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Îïèñûâàåòñÿ ðåàêöèÿ ÿäðûøêà íà èíãèáèðîâàíèå ñèíòåçà áåëêà, ïðîÿâëÿþùàÿñÿ ïðè èììóíîìå÷å-
íèè êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa íîâûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè A3. Â ÿäðûøêàõ íîðìàëüíûõ êëåòîê
A3-àíòèãåí âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå ìíîãî÷èñëåííûõ ôîêóñîâ, à â ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ — â îäèíî÷íûõ
ôîêóñàõ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê âîçäåéñòâèþ ïåïñèíà è íå ÷óâñòâèòåëüíûõ ê îáðàáîòêå êëåòîê ÐÍÊàçîé À,
÷òî ãîâîðèò î åãî áåëêîâîé ïðèðîäå. Íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå A3-àíòèãåí ëîêàëèçóåòñÿ ïðåèìóùå-
ñòâåííî íà ïåðèôåðèè ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðîâ. Â ñîâîêóïíîñòè ýòè ñâîéñòâà A3-àíòèãåíà ïîçâîëÿþò îò-
íåñòè åãî ê ìîëåêóëÿðíûì êîìïîíåíòàì òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I. Óäèâèòåëü-
íûì ñâîéñòâîì A3-àíòèãåíà ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê ìèãðàöèè èç ÿäðûøêà â äèñêðåòíûå ôîêóñû â íóê-
ëåîïëàçìå ïðè èíãèáèðîâàíèè ñèíòåçà áåëêà àíèçîìèöèíîì, ïóðîìèöèíîì èëè öèêëîãåêñèìèäîì.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ðàñïîëîæåíèå àíòèãåíà ÿäðûøêà, âûÿâëÿåìîãî íî-
âûì àíòèòåëîì A3, êàê öèòîëîãè÷åñêèé ïðèçíàê îáùåãî óðîâíÿ ñèíòåçà áåëêà â êëåòêàõ ÷åëîâåêà in vitro.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà A3, ÿäðûøêî, òðàíñêðèïöèîííûé êîìï-
ëåêñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I, àíèçîìèöèí, ïóðîìèöèí, öèêëîãåêñèìèä.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÄÀÏÈ — 4�,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíèíäîë, ÏÔÊ — ïëîòíûé ôèáðèë-
ëÿðíûé êîìïîíåíò, ïðå-ðÐÍÊ — 47—45S ðÐÍÊ, ðÄÍÊ — ðèáîñîìíàÿ ÄÍÊ, ðÐÍÊ — ðèáîñîìíàÿ ÐÍÊ,
ßÎÐ — ÿäðûøêîîáðàçóþùèé ðàéîí õðîìîñîìû, ÔÖ — ôèáðèëëÿðíûé öåíòð, PBS — ñòàíäàðòíûé ôîñ-
ôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð.

ßäðûøêî — íàèáîëåå êðóïíûé ñòðóêòóðíûé äîìåí
ÿäðà ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè, îñíîâíîé ôóíêöèåé êîòî-
ðîãî ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòèå â ñèíòåçå ðèáîñîì. Îáðàçîâàíèå
ðèáîñîì — ýòî ñëîæíûé ïðîöåññ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ
òðè îñíîâíûõ ýòàïà: òðàíñêðèïöèþ ðèáîñîìíûõ ãåíîâ
(ðÄÍÊ), ñîçðåâàíèå ïåðâè÷íûõ 45—47S-òðàíñêðèïòîâ
ðÐÍÊ (ïðå-ðÐÍÊ) è ñáîðêó ðèáîñîìíûõ ÷àñòèö. Ñîãëàñíî
ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, êàæäûé èç ýòèõ ýòàïîâ
êîíòðîëèðóåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèì íàáîðîì áåëêîâ, êîòîðûå
â ñîâîêóïíîñòè ñîñòàâëÿþò òðåòü èç ïðèáëèçèòåëüíî 700
áåëêîâ, âûÿâëÿåìûõ â ÿäðûøêàõ êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa
ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (Andersen et al., 2005). Ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè íàèáîëåå õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàíû
áåëêè, ïðèíèìàþùèå ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè
ðèáîñîìíûõ ãåíîâ (ðÄÍÊ). Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ïîìèìî
ñàìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I, ñîñòîÿùåé èç 13 ñóáúåäèíèö, ê
íèì òàêæå îòíîñÿòñÿ ñïåöèôè÷åñêèé êî-ôàêòîð ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû I, áåëîê UBF è ñåëåêòèâíûé ôàêòîð SL1, êîòî-
ðûé â ñâîþ î÷åðåäü ñîñòîèò èç TBP (TATA-binding prote-
in) è êàê ìèíèìóì òðåõ ôàêòîðîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
TBP (TBP-associated factors, TAFs), (Russell, Zomerdijk,
2005). Îáùèì ñâîéñòâîì áåëêîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I, ðåçêî
îòëè÷àþùèì èõ îò äðóãèõ ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ, ÿâëÿåòñÿ
ïðî÷íàÿ ñâÿçü ñ ðÄÍÊ. Ýòà ñâÿçü ñîõðàíÿåòñÿ êàê â àêòèâ-
íûõ ÿäðûøêàõ â èíòåðôàçå, òàê è ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê

èíãèáèòîðàìè ñèíòåçà ðÐÍÊ (íàïðèìåð, àêòèíîìèöè-
íîì Ä), à òàêæå âî âðåìÿ ìèòîçà, êîãäà òðàíñêðèïöèÿ
ðÄÍÊ ïðåêðàùàåòñÿ åñòåñòâåííûì îáðàçîì (Æàðñêàÿ, Çà-
öåïèíà, 2007). Â ìèòîçå áåëêè-ðåãóëÿòîðû òðàíñêðèïöèè
ðÄÍÊ îñòàþòñÿ ñâÿçàííûìè ñ ÿäðûøêîîáðàçóþùèìè
ðàéîíàìè (ßÎÐ) õðîìîñîì, ÷òî ëåãêî âûÿâëÿåòñÿ ïðè èì-
ìóíîîêðàøèâàíèè êëåòîê àíòèòåëàìè ê ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çå I èëè UBF (Zatsepina et al., 1993; Roussel et al., 1996; Le-
ung et al., 2004; Russell, Zomerdijk, 2006). Ìåòîäàìè óëüò-
ðàñòðóêòóðíîé èììóíîöèòîõèìèè áåëêè, âõîäÿùèå â
ñîñòàâ òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I,
âûÿâëÿþòñÿ â ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðàõ (ÔÖ) è(èëè) íà ãðà-
íèöå ìåæäó ÔÖ è ïëîòíûì ôèáðèëëÿðíûì êîìïîíåíòîì
(ÏÔÊ), ãäå ïðîèñõîäèò ñèíòåç ïðå-ðÐÍÊ (Raska et al.,
1995).

Îäíèì èç âàæíåéøèõ ñâîéñòâ ÿäðûøêà ÿâëÿåòñÿ åãî
âûñîêàÿ ñòðóêòóðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ èçìåí÷èâîñòü,
êîòîðàÿ îòðàæàåò îáùèé óðîâåíü ìåòàáîëèçìà è ñïîñîá-
íîñòü êëåòîê ê ïðîëèôåðàöèè. Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåò-
êàõ ÿäðûøêè îáëàäàþò êðóïíûìè ðàçìåðàìè, ìíîãî÷èñ-
ëåííûìè è ìåëêèìè ÔÖ è ñîäåðæàò áîëüøå Ag-ïîçèòèâ-
íûõ ßÎÐ, ÷åì ÿäðûøêè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè
ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ (Roussel et al., 1994; Horky et al.,
2002). Ïî ýòîé ïðè÷èíå ñîñòîÿíèå ÿäðûøåê è ßÎÐ õðîìî-
ñîì ïðèíèìàþòñÿ âî âíèìàíèå ïðè ïðîãíîçèðîâàíèè òå-
÷åíèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ è íåêîòîðûõ äðóãèõ çàáîëåâàíèé.
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Õîðîøî èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ñòðóêòóðà è àêòèâíîñòü ÿä-
ðûøåê èçìåíÿþòñÿ â îòâåò íà ìíîãèå âíåøíèå âîçäåéñò-
âèÿ. Èçìåíåíèÿ ÿäðûøåê ïðîÿâëÿþòñÿ, â ÷àñòíîñòè, ïðè
èíãèáèðîâàíèè òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ (Shav-Tal et al.,
2005), îáëó÷åíèè óëüòðàôèîëåòîì (Zatsepina et al., 1989;
Scott et al., 2001), îáðàáîòêå èíãèáèòîðàìè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ êèíàç (á-àìàíèòèí, DRB è ðîñêîâèòèí) (David-Pfeuty
et al., 2001; Rubbi, Milner, 2003; Wojciechowski et al., 2003;
Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2007) è ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì (Chatter-
jee, Fisher, 2003). Îäíàêî â ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå ïðàê-
òè÷åñêè îòñóòñòâóþò ñâåäåíèÿ î ðåàêöèè ÿäðûøêà íà äåé-
ñòâèå èíãèáèòîðîâ áåëêîâîãî ñèíòåçà, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
ìíîãèå èç íèõ âûçûâàþò ãèáåëü êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà è
ðàññìàòðèâàþòñÿ â êà÷åñòâå õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ ðåà-
ãåíòîâ â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëÿõ (Rüller et
al., 1999).

Îäíèì èç îñíîâíûõ «èíñòðóìåíòîâ» äëÿ èçó÷åíèÿ ÿä-
ðûøêà ÿâëÿþòñÿ àíòèòåëà ê åãî îñíîâíûì áåëêàì. Ñ èõ
ïîìîùüþ âïåðâûå áûëè îïèñàíû òàêèå ÿäðûøêîâûå áåë-
êè, êàê áåëîê ðàííåãî ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ ôèáðèëëàðèí
(Ochs et al., 1985), áåëîê ïîçäíåãî ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ
Nop52 (Savino et al., 1999) è áåëîê ñ íåèçâåñòíûìè ñâîéñò-
âàìè Ki-67, ðàñïîëàãàþùèéñÿ â ÿäðûøêàõ òîëüêî ïðîëè-
ôåðèðóþùèõ êëåòîê (Gerdes et al., 1983). Îäíàêî íàáîð
àíòèòåë ê ÿäðûøêîâûì áåëêàì, êîòîðûå îáëàäàþò âûñî-
êîé èììóíîðåàêòèâíîñòüþ íà öèòîëîãè÷åñêîì óðîâíå
èëè óçíàþò àíòèãåíû ñ èíûìè èíòåðåñíûìè ñâîéñòâàìè
(íàïðèìåð, îáëàäàþùèå âèäîñïåöèôè÷íîñòüþ), ÿâëÿåòñÿ
â íàñòîÿùåå âðåìÿ êðàéíå îãðàíè÷åííûì. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ïîëó÷åíèå íîâûõ àíòèòåë ê ÿäðûøêó ïðåäñòàâëÿåò íåñî-
ìíåííûé èíòåðåñ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñàíî íîâîå ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî, ñïåöèôè÷åñêè ðåàãèðóþùåå ñ ÿäðûøêîâûì àí-
òèãåíîì (àíòèãåíàìè) â êëåòêàõ ÷åëîâåêà è îáåçüÿíû (çå-
ëåíîé ìàðòûøêè), êîòîðûé ïî ñâîèì èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêèì ñâîéñòâàì îòíîñèòñÿ ê êîìïîíåíòàì òðàíñêðèïöè-
îííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I. Óäèâèòåëüíûì
ñâîéñòâîì A3-àíòèãåíà ÿâëÿåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü ìèãðè-
ðîâàòü èç ÿäðûøåê â íóêëåîïëàçìó ïîä äåéñòâèåì èíãè-
áèòîðîâ òðàíñëÿöèè, ÷òî ïðåäøåñòâóåò ãèáåëè êëåòîê ïó-
òåì àïîïòîçà. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü ëîêàëèçàöèþ
A3-àíòèãåíà â êà÷åñòâå èíäèêàòîðà îáùåãî óðîâíÿ ñèíòå-
çà áåëêà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà HeLa.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ÷åëîâåêà HeLa è äðóãèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ (êðîìå CVI çåëåíîé ìàðòûøêè) âûðàùèâàëè â ñðåäå
DMEM â ïðèñóòñòâèè 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà, ãëóòàìèíà, ñòðåïòîìèöèíà è ïåíèöèëëèíà â ñòàí-
äàðòíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Êëåòêè Â-ëèìôîáëàñòîèäíûõ
ëèíèé Daudi è Ramos âûðàùèâàëè â ñðåäå RPMI, CV1 —
â ñìåñè ñðåä DMEM è F12 (1 : 1), ñîäåðæàùèõ 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, ãëóòàìèí è àíòèáèîòè-
êè. Ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ
áûëè ïðåäñòàâëåíû Ãåìàòîëîãè÷åñêèì íàó÷íûì öåíòðîì
ÐÀÌÍ (ÃÍÖ ÐÀÌÍ, Ìîñêâà).

Ï î ë ó ÷ å í è å ã è á ð è ä î ì û. Â êà÷åñòâå èììóíîãåíà
èñïîëüçîâàëè ôðàêöèþ ÿäåð, èçîëèðîâàííûõ èç êëåòîê
Ramos, íàõîäÿùèõñÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà, ïó-
òåì ëèçèñà êëåòîê â 0.1%-íîì ðàñòâîðå íåèîííîãî äåòåð-
ãåíòà Íîíèäåò Ð-40 (NP-40). Ìûøåé ëèíèè Balb/c ÷åòû-
ðåõêðàòíî èììóíèçèðîâàëè ïî ñõåìå, îïèñàííîé ðàíåå
(Áóëû÷åâà è äð., 2000; Dergunova et al., 2002), ïîñëå ÷åãî

ñåíñèáèëèçèðîâàííûå ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ñëèâàëè ñ
êëåòêàìè ìûøèíîé ìèåëîìû ëèíèè P3-X63-Ag8.653 â ñî-
îòíîøåíèè 3 : 1. Â êà÷åñòâå ñëèâàþùåãî àãåíòà èñïîëüçî-
âàëè 50%-íûé ðàñòâîð ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ ñ ìîë. ìàññîé
3000—3700 Äà. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðîöåäóðû ñëèÿíèÿ
ãèáðèäíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 96-ëóíî÷íûõ ïëîñ-
êîäîííûõ ïëàíøåòàõ (0.2�106 êëåòîê íà 1 ÿ÷åéêó) â ñðåäå
ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâî-
ðîòêè, ãëóòàìèí è àíòèáèîòèêè â ñòàíäàðòíûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ, â ïðèñóòñòâèè ÃÀÒ (10–4 Ì ãèïîêñàíòèíà, 7�10–7 Ì
àìèíîïòåðèíà è 10–5 Ì òèìèäèíà) (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ). Îò-
áîð êëîíîâ (ïðîäóöåíòîâ àíòèòåë) ïðîèçâîäèëè ïóòåì
ñêðèíèíãà êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé èç ëóíîê, äàâøèõ
ðîñò ãèáðèäíûì êëîíàì, â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëó-
îðåñöåíöèè íà êëåòêàõ Ramos, çàôèêñèðîâàííûõ àáñî-
ëþòíûì àöåòîíîì ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Ãèá-
ðèäîìíûå êëåòêè øåñòèêðàòíî êëîíèðîâàëè ìåòîäîì ëè-
ìèòèðóþùèõ ðàçâåäåíèé è âûâîäèëè â ìàññîâóþ
êóëüòóðó. Â ðåçóëüòàòå áûë ïîëó÷åí øòàìì ãèáðèäíûõ
êëåòîê, íàçâàííûé A3, ïðîäóöèðóþùèé àíòèòåëà ê ÿä-
ðûøêó. Äëÿ ïîâûøåíèÿ êîíöåíòðàöèè àíòèòåë êëåòêè
ãèáðèäîìû A3 âûðàùèâàëè â âèäå àñöèòíîé îïóõîëè â
áðþøíîé ïîëîñòè ìûøåé F1 DBA � Balb/c ïîñëå ïðåäâà-
ðèòåëüíîãî ââåäåíèÿ ïðèñòàíà è îáëó÷åíèÿ â äîçå
400 ðàä. Áîëåå ïîäðîáíî óñëîâèÿ èììóíèçàöèè æèâîòíûõ
îïèñàíû â ðàáîòå Áóëû÷åâîé ñ êîëëåãàìè (2000). Àíòè-
ãåí, âûÿâëÿåìûé àíòèòåëîì A3, â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà-
çâàí A3-àíòèãåíîì.

Í å ï ð ÿ ì à ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êëåòêè
äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ è
èñïîëüçîâàëè â ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà (îáû÷íî íà
2-å ñóò ïîñëå ïîñåâà). Êîíòðîëüíûå êëåòêè ôèêñèðîâàëè
2%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà 0.1 Ì ñòàíäàðòíîì ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå (PBS; 2.7 ìÌ KCl, 0.14 Ì NaCl, 8.1 ìÌ
Na2HPO4�12H2O è 1.5 ìÌ KH2PO4) â òå÷åíèå 20 ìèí, îá-
ðàáàòûâàëè 0.5%-íûì Òðèòîíîì X-100 (10 ìèí), îòìûâà-
ëè PBS è èíêóáèðîâàëè âî âëàæíîé êàìåðå ñ àíòèòåëàìè
â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå òùàòåëü-
íîé îòìûâêè â PBS êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê
IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ Cy2 (JacksonImmuno-
Res. Lab., ÑØÀ), â òå÷åíèå 30—45 ìèí, îêðàøèâàëè
0.1 ìêã/ìë DAPI (4�,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë) 15 ìèí,
îòìûâàëè â PBS è çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë. Â ïàðàëëåëüíûõ
ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè HeLa ôèêñèðîâàëè àáñîëþòíûì
àöåòîíîì (4 °Ñ, 10 ìèí), àáñîëþòíûì ìåòàíîëîì (4 °Ñ,
10 ìèí) èëè â ñìåñè ìåòàíîëà (3 ÷àñòè) è ëåäÿíîé óêñóñ-
íîé êèñëîòû (1 ÷àñòü) (4 °Ñ, 10 ìèí).

Èíêóáàöèþ êëåòîê HeLa ñ àíèçîìèöèíîì (100 ìêÌ,
Sigma), ïóðîìèöèíîì (100 ìêã/ìë, Sigma) èëè öèêëîãåê-
ñèìèäîì (100 ìêã/ìë, Sigma) ïðîèçâîäèëè â òå÷åíèå
15 ìèí—6 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî â ýòèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ èíãèáèòîðû ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿ-
þò ñèíòåç áåëêà â êëåòêàõ HeLa ÷åðåç 15—30 ìèí ïîñëå
íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ (Zinck et al., 1995; Iordanov et al.,
1997). Ïîñëå îáðàáîòêè êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ïà-
ðàôîðìàëüäåãèäîì è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè A3, êàê
îïèñàíî âûøå. Ïðåïàðàòû èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ýïèôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 200 (Carl Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ), èñïîëüçóÿ ôàçîâî-êîíòðàñòíûé îáúåêòèâ ÏëàíÀ-
ïîõðîìàò 100� (àïåðòóðà 1.3) è ñîîòâåòñòâóþùèé íàáîð
ôèëüòðîâ.

Äëÿ îäíîâðåìåííîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòîê àíòèòåëàìè
A3 è êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ê áåëêó êîèëèíó — ìàð-
êåðó òåëåö Êàõàëà (àíòèòåëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû
ä-ðîì À. Ëàìîíäîì èç Óíèâåðñèòåòà ã. Äóíäè, Âåëèêî-
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áðèòàíèÿ) — êëåòêè HeLa ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì, êàê óêàçàíî âûøå. Äàëåå êëåòêè èíêóáèðî-
âàëè â ñìåñè àíòèòåë ê A3-àíòèãåíó è êîèëèíó, à çàòåì â
ñìåñè àíòèòåë ê IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûõ ñ Cy2, è
èììóíîãëîáóëèíàì êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûõ ñ Òåõàñ-
ñêèì êðàñíûì (JacksonImmunoRes. Lab., ÑØÀ). Ïåðåä çà-
êëþ÷åíèåì â Ìîâèîë êëåòêè äîêðàøèâàëè DAPI.

Î á ð à á î ò ê à Ð Í Ê à ç î é A è ï å ï ñ è í î ì. Êëåòêè
HeLa, çàôèêñèðîâàííûå àáñîëþòíûì àöåòîíîì (10 ìèí,
4 °Ñ), îáðàáàòûâàëè ÐÍÊàçîé A (1 ìêì/ìë, 30—60 ìèí,
37 °Ñ) èëè ïåïñèíîì (0.01 %, 1—5 ìèí; Sigma, ÑØÀ), êàê
ïîäðîáíî îïèñàíî ðàíåå (Zatsepina et al., 1997; Ãóð÷åíêîâ
è äð., 2005). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè A3 è èçó-
÷àëè ïîä ìèêðîñêîïîì, êàê îïèñàíî âûøå.

Ô ð à ã ì å í ò à ö è þ ÿ ä å ð í î é Ä Í Ê â û ÿ â ë ÿ ë è ñ
ï î ì î ù ü þ ì å ò î ä à T U N E L (Terminal deoxynucleotidyl
Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling), èñïîëüçóÿ íà-
áîð ðåàãåíòîâ Tunel Apoptosis Detection Kit (Upstate,
ÑØÀ). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãè-
äîì íà PBS â òå÷åíèå 15 ìèí, îòìûâàëè PBS 3 ðàçà ïî
5 ìèí è îáðàáàòûâàëè 0.5%-íûì Òðèòîíîì X-100 15 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå ïîçèòèâíîãî êîí-
òðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå 60 ìèí â
PBS, ñîäåðæàùåì 2—5 ìêã/ìë ÄÍÊàçû I, à çàòåì 15 ìèí
â PBS áåç íóêëåàçû. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ãîòîâèëè ïóòåì
ñìåøèâàíèÿ áèîòèíèëèðîâàííîãî dUTP (Bio-dUTP), TdT
(terminal deoxynucleotidyl transferase) è TdT-áóôåðà â ñî-
îòíîøåíèè 5 : 5 : 90. Íà êëåòêè íàíîñèëè 50 ìêë ñìåñè íà
60 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå òùàòåëüíîé ïðîìûâêè â PBS èí-
êóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè A3 (45 ìèí), à çàòåì â ñìåñè
àâèäèíà, ìå÷åííîãî FITC, è àíòèòåë ê IgG ìûøè, ìå÷åí-
íûõ Òåõàññêèì êðàñíûì, âçÿòûõ â îïòèìàëüíûõ ñîîòíî-
øåíèÿõ. Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë è èçó÷àëè, êàê
îïèñàíî âûøå.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ è ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Äëÿ ñòàí-
äàðòíîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè â
4%-íîì ãëóòàðàëüäåãèäå (Fluka, ÑØÀ) íà 0.15 Ì ôîñôàò-
íîì áóôåðå Çåðåíñåíà (pH 7.2—7.4), ïîñòôèêñèðîâàëè â
1%-íîì ðàñòâîðå OsO4 (Sigma, ÑØÀ), äåãèäðàòèðîâàëè â
ñåðèè ñïèðòîâûõ ðàñòâîðîâ ïîâûøàþùåéñÿ êîíöåíòðà-
öèè è îêñèäå ïðîïèëåíà è çàêëþ÷àëè â ñìîëó Ýïîí 812
(Fluka, Øâåöèÿ). Óëüòðàòîíêèå ñðåçû, èçãîòîâëåííûå íà
óëüòðàòîìå LKB III, êîíòðàñòèðîâàëè óðàíèë-àöåòàòîì è
àçîòíîêèñëûì ñâèíöîì ïî Ðåéíîëüäñó è èçó÷àëè â ýëåêò-
ðîííîì ìèêðîñêîïå HU-12 (Hitachi, ßïîíèÿ).

Ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
ôèêñàöèþ è îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ê A3 ïðîâî-
äèëè â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è ïðè ñòàíäàðòíîé èììóíî-
öèòîõèìèè. Â êà÷åñòâå êîíúþãàòà èñïîëüçîâàëè àíòèìû-
øèíûå Fab-ôðàãìåíòû, êîíúþãèðîâàííûå ñ íàíîçîëîòîì
(NanoProbes, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 250. Îêðàøèâàíèå
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå îòìûâêè íå-
ñâÿçàâøåãîñÿ êîíúþãàòà â áóôåðå PBS, ñîäåðæàùåì
0.1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (6 ñìåí ïî
10 ìèí), êëåòêè ïîñòôèêñèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì ãëó-
òàðàëüäåãèäà â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Óñèëåíèå ñèãíàëà ñ ïîìîùüþ Silver Enhancer Kit (NanoP-
robes, ÑØÀ) ïðîèçâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Gile-
rovitch et al., 1995), ïîñëå ÷åãî îáðàçöû îáåçâîæèâàëè è
çàêëþ÷àëè â Ýïîí 812. Ïîëó÷åíèå óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ è
èõ èçó÷åíèå â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå ïðîèçâîäèëè, êàê
îïèñàíî âûøå.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîèçâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Excel ïîñëå àíàëèçà íå ìåíåå
500 êëåòîê íà êàæäóþ òî÷êó.

Ðåçóëüòàòû

Â è ä î ñ ï å ö è ô è ÷ í î ñ ò ü à í ò è ò å ë è ë î ê à ë è ç à-
ö è ÿ A 3 - à í ò è ã å í à â ê î í ò ð î ë å. Â ðåàêöèè íåïðÿìîé
èììóíîôëóîðåñöåíöèè ïîëó÷åííîå àíòèòåëî îêðàøèâàëî
ÿäðûøêè â êëåòêàõ ÷åëîâåêà âíå çàâèñèìîñòè îò èõ ïðî-
èñõîæäåíèÿ è ïðîëèôåðàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ. Îêðàñêà ïðî-
ÿâëÿëàñü â êëåòêàõ HeLa, Ramos è Daudi, à òàêæå â ëèìôî-
öèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ. Êðîìå òîãî,
A3-àíòèòåëî îêðàøèâàëî ÿäðûøêè â êëåòêàõ çåëåíîé
ìàðòûøêè ëèíèé CV1, CMT3 è Vero. Îäíàêî íè ïðè êà-
êèõ óñëîâèÿõ ôèêñàöèè àíòèòåëî íå ðåàãèðîâàëî ñ ÿä-
ðûøêàìè êëåòîê äðóãèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ
êëåòêè ÑÏÝÂ (ñâèíüÿ), NIH/3T3 è L (ìûøü), C6 (êðûñà),
CHO (êèòàéñêèé õîìÿ÷îê), BHK-21 (ñèðèéñêèé õîìÿ÷îê),
PTK1 (êåíãóðîâàÿ êðûñà) è ÌÏÒÐ (áûê). Ýòè äàííûå ãî-
âîðÿò î âûñîêîé âèäîâîé è íèçêîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íî-
ñòè ýïèòîïà, óçíàâàåìîãî àíòèòåëîì A3. Ñóùåñòâåííî,
÷òî â èììóíîðåàêòèâíûõ êëåòêàõ àíòèòåëî îêðàøèâàëî
ÿäðûøêè ïîñëå ôèêñàöèè ðàçíûìè ôèêñàòîðàìè, âêëþ÷àÿ
ïàðàôîðìàëüäåãèä, ìåòàíîë, àöåòîí èëè ñìåñü ìåòàíîëà è
ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû. Ïîñêîëüêó ñïîñîáíîñòü àíòè-
òåëà óçíàâàòü ÿäåðíûå àíòèãåíû ïîñëå ôèêñàöèè â ïðè-
ñóòñòâèè ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû âñòðå÷àåòñÿ êðàéíå
ðåäêî, ýòîò ôàêò óêàçûâàåò íà âûñîêóþ èììóíîðåàêòèâ-
íîñòü àíòèòåëà A3 íà êëåòî÷íîì óðîâíå.

Ïðè âñåõ ñïîñîáàõ ôèêñàöèè ïðîëèôåðèðóþùèõ êëå-
òîê ÷åëîâåêà A3-àíòèãåí âûÿâëÿëñÿ â ñîñòàâå äèñêðåòíûõ
(êàê ïðàâèëî, 20—100 íà 1 ÿäðî) ôîêóñîâ, ðàñïîëîæåí-
íûõ òîëüêî â çîíàõ ÿäðûøåê (ðèñ. 1, à—â). Â ìèòîçå
A3-àíòèãåí ôîðìèðîâàë îäèíî÷íûå èëè ïàðíûå ñèãíàëû,
ðàñïîëîæåííûå íà õðîìîñîìàõ (ðèñ. 1, ã, ä), êîòîðûå,
âåñüìà âåðîÿòíî, ñîîòâåòñòâóþò ßÎÐ õðîìîñîì. Â ìàëî-
àêòèâíûõ ÿäðûøêàõ ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
A3-àíòèãåí ðàñïîëàãàëñÿ â îäèíî÷íûõ è êðóïíûõ ôîêó-
ñàõ (ðèñ. 1, å, æ). Ïî îáùåé ìîðôîëîãèè ýòè ôîêóñû àíà-
ëîãè÷íû òåì, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ ïðè èììóíîìå÷åíèè
ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà àíòèòåëàìè ê ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå I è
áåëêó UBF, à òàêæå ïðè Ag-ßÎÐ-îêðàñêå (Roussel et al.,
1993). Îáðàáîòêà êëåòîê ïåïñèíîì (íî íå ÐÍÊàçîé A)
áëîêèðîâàëà èììóíîìå÷åíèå ÿäðûøåê àíòèòåëîì A3, ÷òî
óêàçûâàåò íà áåëêîâóþ ïðèðîäó A3-àíòèãåíà (íå èëëþñò-
ðèðóåòñÿ).

Íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå ó áîëüøèíñòâà àêòèâ-
íûõ ÿäðûøåê A3-àíòèãåí âûÿâëÿëñÿ â âèäå ñêîïëå-
íèé, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåëêèì ÔÖ
(ðèñ. 1, ç). Â ìåíåå àêòèâíûõ ÿäðûøêàõ, ñîäåðæàùèõ
êðóïíûå è îäèíî÷íûå ÔÖ, ìåòêà ðàñïîëàãàëàñü ïðåèìó-
ùåñòâåííî ïî ïåðèôåðèè ÔÖ (ðèñ. 1, è).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ A 3 - à í ò è ã å í à ï î ñ ë å ï î ä à â ë å-
í è ÿ ñ è í ò å ç à á å ë ê à. Óíèêàëüíûì ñâîéñòâîì A3-àíòè-
ãåíà îêàçàëîñü èçìåíåíèå åãî ëîêàëèçàöèè ïîñëå îáðàáîò-
êè êëåòîê HeLa àíèçîìèöèíîì, öèêëîãåêñèìèäîì è ïóðî-
ìèöèíîì â êîíöåíòðàöèÿõ, ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïî-
äàâëÿþùèõ ñèíòåç áåëêà ÷åðåç 15—30 ìèí ïîñëå íà÷àëà
âîçäåéñòâèÿ (Iordanov et al., 1997). Ïîñëå îáðàáîòêè êëå-
òîê 100 ìêÌ àíèçîìèöèíà â òå÷åíèå 1 ÷ íà ïðåïàðàòàõ ïî-
ÿâëÿëèñü êëåòêè, â êîòîðûõ A3-àíòèãåí ðàñïîëàãàëñÿ íå
òîëüêî â ÿäðûøêàõ, íî è â ìíîãî÷èñëåííûõ äèñêðåòíûõ
ôîêóñàõ â íóêëåîïëàçìå (ðèñ. 2, à—â; 3, à—ã). Äîëÿ òàêèõ
êëåòîê ñîñòàâëÿëà îêîëî 20 % ñðåäè âñåé ïîïóëÿöèè
(ðèñ. 5). Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè îáðàáîòêè äî 4 ÷ äîëÿ
êëåòîê ñ íóêëåîïëàçìàòè÷åñêîé ëîêàëèçàöèåé A3-àíòèãå-
íà ïðåâûøàëà 30 % (ðèñ. 2, ã; 5). Ïðè ýòîì âî ìíîãèõ ÿä-
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ðàõ ïðåèìóùåñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ A3-àíòèãåíà â ÿä-
ðûøêàõ íå íàáëþäàëîñü, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÿäðûøêè
ïðîäîëæàëè îò÷åòëèâî âûÿâëÿòüñÿ â ðåæèìå ôàçîâîãî
êîíòðàñòà (ðèñ. 2, ä—æ). Î ñîõðàííîñòè ÿäðûøåê â êëåò-
êàõ ñ àíîìàëüíîé ëîêàëèçàöèåé A3-àíòèãåíà ãîâîðèëè
òàêæå íàáëþäåíèÿ, ñäåëàííûå ñ ïîìîùüþ óëüòðàñòðóê-
òóðíîé èììóíîöèòîõèìèè (ðèñ. 2, ç). Êàê âèäíî íà
ðèñ. 2, ç, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àíèçîìèöèíà A3-àíòèãåí ïðè-

ñóòñòâóåò íå òîëüêî â ÿäðûøêàõ, íî è â ÿäðàõ, ãäå ôîðìè-
ðóåò äèñêðåòíûå ñêîïëåíèÿ, àíàëîãè÷íûå íàáëþäàåìûì
ìåòîäîì ñâåòîâîé èììóíîöèòîõèìèè (ðèñ. 2, à, ã, ä). ×å-
ðåç 3—4 ÷ íà ïðåïàðàòàõ îò÷åòëèâî ïîÿâëÿëèñü êëåòêè,
ëèøåííûå A3-àíòèãåíà (ðèñ. 3, ä). Òàêèå êëåòêè õàðàêòå-
ðèçîâàëèñü ôðàãìåíòàöèåé ÿäåð, êîíäåíñàöèåé õðîìàòè-
íà è ïîçèòèâíî ìåòèëèñü â ðåàêöèè TUNEL, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ðàñùåïëåíèè ÄÍÊ (ðèñ. 3, å—ç). Ïîñêîëüêó
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Ðèñ. 1. Èììóíîìå÷åíèå êëåòîê HeLa (à—ä, ç, è) è ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà (å, æ) ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì
À3 íà ñâåòîâîì (à, ã, å) è ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì (ç, è) óðîâíÿõ.

á — ôàçîâûé êîíòðàñò; â, æ — îêðàøèâàíèå ÿäåð êðàñèòåëåì DAPI. À3-àíòèãåí âûÿâëÿåòñÿ â ìíîãî÷èñëåííûõ äèñêðåòíûõ ôîêóñàõ â ÿäðûøêàõ (à), â
ïàðíûõ ãðàíóëàõ íàä ìèòîòè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè (ã, ñòðåëêè), â âèäå îäèíî÷íûõ è êðóïíûõ ãðàíóë â ÿäðàõ ëèìôîöèòîâ (å); ç, è — À3-àíòèãåí ôîð-
ìèðóåò ìåëêèå êëàñòåðû (ñòðåëêè) è ðàñïîëàãàåòñÿ íà ïåðèôåðèè êðóïíûõ ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðîâ (ôö); ÿê — ÿäðûøêî, õð — õðîìîñîìû. Ìàñøòàá —

2 (à—ä), 5 (å, æ) è 0.2 (ç, è) ìêì.
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè À3-àíòèãåíà ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê HeLa ñ 100 ìêÌ àíèçîìèöèíà â òå÷åíèå 1 (à—â) è
4 (ã—ç) ÷ è èììóíîìå÷åíèå àíòèòåëîì À3 íà ñâåòîâîì (à, ã, ä) è ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì (ç) óðîâíÿõ.

à—â — À3-àíòèãåí ðàñïîëàãàåòñÿ â ÿäðûøêàõ è íóêëåîïëàçìå; á, å — ôàçîâûé êîíòðàñò; â, æ — îêðàøèâàíèå ÿäåð êðàñèòåëåì DAPI; ã — ãåòåðîãåííàÿ
ðåàêöèÿ êëåòîê íà îáðàáîòêó àíèçîìèöèíîì, ñòðåëêè — ÿäðà ñ íîðìàëüíîé ëîêàëèçàöèåé À3-àíòèãåíà â ÿäðûøêàõ, áîëüøèå ñòðåëêè — êëåòêè ñ ëîêà-
ëèçàöèåé À3-àíòèãåíà â ÿäåðíûõ ôîêóñàõ, çâåçäî÷êà — àïîïòîòè÷åñêàÿ êëåòêà, â êîòîðîé À3-àíòèãåí íå âûÿâëÿåòñÿ; ä—æ — À3-àíòèãåí ðàâíîìåðíî

ðàñïîëàãàåòñÿ ïî ÿäðó; ç — À3-àíòèãåí ïðèñóòñòâóåò êàê â ÿäðûøêàõ, òàê è â íóêëåîïëàçìå (ñòðåëêè); Ìàñøòàá — 5 (à—æ) è 1 (ç) ìêì.



ïåðå÷èñëåííûå èçìåíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ïðèçíàêàìè ãèáåëè
êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà (Ïëåòþøêèíà è äð., 2006), ìû çà-
êëþ÷èëè, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ñèíòåçà áåëêà â êëåòêàõ
HeLa â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê àïîïòîçó. Õàðàêòåðíî,
÷òî êëåòêè ñ àíîìàëüíîé ëîêàëèçàöèåé A3-àíòèãåíà, íî
îáëàäàþùèå íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèåé ÿäðà, ìåòîäîì

TUNEL íå ìåòèëèñü (ðèñ. 3, à—ã). Ýòî íàáëþäåíèå ãîâî-
ðèò î òîì, ÷òî ìèãðàöèÿ A3-àíòèãåíà èç ÿäðûøêà â íóêëåî-
ïëàçìó íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàñùåïëåíèåì ÄÍÊ â ÿäðå.

Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè îáðàáîò-
êå êëåòîê HeLa äðóãèìè èíãèáèòîðàìè òðàíñëÿöèè — ïóðî-
ìèöèíîì (100 ìêã/ìë) è öèêëîãåêñèìèäîì (100 ìêã/ìë) —
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Ðèñ. 3. Ìå÷åíèå êëåòîê HeLa, îáðàáîòàííûõ àíèçîìèöèíîì (100 ìêÌ, 4 ÷), àíòèòåëîì À3 (à, ä) è ñ ïîìîùüþ ìåòîäà TUNEL (ã, ç).

á, å — ôàçîâûé êîíòðàñò; â, æ — îêðàøèâàíèå ÿäåð êðàñèòåëåì DAPI. Êëåòêè ñ ëîêàëèçàöèåé À3-àíòèãåíà â ÿäðûøêàõ (ÿê) è ÿäðàõ (à) èìåþò íîðìàëü-
íóþ ìîðôîëîãèþ (á, â) è íå ìåíÿþòñÿ â ðåàêöèè TUNEL (ã); àïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè íå îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëîì À3 (ä), ñæàòû (å), ñîäåðæàò ôðàãìåí-

òèðîâàííûå ÿäðà (æ) è ìåòÿòñÿ â ðåàêöèè TUNEL (ç). Ìàñøòàá — 3 ìêì.

Ðèñ. 4. Èììóíîìå÷åíèå êëåòîê HeLa àíòèòåëîì À3 (à, á, å, ç) è àíòèòåëîì ê êîèëèíó (ã, æ) ïîñëå îáðàáîòêè â òå÷åíèå 2 ÷
100 ìêã/ìë öèêëîãåêñèìèäà (à), 100 ìêã/ìë ïóðîìèöèíà (á) èëè 100 ìêÌ àíèçîìèöèíà (å, ç).

â—ä — êîíòðîëü; ä, ç — ñîâìåùåíèå îêðàñêè íà À3-àíòèãåí (çåëåíûé öâåò), êîèëèí (êðàñíûé öâåò) è õðîìàòèí (ñèíèé öâåò); à, á — À3-àíòèãåí ðàñïî-
ëàãàåòñÿ â äèñêðåòíûõ ôîêóñàõ, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ ïî ÿäðó; â—ç — ìåñòà ëîêàëèçàöèè À3-àíòèãåíà íå ñîâïàäàþò ñ òåëüöàìè Êàõàëà; ÿê —

ÿäðûøêî. Ìàñøòàá — 2 ìêì.



â òå÷åíèå 1—6 ÷. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîäàâëåíèå ñèíòåçà
áåëêà òàêæå ïðèâîäèëî ê ìèãðàöèè A3-àíòèãåíà èç ÿä-
ðûøêà â ÿäðî è ãèáåëè êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà
(ðèñ. 4, à, á).

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðèðîäû ÿäåðíûõ ôîêóñîâ, â êîòîðûõ
ëîêàëèçóåòñÿ A3-àíòèãåí ïîñëå ïîäàâëåíèÿ ñèíòåçà áåë-
êà, ìû ïðîèçâåëè îêðàøèâàíèå êîíòðîëüíûõ êëåòîê, à
òàêæå êëåòîê, îáðàáîòàííûõ àíèçîìèöèíîì, íà A3-àí-
òèãåí è êîèëèí — ìàðêåðíûé áåëîê òåëåö Êàõàëà
(ðèñ. 4, â—ç). Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, ã, â êîíòðîëüíûõ êëåò-
êàõ HeLa êîèëèí ïðèñóòñòâóåò â îäèíî÷íûõ íóêëåîïëàç-
ìàòè÷åñêèõ ãðàíóëàõ. Îáðàáîòêà àíèçîìèöèíîì â òå÷å-
íèå 4 ÷ ðåçêî óâåëè÷èâàëà ÷èñëî òåëåö Êàõàëà (ðèñ. 4, æ),
îäíàêî ìåñòà ëîêàëèçàöèè êîèëèíà è A3-àíòèãåíà íå ñîâ-
ïàäàëè (ðèñ. 4, ç).

Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíà ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ
äîëþ êëåòîê HeLa ñ õàðàêòåðíîé ëîêàëèçàöèåé A3-àíòè-
ãåíà â ÿäðûøêàõ, êëåòîê ñ àíîìàëüíîé (íóêëåîïëàçìàòè-
÷åñêîé) ëîêàëèçàöèåé A3-àíòèãåíà è àïîïòîòè÷åñêèõ êëå-
òîê ïðè ðàçíûõ ñðîêàõ îáðàáîòêè 100 ìêÌ àíèçîìèöèíà.

Îáñóæäåíèå

Êàê óêàçûâàëîñü â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»,
ïåðâè÷íûé îòáîð êëîíîâ-ïðîäóöåíòîâ àíòèòåë A3 ïðîèç-
âîäèëè íà îñíîâàíèè õàðàêòåðà îêðàñêè êëåòîê ÷åëîâåêà
B-ëèìôîáëàñòîèäíîé ëèíèè Daudi ñðåäîé êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ãèáðèäîìíûõ êëåòîê. Â ðåçóëüòàòå áûë âûáðàí êëîí,
ïðîäóöèðóþùèé ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, êîòîðûå ñ
âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ îêðàøèâàëè ÿäðûøêè â ýòîé
ëèíèè êëåòîê. Ïîñëåäóþùèé àíàëèç òêàíåâîé è âèäîâîé
ñïåöèôè÷íîñòè A3-àíòèãåíà ïîêàçàë, ÷òî àíòèòåëî A3
îêðàøèâàëî ÿäðûøêè âî âñåõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà òåñòèðî-
âàííûõ òèïîâ, âêëþ÷àÿ HeLa è Ramos, à òàêæå â êëåòêàõ
çåëåíîé ìàðòûøêè ðàçíûõ ëèíèé. Ñïîñîáíîñòü àíòèòåëà
A3 îêðàøèâàòü ÿäðûøêè â êëåòêàõ ÷åëîâåêà è ìàðòûøêè
ïðîÿâëÿëàñü ïðè âñåõ îñíîâíûõ ñïîñîáàõ ôèêñàöèè. Íà-
ïðîòèâ, â òåõ æå óñëîâèÿõ ôèêñàöèè àíòèòåëî A3 íå ïðî-
ÿâëÿëî èììóíîðåàêòèâíîñòè â îòíîøåíèè êëåòîê äðóãèõ
âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, òàêèõ êàê ìûøü, êðûñà, êåíãóðî-
âàÿ êðûñà, õîìÿ÷îê è áûê. Íà îñíîâàíèè ýòèõ íàáëþäå-
íèé áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî øòàìì ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë A3 óçíàåò ÿäðûøêîâûé àíòèãåí (àíòèãåííóþ äå-

òåðìèíàíòó), ïðèñóòñòâóþùèé òîëüêî â êëåòêàõ ïðèìà-
òîâ.

Áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ðèáî-
ñîìíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ÷åëîâåêà, âêëþ÷àÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçó I, UBF, SL1 è TTF1 (ôàêòîð òåðìèíàöèè òðàíñêðèï-
öèè), îòíîñÿòñÿ ê îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ áåëêîâ
ÿäðûøêà ñ òî÷êè çðåíèÿ êàê èõ ðîëè â áèîãåíåçå ðèáîñîì,
òàê è ñâîéñòâ, ïðîÿâëÿþùèõñÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Ïî-
êàçàíî, ÷òî áåëêè ýòîé ãðóïïû ôîðìèðóþò â èíòåðôàçíûõ
ÿäðûøêàõ õàðàêòåðíûå äèñêðåòíûå ôîêóñû è îæåðåëüå-
ïîäîáíûå ñòðóêòóðû (necklace-like structures) (Zatsepina et
al., 1993). Íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
I è UBF âûÿâëÿþòñÿ â ÔÖ (Thiry, Lafontaine, 2005) èëè íà
ãðàíèöå ìåæäó ÔÖ è ÏÔÊ (Koberna et al., 2002). Â îòëè-
÷èå îò áåëêîâ ÿäðûøêà, ó÷àñòâóþùèõ â ñîçðåâàíèè ðÐÍÊ,
êîìïëåêñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I îòñóòñòâóåò íà ïîâåðõíîñòè
õðîìîñîì â ìèòîçå (DiMario, 2004). Íà îñíîâàíèè ýòèõ
äàííûõ áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ëþáîé àíòèãåí áåë-
êîâîé ïðèðîäû, ñâîéñòâà êîòîðîãî óäîâëåòâîðÿþò ïåðå-
÷èñëåííûì ïðèçíàêàì, ìîæåò áûòü îòíåñåí ê áåëêàì, ó÷à-
ñòâóþùèì â òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ (Rendon et al., 1992; Ìó-
õàðüÿìîâà è äð., 1998).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè ïîëó÷åíî íîâîå ìîíîêëî-
íàëüíîå àíòèòåëî ê ÿäðûøêîâîìó àíòèãåíó, ñâîéñòâà êî-
òîðîãî ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóþò ñâîéñòâàì îñíîâíûõ
áåëêîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I. Ê ñîæàëåíèþ, â ñòàíäàðòíûõ óñëîâè-
ÿõ ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ è ïîñòàíîâêè èììóíîá-
ëîòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåëà A3 íà ìåìáðàíå âûÿâ-
ëÿåòñÿ íåñêîëüêî ïîëîñ â äèàïàçîíå îò 200 äî 14 êÄà, ÷òî
íå ïîçâîëÿåò óñòàíîâèòü ïðèðîäó A3-àíòèãåíà íà îñíîâà-
íèè åãî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè. Îäíàêî ëîêà-
ëèçàöèÿ A3-àíòèãåíà â õàðàêòåðíûõ êëàñòåðàõ â àêòèâíûõ
ÿäðûøêàõ (ðèñ. 1, à, á), â îäèíî÷íûõ èëè äâîéíûõ ôîêó-
ñàõ, ïî ìîðôîëîãèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ßÎÐ õðîìîñîì â
ìèòîçå (ðèñ. 1, ã, ä), à òàêæå â ÔÖ íà óëüòðàñòðóêòóðíîì
óðîâíå (ðèñ. 1, è) ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
A3-àíòèãåí ïðèíàäëåæèò ê êîìïîíåíòàì òðàíñêðèïöèîí-
íîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I. Ðàíåå àíàëîãè÷íàÿ
ëîêàëèçàöèÿ áûëà îïèñàíà äëÿ òàêèõ áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ
òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ, êàê RPA1 (190 êÄà) è RPA2
(127—116 êÄà) (ïåðâàÿ è âòîðàÿ áîëüøèå ñóáúåäèíèöû
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I ñîîòâåòñòâåííî), UBF (94—97 êÄà),
PAF53 (53 êÄà; ñïåöèôè÷åñêèé êîôàêòîð ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû I), TTF1 (100—110 êÄà) è òðè TBP-ñâÿçàííûõ ôàêòî-
ðà — TAFI110 (110 êÄà), TAFI63 (63 êÄà) è TAFI48
(48 êÄà). Ìàëûå ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I è
ÒÀÒÀ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê TBP (38 êÄà) ïðèñóòñòâóþò
åùå è â íóêëåîïëàçìå, ãäå ó÷àñòâóþò â òðàíñêðèïöèè
ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ è òÐÍÊ (Russell, Zomerdijk, 2005). Ïî-
ñêîëüêó â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ A3-àíòèãåí âûÿâëÿåòñÿ òî-
ëüêî â ÿäðûøêàõ (ðèñ. 1, à—â), ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî îí
íå îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå áåëêîâ, îáùèõ äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàç I, II è III.

Óäèâèòåëüíîå ñâîéñòâî A3-àíòèãåíà — ýòî ñïîñîá-
íîñòü èçìåíÿòü ëîêàëèçàöèþ â îòâåò íà èíãèáèðîâà-
íèå òîòàëüíîãî ñèíòåçà áåëêà àíèçîìèöèíîì (100 ìêÌ),
ïóðîìèöèíîì (100 ìêã/ìë) èëè öèêëîãåêñèìèäîì
(100 ìêã/ìë). Èçìåíåíèÿ â ðàñïîëîæåíèè A3-àíòèãåíà
ïðîÿâëÿëèñü â åãî ðåëîêàëèçàöèè èç ÿäðûøêà âî ìíîæå-
ñòâåííûå ôîêóñû â íóêëåîïëàçìå, êîòîðûå îò÷åòëèâî âû-
ÿâëÿëèñü ìåòîäàìè ñâåòîâîé (ðèñ. 2, à, ã, ä) è ýëåêòðîííîé
(ðèñ. 2, ç) èììóíîöèòîõèìèè. Ëþáîïûòíî, ÷òî â ýòèõ
óñëîâèÿõ ÿäðûøêè è ÿäðà íå ïðîÿâëÿëè âèäèìûõ èçìåíå-
íèé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1, à—â,
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ç; 2; 3, à—â). Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, â èñïîëü-
çóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ èíãèáèòîðû ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿ-
þò ñèíòåç áåëêà â êëåòêàõ HeLa ÷åðåç 15—30 ìèí ïîñëå
íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ (Zinck et al., 1995; Iordanov et al.,
2002). Ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì, ïîÿâëåíèå A3-àíòèãåíà â
íóêëåîïëàçìå íåêîòîðûõ êëåòîê íàáëþäàëîñü íå ðàíüøå
÷åì ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ èíãèáèòîðà (ðèñ. 5). Ìîæ-
íî çàêëþ÷èòü ïîýòîìó, ÷òî ðåëîêàëèçàöèÿ A3-àíòèãåíà
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ïîäàâëåíèÿ òîòàëüíîãî ñèíòåçà áåë-
êà, êîòîðîå â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèëî ê ãèáåëè êëåòîê
ïóòåì àïîïòîçà. Â ïîëüçó ïîñëåäíåãî ãîâîðÿò òàêèå ïðè-
çíàêè, êàê ñìîðùèâàíèå êëåòîê (ðèñ. 3, å), ôðàãìåíòàöèÿ
ÿäðà è êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà (ðèñ. 3, æ), ðàñùåïëåíèå
ÄÍÊ (ðèñ. 3, ç), ïðîÿâëÿþùèåñÿ áîëåå ÷åì â 30 % êëåòîê
ïîñëå 4-÷àñîâîé îáðàáîòêè àíèçîìèöèíîì (ðèñ. 5). Êàê
âèäíî íà ãèñòîãðàììå, ìàññîâîé ãèáåëè ïðåäøåñòâîâàëî
ïîÿâëåíèå êëåòîê ñ àíîìàëüíîé — ÿäåðíîé — ëîêàëèçà-
öèåé A3-àíòèãåíà. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü èçìåíå-
íèÿ â ðàñïîëîæåíèè àíòèãåíà, óçíàâàåìîãî àíòèòåëîì A3,
êàê ïðåäâåñòíèê àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè, âûçûâàåìîé ïî-
äàâëåíèåì òîòàëüíîãî ñèíòåçà áåëêà. Ñóùåñòâåííî, ÷òî
èçìåíåíèÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ÿäðûøêà, âû-
çûâàåìûå ïîäàâëåíèåì áåëêîâîãî ñèíòåçà, ÿâëÿþòñÿ õà-
ðàêòåðíûìè èìåííî äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñëÿöèè è, ïî
íàøèì ñâåäåíèÿì, íå áûëè äî ñèõ ïîð îïèñàíû ïðè âîç-
äåéñòâèè äðóãèõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðèðîäà A3-àíòèãåíà îñòàåòñÿ
ïîêà íåâûÿñíåííîé, âûñîêàÿ èììóíîðåàêòèâíîñòü àíòè-
òåëà A3 è åãî âèäîñïåöèôè÷íîñòü ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ àíòèáèîòèêîâ, ñïî-
ñîáíûõ èíãèáèðîâàòü ñèíòåç áåëêà â êëåòêàõ ïðèìàòîâ.
Âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü A3-àíòèòåëà ê àíòèãåíó â êëåò-
êàõ ÷åëîâåêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ âûÿâëåíèÿ èõ
âîçìîæíîé êîíòàìèíàöèè êëåòêàìè äðóãîé âèäîâîé ïðè-
íàäëåæíîñòè, âêëþ÷àÿ ìûøü, êðûñó, õîìÿêà è äð. Ïðèíè-
ìàÿ âî âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî ëîêàëèçàöèÿ A3-àíòèãåíà
èçìåíÿåòñÿ ïðè ïîäàâëåíèè ñèíòåçà áåëêà, õàðàêòåð îêðà-
øèâàíèÿ êëåòîê A3-àíòèòåëîì ìîæåò ñëóæèòü â êà÷åñòâå
íîâîãî ïîäõîäà äëÿ îöåíêè îáùåãî ñîñòîÿíèÿ êóëüòèâè-
ðóåìûõ êëåòîê. Òàê, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðîäîëæèòåëüíîå
(äî 6 ìåñ) ïîääåðæàíèå êëåòîê HeLa â êóëüòóðå ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ïîÿâëåíèåì ìíîãî÷èñëåííûõ êëåòîê, â êîòî-
ðûõ A3-àíòèãåí ðàñïîëàãàëñÿ íå òîëüêî â ÿäðûøêàõ, íî è
â íóêëåîïëàçìå. Ïîïóëÿöèÿ, ñîäåðæàùàÿ òàêèå êëåòêè, â
öåëîì áîëåå ÷óâñòâèòåëüíà ê âíåøíèì ñòðåññîâûì âîç-
äåéñòâèÿì ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàìè, ëèøåííûìè êëå-
òîê ñ àíîìàëüíîé ëîêàëèçàöèåé A3-àíòèãåíà (Ãðèãîðüåâ
è äð., 2007).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49392).
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THE CYTOLOGICAL INDICATORS OF THE OVERALL SUPPRESSION OF PROTEIN SYNTHESIS

AS REVEALED BY STAINING WITH A NEW MONOCLONAL ANTIBODY

A. A. Grigoryev,1, 2 T. I. Bulycheva,2 E. V. Sheval,3 I. A. Kalinina,2 O. V. Zatsepina1, 3, *

1 M. M. Shemyakin—Yu. A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, 2 Russian Center

for Hematology RAMS, Moscow, and 3 A. N. Belozersky Institute of Physical and Chemical Biology,

Moscow State University;

* e-mail: zatsepin@ibch.ru, zatsepina_olga@mail.ru

In this work we describe how the nucleolus reacts to inhibition of protein synthesis as revealed by labeling
with a new monoclonal antibody A3. In normal cells A3 antigen is observed as numerous foci within the nucleo-
lus. During mitosis A3 antigen is located in a few foci on chromosomes. Regions of A3 localization are suscep-
tible to pepsin treatment but are not susceptible to RNAse A treatment. This fact indicates that A3 antigen is of
protein nature. On the ultra structural level, A3 antigen is localized primarily at the periphery of fibrillar centers.
Taken together these properties of A3 antigen suggest that it’s a component of the RNA polymerase I transcrip-
tion machinery. A3 antigen has an intriguing property, namely, an ability to migrate from the nucleolus to the
nucleoplasm upon inhibition of protein synthesis with anisomycin, puromycin or cycloheximide. The obtained
results show that the localization of A3 antigen revealed by the new monoclonal antibody may serve as a cytolo-
gical indicator of the overall level of protein synthesis in vitro.

K e y w o r d s: mouse monoclonal antibody A3, nucleolus, RNA polymerase I transcription machinery, ani-
somycin, puromycin, cycloheximide.
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