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Ìîäèôèöèðîâàííûå in vivo ñóáúåäèíèöû ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ìëåêîïèòàþùèõ

Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííîé èç ÿäåð êóëüòóðû ôèáðî-
áëàñòîâ ìûøè 3Ò3, êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû À431 è çðåëîé ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, èäåíòèôèöè-
ðîâàíû òðè ñóáúåäèíèöû, îäíîâðåìåííî è ôîñôîðèëèðîâàííûå, è ãëèêîçèëèðîâàííûå. Â ñîñòàâå ôåð-
ìåíòà, âûäåëåííîãî èç êëåòîê ÷åëîâåêà, ìîäèôèöèðîâàííûìè îêàçàëèñü ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññîé
60 è 45 êÄà è ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 52 êÄà, êîòîðàÿ, âåðîÿòíî, ïðèíàäëåæèò îäíîìó èç áàçàëüíûõ
ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ôåðìåíòà, âûäåëåííîãî èç êóëüòó-
ðû ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, ìîäèôèêàöèè èäåíòèôèöèðîâàíû â òðåõ ïîëèïåïòèäàõ ñ ìîë. ìàññàìè 49, 45 è
42 êÄà. Ñóáúåäèíèöà 45 êÄà, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì áàçàëüíîãî ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, òàê êàê îíà íå èäåíòèôèöèðîâàíà â ñîñòàâå ôåðìåíòà ìûøè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III, ôîñôîðèëèðîâàíèå, ãëèêîçèëèðîâàíèå, ïëàöåíòà è êëåò-
êè À431 ÷åëîâåêà, ôèáðîáëàñòû ìûøè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÊ2 — êàçåèíêèíàçà 2, Brf2 è Bdp1 — àññîöèèðîâàííûå êîìïîíåíòû
TFIIIB, TBP — ÒÀÒÀ-áîêññâÿçûâàþùèé áåëîê, TFIIIB — áàçàëüíûé ôàêòîð òðàíêðèïöèè ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçûIII.

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III òðàíñêðèáèðóåò ãåíû 5S ðèáî-
ñîìíûõ ÐÍÊ, âñåõ òðàíñïîðòíûõ ÐÍÊ, U6 ìàëîé ÿäåðíîé
ÐÍÊ — êîìïîíåíòà ïðîöåññèíãà è ñïëàéñèíãà èíôîðìà-
öèîííûõ ÐÍÊ, Th-ÐÍÊ — êîìïîíåíòà ïðîöåññèíãà â ìè-
òîõîíäðèÿõ (Topper, Clayton, 1990), 7SL è 7SK ðåãóëÿòîð-
íûõ ÐÍÊ (Sentenac, 1985; Geiduschek, Tocchini-Valentini,
1988), Í1 ÐÍÊ — êîìïîíåíòà ÐÍÊàçû Ð (Baer et al.,
1989), à òàêæå ðÿäà âèðóñíûõ ÐÍÊ (Geiduschek, Kassave-
tis, 2001). Òðàíñêðèïöèîííûé êîìïëåêñ ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III âêëþ÷àåò â ñåáÿ ðÿä òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ,
íàáîð êîòîðûõ ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò òèïà òðàíñêðè-
áèðóåìûõ ãåíîâ (Geiduschek, Tocchini-Valentini, 1988;
Schramm, Hernandes, 2002). Èíòåíñèâíîñòü òðàíñêðèïöèè
ýòèõ ãåíîâ ñóùåñòâåííî êîëåáëåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò
ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà è êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè
(Brown åt àl., 2000; Paule, White, 2000; Felton-Edkins åt àl.,
2003; Mauger, Scott, 2004). Òîòàëüíûé óðîâåíü òðàíñ-
êðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III íàèáîëåå âûñîê â ôàçàõ S è
G2 êëåòî÷íîãî öèêëà è ñíèæåí âî âðåìÿ ìèòîçà (Leresche
et al., 1996; Gottesfeld, Forbes, 1997). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðî-
öåññû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè â îòâåò íà âíåêëåòî÷íûå ñèãíà-
ëû (Whitmarsh, Davis, 2000; Bollen et al., 2002). Â ñîñòàâå
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III âûñ-
øèõ ýóêàðèîò èäåíòèôèöèðîâàíû ñëåäîâûå ïðèìåñè êà-
çåèíêèíàçû 2 (ÑÊ2), îíà æå ñâÿçàíà ñ ïðîìîòîðîì U6 ìà-
ëîé ÿäåðíîé ÐÍÊ. ÑÊ2 ïîçèòèâíî è íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò
òðàíñêðèïöèþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III (Hu et al., 2003). Íåãà-
òèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâà-

íèå êîìïîíåíòîâ TFIIIB — TBP, Brf2 è Bdp1, ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ïðèñóòñòâèå ÑÊ2 ÿâëÿåòñÿ ñîâåðøåííî íåîáõî-
äèìûì äëÿ àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III
(Hu et al., 2004). Áîëüøèíñòâî ïðîòåèíêèíàç è ïðîòåèí-
ôîñôàòàç, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, îòíî-
ñÿò ê ñåðèí-òðåîíèíîâûì ôåðìåíòàì. Ëîãè÷íî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî è àêòèâíîñòü ñîáñòâåííî ôåðìåíòà ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III ìîæåò ðåãóëèðîâàòüñÿ, îäíàêî ìåõàíèçì
ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III â
ñîñòàâå î÷åíü ñëîæíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà
îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
ñîñòàâå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà òðè ñóáúåäèíèöû
ôîñôîðèëèðîâàíû ïî îñòàòêàì ñåðèíà, òðåîíèíà è òèðî-
çèíà (Ñîëîäîâíèêîâà è äð., 2005). Óðîâåíü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ýòèõ ñóáúåäèíèö íîñèò äèíàìè÷íûé õàðàêòåð è çà-
âèñèò îò ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êëåòîê (Ìåðêóëîâà,
Ñåäîâà, 2006).

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïîìèìî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ äðóãîé øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîé ïîñò-
òðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèåé öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è
ÿäåðíûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ãëèêîçèëèðîâàíèå îñòàòêàìè
Î-N-àöåòèëãëþêîçàìèíà (Torres, Hart, 1984), ïðè ýòîì
òåìïû îáìåíà äàííîé ìîäèôèêàöèè ñóùåñòâåííî ïðåâû-
øàþò òåìïû îáìåíà åå áåëêîâ-íîñèòåëåé (Wells et al.,
2002). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðîëü ýòîé ìîäè-
ôèêàöèè â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè áåëêîâ àíàëîãè÷íà ñêî-
ðåå ôîñôîðèëèðîâàíèþ, íåæåëè «êëàññè÷åñêîìó» ãëèêî-
çèëèðîâàíèþ (Haltiwangeler et al., 1997; Vosseler et al.,
2001; Wells, Hart, 2003). Ãëèêîçèëèðîâàíèå îñòàòêàìè
Î-N-àöåòèëãëþêîçàìèíà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî îñòàòêàì ñå-
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ðèíà è òðåîíèíà (Haltiwanger et al., 1997; Kamemura, Hart,
2003). Ñîãëàñíî ïðåäñòàâëåíèÿì Õàðòà ñ ñîàâòîðàìè, ìî-
äèôèêàöèÿ áåëêîâ Î-N-àöåòèëãëþêîçàìèíîì ìîæåò íà-
õîäèòüñÿ â ðåöèïðîêíûõ îòíîøåíèÿõ ñ ôîñôîðèëèðîâà-
íèåì, êàê â ñëó÷àå ïðîòîîíêîáåëêà c-Myc, ãëèêîçèëèðî-
âàííîãî ïî îñòàòêó òðåîíèíà â ïîëîæåíèè 58, êîòîðîå
èçâåñòíî íå òîëüêî êàê ñàéò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, íî è êàê
«ãîðÿ÷èé» ñàéò ìóòàöèé â ëèìôîìàõ (Chou et al., 1995).
Òàêèå êîíêóðåíòíûå îòíîøåíèÿ ìåæäó Î-N-ãëèêîçèëè-
ðîâàíèåì è ôîñôîðèëèðîâàíèåì óêàçûâàþò íà âîçìîæ-
íîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ ðÿäà áåëêîâ âî ìíîæåñòâå ôóíêöèî-
íàëüíî ðàçëè÷íûõ èçîôîðì, äåòåðìèíèðîâàííûõ ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè (Torres, Hart, 1984;
Comer, Hart, 1999). Ïðè ýòîì ãëèêîçèëèðîâàíèå ñîáñòâåí-
íî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå èññëå-
äîâàëîñü.

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III, âûäåëåííîé èç òêàíè ïëàöåíòû è êóëüòóðû
ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû À431 ÷åëîâåêà, à òàêæå èç
êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ìûøè 3Ò3, òðè ñóáúåäèíèöû
ãëèêîçèëèðîâàíû îñòàòêàìè O-N-àöåòèëãëþêîçàìèíà
in vivo. Â ÐÍÊ-ïîëèìåðàçå III ÷åëîâåêà ýòî ïîëèïåïòèäû
ñ ìîë. ìàññàìè 60, 52 è 45 êÄà, â ñîñòàâå ôåðìåíòà èç êëå-
òîê 3Ò3 — ïîëèïåïòèäû ñ ìîë. ìàññàìè 49, 45 è 42 êÄà.
Òàêèì îáðàçîì, â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III ÷åëîâåêà ôîñôîðèëèðîâàíèþ è ãëèêîçèëèðîâàíèþ
îêàçàëèñü ïîäâåðæåííûìè òîëüêî äâå ñóáúåäèíèöû ñ
ìîë. ìàññàìè 60 è 45 êÄà, òàê êàê ñóáúåäèíèöà 52 êÄà íå
ïðèíàäëåæèò ôåðìåíòó. Â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III èç êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ìûøè 3Ò3 ìû
íàáëþäàåì àíàëîãè÷íóþ êàðòèíó — ôîñôîðèëèðîâàíû è
ãëèêîçèëèðîâàíû òîëüêî äâå ñóáúåäèíèöû 49 è 42 êÄà,
òàê êàê ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññàìè 45 êÄà â ñîñòàâå
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ìûøè íå èäåíòèôèöèðîâàíà (Sklar,
Roeder, 1976).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Çðåëóþ ïëàöåíòó ÷åëîâåêà ïîëó÷àëè â ðîäèëüíîì îò-
äåëåíèè Èíñòèòóòà àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè
èì. Ä. Ì. Îòòà (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Òêàíü íåìåäëåííî
ïðåïàðèðîâàëè íà ôðàãìåíòû âåñîì íå áîëåå 50 ã, çàìî-
ðàæèâàëè è õðàíèëè â æèäêîì àçîòå. Ïðè èñïîëüçîâàíèè
òêàíü ðàçìîðàæèâàëè äî òåìïåðàòóðû, íå ïðåâûøàþùåé
0 °Ñ. Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 è
êëåòêè 3Ò3 ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ïîëó÷àëè èç Ðîññèéñêîé
êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê 3 Ò 3 è À 4 3 1. Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè äî ñîñòîÿíèÿ ìîíîñëîÿ íà ñðåäå
ÄÌÅÌ â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè è
40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2.

Â û ä å ë å í è å ÿ ä å ð. Êëåòêè ñîáèðàëè ñ ïîìîùüþ
ñêðåáêà (Sarsted, Ãåðìàíèÿ), äâàæäû ïðîìûâàëè ðàñòâî-
ðîì Õåíêñà è ñóñïåíäèðîâàëè â 5 îáúåìàõ áóôåðà À
(20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.9, 0.5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.2 ìÌ ÄÒÒ è
10 % ãëèöåðèíà). Äàëåå êëåòêè ðàçðóøàëè ñ ïîìîùüþ ðó÷-
íîãî ãîìîãåíèçàòîðà, ñòåïåíü ðàçðóøåíèÿ êîíòðîëèðîâàëè
ìèêðîñêîïè÷åñêè. ßäðà îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 25 000g â òå÷åíèå 30 ìèí. Îñàäîê ÿäåð ñóñïåíäèðîâà-
ëè â áóôåðå À è õðàíèëè â æèäêîì àçîòå èëè íåìåäëåííî
èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà (Dignam
et al., 1983). ßäðà èç òêàíè ïëàöåíòû âûäåëÿëè ïî ìåòîäó,
îïèñàííîìó ðàíåå (Ñîëîäîâíèêîâà è äð., 2005).

Ï î ë ó ÷ å í è å ÿ ä å ð í î ã î ý ê ñ ò ð à ê ò à. ßäðà, ñóñ-
ïåíäèðîâàííûå â áóôåðå À, ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúå-
ìîì áóôåðà Á (20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.9, 0.42 ìÌ NaCl,
3 ìÌ MgCl2, 0.2 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.5 ìÌ PMSF, 0.5 ìÌ ÄÒÒ è
40 % ãëèöåðèíà). Ñóñïåíçèþ ÿäåð ãîìîãåíèçèðîâàëè â
ïëîòíî ïðèòåðòîì ãîìîãåíèçàòîðå â òå÷åíèå 40 ìèí è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 25 000g â òå÷åíèå 30 ìèí. Îñàäîê
îòáðàñûâàëè, ñóïåðíàòàíò äèàëèçîâàëè â òå÷åíèå íî÷è
ïðîòèâ áóôåðà À, ñîäåðæàùåãî 0.250 Ì ñóëüôàòà àììî-
íèÿ. Ïîëó÷åííûé ÿäåðíûé ýêñòðàêò èñïîëüçîâàëè äëÿ âû-
äåëåíèÿ è î÷èñòêè ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Â û ä å ë å í è å è î ÷ è ñ ò ê à Ð Í Ê - ï î ë è ì å ð à -
ç û I I I. Âûäåëåíèå ñóììàðíîé àêòèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû I è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III îñóùåñòâëÿëè ïî ìåòîäó,
îïèñàííîìó ðàíåå (Huet et al., 1996; Hannan et al., 1998).
Äàëüíåéøåå âûäåëåíèå è î÷èñòêó ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III — IIIa è IIIá — ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ
îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêîé (Ñîëîäîâíèêîâà è äð., 2005).
Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû III êîëåáàëàñü â ïðåäåëàõ 0.3—0.5 Å â 5 ìêë ðàñò-
âîðà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ïðîâî-
äèëè â ñèñòåìå ñ êîíå÷íûì îáúåìîì 25 ìêë, ñîäåðæàùåé
50 Ì Òðèñ-HCl (pH 7.9), 80 ìÌ ñóëüôàòà àììîíèÿ,
2.5 ìÌ ÄÒÒ, 1 ìÌ MgCl2, 15 % ãëèöåðèíà, 1 ìêã äåíàòó-
ðèðîâàííîé ÄÍÊ ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (ëèáî ÄÍÊ èç êëå-
òîê 3Ò3), ATP, GTP, CTP è UTP â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìÌ
êàæäûé, 0.06 ÌÁê [3H]-UTP ñ óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ
12 ÃÁê/ìÌ è 5 ìêë ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çó III.

Îñàæäåíèå ìàòåðèàëà, íåðàñòâîðèìîãî â êèñëîòå,
ïðîèçâîäèëè 5%-íîé ÒÕÓ â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ, îñàäêè ñîáèðàëè íà
ôèëüòðû GF/C (Whatman, Àíãëèÿ) è ïðîìûâàëè 5%-íîé
ÒÕÓ è 96%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì. Ðàäèîàêòèâíîñòü
ïîäñ÷èòûâàëè â òîëóîëüíîì ñöèíòèëëÿòîðå íà ñ÷åò÷èêå
ôèðìû Beckman (ÑØÀ). Çà åäèíèöó àêòèâíîñòè ïðèíè-
ìàëè êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà, íåîáõîäèìîå äëÿ âêëþ÷åíèÿ
1 íìîëÿ UTP çà 15 ìèí ïðè 37 °Ñ.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ôîñôîðèëèðîâàííûõ è ãëèêîçè-
ëèðîâàííûõ in vivo èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû III ôåðìåíò ïîäâåðãàëè äèñê-ýëåêòðîôîðåçó
â 4.5—9%-íîì ÏÀÀÃ â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íà-
òðèÿ ïðè ñèëå òîêà 7 ìÀ â òå÷åíèå íî÷è (Laemmly, 1970).

Ðàçäåëåííûå ïîëèïåïòèäû ïåðåíîñèëè íà áóìàãó Hy-
bond C Extra â àïïàðàòå BioRad (ÑØÀ) â 0.118 Ì
Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå (ðÍ 8.3), ñîäåðæàùåì 15 % ýòè-
ëîâîãî ñïèðòà, ïðè ñèëå òîêà 90 ìÀ â òå÷åíèå 18 ÷. Ãëè-
êîçèëèðîâàíèå îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
III èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ îñòàòêà
O-N-àöåòèëãëþêîçàìèíà. Ôîñôîðèëèðîâàíèå èíäèâèäó-
àëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èçó-
÷àëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ôîñôîñåðèí/òðåîíèíó. Â êà÷å-
ñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé (Pierce, ÑØÀ).
Âèçóàëèçàöèþ êîíúþãàòà îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ õå-
ìèëþìèíåñöåíòíîé ðåàêöèè â ñèñòåìå Super Signal (Pier-
ce, ÑØÀ), áëîòû ñîâìåùàëè ñ R-ïëåíêîé è âûäåðæèâàëè
â òå÷åíèå âðåìåíè, äîñòàòî÷íîãî äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûðà-
æåííîé êàðòèíû.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ÄÅÀÅ-ñåôàäåêñ
À-5 (Pharmacia, Øâåöèÿ); HEPARIN HyperD M (Biosepra,
Ôðàíöèÿ), íóêëåîçèäòðèôîñôàòû — ATP, GTP, CTP è
UTP (Âåêòîð, Ðîññèÿ); ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû [3H]-UTP
(ÃÍÖ ÐÔ ÔÇÈ, Ðîññèÿ); àíòèòåëà ïðîòèâ O-N-àöåòèëãëþ-
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êîçàìèíà (Affinity Bioreagents, ÑØÀ); àíòèòåëà ê ôîñôî-
ñåðèí/òðåîíèíó (BD Transduction Laboratories, Ãåðìàíèÿ);
àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé, è ñèñòåìà
Super Signal äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïåðîêñèäàçû (Pierce,
ÑØÀ); ñðåäà ÄÌÅÌ è ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Âñå ðàñòâîðû ãîòîâè-
ëè íà äåèîíèçîâàííîé âîäå. Âñå ïðîöåäóðû âûïîëíÿëè íà
õîëîäå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÄÍÊ-çàâèñèìóþ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó III âûäåëÿëè èç
òêàíè ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöè-
íîìû ÷åëîâåêà À431 è êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ìû-
øè 3Ò3. Ôåðìåíò áûë âûäåëåí â âèäå äâóõ ñóáôðàêöèé,
ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ïîðÿäêó ýëþöèè ñ êîëîíêè ÄÅÀÅ-Ñå-
ôàäåêñ À-25 è ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè ïðè óëüòðàöåíòðè-
ôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ãëèöåðèíà (Ñîëî-
äîâíèêîâà è äð., 2005). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà ïî
îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíèíà in vivo ôîñôîðèëèðîâàíû òðè
ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 60, 52 è 45 êÄà. Äâå èç ýòèõ
ñóáúåäèíèö ñ ìîë. ìàññàìè 60 è 45 êÄà ôîñôîðèëèðîâà-
íû òàêæå è ïî îñòàòêàì òèðîçèíà (Ñîëîäîâíèêîâà è äð.,
2005).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ãëèêîçèëèðîâà-
íèå èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé õîëîôåð-
ìåíòà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III îñòàòêàìè N-O-àöåòèëãëþêî-
çàìèíà, òàê êàê, ïî ïðåäñòàâëåíèÿì Õàðòà ñ ñîàâòîðàìè
(Chou et al., 1995; Vosseler et al., 2001), ýòè ìîäèôèêàöèè
ÿâëÿþòñÿ ðåöèïðîêíûìè îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà è ñîîò-
âåòñòâåííî ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
ìîäèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ. Êðîìå òîãî, â ëèòåðàòóðå îò-
ñóòñòâóþò äàííûå î ìîäèôèêàöèÿõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III.

Ïðåïàðàòû ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäå-
ëåííûå èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ, èññëåäîâàëè ìåòîäîì
èììóíîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ N-O-àöåòèëãëþêî-
çàìèíà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìîäèôè-
öèðîâàííûõ in vivo ñóáúåäèíèö ôåðìåíòà ìû èñïîëüçî-
âàëè íàáîðû áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ ñ ìîë. ìàññàìè 66, 45, 36,
29, 24, 20 è 14.2 êÄà. Êðèâàÿ ïîäâèæíîñòè ñòàíäàðòíûõ
áåëêîâ ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ â
4.5—9%-íîì ÏÀÀÃ ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1.

Ðåçóëüòàòû èììóíîáëîò-àíàëèçà ñ àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ N-O-àöåòèëãëþêîçàìèíà ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû III, âûäåëåííîé èç ïëàöåíòû ÷åëîâåêà è êëåòîê ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431, ïðèâå-
äåíû íà ðèñ. 2 è 3 ñîîòâåòñòâåííî. Êàê âèäíî èç ýòèõ
ðèñóíêîâ, ìîäèôèöèðîâàííûìè in vivo îñòàòêàìè
O-N-àöåòèëãëþêîçàìèíà â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû III ïëàöåíòû ÷åëîâåêà è êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431 ÿâëÿþòñÿ ñóáúåäèíèöû
ñ ìîë. ìàññàìè 60, 52 è 45 êÄà, êîòîðûå, êàê íàìè áûëî
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Ðèñ. 1. Êðèâàÿ ïîäâèæíîñòè áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ ñ ìîë. ìàññàìè
66, 45, 36, 29, 24, 20 è 14.2 êÄà.

Ñòðåëêàìè óêàçàíà ïîäâèæíîñòü ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èç
êëåòîê ÷åëîâåêà, ãëèêîçèëèðîâàííûõ in vivo îñòàòêàìè O-N-àöåòèëãëþ-

êîçàìèíà.

Ðèñ. 2. Ãëèêîçèëèðîâàííûå in vivo îñòàòêàìè O-N-àöåòèëãëþ-
êîçàìèíà ñóáúåäèíèöû ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âû-

äåëåííîé èç ïëàöåíòû ÷åëîâåêà.

IIIà — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé
ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé
ãëèöåðèíà; IIIá — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ âû-
ñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå

êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.

Ðèñ. 3. Ãëèêîçèëèðîâàííûå in vivo îñòàòêàìè O-N-àöåòèëãëþ-
êîçàìèíà ñóáúåäèíèöû â ñóáôðàêöèÿõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III,

âûäåëåííûõ èç êëåòîê À431.

IIIà — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó÷åé
ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèé
ãëèöåðèíà; IIIá — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ âû-
ñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå

êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.



ïîêàçàíî ðàíåå, ôîñôîðèëèðîâàíû ïî îñòàòêàì ñåðèí/
òðåîíèíà. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â ñîñòàâå ñóáôðàêöèé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ñóáúåäèíèöà ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà,
ôîñôîðèëèðîâàííàÿ òîëüêî ïî îñòàòêàì òèðîçèíà (Ñîëî-
äîâíèêîâà è äð., 2005), íå ìîäèôèöèðîâàíà îñòàòêîì
N-O-àöåòèëãëþêîçàìèíà.

Òîò ôàêò, ÷òî â ñîñòàâå òàêîãî ñëîæíîãî ïî ñóáúåäè-
íè÷íîé ñòðóêòóðå ôåðìåíòà, êàê ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III ÷å-
ëîâåêà, îäíè è òå æå ñóáúåäèíèöû îäíîâðåìåííî è ôîñ-
ôîðèëèðîâàíû, è ãëèêîçèëèðîâàíû, ïîáóäèë íàñ èññëå-
äîâàòü ýòè ìîäèôèêàöèè â ñîñòàâå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III
äðóãîãî ïðåäñòàâèòåëÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Äëÿ ýòîé öåëè
íàìè áûëà âûáðàíà êóëüòóðà ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ëèíèè
3Ò3.

Ìîäèôèêàöèè îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ ìûøè
ëèíèè 3Ò3, èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñ-

ôîñåðèí/òðåîíèíà è O-N-àöåòèëãëþêîçàìèíà. Äëÿ òî÷íî-
ãî îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ìîäèôèöèðîâàííûõ
ñóáúåäèíèö èñïîëüçîâàëè íàáîð áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ (Sig-
ma, ÑØÀ). Êðèâàÿ ïîäâèæíîñòè ýòèõ áåëêîâ ïðèâåäåíà
íà ðèñ. 4.

Êàê ïîêàçàë èììóíîáëîò-àíàëèç, â ñîñòàâå ñóáôðàê-
öèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ
ìûøè, ôîñôîðèëèðîâàííûìè ïî îñòàòêàì ñåðèí/òðåîíè-
íà è ãëèêîçèëèðîâàííûìè îñòàòêàìè O-N-àöåòèëãëþêîç-
àìèíà îêàçàëèñü îäíè è òå æå ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññà-
ìè 49.45 è 42 êÄà (ðèñ. 5, 6).

Ñëåäóåò îòìåòèòü ñóùåñòâåííî áîëåå âûñîêèé óðî-
âåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèöû 49 êÄà ñóáôðàê-
öèè IIIá â ñðàâíåíèè ñ ñóáúåäèíèöàìè 45 è 42 êÄà.
Â òî æå âðåìÿ óðîâåíü N-O-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ýòîé ñóáú-
åäèíèöû ñóùåñòâåííî ñíèæåí, ÷òî ìîæåò êîñâåííî óêà-
çûâàòü íà ðåöèïðîêíûé õàðàêòåð ýòèõ ìîäèôèêàöèé â
ñóáúåäèíèöå 49 êÄà ñóáôðàêöèè IIIá.
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Ðèñ. 4. Êðèâàÿ ïîäâèæíîñòè áåëêîâ-ñòàíäàðòîâ ñ ìîë. ìàññàìè 66, 45, 36, 29, 24, 20 è 14.2 êÄà.

Ñòðåëêàìè óêàçàíà ïîäâèæíîñòü ôîñôîðèëèðîâàííûõ è ãëèêîçèëèðîâàííûõ in vivo ïîëèïåïòèäîâ èç êëåòîê 3Ò3.

Ðèñ. 5. Ôîñôîðèëèðîâàííûå in vivo ïî îñòàòêàì ñåðèíà è òðåî-
íèíà ñóáúåäèíèöû â ñóáôðàêöèÿõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èç ôèá-

ðîáëàñòîâ ìûøè ëèíèè 3Ò3.

IIIà — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó-
÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðà-
öèé ãëèöåðèíà; IIIá — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ
âûñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäè-

åíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.

Ðèñ. 6. Ãëèêîçèëèðîâàííûå in vivo îñòàòêàìè O-N-àöåòèëãëþ-
êîçàìèíà ñóáúåäèíèöû ñóáôðàêöèé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âû-

äåëåííîé èç êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ëèíèè 3Ò3.

IIIà — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ íèçêîé ïëàâó-
÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðà-
öèé ãëèöåðèíà; IIIá — ñóáôðàêöèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, îòëè÷àþùàÿñÿ
âûñîêîé ïëàâó÷åé ïëîòíîñòüþ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè â ãðàäè-

åíòå êîíöåíòðàöèé ãëèöåðèíà.



Ñîãëàñíî äàííûì î ìîëåêóëÿðíûõ ìàññàõ ñóáúåäè-
íèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III, âûäåëåííûõ èç êëåòîê ìûøè-
íîé ïëàçìîöèòîìû ÌÎÐÑ 315, ïðèâåäåííûì â ñòàòüå
Ñêëÿðà è Ðîäåðà (Sklar, Roeder, 1976), äâà ïîëèïåïòèäà ñ
ìîë. ìàññàìè 49 è 42êÄà ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê ñóáúåäè-
íèöàì ñîáñòâåííî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Èíòåðåñíûì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñàì ôàêò ïðèñóòñòâèÿ ñðåäè ìîäèôèöèðî-
âàííûõ ïîëèïåïòèäîâ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ïîìèìî äâóõ
ñóáúåäèíèö, îòíîñÿùèõñÿ ê ñîáñòâåííî ôåðìåíòó, åùå
îäíîãî ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ñ áîëüøîé âåðîÿòíîñòüþ
èìååò îòíîøåíèå ê îäíîìó èç áàçàëüíûõ òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ (Geiduschek, Tocchini-Valentini, 1988; Gei-
duschek, Kassavetis, 2001). Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåä-
ñòàâëåíèÿì îá ýâîëþöèè èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I è III, ïðîèñõîæäåíèå òàêèõ ñóáúåäèíèö
ìîæåò âîñõîäèòü ê îáùèì ïðåäêîâûì áàçàëüíûì ôàêòî-
ðàì ôåðìåíòîâ òðàíñêðèïöèè, íå èñêëþ÷àÿ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçó àðõåé (Carter, Drouin, 2010).

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â
ñîñòàâå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ìëåêîïèòàþùèõ (êàê ÷åëî-
âåêà, òàê è ìûøè) ìîäèôèöèðîâàíû îïðåäåëåííûå èíäè-
âèäóàëüíûå ñóáúåäèíèöû. Èçâåñòíî, ÷òî ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çà III âûñøèõ ýóêàðèîò îòâå÷àåò çà òðàíñêðèïöèþ äîñòà-
òî÷íî ðàçíîîáðàçíîãî ïî ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè êëàññà
ñòàáèëüíûõ íåòðàíñëèðóåìûõ ÐÍÊ. Ïîñêîëüêó óðîâåíü
òðàíñêðèïöèè ýòèõ ÐÍÊ ñòðîãî çàâèñèò îò ìåòàáîëè÷å-
ñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè, òî è àêòèâíîñòü ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III, òðàíñêðèáèðóþùåé òå èëè èíûå ñòàáèëüíûå ÐÍÊ,
èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà è
ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, à òàêæå â îòâåò íà
äåéñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ïðè âèðóñíîé èíôåêöèè è
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Ñíèæåíèå òðàíñêðèïöèîííîé àê-
òèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III âî âðåìÿ ìèòîçà ñâÿçûâàþò
c CÊ2 ëèáî ñ àññîöèèðîâàííîé ñ ðèáîñîìàìè öèêëèíçà-
âèñèìîé êèíàçîé p34cdk2, êîòîðàÿ èíãèáèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíîâ 5S ðÐÍÊ è òÐÍÊ ó Xenopus laevis, ôîñôî-
ðèëèðóÿ ïðåäïîëîæèòåëüíî ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó III èëè
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð TFIIIB (Westmark et al., 1998;
Hu et al., 2004). Ìîäèôèêàöèè èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäè-
íèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III è èõ ðîëü â ðåãóëÿöèè àêòèâíî-
ñòè ôåðìåíòà ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíû. Ïîêàçàíî ëèøü,
÷òî â ñîñòàâå ôåðìåíòà, âûäåëåííîãî èç äðîææåé, ôîñôî-
ðèëèðîâàíû äâå ñóáúåäèíèöû ñ ìîë. ìàññàìè 19 è 23 êÄà
(Bell et al., 1977). Ðîëü ýòèõ ìîäèôèêàöèé íå îïðåäåëåíà,
îäíàêî ñàì ôàêò ïðèñóòñòâèÿ ìîäèôèêàöèé â ýòèõ ñóáúå-
äèíèöàõ, áåçóñëîâíî, óêàçûâàåò íà èõ âîçìîæíîå ó÷àñòèå
â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå èíäè-
âèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö ñóáôðàêöèé ôåðìåíòà íîñèò äè-
íàìè÷åñêèé õàðàêòåð è çàâèñèò îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñî-
ñòîÿíèÿ êëåòêè (Ìåðêóëîâà, Ñåäîâà, 2006). Ðåöèïðîêíàÿ
äèíàìè÷íîñòü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ — O-N-ãëèêîçèëèðî-
âàíèÿ), âîçìîæíî, õàðàêòåðíà è äëÿ ñóáúåäèíèöû 49 êÄà
ñóáôðàêöèè ôåðìåíòà IIIá (ðèñ. 5, 6). Îäíàêî îòñóòñòâèå
äàííûõ î ôóíêöèîíàëüíîé èëè ñòðóêòóðíîé ðîëè ýòèõ
ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III äåëàåò ëþáûå ïðåäïîëî-
æåíèÿ íåñêîëüêî ñïåêóëÿòèâíûìè.

Èíòåðåñíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî â ñîñòàâå
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III âûÿâëÿþòñÿ ñóáêîìïëåêñû, ñîñòîÿ-
ùèå èç äâóõ èëè òðåõ ñóáúåäèíèö, êîòîðûå èãðàþò îïðå-
äåëåííóþ ðîëü â ïðîöåññå ïðîõîæäåíèÿ ôåðìåíòîì òåõ
èëè èíûõ ýòàïîâ òðàíñêðèïöèè è ïðîÿâëÿþò àôôèííîñòü
ê òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðàì (Wang, Roeder, 1997; Du-
may et al., 1999; Devos et al., 2010; Kassavetis et al., 2010;
Wu et al., 2012; Arimbasseri, Maraia, 2013). Ìîäèôèöèðî-

âàííûå in vivo ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III íå îòíî-
ñÿòñÿ ê ýòèì ñóáêîìïëåêñàì, íî, âîçìîæíî, ñàìè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñóáêîìïëåêñ, â ñîñòàâå êîòîðîãî ïî-
ìèìî ìîäèôèöèðîâàííûõ ñóáúåäèíèö ñîáñòâåííî ôåð-
ìåíòà ïðèñóòñòâóåò ìîäèôèöèðîâàííûé êîìïîíåíò áà-
çàëüíîãî ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè.
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SUBUNITS OF MAMMAL DNA DEPENDENT RNA POLYMERASE III MODIFIED IN VIVO
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In subfractions of DNA-dependent RNA polymerase isolated from nuclei of 3T3 mouse fibroblasts, A431
epidermoid carcinoma cells and mature human placenta, we have identified three subunits modified by both
phosphorylation and O-N-acetylglucosamine glucosilation. The subfractions of the human enzyme contained
modified subunits with molecular weight of 60 and 45 kDa and a subunit of 52 kDa probably belonging to one
of the basal factors of RNA Polymerase III transcription. The subfractions of 3T3 mouse cells RNA Polymera-
se III consisted of modificated subunits with molecular weight 49, 45 and 42 kDa, however, the 45 kDa subunit
might be a component of the basal transcription factor of RNA Polymerase III, since it was not identified in mo-
use enzyme composition.

K e y w o r d s: RNA Polymerase III, phosphorylation, glycosylation, human placenta and A431 cells, mou-
se fibroblasts.
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