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Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ÿâèëèñü âûñîêîî÷èùåííûå ìåòîäàìè æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè àíòèòåëà
ê ÄÍÊ êëàññà IgG èç ñûâîðîòîê êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ, à òàêæå áîëüíûõ ñèñòåìíîé êðàñíîé âîë÷àí-
êîé, ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì è êëèíè÷åñêè çäîðîâûõ ðîäñòâåííèêîâ áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì.
Ïîêàçàíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ïàòîëîãèè àíòèòåëà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùåé àêòèâíîñòè è
ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, èõ ìîðôîëîãèþ è êîíäåíñàöèþ õðîìàòèíà
êëåòîê ëèíèè MDCK ïîñëå èõ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îáíàðóæåíî, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ â îñíîâ-
íîì ëîêàëèçóþòñÿ â ÿäðå. Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü àíòèòåë ê ÄÍÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àíòèòåëà ê ÄÍÊ, ñèñòåìíàÿ êðàñíàÿ âîë÷àíêà, ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, çäîðî-
âûå ðîäñòâåííèêè, MDCK.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÐÀ — ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, ÑÊÂ — ñèñòåìíàÿ êðàñíàÿ âîë÷àíêà,
PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Ñèñòåìíàÿ êðàñíàÿ âîë÷àíêà (ÑÊÂ) è ðåâìàòîèäíûé
àðòðèò (ÐÀ) — àóòîèììóííûå çàáîëåâàíèÿ, õàðàêòåðèçó-
þùèåñÿ ïîâðåæäåíèåì ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ è òêàíåé. Êëè-
íè÷åñêèå ñèìïòîìû ðàçíîîáðàçíû, íî ïî÷òè âñåãäà ïðè
ÑÊÂ ïðîèñõîäèò ïîðàæåíèå ïî÷åê, êîòîðîå îáû÷íî ÿâëÿ-
åòñÿ ïðè÷èíîé ñìåðòè áîëüíîãî, à ïðè ÐÀ — ïîðàæåíèå
ñóñòàâîâ è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ÷òî èíîãäà ïðèâîäèò ê
íàðóøåíèÿì ðàáîòû ñåðäöà — êàðäèîâàñêóëèòó (Palomi-
no-Morales et al., 2010).

Àíòèòåëà ê ÄÍÊ â íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ ïðèñóòñò-
âóþò è â îðãàíèçìå çäîðîâûõ ëþäåé, âåðîÿòíî êàê ðåãó-
ëÿòîðíûé ýëåìåíò èììóííîé ñèñòåìû, íî äëÿ ÑÊÂ è ÐÀ
õàðàêòåðåí îäèí èç ñàìûõ âûñîêèõ óðîâíåé àíòèòåë ê
ÄÍÊ êëàññà IgG â êðîâè. Ïðè÷åì óðîâåíü àíòèòåë ê ÄÍÊ
êîððåëèðóåò ñ ïåðèîäàìè çàáîëåâàíèÿ: ïåðåä îáîñòðåíè-
åì è â ïåðèîä àêòèâíîé ñòàäèè êîíöåíòðàöèÿ àíòèòåë ê
ÄÍÊ âîçðàñòàåò, à â ïåðèîä ðåìèññèè ñíèæàåòñÿ. Ñëåäî-
âàòåëüíî, îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè àíòèòåë ê ÄÍÊ â
ñûâîðîòêå êðîâè ïîçâîëÿåò ñâîåâðåìåííî ìåíÿòü òàêòèêó
ëå÷åíèÿ. Îäíàêî ó íåêîòîðûõ ïàöèåíòîâ â ñîñòîÿíèè ðå-
ìèññèè óðîâåíü àíòèòåë ïîâûøåí, à íåêîòîðûå îáîñòðåí-
íûå ñîñòîÿíèÿ õàðàêòåðèçóþòñÿ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé
àíòèòåë, áëèçêîé ê ñîñòîÿíèþ íîðìû (Àðëååâñêàÿ è äð.,
2010). Èçâåñòíî, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ ìîãóò îáëàäàòü
ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ (Íåâèíñêèé è äð.,
2000; Íåâçîðîâà è äð., 2006; Kolthur-Seetharam et al.,
2009; Mahe et al., 2009).

Ïðè÷èíà ãåíåðàöèè è áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü àíòèòåë â
íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè êàê ñâÿçûâàþùèõ, òàê è ãèäðîëè-
çóþùèõ ÄÍÊ íå âûÿñíåíû. ßâëÿþòñÿ ëè àíòèòåëà ê ÄÍÊ
êëàññà IgG îäíîé èç ïðè÷èí ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ èëè
åãî ñëåäñòâèåì, ïîêà íåèçâåñòíî. Áîëüøèíñòâî àâòîðîâ

ïðèäåðæèâàþòñÿ ìíåíèÿ î òîì, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ ñïî-
ñîáñòâóþò ðàçâèòèþ àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé (Íåâèí-
ñêèé è äð., 2000; Biesenbach et al., 2009). Â çàâèñèìîñòè
îò òèïà çàáîëåâàíèÿ àíòèòåëà ê ÄÍÊ ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ
ïî ïðîèñõîæäåíèþ, à ñëåäîâàòåëüíî, è áèîëîãè÷åñêèì
ñâîéñòâàì. Â ïîñëåäíèõ èññëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî, ÷òî îíè
ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êëåòêàìè îðãàíèçìà è âûçû-
âàòü èõ ðàçíîîáðàçíûå ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ, ïî-
ñëåäñòâèÿ êîòîðûõ òÿæåëû èëè ëåòàëüíû (Biesenbach
et al., 2009; Palomino-Morales et al., 2010).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò åäèíîãî ìíåíèÿ î ïðîíèêíî-
âåíèè àíòèòåë â æèâûå êëåòêè; ìíåíèÿ àâòîðîâ ðàçðîç-
íåííûå, à ñàìè èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿòñÿ â îñíîâíîì íà
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåëàõ ê ÄÍÊ (Yanase et al., 1994;
Yung, Chan, 2007).

Èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèòåë ñ êëåòêîé è âíóòðè-
êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè ïîçâîëèò â äàëüíåéøåì ñâîåâðå-
ìåííî âûäåëÿòü ãðóïïû ðèñêà, ïðåäóïðåæäàòü ïåðåõîä îò
íîðìû ê ïàòîëîãèè è ïðîâîäèòü öåëåíàïðàâëåííóþ òåðà-
ïèþ àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé, à òàêæå âíåñåò ôóíäàìåí-
òàëüíûé âêëàä â ïîíèìàíèå ðàáîòû èììóííîé ñèñòåìû.

Ïîïóëÿðíûì íàïðàâëåíèåì ñîâðåìåííîé ìåäèöèí-
ñêîé áèîõèìèè ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå öåëåâûõ àíòèòåë,
â òîì ÷èñëå è ê ÄÍÊ, êàê äîïîëíèòåëüíîãî àãåíòà ê ëå-
êàðñòâåííîìó ïðåïàðàòó äëÿ åãî àäðåñíîé äîñòàâêè â
êëåòêè, à òàêæå âíåäðåíèå íåïîñðåäñòâåííî ñàìèõ ìîëå-
êóë àíòèòåë â òó èëè èíóþ ñèñòåìó îðãàíîâ ÷åëîâåêà
(Backer et al., 2002). Äîïîëíèòåëüíûå ñâåäåíèÿ î âçàèìî-
äåéñòâèè àíòèòåë ê ÄÍÊ ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòüþ è
âíóòðèêëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè ïîçâîëÿò â äàëüíåéøåì
áîëåå îáúåêòèâíî ïðèìåíÿòü ýòó íîâóþ òåõíîëîãèþ —
ëåêàðñòâà íà îñíîâå àíòèòåë.
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Ïîýòîìó öåëüþ áûëî èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ è âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè àôôèííî î÷èùåííûõ àíòèòåë ê
ÄÍÊ, âûäåëåííûõ èç ñûâîðîòêè êðîâè áîëüíûõ è çäîðî-
âûõ ëèö, íà êëåòêàõ ëèíèè MDCK in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ð à á î ò å è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñ ë å ä ó þ ù è å ð å à ê -
ò è â û: àêðèëåêñ P-6 (Reanal, Âåíãðèÿ), ÄÝÀÝ-öåëëþëîçà
è öåëëþëîçà ìèêðîêðèñòàëëè÷åñêàÿ (Serva, Ãåðìàíèÿ),
áðîìèñòûé ýòèäèé (Merk, Ãåðìàíèÿ), ñðåäà RPMI-1640 è
DMEM (GIBCO, Øîòëàíäèÿ), ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ pBR-322
è ÄÍÊ/Hind III ôàãà l (Ñèáýíçèì, Ðîññèÿ), íàòèâíàÿ ÄÍÊ
èç ýðèòðîöèòîâ öûïëÿò (Reanal, Âåíãðèÿ), DAPI (4R,6-äè-
àìèíî-2-ôåíèëèíäîë) (BioVitrum, Ðîññèÿ), ïðîòèâîâèäî-
âûå àíòèòåëà ê IgG ÷åëîâåêà, ìå÷åííûå FITC (Beckman
Coulter, ÑØÀ), íàáîð àíòèáèîòèêîâ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê (Serva, Ãåðìàíèÿ), òðèïàíîâûé ñèíèé (Lachema,
×åõèÿ).

Î á ú å ê ò î ì è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ áûëè àíòèòåëà ê ÄÍÊ
êëàññà IgG, âûäåëåííûå èç ñûâîðîòêè êðîâè è î÷èùåí-
íûå ìåòîäàìè æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè: ãåëü-ôèëü-
òðàöèè, èîíîîáìåííîé è àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà
ÄÍÊ-öåëëþëîçå. Ïðèìåíåíèå ðàçðàáîòàííîé íàìè ðàíåå
ìåòîäèêè (Íåâçîðîâà è äð., 2006) ïîçâîëÿåò îñâîáîäèòü
ãåòåðîãåííûå àíòèòåëà ê ÄÍÊ êëàññà IgG èç èììóííûõ
êîìïëåêñîâ (Íåâèíñêèé è äð., 2000) è ðàçäåëèòü èõ ïî
ñóììàðíîìó çàðÿäó èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèåé, à
ïðèìåíåíèå àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ÄÍÊ-öåëëþëî-
çå — âûäåëèòü îáëàäàþùèå âûñîêèì ñðîäñòâîì ê àíòèãå-
íó àíòèòåëà ê ÄÍÊ. Âñå ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû àôôèííî
î÷èùåííûõ ñóáôðàêöèé àíòèòåë, ñîãëàñíî äàííûì ýëåêò-
ðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå è èììóííîôåðìåíòî-
ìó àíàëèçó, ÿâëÿþòñÿ IgG ñ ìîë. ìàññîé 150 êÄà è âçàè-
ìîäåéñòâóþò ñ ÄÍÊ (Íåâçîðîâà è äð., 2006). Èñïîëüçîâàëè
ñûâîðîòêó êðîâè ëèö æåíñêîãî ïîëà (ïî 6 â êàæäîé ãðóïïå):
çäîðîâûõ äîíîðîâ, áîëüíûõ ÑÊÂ â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëå-
âàíèÿ, áîëüíûõ ÑÊÂ íà ñòàäèè ðåìèññèè, áîëüíûõ ÐÀ è èõ
áëèçêèõ êëèíè÷åñêè çäîðîâûõ ðîäñòâåííèö. Äèàãíîç áîëü-
íûõ áûë óñòàíîâëåí êâàëèôèöèðîâàííûìè ðåâìàòîëîãàìè
Êàçàíñêîé ãîñóäàðñòâåííîé ìåäèöèíñêîé àêàäåìèè.

Ã è ä ð î ë è ç ï ë à ç ì è ä í î é Ä Í Ê p B R - 3 2 2 à ô -
ô è í í î î ÷ è ù å í í û ì è à í ò è ò å ë à ì è ê ÄÍÊ îñóùå-
ñòâëÿëè â ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 25 ìÌ
Òðèñ-HC1-áóôåð, pH 7.5, 50 ìÌ NaC1, 5 ìÌ MgCl2,
0.5 ìÌ ÝÄÒÀ è 20 ìêã/ìë ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pBR-322 (Íå-
âçîðîâà è äð., 2006). Èçâåñòíî, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ ïå-
ðåêðåñòíî ðåàãèðóþò ñ ÄÍÊ íå òîëüêî ýóêàðèîò, íî è
ïðîêàðèîò (Kimberly et al., 2006). Ïîýòîìó äëÿ îöåíêè
ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùåé àêòèâíîñòè èñïîëüçîâàëè ïëàçìèä-
íóþ ÄÍÊ pBR-322, ó êîòîðîé ìîæíî âèçóàëèçèðîâàòü
äàæå åäèíè÷íûé ðàçðûâ ôîñôîäèýôèðíîé ñâÿçè çà ñ÷åò
ïåðåõîäà ñóïåðñêðó÷åííîé ôîðìû ÄÍÊ pBR-322 â îò-
êðûòóþ êîëüöåâóþ. Ðåàêöèþ íà÷èíàëè äîáàâëåíèåì àí-
òèòåë äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë (Íåâçîðîâà
è äð., 2006). Àíòèòåëà ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 56 °Ñ äëÿ èíàêòèâàöèè âîçìîæíûõ
ïðèìåñåé íóêëåàç. Êîíòðîëü íå ñîäåðæàë àíòèòåë ê
ÄÍÊ. Ïðîáû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ðå-
çóëüòàòû ãèäðîëèçà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ îöåíèâàëè ìåòîäîì
ãîðèçîíòàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â 0.5%-íîì àãàðîçíîì
ãåëå ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì íóêëåèíîâûõ êèñëîò
â ðàñòâîðå áðîìèñòîãî ýòèäèÿ è äåòåêöèåé â ïðîõîäÿùåì
óëüòðàôèîëåòå.

Â ë è ÿ í è å à í ò è ò å ë ê Ä Í Ê í à æ è ç í å ñ ï î ñ î á -
í î ñ ò ü ê ë å ò î ê i n v i t r o èññëåäîâàëè íà ïåðåâèâàåìîé
êëåòî÷íîé ëèíèè MDCK (ýïèòåëèÿ ïî÷êè ñîáàêè), ïîëó-
÷åííûå èç Ôåäåðàëüíîãî öåíòðà òîêñèêîëîãè÷åñêîé, ðà-
äèàöèîííîé è áèîëîãè÷åñêîé áåçîïàñíîñòè — Âñåðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî âåòåðèíàðíîãî èí-
ñòèòóòà (Êàçàíü). Ìîíîñëîé MDCK ñîêóëüòèâèðîâàëè
ñîâìåñòíî ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ â òå÷åíèå 2 è 4 ñóò ïðè
37 °Ñ è 5 % CO2 â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 20 %
ñðåäû RPMI-1640, 70 % ñðåäû ÄÌÅÌ, 10 % ýìáðèîíàëü-
íîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, ïðîãðåòîé ïðè 56 °Ñ â òå÷åíèå
45 ìèí, è íàáîð àíòèáèîòèêîâ. Ñûâîðîòêè, ñîäåðæàùèå
àíòèòåëà ê ÄÍÊ, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè ïðè 56 °Ñ
â òå÷åíèå 45 ìèí äëÿ èíàêòèâàöèè íóêëåàç è áåëêîâ êîì-
ïëåìåíòà è íîðìèðîâàëè ïî áåëêó äî êîíå÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè 100 ìêã/ìë äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ óñëîâèé, ïðèáëè-
æåííûõ ê in vivo. Îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü: ê ìîíîñëîþ
MDCK â ñâåæåé ïèòàòåëüíîé ñðåäå äîáàâëÿëè ðàâíûé
îáúåìó ðàñòâîðà àíòèòåë îáúåì PBS (2 ìÌ KCl, 1.5 ìÌ
KH2PO4, 0.2 M NaCl, 8 ìÌ Na2HPO4�2H2O, ðÍ 7.4).

Ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè îáùåå êîëè÷å-
ñòâî è êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ìåòîäîì èñê-
ëþ÷åíèÿ òðèïàíîâîãî ñèíåãî íà ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå
Carl Zeiss (Jena, Ãåðìàíèÿ) â êàìåðå Ãîðÿåâà.

Ó ð î â å í ü ï î â ð å æ ä å í è ÿ è è ç ì å í å í è ÿ ê î í -
ô î ð ì à ö è è ÿ ä å ð í î é Ä Í Ê êëåòîê ïîñëå ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà ÄÍÊ õðîìàòèíà ñ áðîìè-
ñòûì ýòèäèåì íà ôëóîðåñöåíòíîì ñïåêòðîôîòîìåòðå
ÌÐF-4 Hitachi (ßïîíèÿ). Èçâåñòíî, ÷òî áðîìèñòûé ýòèäèé
ñâÿçûâàåòñÿ òîëüêî ñ íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè è ñòåïåíü
ñâÿçûâàíèÿ çàâèñèò îò ñóïåðñïèðàëèçàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ
(Moran, 2007).

Ê ëèçèðîâàííûì êëåòêàì äîáàâëÿëè áðîìèñòûé ýòèäèé
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4 ìêã/ìë (Àíèñèìîâ, Áîëîòíè-
êîâ, 1999). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè ñâåòîì äëèíîé âîë-
íû 490 íì, ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíå âîëíû 610 íì. Èçìå-
íåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûðàæàëè â %. Çà
100 % ïðèíèìàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà
ÄÍÊ õðîìàòèíà ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê
MDCK, èíêóáèðîâàííûõ ñ äîáàâëåíèåì PBS.

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ ë î ê à ë è ç à ö è è à ô ô è í í î
î ÷ è ù å í í û õ à í ò è ò å ë ê Ä Í Ê ê ë à ñ ñ à I g G â êëåò-
êàõ MDCK ïîñëå èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 4 ñóò
(êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ àíòèòåë ïîäîáðàíà ýêñïåðèìåí-
òàëüíî — 1 ìêã/ìë) ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïðîìû-
âàëè PBS, îêðàøèâàëè DAPI (0.6 ìêã/ìë â PBS, ñîäåðæà-
ùåì 0.5 % Òðèòîíà Õ-100, â òå÷åíèå 10—15 ìèí) è îòìû-
âàëè PBS. Çàòåì êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå
ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà PBS â òå÷åíèå 30 ìèí âî âëàæíîé
êàìåðå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè ñ ïðîòèâîâèäîâûìè àíòèòåëàìè ê IgG ÷åëîâåêà,
ìå÷åííûìè FITC (FITC-àíòèòåëà), â ðàçâåäåíèè 1 : 2000 â
òå÷åíèå 2 ÷ âî âëàæíîé êàìåðå, çàòåì îòìûâàëè â PBS
2 ðàçà ïî 10 ìèí. Îáðàçöû çàêëþ÷àëè â ãëèöåðèí. Êîíò-
ðîëè: íåôèêñèðîâàííûå æèâûå êëåòêè, çàêëþ÷åííûå â
ãëèöåðèí; ôèêñèðîâàííûå êëåòêè, ñîêóëüòèâèðîâàííûå ñ
àíòèòåëàìè èëè ñ PBS, íå îêðàøåííûå ôëóîðåñöåíòíûìè
êðàñèòåëÿìè; ôèêñèðîâàííûå êëåòêè, ñîêóëüòèâèðîâàí-
íûå ñ àíòèòåëàìè èëè ñ PBS, îáðàáîòàííûå ëèáî DAPI,
ëèáî FITC-àíòèòåëàìè.

Ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñòðèðîâàëè íà ôëóîðåñöåíòíîì
ìèêðîñêîïå LOMO ÌÈÊÌÅÄ-2 (îáúåêòèâ Olympus, 60�,
êàìåðà Carl Zeiss), èñïîëüçóÿ ñîîòâåòñòâóþùèå ñâåòî-
ôèëüòðû. Ôëóîðåñöåíöèþ FITC âîçáóæäàëè è ðåãèñòðè-
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ðîâàëè ïðè äëèíàõ âîëí 460—480 è 520—560 íì ñîîòâåò-
ñòâåííî, ôëóîðåñöåíöèþ DAPI âîçáóæäàëè è ðåãèñòðèðî-
âàëè ïðè äëèíàõ âîëí 340—400 (360 íì â êîìïëåêñå ñ
ÄÍÊ) è 450—480 íì ñîîòâåòñòâåííî.

Òàê êàê äàííûå èìåëè âûðàæåííûé ýêñöåññ è àñèì-
ìåòðèþ, äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè èñïîëüçîâàëè íå-
ïàðàìåòðè÷åñêèå ìåòîäû (Àêáåðîâà, 2004): âû÷èñëÿëè
ìåäèàíó, 95 è 5 ïåðöåíòèëè, èñïîëüçóÿ ñòàíäàðòíûé ïà-
êåò Microsoft Excel. Ïî íåïàðàìåòðè÷åñêîìó êðèòåðèþ
Ñòüþäåíòà äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé âíóòðè ñóáôðàêöèé
àôôèííî î÷èùåííûõ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ ìåòîäàìè ïî-
ýòàïíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè, íå áûëî, ïîýòîìó
ðåçóëüòàòû îáúåäèíÿëè ïî çàáîëåâàíèÿì. Äàëåå ïðîâîäè-
ëè îáðàáîòêó äàííûõ, èñïîëüçóÿ íåïàðàìåòðè÷åñêèé êðè-
òåðèé Ìàííà—Óèòíè (P < 0.01), äëÿ ñðàâíåíèÿ âëèÿíèÿ
àíòèòåë íà ìîíîñëîé MDCK íà 2-å è 4-å ñóò ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèÿ è îòíîñèòåëüíî îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ (PBS).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ä Í Ê - ã è ä ð î ë è ç ó þ ù à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü à ô ô è í -
í î î ÷ è ù å í í û õ ñ ó á ô ð à ê ö è é à í ò è ò å ë ê Ä Í Ê ,
ê î ò î ð û å ð à ç ë è ÷ à þ ò ñ ÿ ï î ç à ð ÿ ä ó è ñ ð î ä ñ ò â ó

ê à í ò è ã å í ó. Íà ðèñ. 1, à ïðåäñòàâëåíà òèïè÷íàÿ ýëåêò-
ðîôîðåãðàììà ïðîäóêòîâ ãèäðîëèçà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ àí-
òèòåëàìè çäîðîâûõ äîíîðîâ (äîðîæêè 1—6). Òàê êàê
ôîðìà ÄÍÊ pBR-322 ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àíòèòåë êëèíè÷å-
ñêè çäîðîâûõ äîíîðîâ â öåëîì íå îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðî-
ëåé Kt è Kî (ðèñ. 1, á, äîðîæêè 2, 3), ñëåäîâàòåëüíî, àí-
òèòåëà íå ïðîÿâëÿþò ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùåé àêòèâíîñòè.

Àíòèòåëà ê ÄÍÊ ïðè ÑÊÂ â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëå-
âàíèÿ ïðèâîäÿò ê îáðàçîâàíèþ îäíîöåïî÷å÷íûõ ðàçðû-
âîâ â ìîëåêóëå ÄÍÊ (ðèñ. 1, à, äîðîæêè 8, 10, 12), òàê êàê
ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ pBR-322 èç ñóïåðñêðó÷åííîé ôîðìû ïå-
ðåøëà â îòêðûòóþ êîëüöåâóþ. Íî äåéñòâèå àíòèòåë âàðü-
èðóåò îò ñóáôðàêöèè, ò. å. îò çàðÿäà è ñðîäñòâà ê àíòèãå-
íó, òàê êàê êîëè÷åñòâî ïðîäóêòîâ â äîðîæêàõ ðàçëè÷íî
(ðèñ. 1, à, äîðîæêè 7—12).

Â ñëó÷àå àíòèòåë ê ÄÍÊ íà ñòàäèè ðåìèññèè ÑÊÂ
(ðèñ. 1, á, äîðîæêè 4—8) ÄÍÊ pBR-322 ïåðåõîäèò èç ñó-
ïåðñêðó÷åííîé íå òîëüêî â êîëüöåâóþ, íî è ëèíåéíóþ
ôîðìó, ò. å. â ìîëåêóëå ÄÍÊ ïðîèñõîäÿò êàê îäíîöåïî-
÷å÷íûå, òàê è äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû. Ñëåäîâàòåëüíî,
àíòèòåëà ê ÄÍÊ íà ñòàäèè ðåìèññèè ÑÊÂ îòëè÷àþòñÿ îò
àíòèòåë â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ ïî ÄÍÊ-ãèäðîëè-
çóþùåé àêòèâíîñòè è äåéñòâèå àíòèòåë âàðüèðóåò â çàâè-
ñèìîñòè îò çàðÿäà è ñðîäñòâà ê àíòèãåíó, òàê êàê ïðîèñ-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììû ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pBR-322 ïîñëå èíêóáàöèè ñ ñóáôðàêöèÿìè àôôèííî î÷èùåííûõ àíòèòåë ê ÄÍÊ
êëàññà IgG.

à: 1—6 — çäîðîâûå äîíîðû, 7—12 — áîëüíûå ÑÊÂ â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ, 13 — ÄÍÊ/HindIII ôàãà l (ìàðêåð). á: 1 — ÄÍÊ/HindIII ôàãà l, 2
(Kt) — ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ pBR-322, èíêóáèðîâàííàÿ áåç àíòèòåë, 3 (Ko) — ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ pBR-322 äî èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè, 4—8 — áîëüíûå ÑÊÂ

íà ñòàäèè ðåìèññèè, 9—12 — çäîðîâûå ðîäñòâåííèêè áîëüíûõ ÐÀ, 13—16 — áîëüíûå ÐÀ; ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ.



õîäÿò èçìåíåíèÿ â èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðî-
äóêòîâ ãèäðîëèçà.

Ó àíòèòåë ïðè ÐÀ (ðèñ. 1, á, äîðîæêè 13—16)
ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùàÿ àêòèâíîñòü ñëàáàÿ, cõîäíàÿ ñ êîíò-
ðîëÿìè Kt è Kî è íå çàâèñèò îò ñóáôðàêöèè àíòèòåë, ñëå-
äîâàòåëüíî, ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùàÿ àêòèâíîñòü àíòèòåë
ïðè ÐÀ è ÑÊÂ ðàçëè÷íà (ðèñ. 1, à, äîðîæêè 7—12).

Èíòåðåñíî, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ ðîäñòâåííèêîâ áîëü-
íûõ ÐÀ â çàâèñèìîñòè îò ñóáôðàêöèè âíîñÿò â ìîëåêóëó
ÄÍÊ pBR-322 êàê îäíî-, òàê è äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû
(ðèñ. 1, á, äîðîæêè 9—12), ò. å. îáëàäàþò ñèëüíîé ÄÍÊ-
ãèäðîëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ è ðàçëè÷àþòñÿ â çàâèñèìî-
ñòè îò çàðÿäà è ñðîäñòâà ê àíòèãåíó, èõ äåéñòâèå îòëè÷à-
åòñÿ îò äåéñòâèÿ àíòèòåë êàê â íîðìå, òàê è ïðè ïàòîëî-
ãèè ÐÀ.

Òàêèì îáðàçîì, ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùàÿ àêòèâíîñòü àí-
òèòåë âàðüèðóåò â çàâèñèìîñòè îò àóòîèììóííîé ïàòîëî-
ãèè è ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ. Íàëè÷èå ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùåé
àêòèâíîñòè ó àíòèòåë çäîðîâûõ ðîäñòâåííèêîâ áîëüíûõ
ÐÀ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá àóòîèììóííûõ ïðîöåñ-
ñàõ, ïðîèñõîäÿùèõ â îðãàíèçìå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìî-
æåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïîòåíöèàëüíûé ìàðêåð-ïðåäâå-
ñòíèê ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ.

Â ë è ÿ í è å à í ò è ò å ë ê Ä Í Ê í à ê î ë è ÷ å ñ ò â î è
æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê. Àíòèòåëà â çàâèñèìî-
ñòè îò ïàòîëîãèè ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà îáùåå ÷èñëî è
êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ìîíîñëîÿ MDCK ïî-

ñëå èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, 3). Àíòèòåëà ê ÄÍÊ
ñûâîðîòîê çäîðîâûõ äîíîðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ îòðèöàòåëü-
íûì êîíòðîëåì PBS (ðèñ. 3) ñïîñîáñòâóþò äîñòîâåðíîìó
ñíèæåíèþ ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ìîíîñëîÿ
MDCK íà 2-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, ñëåäîâàòåëüíî, îíè
ìîãóò âìåøèâàòüñÿ â ìåòàáîëèçì êëåòîê è âëèÿòü íà ïðî-
ëèôåðàöèþ.

Àíòèòåëà ê ÄÍÊ ñûâîðîòîê êðîâè áîëüíûõ ÑÊÂ â àê-
òèâíîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ ñíèæàþò îáùåå ÷èñëî è äîëþ
æèâûõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì PBS, ÷òî îñî-
áåííî ïðîÿâëÿåòñÿ íà 4-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, 3).

Àíòèòåëà áîëüíûõ ÑÊÂ íà ñòàäèè ðåìèññèè â öåëîì
ñíèæàþò äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê
êîíòðîëþ PBS, òîãäà êàê îáùåå êîëè÷åñòâî êëåòîê óâåëè-
÷èâàåòñÿ ê 4-ì ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Äåéñòâèå àíòèòåë
íà êëåòêè MDCK íà ñòàäèè ðåìèññèè ÑÊÂ îòëè÷àåòñÿ îò
äåéñòâèÿ àíòèòåë â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ. Âîç-
ìîæíî, ãîðìîíàëüíàÿ òåðàïèÿ ñíèæàåò íåãàòèâíîå öèòî-
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå àíòèòåë íà ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå,
èçìåíÿÿ ýêñïðåññèþ àíòèòåë ñ íóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ
ïëàçìàöèòàìè.

Àíòèòåëà ê ÄÍÊ áîëüíûõ ÐÀ â îòëè÷èå îò àíòèòåë
áîëüíûõ ÑÊÂ â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ íå îáëàäà-
þò öèòîòîêñè÷íîñòüþ è íå ñíèæàþò æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòîê (ðèñ. 2, 3). Ýòî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷èÿìè
â ïðîèñõîæäåíèè àíòèòåë ê ÄÍÊ ïðè äàííûõ çàáîëåâà-
íèÿõ.
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Ðèñ. 2. Îáùåå ÷èñëî êëåòîê MDCK ïîñëå èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 2 (òåìíûå ñòîëáèêè) è 4 (ñâåòëûå ñòîëáèêè) ñóò ñ àí-
òèòåëàìè ê ÄÍÊ ñûâîðîòîê êðîâè: çäîðîâûõ äîíîðîâ, áîëüíûõ ÑÊÂ, áîëüíûõ ÐÀ è èõ çäîðîâûõ ðîäñòâåííèêîâ.

Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå îòëè÷èå ÷èñëà êëåòîê (P < 0.01) îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê, êóëüòèâèðîâàííûõ ñ äîáàâëåíèåì PBS (êðèòåðèé
Ìàííà—Óèòíè).

Ðèñ. 3. Äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê MDCK ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ ñûâîðîòîê êðîâè â òå÷åíèå 2 (òåìíûå
ñòîëáèêè) è 4 (ñâåòëûå ñòîëáèêè) ñóò.

Çíàêîì ïëþñ ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå (P < 0.01) ìåæäó äîëÿìè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê íà 2-å è 4-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (íåïàðàìåòðè÷å-
ñêèé êðèòåðèé Ñòüþäåíòà); çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ äàííûõ (P < 0.01) îò äàííûõ â êîíòðîëå PBS (êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè).



Äåéñòâèå àíòèòåë ê ÄÍÊ çäîðîâûõ ðîäñòâåííèêîâ
áîëüíûõ ÐÀ ïîäîáíî äåéñòâèþ àíòèòåë ïðè ÐÀ: ïîÿâëÿ-
åòñÿ òåíäåíöèÿ ê óâåëè÷åíèþ îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê
íà 4-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ
PBS, íî àíòèòåëà ðîäñòâåííèêîâ ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ
äîëè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, àíòèòåëà ê ÄÍÊ âûáðàííûõ ãðóïï
áîëüíûõ è çäîðîâûõ ëèö îáëàäàþò ðàçíîé ñòåïåíüþ öè-
òîòîêñè÷íîñòè è ìîãóò ïî-ðàçíîìó âìåøèâàòüñÿ â ìåòà-
áîëèçì è æèçíåííûé öèêë êëåòîê MDCK. Âî âñåõ ñëó÷à-
ÿõ äåéñòâèå àíòèòåë ê ÄÍÊ íà êëåòêè ìîæåò ïðîÿâëÿòüñÿ
íå ñðàçó, à íà 4-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Âåðîÿòíî, ýòî
ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèÿìè â ìåòàáîëèçìå, âûçâàííûìè àíòè-
òåëàìè ê ÄÍÊ, îïîñðåäîâàííûìè ñíà÷àëà âçàèìîäåéñòâè-
åì àíòèòåë ñ ìåìáðàíîé êëåòîê, èíèöèàöèåé ñèãíàëà â
êëåòêó è, âåðîÿòíî, ïðîíèêíîâåíèåì àíòèòåë (Biesenbach
et al., 2009).

Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå àíòèòåë íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê çàâèñèò îò ïàòîëîãèè, âîçìîæíî, íàñëåäñò-
âåííîñòè, ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ è ïðåäëîæåííîé ìåäèêà-
ìåíòîçíîé òåðàïèè.

Kozyr è ñîàâòîð. (Kozyr et al., 2002) ïðè èññëåäîâàíèè
äåéñòâèÿ àíòèòåë ê ÄÍÊ íà îïóõîëåâûå êëåòêè ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëè íàëè÷èå êîððåëÿöèè ìåæäó öèòîòîêñè÷-
íîñòüþ è ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþùèìè ñâîéñòâàìè àíòèòåë ê
ÄÍÊ ïðè ÑÊÂ. Àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî öèòîòîêñè-
÷åñêèå àíòèòåëà ê ÄÍÊ, ïðîíèêàÿ â îïóõîëåâûå êëåòêè,

ñâÿçûâàþò õðîìàòèí è âûçûâàþò ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ,
÷òî ïðèâîäèò ê àïîïòîçó êëåòîê.

Â íåêîòîðûõ èññëåäîâàíèÿõ áûëà ïîêàçàíà èçáûòî÷-
íàÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ïî÷åê, ÷òî òàêæå íåãàòèâíî ñêà-
çûâàåòñÿ íà òêàíÿõ, ïîäâåðæåííûõ âîçäåéñòâèþ àíòèòåë
ê ÄÍÊ ïðè ÑÊÂ (Ruiz-Arguelles, Alarcon-Segovia, 2001).
Íàïðèìåð, îòìå÷åíî, ÷òî íåêîòîðûå àíòèòåëà ê ÄÍÊ â
öèòîïëàçìå ðåàãèðóþò ñ ÄÍÊàçîé 1 è èíãèáèðóþò åå ýí-
çèìàòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü in vitro è in vivo, áëîêèðóÿ òà-
êèì îáðàçîì àïîïòîç è ïðèâîäÿ ê ãèïåðêëåòî÷íîñòè êëó-
áî÷êîâ ïî÷åê (Yanase et al., 1994; Madaio et al., 1998).
Ñëåäîâàòåëüíî, íåêîòîðûå èç àíòèòåë ê ÄÍÊ ìîãóò îáëà-
äàòü ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòüþ ê íóêëåàçàì è (èëè)
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ õðîìàòèíîì è ÄÍÊ, ðåàëèçóÿ ïàòî-
ëîãè÷åñêèé ïîòåíöèàë è âûçûâàÿ ðàçíîîáðàçíûå ìîðôî-
ëîãè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê.

Â ë è ÿ í è å ñ û â î ð î ò î ÷ í û õ à í ò è ò å ë ê Ä Í Ê
í à õ ð î ì à ò è í ê ë å ò î ê Ì Ä Ñ Ê. Èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè ÄÍÊ õðîìàòèíà êëåòîê ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì
ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ äîíîðîâ,
ïðè ðåìèññèè ÑÊÂ, ÐÀ è ðîäñòâåííèêîâ áîëüíûõ ÐÀ íå
îòëè÷àëàñü îò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â êîíòðîëå
PBS (ðèñ. 4). Â ñëó÷àå àíòèòåë ïðè ðåìèññèè ÑÊÂ ýòî
ìîæíî îáúÿñíèòü ïðèìåíåíèåì ñîîòâåòñòâóþùåé òåðà-
ïèè, íî òåì íå ìåíåå ñëåäóåò îòìåòèòü òåíäåíöèþ ê óñè-
ëåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì PBS.
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Ðèñ. 4. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) êîìïëåêñîâ ÄÍÊ õðîìàòèíà ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
MDCK ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ ñûâîðîòîê êðîâè â òå÷åíèå 2 (òåìíûå ñòîëáèêè) è 4 (ñâåòëûå ñòîëáèêè) ñóò.

Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå îòëè÷èå ÈÔ (P < 0.01) îò äàííûõ â êîíòðîëå PBS (êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè).

Ðèñ. 5. Èçîáðàæåíèÿ íåôèêñèðîâàííûõ êëåòîê MDCK (êîíòðîëü) â ïðèñóòñòâèè òðèïàíîâîãî ñèíåãî (ÒÑ).

ÃÔ — ãîëóáàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ (520—560 íì, îáëàñòü DAPI), ÇÔ — çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ (450—480 íì, îáëàñòü FITC). ÒÑ+ — ïîãèáøèå îêðàøåí-
íûå êëåòêè; ÒÑ — æèâûå íåîêðàøåííûå êëåòêè. Îá. 60�.



Àíòèòåëà ê ÄÍÊ ïðè ÑÊÂ â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëå-
âàíèÿ ïðèâîäÿò ê óñèëåíèþ ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñîâ
ÄÍÊ õðîìàòèíà êëåòîê ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì íà 4-å ñóò
ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. å. ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå êîíôîð-
ìàöèè ÄÍÊ, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ÄÍÊ-ãèäðîëèçóþ-
ùåé ñïîñîáíîñòüþ àíòèòåë: â ñëó÷àå îäíîöåïî÷å÷íûõ
ðàçðûâîâ ïðîèñõîäÿò äåêîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è óñèëå-
íèå ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 4).

Îòñóòñòâèå êàêèõ-ëèáî èçìåíåíèé âî ôëóîðåñöåíöèè
êîìïëåêñîâ ÄÍÊ õðîìàòèíà ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì â ñëó-
÷àå ñ àíòèòåëàìè ïðè ÐÀ êîððåëèðóåò ñ îòñóòñòâèåì öè-
òîòîêñè÷íîñòè ýòèõ àíòèòåë è ãèäðîëèçà èìè ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ pBR-322, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î äðóãîé áèîëîãè÷å-
ñêîé ðîëè àíòèòåë ê ÄÍÊ ïðè ÐÀ, îòëè÷íîé îò àíòèòåë ê
ÄÍÊ ïðè ÑÊÂ.

Àíòèòåëà ðîäñòâåííèêîâ áîëüíûõ ÐÀ ñ ÄÍÊ-ãèäðî-
ëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ íå ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÄÍÊ õðîìàòèíà â êîìïëåêñå ñ
áðîìèñòûì ýòèäèåì îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ PBS (ðèñ. 4).
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñîâåðøåííî
èíûõ ìåõàíèçìàõ âëèÿíèÿ àíòèòåë ðîäñòâåííèêîâ íà ìî-
íîñëîé MDCK in vitro.

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ à í ò è ò å ë ê Ä Í Ê â ê ë å ò ê à õ
M D C K. Àâòîôëóîðåñöåíöèè â îáëàñòè FITC è DAPI
êîíòðîëüíûõ êëåòîê, èíêóáèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè
PBS, íå íàáëþäàëè (ðèñ. 5). Êëåòêè, îêðàøåííûå òîëüêî
DAPI, íå ôëóîðåñöèðóþò â îáëàñòè FITC. Ïðè îêðàøèâà-
íèè êëåòîê òîëüêî âòîðè÷íûìè FITC-àíòèòåëàìè êëåòêè

íå ôëóîðåñöèðîâàëè â îáëàñòè DAPI. Â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ, îêðàøåííûõ äâóìÿ êðàñèòåëÿìè, ôëóîðåñöèðî-
âàë òîëüêî DAPI. Ñëåäîâàòåëüíî, îòñóòñòâóåò íåñïåöè-
ôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå FITC-àíòèòåë ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè
ñòðóêòóðàìè (ðèñ. 6).

Ââèäó òîãî ÷òî ðàçëè÷èé ïî âëèÿíèþ ñóáôðàêöèé àí-
òèòåë ê ÄÍÊ â ãðóïïàõ íà èññëåäóåìûå ïàðàìåòðû êëåòîê
íå íàáëþäàëè, ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå äàííûå ïî ãðóïïàì
çàáîëåâàíèé è äîíîðàì. Â ìîðôîëîãèè êëåòîê è ðàñïðåäå-
ëåíèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà ïîñëå èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó èññëåäî-
âàííûìè ãðóïïàìè (ðèñ. 7). Àíòèòåëà ê ÄÍÊ çäîðîâûõ äî-
íîðîâ (ðèñ. 7, íîðìà) íå ïðèâîäèëè ê êàêèì-ëèáî çàìåò-
íûì ìîðôîëîãè÷åñêèì îòëè÷èÿì êëåòîê îò êîíòðîëÿ PBS.

Êëåòêè, ñîêóëüòèâèðîâàííûå ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ
ïðè ÑÊÂ â àêòèâíîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ, èìåëè íåðîâ-
íóþ ôîðìó, áûñòðåå ïîäâåðãàëèñü äåéñòâèþ ôèêñèðóþ-
ùèõ àãåíòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, ñîêóëüòèâèðîâàí-
íûìè ñ àíòèòåëàìè äîíîðîâ (ðèñ. 7, ÑÊÂ-ÀÑ).

Êëåòêè ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê
ÄÍÊ ïðè ðåìèññèè ÑÊÂ ìîðôîëîãè÷åñêè, ïî èíòåíñèâ-
íîñòè è ëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè áûëè ñõîäíû ñ êëåò-
êàìè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ äîíî-
ðîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, ãîðìîíàëüíàÿ òåðàïèÿ ñíèæàåò áèî-
ëîãè÷åñêèé ýôôåêò àíòèòåë ïðè ïàòîëîãèè íà ìîíîñëîé
êëåòîê MDCK (ðèñ. 7, ÑÊÂ-Ð).

Àíòèòåëà ê ÄÍÊ áîëüíûõ ÐÀ è èõ ðîäñòâåííèêîâ
ïî-ðàçíîìó ïîâëèÿëè íà ìîðôîëîãèþ êëåòîê. Â ñëó÷àå

Âëèÿíèå àíòèòåë ê ÄÍÊ íà êëåòêè ëèíèè MDCK 65

Ðèñ. 6. Èçîáðàæåíèÿ ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê MDCK, êóëüòèâèðîâàííûõ ñ äîáàâëåíèåì PBS (êîíòðîëü).

à — êëåòêè, îêðàøåííûå DAPI; á — êëåòêè, îêðàøåííûå FITC-àíòèòåëàìè; â — êëåòêè, îêðàøåííûå DAPI è FITC-àíòèòåëàìè. ÃÔ — ãîëóáàÿ ôëóî-
ðåñöåíöèÿ (520—560 íì, îáëàñòü DAPI), ÇÔ — çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ (450—480 íì, îáëàñòü FITC). Îá. 60�.



ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ MDCK ñ àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ
ïðè ÐÀ êëåòêè èìåëè íåðîâíóþ ôîðìó è ïëîõî ïðèêðåï-
ëÿëèñü ê ñòåêëó, êàê è â ñëó÷àå ñ ÑÊÂ. Â êëåòêàõ ñ àíòè-
òåëàìè ê ÄÍÊ ðîäñòâåííèêîâ ÐÀ íàáëþäàëèñü ïåðåñîð-
òèðîâêà õðîìàòèíà è ðàçâèòèå ìíîãî÷èñëåííûõ îôîðì-
ëåííûõ è äèôôóçíûõ ÿäåðíûõ âêëþ÷åíèé ðàçëè÷íîé
ïëîòíîñòè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçðóøåíèè ÿäåðíîé
ìåìáðàíû. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü âûñîêîé ÄÍÊ-ãèäðîëè-
çóþùåé àêòèâíîñòüþ àíòèòåë ðîäñòâåííèêîâ áîëüíûõ
ÐÀ. Ñëåäîâàòåëüíî, ðîäñòâåííèêè áîëüíûõ ÐÀ ïðåäðàñ-
ïîëîæåíû ê àóòîèììóííûì ïàòîëîãèÿì, è ìåõàíèçì ðà-
áîòû èììóííîé ñèñòåìû îòëè÷àåòñÿ îò êëèíè÷åñêè çäî-
ðîâûõ ëþäåé (ðèñ. 7, ÐÀ è ÇÐ-ÐÀ).

Òàê êàê íàèáîëüøàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
êàê FITC, òàê è DAPI ïðîÿâëÿåòñÿ â îáëàñòè ÿäåð, ìîæ-
íî ñ÷èòàòü, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ è äîíîðîâ, è áîëüíûõ
àóòîèììóííûìè çàáîëåâàíèÿìè ïðîíèêàþò âíóòðü êëå-
òîê MDCK è ëîêàëèçóþòñÿ â îáëàñòè ÿäåð êëåòîê. Çà-
ìå÷åíî, ÷òî â ñëó÷àå àíòèòåë áîëüíûõ ÐÀ ôëóîðåñöåí-
öèÿ íàáëþäàåòñÿ è â îáëàñòè öèòîïëàçìû, ÷òî ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ðàñïîëîæåíèè àíòèòåë êàê íà êëå-
òî÷íîé ïîâåðõíîñòè, òàê è â ñàìîé öèòîïëàçìå. Ýòî ìî-
æåò îçíà÷àòü, ÷òî àíòèòåëà ê ÄÍÊ ìîãëè âìåøàòüñÿ â
æèçíåííûé öèêë è ìåòàáîëèçì êëåòîê (â îòëè÷èå îò êîíò-
ðîëÿ ñ PBS).

Òàêèì îáðàçîì, àíòèòåëà ê ÄÍÊ êëàññà IgG â çàâèñè-
ìîñòè îò òèïà àóòîèììóííîé ïàòîëîãèè, ñâîéñòâ è ÄÍÊ-
ãèäðîëèçóþùåé àêòèâíîñòè îêàçûâàþò ðàçëè÷íîå äåé-
ñòâèå íà êëåòêè MDCK, ïðîíèêàþò âíóòðü êëåòîê, ãäå ëî-
êàëèçóþòñÿ â îáëàñòè ÿäåð.

Ðÿäîì àâòîðîâ (Koren et al., 1995; Reichlin et al., 1995)
áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ê ÄÍÊ ÑÊÂ-ìîäåëåé ìûøåé è êðûñ. Àâòîðàìè ïîêàçàíî,
÷òî íåêîòîðûå àíòèòåëà ïðè ïàòîëîãèè ÑÊÂ, ñâÿçûâàÿñü ñ
ðåöåïòîðàìè öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, îñòàþòñÿ
íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê íàðóøå-
íèþ ôóíêöèé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è (èëè) àêòèâàöèè
êîìïëåìåíòà ñ ïîñëåäóþùèì ëèçèñîì êëåòîê-ìèøåíåé
(êîìïëåìåíòçàâèñèìîé öèòîòîêñè÷íîñòè). Äðóãèå àíòè-
òåëà ê ÄÍÊ ïðîíèêàþò â êëåòêè è ñâÿçûâàþòñÿ ñ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèìè èëè (è) ÿäåðíûìè ñòðóêòóðàìè.

Ðåçóëüòàòû äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé (Yanase et al.,
1994; Madaio et al., 1998) ïîêàçàëè, ÷òî ïðîíèêíîâåíèå
ÑÊÂ-àíòèòåë â êëåòêó èíèöèèðóåòñÿ áåëêîì ñ ìîë. ìàñ-
ñîé 110 êÄà, êîòîðûé áûë èäåíòèôèöèðîâàí êàê ìèî-
çèí 1. Ïîçæå îáíàðóæèëè äðóãîé áåëîê ñ ìîë. ìàññîé
50 êÄà — êàëðåòèêóëèí, ñ êîòîðûì òàêæå ìîãóò âçàèìî-
äåéñòâîâàòü àíòèòåëà, ïðîíèêàþùèå â êëåòêè (Seddiki
et al., 2001).

Íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè (Koren et al., 1995; Chan,
Cheng, 1997) ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî äëÿ ïðîõîæäåíèÿ
â êëåòêó îäíèõ àíòèòåë ê ÄÍÊ íåîáõîäèìî èõ ñâÿçûâàíèå
ñ ÄÍÊ, íàõîäÿùåéñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, òîãäà êàê
äëÿ äðóãèõ àíòèòåë ÄÍÊ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè íå âàæ-
íà, ïîñêîëüêó ïðè îáðàáîòêå ïîâåðõíîñòè êëåòîê ÄÍÊà-
çîé àíòèòåëà íå óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòè ïðîíèêàòü
âíóòðü êëåòîê.

Àíòèòåëà ê ÄÍÊ, ïðåîäîëåâ öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó, ìîãóò ëîêàëèçîâàòüñÿ â ýíäîñîìàõ, ðèáîñîìàõ,
êîìïëåêñå Ãîëüäæè, ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå,
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Ðèñ. 7. Èçîáðàæåíèÿ ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê MDCK ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àôôèííî î÷èùåííûìè àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ.

à — ñâåòîâîé ðåæèì, á — îáëàñòü ôëóîðåñöåíöèè DAPI (520—560 íì), â — îáëàñòü ôëóîðåñöåíöèè FITC (450—480 íì). Íîðìà — êëèíè÷åñêè çäîðî-
âûå äîíîðû; ÑÊÂ-AC — ÑÊÂ, àêòèâíàÿ ñòàäèÿ çàáîëåâàíèÿ; ÇÐ-ÐÀ — çäîðîâûå ðîäñòâåííèêè áîëüíûõ ÐÀ; ÑÊÂ-Ð — ÑÊÂ, ðåìèññèÿ çàáîëåâàíèÿ.
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ðèáîñîìàõ, ÿäåðíûõ ïîðàõ è â ÿäðå (Yanase et al., 1994).
Àâòîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåò-
êó àíòèòåëà ñâÿçûâàþòñÿ ñ êîìïëåêñîì ïîð íà ìåìáðàíå
ÿäðà, ãäå ñîëîêàëèçóþòñÿ ñ áåëêàìè ìèîçèíîì-1 è êàâåî-
ëèíîì â êàâåîëå, ÷òî ñîïóòñòâóåò ïðîíèêíîâåíèþ èõ â
ÿäðî è ñâÿçûâàíèþ ñ ÄÍÊ õðîìàòèíà (Yanase, 1994).

Ñ ïîìîùüþ ìå÷åíîãî ôðàãìåíòà (scFv) 3D8 ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë ê ÄÍÊ ïðè ÑÊÂ áûëî âûÿâëåíî, ÷òî
ïðîíèêíîâåíèå àíòèòåë ïðîèñõîäèò ñ ïîìîùüþ ýíäîöè-
òîçà ëèïèäíîé êàâåîëû (Jang et al., 2009). Àâòîðû ïîêàçà-
ëè, ÷òî ôðàãìåíò 3D8 ñòàáèëèçèðîâàë àêòèâíîñòü íóêëåà-
çû, êîòîðàÿ ãèäðîëèçèðîâàëà êëåòî÷íûå ÐÍÊ, ãëàâíûì
îáðàçîì ìàòðè÷íûå, â êîíå÷íîì ñ÷åòå âûçûâàÿ àïîïòîç è
íåêðîç êëåòîê.

Ïðîíèêøèå â êëåòêó ÑÊÂ-àíòèòåëà ê ÄÍÊ ìîãóò âëè-
ÿòü íà âíóòðèêëåòî÷íûå ïðîöåññû è êëåòî÷íûé öèêë. Íà-
ïðèìåð, ïîêàçàíî, ÷òî àíòèòåëà èíãèáèðóþò òðàíñêðèï-
öèþ, òðàíñëÿöèþ, ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü, òðàíñ-
ïîðò áåëêîâ â ÿäðî, ìèòîç, àïîïòîç, òðàíñôîðìàöèþ
êëåòîê. Íåêîòîðûå àíòèòåëà in vitro èíãèáèðóþò ñèíòåç
ÄÍÊ è ÐÍÊ, òîãäà êàê äðóãèå, óñèëèâàÿ ñèíòåç ÄÍÊ, íå
âëèÿþò íà ñèíòåç ÐÍÊ (Kozyr et al., 2002).

Âîïðîñ î ïåðåêðåñòíîé àêòèâíîñòè àíòèòåë ïîêà äî
êîíöà íå âûÿñíåí è áóäåò ÿâëÿòüñÿ ïðåäìåòîì äàëüíåé-
øèõ èññëåäîâàíèé. Âîçìîæíî, íåêîòîðûå àíòèòåëà ê
ÄÍÊ âìåøèâàþòñÿ â ìåòàáîëèçì áëàãîäàðÿ ñâîåé ïåðå-
êðåñòíîé ðåàêòèâíîñòè, íàïðèìåð ê ÄÍÊàçå 1, è, èíãèáè-
ðóÿ åå ýíçèìàòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, áëîêèðóþò àïîïòîç,
êàê ïîêàçàíî íà ãëîìåëóëÿðíûõ êëåòêàõ â ñëó÷àå àíòèòåë
ïðè ÑÊÂ (Yanase et al., 1994; Madaio et al., 1998). Ïîêàçà-
íî, ÷òî ÑÊÂ-àíòèòåëà ê ÄÍÊ âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÿäåðíûì
ðèáîíóêëåîïðîòåèíîì A2 (hnRNP), êîòîðûé ïðèíèìàåò
ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ òðàíñêðèïöèè, òðàíñëÿöèè è ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ (Sun et al., 2003). Ñâÿçûâàíèå àíòèòåë ñ
hnRNP À2 óâåëè÷èâàåò åãî ìåòèëèðîâàíèå ïðîòåèí-àðãè-
íèí-ìåòèë-òðàíñôåðàçîé 1, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìå-
íåíèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ öèòîêèíîâ è ðàçâèòèþ àóòîèì-
ìóííûõ çàáîëåâàíèé.

Íàìè áûëî ïðîâåäåíî êîìïëåêñíîå èññëåäîâàíèå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ÄÍÊ êëàññà
IgG, ÷òî ïðèáëèæàåò ìîäåëüíóþ ñèñòåìó ê óñëîâèÿì in
vivo, òàê êàê ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà â öåëîì ìîãóò îá-
ëàäàòü áîëüøåé ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòüþ (Sun et al.,
2003; Yung, Chan, 2007; Àðëååâñêàÿ è äð., 2010). Ìû ïðî-
âåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àíòèòåë ê ÄÍÊ â çàâèñèìîñòè
îò ïàòîëîãèè è â ãðóïïå ðèñêà, îöåíèëè ñïîñîáíîñòü àí-
òèòåë âëèÿòü íà êëåòêè ëèíèè MDCK è âèçóàëèçèðîâàëè
èõ ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ â êëåòêàõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
óêàçûâàþò íà âêëàä àíòèòåë ê ÄÍÊ â ðàçâèòèå è òå÷åíèå
ÐÀ è ÑÊÂ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ðåâìàòîëîãàì
ÖÍÈË Êàçàíñêîé ãîñóäàðñòâåííîé ìåäèöèíñêîé àêàäå-
ìèè è À. Â. ßêîâëåâó (Èíñòèòóò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäè-
öèíû è áèîëîãèè Êàçàíñêîãî óíèâåðñèòåòà).
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INFLUENCE OF ANTIBODIES TO DNA ON MDCK CELLS

AND THEIR INTRACELLULAR LOCALIZATION
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Objects of the study were highly purified by liquid chromatography antibodies to DNA (IgG class) from
the blood serums of healthy donors, patients with systemic lupus erythematosus (SLE) or rheumatoid arthritis
(RA), and clinically healthy relatives of RA patients. It has been shown that, depending on the pathology, these
antibodies differ in the DNA-hydrolyzing activity and differently affect the number of viable cells, morphology
and chromatin of MDCK cells after co-culture. The antibodies to DNA were located in the area of nuclei. Bio-
logical role of the antibodies to DNA is discussed.

K e y w o r d s: antibodies to DNA, systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, healthy relatives,
MDCK.
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