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À. À. Ìèðîíîâà è äð.
Öèòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ðåàêöèè ÿäðûøêîâîé ÐÍÊ è ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ

ßäðûøêî — îäíà èç íàèáîëåå ïëàñòè÷íûõ îðãàíåëë êëåòêè, ôóíêöèîíàëüíîå è ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿ-
íèå êîòîðîé èçìåíÿåòñÿ â îòâåò íà ìíîãèå ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ. Îäíàêî ñâåäåíèÿ î ñîñòîÿíèè ÿä-
ðûøêà ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå îñòàþòñÿ âåñüìà îãðàíè÷åííûìè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷èëè
ëîêàëèçàöèþ ÿäðûøêîâîé ÐÍÊ è äâóõ ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ: ôèáðèëëàðèíà — ðàííå-
ãî ôàêòîðà ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ — è íóêëåîôîçìèíà/B23 — ôàêòîðà ñáîðêè ðèáîñîì ïðè äåéñòâèè íà
êëåòêè HeLa 1 ìÌ Í2Î2 äî 4 ÷ âêëþ÷èòåëüíî. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â èñïîëüçóåìûõ óñëîâèÿõ Í2Î2 íå âû-
çûâàåò êëåòî÷íîé ãèáåëè, íî èíãèáèðóåò òðàíñêðèïöèþ ðÄÍÊ, óìåíüøàåò îáùåå ñîäåðæàíèå ÐÍÊ â
êëåòêàõ è 18S ðÐÍÊ â ÿäðûøêàõ è ïðèâîäèò ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ ôèáðèëëàðèíà è íóêëåîôîçìèíà â ÿä-
ðàõ. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñõîäíûå èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè ôèáðèëëàðèíà îïèñàíû òîëüêî ïîñëå äåé-
ñòâèÿ íà êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ HgCl2. Èçìåíåíèÿ â ðàñïîëîæåíèè íóêëåîôîçìèíà, íàáëþäàåìûå ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, ïðîÿâëÿþòñÿ òàêæå ïðè èíãèáèðîâàíèè òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ è ðàííèõ ñòàäèé
ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ. Â öåëîì ðåçóëüòàòû ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ðåàêöèÿ ÿäðûøåê îïóõîëåâûõ êëåòîê
÷åëîâåêà HeLa â îòâåò íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ îò÷åòëèâî ïðîÿâëÿåòñÿ íà öèòîëîãè÷åñêîì óðîâíå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Í2Î2, FISH, íóêëåîôîçìèí, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïèðîíèí Y, ðÐÍÊ, ôèá-
ðèëëàðèí, ÿäðûøêî.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ðÐÍÊ — ðèáîñîìíàÿ ÐÍÊ, H2O2 — ïåðîêñèä âîäîðîäà, HgCl2 — õëî-
ðèä ðòóòè (II), ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, PY — ïèðîíèí Y, 5-FU — 5-ôëóîðîóðèäèí,
ÄÀÔÈ — 4,6-äèàìèíî 2-ôåíèëèíäîë, ÔÑÁ — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð, ÂíÒÑ1 — ïåðâûé âíóòðåííèé
òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð, ÊËÑÌ — êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

ßäðûøêî — ýòî ñàìûé êðóïíûé (äî 5 ìêì) ñòðóêòóð-
íûé äîìåí ÿäåð ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê, îñíîâíîé ôóíê-
öèåé êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ áèîãåíåç ðèáîñîì. Ó ìëåêîïèòà-
þùèõ è ÷åëîâåêà îäíèì èç óäèâèòåëüíûõ ñâîéñòâ ÿäðû-
øåê ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ïëàñòè÷íîñòü, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ
â ðàçíîîáðàçèè èõ ðàçìåðîâ è ìîðôîëîãèè â ðàçíûõ òè-
ïàõ êëåòîê, ðàñïàäå è ñáîðêå ïðè êëåòî÷íîì äåëåíèè
(Zharskaya, Zatsepina, 2007; Hernandez-Verdun, 2011), à
òàêæå â ðåàêöèè íà ìíîãèå âíåøíèå ñòðåññîâûå âîçäåéñò-
âèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî íàðóøåíèå ãîìåîñòàçà êëåòîê ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ïîäàâëåíèåì ñèíòåçà ðÐÍÊ è ðèáîñîì (Lam
et al., 2005; Sirri et al., 2008; Boulon et al., 2010; Shiue et al.,
2010). Îáðàçîâàíèå ðèáîñîì — âûñîêîýíåðãîçàòðàòíûé
ïðîöåññ, èãðàþùèé öåíòðàëüíóþ ðîëü â ñëîæíîé ñèñòåìå
êîíòðîëÿ ðîñòà è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ïîýòîìó ïîäàâ-
ëåíèå òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ (ðÄÍÊ) — íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíàÿ ñòðàòåãèÿ ñîõðàíåíèÿ ýíåðãåòè÷åñêîãî
ñòàòóñà êëåòêè, íåîáõîäèìàÿ äëÿ ïîääåðæàíèÿ êëåòî÷íî-
ãî ãîìåîñòàçà â óñëîâèÿõ ñòðåññà. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàò-
ðèâàòü ÿäðûøêî â êà÷åñòâå öåíòðàëüíîé ôèãóðû, êîîðäè-

íèðóþùåé êëåòî÷íûé îòâåò íà ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ
(Grummt, 2013).

Áîëüøèíñòâî ðåàêöèé êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ íà
ñòðåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì îêèñëèòåëüíî-âîñ-
ñòàíîâèòåëüíîãî áàëàíñà, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ñî-
äåðæàíèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) âíóòðè êëå-
òîê (Birben et al., 2012; Sinha et al., 2013; Saeidnia, Abdol-
lahi, 2013). Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ðåàêöèîííîé ñïîñîáíîñòè
ÀÔÊ ìîãóò ïîâðåæäàòü áåëêè (Shacter, 2000), íóêëåèíî-
âûå êèñëîòû (Zhao et al., 2007; Kong, Lin, 2010; Poulsen
et al., 2012) è ëèïèäû (Farmer, Mueller, 2013). Îñîáîé
«÷óâñòâèòåëüíîñòüþ» ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó îáëàäàåò
ÐÍÊ, â ñîñòàâå êîòîðîé ëåãêî îáðàçóþòñÿ îêèñëåííûå
îñíîâàíèÿ, â ïåðâóþ î÷åðåäü 8-ãèäðîêñèëãóàíîçèí (Wu,
Li, 2008). Âûñîêàÿ ñòåïåíü îêèñëåíèÿ ðÐÍÊ ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ, â ÷àñòíîñòè, åå àññîöèàöèåé ñ èîíàìè Fe2+, ñïî-
ñîáñòâóþùèìè îáðàçîâàíèþ ãèäðîêñèëüíûõ ðàäèêàëîâ
(·ÎÍ) èç Í2Î2 (ðåàêöèÿ Ôåíòîíà) (Honda et al., 2005; Liu
et al., 2012).

Ñîâðåìåííûå èññëåäîâàíèÿ ðîëè ÿäðûøêà â îòâåòå
êëåòêè íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ïðåèìóùåñòâåííî ñîñðå-
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äîòî÷åíû íà ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêîì àíàëèçå ïóòåé
ïåðåäà÷è ñòðåññîâûõ ñèãíàëîâ ê ñèñòåìå îïóõîëåâîãî ñó-
ïðåññîðà p53 è èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ, êîòî-
ðûå ïðîèñõîäÿò ñ ó÷àñòèåì ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ. Ê òàêèì
áåëêàì îòíîñÿòñÿ áåëêè òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I (TIF-IA, UBF) (Szyma*nski et al., 2009;
Grummt, 2013), íóêëåîôîçìèí/B23, íóêëåîëèí/C23, íóê-
ëåîñòåìèí (Avitabile et al., 2010; Nalabothula et al., 2010;
Kar et al., 2011) è ðèáîñîìíûå áåëêè (L11, L5, L23, L7
è L3) (Suzuki et al., 2012). Îäíàêî öèòîëîãè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ îòâåòà ÿäðûøêà íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ
îñòàþòñÿ âåñüìà îãðàíè÷åííûìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè îáùèå ýôôåêòû âëèÿ-
íèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íà óðîâåíü ñèíòåçà ÐÍÊ
(ñ ïîìîùüþ ïðåäøåñòâåííèêà 5-ôëóîðîóðèäèíà), ñîäåð-
æàíèå ÐÍÊ (ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî êðàñèòåëÿ
ïèðîíèíà Y) è ëîêàëèçàöèþ çðåëîé è íåçðåëîé ðÐÍÊ (ìå-
òîäîì FISH ñ èñïîëüçîâàíèåì çîíäîâ ê ðàçíûì ó÷àñòêàì
ïðå-ðÐÍÊ ÷åëîâåêà) â ÿäðûøêàõ êëåòîê HeLa. Â êà÷åñòâå
èíäóêòîðà îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà áûë âûáðàí ïåðîêñèä
âîäîðîäà (H2O2), ìàëûé ðàçìåð êîòîðîãî ïîçâîëÿåò ñâî-
áîäíî ïðîíèêàòü ñêâîçü áèîëîãè÷åñêèå ìåìáðàíû. Âíóò-
ðè êëåòîê H2O2 ñïîíòàííî ïðåîáðàçóåòñÿ â ðåàêöèîí-
íîñïîñîáíûé ãèäðîêñèëüíûé ðàäèêàë (OH·) — îäèí
èç îñíîâíûõ èñòî÷íèêîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ (Okty-
abrsky, Smirnova, 2007; Lisanti et al., 2011). Â îòíîñèòåëü-
íî âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (100 ìêÌ—10 ìÌ) H2O2 âû-
çûâàåò «îñòðûé» îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, êîòîðûé â îòëè-
÷èå îò «õðîíè÷åñêîãî» îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà
ïðîÿâëÿåòñÿ â áûñòðîì (â òå÷åíèå ìèíóò) îòâåòå êëåòîê
íà âîçäåéñòâèå.

Êðîìå òîãî, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ðåàêöèþ äâóõ ÿä-
ðûøêîâûõ ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ — ôèáðèëëàðèíà è
íóêëåîôîçìèíà/B23 — íà äåéñòâèå Í2Î2. Ôèáðèëëà-
ðèí — ýòî ÿäðûøêîâàÿ ìåòèëòðàíñôåðàçà, íåîáõîäèìàÿ
äëÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ðÐÍÊ è âõîäÿùàÿ â ñîñòàâ ìàëûõ ÿä-
ðûøêîâûõ ÐÍÏ (ìÿêÐÍÏ). Ôèáðèëëàðèí ÿâëÿåòñÿ îñíîâ-
íûì àíòèãåíîì, àóòîàíòèòåëà ê êîòîðîìó îáðàçóþòñÿ ïðè
ðåãóëÿðíîì âîçäåéñòâèè íà îðãàíèçìû ìûøè è ÷åëîâåêà
ñóáëåòàëüíûõ äîç õëîðèäà ðòóòè (Pollard et al., 1997;
Chen, von Mikecz, 2005; Áàðûãèíà è äð., 2009). Íóêëåî-
ôîçìèí/Â23 — îñíîâíîé ôàêòîð ñáîðêè ðèáîñîì, êîòî-
ðûé ó÷àñòâóåò òàêæå â òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ è, êðîìå òîãî,
âîâëå÷åí â ðåãóëÿöèþ ôóíêöèé îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ
p53 è p14ARF (Gjerset, 2006; Lindström, 2011; Marquez-Lona
et al., 2012). Ôèáðèëëàðèí è íóêëåîôîçìèí/B23 îòíîñÿòñÿ
ê áåëêàì ÿäðûøêà, íàèáîëåå «÷óâñòâèòåëüíûì» ê ñòðåñ-
ñîâûì âîçäåéñòâèÿì. Òàê, èõ ëîêàëèçàöèÿ ñóùåñòâåííî
èçìåíÿåòñÿ ïðè îáåäíåíèè ñðåäû ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè
(Boulon et al., 2010), ïîâðåæäåíèÿõ ÄÍÊ (Yogev et al.,
2008), èíãèáèðîâàíèè òðàíñêðèïöèè (Chen, Jiang, 2004) è
ðàííèõ ñòàäèé ïðîöåññèíãà ïðå-ðÐÍÊ (Louvet et al., 2005;
Zharskaya et al., 2008; Burger et al., 2010). Îäíàêî ëîêàëè-
çàöèÿ ôèáðèëëàðèíà è íóêëåîôîçìèíà/B23 â óñëîâèÿõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íà öèòîëîãè÷åñêîì óðîâíå äî ñèõ
ïîð íå èçó÷àëàñü.

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî îñíîâ-
íûå ýôôåêòû îñòðîãî îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â êëåòêàõ
HeLa çàêëþ÷àþòñÿ â óìåíüøåíèè ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ è 18S
ðÐÍÊ â ÿäðûøêàõ, èíãèáèðîâàíèè òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ è
÷àñòè÷íîé ìèãðàöèè ôèáðèëëàðèíà è íóêëåîôîçìè-
íà/B23 èç ÿäðûøêà â íóêëåîïëàçìó. Õàðàêòåð ëîêàëèçà-
öèè ôèáðèëëàðèíà ïðè âîçäåéñòâèè Í2Î2 íàïîìèíàåò åãî
ðàñïîëîæåíèå, îïèñàííîå ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè
HgCl2; èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè íóêëåîôîçìèíà/B23 íà-

áëþäàþòñÿ òàêæå ïðè äåéñòâèè àãåíòîâ, ïîâðåæäàþùèõ
ÄÍÊ, èíãèáèòîðîâ òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ è ðàííèõ ñòàäèé
ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Îïóõîëåâûå êëåòêè ÷åëî-
âåêà HeLa ïðèîáðåòåíû â Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM («ÏàíÝêî»,
Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà («HyClone», ÑØÀ), L-ãëóòàìèí
(2 ìÌ), ñòðåïòîìèöèí è ïåíèöèëëèí (ïî 250 åä./ìë), ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ïî-
êðîâíûõ ñòåêëàõ è èñïîëüçîâàëè â ýêñïîíåíöèàëüíîé
ôàçå ðîñòà. Äëÿ èíäóêöèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 1 ìÌ H2O2

(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), îò 5 ìèí äî 4 ÷ ïðè 37 °C.
Êîíòðîëüíûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ â
ñðåäå ÄÌÅÌ áåç H2O2.

À í ò è ò å ë à. Â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ôèá-
ðèëëàðèíó (Abcam, ÑØÀ), ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê íóêëåîôîçìèíó/B23 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è
ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê 5-áðîìäåçîêñè-
óðèäèíó (5-ÁðäÓ) (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòî-
ðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àôôèííî-î÷èùåííûå àíòè-
òåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ
AlexaFluor(r) 488 (Jackson ImmunoResearch Lab., ÑØÀ)
èëè AlexaFluor(r) 568 (Jackson ImmunoResearch Lab.), è
êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ AlexaFluor(r) 488 (Jackson
ImmunoResearch Lab.). Âñå àíòèòåëà ðàçâîäèëè â ôîñôàò-
íî-ñîëåâîì áóôåðå (ÔÑÁ; 0.14 M NaCl, 2.7 ìM KCl, 8.1
ìM Na2HPO4 è 1.5 ìM KH2PO4, ðÍ 7.3) è èñïîëüçîâàëè â
êîíöåíòðàöèÿõ, ðåêîìåíäîâàííûõ ôèðìàìè-ïðîèçâîäè-
òåëÿìè.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Äëÿ èììóíîìå÷åíèÿ ôèá-
ðèëëàðèíà è âûÿâëåíèÿ ìåñò âêëþ÷åíèÿ 5-ôëóîðîóðèäè-
íà (ñì. íèæå) êëåòêè ïðîìûâàëè ÔÑÁ è ôèêñèðîâàëè
3%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì (MP Biomedicals Inc.,
Ôðàíöèÿ), ïðèãîòîâëåííûì íà ÔÑÁ, 20 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå. Êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.5%-íûì
Òðèòîíîì Õ-100 (MP Biomedicals Inc.) 10 ìèí íà ëüäó.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ íóêëåîôîçìèíà/B23 êëåòêè ôèêñèðîâàëè
àáñîëþòíûì ìåòàíîëîì 10 ìèí ïðè 4 °Ñ è ñðàçó ïåðåíî-
ñèëè â ÔÑÁ. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòå-
ëàìè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå âî âëàæíîé êàìåðå,
ïðîìûâàëè ÔÁÑ (3�10 ìèí) è èíêóáèðîâàëè ñî âòîðè÷-
íûìè àíòèòåëàìè 45 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ïåðåä çàêëþ÷åíèåì â Ìîâèîë, ñîäåðæàùèé DABCO
(1,4-äèàçîáèöèêëî[2,2,2]îêòàí, Sigma-Aldrich), êëåòêè äî-
êðàøèâàëè 0.1 ìêã/ìë ÄÀÔÈ (Sigma-Aldrich). Ïðåïàðàòû
èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþ-
ùåãî ìèêðîñêîïà LSM510 DuoScanMETA (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîãî àðãîíîâûì, äèîäíûì è òâåðäî-
òåëüíûì ëàçåðàìè ñ äèîäíîé íàêà÷êîé (diode-pumped so-
lid-state laser, DPSS), èñïîëüçóÿ èììåðñèîííûé îáúåêòèâ
Plan-Apochromat 63�/×À (÷èñëîâàÿ àïåðòóðà) 1.40. Èçîá-
ðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè, èñïîëüçóÿ ïàêåò ïðîãðàìì, ïðè-
ëàãàåìûõ ê ìèêðîñêîïó, à òàêæå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷å-
íèå Adobe Photoshop CS (âåðñèÿ 10.0).

Î ê ð à ø è â à í è å â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î é Ð Í Ê ï è -
ð î í è í î ì Y. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì è îáðàáàòûâàëè äåòåðãåíòîì, êàê îïèñàíî â

490 À. À. Ìèðîíîâà è äð.



ïðåäûäóùåì ðàçäåëå. Êëåòêè ïðîìûâàëè ÔÑÁ
(3�10 ìèí) è èíêóáèðîâàëè ñ ïèðîíèíîì Y (1 ìêã/ìë,
Sigma-Aldrich; PY) 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Êëåòêè çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë è èçó÷àëè â ìèêðîñêîï
LSM510 DuoScanMETA, èñïîëüçóÿ èììåðñèîííûé îáú-
åêòèâ Plan-Apochromat 63�/×À 1.40. Ôëóîðåñöåíöèþ PY
âîçáóæäàëè ëàçåðîì DPSS ïðè äëèíå âîëíû 561 íì è ðå-
ãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ äëèííîâîëíîâîãî ïðîïóñêàþ-
ùåãî ôèëüòðà (long pass filter) LP575 (Shapiro, 2003).
Èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè, èñïîëüçóÿ ïàêåò ïðîãðàìì,
ïðèëàãàåìûõ ê ìèêðîñêîïó, à òàêæå ïðîãðàììíîå îáåñïå-
÷åíèå Image J (âåðñèÿ 1.47 äëÿ 64-áèòíîãî Windows), äî-
ñòóïíîå ÷åðåç Èíòåðíåò-ðåñóðñ http://rsbweb.nih.gov/ij/do-
wnload.html. Îáà ïîäõîäà ïðèâîäèëè ê îäèíàêîâûì ðå-
çóëüòàòàì.

È ì ï ó ë ü ñ í î å ì å ÷ å í è å ê ë å ò î ê 5 - ô ë ó î ð î -
ó ð è ä è í î ì (5 - Ô Ó). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ïîëíîé
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 ìÌ 5-ôëóîðîóðèäè-
íà (5-ÔÓ, Sigma-Aldrich), 15 ìèí ïðè 37 °C, íåñêîëüêî
ðàç îòìûâàëè ñðåäîé ÄÌÅÌ è ïîìåùàëè íà 20 ìèí â ñðå-
äó ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùóþ 1 ìÌ H2O2. Êîíòðîëüíûå êëåòêè
èíêóáèðîâàëè òî æå âðåìÿ â òåõ æå òåìïåðàòóðíûõ óñëî-
âèÿõ â ñðåäå ÄÌÅÌ áåç ïðåäøåñòâåííèêà. Êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè 3%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, ïåðìåàáèëèçîâû-
âîâàëè, èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê 5-ÁðäÓ (àíòèòåëà
ñâÿçûâàþòñÿ òàêæå ñ 5-ÔÓ), çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë è èçó-
÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà LSM510 DuoScanMETA, êàê
îïèñàíî â ðàçäåëå «Èììóíîöèòîõèìèÿ».

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ i n s i t u
(F I S H). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè îëèãîíóêëåîòèäíûå çîí-
äû, ìå÷åííûå ñ 5R-êîíöà áèîòèíîì è ñïåöèôè÷åñêè âûÿâ-
ëÿþùèå ó÷àñòêè 47S ïðå-ðÐÍÊ ÷åëîâåêà. Çîíä à (5Rcca tta
ttc cta gct gcg gta tcc agg cgg) ãèáðèäèçóåòñÿ ñ ó÷àñò-
êîì 18S ðÐÍÊ, çàíèìàþùèì ïîëîæåíèå +4495/+4524;
çîíä á (5Rcca tta ttc cta gct gcg gta tcc agg cgg) — ñ ó÷àñò-
êîì ïåðâîãî âíóòðåííåãî òðàíñêðèáèðóåìîãî ñïåéñåðà
(ÂíÒÑ1), ñîîòâåòñòâóþùèì +6127/+6156 (ðèñ. 1). Ñèíòåç
çîíäîâ îñóùåñòâëåí ôèðìîé «Ñèíòîë» (Ðîññèÿ); êîíöåí-
òðàöèÿ çîíäîâ â ñòîêîâûõ ðàñòâîðàõ ñîñòàâëÿëà îêîëî
2 ìêã/ìêë.

FISH ïðîèçâîäèëè, êàê ïîäðîáíî îïèñàíî ðàíåå
(Shishova et al., 2011). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîð-
ìàëèíîì íà ÔÑÁ 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ãèáðèäèçàöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà 50 % äåèîíèçîâàí-
íîãî ôîðìàìèäà (Sigma-Aldrich), 10 % äåêñòðàíñóëüôàòà
(Loba Chemie, Fischamend, Àâñòðèÿ), 5 % 20�SSC (3 M
NaCl è 0.3 M Na3Ñ6Í5Î7) è 8 íã/ìêë îëèãîïðîáû. Ãèáðè-
äèçàöèþ ïðîâîäèëè âî âëàæíîé êàìåðå â òå÷åíèå 16 ÷
ïðè 42 °Ñ. Êëåòêè ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè 5%-íûì
ôîðìàìèäîì (Panreac, Èñïàíèÿ) íà 2�SSC (0.3 M NaCl è
0.03 M Na3Ñ6Í5Î7) ïðè 42 °Ñ (3�10 ìèí), 2�SSC ïðè
42 °Ñ (10 ìèí) è 2�SSC (10 ìèí) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-

òóðå. Ìåñòà ãèáðèäèçàöèè âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àâèäèíà,
êîíúþãèðîâàííîãî ñ ðîäàìèíîì (Roche, ÑØÀ) (ðàçâåäå-
íèå 1 : 200 â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 4�SSC (0.06 M NaCl
è 0.06 M Na3Ñ6Í5Î7), 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå).
Êëåòêè 10 ìèí ïðîìûâàëè 4�SSC, à çàòåì 3 ðàçà
ïî 10 ìèí ÔÑÁ. Äëÿ êîíòðîëÿ ôèêñèðîâàííûå êëåòêè îá-
ðàáàòûâàëè 200 ìêã/ìë ÐÍÊàçû À íà ÔÑÁ 30 ìèí
ïðè 37 °Ñ. Îáðàáîòêà ÐÍÊàçîé À ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëà
ïîÿâëåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ (íå èëëþñòðèðî-
âàíî).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ DMEM (ÏàíÝêî, Ðîñ-
ñèÿ); ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà
(HyClone, ÑØÀ); H2O2, ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà ê íóêëåîôîçìèíó/B23, ê 5-áðîìäåçîêñèóðèäèíó,
ÄÀÔÈ, ïèðîíèí Y, 5-ôëóîðîóðèäèí è äåèîíèçîâàííûé
ôîðìàìèä (Sigma-Aldrich, ÑØÀ); êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ê ôèáðèëëàðèíó (Abcam, ÑØÀ); àôôèí-
íî-î÷èùåííûå àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè è
êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ AlexaFluor® 488 èëè Ale-
xaFluor® 568 (Jackson ImmunoResearch Lab.); ïàðàôîð-
ìàëüäåãèä è Òðèòîí Õ-100 (MP Biomedicals Inc.); äåêñò-
ðàíñóëüôàò (Loba Chemie, Fischamend, Àâñòðèÿ); ôîðìà-
ìèä (Panreac, Èñïàíèÿ); àâèäèí, êîíúþãèðîâàííûé ñ
ðîäàìèíîì (Roche, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Î á ù à ÿ ð å à ê ö è ÿ ê ë å ò î ê H e L a í à ä å é ñ ò â è å
Í 2Î 2. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, èíäóöèðóåìûé Í2Î2, â çà-
âèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê è óñëîâèé âîçäåéñòâèÿ ìîæåò
âûçûâàòü ðàçíûå ýôôåêòû, âêëþ÷àÿ êëåòî÷íóþ ãèáåëü
(Saeidnia, Abdollahi, 2013; Sinha et al., 2013). Äëÿ àíàëèçà
îáùåé ðåàêöèè êëåòîê HeLa íà äåéñòâèå 1 ìÌ Í2Î2 æè-
âûå êëåòêè íàáëþäàëè â ðåæèìå ôàçîâîãî êîíòðàñòà ÷å-
ðåç ðàçíûå ñðîêè ïîñëå íà÷àëà îáðàáîòêè. Êàê ïîêàçàíî
íà ðèñ. 2, äàæå ïðè ìàêñèìàëüíîì ñðîêå âîçäåéñòâèÿ
(240 ìèí) ìû íå íàáëþäàëè ïðèçíàêîâ ãèáåëè êëåòîê
(ðèñ. 2, ã), à èõ îáùèé âèä ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àëñÿ
îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, à). Ìîæíî îòìåòèòü ëèøü
çàìåòíóþ âàêóîëèçàöèþ öèòîïëàçìû (ðèñ. 2, ã), à òàê-
æå óìåíüøåíèå äèàìåòðà ÿäðûøåê (â ñðåäíåì 4 ìêì â
êîíòðîëå è 3 ìêì ïîñëå äåéñòâèÿ Í2Î2) (ðèñ 3, à). Îäíàêî
ïëîùàäè ÿäåð ïðè ýòîì ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëèñü
(ðèñ. 3, á).

Â û ÿ â ë å í è å Ð Í Ê ñ ï î ì î ù ü þ ï è ð î í è í à Y.
Ïèðîíèí Y (PY) — ýòî êàòèîííûé êðàñèòåëü, êîòîðûé
ôîðìèðóåò ôëóîðåñöåíòíûå êîìïëåêñû ïðåèìóùåñòâåí-
íî ñ ÐÍÊ (Darzynkiewicz, Carter, 1988; Andrews et al.,
2013). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè PY
îòðàæàåò ñîäåðæàíèå ÐÍÊ â êëåòêå (Li et al., 2002). Îäíà-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà 47S ïðå-ðÐÍÊ ÷åëîâåêà è ïîëîæåíèå çîíäîâ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ ãèáðèäèçàöèè in situ.

5RÂøÒÑ — 5R-âíåøíèé òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð, ÂíÒÑ1 è ÂíÒÑ2 — ïåðâûé è âòîðîé âíóòðåííèå òðàíñêðèáèðóåìûå ñïåéñåðû ñîîòâåòñòâåííî;
3RÂøÒÑ — 3R-âíåøíèé òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð. 18S, 5.8S, 28S — ôðàãìåíòû ïðå-ðÐÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèå çðåëûì ðÐÍÊ. Ïîëîæåíèå îëèãîíóêëåî-
òèäíûõ çîíäîâ ïîêàçàíî ãîðèçîíòàëüíûìè ÷åðòî÷êàìè âíèçó ñõåìû: çîíä à (+4495/+4524) ãèáðèäèçóåòñÿ ñ 18S ðÐÍÊ, çîíä á (+6127/+6156) —
ñ ÂíÒÑ1. 01, A0, 1, 3, E, C, 2, 4R, 4a, 3R, 02 — èçâåñòíûå ñàéòû ðàñùåïëåíèÿ â ñîñòàâå ïðå-ðÐÍÊ ÷åëîâåêà. Öèôðû ïîä ñõåìîé îáîçíà÷àþò ãðàíèöû 18S,

5.8S è 28S ðÐÍÊ (í.).



êî ïîäõîäû äëÿ îêðàøèâàíèÿ êëåòîê PY è èõ àíàëèçà ìå-
òîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè â ëèòåðàòóðå íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü íå îïèñàíû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ
ýòèõ öåëåé ìû ôèêñèðîâàëè êëåòêè 3%-íûì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì, îáðàáàòûâàëè Òðèòîíîì Õ-100 (äëÿ îáëåã-
÷åíèÿ äîñòóïà êðàñèòåëÿ), îêðàøèâàëè 1 ìêã/ìë PY, ïðè-
ãîòîâëåííûì íà ÔÑÁ, è áûñòðî çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë.

Ïðåïàðàòû èçó÷àëè â êîíôîêàëüíûé ëàçåðíûé ìèêðîñêîï
LSM510, èñïîëüçóÿ äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû 561 íì, à äëÿ ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñ-
öåíöèè — äëèííîâîëíîâûé ôèëüòð LP575. Êîëè-
÷åñòâåííóþ îöåíêó èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðî-
èçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì, ïðèëàãàåìîãî ê
ìèêðîñêîïó LSM510.

Âèçóàëüíûé àíàëèç êîíòðîëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, à) è
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ H2O2, ïîêàçûâàåò, ÷òî óæå ÷åðåç
20 ìèí ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ îêèñëèòåëÿ (ðèñ. 4, á) íà-
áëþäàåòñÿ çàìåòíîå ïàäåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè PY â ÿäðûøêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ñðåäíÿÿ
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè PY â ÿäðûøêàõ êîíòðîëü-
íûõ êëåòîê (40 èçìåðåíèé) ñîñòàâëÿåò 102 � 6 óñë. åä., íî
óæå ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå âîçäåéñòâèÿ H2O2 îíà óìåíüøàåò-
ñÿ äî 74 � 5 óñë. åä. (51 èçìåðåíèå), ò. å. ïî÷òè â 1.5 ðàçà
(ðèñ. 4, á, ã). ×åðåç 2 ÷ ïîñëå íà÷àëà îáðàáîòêè èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñíèæàåòñÿ äî 52 � 5 óñë. åä. (42 èç-
ìåðåíèÿ) (ðèñ. 4, ä, å). Íà îñíîâàíèè ýòèõ íàáëþäåíèé ìû
ñäåëàëè çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ Í2Î2

óìåíüøàåò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè PY, ò. å. ñîäåð-
æàíèå ÐÍÊ, â ÿäðûøêàõ.

Â ë è ÿ í è å H 2O 2 í à ñ è í ò å ç è ë î ê à ë è ç à ö è þ
ð Ð Í Ê. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðè÷èí óìåíüøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÿäðûøêîâîé ÐÍÊ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòêè â
òå÷åíèå 15 ìèí èíêóáèðîâàëè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ñî-
äåðæàùåé 5-ôëóîðîóðèäèí (5-ÔÓ). Çàòåì ÷àñòü êëåòîê
îáðàáàòûâàëè 1 ìÌ H2O2 â òå÷åíèå 20 ìèí, êàê îïèñàíî â
ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»; êîíòðîëüíûå êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè 20 ìèí â ñðåäå ÄÌÅÌ. Êàê ïîêàçàíî íà
ðèñ. 5, à, èíêóáàöèÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñ ïðåäøåñòâåí-
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Ðèñ. 2. Ôàçîâî-êîíòðàñòíûå èçîáðàæåíèÿ æèâûõ êëåòîê HeLa â êîíòðîëå (à) è ïîñëå èíêóáàöèè ñ 1 ìÌ Í2Î2 â òå÷åíèå 30 ìèí (á),
2 (â) è 4 (ã) ÷. ßäðûøêè óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.

Ðèñ. 3. Ñðåäíèé äèàìåòð ÿäðûøåê (ìêì; à) è ïëîùàäü ÿäåð
(ìêì2; á) êëåòîê HeLa â êîíòðîëå è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 1 ìÌ

Í2Î2.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ.



íèêîì ïðèâîäèëà ê îò÷åòëèâîìó âêëþ÷åíèþ 5-ÔÓ â ÿä-
ðûøêè è ÿäðî. Îäíàêî îáðàáîòêà êëåòîê H2O2 ïðåäîòâðà-
ùàëà âêëþ÷åíèå 5-ÔÓ â ÿäðûøêè è ñóùåñòâåííî ñíèæà-
ëà åãî âêëþ÷åíèå â íóêëåîïëàçìó (ðèñ. 5, á). Ïðèíèìàÿ âî
âíèìàíèå ýòè íàáëþäåíèÿ, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî óìåíü-
øåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ÿäðûøåê PY ïîñëå
äåéñòâèÿ Í2Î2 ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èíãèáèðîâàíèåì
òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ.

Äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ H2O2 íà ëîêàëèçàöèþ íåçðåëîé
(÷àñòè÷íî ïðîöåññèðîâàííîé) è çðåëîé ðÐÍÊ êîíòðîëü-
íûå êëåòêè è êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå ñ H2O2 â òå÷åíèå
30 ìèí, ãèáðèäèçîâàëè ñ áèîòèíèëèðîâàííûìè çîíäàìè ê
ITS1 è 18S ðÐÍÊ ÷åëîâåêà ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Êàê
âèäíî íà ðèñ. 6, âîçäåéñòâèå H2O2 ïðèâîäèò ê íåêîòîðîìó
óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ

íåçðåëîé ðÐÍÊ (ðèñ. 6, à, á), è ÿâíîìó óìåíüøåíèþ èí-
òåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 18S ðÐÍÊ
(ðèñ. 6, â, ã) â ÿäðûøêàõ. Íà îñíîâàíèè ýòèõ íàáëþäåíèé
ìû ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî óìåíüøåíèå îáùåãî ñîäåð-
æàíèÿ ðÐÍÊ â ÿäðûøêàõ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå ïðî-
èñõîäèò íå òîëüêî çà ñ÷åò ïîäàâëåíèÿ ñèíòåçà ïðå-ðÐÍÊ,
íî è çà ñ÷åò ãèäðîëèçà îêèñëåííîé ÿäðûøêîâîé ðÐÍÊ,
ñèíòåçèðîâàííîé äî íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ îêèñëèòåëÿ.

Â ë è ÿ í è å H 2O 2 í à ë î ê à ë è ç à ö è þ ô è á ð è ë ë à -
ð è í à è í ó ê ë å î ô î ç ì è í à / B 23. Â êîíòðîëüíûõ êëåò-
êàõ HeLa ôèáðèëëàðèí âûÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â ÿä-
ðûøêàõ, ãäå ôîðìèðóåò õàðàêòåðíûå êëàñòåðû (ðèñ. 7, à,
á). Èçâåñòíî, ÷òî ýòè êëàñòåðû ðàñïîëàãàþòñÿ ðÿäîì ñ ìå-
ñòàìè ñèíòåçà ðÐÍÊ (Ìóõàðüÿìîâà, Çàöåïèíà, 2001; Lea-
ry et al., 2004; Turner et al., 2012). Â íóêëåîïëàçìå ïðàêòè-
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Ðèñ. 4. Âûÿâëåíèå ÐÍÊ â êëåòêàõ HeLa ñ ïîìîùüþ ïèðîíèíà Y (PY) â êîíòðîëå (à, á) è ïîñëå îáðàáîòêè 1 ìÌ Í2Î2 â òå÷åíèå
20 (â, ã) è 240 (ä, å) ìèí.

à, â, ä — îáùèé âèä êëåòîê; ÿäðûøêè óêàçàíû ñòðåëêàìè. Êâàäðàòèêàìè âûäåëåíû êëåòêè, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ïîñòðîåíèÿ ïðîôèëåé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè PY âäîëü ïðÿìîé ëèíèè (á, ã, å), ïðîâåäåííîé ÷åðåç ÿäðî è ÿäðûøêè. Íàêîíå÷íèê ñòðåëêè óêàçûâàåò íàïðàâëåíèå ñêàíèðîâàíèÿ âäîëü

ïðÿìîé. á, ã, å — ïðîôèëè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè PY. ßÊ — ÿäðûøêè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



÷åñêè âñåõ êëåòîê àíòèòåëàìè ê ôèáðèëëàðèíó âûÿâëÿþò-
ñÿ òàêæå îäèíî÷íûå òåëüöà Êàõàëà (ðèñ. 7, à). ×åðåç
20—30 ìèí ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ H2O2 ñòàíîâèò-
ñÿ õîðîøî çàìåòíî, ÷òî êëàñòåðû ôèáðèëëàðèíà â ÿä-
ðûøêàõ òåðÿþò ÷åòêèå î÷åðòàíèÿ, íà÷èíàÿ êàê áû ðàñ-
ïëûâàòüñÿ (ðèñ. 7, â, ã). Ïðè ýòîì òåëüöà Êàõàëà ïðàêòè-
÷åñêè íå îáíàðóæèâàþòñÿ. ×åðåç 1—1.5 ÷ ïîñëå
îáðàáîòêè Í2Î2 â íóêëåîïëàçìå áîëüøèíñòâà (äî 80 %)
êëåòîê âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå äèñêðåòíûå ôîêóñû,
ñîäåðæàùèå ôèáðèëëàðèí, òîãäà êàê èíòåíñèâíîñòü îêðà-

ñêè ÿäðûøåê óìåíüøàåòñÿ (ðèñ. 7, ä, å). ×åðåç 4 ÷ ôèá-
ðèëëàðèí ãîìîãåííî ðàñïîëàãàåòñÿ ïî âñåìó ÿäðó (íå
èëëþñòðèðîâàíî).

Â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ íóêëåîôîçìèí/B23 ðàñïðå-
äåëÿåòñÿ â ÿäðûøêàõ ïðàêòè÷åñêè ãîìîãåííî, ÷òî îñîáåí-
íî õîðîøî âèäíî ïðè ôèêñàöèè êëåòîê ìåòàíîëîì (ðèñ. 8,
à) (ñì. òàêæå îáçîðû: Okuwaki, 2008; Lindström, 2011).
Âîçäåéñòâèå Í2Î2 ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó îñëàáëå-
íèþ îêðàøèâàíèÿ öåíòðàëüíîé îáëàñòè ÿäðûøåê óæå ÷å-
ðåç 30 ìèí ïîñëå íà÷àëà îáðàáîòêè (ðèñ. 8, á, â). ×åðåç 2 ÷
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Ðèñ. 5. Àíàëèç òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè êëåòîê HeLa ñ ïîìîùüþ 5-ôëóîðîóðèäèíà (5-FU) â êîíòðîëå (à) è ïîñëå îáðàáîòêè
1 ìÌ Í2Î2 â òå÷åíèå 20 ìèí (á).

ßäðûøêè óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.

Ðèñ. 6. Ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ êëåòîê HeLa ñ îëèãîíóêëåîòèäíûìè çîíäàìè ê ÂíÒÑ 1 (à, á) è 18S ðÐÍÊ (â, ã) â êîí-
òðîëå (à, â) è ïîñëå îáðàáîòêè 1 ìÌ H2O2 â òå÷åíèå 30 ìèí (á, ã).

ßäðûøêè óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì.



áåëîê âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ïî ïåðèôåðèè ÿäðûøêà, òîãäà
êàê åãî íóêëåîïëàçìàòè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ñòàíîâèòñÿ
âñå áîëåå î÷åâèäíîé (ðèñ. 8, ã).

Îáñóæäåíèå

Ýôôåêòû äåéñòâèÿ H2O2 íà êëåòêè ïðèíÿòî ïîäðàçäå-
ëÿòü íà îñòðûå è õðîíè÷åñêèå. Îñòðûå ýôôåêòû èíäóöè-
ðóþòñÿ âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ïåðîêñèäà âîäîðîäà
(100 ìêÌ—10 ìÌ) ïóòåì êîðîòêîãî (îò íåñêîëüêèõ ìè-
íóò äî ÷àñîâ) âîçäåéñòâèÿ, òîãäà êàê õðîíè÷åñêèå ýôôåê-
òû âûçûâàþòñÿ íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè H2O2 (îò íå-
ñêîëüêèõ íàíîìîëåé äî 10 ìêÌ), íî ïðîäîëæèòåëüíûì
âîçäåéñòâèåì (îò íåñêîëüêèõ ÷àñîâ äî íåñêîëüêèõ äíåé).

Ðàííèå ýôôåêòû äåéñòâèÿ H2O2 ïðè îáîèõ âàðèàíòàõ îá-
ðàáîòêè ñâÿçàíû ñ îêèñëåíèåì íóêëåèíîâûõ êèñëîò è
ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè áåëêîâ, âêëþ÷àÿ
ôîñôîðèëèðîâàíèå, ãëóòàòèîíèëèðîâàíèå è îêèñëåíèå öè-
ñòåèíîâ (Paron et al., 2004). Îäíàêî ïðè îñòðîì îêèñëè-
òåëüíîì ñòðåññå â îòëè÷èå îò õðîíè÷åñêîãî îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà ðåàêöèÿ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ áîëåå áûñòðîé è, êàê ïðà-
âèëî, áîëåå îäíîðîäíîé, ÷òî îáëåã÷àåò åå èçó÷åíèå ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ, âêëþ÷àÿ ìèêðîñêîïèþ.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, âû-
çûâàåìîì âîçäåéñòâèåì 1 ìêì Í2Î2, âíåøíèé âèä êëåòîê
îñòàåòñÿ ñõîäíûì íà âñåõ ñðîêàõ âîçäåéñòâèÿ. Ñóùåñò-
âåííî, ÷òî ïðè ýòîé êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèä êèñëîðîäà íå
âûçûâàë ãèáåëè êëåòîê â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà íàáëþäå-
íèÿ, ò. å. âïëîòü äî 240 ìèí (ðèñ. 2, ã).

Öèòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ðåàêöèè ÿäðûøêîâîé ÐÍÊ è ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ 495

Ðèñ. 7. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ôèáðèëëàðèíà â êëåòêàõ HeLa â êîíòðîëå (à, á), ÷åðåç 30 (â, ã) è 120 (ä, å) ìèí ïîñëå
íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ 1 ìM H2O2.

Ìàëåíüêèå ñòðåëêè — òåëüöà Êàõàëà, áîëüøèå ñòðåëêè — ÿäðûøêè. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.



Îäíèìè èç íàèáîëåå î÷åâèäíûõ ýôôåêòîâ îñòðîãî
âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 íà ÿäðûøêè êëåòîê HeLa ÿâëÿëèñü
óìåíüøåíèå èõ ðàçìåðîâ (ðèñ. 2, à, ã; 3, à) è îñëàáëåíèå
îêðàøèâàíèÿ PY (ðèñ. 4). Ýòè ÿâëåíèÿ ñîïðîâîæäàëèñü
èíãèáèðîâàíèåì âêëþ÷åíèÿ ïðåäøåñòâåííèêà 5-ÔÓ â ÿä-
ðûøêè (ðèñ. 5) è îñëàáëåíèåì ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíà-
ëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 18S ðÐÍÊ è íåïðîöåññèðîâàííîé
ðÐÍÊ (ðèñ. 6).

Èç ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ ñïîñîáíîñòü âñåõ âèäîâ ÐÍÊ ê îêèñëå-
íèþ ýêçîãåííûìè îêñèäàíòàìè (âêëþ÷àÿ ïåðîêñèä âîäî-
ðîäà) çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ÄÍÊ (Hofer et al., 2005). Áî-
ëåå òîãî, ÐÍÊ ïîäâåðãàåòñÿ îêèñëèòåëüíîìó ïîâðåæäå-
íèþ çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå, ÷åì ëèïèäû è áåëêè. Â êëåòêàõ
HeLa äåéñòâèå âûñîêèõ äîç ïåðîêñèäà âîäîðîäà
(0.2—0.7 ìÌ) ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ 8-ãèäðîêñèëãóà-
íîçèíà â ñîñòàâå ÐÍÊ (Wu, Li, 2008). ÐÍÊ, ñîäåðæàùàÿ
8-ãèäðîêñèëãóàíîçèí, ðàñùåïëÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè ðè-
áîíóêëåàçàìè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè â
æèâûõ îðãàíèçìàõ ìåõàíèçìîâ «êîíòðîëÿ êà÷åñòâà
ÐÍÊ», ýôôåêòèâíî óäàëÿþùèõ îêèñëåííóþ ÐÍÊ (Wu, Li,
2008; Kong, Lin, 2010). Òàêèì îáðàçîì, ðåçêîå ïàäåíèå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè PY â ÿäðûøêàõ ïðè êðàò-
êîâðåìåííîé (20—30 ìèí) îáðàáîòêå êëåòîê HeLa 1 ìÌ
ïåðîêñèäà âîäîðîäà ìîæåò áûòü âûçâàíî íå òîëüêî èíãè-
áèðîâàíèåì ñèíòåçà ðÐÍÊ, íî òàêæå îêèñëåíèåì è ïîñëå-
äóþùèì ãèäðîëèçîì óæå ñèíòåçèðîâàííîé ðÐÍÊ. Òåì íå
ìåíåå ìû íå ìîæåì èñêëþ÷èòü, ÷òî îñëàáëåíèå ãèáðèäè-
çàöèîííûõ ñèãíàëîâ â ÿäðûøêàõ ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì
äîñòóïíîñòè çîíäîâ ê îêèñëåííîé ðÐÍÊ, íî íå ñ åå ðàñ-
ùåïëåíèåì. Ïðîòèâ ýòîãî äîïóùåíèÿ, îäíàêî, ãîâîðèò

îñëàáëåíèå ÿðêîñòè îêðàøèâàíèÿ ÿäðûøåê ÐÍÊ-ñâÿçûâà-
þùèì êðàñèòåëåì PY (ðèñ. 4).

Êàê èçâåñòíî, êëåòî÷íûé ñòðåññ ìîæåò áûòü âûçâàí
øèðîêèì ñïåêòðîì âîçäåéñòâèé — èñòîùåíèåì ïóëà ïè-
òàòåëüíûõ âåùåñòâ âî âíåøíåé ñðåäå, èçìåíåíèåì îñìî-
òè÷åñêîãî äàâëåíèÿ è òåìïåðàòóðû, äåéñòâèåì èíãèáèòî-
ðîâ ðàçëè÷íûõ ñèíòåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ (Rieker et al.,
2011; Grummt, 2013). Â ýòèõ óñëîâèÿõ íàáëþäàþòñÿ ÷àñ-
òè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ èíàêòèâàöèÿ ñèíòåçà ðèáîñîì (Govoni
et al., 1994; Chen, Jiang, 2004; Bensaude, 2011) è òðàíñëî-
êàöèÿ íóêëåîôîçìèíà/B23 èç ÿäðûøêà â íóêëåîïëàçìó
(Yogev et al., 2008; Burger et al., 2010; Yao et al., 2010;
Khandelwal et al., 2011; Moore et al., 2013). Ïðè äåéñòâèè
íà êëåòêè HeLa Í2Î2 ìû òàêæå íàáëþäàëè «âûõîä» ÿä-
ðûøêîâîãî íóêëåîôîçìèíà/B23 â ÿäðî, ñîïðîâîæäàþ-
ùèéñÿ ïîñòåïåííûì óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ áåëêà â
ÿäðûøêàõ (ðèñ. 8). Èçâåñòíî, ÷òî òðàíñëîêàöèÿ íóêëåî-
ôîçìèíà/B23 èç ÿäðûøêà â ÿäðî âëèÿåò íà ìíîãèå êëå-
òî÷íûå ôóíêöèè, âêëþ÷àÿ ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, ïðîëèôåðà-
öèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, îäíàêî ìåõàíèçì ýòîãî
ÿâëåíèÿ îñòàåòñÿ íåÿñíûì. Îäíè àâòîðû (Yogev et al.,
2008) ïîêàçàëè, ÷òî ïåðåðàñïðåäåëåíèå íóêëåîôîçìè-
íà/B23 ïðè óëüòðàôèîëåòîâîì îáëó÷åíèè èíäóöèðóåòñÿ
àêòèâàöèåé ñèãíàëüíîãî ïóòè JNK (c-jun N-êîíöåâàÿ ïðî-
òåèíêèíàçà). Îäíàêî äðóãèå àâòîðû (Khandelwal et al.,
2011) ñâÿçûâàþò ïåðåðàñïðåäåëåíèå íóêëåîôîçìèíà/B23
ñ èçìåíåíèÿìè â ëîêàëèçàöèè áåëêà RelA, ïðèíàäëåæà-
ùåãî ê ñåìåéñòâó ñòðåññàêòèâèðóåìûõ òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ NF-kB. Òðåòèé âîçìîæíûé ìåõàíèçì «âû-
õîäà» Â23 èç ÿäðûøêà â íóêëåîïëàçìó â óñëîâèÿõ ñòðåññà
ñâÿçàí ñ ðàñïàäîì áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ

496 À. À. Ìèðîíîâà è äð.

Ðèñ. 8. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ íóêëåîôîçìèíà/B23 â êëåòêàõ HeLa â êîíòðîëå (à), ÷åðåç 45 (á), 120 (â) è 240 (ã) ìèí
ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ 1 ìM H2O2.

ßäðûøêè óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì.



íóêëåîôîçìèí/Â23. Áåëêîâûå ïàðòåðû íóêëåîôîçìèíà
çàòåì ïîäâåðãàþòñÿ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè, òîãäà êàê
íóêëåîôîçìèí ñîõðàíÿåòñÿ â íóêëåîïëàçìå. Íà÷àëî ýòèõ
ïðîöåññîâ èíäóöèðóåòñÿ ïîäàâëåíèåì òðàíñêðèïöèè
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I (Moore et al., 2013).

Ëîêàëèçàöèÿ ôèáðèëëàðèíà ïîä äåéñòâèåì Í2Î2 íà-
÷èíàëà èçìåíÿòüñÿ ïðàêòè÷åñêè îäíîâðåìåííî ñ íóêëåî-
ôîçìèíîì/B23 è òàêæå ïðîÿâëÿëàñü â ïîÿâëåíèè áåëêà â
íóêëåîïëàçìå (ðèñ. 7). Ïîñêîëüêó ïî âðåìåíè èçìåíåíèÿ
â ëîêàëèçàöèè ôèáðèëëàðèíà è íóêëåîôîçìèíà/B23 ñîâ-
ïàäàëè ñ èíàêòèâàöèåé ñèíòåçà ðÐÍÊ, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ýòè ñîáûòèÿ âçàèìîñâÿçàíû. Â ïîëüçó ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ãîâîðèò òîò ôàêò, ÷òî ìèãðàöèÿ ôèáðèë-
ëàðèíà èç ÿäðûøêà â ÿäðî íàáëþäàåòñÿ ïðè èíãèáèðîâà-
íèè òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ àêòèíîìèöèíîì D (Louvet et al.,
2005; Boulon et al., 2010). Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ èç-
ìåíåíèÿ ëîêàëèçàöèè ôèáðèëëàðèíà, èíäóöèðîâàííîãî
Í2Î2, ÿâëÿåòñÿ ïîÿâëåíèå äèñêðåòíûõ ôîêóñîâ â íóêëåî-
ïëàçìå, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ
áåëêà â ÿäðûøêàõ (ðèñ. 7, ä). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñõîä-
íûå èçìåíåíèÿ â ëîêàëèçàöèè ôèáðèëëàðèíà îïèñàíû
òîëüêî ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè HgCl2 — ðàñïðîñòðàíåí-
íîãî êñåíîáèîòèêà, êîòîðûé ïðè ðåãóëÿðíîì âîçäåéñòâèè
íà îðãàíèçìû ìëåêîïèòàþùèõ èíäóöèðóåò âûðàáîòêó
àóòîàíòèòåë ê ôèáðèëëàðèíó (Pollard et al., 1997; Chen,
von Mikecz, 2005; Áàðûãèíà è äð., 2009). Ïîÿâëåíèå ìíî-
ãî÷èñëåííûõ íóêëåîïëàçìàòè÷åñêèõ ôîêóñîâ ôèáðèëëà-
ðèíà ïðè äåéñòâèè HgCl2 è Í2Î2, ñêîðåå âñåãî, íå ñâÿçàíî
ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà òåëåö Êàõàëà. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
ïîâåäåíèå òåëåö Êàõàëà â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íå àíàëèçèðîâàëîñü, èçâåñò-
íî, ÷òî ïðè äðóãèõ âàðèàíòàõ ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé
÷èñëî ôèáðèëëàðèí-ïîçèòèâíûõ ôîêóñîâ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ òåëüöàì Êàõàëà, íå óâåëè÷èâàåòñÿ (Cioce et al., 2006;
Boulon et al., 2010).

Ñ ïîìîùüþ áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ ïîêàçàíî, ÷òî
HgCl2 âûçûâàåò îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âî ìíîãèõ òêàíÿõ
æèâîòíûõ îðãàíèçìîâ. Ýòî ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîâûøåíèè ñî-
äåðæàíèÿ ÀÔÊ, äèñáàëàíñå àíòèîêñèäàíòíîé ñèñòåìû çà-
ùèòû êëåòîê (çíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè ñîäåðæàíèÿ ñó-
ïåðîêèääèñìóòàçû, êàòàëàçû è ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçû),
îêèñëèòåëüíîì ïîâðåæäåíèè ëèïèäîâ, áåëêîâ è íóêëåè-
íîâûõ êèñëîò (Woods et al., 1990; Sener et al., 2007; Patna-
ik et al., 2010; Deng et al., 2012). Ïðåäñòàâëåííûå íàìè ðå-
çóëüòàòû î ñõîäñòâå â ðåàêöèè ôèáðèëëàðèíà íà äåéñòâèå
Í2Î2 è HgCl2 ÿâëÿþòñÿ ïåðâûìè íàáëþäåíèÿìè î âîçìîæ-
íîñòè èíäóêöèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà HgCl2, ïîëó÷åí-
íûìè öèòîëîãè÷åñêèìè ìåòîäàìè àíàëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ñîãëàøåíèÿ
¹ 14.132.21.1765 è 8484).
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CYTOLOGICAL ANALYSIS OF THE REACTION OF THE NUCLEOLAR RNA

AND RNA-BINDING PROTEINS TO OXIDATIVE STRESS IN HeLa CELLS
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The organization and functional activity of the nucleoli of mammalian cells can be modified in response to
various stress factors. However, data on the reaction of nucleoli to oxidative stress remain limited. In this paper,
we have studied the localization of nucleolar RNAs and two RNA-binding proteins — fibrillarin, a pre-rRNA
processing factor, and nucleophosmin/B23, a pre-ribosome assembly factor, in HeLa cells exposed to 1 mM
H2O2 up to four hours. We have shown that under the conditions used H2O2 does not induce death, but inhibits
rDNA transcription, reduces the total RNA content in the cells and the amount of 18S rRNA in the nucleoli, and
causes relocalization of fibrillarin and nucleophosmin/B23 to the nucleoplasm. To date, similar changes in the
localization of fibrillarin were described in mammalian cells only after HgCl2 treatment. Redistribution of nuc-
leophosmin/B23 observed in H2O2-treated cells occurred in mammalian cells under inhibition of rDNA tran-
scription and early rRNA processing. Overall, this study shows the high sensitivity of the nucleoli of HeLa cells
to acute oxidative stress, which is clearly evident on the cytological level.

K e y w o r d s: fibrillarin, FISH, H2O2, nucleolus, nucleophosmin/B23, oxidative stress, pyronin Y, rRNA.
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