ. 3. Èììóíîáëîòèíã ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïî îñòàò-
êàì ñåðèí/òðåîíèíà ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäå-
ëåííîé èç êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431

ïîñëå èíäóêöèè íèçêîé (0.1 íã/ìë) êîíöåíòðàöèåé ÝÔÐ.

IIIa — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé
ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöå-
ðèíà; IIIb — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, îòëè÷àþùàÿñÿ âûñîêîé ïëà-
âó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé

ãëèöåðèíà.

Ðèñ. 4. Èììóíîáëîòèíã ôîñôîðèëèðîâàííûõ in vivo ïî îñòàò-
êàì òèðîçèíà ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç
êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431, êóëüòèâèðî-

âàííûõ íà ïîëíîé ñðåäå.

IIIa è IIIb — ñóáôðàêöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùèåñÿ ñîîòâåòñò-
âåííî íèçêîé è âûñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè â

ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.



schek, Kassavetis, 2001; Hu et al., 2003). Îäíàêî âûÿâëå-
íèå äèíàìè÷íîñòè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, èíòåíñèâíîñòü êîòîðîãî ìåíÿåòñÿ â
çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê A431,
ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî àêòèâíîñòü ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III òàêæå ìîæåò áûòü ïîäâåðæåíà îïîñðåäîâàííîé
ìîäèôèêàöèÿìè ðåãóëÿöèè. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ýòîò
âîïðîñ ñîâåðøåííî íå èçó÷åí; áîëåå òîãî, íåèçâåñòíî,
êàêèå åùå ìîäèôèêàöèè èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö
ïðèñóòñòâóþò â ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå III.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48497).
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IIIa è IIIb — ñóáôðàêöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùèåñÿ ñîîòâåòñò-
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DYNAMIC PHOSPHORYLATION OF RNA POLYMERASE III HOLOENZYME SUBUNITS

FROM HUMAN EPIDERMOID CARCINOMA CELLS A431 CULTIVATED

UNDER DIFFERENT CONDITIONS

N. A. Merkulova, V. M. Sedova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: sedova@mail.cytspb.rssi.ru

Dynamic phosphorylation in vivo of individual subunits of holoenzyme RNA polymerase III subfracti-
ons IIIa and IIIb on serine/threonine and tyrosine aminoacid residues has been shown in human epidermoid car-
cinoma cells A431. Cells cultivation under starvation on embryonic serum caused a prolongation of the cell cyc-
le, while cultivation at low concentration of epidermal growth factor (EGF) activated cell proliferation. Subunit
45 kDa is phosphorylated on serine/threonine residues in subfraction IIIa only in starving cells. This subunit of
subfraction IIIb is unphosphorylated. Phosphorylation of this particular subunit is restored under induction by
EGF at low concentration (0.1 ng/ml). The level of phosphorylation on tyrosine aminoacid residues of subunits
of holoenzyme subfractions IIIa and IIIb is high in cells cultivated under starvation. Subunit 60 kDa has a higher
level of phosphorylation as compared with subunits 45 and 38 kDa. Induction by EGF at low concentrations in-
creases the level of phosphorylation of subunits 60 and 38 kDa in both subfractions of holoenzyme.
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