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Ïðîäîëæåíî èçó÷åíèå àíòèãåííîé äèâåðãåíöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, îáóñëîâëåííîé ýêñïðåññèåé
íîðìàëüíûõ àíòèãåíîâ, ïðèñóùèõ äåôèíèòèâíûì òêàíÿì îðãàíîâ, íå ãîìîëîãè÷íûõ èññëåäóåìîé îïóõî-
ëè, òàê íàçûâàåìûõ ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ. Ñ ïîìîùüþ àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè â ñîñòàâå ôðàêöèé
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà è êóëüòèâèðóåìîé ãåïàòîìû ÍÒÑ êðûñ âû-
ÿâëåíû îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå ãåòåðîîðãàííûå àíòèãåíû ñ ìîë. ìàññàìè ïîðÿäêà 200—210 êÄà (ðàíåå
èäåíòèôèöèðîâàííûé êàê ëàìèíèí), 105—130, 75—80 (äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà) è 43 êÄà; ïîñëåä-
íèé âûäåëåí ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà èììóíîñîðáåíòå è èäåíòèôèöèðîâàí ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðè÷åñêè êàê öèòîïëàçìàòè÷åñêèé â-àêòèí. Äëÿ ðåøåíèÿ âîïðîñîâ î ñïåöèôè÷åñêîì õàðàêòåðå ýêñï-
ðåññèè âûÿâëåííûõ àíòèãåíîâ â îòíîøåíèè ãåïàòîìíûõ êëåòîê è î ñîïðè÷àñòíîñòè ðàññìàòðèâàåìîãî
ôåíîìåíà ê ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïðîâåäåíî òåñòèðîâàíèå ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ àê-
òèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ è äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê èíîãî ãèñòîãåíåçà. Íà ïîâåðõíîñòè êóëüòèâè-
ðóåìûõ ìèîáëàñòîïîäîáíûõ ìèîãåííûõ êëåòîê L8 è êëåòîê L6J1, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìåòèëõîëàíòðå-
íîì, à òàêæå äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê L6J1 àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà òàêæå âûÿâëÿåò ëàìèíèí, ñèí-
òåç êîòîðîãî, ïî-âèäèìîìó, ãåïàòîìíûìè è ìèîãåííûìè êëåòêàìè íå ñîïðÿæåí ñ èõ ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòüþ; êðîìå òîãî, îáíàðóæåíû àíòèãåíû ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 38, 42, 44, 48, 62, 78 è 120 êÄà, ýê-
ñïðåññèÿ êîòîðûõ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì èõ àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè è(èëè)
äèôôåðåíöèðîâêè. Íàïðèìåð, âîçìîæíî, ÷òî îòñóòñòâèå â-àêòèíà âî ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê L6J1 ñâÿçàíî ñ èíîé îðãàíèçàöèåé àêòèíà â ìèîòóáàõ, à èìåííî ñ îáðàçîâà-
íèåì ìèîôèáðèëë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåïàòîìà, àíòèãåííàÿ äèâåðãåíöèÿ, îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå àíòèãåíû, ìèî-
ãåííûå êëåòêè, ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ, â-àêòèí, ëàìèíèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, SDS — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ,
ÑÏÊ — ñûâîðîòêà ïëîäà êîðîâû, ÔÁ — ôîñôàòíûé áóôåð, ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç,
ÄÝÍÀ — äèýòèëíèòðîçàìèí, ÃÊ — ãåïàòîêàðöèíîìà.

Ïðîöåññ íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ñâÿçàí ñ
íàðóøåíèåì êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè è ñîïðîâîæäà-
åòñÿ èçìåíåíèÿìè ìîðôîëîãè÷åñêèõ, áèîõèìè÷åñêèõ è
èììóíîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê òêàíè (Õîäîñîâà, 1988;
Ôåëü, 1990). Òèïè÷íûì ïðîÿâëåíèåì ìàëèãíèçàöèè êëå-
òîê ÿâëÿåòñÿ àíòèãåííàÿ äèâåðãåíöèÿ. Ðàíåå áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî îðãàíîñïåöèôè÷åñêàÿ àíòèïî÷å÷íàÿ èììóíîñûâî-
ðîòêà, ïîëó÷åííàÿ ïóòåì èììóíèçàöèè êðîëèêîâ ïðåïàðà-
òîì «êëåòî÷íûõ òåíåé» ïî÷åê êðûñû è èñòîùåííàÿ
ãîìîãåíàòîì êðûñèíîé ïå÷åíè, ïðè îáðàáîòêå ñðåçîâ ïî÷-
êè â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè âûçûâàåò
ÿðêîå ñâå÷åíèå â áàçàëüíûõ ìåìáðàíàõ è ùåòî÷íîé êàåì-
êå èçâèòûõ êàíàëüöåâ ïî÷êè, òîãäà êàê ïðè îáðàáîòêå ñðå-
çîâ ïå÷åíè ôëóîðåñöåíöèè êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð íå íàáëþ-
äàåòñÿ (Èâàíîâ è äð., 1975). Â òî æå âðåìÿ ïðè òåñòèðîâà-
íèè ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè æèâûõ
êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà, èíäóöèðîâàííîé â
ñâîå âðåìÿ ó êðûñ ñêàðìëèâàíèåì 4-äèìåòèëàìèíîáåíçî-
ëà, ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷åíèå «êîëüöåâîãî» èëè «òî÷å÷íî-
ãî» òèïà áûëî îáíàðóæåíî ó 90—94 % îïóõîëåâûõ êëå-

òîê, òîãäà êàê ñ ïîâåðõíîñòíûìè àíòèãåíàìè èíòàêòíûõ
ãåïàòîöèòîâ àíòèñûâîðîòêà íå ðåàãèðóåò. Àíàëîãè÷íî
ïðè îáðàáîòêå èììóíîñûâîðîòêîé ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷å-
íèå ðàçâèâàåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïåðåâèâíûõ îïó-
õîëåé — êðûñèíîé ðàáäîìèîñàðêîìû ÐÀ-2 è ìûøèíîé
ãåïàòîìû 22à, à òàêæå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíûõ îïóõîëåé ÍÒÑ, 27 è ìèîãåííûõ êëåòîê L6J1
(Òåðþêîâà è äð., 1996; Teryukova et al., 1999).

Àêòèâíîå âçàèìîäåéñòâèå àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ñ
àíòèãåíàìè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè
ìåìáðàíàìè êðûñèíûõ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà è ðàáäî-
ìèîñàðêîìû ÐÀ-2, à òàêæå ìûøèíîé ãåïàòîìû 22à, ïîä-
òâåðæäåíî ìåòîäîì òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà (ÈÔÀ). Ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá
ýêñïðåññèè íà ïîâåðõíîñòè àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòîê ïåðåâèâíûõ îïóõîëåé è êëåòî÷íûõ ëèíèé ïî êðàé-
íåé ìåðå îäíîãî èç îðãàíîñïåöèôè÷åñêèõ àíòèãåíîâ ïî÷-
êè è ñòàâèò âîïðîñ î ïðè÷àñòíîñòè ýòèõ ãåòåðîîðãàííûõ
àíòèãåíîâ ê ïðîöåññó êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè (Ôåëü,
1990; Òåðþêîâà è äð., 1996). Ìåòîäîì èììóíîïðåöèïèòà-
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öèè â ëèçàòå êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà îáíàðóæåí ãåòåðî-
îðãàííûé àíòèãåí ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 45 êÄà (Teryukova
et al., 1999), à ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà — êîìïîíåíò ñ
ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà 200—210 êÄà, èäåíòèôèöèðîâàííûé
ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè êàê ëàìèíèí (Òþðÿåâà
è äð., 2005).

Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ãåòåðîîðãàííûõ îïóõîëåàñ-
ñîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ íà ïîâåðõíîñòè ãåïàòîöèòîâ
êðûñû ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ãåïàòîêàíöåðîãåíîâ è â ôóíê-
öèîíàëüíûõ òåñòàõ in vitro îñëîæíÿåòñÿ îïðåäåëåííûìè
ìåòîäè÷åñêèìè òðóäíîñòÿìè, ñâÿçàííûìè ñ èõ âûäåëåíè-
åì è êóëüòèâèðîâàíèåì. Â ýòîé ñâÿçè âñòàë âîïðîñ î âîç-
ìîæíîñòè èçó÷åíèÿ ïðîáëåìû àíòèãåííîé äèâåðãåíöèè
íà äðóãîé äîñòóïíîé êëåòî÷íîé ìîäåëè, â êîòîðîé äèô-
ôåðåíöèðîâêà êëåòîê äîñòèãàåòñÿ â êóëüòóðå. Áîëåå òîãî,
èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ íà êëåò-
êàõ èíîãî ãèñòîãåíåçà ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ðàñøèðåíèþ
íàøèõ ïðåäñòàâëåíèé îá óíèâåðñàëüíîñòè òàêîãî ðîäà ñî-
áûòèé ïðè êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè è ðåøåíèþ âîïðîñà
î ñîïðè÷àñòíîñòè èõ ñèíòåçà ê ïðîöåññó êëåòî÷íîé ïðî-
ëèôåðàöèè.

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå íàïðàâëåíî íà äàëüíåéøåå
èçó÷åíèå ýêñïðåññèè îðãàíîñïåöèôè÷åñêèõ àíòèãåíîâ,
ñâîéñòâåííûõ äåôèíèòèâíîé òêàíè ïî÷åê, íà ïîâåðõíî-
ñòè ãåïàòîìíûõ è ìèîãåííûõ êëåòîê, èõ èäåíòèôèêàöèþ
è îïðåäåëåíèå ïðè÷àñòíîñòè ýòèõ àíòèãåíîâ ê ïðîöåññó
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè áåñïîðîäíûõ êðûñ-ñàìöîâ
ìàññîé 120—150 ã (ïèòîìíèê «Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ). Ñóñ-
ïåíçèþ ãåïàòîöèòîâ èç ïå÷åíè èíòàêòíûõ êðûñ ïîëó÷àëè
â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè Íàçàðîâà è ñîòðóäíè-
êîâ (1989). Êëåòêè ïåðåâèâàåìîé ãåïàòîìû Çàéäåëà îñàæ-
äàëè èç àñöèòà êðûñû öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 50 g â òå-
÷åíèå 15 ìèí è îòìûâàëè ðàñòâîðîì Ðèíãåðà (8.5 ã NaCl,
0.25 ã NaHCO3 è 0.3 ã CaCl2 íà 1 ë H2O, pH 7.0—7.2).
Êóëüòóðû êðûñèíûõ êëåòîê ãåïàòîìû ÍÒÑ, ìèîãåííûõ
êëåòîê L8 è L6J1 ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã); êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì
10 % ñûâîðîòêè ïëîäà êîðîâû (ÑÏÊ). Ïðîöåññ äèôôåðåí-
öèðîâêè ìèîãåííûõ êëåòîê íà÷èíàëè ñ èõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 1 % ÑÏÊ, è ïðîäîëæàëè â ïðè-
ñóòñòâèè èíñóëèíà â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë
(Mandel, Pearson, 1974).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîëèêëîíàëüíîé îðãàíîñïåöèôè÷å-
ñêîé àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè êðîëèêîâ èììóíèçèðîâàëè
ïðåïàðàòîì «êëåòî÷íûõ òåíåé» ïî÷åê êðûñû ñ ïîñëåäóþ-
ùèì 3-êðàòíûì èñòîùåíèåì ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè (Òåðþ-
êîâà, Èâàíîâ, 1993). Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè ñ ôðàêöè-
åé IgG, âûäåëåííîé íà CNBr-àãàðîçå ñ èììîáèëèçèðîâàí-
íûì áåëêîì À, èç àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ïîñëå 3-é
ðåèììóíèçàöèè êðîëèêà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçî-
âàëè ôðàêöèþ IgG, âûäåëåííóþ èç ñûâîðîòêè êðîâè íå-
èììóíèçèðîâàííîãî (èíòàêòíîãî) êðîëèêà. Êîíöåíòðàöèÿ
áåëêà âî ôðàêöèÿõ IgG ñîñòàâëÿëà îêîëî 5 ìã/ìë.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ èììóíî-
õèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ñíèìàëè
ñ ïëàñòèêà ìåõàíè÷åñêèì ïóòåì áåç èñïîëüçîâàíèÿ òðèï-
ñèí-âåðñåíà. Ïîâåðõíîñòíûå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå
ãåòåðîîðãàííûå àíòèãåíû âûÿâëÿëè íà æèâûõ êëåòêàõ ìå-
òîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ïî Ëåæíåâîé

(1968). Äëÿ ýòîãî 2�106 êëåòîê â 0.5 ìë ðàñòâîðà Ðèíãåðà
èíêóáèðîâàëè 15 ìèí ïðè 37 °Ñ ñ èììóíîñûâîðîòêîé èëè
ñ ñûâîðîòêîé èíòàêòíîãî êðîëèêà â ðàçâåäåíèè 1 : 10.
Êëåòêè ïðîìûâàëè è îáðàáàòûâàëè îñëèíîé èììóíîñûâî-
ðîòêîé ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, ìå÷åííîé
èçîòèîöèàíàòîì ôëóîðåñöåèíà.

Ôðàêöèè, îáîãàùåííûå ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíà-
ìè èññëåäóåìûõ êëåòîê, âûäåëÿëè ïî ìåòîäó Õåôôíåðà ñ
ñîàâòîðàìè (Haeffner et al., 1980). Áåëîê âî ôðàêöèÿõ
îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Ìàðêâåëëà ñ ñîàâòîðàìè (Markwell
et al., 1978). Êîëè÷åñòâåííàÿ õàðàêòåðèñòèêà âçàèìîäåé-
ñòâèÿ èììóíîñûâîðîòêè ñ àíòèãåíàìè ôðàêöèè, îáîãà-
ùåííîé ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê, ïîëó÷åíà
ìåòîäîì ÈÔÀ, êàê îïèñàíî ðàíåå (Òåðþêîâà è äð., 1996).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèãåíîâ, âñòóïàþùèõ âî âçàèìîäåé-
ñòâèå ñ èììóíîñûâîðîòêîé, áåëêè ôðàêöèé ïëàçìàòè÷å-
ñêèõ ìåìáðàí ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîìó ðàçäåëå-
íèþ â 7%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ), ñîäåðæà-
ùåì 0.1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS) (Laemmli, 1970),
è ïîñëåäóþùåìó èììóíîáëîòèíãó. Ïðè îïðåäåëåíèè ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ èñïîëüçîâàëè íàáîð ìàðêåðîâ
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: êàðáàíãèäðàçà — 29 êÄà, îâàëü-
áóìèí — 45, àëüáóìèí — 67, ôîñôîðèëàçà b — 97.4, â-ãà-
ëàêòîçèäàçà — 116 è ìèîçèí — 205 êÄà (Sigma, ÑØÀ).

Âûäåëåíèå îðãàíîñïåöèôè÷åñêèõ ïî÷å÷íûõ àíòèãå-
íîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè
êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, ïðîâîäèëè íà èììóíîñîðáåíòå
ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ëèãàíäà IgG èç àíòèïî÷å÷-
íîé ñûâîðîòêè. Áåëêè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè-
÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà è èíòàêòíûõ ãå-
ïàòîöèòîâ, ëèçèðîâàëè 2%-íûì Òðèòîíîì X-100 â
0.010 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (ÔÁ), ñîäåðæàùåì
0.15 Ì NaCl è 1 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà
(pH 7.4), íà ëüäó â òå÷åíèå 20 ìèí. Ñîëþáèëèçàò öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí, êîíöåíòðàöèþ
NaCl â ñóïåðíàòàíòå óâåëè÷èâàëè äî 0.5 Ì è ñîåäèíÿëè ñ
èììóíîñîðáåíòîì â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ñîðáåíò òùà-
òåëüíî îòìûâàëè îò íåñâÿçàâøåãîñÿ áåëêà ÔÁ, ñîäåðæà-
ùèì 0.5 Ì NaCl è 0.5 % Òðèòîíà X-100. Áåëîê, ýëþèðóå-
ìûé ñ èììóíîñîðáåíòà 0.05%-íûì äèýòèëàìèíîì
(pH 11.5), îñàæäàëè 5%-íîé òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòîé,
ïðîìûâàëè àöåòîíîì è ðàçäåëÿëè ìåòîäîì SDS-ýëåêòðî-
ôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ. Ïî îêîí÷àíèè ýëåêòðîôîðåçà
ãåëü ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè ñåðåáðîì, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Òåðþêîâà è äð., 2005). Áåëîê ñ ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà
43 êÄà âûðåçàëè èç ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ è îáðàáàòû-
âàëè äëÿ ïðîâåäåíèÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñîãëàñíî ðåêî-
ìåíäàöèÿì Øåâ÷åíêî è ñîòðóäíèêîâ (Shevchenko et al.,
1996). Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè íà
ìàññ-ñïåêòðîìåòðå MALDI-TOF Bruker reflex IV â ðåæè-
ìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåêòðîíà.
Ïðîáû â îáúåìå 0.5 ìêë íàíîñèëè íà ìèøåíü è äîáàâëÿëè
0.5 ìêë ìàòðèöû — öèàíî-4-ãèäðîêñèêîðè÷íîé êèñëîòû â
êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìêë. Ïîëó÷åííûå ïåïòèäíûå ñïåêò-
ðû îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîèñêîâîé áàçû
SWISSPROT.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ýêñïðåññèè îðãà-
íîñïåöèôè÷åñêèõ ïî÷å÷íûõ àíòèãåíîâ íà ïîâåðõíîñòÿõ
êàê íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ, àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþ-
ùèõ êëåòîê ãåïàòîì è âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ èí-
òàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ êðûñû, òàê è êóëüòèâèðóåìûõ ìèî-
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áëàñòîïîäîáíûõ ìèîãåííûõ êëåòîê (L8 è L6J1) è äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê L6J1 (ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû äëÿ
ÈÔÀ è èììóíîáëîòèíãà). Îáå êëåòî÷íûå ëèíèè ïðîèñõî-
äÿò îò êëåòîê ñêåëåòíûõ ìûøö, íî ñóáëèíèÿ L6J1 òðàíñ-
ôîðìèðîâàíà ìåòèëõîëàíòðåíîì. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1,
äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê L6J1 â ïðèñóòñòâèè 1 % ÑÏÊ è
èíñóëèíà ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ êðóïíûõ ìíîãîÿäåð-
íûõ âåðåòåíîîáðàçíûõ ìèîòóá.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ èñ-
ñëåäóåìûõ êëåòîê êðûñû ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëó-
îðåñöåíöèè. Îáðàáîòêà êëåòîê àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêîé
âûçûâàåò ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷åíèå «êîëüöåâîãî» è «òî-
÷å÷íîãî» òèïîâ ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë êëåòîê ãåïàòîì
Çàéäåëà (ðèñ. 2, à), ÍÒÑ (ðèñ. 2, â), ìèîãåííûõ êëåòîê L8
(ðèñ. 2, æ) è L6J1 (ðèñ. 2, è), òîãäà êàê ñâå÷åíèÿ èíòàêò-
íûõ ãåïàòîöèòîâ íå çàôèêñèðîâàíî (ðèñ. 2, ä). Òàêæå îò-
ñóòñòâóåò ñâå÷åíèå êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ñûâîðîòêîé íå-
èììóíèçèðîâàííîãî êðîëèêà (ðèñ. 2, á, ã, å, ç, ê).

Êîëè÷åñòâåííàÿ õàðàêòåðèñòèêà âçàèìîäåéñòâèÿ àí-
òèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ñ ôðàêöèÿìè, îáîãàùåííûìè
ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè èññëåäóåìûõ êëåòîê, ïîëó-
÷åíà ìåòîäîì ÈÔÀ (ðèñ. 3). Âèäíî, ÷òî àíòèïî÷å÷íàÿ ñû-
âîðîòêà îáëàäàåò áîëüøèì ñðîäñòâîì ê àíòèãåíàì ìèî-
ãåííûõ êëåòîê L8 (ðèñ. 3, 3) è ìåíüøèì — ê àíòèãåíàì
ìèîãåííûõ êëåòîê L6J1, ïðè÷åì êàê ìèîáëàñòîïîäîáíûõ
(ðèñ. 3, 4), òàê è äèôôåðåíöèðîâàííûõ (ðèñ. 3, 6). Ïðè-
ìåðíî ñ òàêèì æå óñïåõîì àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ïðåïàðàòàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà (ðèñ. 3, 1) è
ÍÒÑ (ðèñ. 3, 2) è ëèøü ïðè íèçêèõ ðàçâåäåíèÿõ èììóíî-
ñûâîðîòêè — ñ àíòèãåíàìè ãåïàòîöèòîâ (ðèñ. 3, 5). Ñëå-
äîâàòåëüíî, ìîæíî îæèäàòü, ÷òî â îòëè÷èå îò èíòàêò-
íûõ ãåïàòîöèòîâ äèôôåðåíöèðîâàííûå ìèîãåííûå êëåò-
êè ýêñïðåññèðóþò íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè àíòèãåíû,
ñâîéñòâåííûå äåôèíèòèâíûì òêàíÿì ïî÷åê. Ê òàêîìó
æå âûâîäó ìîæíî ïðèéòè ïðè àíàëèçå ðåçóëüòàòîâ òåñ-
òèðîâàíèÿ ìûøå÷íûõ àíòèãåíîâ, âûïîëíåííîãî ðàíåå:
âçàèìîäåéñòâèå èììóíîñûâîðîòêè ñ àíòèãåíàìè «êëå-
òî÷íûõ òåíåé» ìûøö íàõîäèòñÿ ïðèìåðíî íà òîì æå óðîâ-
íå èëè ïðåâûøàåò ñâÿçûâàíèå ñ àíòèãåíàìè êëåòîê ãåïàòî-
ìû Çàéäåëà, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ïðèñóòñòâèå îáùèõ
àíòèãåíîâ â ñîñòàâå ïðåïàðàòîâ «êëåòî÷íûõ òåíåé» ìûøö
è ôðàêöèè, îáîãàùåííîé ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè
êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà (Òåðþêîâà è äð., 1996).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèãåíîâ, ðåàãèðóþùèõ ñ àíòèïî÷å÷-
íîé ñûâîðîòêîé, áåëêè ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí

èññëåäóåìûõ êëåòîê ðàçäåëÿëè ìåòîäîì SDS-ýëåêòðîôî-
ðåçà â 7%-íîì ÏÀÀÃ ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì.
Íà ðèñ. 4, à, á âèäíî, ÷òî â îáðàçöàõ ãåïàòîìû Çàéäåëà è
ÍÒÑ àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà èíòåíñèâíî îêðàøèâàåò
êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 200—205 êÄà è ñëàáåå —
180 êÄà. Ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè Òþðÿåâà ñ ñîàâòî-
ðàìè (2004) èäåíòèôèöèðîâàëè êîìïîíåíò 200—205 êÄà
êàê á4-, â1- è â2-öåïè ëàìèíèíà-8/9, à ïîëîñó ñ ìîë. ìàñ-

946 Í. Ï. Òåðþêîâà, À. Ñ. Äåøåâà è äð.

Ðèñ. 1. Ìèîòóáû äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîãåííûõ êëåòîê L6J1.

Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå îðãàíîñïåöèôè÷åñêèõ ïî÷å÷íûõ àíòèãåíîâ
íà ïîâåðõíîñòè æèâûõ êëåòîê ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíî-

ôëóîðåñöåíöèè.

Ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷åíèå êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà (à) è êóëü-
òèâèðóåìîé ãåïàòîìû ÍÒÑ (â), ìèîãåííûõ êëåòîê L8 (æ) è L6J1 (è), îá-
ðàáîòàííûõ àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêîé; ñâå÷åíèå èíòàêòíûõ ãåïàòîöè-
òîâ (ä) è êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ñûâîðîòêîé íåèììóíèçèðîâàííîãî êðî-

ëèêà (á, ã, å, ç, ê), íå çàðåãèñòðèðîâàíî.



ñîé îêîëî 180 êÄà — êàê ã1-öåïü ëàìèíèíà, èç ÷åãî ñëå-
äóåò, ÷òî àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà ñîäåðæèò àíòèòåëà ê
â1-, â2- è ã1-öåïÿì ëàìèíèíà. Â ñîñòàâå èíòàêòíûõ ãåïà-
òîöèòîâ (ðèñ. 4, â) ýòîò êîìïîíåíò íå îïðåäåëÿåòñÿ, ÷òî
õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè. Äåéñòâè-
òåëüíî, ãåïàòîöèòû íîðìàëüíîé âçðîñëîé ïå÷åíè ñåêðåòè-
ðóþò ôèáðîíåêòèí è íå ñèíòåçèðóþò ëàìèíèí (Stamatog-
lou et al., 1991; Couvelard et al., 1998), òîãäà êàê óæå â ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðå ãåïàòîöèòû íàðÿäó ñ ôèáðîíåêòèíîì è
êîëëàãåíîì íà÷èíàþò ñåêðåòèðîâàòü ëàìèíèí (Clement et
al., 1988; Rescan et al., 1991). Â ýêñïåðèìåíòàõ íà êðûñàõ
ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå òðåõêðàòíîãî ââåäåíèÿ æèâîòíûì ãå-
ïàòîêàíöåðîãåíà äèýòèëíèòðîçàìèíà (ÄÝÍÀ) íà ôîíå ÷à-
ñòè÷íîé ãåïàòýêòîìèè ëàìèíèí îáíàðóæèâàåòñÿ â íåîïëà-
ñòè÷åñêèõ óçëàõ è âîêðóã ïñåâäîàöèíàðíûõ ñòðóêòóð
(Rescan et al., 1990). Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåí ñèíòåç ëàìè-
íèíà â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ãåïàòîì êðûñû (Faza 967 è
ÍÒÑ) è ÷åëîâåêà (HepG2 è HBGC2). Âàæíî ïîä÷åðêíóòü,
÷òî äèñêðåòíûå îòëîæåíèÿ ëàìèíèíà âèäíû â ýíäîïëàç-
ìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå ãåïàòîöèòîâ, ò. å. ïðè îïðåäåëåí-
íûõ óñëîâèÿõ èìåííî ñàìè ãåïàòîöèòû ñïîñîáíû ñèíòå-
çèðîâàòü ëàìèíèí, ïðè÷åì ðå÷ü èäåò î âûÿâëåíèè ïðåè-
ìóùåñòâåííî â-öåïè ëàìèíèíà è â ìåíüøåé ñòåïåíè
ã-öåïè, òîãäà êàê ñèíòåçà á-öåïè ãåïàòîöèòàìè êðûñû àâ-
òîðû íå îáíàðóæèëè. Ïîçäíåå áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû
èçîôîðìû ëàìèíèíà, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêàìè ãåïàòîêàð-
öèíîìû (ÃÊ) ÷åëîâåêà êàê ëàìèíèí-2/4 (á2, â1, â2 è ã1)
(Lietard et al., 1998). Òàêæå óñòàíîâëåí ñèíòåç êëåòêàìè
ÃÊ ÷åëîâåêà ëàìèíèíà-5 (á3, â3 è ã2), ïðè÷åì γ 2-öåïü ýêñ-
ïðåññèðóåòñÿ òîëüêî ìåòàñòàçèðóþùèìè îïóõîëÿìè (Gi-
annelli et al., 2003), ò. å. ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïî ìåðå
îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè ñ óâåëè÷åíèåì èíâàçèâíîñòè è
ïîäâèæíîñòè êëåòîê, èõ ìåòàñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ìå-
íÿåòñÿ èçîôîðìà ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè ëàìèíèíà. Îò-
ìåòèì òàêæå, ÷òî ëàìèíèí-5 (è ïðåæäå âñåãî åãî ã2-öåïü)
ïðèçíàí â êà÷åñòâå áèîìàðêåðà ãåïàòîêàðöèíîì ÷åëîâåêà
è èìååò â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå äèàãíîñòè÷åñêîå è ïðî-
ãíîñòè÷åñêîå çíà÷åíèå (Qin, Tang, 2004). Òàêèì îáðàçîì,
ïî-âèäèìîìó, â îòíîøåíèè ëàìèíèíà íåëüçÿ íå ñîãëà-

ñèòüñÿ ñ òåì, «÷òî àíòèãåííàÿ äèâåðãåíöèÿ, îñóùåñòâëÿå-
ìàÿ çà ñ÷åò ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ, ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî
èëè, òî÷íåå, íå ñòîëüêî ñëåäñòâèåì ýíåðãè÷íîé ïðîëèôå-
ðàöèè êëåòîê, ñêîëüêî ðåçóëüòàòîì âëèÿíèÿ äðóãèõ ôàê-
òîðîâ, ñðåäè êîòîðûõ íåëüçÿ íå óïîìÿíóòü î ñíèæåíèè
êîìïåòåíöèè êëåòîê ê ðåãóëèðóþùèì ñòèìóëàì...» (Ôåëü,
1990).
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Ðèñ. 3. Îïðåäåëåíèå ñâÿçûâàíèÿ îðãàíîñïåöèôè÷åñêîé àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ñ àíòèãåíàìè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè-
÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîì Çàéäåëà (1) è ÍÒÑ (2), ìèîáëàñòîâ ìèîãåííûõ êëåòîê L8 (3) è L6J1 (4), ìèîòóá äèôôåðåíöèðîâàí-

íûõ êëåòîê L6J1 (6), à òàêæå èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ (5) ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Ðèñ. 4. Âûÿâëåíèå îðãàíîñïåöèôè÷åñêèõ ïî÷å÷íûõ àíòèãåíîâ
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà.

Áåëêè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîì
Çàéäåëà (à) è ÍÒÑ (á), èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ (â), ìèîáëàñòîâ ìèîãåí-
íûõ êëåòîê L8 (ã) è L6J1 (ä), ìèîòóá äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîãåííûõ
êëåòîê L6J1 (å), ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 7%-íîì ÏÀÀÃ è ïîñëå
ïåðåíîñà íà íèòðîöåëëþëîçó îáðàáàòûâàëè àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêîé.

×èñëà ñëåâà — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ìàðêåðíûõ áåëêîâ, êÄà.



Íàðÿäó ñ ëàìèíèíîì àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà âûÿâ-
ëÿåò â ñîñòàâå ãåïàòîìíûõ êëåòîê åùå ðÿä êîìïîíåíòîâ,
îòñóòñòâóþùèõ â ñîñòàâå èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ, êîòî-
ðûå ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ â êà÷åñòâå îïóõîëåàññîöèèðî-
âàííûõ àíòèãåíîâ. Ïðåæäå âñåãî ðå÷ü èäåò î ñâÿçûâàíèè
àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ñ áåëêàìè êëåòîê ãåïàòîìû ÍÒÑ
ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 116 êÄà è êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ñ
ìîë. ìàññàìè 105—110 è 125—130 êÄà, êîòîðûå â îò-
äåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñëèâàþòñÿ â îäíó øèðîêóþ ïîëî-
ñó 110—125 êÄà. Êðîìå òîãî, â îáðàçöàõ êëåòîê ãåïàòîìû
Çàéäåëà ñòàáèëüíî îïðåäåëÿþòñÿ êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàñ-
ñîé 75—80 êÄà, îòñóòñòâóþùèé â êëåòêàõ èíòàêòíûõ ãå-
ïàòîöèòîâ è ãåïàòîìû ÍÒÑ, è áåëîê ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
43 êÄà, êîòîðûé â ìåíüøèõ êîëè÷åñòâàõ îáíàðóæèâàåòñÿ
â ãåïàòîìå ÍÒÑ è ãåïàòîöèòàõ. Â ýòîé ñâÿçè ñòîèò îáðà-
òèòü âíèìàíèå íà ñëåäóþùèé ìîìåíò. Â ñâîåì îáçîðå, ïî-
ñâÿùåííîì âîïðîñó àíòèãåííîé äèâåðãåíöèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê, Ôåëü (1990) îñîáî ïîä÷åðêèâàë êîëè÷åñòâåííûé
õàðàêòåð ðàçëè÷èé â ñîäåðæàíèè ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãå-
íîâ â îïóõîëåâûõ è íîðìàëüíûõ òêàíÿõ: ðå÷ü ìîæåò èäòè
íå ñòîëüêî î ïîÿâëåíèè â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ íåêîòîðûõ
àíòèãåíîâ íåãîìîëîãè÷íûõ íîðìàëüíûõ òêàíåé, ñêîëüêî
îá óñèëåíèè èõ ýêñïðåññèè (up-regulation), ÷òî, âîçìîæíî,

ìû è íàáëþäàåì â ñëó÷àå àíòèãåíà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
43 êÄà.

Ñ öåëüþ äàëüíåéøåé èäåíòèôèêàöèè îïóõîëåàññîöè-
èðîâàííûõ ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ áûëà ïðåäïðèíÿòà
ïîïûòêà èõ âûäåëåíèÿ èç ëèçàòîâ ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ
ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà è
èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ êðûñû, ìåòîäîì àôôèííîé õðî-
ìàòîãðàôèè íà èììóíîñîðáåíòå ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷å-
ñòâå ëèãàíäà IgG, èçîëèðîâàííûõ èç àíòèïî÷å÷íîé ñûâî-
ðîòêè. Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû SDS-ýëåêòðî-
ôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ áåëêîâ, ýëþèðóåìûõ ñ
èììóíîñîðáåíòà: èç ëèçàòà ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê (ðèñ. 5, à) âûäåëåí åäèíñòâåííûé áåëîê ñ
ìîë. ìàññîé îêîëî 43 êÄà èç âûÿâëåííûõ ìåòîäîì èììó-
íîáëîòèíãà ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ; ðåçóëüòàòû èäåí-
òèôèêàöèè ýòîãî áåëêà ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå è íà
ðèñ. 6. Â òî æå âðåìÿ èç ëèçàòà ñîîòâåòñòâóþùåé ôðàêöèè
èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ áåëêè âûäåëÿþòñÿ ëèøü â ñëåäî-
âûõ êîëè÷åñòâàõ (ðèñ. 6, á).

Ïðè àíàëèçå ñïåêòðîâ òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ è â ðà-
áîòå ñ áàçîé äàííûõ ìû ðóêîâîäñòâîâàëèñü èìåþùèìèñÿ
â ëèòåðàòóðå ðåêîìåíäàöèÿìè (Jensen et al., 1998; Bald-
win, 2004). Òàê, äëÿ ïîëîæèòåëüíîé èäåíòèôèêàöèè áåëêà
íåîáõîäèìî ñîâïàäåíèå ïî ìîíîèçîòîïíîé ìàññå ïî êðàé-
íåé ìåðå 5 òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ ïðè îòêëîíåíèè èçìå-
ðåííûõ ðåçóëüòàòîâ îò ðàññ÷èòàííûõ çíà÷åíèé (ïðè òîëå-
ðàíòíîñòè) íå áîëåå 0.1 Äà. Êðîìå òîãî, 6 ñîâïàäåíèé ïî
ìîíîèçîòîïíîé ìàññå ïðè 20%-íîì ïåðåêðûâàíèè ïî
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæåò áûòü äîñòà-
òî÷íî äëÿ èäåíòèôèêàöèè áåëêà. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà
ñïåêòðà áåëêà, âûäåëåííîãî íà èììóíîñîðáåíòå èç ëèçàòà
ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû Çàé-
äåëà, ïðè òîëåðàíòíîñòè 0.1 Äà ìû îáíàðóæèëè 13 îáùèõ
ïåïòèäîâ è 43 % ïåðåêðûâàíèÿ ïî àìèíîêèñëîòíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ñ â-àêòèíîì (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 6).

Ïîëó÷åííûé íàìè ðåçóëüòàò âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ ëè-
òåðàòóðíûìè äàííûìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ðîñò ãåïàòîìû
Ìîððèñà ó êðûñ ñîïðîâîæäàåòñÿ ñóùåñòâåííûìè èçìåíå-
íèÿìè â ñîäåðæàíèè àêòèíà è åãî ïîëèìåðèçàöèè (Malic-
ka-Blaszkiewicz et al., 1995). Òàê, íà 2-é íåä ðîñòà îïóõîëè
â öèòîçîëå êëåòîê îòìå÷àåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå
îáùåãî àêòèíà è F-àêòèíà, çà êîòîðûì ñëåäóåò ðåçêîå ñíè-
æåíèå ýòèõ ïîêàçàòåëåé. Àêòèí èç öèòîçîëÿ êëåòîê ãåïà-
òîìû Ìîððèñà áûë âûäåëåí ìåòîäîì àôôèííîé õðîìà-
òîãðàôèè è èäåíòèôèöèðîâàí ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë êàê â-àêòèí (Nowak et al., 1999). Âûñîêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ â-àêòèíà îáíàðóæåí òàêæå â
êëåòêàõ êðûñèíîé ãåïàòîìû N1S1 è â ãåïàòîöåëëþëÿð-
íûõ îïóõîëÿõ ÷åëîâåêà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîñåäíåé íåîïó-
õîëåâîé òêàíüþ (Chang et al., 1998; Lau et al., 2000). Áîëåå
òîãî, åäèíè÷íàÿ èíúåêöèÿ êðûñå èíèöèèðóþùåé äîçû ãå-
ïàòîêàíöåðîãåíà ÄÝÍÀ ïðèâîäèò ê îñòðûì èçìåíåíèÿì
ãåííîé ýêñïðåññèè â ïå÷åíè è, â ÷àñòíîñòè, ê çíà÷èòåëü-
íîìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ìÐÍÊ â-àêòèíà (Suzuki et al.,

948 Í. Ï. Òåðþêîâà, À. Ñ. Äåøåâà è äð.

Ðèñ. 5. Âûäåëåíèå îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî ãåòåðîîðãàííîãî
àíòèãåíà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 43 êÄà èç ëèçàòà ôðàêöèè ïëàçìà-
òè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà ìåòîäà-

ìè àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè è SDS-ýëåêòðîôîðåçà (à).

Â ëèçàòå ñîîòâåòñòâóþùåé ôðàêöèè èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ ýòîò áåëîê
îáíàðóæèâàåòñÿ â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå (á). ×èñëà ñëåâà — ìîëåêóëÿð-

íûå ìàññû ìàðêåðíûõ áåëêîâ, êÄà.

Èäåíòèôèêàöèÿ ãåòåðîîðãàííîãî àíòèãåíà, àññîöèèðîâàííîãî ñ ôðàêöèåé
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ãåïàòîìû Çàéäåëà, ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè
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1994). Îòìåòèì òàêæå ðàáîòó, âûïîëíåííóþ íà êðèîñòàò-
íûõ ñðåçàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà, ñîäåð-
æàùåé ãëàäêîìûøå÷íûå àíòèòåëà, â òîì ÷èñëå àíòèòåëà ê
àêòèíó (Toh et al., 1977). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ñèëüíîå
îêðàøèâàíèå êîíòóðîâ íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ íåî-
ïëàñòè÷åñêèõ êëåòîê ïå÷åíè è ãåïàòîöèòîâ â ïðåíåîïëà-
ñòè÷åñêèõ î÷àãàõ ïðè îáðàáîòêå ïðåïàðàòîâ ñûâîðîòêîé
îáúÿñíÿåòñÿ óâåëè÷åííîé ýêñïðåññèåé ýòèìè êëåòêàìè
àêòèíîïîäîáíîãî êîíòðàêòèëüíîãî áåëêà. Ïîõîæàÿ ñèòóà-
öèÿ, ïî-âèäèìîìó, èìååò ìåñòî â íàøåé ðàáîòå. Àíòèïî-
÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà áûëà ïîëó÷åíà íà «êëåòî÷íûå òåíè» ïî-
÷åê, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, ïîêðûòû ôèáðîçíîé êàïñó-
ëîé, ñîñòîÿùåé èç íàðóæíîãî ñîåäèíèòåëüíîòêàííîãî
ñëîÿ è âíóòðåííåãî ãëàäêîìûøå÷íîãî. Ïîýòîìó, íåóäèâè-
òåëüíî, ÷òî â ñîñòàâå àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ïðèñóòñò-
âóþò ãëàäêîìûøå÷íûå àíòèòåëà è, â ÷àñòíîñòè, ïîëèêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ê àêòèíó, âñòóïàþùèå ñ íèì âî âçàèìî-
äåéñòâèå â èììóíîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ. Âûÿâëåííûå
íàìè ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ñîäåðæàíèè â-àêòèíà âî
ôðàêöèÿõ, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè
àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà è èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ,
ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ áîëåå âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè
â-àêòèíà â íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ ãåïàòîöåëëþëÿð-
íûõ îïóõîëÿõ è(èëè) ñ ðàçëè÷íîé îðãàíèçàöèåé àêòèíîâî-
ãî êîðòåêñà â ïðèìåìáðàííîì öèòîçîëå ìàëèãíèçèðîâàí-
íûõ êëåòîê è èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòîâ.

Òåïåðü îáðàòèìñÿ ê äàííûì, ïîëó÷åííûì íà ìèîãåí-
íûõ êëåòêàõ (ðèñ. 4). Êàê ñëåäóåò èç ðåçóëüòàòîâ èììó-
íîáëîòèíãà, â ñîñòàâå ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè-
÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ìèîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé (ðèñ. 4, ã, ä) è äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê L6J1
(ðèñ. 4, å), àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà îêðàøèâàåò îáùèé
êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé ïîðÿäêà 200—205 êÄà, êîòîðûé,
ñêîðåå âñåãî, ñîäåðæèò â1/â2- è ã1-öåïè ëàìèíèíà, ïðè-
÷åì âèäíî, ÷òî ñèíòåç ëàìèíèíà ìèîòóáàìè (ðèñ. 4, å)
óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïîäòâåðæäåíèåì òàêîé òî÷êè çðåíèÿ ñëó-
æàò ëèòåðàòóðíûå äàííûå. Òàê, Øóëåð è Ñîðîêèí (1995)
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ïîêàçàëè, ÷òî ïîëèêëîíàëüíàÿ
àíòèñûâîðîòêà ê ëàìèíèíó-1 (á1, â1 è ã1) îêðàøèâàåò
êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 200 êÄà êëåòî÷íûõ ëèçà-
òîâ ìèîáëàñòîâ è ìèîòóá ìèîãåííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, à
òàêæå ïåðâè÷íûõ ìèîãåííûõ êóëüòóð ìûøè, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá ýêñïðåññèè â1- è ã1-öåïåé ëàìèíèíà ýòèìè
êëåòêàìè (Schuler, Sorokin, 1995). Òå æå ëàìèíèíîâûå
öåïè âûÿâëÿþòñÿ àíòèñûâîðîòêîé ê ëàìèíèíó-1 ïðè àíà-
ëèçå ýêñòðàêòîâ ñêåëåòíûõ è ñåðäå÷íûõ ìûøö âçðîñëûõ
ìûøåé. â1- è ã1-öåïè, ñåêðåòèðóåìûå ìûøå÷íûìè êëåò-
êàìè, ôîðìèðóþò êîìïëåêñ ñ 380 êÄà á2-öåïüþ ëàìèíè-
íà-2, êîòîðàÿ íå âûÿâëÿåòñÿ àíòèñûâîðîòêîé ê ëàìèíè-

íó-1. Íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ðàáäîìèîñàðêîìû ÷åëîâåêà è
ìûøèíûõ ìèîáëàñòàõ Ñ2Ñ12 ïîêàçàíî, ÷òî åñëè ëàìè-
íèí-1 ñïîñîáñòâóåò ïðîëèôåðàöèè ìèîáëàñòîâ, èõ ñëèÿ-
íèþ è îáðàçîâàíèþ ìèîòóá, òî ëàìèíèí-2/4 ñïîñîáñòâóåò
ñòàáèëüíîñòè ìèîòóá, ïðåäîòâðàùàÿ àïîïòîç; ýêñïðåññèÿ
ëàìèíèíà-2/4 (á1, â1/â2 è ã1) óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå äèô-
ôåðåíöèðîâêè ìèîãåííûõ êëåòîê (Vachon et al., 1996).
Ñèíòåç â1- è ã1-öåïåé ëàìèíèíà âûÿâëåí òàêæå äëÿ êëå-
òî÷íîé ëèíèè L6 êðûñèíûõ ìèîáëàñòîâ (Kroll et al.,
1994). Ïîñêîëüêó èñïîëüçóåìàÿ â íàøåé ðàáîòå àíòèïî-
÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà ñîäåðæèò àíòèòåëà ê â1/â2- è ã1-öåïÿì
ëàìèíèíà, ñ âûñîêîé äîëåé âåðîÿòíîñòè ìîæíî ñ÷èòàòü,
÷òî îáùèé êîìïîíåíò ìèîãåííûõ êëåòîê ñ ìîë. ìàññîé
ïîðÿäêà 200—210 êÄà ñîäåðæèò â1/â2- è ã1-öåïè ëàìèíè-
íà. Áîëåå òîãî, âûñîêîå ñðîäñòâî àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîò-
êè ê àíòèãåíàì «êëåòî÷íûõ òåíåé» ñêåëåòíîé ìûøöû
âçðîñëîé êðûñû, îáíàðóæåííîå íàìè ðàíåå (Òåðþêîâà è
äð., 1996), âèäèìî, òàêæå îáúÿñíÿåòñÿ ïðèñóòñòâèåì â
ïðåïàðàòå ëàìèíèíà.

Âìåñòå ñ òåì ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà ñëåäóþ-
ùåå. Âî-ïåðâûõ, â ñïåêòðå ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ìèî-
ãåííûõ êëåòîê L8 îáíàðóæèâàåòñÿ àíòèãåí ñ ìîë. ìàññîé
120 êÄà, êîòîðûé ïðàêòè÷åñêè íå îïðåäåëÿåòñÿ â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ìåòèëõîëàíòðåíîì êëåòêàõ L6J1 è ïîÿâ-
ëÿåòñÿ ïîñëå èõ äèôôåðåíöèðîâêè; âî-âòîðûõ, â ñîñòàâå
ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí àêòèâíî ïðîëèôåðèðó-
þùèõ ìèîáëàñòîïîäîáíûõ ìèîãåííûõ êëåòêàõ L8 è L6J1
àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà âûÿâëÿåò ðÿä àíòèãåíîâ ñ ìîë.
ìàññàìè ïîðÿäêà 38, 42, 44, 48, 62 è 78 êÄà, ïðè÷åì â ïðå-
ïàðàòàõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê L6J1 ýòè àíòèãåíû
ëèáî âûðàæåíû ñëàáî, ëèáî îòñóòñòâóþò. Íàëè÷èå â ñî-
ñòàâå àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ê àêòèíó ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âïîëíå îáîñíîâàííîå çàêëþ-
÷åíèå î òîì, ÷òî êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé 42 êÄà, âûÿâ-
ëåííûé âî ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ìèîáëàñòîâ,
ÿâëÿåòñÿ àêòèíîì. Ïîñðåäñòâîì ðÿäà àêòèíñâÿçûâàþùèõ
áåëêîâ àêòèí àññîöèèðóåòñÿ ñ èíòåãðèíîâûìè ðåöåïòîðà-
ìè è îáíàðóæèâàåòñÿ âî ôðàêöèÿõ, îáîãàùåííûõ ïëàçìà-
òè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè (Barmann et al., 1986; Kieffer et al.,
1995). Â òàêîì ñëó÷àå âûçûâàåò óäèâëåíèå åãî îòñóòñòâèå
â ìèîòóáàõ. Íà íàø âçãëÿä, îòñóòñòâèå àêòèíà â ïðåïàðàòå
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîãåííûõ êëåòîê ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ ðàçëè÷íîé îðãàíèçàöèåé àêòèíà â ìèîáëàñòàõ è
ìèîòóáàõ. Òàê, èçâåñòíî, ÷òî ñóùåñòâóþò òðè òèïà àêòè-
íîâ — á-, â- è ã-àêòèíû. Ïðè ýòîì åñëè á-àêòèí õàðàêòå-
ðåí äëÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê, òî öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèå â- è ã-àêòèíû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íåìû-
øå÷íûå ôîðìû áåëêà. Â òàêèõ êëåòêàõ, êàê ôèáðîáëàñòû,
ýïèòåëèé, ëåéêîöèòû è äð., â- è ã-àêòèíû ïîëèìåðèçóþò-
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Ðèñ. 6. Èäåíòèôèêàöèÿ ãåòåðîîðãàííîãî àíòèãåíà, àññîöèèðîâàííîãî ñ ôðàêöèåé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí àñöèòíîé ãåïàòîìû
Çàéäåëà, ìåòîäîì MALDI ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Ïåðåêðûâàíèå ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó öèòîïëàçìàòè÷åñêèì â-àêòèíîì êðûñû è òðèïòè÷åñêèìè ïåïòèäàìè áåëêà ñ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 43 êÄà ñîñòàâëÿåò 43 % (ïåðåêðûâàþùèåñÿ ïåïòèäû ïîä÷åðêíóòû).



ñÿ â ìèêðîôèëàìåíòû, êîòîðûå ôîðìèðóþò àêòèíîâûé
êîðòåêñ, ðàñïîëàãàþùèéñÿ ïîä ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé
è àññîöèèðîâàííûé ñ íåé. Ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðóåìûå
ìèîáëàñòîïîäîáíûå ìèîãåííûå êëåòêè òàêæå ñèíòåçèðóþò
íåìûøå÷íûé â-àêòèí, êîòîðûé âûòåñíÿåòñÿ ìûøå÷íûì
á-àêòèíîì âî âðåìÿ òåðìèíàëüíîé ñòàäèè ìèîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè, êîãäà ïðîëèôåðèðóþùèå ìèîáëàñòû ñëèâà-
þòñÿ â ìíîãîÿäåðíûå ìèîòóáû (Leibovitch et al., 1984; Loh-
se, Arnold, 1988). Â äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîòóáàõ á-àê-
òèí îáðàçóåò ìèîôèáðèëëû, ðàñïîëàãàþùèåñÿ âäîëü
ìíîãîÿäåðíîé âåðåòåíîîáðàçíîé êëåòêè. Âîçìîæíî, â ðå-
çóëüòàòå òàêîé îðãàíèçàöèè àêòèíà â ìèîòóáàõ âî ôðàêöèè
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí àêòèí îòñóòñòâóåò.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëÿåò
ñäåëàòü ñëåäóþùèå âûâîäû: 1) â ñîñòàâå ôðàêöèé, îáîãà-
ùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîìíûõ êëå-
òîê, îïðåäåëåíû îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå ãåòåðîîðãàí-
íûå àíòèãåíû ñ ìîë. ìàññàìè ïîðÿäêà 105—130, 75—80
(äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà) è 43 êÄà; ïîñëåäíèé èäåí-
òèôèöèðîâàí ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè êàê öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèé â-àêòèí; 2) àíòèïî÷å÷íàÿ ñûâîðîòêà âî ôðàê-
öèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êóëüòèâèðóåìûõ ìèîãåí-
íûõ êëåòîê âûÿâëÿåò ëàìèíèí — îðãàíîñïåöèôè÷åñêèé
àíòèãåí ïî÷åê, îáíàðóæåííûé ðàíåå â ñïåêòðå ïîâåðõíî-
ñòíûõ àíòèãåíîâ êëåòîê ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ îïóõîëåé
êðûñ; ñèíòåç ëàìèíèíà ãåïàòîìíûìè è ìèîãåííûìè êëåò-
êàìè, ïî-âèäèìîìó, íå ñîïðÿæåí ñ ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòüþ êëåòîê; 3) ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ, âûÿâëåí-
íûå ñ ïîìîùüþ àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè â ñîñòàâå ôðàê-
öèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ìèîáëàñòîâ ìèîãåííûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé L8 è L6J1, à òàêæå ìèîòóá, îáðàçîâàâ-
øèõñÿ â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê L6J1, ïîçâî-
ëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýêñïðåññèÿ àíòèãåíà ñ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 120 êÄà ñîïðÿæåíà ñ óðîâíåì äèôôåðåíöèðîâ-
êè ìèîãåííûõ êëåòîê, à ãåòåðîîðãàííûõ àíòèãåíîâ ñ ìîë.
ìàññàìè 38, 42, 44, 48, 62 è 78 êÄà — ñ ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòüþ êëåòîê. Íàïðèìåð, âîçìîæíî, ÷òî îòñóò-
ñòâèå â-àêòèíà âî ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê L6J1 ñâÿçàíî ñ èíîé îðãàíèçà-
öèåé àêòèíà â ìèîòóáàõ, à èìåííî ñ îáðàçîâàíèåì ìèî-
ôèáðèëë.

Àâòîðû âûðàæàþò ñâîþ áëàãîäàðíîñòü ñîòðóäíèêó
Îòäåëà ïðîòåîìíûõ èññëåäîâàíèé ÍÈÈ áèîìåäèöèí-
ñêîé õèìèè ÐÀÌÍ (Ìîñêâà) Ì. Â. Ñåðåáðÿêîâîé çà ïî-
ìîùü â ïðîâåäåíèè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè áåëêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49186).
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The investigation of antigenic diversion of tumor cells resulting from the expression of heteroorganic anti-
gens has been continued. Tumor-associated heteroorganic antigens with mol. weight 200—210 kDa (identified
before as laminin), 105—130, 75—80 and 43 kDa were detected by anti-kidney serum in fractions of plasmatic
membranes of cells of rat ascitic Zajdela hepatoma and cultured HTC hepatoma; the antigen 43 kDa was isola-
ted on immunosorbent and identified by mass spectrometry as â-actin. Anti-kidney serum revealed laminin in
fractions of plasmatic membranes of cultured L8 and L6J1 myoblasts, and L6J1 myotubes; apparently, synthesis
of laminin by hepatoma and myogenic cells is not connected with their proliferative activity. Besides, anti-kid-
ney serum detected components 38, 42, 44, 48, 62, 78 and 120 kDa, expression of which on myogenic cells sur-
face might be consequence of active cell proliferation and (or) differentiation.

K e y w o r d s: â-actin, antigenic diversion, hepatoma, laminin, mass-spectrometry, myogenic cells, tu-
mor-associated antigens.
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