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Методами световой, конфокальной и электронной иммунной микроскопии изучена локализация трансB
мембранного рецептора Р185HER2 в опухолевых клетках SKOVB3 и BTB474. Р185HER2 служит маркером
злокачественных опухолей молочной железы и яичников, а также мишенью для противоопухолевой тераB
пии. Чрезвычайно важен правильный выбор универсального иммуноцитотоксического агента, с помощью
которого можно, воBпервых, изучать распределение Р185HER2 в раковых клетках, воBвторых, удалять реB
цептор с поверхности и, вBтретьих, разрушать клеткиBмишени. В представленной работе для визуализаB
ции Р185HER2 предложена иммуноцитотоксическая система, состоящая из моноклонального миниантитеB
ла 4D5 (scFv) против внеклеточного домена Р185HER2, соединенного с двумя молекулами барназы – цитоB
токсической РНКазы из Bacillus amyloliquefaciens, и ее специфического ингибитора барстара. При
помощи флуоресцентной микроскопии показано, что модуль 4D5 scFvBдибарназа:барстар эффективно выB
являет Р185HER2 на поверхности раковых клеток. С помощью конфокальной микроскопии установлено,
что взаимодействие с 4D5 scFvBдибарназой приводит к интернализации Р185HER2. ЭлектронноBмикроскоB
пически с использованием комплексов 4D5 scFvBдибарназа:барстарBAu и 4D5 scFvBдибарназаBAu проведеB
на сравнительная локализация Р185HER2 в клетках рака яичников (SKOVB3) и молочной железы (BTB474)
человека. На поверхности клеток Р185HER2 распределен неравномерно, располагаясь преимущественно на
выростах, у их основания и в местах контакта выростов с телом клетки. При температуре 37°C Р185HER2

интернализуется через окаймленные ямки и везикулы и в клетках обеих линий концентрируется в эндосоB
мах и мультивезикулярных тельцах, а в клетках BTB474 также в лизосомах. 

Ключевые слова: Р185HER2, 4D5 scFv, барназа, барстар, иммунная электронная микроскопия.

IMMUNOCYTOCHEMICAL VISUALIZATION OF Р185HER2 RECEPTOR BY ANTIBODY FUSED
WITH DIBARNASE AND CONJUGATE OF BARSTAR WITH COLLOIDAL GOLD, by J. L. Ivanova1*,
E. F. Edelweiss2, O. G. Leonova1, T. G. Balandin2, S. M. Deyev2, V. I. Popenko1 (1Engelhardt Institute of MoB
lecular Biology, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia, 2 Shemyakin and Ovchinnikov Institute
of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 117997 Moscow, Russia; *eBmail: ivajul@mail.ru). We
studied the localization of transmembrane receptor Р185HER2 in SKOVB3 and BTB474 cancer cells by fluoresB
cence, confocal and electron immunomicroscopy. Р185HER2 is a marker of breast and ovarian tumors, it is conB
sidered as a target for anticancer therapy. It is extremely important to choose a universal immunicytotoxic
agent applicable, first, to study the distribution of Р185HER2 in cancer cells, secondly, to remove Р185HER2 from
the cell surface and, thirdly, to eliminate target cells. In this work for visualization of Р185HER2 we proposed
immunocytotoxiс system, consisting of the monoclonal miniantibody 4D5 scFv to extracellular Р185HER2 doB
main fused with two molecules of barnase (ribonuclease from Bacillus amyloliquefaciens) and of its specific inB
hibitor barstar. Fluorescence microscopy has showed that the module 4D5 scFvBdibarnase:barstar efficiently
identified Р185HER2 on the surface of cancer cells. It was revealed by confocal microscopy that interaction with
4D5 scFvBdibarnase lead to internalization of Р185HER2. The localization of Р185HER2 in human ovarian carB
cinoma cells SKOVB3 and breast carcinoma cells BTB474 was compared by electron microscopy using 4D5
scFvBdibarnase:barstarBAu and 4D5 scFvBdibarnaseBAu complexes. Р185HER2 distributed on the cell surface
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Принятые сокращения: ФБ – фосфатный буфер; ФСБ – фосфатно�солевой буфер; БСА – бычий сывороточный альбумин;
GAR�FITC – козьи антикроличьи антитела, конъюгированные с флуоресцеинизотиоцианатом; GAR�TR – козьи антикроли�
чьи поликлональные антитела, конъюгированные с красителем Тexas Red; EGFR – рецептор эпидермального фактора роста. 
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Белок Р185HER2 – трансмембранный рецептор,
цитоплазматический домен которого обладает ти�
розинкиназной активностью. Он принадлежит к
семейству ЕGF�рецепторов, отвечающих на сти�
муляцию факторами роста [1] и вовлеченных в
процессы клеточного роста и дифференцировки
[2]. Cпецифический лиганд для Р185HER2 не най�
ден. Известно, что Р185HER2 способен формиро�
вать гетеродимеры с гомологичными рецептора�
ми, в частности, с EGFR (рецептором эпидермаль�
ного фактора роста) [3, 4], что приводит к их
взаимному перераспределению [5, 6], изменению
активности EGFR [7], снижению скорости его эн�
доцитоза [2, 4] и амплификации митогенного сиг�
нала [8].

Повышенная экспрессия Р185HER2 обнаружена
на поверхности клеток 30–50% злокачественных
опухолей молочной железы и яичников [9] и счи�
тается маркером неблагоприятного прогноза [10,
11]. В таких клетках ген белка Р185HER2 амплифи�
цирован [12]. Из�за выраженного участия в кан�
церогенезе Р185HER2 может использоваться в ка�
честве мишени для противоопухолевой терапии,
а отсутствие специфического лиганда этого белка
делает актуальным поиск антител, оказывающих
терапевтический эффект.

В настоящее время доступен достаточно ши�
рокий спектр антител к внеклеточному домену
Р185HER2 [13–15]. Такие антитела могут не влиять
на рост опухоли, могут стимулировать или угне�
тать ее рост [14]. Антитела, угнетающие рост опу�
холевых клеток, отбирают для разработки эффек�
тивных подходов к иммунотерапии опухолей.
Противоопухолевый эффект антител может быть
связан с инактивацией центра связывания рецеп�
тора с лигандами, со стимуляцией цитотоксиче�
ского ответа натуральных киллеров, вызванной
Fc�фрагментами антител [16], с подавлением про�
теинкиназной активности Р185HER2 [17] или с уда�
лением рецептора с поверхности клеток посред�
ством индуцированного эндоцитоза [1, 18]. Послед�
ний механизм представляется многообещающим
для разработки подходов к терапии опухолей. Про�
тивоопухолевый эффект еще более усиливается при
соединении антител с токсинами [19, 20] или с бел�
ками, индуцирующими апоптоз [21], а также при
использовании комбинации моноклональных ан�
тител к разным эпитопам Р185HER2 [22].

Моноклональные антитела 4D5 к внеклеточ�
ному участку Р185HER2, расположенному вблизи
трансмембранного домена, уже давно применяют�

ся при разработке терапевтических подходов и в
качестве дополнительной терапии на ранних ста�
диях рака молочной железы (препараты трастузу�
маб или герцептин). Известно, что 4D5 ингибирует
пролиферацию клеток, гиперэкспрессирующих
Р185HER2 [23]. В случае клеток с низким уровнем
экспрессии Р185HER2 цитотоксический эффект на�
блюдается при использовании 4D5, соединенного
с радиоактивными хелатирующими агентами [24].
Показано, что 4D5 вызывают эндоцитоз Р185HER2 и
либо его деградацию в лизосомах [25], либо рецик�
линг [15].

В настоящей работе для изучения распределе�
ния Р185HER2 предложено использовать гибрид�
ный белок, состоящий из одноцепочечного вариа�
бельного фрагмента (scFv) моноклонального анти�
тела 4D5 против внеклеточного домена Р185HER2 и
двух молекул барназы – бактериальной РНКазы из
Bacillus amyloliquefaсiens, которая является одновре�
менно и маркером, и токсином [26]. В качестве
электронно�плотной метки для электронной мик�
роскопии мы использовали ингибитор барназы –
барстар, конъюгированный с коллоидным золо�
том. Для маркирования мы применяли предвари�
тельно сформированные комплексы между 4D5
scFv�дибарназой и барстаром�Аu.

Барназа и барстар формируют строго стехио�
метрические комплексы с КD =10–14 М. N� и С�
концы обоих белков остаются доступными для
взаимодействия с различными соединениями.
Слияние 4D5 scFv с барназой не снижает актив�
ность и стабильность обеих частей химерной мо�
лекулы, они соединены гибким шарнирным
участком, что повышает возможность взаимодей�
ствия с пространственно удаленными антигена�
ми [26, 27]. Сконструированы плазмиды для экс�
прессии гибридных антител как в бактериальных
[26], так и в эукариотических клетках [28]. По�
скольку РНКаза оказывает токсическое действие
на клетку [29, 30], гибридный белок может исполь�
зоваться как своеобразный иммунотоксин, в кото�
ром барназа играет двойную роль – и маркерной
молекулы, и цитотоксического агента [31]. 

Нами показана эффективность использования
комплексов 4D5 scFv�дибарназа и барстар�Au для
иммунной электронной микроскопии. С помо�
щью 4D5 scFv�дибарназы и барстар�Au мы срав�
нили распределение Р185HER2 в клетках опухолей
человека – рака яичника (SKOV�3) и молочной
железы (BT�474). 

unequally with preferential localization on protrusions or close to their bases and in contacts between protrusions and
cell membrane. At 37°C, Р185HER2 internalized through coated pits and vesicles and concentrated in the endosomes
and multivesicular bodies in the cells of both cell lines, as well as in lysosomes in cells BTB474. 

Keywords: Р185HER2, 4D5 scFv, barnase, barstar, immune electron microscopy.
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ИВАНОВА и др.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии и условия культивирования.
Культивируемые клетки опухолей человека SK�
OV�3 (рак яичников) и ВТ�474 (рак молочной же�
лезы) растили в среде RPMI�1640 (“ПанЭко”,
Россия) с 10%�ной эмбриональной сывороткой
крупного рогатого скота (“HyClone”, Бельгия) и
глутамином в атмосфере 5% CO2 при 37°C. 

Cинтез и очистка белков. 4D5 scFv�дибарназа и
барстар получены и очищены согласно [29]. 

Получение коллидного золота и его комплексов
с барстаром и 4D5 scFvBдибарназой. Коллоидное
золото (частицы размером 10 нм) готовили восста�
новлением HАuCl4 цитратом натрия [32]. Получе�
ние и очистку комплексов барстара и 4D5 scFv�ди�
барназы с коллоидным золотом проводили в соот�
ветствии с методикой, описанной ранее [33]. 

Флуоресцентная микроскопия. Клетки инкуби�
ровали (1 ч при 4°C) в ФСБ, содержащем 1% БСА,
с заранее приготовленным комплексом 4D5 scFv�
дибарназа: барстар (20 : 40 нМ), потом с кроличьи�
ми антителами против барстара, любезно предо�
ставленными R.W. Hurtley ( NIH, Bethesda, США)
(1 : 500, 1 ч), а затем с GAR�TR (1 : 1000, 1 ч, “Sig�
ma”). После каждой инкубации клетки отмывали
дважды холодным ФСБ. В контроле исключали
стадии инкубации: с барстаром, c 4D5 scFv�ди�
барназой, с кроличьими антителами против бар�
стара, с барстаром и кроличьими антителами про�
тив барстара. Клетки анализировали с помощью
инвертированного флуоресцентного микроскопа
Axiovert 200 (“ Carl Zeiss”). Микрофотографии по�
лучали с помощью CCD�камеры (AxioCam HRc,
“Сarl Zeiss”) и программы AxioVision (“ Carl
Zeiss”) и редактировали в программе Adobe Pho�
toshop (“Adobe Systems”, США).

Конфокальная микроскопия. Клетки выращива�
ли до плотности ~60% от монослоя в слайд�камере
Lab�TekII (“Nalge Nunc International”), инкубиро�
вали с 20 нM 4D5 scFv�дибарназы в течение ночи
при 37°C, затем отмывали, фиксировали, пермеа�
билизировали согласно [34]. 4D5 scFv�дибарназу
выявляли с помощью кроличьей антибарназной
сыворотки, любезно предоставленной R.W. Hurtley
(NIH, Bethesda, США) (1 : 500, 1 ч, 4°С) и GAR�FITC
(1 : 400, 1 ч, 4°С, “Sigma”). После каждой стадии
инкубации с антителами клетки дважды отмывали
холодным ФСБ. В контроле опускали стадии инку�
бации с 4D5 scFv�дибарназой или кроличьей анти�
барназной сывороткой, или обе. Клетки анализи�
ровали в конфокальном микроскопе Nikon
Eclipse TE2000. 

Иммунная электронная микроскопия. Для обра�
зования комплекса 4D5 scFv�дибарназа:барстар�
Аu 4D5 scFv�дибарназу и барстар�Au смешивали в
эквимолярном соотношении в растворе, содер�
жащем ФСБ, pH 7.2 и 1%�ную сыворотку эмбри�
онов крупного рогатого скота. Конечная концен�

трация антител – 10 мкг/мл. Клетки снимали с
подложки раствором ФСБ, рН 8, содержащим
5 мМ EDТА и инкубировали с 4D5 scFv�дибарна�
зой : барстар�Аu или с 4D5 scFv�дибарназой�Au в
течение 1 ч либо при 4°C, либо при 37°C. Часть
клеток после инкубации при 4°C и отмывки в
ФСБ выдерживали в течение 5 мин при 22°C. В
контроле клетки SKOV�3 инкубировали с ком�
плексом барстар�Au в течение 1 ч при 4°C и при
37°C. После инкубации клетки дважды отмывали
ФСБ, собирали центрифугированием и готовили
для электронно�микроскопического исследова�
ния. Клетки фиксировали 2%�ным глутаральде�
гидом (на 0.1 М ФБ, pH 7.2) в течение 2 ч, допол�
нительно фиксировали 1%�ным тетроксидом ос�
мия в течение 1 ч. После дегидратации в этаноле
и оксиде пропилена клетки заключали в смолу
эпон�аралдит по стандартной методике. Ультра�
тонкие срезы (50–70 нм) получали на ультрамик�
ротоме LKB III, контрастировали уранилацета�
том и цитратом свинца. Препараты изучали в
электронном микроскопе JEM�100CX при 80 кВ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Комплекс 4D5 scFv�дибарназа:барстар как 
система для иммунодетекции Р185HER2

Чтобы оценить возможность использования
комплекса 4D5 scFv�дибарназа:барстар для изуче�
ния локализации Р185HER2 на клетках злокаче�
ственных опухолей, мы исследовали с помощью
иммунофлуоресцентного анализа связывание
этого комплекса с клетками рака яичника челове�
ка SKOV�3, гиперэкспрессирующими Р185HER2

(рис. 1а–г). Эти клетки имеют многочисленные
выросты, которые образуют сложную систему
межклеточных контактов в популяции. Вслед�
ствие этого клетки SKOV�3, растущие в культуре, с
довольно высокой эффективностью формируют
колонии (рис. 1а, в). В клетках SKOV�3, последо�
вательно инкубированных при 4°C с комплексом
4D5 scFv�дибарназа:барстар, кроличьими антите�
лами против барстара и GAR�TR, наблюдалась
мембранная флуоресценция (риc. 1a, б). В кон�
троле опускали следующие стадии инкубации: с
барстаром (рис. 1в, г), c 4D5 scFv�дибарназой (не
показано), с кроличьими антибарстарными анти�
телами (не показано), с барстаром и кроличьими
антибарстарными антителами (не показано). Во
всех контрольных вариантах флуоресценция не де�
тектировалась. Таким образом, с помощью флуо�
ресцентной микроскопии показано, что комплекс
4D5 scFv�дибарназа:барстар может использовать�
ся для выявления Р185HER2 на поверхности опухо�
левых клеток.
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Интернализация Р185HER2 после связывания 
с 4D5 scFv�дибарназой

Взаимодействие 4D5 scFv�дибарназы с клетка�
ми SKOV�3 изучали с помощью конфокальной
микроскопии (рис. 1д, е). Клетки SKOV�3 инку�
бировали с 4D5 scFv�дибарназой в течение ночи
при 37°C, фиксировали, пермеабилизировали, а
затем окрашивали кроличьей антибарназной сы�
вороткой и GAR�FITC. Яркую флуоресценцию
наблюдали и на поверхности, и внутри клеток
(рис. 1д), что указывает на связывание 4D5 scFv�
дибарназы с Р185HER и проникновение иммуно�
конъюгата в клетку. В контроле, когда отсутство�
вали стадии инкубации с 4D5 scFv�дибарназой
(рис. 1е) или с кроличьей антибарназной сыво�
роткой, или обе стадии (данные не показаны),
флуоресценция в клетках SKOV�3 не детектиро�
валась. Таким образом, с помощью конфокаль�
ной микроскопии показано, что взаимодействие
с 4D5 scFv�дибарназой приводит к интернализа�
ции Р185HER2. 

Иммуноэлектронно�микроскопическое выявление 
Р185HER2 в клетках SKOV�3 и ВТ�474 с помощью 

комплексов 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Аu

Мы изучили распределение Р185HER2 в клетках
SKOV�3 на электронно�микроскопическом уров�
не. Для мечения Р185HER2 использовали предва�
рительно полученные комплексы 4D5 scFv�ди�
барназа:барстар�Аu. Клетки SKOV�3 инкубирова�
ли с комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Аu
(10 нм) в течение 1 ч при 4°C. На рис. 2а, б видно,
что мембрана клетки образует многочисленные
длинные выросты, причем участки с выростами
чередуются с гладкими участками. Метка распо�
лагалась исключительно на поверхности клетки
(рис. 2а–в) – на длинных или почковидных выро�
стах (рис. 2а), формировала кластеры у их основа�
ния (рис. 2б, отмечены звездочками), или локали�
зовалась в местах примыкания выростов к телу
клетки (рис. 2б, в). Гладкие участки мембраны
практически не метились (рис. 2б, в). Окаймлен�
ные ямки также не метились (рис. 2б). После от�
мывки антител и инкубации в течение 5 мин при
22°C в некоторых клетках появились меченые
окаймленные везикулы (рис. 2г). Кроме того, бы�
ла найдена единичная эндосома, содержащая
метку (рис. 2д). Таким образом, показано, что ин�
кубация SKOV�3 с 4D5 scFv�дибарназой стимули�
рует эндоцитоз Р185HER2. 

Для изучения эндоцитоза Р185 HER2 мы инку�
бировали клетки SKOV�3 с комплексом 4D5 scFv�
дибарназа:барстар�Аu при 37°C в течение 1 ч. На
рис. 3а, б видно, что значительное количество
Р185HER2 осталось на поверхности клеток – на вы�
ростах, у их основания и в областях контакта вы�
ростов с телом клетки. Высокая плотность метки

наблюдалась в окаймленных ямках (рис. 3в) и ве�
зикулах вблизи поверхности клетки (рис. 3г).
Метка выявлена в эндосомах, которые формиру�
ют скопления в цитоплазме (рис. 3д, е). Подоб�
ные агрегаты эндосом, аккумулирующих интер�
нализованный Р185HER2, были описаны ранее [13,
35]. Рядом с мечеными эндосомами находились
группы мультивезикулярных телец, содержащих

а б

в г

д е

Рис. 1. Взаимодействие клеток SKOV�3 с комплексом
4D5 scFv�дибарназа:барстар (а–г) и с 4D5 scFv�ди�
барназой (д, е). Флуоресцентная микроскопия. После
инкубации SKOV�3 с комплексом 4D5 scFv�дибарна�
за:барстар, кроличьими антителами к барстару и
GAR�TR при 4°C (а, б) флуоресценция выявляется на
поверхности клеток (б). При исключении из инкуба�
ционной смеси барстара (в, г) флуоресценция не де�
тектируется (г) (а, в – фазовый контраст). Конфо�
кальная микроскопия. После инкубации SKOV�3 с
4D5 scFv�дибарназой при 37°C, пермеабилизации и
последовательной инкубации с кроличьей антибар�
назной сывороткой и GAR�FITC при 4°C флуорес�
ценция наблюдается на поверхности и внутри клеток
(д). В контроле, где стадия инкубации с 4D5 scFv�ди�
барназой пропущена, флуоресценция отсутствует (е).
Масштабный отрезок: а–в – 10 мкм, д – 5 мкм. 

8
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метку (рис. 3е). Единичная метка выявлялась в ве�
зикулярных трубчатых мембранных структурах,
расположенных рядом с эндосомами (рис. 3е,
стрелка). Кроме того, некоторое количество ча�
стиц золота обнаружено непосредственно в цито�
плазме (рис. 3д, е, маленькие стрелки). В контро�
ле клетки SKOV�3 инкубировали с комплексом
барстар�Au в течение 1 ч при 4°C (не показано) и

37°C (рис. 3ж). Частицы золота на клетках прак�
тически отсутствовали (рис. 3ж).

Поверхность клеток SKOV�3 покрыта много�
численными длинными и почковидными выро�
стами, которые ветвятся и контактируют с телом
клетки и другими выростами. Поэтому для более
точной интерпретации результатов иммуномече�
ния мы сделали серийные срезы клеток SKOV�3,
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Рис. 2. Электронная микроскопия клеток SKOV3, инкубированных с комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Au при
4°C. Р185HER2 выявляется на выростах (а), у их основания (б, отмечены звездочками) и в зонах примыкания выростов
к телу клетки (б, в). После отмывки антител и инкубации в течение 5 мин при 22°C (г, д) метка появляется в группах
окаймленных везикул (г) и в эндосоме (д). Здесь и на рис. 3–6: масштабный отрезок – 200 нм, Ц – цитоплазма, Я –
ядро, В – выросты, ОЯ – окаймленные ямки, ВЗ – везикулы, Э – эндосомы, МВТ – мультивезикулярные тельца, Л –
лизосомы, М – мембрана.
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инкубированных с комплексом 4D5 scFv�дибар�
наза:барстар�Аu при 4°C (рис. 4а–г). Видно, что
выросты II и III отходят непосредственно от клет�
ки, и метка локализуется как на выростах II и III,
так и у их основания. При этом вырост III раз�
ветвляется на группу более мелких выростов как
контактирующих друг с другом, так и примыкаю�
щих к клеточной мембране (рис. 4а, г). В этом слу�

чае метка локализуется на выростах и в участках
контакта между выростами и мембраной клетки
(рис. 4а, г). Выросты I и II имеют общее основание,
при этом вырост I прилегает к телу клетки, и метка
расположена как на выросте I, так и в участке его
контакта с мембраной клетки (рис. 4а, г). 

Для того чтобы проверить, не влияет ли взаи�
модействие миниантител 4D5 scFv�дибарназа с
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Рис. 3. Электронная микроскопия клеток SKOV�3, инкубированных с комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Au
при 37°C. Метка выявляется как на поверхности – на выростах и у их основания (а, б), и в окаймленных ямках (в, г),
так и внутри клеток – в окаймленных везикулах (г), эндосомах (д, е) и мультивезикулярных тельцах (е). Единичные
частицы золота найдены в цитоплазме (д, е, маленькие стрелки), а также в трубчатых везикулярных мембранных
структурах (е, стрелка) вблизи эндосом и мультивезикулярных телец. При инкубации клеток SKOV�3 только с барстар�
Au метка практически отсутствует (ж).
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Рис. 4. Электронная микроскопия клеток SKOV�3, инкубированных с комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Au
(а–г) и с 4D5 scFv�дибарназой�Au (д–и). Серийные срезы клеток SKOV�3, инкубированных с комплексом 4D5 scFv�
дибарназа:барстар�Au при 4°C (а–г). Вырост I: метка локализуется на выросте (в, г) и в области его контакта с мембра�
ной клетки (а–г). Вырост II: частицы золота располагаются на выросте (а, б, г) и у его основания (а–г). Вырост III: мет�
ка выявляется на выросте (б, в) и у его основания (в). После инкубации клеток SKOV�3 с 4D5 scFv�дибарназой�Au при
4°C метка локализуется исключительно на поверхности клетки – на выростах или у их основания (д). При 37°C метка
выявляется как на выростах и у их основания (е, ж), так и в окаймленных ямках (е, и), везикулах (ж), эндосомах (з) и
мультивезикулярных тельцах (и).

барстар�Au на распределение Р185HER2, мы поме�
тили клетки SKOV�3 комплексами антител 4D5
scFv�дибарназа с коллоидным золотом. Характер
распределения частиц Au не изменился: при 4°C
метка локализовалась исключительно на поверх�
ности клетки – на выростах, у их основания и в

местах примыкания к телу клетки (рис. 4д). При
37°C Р185HER2 выявлялся как на поверхности
клетки (рис. 4е, ж), так и интернализовался че�
рез окаймленные ямки (рис. 4е, и) и везикулы
(рис. 4ж) и концентрировался в эндосомах (рис. 4з)
и мультивезикулярных тельцах (рис. 4и). Таким об�
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разом, наблюдаемое распределение не зависит от
используемого комплекса – 4D5 scFv�дибарна�
за:барстар�Аu или 4D5 scFv�дибарназа�Аu.

Иммуномечение клеток ВТ�474 комплексом
4D5 scFv�дибарназа:барстар�Аu дало следующие
результаты. После инкубации в течение 1 ч при
4°C Р185HER2 находился на поверхности клетки в
основном на выростах, у их основания и в зонах
контакта с мембраной клетки (рис. 5a, в), но мет�

ка выявлена также и на гладких участках мембра�
ны (рис. 5б). После отмывки антител и инкубации
в течение 5 мин при 22°C можно было видеть ме�
ченые окаймленные ямки (рис. 5г, д), а также
круглые и длинные окаймленные везикулы, рас�
положенные вблизи мембраны клетки (рис. 5д, е).

Для контроля специфичности мечения клетки
ВТ�474 инкубировали с комплексом барстар�Аu в

a

г

B

д

еб

жв

B

B
M

ОЯ

OB

ОЯ

M

OB

B
B

Ц

Рис. 5. Электронная микроскопия клеток ВТ�474, инкубированных с комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Au при
4°C. Р185HER2 выявляется на выростах и у их основания (a, в), а также на гладких участках мембраны (б). После от�
мывки антител и инкубации в течение 5 мин при 22°C метятся окаймленные ямки (г, д) и везикулы (д, е). При инку�
бации клеток ВТ�474 только с барстар�Аu метки не обнаружено (ж).
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отсутствие миниантител. Метки обнаружено не
было (рис. 5ж).

Инкубация клеток ВТ�474 с комплексом 4D5
scFv�дибарназа:барстар�Аu при 37°C в течение 1 ч
приводит к эндоцитозу Р185HER2. В отличие от
клеток SKOV�3 на поверхности клеток ВТ�474
метка была единичной, несмотря на инкубацию в
присутствии избытка комплекса 4D5 scFv�дибар�
наза:барстар�Аu. Редкие частицы золота можно
было видеть на выростах и гладких участках мем�
браны (рис. 6а, б, стрелки) и в окаймленных ям�
ках (рис. 6а). Практически вся метка находилась
внутри клетки. Единичная метка наблюдалась в
окаймленных везикулах (рис. 6в) и непосред�
ственно в цитоплазме (не показано). В основном
метились эндосомы (рис. 6г), рассеянные по все�
му объему клетки, – от примембранных до около�
ядерных областей, мультивезикулярные тельца
(рис. 6д) и лизосомы (рис. 6г, е). 

Таким образом, эндоцитоз Р185HER2, стимули�
рованный взаимодействием с 4D5 scFv�дибарна�
зой, приводит к почти полному удалению рецеп�
тора с поверхности клеток ВТ�474. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы изучали поверхностное
(при 4°C ) и внутриклеточное (при 37°C ) распре�
деление белка Р185HER2 после его взаимодействия с
комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Аu.

При 4°C Р185HER2 локализуется преимуще�
ственно на выростах, у их основания и в местах
сближения выростов c телом клетки. Концентра�
ция метки на выростах в клетках SKOV�3, более
полная, чем в клетках BT�474, коррелирует с
меньшей степенью интернализации рецептора в
клетках SKOV�3. При росте в культуре клетки SK�
OV�3 формируют систему разветвленных межкле�
точных контактов с помощью длинных выростов,
поэтому нельзя исключить, что в некоторых слу�
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Рис. 6. Электронная микроскопия клеток ВТ�474, инкубированных с комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Au при
37°C. Небольшое количество метки выявляется на поверхности клетки на выростах (а, б, стрелки), в окаймленных ям�
ках (а) и везикулах (в). В основном метятся эндосомы (г), мультивезикулярные тельца (д) и лизосомы (г, е). 
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чаях метка находится в зонах контакта между
мембранами и концевыми отделами выростов со�
седних клеток. Наличие многочисленных длин�
ных выростов указывает на агрессивность опухо�
ли [36], а концентрация Р185HER2 на выростах и в
зонах межклеточных контактов может быть при�
знаком повышенной инвазивности опухоли и не�
благоприятного прогноза.

Мы проследили внутриклеточный транспорт
комплексов Р185HER2 с 4D5 scFv�дибарназой:бар�
стар�Аu после его интернализации в клетках SK�
OV�3 и ВТ�474. Метку обнаружили в большинстве
компартментов, ассоциированных с различными
стадиями рецептор�опосредованного эндоцитоза:
на мембране, в окаймленных ямках, транспортных
везикулах, эндосомах, в цитоплазме, мультивези�
кулярных тельцах и лизосомах (рис. 2–6). В клетках
ВТ�474 Р185HER2 интернализировался с большей
скоростью, чем в клетках SKOV�3. На это указывает
почти полное отсутствие метки на поверхности
клетки спустя 1 ч после начала эндоцитоза, боль�
шое количество меченых эндосом во внутренних
частях клетки вблизи ядра, и лизосомы, содержа�
щие метку.

В соответствии со схемой внутриклеточного
транспорта [37] после эндоцитоза рецептор под�
вергается либо рециклингу, либо деградации.
Судьба рецептора определяется чувствительно�
стью комплекса рецептор�антитело к кислотной
деградации на пути от эндосом к лизосомам. Ме�
нее стойкие комплексы диссоциируют раньше, и
рецептор подвергается рециклингу. Более устой�
чивые комплексы диссоциируют позже, и рецеп�
торы в комплексе с антителом деградируют в ли�
зосомах [37]. Диссоциация рецептора и антитела
происходит в везикулярных трубчатых мембран�
ных структурах, расположенных рядом с эндосо�
мами [38]. Однако существует возможность рецик�
линга рецептора Р185HER2 в комплексе с антитела�
ми [4, 15, 39]. В этом случае комплекс рецептора с
антителами также регистрируется в везикулярных
трубчатых структурах [15]. В нашей работе мы об�
наружили лишь единичную метку в таких струк�
турах только в клетках SKOV�3 (рис. 4е, стрелка).
Это может указывать на рециклинг Р185HER2 по�
сле интернализации в клетках SKOV�3 и его от�
сутствие в клетках ВТ�474. Кроме того, на отсут�
ствие рециклинга в клетках ВТ�474 указывает то,
что спустя 1 ч после интернализации даже при
избытке 4D5 scFv�дибарназы:барстар�Аu в инку�
бационной смеси практически отсутствует метка
на мембране (рис. 6б). Поскольку необратимое
удаление Р185HER2 с поверхности клетки одна из
целей противоопухолевой терапии, исчезнове�
ние Р185HER2 с мембраны клеток ВТ�474, стиму�
лированное комплексом 4D5 scFv�дибарназа:бар�
стар�Аu, может оказаться важным при разработке
терапевтических схем. 

Необратимость удаления Р185HER2 с поверхно�
сти клеток обеспечивается деградацией рецепто�
ра. Показателем деградации интернализованного
Р185HER2 или его комплекса с антителами служит
метка в лизосомах. Спустя 1 ч после инкубации с
комплексом 4D5 scFv�дибарназа:барстар�Аu в
клетках SKOV�3 найдены многочисленные мече�
ные поздние эндосомы и мультивезикулярные
тельца (рис. 3д, е), но не лизосомы, тогда как в
клетках ВТ�474 выявлены довольно интенсивно
меченые лизосомы (рис. 6г, е). Подобные разли�
чия в распределении метки могут быть следстви�
ем относительно более быстрой и полной интер�
нализации и отсутствия рециклинга Р185HER в
клетках ВТ�474. 

Ранее было показано, что клетки BT�474 обла�
дают высокой чувствительностью к обработке
барназой (IC50 = 0.21 мкМ, МТТ�анализ), а SK�
OV�3 – средней (IC50 = 5 мкМ), хотя обе линии
клеток одинаково чувствительны к 4D5 scFv�ди�
барназе (IC50 = 1.8 нМ) [29, 39]. Возможно, разли�
чия в распределении комплексов Р185HER2 с 4D5
scFv�дибарназой:барстар�Аu в клетках SKOV�3 и
BT�474 могут быть связаны с различной чувстви�
тельностью этих клеточных линий к барназе. 

Мы обнаружили метку также в цитоплазме,
вне каких�либо мембранных структур (рис. 3д, е,
маленькие стрелки). О появлении метки в цито�
плазме в результате эндоцитоза Р185HER2 упомина�
ли и ранее [18], однако механизм высвобождения в
цитоплазму Р185HER2 или его комплекса с антите�
лами остается неизвестным. Описано несколько
альтернативных путей эндоцитоза не через окайм�
ленные ямки [41], в частности, через кавеолы – пу�
зырьки размером 50–80 нм, морфологически от�
личные от окаймленных везикул [4]. Предполага�
ется, что молекулы, интернализирующиеся через
кавеолы, могут высвобождаться непосредственно в
цитоплазму [1]. Однако мы не обнаружили эндоци�
тоза Р185HER2 через кавеолы. Вероятно, высвобож�
дение метки в цитоплазму происходит из эндосом,
во всяком случае, цитоплазматическую метку вы�
явили в непосредственной близости к эндосомам
(рис. 4е). Можно предположить, что мембраны эн�
досом и внутриэндосомных меченых пузырьков
сливаются, и их содержимое выходит в цитоплазму.
Обнаружение метки в цитоплазме указывает на то,
что барназа может осуществлять деградацию цито�
плазматической РНК, что приводит к гибели опу�
холевых клеток [29]. Возможно, выход комплекса из
эндосом в цитоплазму обусловлен какими�то свой�
ствами барназы, специфичными для РНКаз. По
крайней мере, выход так называемых противоопу�
холевых РНКаз (онконаз) в цитоплазму наблюдали
при изучении их эндоцитоза [42]. 

В последние годы появились многочисленные
свидетельства о транспорте Р185 HER2 и гомоло�
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гичных рецепторов с поверхности клетки в ядро
[43–45]. Однако мы не обнаружили метки в ядре
после интернализации Р185 HER2 ни в клетках
SKOV�3, ни в клетках ВТ�474.

Таким образом, можно утверждать, что 4D5
scFv�дибарназа и барстар�Аu могут использовать�
ся в качестве новой системы иммунодетекции для
изучения поверхностного и внутриклеточного
распределения Р185HER2 в разных типах клеток с
целью определения агрессивности опухоли и по�
следующего клинического прогноза. Если при�
нять во внимание цитотоксичность барназы, то
выявленная в настоящей работе интернализация
4D5 scFv�дибарназы и комплекса 4D5 scFv�ди�
барназа:барстар�Au может быть важна для разра�
ботки новых методов терапии опухолей [31]. 

Работа поддержана Российским фондом фун�
даментальных исследований (11�04�12091�офи�
м�2011, 11�04�01967 и 12�04�00757�а), программа�
ми Президиума РАН “Основы фундаментальных
исследований нанотехнологий и наноматериа�
лов” и “Молекулярная и клеточная биология”. 
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