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Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ è äð.
Óëüòðàñòðóêòóðíûé è ðåíòãåíîñïåêòðàëüíûé àíàëèç êëåòîê U-937 â ïðîöåññå àïîïòîçà

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû, êàñàþùèåñÿ óëüòðàñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé êëåòîê U-937, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà, â áîëüøîé ñòåïåíè ñîãëàñóþòñÿ ñ àíàëîãè÷íûìè ñâåäåíèÿìè, èìåþùèìè-
ñÿ â ëèòåðàòóðå. Âìåñòå ñ òåì ïîëó÷åíû îðèãèíàëüíûå äàííûå ïî óëüòðàñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì êëå-
òî÷íûõ îðãàíåëë è èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé ëîêàëèçàöèè è ðàñïðåäåëåíèþ ïðîòåàñîì. Ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî, ÷òî ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà, âûçâàííîãî èíêóáàöèåé êëåòîê â ãèïåðòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå ñàõàðîçû
(200—400 ìÌ), àïïàðàò Ãîëüäæè (ÀÃ) ëîêàëèçóåòñÿ âïëîòíóþ ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê. Ýòîò
ôàêò ÿâëÿåòñÿ êîñâåííûì ñâèäåòåëüñòâîì äåïîëèìåðèçàöèè ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà óæå íà íà÷àëüíûõ
ýòàïàõ àïîïòîçà, â ÷àñòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê, óäåðæèâàþùèõ ÀÃ â öåíòðå êëåòêè. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñòà-
äèÿõ àïîïòîçà çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ðàññòîÿíèé ìåæäó îòäåëüíûìè öèñòåðíàìè ÀÃ îïðåäåëÿåòñÿ,
ïî-âèäèìîìó, ðàñùåïëåíèåì ñâÿçûâàþùèõ èõ áåëêîâ ãîëüäæèíîâ. Ìèòîõîíäðèè â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ
ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿþòñÿ. Îíè èìåþò ðåãóëÿðíî ðàñïîëîæåííûå êðèñòû è äîâîëüíî ïëîòíûé ìàò-
ðèêñ, ñîäåðæàùèé îòäåëüíûå âàêóîëè.

Íà âñåõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà â ÿäðå è öèòîïëàçìå êëåòîê U-937 îáíàðóæåíû ïðîòåàñîìû, ïðåäñòàâëåí-
íûå ìåëêèìè ïàëî÷êîâèäíûìè îñìèîôèëüíûìè ÷àñòèöàìè ðàçìåðîì îêîëî 12�30 íì. ×àñòèöû ôîðìè-
ðóþò àãðåãàòû ðàçíûõ ïëîòíîñòè è ðàçìåðîâ, íå îãðàíè÷åííûå ìåìáðàíîé. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îíè
àíàëîãè÷íû îïèñàííûì â ëèòåðàòóðå «processing bodies», èëè àãðåñîìàì, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ â êëåòêàõ
â óñëîâèÿõ ïîäàâëåííûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîöåññîâ â ÿäðå è, ïî ìíåíèþ ðÿäà èññëåäîâàòåëåé, âû-
ïîëíÿþò ôóíêöèþ çàïàñàíèÿ è äåãðàäàöèè ðàçëè÷íûõ ìÐÍÊ, ÐÍÏ è áåëêîâ. Ðåíòãåíîñïåêòðàëüíûé àíà-
ëèç âûÿâèë èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ Na+ è K+ íà óðîâíå åäèíè÷íîé êëåòêè â ïðîöåññå
àïîïòîçà, âûçâàííîãî îñìîòè÷åñêèì øîêîì. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî óâåëè÷åííîå îòíîøåíèå âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ Na+/K+ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â
àïîïòîçå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè U-937, àïîïòîçíûå òåëà, êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà, ïðîòåàñîìû, ìèêðî-
òðóáî÷êè, àïïàðàò Ãîëüäæè, ðåíòãåíîâñêèé ìèêðîàíàëèç, èììóíîöèòîõèìèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÃ — àïïàðàò Ãîëüäæè, ÝÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì,
ÑÌ — ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÝÌ — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÐÌÀ — ðåíòãåíîâñêèé ìèêðîàíàëèç.

ßâëåíèå ëîêàëüíîé ôèçèîëîãè÷åñêîé ñìåðòè êëåòîê â
õîäå ýìáðèîãåíåçà è ìåòàìîðôîçà ó Metazoa áûëî îòìå-
÷åíî íà ãèñòîëîãè÷åñêîì óðîâíå óæå â ñåðåäèíå XIX ñòî-
ëåòèÿ òàêèìè èçâåñòíûìè ó÷åíûìè, êàê Ôîãò, Âåéñìàí è
Ôëåìèíã (ñì. îáçîð: Maghsoudi et al., 2012). Â ïîñëåäóþ-
ùèå ãîäû ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå è áèîõèìè÷å-
ñêèå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ âíåñëè áîëüøîé âêëàä â ïîíè-
ìàíèå «ïðîãðàììèðóåìîé» ñìåðòè êëåòîê, ê êîòîðîé â
1972 ã. àíãëèéñêèìè èññëåäîâàòåëÿìè áûë ïðèìåíåí òåð-
ìèí «àïîïòîç» (Kerr et al., 1972).

Ðîëü àïîïòîçà ÷ðåçâû÷àéíî âàæíà íå òîëüêî â ïåðèîä
ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, íî è äëÿ ïîääåðæàíèÿ òêàíå-
âîãî ãîìåîñòàçà âçðîñëîãî îðãàíèçìà è íîðìàëüíîãî ôóí-
êöèîíèðîâàíèÿ âñåõ ñèñòåì îðãàíîâ, â ÷àñòíîñòè èììóí-
íîé ñèñòåìû. Íàðóøåíèÿ ïðîöåññîâ àïîïòîçà ìîãóò ïðè-
âåñòè ê ïàòîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì îðãàíèçìà. Òàê,
óìåíüøåíèå ýëèìèíàöèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê

ïóòåì àïîïòîçà ìîæåò ïðèâåñòè ê ðàçâèòèþ çëîêà÷åñò-
âåííûõ îïóõîëåé (Cotter, 2009; Portt et al., 2011), â òî
âðåìÿ êàê àêòèâèçàöèÿ àïîïòîçà ïðèâîäèò ê íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûì è àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèÿì (Favaloro,
2012). Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëèñü íîâûå ðàçðàáîòêè
â îáëàñòè àíòèðàêîâîé òåðàïèè, ñâÿçàííûå ñ âîçìîæ-
íîñòüþ ñòèìóëÿöèè èëè èíãèáèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì, êîòî-
ðûå, ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, èãðàþò ñóùåñò-
âåííóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà (Glickman, Ciechano-
ver, 2002; Portt et al., 2011).

Èçó÷åíèå àïîïòîçà â òêàíè in situ ïðåäñòàâëÿåò áîëü-
øèå òðóäíîñòè èç-çà ðåäêîé âñòðå÷àåìîñòè àïîïòîçíûõ
êëåòîê â íîðìàëüíî ôóíêöèîíèðóþùåé òêàíè (Saraste,
Pulkki, 2000). Ïîýòîìó, êàê è äëÿ ìíîãèõ äðóãèõ öåëåé,
êëåòî÷íûå êóëüòóðû èìåþò ðÿä ïðåèìóùåñòâ ïåðåä êëåò-
êàìè òêàíåé ïðè èññëåäîâàíèè äèíàìèêè è ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè àïîïòîçíûõ êëåòîê. Î÷åíü âàæíî, ÷òî àïîï-

828

2 0 1 4 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 56, ¹ 11



òîç â êëåòî÷íîé êóëüòóðå ìîæíî èíäóöèðîâàòü ñ ïî-
ìîùüþ âîçäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ àãåíòîâ. Ïîýòîìó êëåòêè
êóëüòóðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäîáíóþ ìîäåëü äëÿ èçó-
÷åíèÿ ïðîöåññîâ «óãàñàíèÿ» êëåòî÷íûõ ôóíêöèé. Îñî-
áûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ïàðàëëåëüíîå èññëåäîâàíèå
ôóíêöèîíàëüíûõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé êëåòîê â
êóëüòóðå, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î íàðóøåíèÿõ â êëåòêàõ
èîííîãî ãîìåîñòàçà, ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê âíóòðèêëå-
òî÷íûõ îðãàíåëë: ìèòîõîíäðèé, ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðå-
òèêóëóìà (ÝÐ), àïïàðàòà Ãîëüäæè (ÀÃ), ýëåìåíòîâ öèòî-
ñêåëåòà è óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíûõ êîìïëåêñîâ.

Ñðåäè êëàññè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, îïðåäåëÿþùèõ
âõîæäåíèå êëåòêè â àïîïòîç, ÿâëÿåòñÿ ñîêðàùåíèå åå îáú-
åìà (apoptotic volume decrease — AVD) (Kerr et al., 1972;
Wyllie, 1980; Benson et al., 1996). Èçìåíåíèå êëåòî÷íîãî
îáúåìà ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì èçìåíåíèé èîííîãî ãîìå-
îñòàçà, â îñîáåííîñòè â ñâÿçè ñ ïåðåìåùåíèåì èîíîâ Na+

è K+ (Offen et al., 1995; Øèðîêîâà, 2007; Bortner, Cidlows-
ki, 2007). Èìåþòñÿ íåîñïîðèìûå äàííûå, óêàçûâàþùèå
íà òî, ÷òî íà ðàííèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà ïðîèñõîäèò óâåëè-
÷åíèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Na+ âñëåä çà óìå-
íüøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ Na+ è K+ (Arrebola et al.,
2005). Ýòè ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò î âàæíîé ðåãóëÿòîðíîé
ðîëè êàòèîíîâ Na+ è K+ êàê â ïåðèîä íà÷àëüíîãî ñèãíà-
ëèíãà, òàê è âî âðåìÿ èñïîëíèòåëüíîé ôàçû àïîïòîçà.

Ïîêàçàíî, ÷òî àïîïòîç â êëåòêå èíäóöèðóåòñÿ êàê
âíåøíèìè, òàê è âíóòðåííèìè ñòèìóëàìè (Samm et al.,
2011). Ïðè ýòîì àïîïòîç ìîæåò ðàçâèâàòüñÿ ïî ðàçíûì
ïóòÿì: êàñïàçîðåöåïòîðíîìó, êàñïàçîìèòîõîíäðèàëüíî-
ìó è êàñïàçîíåçàâèñèìîìó (Saraste, Pulkki, 2000; Arden,
Betenbaugh, 2004; Samm et al., 2011). Êëàññè÷åñêèå ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, ê ñîæàëåíèþ, òðóäíî ñîãëà-
ñîâàòü ñ èìåþùèìèñÿ áèîõèìè÷åñêèìè è ôèçèîëîãè÷å-
ñêèìè äàííûìè, êàñàþùèìèñÿ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ýòî-
ãî ñëîæíîãî ïðîöåññà. Íàèáîëåå àäåêâàòíûì ïîäõîäîì
ÿâëÿåòñÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ëîêàëèçàöèè
îïðåäåëåííûõ êîìïîíåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â àïîïòîçå.
Îäíàêî ìîðôîëîãè÷åñêèå çíàíèÿ íåîáõîäèìû, ÷òîáû ïî-
íÿòü, íà êàêîì ýòàïå àïîïòîçà âñòðå÷àþòñÿ òå èëè èíûå
ó÷àñòíèêè äàííîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ óëüòðà-
ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê êëåòîê ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôî-
ìû U-937 ïðè âõîæäåíèè èõ â ñîñòîÿíèå àïîïòîçà, èììó-
íîëîêàëèçàöèè è ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîì, à òàêæå èçìå-
íåíèé ñîäåðæàíèÿ Na+ è K+ íà óðîâíå åäèíè÷íîé êëåòêè.
Àïîïòîç êëåòîê U-937 èíäóöèðîâàëè ãèïåðòîíè÷åñêèì
øîêîì, êîòîðûé ïî ñâîåìó äåéñòâèþ àíàëîãè÷åí äåéñò-
âèþ òàêèõ ðàñïðîñòðàíåííûõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà, êàê
ñòàóðîñïîðèí, ýòîïîçèä, äåêñàìåòàçîí è äð. (Þðèíñêàÿ
è äð., 2011; Yurinskaya et al., 2012).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà êóëüòóðå êëåòîê ãèñòèî-
öèòàðíîé ëèìôîìû U-937, ïîëó÷åííîé èç Ðîññèéñêîé
êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êîíöåíòðèðîâàííóþ ñóñïåíçèþ êëå-
òîê íàíîñèëè íà íåïðåðûâíûé èçîîñìîòè÷åñêèé ãðàäèåíò
Ïåðêîëëà. Àïîïòîç èññëåäîâàííûõ êëåòîê âûçûâàëè ãè-
ïåðòîíèåé ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíèÿ ñàõàðîçû â ðàçëè÷-
íîé êîíöåíòðàöèè (200, 300 èëè 400 ìÌ) â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå 2—4-÷àñî-
âîãî ïðåáûâàíèÿ â ýòîì ðàñòâîðå êëåòêè ÷åòêî
ðàçäåëÿëèñü â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà íà äâå ñóáïîïóëÿ-

öèè — ëåãêóþ è òÿæåëóþ (Þðèíñêàÿ è äð., 2011; Yurins-
kaya et al., 2012). Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî è
ðåíòãåíîñïåêòðàëüíîãî àíàëèçà êëåòêè èç êàæäîé ôðàê-
öèè îòáèðàëè øïðèöåì è îáðàáàòûâàëè ïî ñîîòâåòñòâóþ-
ùèì ìåòîäèêàì.

Äëÿ ñ â å ò î î ï ò è ÷ å ñ ê î ã î è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ èñ-
ïîëüçîâàëè òîò æå ìàòåðèàë, ÷òî è äëÿ öåëåé ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè (ÝÌ). Èç ìàòåðèàëà, çàëèòîãî â ýïîêñèäíóþ
ñìîëó, ñ ïîìîùüþ óëüòðàìèêðîòîìà LKB-III ïðèãîòàâ-
ëèâàëè ïîëóòîíêèå ñðåçû è îêðàøèâàëè èõ ðàñòâîðîì òî-
ëóèäèíîâîãî ñèíåãî. Ïðîñìîòð ñðåçîâ îñóùåñòâëÿëè â
ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå Pascal, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 40�.
Èçìåðåíèå ðàçìåðîâ êëåòîê (áîëüøîé äèàìåòð) è ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåð-
íîé ïðîãðàììû Image Tool.

Äëÿ ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð í î ã î à í à ë è ç à ìàòåðèàëà
(ÝÌ) è ïðèãîòîâëåíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ êëåòêè U-937
ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà â
0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7.4) â òå÷åíèå 30—40 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ïîñëåäóþùåé ïîñòôèêñà-
öèåé â 1%-íîì ðàñòâîðå ÎsO4 â òîì æå áóôåðå. Ìàòåðèàë
äåãèäðàòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýòèëîâîãî ñïèðòà âîñõî-
äÿùåé êîíöåíòðàöèè (äî 96 %) è àáñîëþòíîãî àöåòîíà è
çàëèâàëè â Ýïîí—Àðàëäèò (Ìèðîíîâ è äð., 1994). Óëüò-
ðàòîíêèå ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè ðàñòâîðîì óðàíèë-àöå-
òàòà íà 40%-íîì ýòèëîâîì ñïèðòå è öèòðàòîì ñâèíöà.
Îáúåêòû ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Lib-
ra-120.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè
íà ñðåçàõ êëåòîê, çàëèòûõ â àêðèëîâóþ ñìîëó LR-White.
Îáúåêòû ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 2 % ôîð-
ìàëüäåãèäà è 0.1 % ãëóòàðàëüäåãèäà â 0.05 Ì ôîñôàòíîì
áóôåðå (pH 7.4), â òå÷åíèå 30—40 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå. Äåãèäðàòàöèþ è ïðîïèòêó ìàòåðèàëà
ïðîâîäèëè òàêæå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, à ïîëèìå-
ðèçàöèþ ñìîëû — ïðè 52—54 °Ñ. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû
ìîíòèðîâàëè íà íèêåëåâûå ñåòî÷êè, êîòîðûå ïîìåùàëè
íà êàïëþ ñîîòâåòñòâóþùåãî ðåàãåíòà â õîäå èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêîé îáðàáîòêè ìàòåðèàëà. Ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê ñóáúåäèíèöå a7 ïðîòåàñîìíîãî áåëêîâîãî êîìï-
ëåêñà ïîëó÷åíû â Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ (Livinskaya
et al., 2001). Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâà-
íèÿ àíòèòåë ñðåçû ñíà÷àëà èíêóáèðîâàëè â 1 %-íîì ðàñ-
òâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â ôîñôàòíîì
ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå, ðÍ 7.4 (PBS, Sigma), â òå÷å-
íèå 20 ìèí. Çàòåì ñðåçû â òå÷åíèå 1 ÷ âûäåðæèâàëè íà
êàïëå ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ñóáúåäèíèöå a7 ïðîòåà-
ñîì, ðàçâåäåííûõ â 100 ðàç PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % áû÷ü-
åãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà, ïîñëå ÷åãî ìíîãîêðàòíî
ïðîìûâàëè 0.05 %-íûì ðàñòâîðîì Òâèíà-20 â PBS. Ïîñëå
ýòîãî ñðåçû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â ðàñòâîðå ïðîòåèíà À, êîíúþãèðîâàííîãî ñ
êîëëîèäíûì çîëîòîì (10 íì, Polyscience, ÑØÀ), çàìåíÿ-
þùåãî âòîðûå àíòèòåëà, ïðîìûâàëè 0.05%-íûì ðàñòâî-
ðîì Tâèíà-20 â PBS. Êîíòðîëåì ñëóæèëè ñðåçû, íå îáðà-
áîòàííûå àíòèòåëàìè ê èçó÷àåìûì áåëêàì (Ìèðîíîâ
è äð., 1994). Ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè óðàíèë-àöåòàòîì è
öèòðàòîì ñâèíöà è ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðî-
ñêîïå Libra-120.

Ð å í ò ã å í î â ñ ê è é ì è ê ð î à í à ë è ç (Ð Ì À) ýëåìåí-
òíîãî ñîñòàâà èññëåäîâàííûõ êëåòîê ïîòðåáîâàë ðàçðà-
áîòêè è óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ìåòîäà ïðåïàðèðîâàíèÿ èñ-
ñëåäóåìûõ íàìè êëåòîê, ïîçâîëÿþùåãî ñîõðàíèòü íàòèâ-
íîå ðàñïðåäåëåíèå èîíîâ. Íàøè ðàííèå èññëåäîâàíèÿ è
äàííûå ëèòåðàòóðû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ðóòèííûå ýëåêò-

Óëüòðàñòðóêòóðíûé è ðåíòãåíîñïåêòðàëüíûé àíàëèç êëåòîê U-937 â ïðîöåññå àïîïòîçà 829



ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå ìåòîäû ïðåïàðèðîâàíèÿ (õèìè-
÷åñêàÿ ôèêñàöèÿ, äåãèäðàòàöèÿ è çàëèâêà â ýïîêñèäíûå
ñìîëû), êîòîðûå èñïîëüçîâàëèñü ðÿäîì èññëåäîâàòå-
ëåé äëÿ ÐÌÀ, äðàìàòè÷åñêè íàðóøàþò íàòèâíîå ðàñïðå-
äåëåíèå èîíîâ. Îñîáåííî ýòî êàñàåòñÿ áûñòðî äèôôóíäè-
ðóþùèõ èîíîâ, êàêîâûìè ÿâëÿþòñÿ êàòèîíû Na+ è K+..
Íàèáîëåå àäåêâàòíûì ñïîñîáîì ïðåïàðèðîâàíèÿ áèîëî-
ãè÷åñêèõ îáúåêòîâ äëÿ ÐÌÀ ÿâëÿþòñÿ èõ áûñòðîå çàìîðà-
æèâàíèå è ïîñëåäóþùèé àíàëèç â ýëåêòðîííîì ìèêðî-
ñêîïå â ãèäðàòèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Ïðè îòñóòñòâèè íèç-
êîòåìïåðàòóðíîãî äåðæàòåëÿ îáúåêòîâ â ðåíòãåíîâñêîì
ñïåêòðîìåòðå è ïðèñïîñîáëåíèé äëÿ ïåðåíîñà çàìîðî-
æåííûõ îáúåêòîâ íåïîñðåäñòâåííî â ýëåêòðîííûé ìèêðî-
ñêîï èñïîëüçóþò äðóãîé, äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíûé è
àäåêâàòíûé ìåòîä: áûñòðîå çàìîðàæèâàíèå ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ñóáëèìàöèåé âèòðèôèöèðîâàííîé âîäû â âûñîêîì
âàêóóìå ïðè òåìïåðàòóðå îáúåêòîâ íå âûøå –80 °Ñ. Áîëü-
øèíñòâî èññëåäîâàíèé ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà êëåòîê ìåòî-
äîì ÐÌÀ, îïóáëèêîâàííûõ â ïîñëåäíèå ãîäû, âûïîëíåíî
â îñíîâíîì ýòèì ìåòîäîì. Ìû òîæå èñïîëüçîâàí ýòîò ìå-
òîä. Äëÿ ýòîé öåëè íàìè áûëà ñîáðàíà âàêóóìíàÿ óñòà-
íîâêà, ïîçâîëÿþùàÿ ïðîèçâîäèòü îòêà÷êó âèòðèôèöèðî-
âàííîé âîäû èç çàìîðîæåííûõ â ïðîïàíå, îõëàæäåííîì
æèäêèì àçîòîì, êëåòîê â âàêóóìå 10–6 ìì ðò. ñò. Èçìåðÿå-
ìûå òåìïåðàòóðû îáúåêòîâ â ïðîöåññå îòêà÷êè íàõîäè-
ëèñü â ïðåäåëàõ îò –196 äî 20 °Ñ. Âêðàòöå, ïðåïàðèðîâà-
íèå îáúåêòîâ ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ýòàïîâ: áûñòðîå çà-
ìîðàæèâàíèå êëåòîê â ïðîïàíå ïðè –196 °Ñ; ïåðåíîñ
êëåòîê â âàêóóìíóþ óñòàíîâêó, ïðåäìåòíûé ñòîëèê êîòî-
ðîé îõëàæäåí äî –80 °Ñ; îòêà÷êà âèòðèôèöèðîâàííîé
âîäû ïðè ýòîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 3—5 ÷; ïîñòåïåííîå
ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû äî êîìíàòíîé â òå÷åíèå ïî-
ñëåäóþùèõ 4—5 ÷. Òàêèì îáðàçîì, âñÿ ïðîöåäóðà èçâëå-
÷åíèÿ âîäû èç îáúåêòà çàíèìàåò 7—10 ÷. Àíàëèç ýëå-
ìåíòíîãî ñîñòàâà èññëåäîâàííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè íà
ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Libra-120, ñíàáæåííîì ðåíòãå-
íîâñêèì ýíåðãåòè÷åñêèì äèñïåðñèîííûì äåòåêòîðîì
INCA Energy (Oxford Instrument, Oxford, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ). Àíàëèç ïðîâîäèëè ïðè ñòàöèîíàðíîì ýëåêòðîííîì
ïó÷êå äèàìåòðîì 20 íì ïðè òîêå 6 ìÀ è íàïðÿæåíèè 40
è 80 êÂ. Âðåìÿ íàáîðà èìïóëüñîâ ñîñòàâëÿëî 300 ñ. Êàæ-
äóþ êëåòêó àíàëèçèðîâàëè 1 ðàç. Ðàçìåðû ó÷àñòêîâ ñêà-
íèðîâàíèÿ â ýêñïåðèìåíòå è êîíòðîëå áûëè ðàâíûìè.

Ðåçóëüòàòû

Ñ â å ò î â à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî
ìèêðîñêîïà ñðàâíèâàëè ìîðôîëîãèþ êëåòîê ãèñòèîöè-
òàðíîé ëèìôîìû ÷åëîâåêà U-937 â êîíòðîëå è ïðè àïîï-
òîçå, èíäóöèðîâàííîì èíêóáàöèåé êëåòîê â ãèïåðòîíè÷å-
ñêîì ðàñòâîðå ñàõàðîçû (200—400 ìÌ) â òå÷åíèå 2 ÷
(ðèñ. 1, à, â, ä). Êëåòêè U-937 â êîíòðîëå âûãëÿäÿò ïðàê-
òè÷åñêè êàê îáû÷íûå ëèìôîöèòû — îêðóãëûå, ñ íå-
ìíîãî÷èñëåííûìè ìèêðîâîðñèíêàìè íà ïîâåðõíîñòè.
Â êîíòðîëüíîé ïîïóëÿöèè âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè â ñîñòîÿ-
íèè ìèòîçà. ßäðà äîâîëüíî êðóïíûå, ÷àñòî ëîïàñòíûå,
ñîäåðæàò îäíî èëè äâà ÿäðûøêà. Ãèïåðòîíè÷åñêèé ðàñ-
òâîð ñàõàðîçû èçìåíÿåò ìîðôîëîãèþ è ðàçìåðû êëåòîê.
Êîìïüþòåðíàÿ ïðîãðàììà Image Tool ïîêàçàëà, ÷òî ñðåä-
íèé ðàçìåð (äèàìåòð) êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò
10.7 � 1.03 ìêì. Êëåòêè ëåãêîé ôðàêöèè èìåëè â ñðåäíåì
íåñêîëüêî áîëüøèå ðàçìåðû — 11.5 � 1.2 ìêì. ×àñòü
êëåòîê ïîëíîñòüþ ëèøåíà ìèêðîâîðñèíîê. Âñòðå÷àþòñÿ
êëåòêè ñ îòäåëÿþùèìèñÿ àïîïòîçíûìè òåëàìè. Êëåòêè

òÿæåëîé ôðàêöèè îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ è êëåòîê
ëåãêîé ôðàêöèè íåïðàâèëüíîé ôîðìîé, çà÷àñòóþ âûòÿíó-
òîé, ÷àñòî ñ îòäåëÿþùèìèñÿ àïîïòîçíûìè òåëàìè. Öèòî-
ïëàçìà êëåòîê è èõ ÿäðà ñóùåñòâåííî óïëîòíÿëèñü. Äèà-
ìåòð êëåòîê òÿæåëîé ôðàêöèè ñîñòàâëÿë 7.7 � 1.2 ìêì.

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð à ê ë å ò î ê U - 9 3 7. Êîíòðîëü-
íûå êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äîâîëüíî îäíîðîäíóþ
ïîïóëÿöèþ ñ õàðàêòåðíîé äëÿ ëèìôîöèòîâ â êóëüòóðå
ìîðôîëîãèåé, âûÿâëÿåìîé â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå.
Êëåòêè èìåþò ôîðìó, áëèçêóþ ê îêðóãëîé, èõ ïîâåðõ-
íîñòü ïîêðûòà ìèêðîâîðñèíêàìè (ðèñ. 1, á; 2, à, á). Öèòî-
ïëàçìà èìååò ñðåäíþþ ýëåêòðîííóþ ïëîòíîñòü è ñîäåð-
æèò âñå ïðèñóùèå êëåòêàì âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû.
ßäðà íåìíîãî ñìåùåíû ê îäíîé èç ñòîðîí êëåòîê. Èíîãäà
îíè èìåþò íåïðàâèëüíóþ ëîïàñòíóþ ôîðìó. Â ÿäðàõ ñî-
äåðæàòñÿ 1—2 ÿäðûøêà â ñðåçå è ãåòåðîõðîìàòèí, êîòî-
ðûé âûÿâëÿåòñÿ âäîëü ÿäåðíîé îáîëî÷êè. ÀÃ êëåòîê
U-937 õîðîøî ðàçâèò, èìååò â ñâîåì ñîñòàâå 4—5 ïàðàë-
ëåëüíûõ, ñëåãêà ðàñøèðåííûõ öèñòåðí. ×àñòî ÀÃ ëîêàëè-
çóåòñÿ ìåæäó ëîïàñòÿìè ÿäðà (ðèñ. 2, á). Öèñòåðíû øåðî-
õîâàòîé ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè çàíèìàþò â îñíîâíîì
ïåðèôåðè÷åñêóþ ÷àñòü êëåòîê. Â öèòîïëàçìå âñòðå÷àþò-
ñÿ îòäåëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè è àêòèíîâûå ôèëàìåíòû.
Äîâîëüíî õîðîøî ðàçâèò êîðòèêàëüíûé ñëîé ïðèìåìá-
ðàííîãî àêòèíà, â ÷àñòíîñòè âíóòðè ìèêðîâîðñèíîê. Ìè-
òîõîíäðèè ÷àñòî ðàñïîëàãàþòñÿ ãðóïïàìè ïî 3—4 îðãà-
íåëëû. Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå, ÷òî íåêîòîðàÿ ÷àñòü
ìèòîõîíäðèé íàõîäèòñÿ â íàáóõøåì ñîñòîÿíèè.

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð à ê ë å ò î ê U - 9 3 7, î á ð à á î -
ò à í í û õ ã è ï å ð ò î í è ÷ å ñ ê è ì ð à ñ ò â î ð î ì ñ à õ à ð î -
ç û (à ï î ï ò î ç). Ãèïåðòîíè÷åñêèé ðàñòâîð ñàõàðîçû èç-
ìåíÿåò ìîðôîëîãèþ êëåòîê. Îíè ïðèîáðåòàþò ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå îñîáåííîñòè, õàðàêòåðíûå äëÿ àïîïòîçíûõ
êëåòîê, îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
èçìåíåííûå êëåòêè ðàçäåëÿëèñü â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè
Ïåðêîëëà íà äâå ïîïóëÿöèè — ëåãêóþ (âåðõíþþ) è òÿæå-
ëóþ (íèæíþþ). Íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ âèäíî, ÷òî â ëåã-
êîé ôðàêöèè ïðåîáëàäàþò ñâåòëûå êëåòêè, òîãäà êàê âî
âòîðîé, òÿæåëîé, ôðàêöèè áîëüøå òåìíûõ êëåòîê (ðèñ. 1,
ã, å). Ñâåòëûå êëåòêè, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ ñîäåðæèò-
ñÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ìèêðîâîðñèíîê, áîëåå êðóïíûå
(â ñðåäíåì 11.5 ìêì), èìåþò áîëåå ïðîçðà÷íóþ öèòîïëàç-
ìó, ïî ïëîòíîñòè ïðèáëèæàþùóþñÿ ê öèòîïëàçìå íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê. Âìåñòå ñ òåì â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ
êëåòîê â íèõ ïîÿâëÿþòñÿ ôðàãìåíòû öèòîïëàçìû è ÿäåð,
îêðóæåííûå ìåìáðàíàìè, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé îäèí
èç ðàííèõ ýòàïîâ ôîðìèðîâàíèÿ àïîïòîçíûõ òåë, íå âèäè-
ìûå â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå (ðèñ. 1, ã; 2, à). Òåìíûå êëåò-
êè ìåëü÷å (â ñðåäíåì 7.7 ìêì), èõ ïîâåðõíîñòü ïðàêòè÷å-
ñêè ëèøåíà ìèêðîâîðñèíîê, îíè èìåþò áîëåå ïëîòíóþ
öèòîïëàçìó è êîíäåíñèðîâàííûé ÿäåðíûé õðîìàòèí, â
îñíîâíîì ñêîíöåíòðèðîâàííûé íà îäíîé èç ñòîðîí ÿäðà
(ðèñ. 1, å).

Òåìíûå êëåòêè ðàññìàòðèâàþòñÿ â ëèòåðàòóðå êàê
êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà òåðìèíàëüíîé ñòàäèè àïîïòîçà.
Â íèõ óïëîòíÿþòñÿ ÿäðà è öèòîïëàçìà, â èçîáèëèè îáíà-
ðóæèâàþòñÿ àïîïòîçíûå òåëà (ðèñ. 3, á). Åñëè â ñâåòëûõ
êëåòêàõ àïîïòîçíûå òåëà ñîäåðæàò êëåòî÷íûå îðãàíåëëû
(ÝÐ, ìèòîõîíäðèè è ðèáîñîìû), òî â êëåòêàõ ñ ïëîòíîé
öèòîïëàçìîé îðãàíåëëû íå âûÿâëÿþòñÿ íè â àïîïòîçíûõ
òåëàõ, íè â öèòîïëàçìå êëåòîê. Õàðàêòåðíî, ÷òî àïîïòîç-
íûå òåëà îòäåëÿþòñÿ, êàê ïðàâèëî, ïîëÿðíî, íà îäíîé èç
êëåòî÷íûõ ñòîðîí. Ñàìà êëåòêà ïðèîáðåòàåò âûòÿíóòóþ
ôîðìó. Âîçìîæíî, ýòè èçìåíåíèÿ ôîðìû êëåòîê ñâÿçàíû
ñ ïåðåñòðîéêîé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, õîòÿ ïðîñëåäèòü
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ýòî, ê ñîæàëåíèþ, íàì íå óäàëîñü. Çàòåì êëåòêà áóêâàëü-
íî ðàñïàäàåòñÿ íà îòäåëüíûå ôðàãìåíòû, ïðåäñòàâëÿþ-
ùèå ñîáîé àïîïòîçíûå òåëà. Â òêàíÿõ àïîïòîçíûå òåëà
ôàãîöèòèðóþòñÿ ìàêðîôàãàìè, à â êóëüòóðå êëåòîê îíè
íàêàïëèâàþòñÿ.

Íà÷èíàÿ ñ ðàííèõ ýòàïîâ àïîïòîçà âñòðå÷àþòñÿ êàðòè-
íû ôðàãìåíòàöèè ÿäåð. Íà îäíîì ñå÷åíèè ÷åðåç öåíòð êëåò-

êè ìîæíî óâèäåòü äî 6—8 ôðàãìåíòîâ ÿäåð ñ êîíäåíñèðî-
âàííûì õðîìàòèíîì, ðàñïîëàãàþùèìñÿ íà îäíîé ñòîðîíå
ÿäðà, òàê íàçûâàåìîå ñåðïîâèäíîå ðàñïðåäåëåíèå õðîìàòè-
íà (ðèñ. 3, â). Èíîãäà íàáëþäàåòñÿ îòïî÷êîâûâàíèå àïîï-
òîçíîãî òåëà, ñîäåðæàùåãî ôðàãìåíò ÿäðà (ðèñ. 3, ã).

Èíòåðåñíûå äàííûå ìû ïîëó÷èëè ïî èçìåíåíèþ
ñòðóêòóðû ÀÃ. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ àïîïòîçà â ñâåòëûõ
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Ðèñ. 1. Ñâåòîîïòè÷åñêèå (ëåâàÿ êîëîíêà) è ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå (ïðàâàÿ êîëîíêà) èçîáðàæåíèÿ êëåòîê U-937.

à, á — êîíòðîëüíûå êëåòêè; ïîâåðõíîñòü êëåòîê ïîêðûòà ìèêðîâîðñèíêàìè (ÌÂ), â ÿäðå (ß) âèäíû ÿäðûøêî (ßä) è ãåòåðîõðîìàòèí (ÕÐ), â, ã — ñâåò-
ëûå êëåòêè ëåãêîé ôðàêöèè, íàõîäÿùèåñÿ â íà÷àëüíîé ñòàäèè àïîïòîçà; íà èõ ïîâåðõíîñòè èìåþòñÿ îòäåëüíûå ìèêðîâîðñèíêè (ÌÂ), ïîÿâëÿþòñÿ
âíóòðèÿäåðíûå (ÂßÀ) è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå (ÖÀ) àãðåãàòû ÷àñòèö. ä, å — òåìíûå àïîïòîçíûå êëåòêè; ïî ìåðå ðàçâèòèÿ àïîïòîçà çàìåòíû óìåíüøå-

íèå ðàçìåðîâ êëåòîê è óñèëåíèå êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà.



êëåòêàõ ÀÃ â îñíîâíîì ëîêàëèçóåòñÿ íà ïåðèôåðèè êëåò-
êè, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ïîòåðåé ñâÿçåé öèñòåðí ñ
ìèêðîòðóáî÷êàìè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ÀÃ ìèãðèðóåò ê
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ïîçæå öèñòåðíû ÀÃ ñèëüíî
íàáóõàþò è íà òåðìèíàëüíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ àïîïòîçà
òåðÿþò ñâÿçü äðóã ñ äðóãîì (ðèñ. 3, ä, å).

Ïðè ïðîãðåññèè àïîïòîçà íà ôîíå äåãðàäàöèè áîëü-
øèíñòâà êëåòî÷íûõ îðãàíåëë íàèìåíüøèå èçìåíåíèÿ íà-
áëþäàþòñÿ â ìèòîõîíäðèÿõ, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îíè ñ÷è-
òàþòñÿ íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè èíäèêàòîðàìè ïëîõî-

ãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê. Íàðÿäó ñ âàêóîëèçèðîâàííûìè ìè-
òîõîíäðèÿìè â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ âñòðå÷àþòñÿ êðóïíûå
ìèòîõîíäðèè ñ ðåãóëÿðíî ðàñïîëîæåííûìè êðèñòàìè,
ïðàêòè÷åñêè áåç íàáóõàíèé (ðèñ. 3, æ). Ïîäîáíûå ìèòî-
õîíäðèè âèäíû è â àïîïòîçíûõ òåëàõ, îòäåëÿþùèõñÿ îò
ñâåòëûõ êëåòîê. Â òåìíûõ êëåòêàõ ìàòðèêñ ìèòîõîíäðèé
óïëîòíÿåòñÿ, è êðèñòû çà÷àñòóþ âûÿâëÿþòñÿ êàê íåãàòèâ-
íî îêðàøåííûå ìåìáðàíû.

Áîëüøîå çíà÷åíèå ìû ïðèäàåì òîìó, ÷òî íà âñåõ ñòà-
äèÿõ àïîïòîçà â ÿäðå è öèòîïëàçìå è ñâåòëûõ, è òåìíûõ
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Ðèñ. 2. Ó÷àñòêè êîíòðîëüíûõ êëåòîê U-937. Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — â êëåòêå âèäíî áîëüøîå ÿäðî, ñîñòîÿùåå èç äâóõ ëîïàñòåé, ñîåäèíåííûõ òîíêèì ìîñòèêîì (ñòðåëêè); ãåòåðîõðîìàòèí (ÕÐ) ðàñïðåäåëåí âäîëü
îáîëî÷êè ÿäðà, â êàæäîé ÷àñòè ÿäðà ëîêàëèçóåòñÿ ÿäðûøêî (ßä); ìèòîõîíäðèè (ÌÈ) ÷àñòî ñîäåðæàò âàêóîëåïîäîáíûå íàáóõàíèÿ, ïî ïåðèôåðèè öè-

òîïëàçìû âñòðå÷àþòñÿ öèñòåðíû ÝÐ; ÌÂ — ìèêðîâîðñèíêè. á — îáøèðíàÿ çîíà ÀÃ ðàñïîëàãàåòñÿ âáëèçè ÿäðà.



êëåòîê âñòðå÷àþòñÿ äîâîëüíî áîëüøèå àãðåãàòû ÷àñòèö
ðàçíîé ôîðìû è ðàçìåðîâ (ðèñ. 4, à—å). ×àñòü èç íèõ
ïðåäñòàâëåíà âíóòðèÿäåðíûìè êëàñòåðàìè èíòåðõðîìà-
òèíîâûõ ãðàíóë, èìåþùèõ êðóïíûå (24�50 íì) ðàçìåðû
(ðèñ. 4, á), ÷àñòü àãðåãàòîâ ñîäåðæèò ïàëî÷êîâèäíûå

îñìèîôèëüíûå ÷àñòèöû çíà÷èòåëüíî ìåíüøèõ ðàçìåðîâ
(12�30 íì), êîòîðûå ìû èíòåðïðåòèðóåì êàê ïðîòåàñîìû
(ðèñ. 4, â—å). Àãðåãàòû, íå îãðàíè÷åííûå ìåìáðàíîé,
èìåþò ðàçíûå ïëîòíîñòü è ðàçìåðû (äî 1 ìêì â äèàìåò-
ðå). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ íàðÿäó ñ ïðîòåàñîìàìè îíè ñî-
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Ðèñ. 3. Ó÷àñòêè ñâåòëûõ (ëåâàÿ êîëîíêà) è òåìíûõ (ïðàâàÿ êîëîíêà) àïîïòîçíûõ êëåòîê.

à, á — ôîðìèðîâàíèå àïîïòîçíûõ òåë (ÀïÒ) íà îäíîì èç êîíöîâ êëåòîê; â ñâåòëîé êëåòêå öèòîïëàçìà ñîäåðæèò âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû, â òåì-
íîé — öèòîïëàçìà ñèëüíî óïëîòíåíà, ñòðåëêàìè óêàçàíû ýêñòðóçèðóþùèåñÿ èç êëåòêè ïðîòåàñîìû. â — àïîïòîçíàÿ êëåòêà ñ 5 ôðàãìåíòàìè ÿäðà
(ñòðåëêè), ñîäåðæàùèìè êîíäåíñèðîâàííûé õðîìàòèí. ã — îòïî÷êîâûâàíèå ÿäðà âìåñòå ñ ÀïÒ. ä, å — ïåðåñòðîéêà ÀÃ: â ðåçóëüòàòå ìèãðàöèè îðãà-
íåëëà îêàçûâàåòñÿ íà ïåðèôåðèè êëåòêè (ä), æ — ÷àñòü àïîïòîçíûõ êëåòîê ñîäåðæèò êðóïíûå ìèòîõîíäðèè ñ ðåãóëÿðíî ðàñïîëîæåííûìè êðèñòàìè è
òåìíûì ìàòðèêñîì. ç — íà âñåõ ñòàäèÿõ, çà èñêëþ÷åíèåì òåðìèíàëüíîé, âñòðå÷àþòñÿ öåíòðèîëè (Ö), íå ñâÿçàííûå ñ àãðåãàòàìè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ

ïðîòåàñîì.
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Ðèñ. 4. Àãðåãàòû ÷àñòèö, âñòðå÷àþùèåñÿ â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ.

à — â ñâåòëûõ êëåòêàõ ïîÿâëÿþòñÿ àãðåãàòû âíóòðèÿäåðíûõ (ñòðåëêè) è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ÷àñòèö (ÖÀ). á — èíòåðõðîìàòèíîâûå ãðàíóëû ðàçìå-
ðîì 24 � 50 íì. â — àãðåãàò ÷àñòèö â öèòîïëàçìå è àïîïòîçíîì òåëå; âèäíû ìåëêèå ïàëî÷êîâèäíûå ÷àñòèöû — ïðîòåàñîìû — ðàçìåðîì (10—12) �
(25—30) íì (ñòðåëêè); çàëèâêà â LR-White, ìåìáðàíû îêðàøåíû íåãàòèâíî. ã — ðûõëûé àãðåãàò ìåëêèõ ïàëî÷êîâèäíûõ ÷àñòèö â ÿäðå, ìå÷åííûõ àí-
òèòåëàìè ê ñóáúåäèíèöå ïðîòåàñîìíîãî áåëêà a 7 (ðàçìåð ÷àñòèö êîëëîèäíîãî çîëîòà 10 íì); ðàçìåðû ïðîòåàñîì 12 � 30 íì. ä — ó÷àñòîê öèòîïëàç-
ìû, ñîäåðæàùèé ïðîòåàñîìû, ìå÷åííûå êîëëîèäíûì çîëîòîì. å — èíòåíñèâíîå ìå÷åíèå âûäåëÿþùèõñÿ èç êëåòêè ïðîòåàñîì; âèäíû ÷àñòèöû êîëëî-

èäíîãî çîëîòà (10 íì).



äåðæàò áåññòðóêòóðíûé îñìèîôèëüíûé ìàòåðèàë. Õîòÿ
ìû íå âèäèì ïðÿìîé ñâÿçè ìàòåðèàëà ÿäåðíûõ è öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ àãðåãàòîâ, íà íåêîòîðûõ ìèêðîôîòîãðà-
ôèÿõ ìîæíî íàáëþäàòü àãðåãàòû ÷àñòèö ÿäðà è öèòîïëàç-
ìû âáëèçè îäíîãî è òîãî æå ó÷àñòêà ÿäåðíîé ìåìáðàíû
(ðèñ. 4, à). Ïðè ôîðìèðîâàíèè àïîïòîçíûõ òåë àãðåãàòû,
òàê æå êàê è äðóãèå âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû, îêàçû-
âàþòñÿ â èõ ñîñòàâå.

Ìîæíî äóìàòü, ÷òî íàáëþäàåìûå â ÿäðå è öèòîïëàç-
ìå àãðåãàòû ÷àñòèö ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îäèí èç âàðèàí-
òîâ ãðàíóë, íå îãðàíè÷åííûõ ìåìáðàíîé, ïîÿâëÿþùèõñÿ
â êëåòêàõ ïðè âîçäåéñòâèè ñòðåññà è èíäóêöèè àïîïòîçà,
âûïîëíÿþùèõ â êëåòêàõ ôóíêöèþ ïðîöåññèíãà è ýëèìè-
íàöèè íåíóæíûõ èëè íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ áåëêîâ.
Ñêîðåå âñåãî, íàáëþäàåìûå àãðåãàòû ÷àñòèö ìîæíî îòíå-
ñòè ê òèïó òàê íàçûâàåìûõ Ð-òåëåö (processing bodies —
PB), èëè àãðåñîì.

Íà ñòðîãî ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ îòäåëüíûõ ïðîòåàñîì
âèäíà èõ ïåðèîäè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà, îïðåäåëÿåìàÿ ÷åðåäî-
âàíèåì ñâåòëûõ è òåìíûõ ïîëîñ ñ ïåðèîäîì ïîâòîðåíèÿ
ïîðÿäêà 10 íì (ðèñ. 4, â, ã). Ðàçìåðû ýòèõ ñòðóêòóð ïðåâû-
øàþò ðàçìåðû âûäåëåííûõ è íåãàòèâíî îêðàøåííûõ
ïðîòåàñîì, îïèñàííûõ â ëèòåðàòóðå, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿ-
çàíî ñ ñîõðàíåíèåì èõ ñîñòîÿíèÿ, áîëåå áëèçêîãî ê íàòèâ-
íîìó, ÷åì ïîñëå âûäåëåíèè (Zoeger et al., 2006). Èõ òîë-
ùèíà ñîñòàâëÿåò 10—12, äëèíà — 25—30 íì, òîãäà êàê
ïî äàííûì Çåãåðà ñ êîëëåãàìè — 10�15 íì. Ïî âñåé âå-
ðîÿòíîñòè, ïðîòåàñîìû, âûÿâëÿþùèåñÿ íà íàøèõ ñðåçàõ,
ÿâëÿþòñÿ ïðîòåîñîìíûìè êîìïëåêñàìè 26S, òîãäà êàê Çå-
ãåð ñ ñîàâòîðàìè èññëåäîâàëè ïðîòåàñîìû 20S (Zoeger
et al., 2006).

Íàðÿäó ñ îòäåëåíèåì îò êëåòîê àïîïòîçíûõ òåë âî
âíåøíþþ ñðåäó âûäåëÿþòñÿ èç êëåòîê àãðåãàòû áåñ-
ñòðóêòóðíûõ ïàëî÷êîâèäíûõ ÷àñòèö ñ ðàçìåðàìè, áëèç-
êèìè ê ðàçìåðàì ïðîòåàñîì (15�40 íì) (ðèñ. 3, á; 4, å).
Ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ýòè ÷àñòèöû òàêæå ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ïðîòåàñîìû, íî â äðóãîì ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿ-
íèè. Âîçìîæíî, âûäåëÿþùèåñÿ âî âíåêëåòî÷íîå ïðî-
ñòðàíñòâî ïðîòåàñîìû íå ñâÿçàíû ñ ïåðåðàáàòûâàåìûìè
èìè áåëêàìè è óáèêâèòèíîì è ïîýòîìó ëåã÷å ðàçðóøàþò-
ñÿ ïðè ïîäãîòîâêå îáðàçöà äëÿ ÝÌ. Îáùèì ñâîéñòâîì
ýòèõ ñòðóêòóð êàê âíóòðè, òàê è ñíàðóæè êëåòêè ÿâëÿåòñÿ
èõ àãðåãàöèÿ.

È ì ì ó í í à ÿ Ý Ì. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïðîòåàñîì â
êëåòêàõ U-937 áûë ïðîâåäåí èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç áåëêîâ ïðîòåàñîì â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå. Äëÿ

ýòîãî áûëà ïðîâåäåíà íåïðÿìàÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ
ðåàêöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëëîèäíîãî çîëîòà. Â êà÷åñò-
âå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòå-
ëà ê îäíîé èç ñóáúåäèíèö ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ ïðîòåà-
ñîì — a7.

Îêàçàëîñü, ÷òî çîíû â ÿäðå è öèòîïëàçìå êëåòîê
U-937, ñîäåðæàùèå ïðîòåàñîìû, ìåòÿòñÿ àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì a7, õîòÿ è ñ íåáîëüøîé èí-
òåíñèâíîñòüþ (ðèñ. 4, â—ä). Îäíàêî ñïåöèôè÷íîñòü ýòîé
ðåàêöèè è îòñóòñòâèå ðåàêöèè â êîíòðîëå ãîâîðÿò î ïðî-
òåàñîìíîé ïðèðîäå ýòèõ ñòðóêòóð. Áîëåå èíòåíñèâíàÿ
ìåòêà íàáëþäàåòñÿ íà ïðîòåàñîìàõ, ýêñòðóçèðóþùèõñÿ
èç êëåòîê (ðèñ. 4, å). Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ êîíôîðìà-
öèîííûìè èçìåíåíèÿìè ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö â
ïðîöåññå èõ ýêñòðóçèè èç êëåòîê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äåòåð-
ìèíàíòû ñâÿçûâàíèÿ àíòèãåíà ñ ÀÒ ê ñóáúåäèíèöå a7
ìîãëè ñòàòü äëÿ íèõ áîëåå äîñòóïíûìè.

Ð Ì À. Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ñîäåðæàíèÿ Na+ è K+

ïðè àïîïòîçå óêàçûâàåò íà ñóùåñòâåííûé ðàçáðîñ ñî-
äåðæàíèÿ èññëåäîâàííûõ ýëåìåíòîâ êàê â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ, òàê è â àïîïòîçíûõ. Ñëåäóåò óêàçàòü, ÷òî â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ìû íå ñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó îöå-
íèòü àáñîëþòíûå êîíöåíòðàöèè ýëåìåíòîâ. Ñîäåðæàíèå
ýëåìåíòîâ âûðàæàëè â âåñîâûõ ïðîöåíòàõ. Çà 100 % ïðè-
íèìàëè ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå Ñ, Î, Na, P, S, Cl è K.

Íà ðèñ. 5 âèäíî, ÷òî ðåíòãåíîâñêèå ñïåêòðû êîíòðîëü-
íûõ êëåòîê õàðàêòåðèçóþòñÿ íèçêèì ñîäåðæàíèåì Na è
âûñîêèì — K, â òî âðåìÿ êàê â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ íà-
áëþäàåòñÿ îáðàòíàÿ êàðòèíà ñîäåðæàíèÿ ýòèõ èîíîâ
(ðèñ. 6). Íåîáõîäèìî åùå îòìåòèòü, ÷òî ñîäåðæàíèå ôîñ-
ôîðà ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëîñü, à Cl, êàê ïðàâèëî, â
àïîïòîçíûõ êëåòêàõ îêàçûâàëîñü ìåíüøå. Íî ìû â îñíîâ-
íîì îãðàíè÷èëèñü îöåíêîé cîîòíîøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
Na/K. Â êîíòðîëå ýòî ñîîòíîøåíèå íàõîäèëîñü â ïðåäåëàõ
îò 0.22 äî 0.36, â òî âðåìÿ êàê â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ — îò
0.5 äî 2.0. Òàêîé ðàçáðîñ êàê â êîíòðîëå, òàê è â ýêñïåðè-
ìåíòå âïîëíå îæèäàåì, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ðàçëè÷íûå êëåòêè
êóëüòóðû, ïî-âèäèìîìó, íàõîäÿòñÿ â ðàçíîì ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì ñîñòîÿíèè, è ñîîòâåòñòâåííî èíäóêöèÿ àïîïòîçà ðàç-
ëè÷íûõ êëåòîê â áîëüøîé ñòåïåíè àñèíõðîííà.

Ìû àíàëèçèðîâàëè ïîäâåðãíóòûå ãèïåðòîíè÷åñêîìó
øîêó êëåòêè, ðàçäåëåííûå â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåð-
êîëëà, íà äâå ôðàêöèè — ëåãêóþ è òÿæåëóþ. Ïî äàííûì
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè, ýòè ôðàêöèè îáëàäàëè ðàçëè÷íûì
êîëè÷åñòâîì àïîïòîçíûõ êëåòîê — â òÿæåëîé ôðàêöèè èõ
áûëî çíà÷èòåëüíî áîëüøå. Ìû ïðîâîäèëè ðåíòãåíîñïåêò-

Óëüòðàñòðóêòóðíûé è ðåíòãåíîñïåêòðàëüíûé àíàëèç êëåòîê U-937 â ïðîöåññå àïîïòîçà 835

Ðèñ. 5. Ýëåìåíòíûé ñîñòàâ êîíòðîëüíûõ êëåòîê U-937. Ñîäåðæàíèå ýëåìåíòîâ âûðàæåíî â âåñîâûõ ïðîöåíòàõ.

à — ãèñòîãðàììà ïîñòðîåíà íà îñíîâàíèè ðåíòãåíîâñêèõ ñïåêòðîâ 5 êëåòîê; ñîîòíîøåíèå Na/K ñîñòàâëÿåò 0.2; ñïåêòðû íàáèðàëè ïðè 80 êÂ â òå÷åíèå
300 ñ. á — ðåíòãåíîâñêèé ñïåêòð îäèíî÷íîé êëåòêè.



ðàëüíûé àíàëèç íà öåëûõ êëåòêàõ. Ê ñîæàëåíèþ, ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç òàêèõ êëåòîê â ïðîñâå-
÷èâàþùåì ðåæèìå íå ïîçâîëÿë äèôôåðåíöèðîâàòü ðàç-
ëè÷íûå òèïû êëåòîê. Îäíàêî, êàê ïðàâèëî, â òÿæåëîé
ôðàêöèè êëåòîê ñ óâåëè÷åííûì ñîîòíîøåíèåì Na/K
áûëî çíà÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì â ëåãêîé.

Íà ðèñ. 6 ïðåäñòàâëåíû óñðåäíåííûå äàííûå ñîäåð-
æàíèÿ èññëåäóåìûõ ýëåìåíòîâ â ëåãêîé è òÿæåëîé ôðàê-
öèÿõ êëåòîê. Ãèñòîãðàììà ïîñòðîåíà íà îñíîâàíèè àíàëè-
çà ðåíòãåíîâñêèõ ñïåêòðîâ 21 îòäåëüíîé êëåòêè äëÿ âåðõ-
íåé ôðàêöèè è 7 è 5 êëåòîê äëÿ íèæíåé. Â ïåðâîì ñëó÷àå
ñîîòíîøåíèå Na/K ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíî 0.4, à âî âòî-
ðîì — áîëüøå 2 (ðèñ. 5, 6). Äëÿ íàãëÿäíîñòè ìû ïðèâî-
äèì îäèíî÷íûå ñïåêòðû èç ïðåäñòàâëåííûõ ãèñòîãðàìì
(êîíòðîëüíîé è àïîïòîçíîé êëåòîê), â êîòîðûõ èçìåíåíèÿ
êîíöåíòðàöèé èîíîâ Na+ è K+ íàèáîëåå ÿðêî âûðàæåíû
(ðèñ 5, 6).

Îáñóæäåíèå

Ïðîäåìîíñòðèðîâàííûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëå-
òîê U-937 ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì ãèïåðòîíè÷åñêèì øî-
êîì, ïîõîæè íà òå, êîòîðûå ðàçíûå àâòîðû íàáëþäàëè
ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì äðóãèìè âîçäåéñòâèÿìè è íà
äðóãèõ êëåòêàõ (Saraste, Pulkki, 2000; Bonnano et al., 2002;
Mita et al., 2003; Bottone et al., 2013). Âìåñòå ñ òåì ìû âû-
ÿâèëè ðÿä äîïîëíèòåëüíûõ ñóùåñòâåííûõ ïåðåñòðîåê
êëåòî÷íûõ îðãàíåëë ïðè âõîäå êëåòîê U-937 â àïîïòîç, à
òàêæå ïðîâåëè èììóíî-öèòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâàíèå
ïðîòåàñîì. Ñ ïîìîùüþ ÐÌÀ íàì óäàëîñü ïðîâåñòè ñðàâ-
íèòåëüíîå èçó÷åíèå ñîäåðæàíèÿ Na+ è K+ íà óðîâíå åäè-
íè÷íîé êëåòêè â êîíòðîëüíûõ è àïîïòîçíûõ êëåòêàõ.

Íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå ìû íàáëþäàëè ìîðôî-
ëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê, êîòîðûå, â îáùåì, ñîîòâåò-
ñòâóþò òåì èçìåíåíèÿì, êîòîðûå îïèñàíû â ëèòåðàòóðå.
Ïðè óñëîâèÿõ ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ìîæíî
ðàñïðåäåëèòü âñå èçìåíåíèÿ ïî âðåìåíí *ûì îòðåçêàì
(Kerr et al., 1972; Saraste, Pulkki, 2000). Â íàøåì æå ñëó÷àå
â îòñóòñòâèå ñèíõðîíèçàöèè êóëüòóðû ìû ðàçäåëÿåì
êëåòêè â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà ïî èõ ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò èõ ïðèíàäëåæíîñòè ê ðàçíûì ýòàïàì
àïîïòîçà (Âåðåíèíîâ è äð., 2004; Yurinskaya at al., 2005a,
2005b, 2012; Þðèíñêàÿ è äð., 2011). Â âåðõíåé, áîëåå ëåã-
êîé, ôðàêöèè îêàçûâàþòñÿ êëåòêè, íàèìåíåå èçìåíèâøèå
ñâîþ ìîðôîëîãèþ, ïî ïëîòíîñòè öèòîïëàçìû ìàëî îòëè-
÷àþùèåñÿ îò íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê, êîòîðûå ìû íàçû-
âàåì ñâåòëûìè, òîãäà êàê â íèæíåé ôðàêöèè êëåòêè íàõî-
äÿòñÿ â îäíîé èç ñèëüíî ðàçâèòûõ ôàç àïîïòîçà. Â ýòèõ
êëåòêàõ çíà÷èòåëüíî óìåíüøåíî êîëè÷åñòâî ìèêðîâîðñè-
íîê, óïëîòíåíà öèòîïëàçìà, êîíäåíñèðîâàí õðîìàòèí,
ÿäðà ðàçäåëåíû íà ôðàãìåíòû, íàðóøåíà ñòðóêòóðà
ÀÃ. Àíàëèç òåìíûõ è ñâåòëûõ êëåòîê ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî òåìíûå êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òåðìè-
íàëüíóþ ôàçó àïîïòîçà, òàê êàê â íèõ êðèòè÷åñêè èçìåíå-
íû âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû.

Èçìåðåíèÿ ñâåòëûõ êëåòîê íà ðàííèõ ýòàïàõ àïîïòîçà
â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå äåìîíñòðèðóþò íåêîòîðîå íàáó-
õàíèå öèòîïëàçìû è óâåëè÷åíèå èõ ðàçìåðîâ, òîãäà êàê
òåìíûå êëåòêè ñ ïðîãðåññèðóþùèì àïîïòîçîì óïëîòíÿ-
þòñÿ è óìåíüøàþòñÿ â ñâîèõ ðàçìåðàõ.

Îäíèì èç îñíîâíûõ êðèòåðèåâ àïîïòîçà â êëåòêå ïðè-
íÿòî ñ÷èòàòü ôîðìèðîâàíèå àïîïòîçíûõ òåë (Bonnano
et al., 2002). Äåéñòâèòåëüíî, ïåðåõîäíûå êàðòèíû îòïî÷-
êîâûâàíèÿ àïîïòîçíûõ òåë íàáëþäàþòñÿ êàê â ñâåòëûõ,
òàê è â òåìíûõ êëåòêàõ. Ïîñëåäíèå â êîíöå ýòîãî ïðîöåñ-

836 Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ è äð.

Ðèñ. 6. Ýëåìåíòíûé ñîñòàâ ëåãêîé è òÿæåëîé ôðàêöèé êëåòîê U-937, ðàçäåëåííûõ â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà è íàõîäÿùèõñÿ 4 ÷ â ñðå-
äå RPM1, ñîäåðæàùåé 200 ìÌ ñàõàðîçû.

à — âåðõíÿÿ ôðàêöèÿ, ãèñòîãðàììà ïîñòðîåíà íà îñíîâàíèè ðåíòãåíîâñêèõ ñïåêòðîâ 21 êëåòêè; ñîîòíîøåíèå Na/K ñîñòàâëÿåò 0.4. á, â — íèæíÿÿ
ôðàêöèÿ, ãèñòîãðàììà ïîñòðîåíà íà îñíîâàíèè àíàëèçà ðåíòãåíîâñêèõ ñïåêòðîâ ïÿòè (á) èëè ñåìè (â) êëåòîê; ñîîòíîøåíèå Na/K ñîñòàâëÿåò 2.0 (á) èëè
3.2 (â); ã—å — ðåíòãåíîâñêèé ñïåêòð åäèíè÷íîé êëåòêè â âåðõíåé (ã) è íèæíåé (ä, å) ôðàêöèÿõ. Ñïåêòðû íàáèðàëè ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè 80 (à,

á, ã, ä) èëè 40 (â, å) êÂ â òå÷åíèå 300 ñ.



ñà ðàñïàäàþòñÿ íà îòäåëüíûå ôðàãìåíòû, íå ñîäåðæàùèå
âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë. Çàòåì àïîïòîçíûå òåëà â òêà-
íè ôàãîöèòèðóþòñÿ ìàêðîôàãàìè, òîãäà êàê â êëåòî÷íîé
êóëüòóðå ïðîèñõîäèò èõ íàêîïëåíèå (Arden, Betenbaugh,
2004).

Åùå îäèí îáùèé õàðàêòåðíûé ïðèçíàê ñâåòëûõ è
òåìíûõ êëåòîê U-937, îáíàðóæåííûé â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå, — ýòî ïîÿâëåíèå â èõ ÿäðå è öèòîïëàçìå àãðåãàòîâ
îñìèîôèëüíûõ ïàëî÷êîâèäíûõ ÷àñòèö, íå îãðàíè÷åííûõ
ìåìáðàíîé è îòëè÷àþùèõñÿ ïî ñâîåé ìîðôîëîãèè è ðàç-
ìåðàì îò èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë. Ïðîâåäåííûé óëüò-
ðàñòðóêòóðíûé àíàëèç ïîçâîëèë íàì èíòåðïðåòèðîâàòü
ýòè ÷àñòèöû êàê ïðîòåàñîìû (Ñíèãèðåâñêàÿ, Êîìèññàð-
÷èê, 2014). Ðàçìåðû ýòèõ ñòðóêòóð ñëåãêà ïðåâûøàþò ðàç-
ìåðû âûäåëåííûõ è íåãàòèâíî îêðàøåííûõ ïðîòåàñîì,
÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ñîõðàíåíèåì èõ ñîñòîÿíèÿ ïðè
îáðàáîòêå ìàòåðèàëà, áîëåå áëèçêîãî ê íàòèâíîìó, ÷åì
ïîñëå èõ âûäåëåíèÿ (Zoeger et al., 2006). Â îòëè÷èå îò âû-
äåëåííûõ ýòèìè àâòîðàìè ïðîòåàñîì 20S â öèòîïëàçìå
êëåòîê â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñêîðåå âñåãî âûÿâëÿþòñÿ íà-
òèâíûå ïðîòåàñîìíûå êîìïëåêñû 26S. Êðîìå òîãî, ïðîòå-
àñîìû, âûÿâëÿþùèåñÿ â öèòîïëàçìå, ñâÿçàíû ñ óáèêâèòè-
íîì è ãèäðîëèçóåìûìè â íèõ áåëêàìè, êîòîðûå òàêæå
îïðåäåëÿþò óâåëè÷åíèå èõ ðàçìåðîâ. Ê ñîæàëåíèþ, ïðî-
òåàñîìû íå èìåþò ÷åòêî î÷åð÷åííûõ êîíòóðîâ, êàê äðó-
ãèå âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû, ñôîðìèðîâàííûå ìåìá-
ðàíàìè. Ïîýòîìó òðóäíî ãîâîðèòü î äåòàëÿõ èõ ñòðóêòóð-
íîé îðãàíèçàöèè, âûÿâëÿåìîé íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ
çàëèòîãî â ñìîëó ìàòåðèàëà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ðå-
àêöèÿ íà ñóáúåäèíèöó áåëêîâîãî êîìïëåêñà ïðîòåàñîì a7
ïîäòâåðäèëà èõ ïðîòåàñîìíóþ ïðèðîäó (Ñíèãèðåâñêàÿ,
Êîìèññàð÷èê, 2014).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî íà-
áëþäàåìûå àãðåãàòû ïðîòåàñîì âûÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî â
êëåòêàõ è àïîïòîçíûõ òåëàõ, íî è âî âíåêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå, êóäà îíè ýêñòðóçèðóþòñÿ íà òåðìèíàëüíûõ
ñòàäèÿõ àïîïòîçà (Ñíèãèðåâñêàÿ, Êîìèññàð÷èê, 2014).
Ýòè ýêñòðàöåëëþëÿðíûå ïðîòåàñîìû òàêæå ìåòÿòñÿ ñ ïî-
ìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ñóáúåäèíèöå áåëêà
ïðîòåàñîì a7. Òî, ÷òî ñóùåñòâîâàíèå ýêñòðàöåëëþëÿð-
íûõ ïðîòåàñîì âîçìîæíî, ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè èç
ëèòåðàòóðû. Êàê áûëî óïîìÿíóòî âûøå, ìåòîäîì íåãà-
òèâíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ èçó÷åíû ïðîòåàñîìû, âûäå-
ëåííûå èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà, òàê íàçûâàåìûå öèð-
êóëèðóþùèå ïðîòåàñîìû (Zoeger et al., 2006). Êðîìå
òîãî, îïèñàíî ïðèñóòñòâèå ýêñòðàöåëëþëÿðíûõ ïðîòåà-
ñîì â àëüâåîëÿðíûõ ïðîñòðàíñòâàõ ëåãêèõ ÷åëîâåêà ïðè
îñòðûõ ðåñïèðàòîðíûõ çàáîëåâàíèÿõ ñ ïðèìåíåíèåì èì-
ìóííîé ÝÌ (Sixt, Peters, 2010). Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî íè â îäíîé èç ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èññëåäîâàíèþ
ñòðóêòóðíîé èëè ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ïðîòåà-
ñîì, íåò äàííûõ î ìîðôîëîãèè ýòèõ ÷àñòèö in situ, àíàëî-
ãè÷íûõ òåì, êîòîðûå ìû ïîëó÷èëè â íàñòîÿùåé ðàáîòå.

Ïðîöåññû àãðåãàöèè îñìèîôèëüíûõ âíóêòðèêëåòî÷-
íûõ ÷àñòèö îïèñàíû â ëèòåðàòóðå ïðè àïîïòîçå êàê èíäó-
öèðîâàííîì, òàê è ïðè ñïîíòàííîì. Âíåøíèìè èíäóêòî-
ðàìè àïîïòîçà ìîãóò áûòü ïåðåãðåâ, ãèïåðòîíèÿ, ãèïîê-
ñèÿ, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, âèðóñû è äð. (Scovassi,
Torriglia, 2003; Beckman, Parker, 2008; Gallo et al., 2008).
Ñïîíòàííûé àïîïòîç ñâÿçàí ñ äèôôåðåíöèðîâêîé êëåòîê
è òêàíåé è ïðîèñõîäèò, íàïðèìåð, â ïðîöåññå ñïåðìèîãå-
íåçà (Kotaja, Sassone-Corsi, 2007; Vasileva et al., 2009;
Ñíèãèðåâñêàÿ è äð., 2012; Mosevitsky et al., 2012) èëè âî
âðåìÿ ñïÿ÷êè æèâîòíûõ (Biggiogera et al., 1998, 2004).
Îïèñàííûì àãðåãàòàì ïðèñâîåíû ðàçëè÷íûå íàèìåíîâà-

íèÿ: PB (processing body), HERDs (heterogeneous ectopic
RNP-derived structures), àãðåñîìû, õðîìàòîèäíûå òåëüöà,
ñòðåññ-ãðàíóëû, ó ïðîêàðèîò — âêëþ÷åíèÿ è äð. Íà îñíî-
âàíèè ìíîãèõ ôàêòîâ áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî âñå âûøåíàçâàííûå àãðåãàòû ÷àñòèö ïîÿâëÿþòñÿ
â êëåòêàõ â óñëîâèÿõ ïîäàâëåííûõ òðàíñêðèïöèîííûõ
ïðîöåññîâ â ÿäðå è âûïîëíÿþò â êëåòêàõ ôóíêöèþ çàïà-
ñàíèÿ è äåãðàäàöèè ðàçëè÷íûõ ìÐÍÊ, ÐÍÏ è áåëêîâ (Sco-
vassi, Torriglia, 2003; Biggiogera et al., 2004; Beckman, Par-
ker, 2008; Gallo et al., 2008; Ñíèãèðåâñêàÿ è äð., 2012). Íà-
ðÿäó ñ çàïàñàåìûìè ìÐÍÊ, ÐÍÏ è áåëêàìè â
âûøåïåðå÷èñëåííûõ àãðåãàòàõ ÷àñòèö ñ ïîìîùüþ èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ îáíàðóæåíî ìíîãî ôåðìåí-
òîâ è ñèãíàëüíûõ áåëêîâ, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â èõ ìîäè-
ôèêàöèè (Kotaja, Sassone-Corsi, 2007; Vasileva et al., 2009;
Meikar et al., 2010; Mosevitsky et al., 2012). Â íèõ øèðîêî
ïðåäñòàâëåíû, â ÷àñòíîñòè, êîìïîíåíòû óáèêâèòèí-ïðî-
òåàñîìíîé ñèñòåìû (W *ojcik, DeMartino, 2003; Haraguchi
et al., 2007; Yokota, 2008; Gutierrez et al., 2009).

Ðàíåå ìû âûñêàçàëè ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îáíà-
ðóæåííûå íàìè àãðåãàòû ÷àñòèö ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àã-
ðåñîìû, â êîòîðûõ ïðîèñõîäèò ïðîòåîëèç íåïðàâèëüíî
ñâåðíóòûõ èëè îâåðýêñïðåññèðîâàííûõ áåëêîâ (Ñíèãè-
ðåâñêàÿ, Êîìèññàð÷èê, 2014). Âûÿâëåíèå íàìè ïðîòåàñîì
â ñîñòàâå àãðåãàòîâ âïîëíå ñîâïàäàëî ñ ýòîé òî÷êîé çðå-
íèÿ. Îäíàêî àíàëèç èìåþùèõñÿ â ëèòåðàòóðå ðàáîò ïîêà-
çàë, ÷òî àãðåñîìû ÷àñòî îáíàðóæèâàþòñÿ âáëèçè öåíòðî-
ñîìû (Johnston et al., 1998; Kopito, Sitia, 2000). Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî â ýòó çîíó áåëêè, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ
ýëèìèíàöèè, äîñòàâëÿþòñÿ ïî ìèêðîòðóáî÷êàì äèíå-
èíîïîñðåäîâàííûì îáðàçîì (Taylor et al., 2003). Â êëåò-
êàõ æå U-937 ìû íå âûÿâèëè êîëîêàëèçàöèè àãðåãàòîâ ñ
öåíòðèîëÿìè, êîòîðûå íåðåäêî âèäíû â öèòîïëàçìå êëå-
òîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà. Êðîìå òîãî, àã-
ðåãàòû â êëåòêàõ U-937 ëîêàëèçóþòñÿ íå òîëüêî â öèòî-
ïëàçìå, íî è â ÿäðå. Âîçìîæíîñòü ëîêàëèçàöèè àãðåñîì â
ÿäðå â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ îñïàðèâàåòñÿ. Ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî ïðîâåñòè ÷åòêóþ ãðàíü ìåæäó ðàçëè÷íûìè òèïàìè àã-
ðåãàòîâ ÷àñòèö â êëåòêàõ, èñïûòûâàþùèõ ñòðåññ, ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ äîâîëüíî ñëîæíîé çàäà÷åé, òàê êàê ïðè íàëè-
÷èè ó íèõ îáùèõ ÷åðò ðàçíûå àâòîðû ïðèïèñûâàþò èì
íàáëþäàåìûå òîëüêî èìè îñîáåííîñòè.

Ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, íàèáîëüøåå ñõîäñòâî, çà èñê-
ëþ÷åíèåì íåêîòîðûõ óëüòðàñòðóêòóðíûõ äåòàëåé (ìû íå
íàáëþäàåì â ñîñòàâå àãðåãàòîâ òîíêèõ ôèëàìåíòîâ), îá-
íàðóæåííûå íàìè àãðåãàòû ÷àñòèö èìåþò ñ PB, îäíîé
èç ôîðì êîòîðûõ, ïî íàøåìó ìíåíèþ, ìîæíî ñ÷èòàòü
HERDs. Ýòî àãðåãàòû, ñîñòîÿùèå èç ìåëêèõ ãðàíóë è òîí-
êèõ ôèëàìåíòîâ, îïèñàíû â ðàáîòàõ èòàëüÿíñêèõ ó÷åíûõ
èìåííî ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ êóëüòóðû (Big-
giogera et al., 1998, 2004). Îïèñûâàÿ òèïè÷íîå äëÿ àïîï-
òîçíîé êëåòêè ñåðïîâèäíîå ðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà è
åãî êîíäåíñàöèþ, àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî âî âðåìÿ
àïîïòîçà ïðîèñõîäèò íå òîëüêî ïåðåðàñïðåäåëåíèå õðî-
ìàòèíà, íî è ðåîðãàíèçàöèÿ ÐÍÏ-ñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð â
èíòåðõðîìàòèíîâîì ïðîñòðàíñòâå, â êîòîðîì ëîêàëèçîâà-
íà á *îëüøàÿ ÷àñòü ôóíêöèé, îòíîñÿùèõñÿ ê òàêèì ÿäåð-
íûì ïðîöåññàì, êàê òðàíñêðèïöèÿ, ñïëàéñèíã è ãåííûé
ñàéëåíñèíã (Cmarko et al., 2003). Ýòè ôóíêöèè âûïîëíÿ-
þòñÿ òàêèìè ñòðóêòóðàìè, êàê ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèá-
ðèëëû, ïåðèõðîìàòèíîâûå è èíòåðõðîìàòèíîâûå ãðàíó-
ëû è ÿäðûøêî. Â àïîïòîçå ýòè ñòðóêòóðû è êîìïîíåíòû
ÿäðûøêà àãðåãèðóþò â ãåòåðîãåííûå êëàñòåðû ôèá-
ðî-ãðàíóëÿðíîãî ìàòåðèàëà â èíòåðõðîìàòèíîâîì ïðî-
ñòðàíñòâå — HERDs (Biggiogera et al., 1998). Çàòåì îíè

Óëüòðàñòðóêòóðíûé è ðåíòãåíîñïåêòðàëüíûé àíàëèç êëåòîê U-937 â ïðîöåññå àïîïòîçà 837



ïåðåíîñÿòñÿ â öèòîïëàçìó è â êîíöå êîíöîâ âûñâîáîæäà-
þòñÿ íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè âíóòðè àïîïòîçíûõ òåë.
HERDs ïîìå÷åíû àâòîðàìè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè
ê ðàçëè÷íûì ïðîòåèíàì, çà èñêëþ÷åíèåì áåëêîâ ïðîòåà-
ñîì (Biggiogera et al., 1998, 2004).

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, â ðàñùåïëåíèè ÐÍÏ ó÷àñòâó-
þò êàê êàñïàçû, òàê è äðóãèå ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåí-
òû (íàïðèìåð, êàëüïàèíû, êàòåïñèíû è äðóãèå ñåðèíîâûå
ïðîòåàçû). Îíè æå îïèñàíû è êàê ó÷àñòíèêè çàïðîãðàì-
ìèðîâàííîé êëåòî÷íîé ñìåðòè (Scovassi, Torriglia, 2003).
Åñòü ìíåíèå, ÷òî HÅRDs ÿâëÿþòñÿ ìåñòàìè çàïàñàíèÿ
ÐÍÏ è áåëêîâ, êîãäà èõ âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå
ïðåâûøàåò ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòü âíîâü òðàíñêðèáèðî-
âàííûå ðàçíûå ìÐÍÊ (Biggiogera et al., 1998, 2004). Àâòî-
ðû ðàññìàòðèâàþò êîìïëåêñû HERDs êàê ìàðêåðû íåîá-
ðàòèìîãî àðåñòà ïðîöåññîâ òðàíñêðèïöèè â ÿäðå.

Òàêèì îáðàçîì, ïî àíàëîãèè ñ èìåþùèìèñÿ â ëèòåðà-
òóðå äàííûìè ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî àãðåãàòû â êëåòêàõ
U-937 â óñëîâèÿõ èíäóöèðîâàííîãî ãèïåðòîíè÷åñêèì
ðàñòâîðîì ñàõàðîçû àïîïòîçà òàêæå ñîäåðæàò ðàçëè÷íûå
ìÐÍÊ, ÐÍÏ, à òàêæå íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûå è îâåðýêñï-
ðåññèðîâàííûå áåëêè, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ ýëèìèíàöèè
èõ ïóòåì ïðîòåîëèçà ñ ïîìîùüþ óáèêâèòèí-ïðîòåàñîì-
íîé ñèñòåìû. Ïîêà íàìè âûÿâëåí òîëüêî îäèí êîìïîíåíò
ýòîé ñèñòåìû — ïðîòåàñîìû. Íî èõ íàëè÷èå ÿâëÿåòñÿ
êîñâåííûì äîêàçàòåëüñòâîì ó÷àñòèÿ â ýòèõ ïðîöåññàõ è
áåëêà óáèêâèòèíà, òàê êàê îáà êîìïîíåíòà ðàáîòàþò â àí-
ñàìáëå.

Î íàëè÷èè â öèòîïëàçìå àïîïòîçíûõ êëåòîê ëèøíèõ
(íåôóíêöèîíàëüíûõ) áåëêîâ ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü èç-
ìåíåíèÿ, êîòîðûì ïîäâåðãàåòñÿ âî âðåìÿ àïîïòîçà ÀÃ.
Â òåìíûõ êëåòêàõ ÀÃ ïðåòåðïåâàåò äðàìàòè÷åñêèå èçìå-
íåíèÿ. Íàðóøåíèÿ ïàðàëëåëüíîñòè öèñòåðí, èõ ðàçáóõà-
íèå, çàêðó÷èâàíèå ìåìáðàí Ãîëüäæè ÿâëÿþòñÿ ñâèäåòåëü-
ñòâîì íàðóøåíèÿ ñâÿçè ìåæäó îòäåëüíûìè öèñòåðíàìè.
Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ èìåþùèìèñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûìè
ïî íåîáðàòèìîé ôðàãìåíòàöèè ÀÃ âî âðåìÿ ðàçâèòèÿ
àïîïòîçà (Mukherjee, Shields, 2009). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîèñ-
õîäèò êàñïàçîîïîñðåäîâàííîå ðàñùåïëåíèå íåñêîëüêèõ
ñïèðàëüíîçàêðó÷åííûõ áåëêîâ ñ âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé
ìàññîé — ãîëüäæèíîâ (GM130, golgin 160, G vesicle tethe-
ring protein p115), êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ñâÿçûâàíèè ìåìá-
ðàí öèñòåðí ÀÃ ìåæäó ñîáîé. Â ýòîé æå ðàáîòå ïîêàçàíî,
÷òî ïðîèñõîäèò èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññîâ ñåêðåöèè, à
èìåííî âûâåäåíèÿ ñèíòåçèðîâàííûõ êëåòêàìè áåëêîâ.
Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî ýòè áåëêè, íàêàïëèâàÿñü â öèòî-
ïëàçìå, ïîïîëíÿþò ñîäåðæèìîå íàáëþäàåìûõ àãðåãàòîâ.

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ÐÌÀ
ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà êëåòîê ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè
äðóãèõ ðàáîò. Ñêåïïåð ñ ñîàâòîðàìè (Skepper et al., 1999)
ïîêàçàëè, ÷òî ïðè àïîïòîçå ìîíîöèòîâ (ìàêðîôàãîâ), âû-
çâàííîì 3-÷àñîâûì âîçäåéñòâèåì îêèñëåííîãî ëèïîïðî-
òåèíà íèçêîé ïëîòíîñòè êîíöåíòðàöèÿ êàëèÿ ïàäàåò, à íà-
òðèÿ ðàñòåò. Â äðóãîé ðàáîòå (Salido et al., 2004) àïîïòîç
êëåòîê ðàêà ïðîñòàòû LNCaP èíäóöèðîâàëñÿ ýòîïîçèäîì.
Èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ êîëè-
÷åñòâåííî àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÐÌÀ. Îáðàáîòêà
ýòîïîçèäîì âûçûâàëà óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ K+ è óâå-
ëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ Na+, êîòîðûå èíãèáèðîâàëèñü íåé-
ðîïåïòèäàìè — áîìáåçèíîì èëè êàëüöèòîíèíîì. Ýòîïî-
çèä âûçûâàë òàêæå èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè ôîñôîðà è ñåðû. Â ðàáîòå äðóãèõ àâòîðîâ àïîïòîç
êëåòîê êóëüòóðû ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôîìû U-937 èíäó-
öèðîâàëñÿ ñòàóðîñïîðèíîì (Arrebola at al., 2004, 2005).
Àâòîðû âûÿâèëè äâå ôàçû èçìåíåíèé ñîäåðæàíèÿ ýëå-

ìåíòíîãî ñîñòàâà èññëåäîâàííûõ êëåòîê (â îñíîâíîì Na+,
Cl– è K+). Ðàííÿÿ ôàçà, êîòîðàÿ ïðåäâàðÿåò àêòèâàöèþ
êàñïàçû-3, õàðàêòåðèçîâàëàñü óìåíüøåíèåì âíóòðèêëå-
òî÷íîãî K+ è Cl– è ñîâïàäàëà ïî âðåìåíè ñ ñîêðàùåíèåì
êëåòî÷íîãî îáúåìà. Âòîðàÿ ôàçà îïðåäåëÿåòñÿ íà÷àëîì
àêòèâàöèè êàñïàçû-3 è ïðîäîëæàþùèìñÿ çíà÷èòåëüíûì
óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ K è óâåëè÷åíèåì Na. Òàêîå èí-
âåðòèðîâàííîå ñîñòîÿíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ
ýòèõ ýëåìåíòîâ àâòîðû, êàê, âïðî÷åì, è ðÿä äðóãèõ èññëå-
äîâàòåëåé, ñâÿçûâàþò ñ èíãèáèðîâàíèåì Na,K-AÒÔàçû
(Bortner, Cidlowski, 2007). Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî èññëåäîâàíèé, ïîñâÿùåííûõ àíàëèçó èçìåíåíèé
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ Na+ è K+ íà óðîâíå åäè-
íè÷íîé êëåòêè â ïðîöåññå àïîïòîçà, âûçâàííîì ðàçëè÷-
íûìè èíäóêòîðàìè, ìû íå íàøëè ðàáîò, â êîòîðûõ èçó÷à-
ëîñü áû èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ýòèõ ýëåìåíòîâ â êëåòêàõ,
ó êîòîðûõ àïîïòîç áûë âûçâàí ãèïåðòîíè÷åñêèì øîêîì.
Ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå âîñïîëíèëî ýòîò ïðî-
áåë.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà
ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ àïîïòîòè÷åñêîãî ïðîöåñ-
ñà, äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ ìíîãî íåðåøåííûõ âîïðîñîâ, ñâÿ-
çàííûõ ñ óëüòðàñòðóêòóðíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ïðîòåà-
ñîì, èõ èììóíîëîêàëèçàöèåé, óâåëè÷åíèåì èõ êîëè÷åñò-
âà â àïîïòîçíûõ êëåòêàõ, ñ ìåõàíèçìàìè ôîðìèðîâàíèÿ è
âûâåäåíèÿ èç êëåòîê àïîïòîçíûõ òåë è ò. ä. Ðàñøèðèòü
íàøè ïðåäñòàâëåíèÿ îá îñîáåííîñòÿõ óëüòðàñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè àïîïòîçíûõ êëåòîê ïîçâîëèò ìîðôîëîãè÷å-
ñêèé àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèîñðåçîâ è ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé òîìîãðàôèè.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü èíæåíå-
ðó Ëàáîðàòîðèè ìîðôîëîãèè êëåòêè Èíñòèòóòà öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ Ý. Îñìàíîâó çà íåîöåíèìóþ ïîìîùü â ïðîâåäå-
íèè ðàáîò ïî ðåíòãåíîñïåêòðàëüíîìó àíàëèçó ýëåìåíò-
íîãî ñîñòàâà èññëåäóåìûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-01669-a è 13-04-00101-à) è ïðîãðàììû ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ ¹ 7.
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The results of this work concerning ultrastructural changes of U-937 cells in a state of apoptosis are largely
in consistent with the same information available in the literature. However, we have got the original data on
the ultrastructural changes of cell organelles and immune localization and distribution of proteasomes. It has
been demonstrated that Golgi apparatus is located close to the plasma membrane in the case of apoptosis indu-
ced by incubating the cells in a hypertonic suchrose solution (200—400 mM). The fact can be considered as an
indirect indication of depolymerization of cytoskeletal elements, in particular, MTs maintaining Golgi appara-
tus in a cell centre. In the later stages of apoptosis, the distances between Golgi cisterna are significantly increa-
sed. It can be explained by hydrolysis of golgins binding cisterna between each other. Mitochondria are not sig-
nificantly changed in these cells. They have regularly disposed crista and sufficiently dense matrix with a few
vacuoles. Proteasomes as rod-shaped osmiophilic particles (12 � 30 nm) have been revealed during each apop-
tosis stage both in nuclei and cytopl;asm of cells studied. The particles form aggregates of different densitities
and sizes unlimited by membrane. It has been proposed that the particle aggregates revealed in the work are
analogous to «processing bodies» or aggresomes described in the literature. They can be detected in cells under
conditions of suppressed nucleus transcriptional processes in the nucleus and participate in storing and degrada-
tion of various mRNAs, RNP and proteins. The changes of intracellular contents of Na and K in a single cell
during apoptosis induced by osmotic shock have been revealed using method of X-ray microanalysis. It has be-
en demonstrated the increase in the ratio of intracellular contents Na+/K+ in the most of apoptotic cells in com-
paring with control cells.

K e y w o r d s: U-937 cells, apoptotic bodies, chromatin condensation, proteasomes, microtubules, Golgi
apparatus, X-ray microanalysis, immunocytochemistry.
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