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Ôîðìèðîâàíèå â òåëîôàçíûõ êëåòêàõ òåëåö, ïîëó÷èâøèõ íàçâàíèå öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðîèçâîä-
íûõ (äåðèâàòîâ) ÿäðûøêà, èëè ÖßÄ, ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ðàííèõ ñòàäèé ñáîðêè ÿäðûøêà â ìèòîçå. Â ñî-
âðåìåííîé ëèòåðàòóðå óäåëÿåòñÿ áîëüøîå âíèìàíèå ìîëåêóëÿðíîìó ñîñòàâó è ó÷àñòèþ ÖßÄ â âîññòà-
íîâëåíèè àêòèâíîãî ÿäðûøêà, îäíàêî ïðàêòè÷åñêè íè÷åãî íå èçâåñòíî î ìåõàíèçìàõ, êîíòðîëèðóþùèõ
èõ îáðàçîâàíèå. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî îáðàòèìîå âîçäåéñòâèå ðàñòâîðîâ íèçêîé èîííîé ñèëû (ãèïîòî-
íè÷åñêîãî øîêà) íà ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè ÷åëîâåêà HeLa è çåëåíîé ìàðòûøêè CV1 èíäóöèðóåò ïðåæäå-
âðåìåííîå îáðàçîâàíèå ÖßÄ íà ñòàäèè ìåòàôàçû. Ïîäîáíî åñòåñòâåííûì (òåëîôàçíûì) ÖßÄ, «ìåòàôàç-
íûå» äåðèâàòû ÿäðûøêà ñîäåðæàò ÐÍÊ, à òàêæå áåëêè, íåîáõîäèìûå äëÿ ïðîöåññèíãà ðÐÍÊ (ôèáðèëëà-
ðèí, B23/íóêëåîôîçìèí è C23/íóêëåîëèí), íî íå ñîäåðæàò ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ —
áåëêà UBF. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îáðàòèìîå âîçäåéñòâèå ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäû íà ìåòà-
ôàçíûå êëåòêè âûçûâàåò âðåìåííîå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Ca2+ â öèòîïëàçìå, ÷òî èíè-
öèèðóåò ïðîöåññ ïðåæäåâðåìåííîãî çàâåðøåíèÿ ìèòîçà ïîñëå ïåðåíîñà êëåòîê â èçîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ.
Âàæíóþ ðîëü â ðåàêöèè êëåòîê íà ãèïîòîíè÷åñêîå âîçäåéñòâèå è â ñáîðêå ÖßÄ èãðàåò ñòðóêòóðíàÿ öåëî-
ñòíîñòü ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäðûøêî, ìèòîç, öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ÿäðûøêîâûå äåðèâàòû, ìåõàíèçìû ôîð-
ìèðîâàíèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: DAPI — 4�,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë, ìÿêÐÍÊ — ìàëûå ÿäðûøêî-
âûå ÐÍÊ, ðÐÍÊ — 45—47S ðÐÍÊ, cdk1 — öèêëèíçàâèñèìàÿ êèíàçà p34cdc2, ÖßÄ — öèòîïëàçìàòè÷åñêèå
ïðîèçâîäíûå (äåðèâàòû) ÿäðûøêà, ßÎÐ — ÿäðûøêîîáðàçóþùèå ðàéîíû õðîìîñîì.

Îñíîâíûå ôóíêöèè ÿäðûøêà — òðàíñêðèïöèÿ ðèáî-
ñîìíûõ ãåíîâ (ðÄÍÊ), ïðîöåññèíã 45—47S òðàíñêðèï-
òîâ ïðå-ðÐÍÊ è ñáîðêà ðèáîñîìíûõ ÷àñòèö — îñóùåñòâ-
ëÿþòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì íà ñòàäèè èíòåðôàçû, êîãäà ÿä-
ðûøêî ñîõðàíÿåò ñòðóêòóðíóþ è ôóíêöèîíàëüíóþ öåëîñò-
íîñòü (Olson et al., 2002). Ïðè âñòóïëåíèè êëåòîê â ìèòîç
òðàíñêðèïöèÿ ðÄÍÊ ïîñòåïåííî ïðåêðàùàåòñÿ, à çíà÷è-
òåëüíàÿ ÷àñòü ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ è ÐÍÊ ìèãðèðóþò â
öèòîïëàçìó è (èëè) àññîöèèðóþò ñ ïîâåðõíîñòüþ õðîìî-
ñîì (Dimario, 2004; Leung et al., 2004). Ýòè èçìåíåíèÿ ñî-
ïðîâîæäàþòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèåì ÿäðûøêîâûõ áåë-
êîâ, òàêèõ êàê ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ UBF è Sl1
(Heix et al., 1997) è îñíîâíûå ôîñôîïðîòåèíû ÿäðûøêà,
ó÷àñòâóþùèå â ñîçðåâàíèè òðàíñêðèïòîâ ðÐÍÊ, áåëêè
B23/íóêëåîôîçìèí è C23/íóêëåîëèí. Ãèïåðôîñôîðèëè-
ðîâàíèå ýòèõ áåëêîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ îñíîâ-
íîé ìèòîòè÷åñêîé êèíàçû p34cdc2 (Peter et al., 1990), àê-
òèâíîñòü êîòîðîé ðåãóëèðóåòñÿ öèêëèíîì B è êîòîðàÿ â
ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå ïîëó÷èëà íàçâàíèå «öèêëèíçà-
âèñèìàÿ êèíàçà cdk1» (Åïèôàíîâà, 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî
ïîâûøåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà B23 íåãà-
òèâíî ðåãóëèðóåò åãî ñïîñîáíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
ðÐÍÊ è ñïîñîáñòâóåò ìèãðàöèè B23 èç ÿäðûøêà â öèòî-

ïëàçìó â ìåòàôàçå (Okuwaki et al., 2002). Â ãèïåðôîñôî-
ðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè áåëêè ñîõðàíÿþòñÿ äî êîíöà
ìèòîçà, êîãäà àêòèâíîñòü cdk1 ïàäàåò.

Âîññòàíîâëåíèå ÿäðûøêà íà÷èíàåòñÿ â ïîçäíåé àíà-
ôàçå èëè ðàííåé òåëîôàçå ñ ðåàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè
ðÄÍÊ. Âàæíóþ ðîëü â ýòîì ïðîöåññå èãðàåò äåôîñôîðè-
ëèðîâàíèå UBF è SL1, òàê ÷òî èçáèðàòåëüíîå èíãèáèðîâà-
íèå p34cdc2 â ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ ïðèâîäèò ê ïðåæäåâðå-
ìåííîé àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ (Sirri et al., 2000).
Ïðè íîðìàëüíîì ìèòîçå ðåôîðìèðîâàíèþ ÿäðûøåê â äî-
÷åðíèõ ÿäðàõ ïðåäøåñòâóåò ïîÿâëåíèå â àíàôàçíûõ êëåò-
êàõ òåëåö, êîòîðûå ïðèíÿòî íàçûâàòü «öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèìè äåðèâàòàìè ÿäðûøêà» — ÖßÄ (NDF, nucleolus deri-
ved foci) (Dundr et al., 1997; Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2005).
ÖßÄ ñëåäóåò îòëè÷àòü îò «ïðîÿäðûøåê» èëè «ïðåäúÿäðû-
øåê» (prenucleolar bodies, PNBs), âïåðâûå îïèñàííûõ ìå-
òîäàìè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè êàê ôèáðèëëÿðíî-ãðà-
íóëÿðíûå îáðàçîâàíèÿ, ôîðìèðóþùèåñÿ â ÿäðàõ òåëîôàç-
íûõ êëåòîê äî ïîÿâëåíèÿ â íèõ ìîðôîëîãè÷åñêè âûðàæåí-
íûõ ÿäðûøåê (×åíöîâ, Ïîëÿêîâ, 1974).

Ïîçäíåå ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìèè è àíòèòåë ê
ðàçëè÷íûì áåëêàì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êàê ïðîÿä-
ðûøêè, òàê è ÖßÄ ñîäåðæàò áåëêè çðåëûõ èíòåðôàçíûõ
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ÿäðûøåê, ó÷àñòâóþùèå â ïðîöåññèíãå ðÐÍÊ, íî íå ñîäåð-
æàò áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè
ðÄÍÊ (íàïðèìåð, UBF). Ê òàêèì áåëêàì, â ÷àñòíîñòè, îò-
íîñÿòñÿ B23 (ôàêòîð ñáîðêè ðèáîñîìíûõ ÷àñòèö), ôèáðèë-
ëàðèí (áåëîê ðàííåãî ïðîöåññèíãà ïðå-ðÐÍÊ), C23 (ó÷àñò-
âóåò â ïðîöåññèíãå ðÐÍÊ), Nop52 (ïðåäïîëîæèòåëüíî ó÷à-
ñòâóåò â ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ñîçðåâàíèÿ ðÄÍÊ) è íåêîòîðûå
äðóãèå (Ochs et al., 1985; Jimenes-Garsia et al., 1989; Dundr et
al., 1997; Zatsepina et al., 1997c; Ìóõàðüÿìîâà è äð., 1998;
Dundr, Olson, 1998; Fomproix et al., 1998; Savino et al.,
1999). Ïî-âèäèìîìó, ïðîÿäðûøêè è ÖßÄ íå ðàçëè÷àþòñÿ è
ïî ñîñòàâó ÐÍÊ: ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè in situ â îáîèõ òè-
ïàõ ñòðóêòóð âûÿâëåíû ÷àñòè÷íî ïðîöåññèðîâàííûå ðÐÍÊ
è ìÿêÐÍÊ (Azum-Gelade et al., 1994; Jimenez-Garsia et al.,
1994; Beven et al., 1996; Dundr, Olson, 1998).

Ïóòåì ýêñïðåññèè áåëêîâ-ìàðêåðîâ ÖßÄ, ñëèòûõ ñ
çåëåíûì ôëóîðåñöèðóþùèì áåëêîì, áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ÖßÄ ñïîñîáíû ìèãðèðîâàòü â çîíó ðåôîðìèðóþùå-
ãîñÿ ÿäðà, à èõ ñîäåðæèìîå, ïî-âèäèìîìó, óòèëèçèðóåò-
ñÿ ïðè âîññòàíîâëåíèè äî÷åðíèõ ÿäðûøåê (Dundr et al.,
2000). Åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî ñîäåðæèìîå ïðîÿä-
ðûøåê òàêæå ñëóæèò äëÿ ðåôîðìèðîâàíèÿ ÿäðûøåê
(Dundr et al., 2000; Savino et al., 2001). Òàêèì îáðàçîì, íà
ñåãîäíÿøíèé äåíü îïèñàíû îñíîâíûå ìîëåêóëÿðíûå õà-
ðàêòåðèñòèêè ìèòîòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà
è ïîëó÷åíû äàííûå îá èõ âîçìîæíîé ôóíêöèè — ó÷àñ-
òèè â òåëîôàçíîì ðåôîðìèðîâàíèè ÿäðûøåê. Îäíàêî â
ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóþò ñâåäå-
íèÿ î ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò
îáðàçîâàíèå ÿäðûøêîâûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ â ñòðîãî
îïðåäåëåííûå ïåðèîäû ìèòîçà.

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ñòðóêòóðû, íàïîìèíàþùèå
ïî ñâîèì ñâîéñòâàì è ñîñòàâó ïðîÿäðûøêè, ìîãóò áûòü
èíäóöèðîâàíû â ÿäðàõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê íåñêîëüêèõ
êóëüòóð ìëåêîïèòàþùèõ ñ ïîìîùüþ îáðàòèìîãî âîçäåé-
ñòâèÿ ðàñòâîðîâ íèçêîé èîííîé ñèëû íà æèâûå êëåòêè
(Äóäíèê, Çàöåïèíà, 1995; Zatsepina et al., 1997b, 1997c).
Â ÷àñòíîñòè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíäóöèðîâàííûå ïðîÿä-
ðûøêè ñîäåðæàò áåëîê B23 è ÐÍÊ, íî ëèøåíû UBF. Â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ðàçðàáîòàëè ïîäõîä äëÿ ïðåæäå-
âðåìåííîé èíäóêöèè ñ ïîìîùüþ ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà
ÖßÄ â ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ äâóõ êóëüòóð êëåòîê ìëåêî-
ïèòàþùèõ. Ïî ñîñòàâó áåëêîâ è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê îá-
ðàáîòêå ÐÍÊàçíîé A îíè íå îòëè÷àþòñÿ îò ÖßÄ, êîòî-
ðûå îáû÷íî ôîðìèðóþòñÿ â êëåòêàõ òåõ æå êóëüòóð â
àíàôàçå íîðìàëüíîãî ìèòîçà (Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2005).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ê ó ë ü ò ó ð û çåëåíîé ìàðòûøêè CV1 âûðà-
ùèâàëè â ñìåñè ñðåä ÄÌÅÌ è F12 (1 :1) ñ äîáàâëåíèåì
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà (HyClone, ÑØÀ),
ãëóòàìèíà è àíòèáèîòèêîâ â ñòàíäàðòíûõ êîíöåíòðàöèÿõ.
Êëåòêè HeLa âûðàùèâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì
5 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà (HyClone) è îñòàëü-
íûõ äîáàâîê, êàê óêàçàíî âûøå. Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ïî-
êðîâíûõ ñòåêëàõ ïðè 37 °C è 5 % CO2 è èñïîëüçîâàëè â ýê-
ñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà (îáû÷íî íà 2-å ñóò ïîñëå ïî-
ñàäêè). Áëîê êëåòîê â ìèòîçå âûçûâàëè èíêóáàöèåé ñ
50 íã/ìë íîêîäàçîëà (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 10—12 ÷. Èç-
âåñòíî, ÷òî ïðè òàêîé ïðîäîëæèòåëüíîñòè Ê-ìèòîçà àêòèâ-
íîñòü cdk1 ñîõðàíÿåòñÿ (Sirri et al., 2000).

À í ò è ò å ë à, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå: êðîëè÷üè ïî-
ëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ñïåöèôè÷åñêîìó ôàêòîðó

òðàíñêðèïöèè ðÄÍÊ — áåëêó UBF (Santa Cruz, Ãåðìà-
íèÿ); àóòîèììóííàÿ ñûâîðîòêà ê ôèáðèëëàðèíó, ïîëó÷åí-
íàÿ îò áîëüíîãî ñèñòåìíîé ñêëåðîäåðìèåé (Ìóõàðüÿìî-
âà è äð., 1998); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
B23/íóêëåîôîçìèíó (Zatsepina et al., 1999); ìûøèíûå
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê íóêëåîëèíó (ïðåäîñòàâëåíû
äð-ðîì Ì. Î. Äæ. Îëüñîíîì, Óíèâåðñèòåò ã. Äæåêñîíà,
Ìèññèñèïè, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë
(êîíúþãàòîâ, ìå÷åííûõ ôëóîðîõðîìàìè) èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè, ÷åëîâåêà è êðîëè-
êà, ìå÷åííûå FITC (ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò) èëè Te-
xas Red (JacksonImmunoResearch Lab., ÑØÀ).

Î á ð à ò è ì î å â î ç ä å é ñ ò â è å ã è ï î ò î í è ÷ å ñ ê î ã î
ø î ê à. Êëåòêè CV1 èëè HeLa îòìûâàëè îò êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäû â 0.1 Ì PBS (140 ìÌ NaCl, 2.7 ìÌ KCl,
1.5 ìÌ KH2PO4 è 8.1 ìÌ Na2HPO4, pH 7.2—7.4), à çàòåì
ïîìåùàëè â BS, ðàçâåäåííûé äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé â
ñîîòíîøåíèè : 5 (0.002 Ì PBS, pH 7.2—7.4), íà
5—60 ìèí ïðè 37 °C. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè âîçâðàùàëè â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïîëíîãî ñîñòàâà è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 5—20 ìèí â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ñì. âûøå).
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3 %-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, ðàç-
âåäåííûì íà 0.1 Ì PBS, è èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ. Êëåòêè, ïîäâåðãíóòûå âîç-
äåéñòâèþ òîëüêî ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà, ôèêñèðîâà-
ëè 3 %-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà PBS ñîîòâåòñò-
âóþùåé ìîëÿðíîñòè.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê Ð Í Ê à ç í î é A. Íîðìàëüíûå
èëè ïîäâåðãíóòûå ãèïîòîíè÷åñêîìó âîçäåéñòâèþ êëåòêè
ôèêñèðîâàëè 2 %-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà PBS â òå-
÷åíèå 10 ìèí è òùàòåëüíî ïðîìûâàëè PBS, ÷òîáû ïîëíî-
ñòüþ óäàëèòü îñòàòêè ôèêñàòîðà. Êëåòêè ïîìåùàëè â
0.1 Ì PBS, ñîäåðæàùèé 1 ìã/ìë ÐÍÊàçû A (Sigma),
0.1 ìÌ PMSF (phenymethanesulfonyl fluoride, Sigma), íà
60 ìèí ïðè 37 °C (Æàðñêàÿ è äð., 2002). Â àëüòåðíàòèâå
íåôèêñèðîâàííûå êëåòêè îáðàáàòûâàëè 0.1 %-íûì Òðè-
òîíîì X-100 íà PBS 3 ìèí ïðè 4 °C è ïîìåùàëè â ðàñ-
òâîð ÐÍÊàçû A â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 200 ìêã/ìë íà
10 ìèí ïðè 37 °C. Äàëåå êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2 %-íûì
ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà 0.1 Ì PBS, êàê îïèñàíî âûøå.
Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ÐÍÊàçà A áûëà èíàêòèâèðîâàíà
íàãðåâàíèåì ïðè 60 °C â òå÷åíèå 30 ìèí äëÿ óäàëåíèÿ
âîçìîæíîé ÄÍÊàçíîé àêòèâíîñòè.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè îá-
ðàáàòûâàëè 0.2 %-íûì Òðèòîíîì X-100 íà PBS â òå÷åíèå
7 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, òùàòåëüíî îòìûâàëè
îò äåòåðãåíòà è èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëà-
ìè, à çàòåì ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, âçÿòûìè ïðè èõ
îïòèìàëüíûõ ðàçâåäåíèÿõ. Ïåðåä çàêëþ÷åíèåì â Ìîâè-
îë êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ êðàñèòåëåì íà õðîìàòèí DAPI
(0.1 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïðåïàðàòû
èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà Àêñèî-
âåðò 200 («Êàðë Öåéñ», Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâû
Ôëóàð 100 �/×À 1.25 è ñîîòâåòñòâóþùèå íàáîðû ôèëü-
òðîâ. Èçîáðàæåíèÿ çàïèñûâàëè ñ ïîìîùüþ 13-áèòíîé
÷åðíî-áåëîé êàìåðû CoolSnapsf (Roper Scientific, ÑØÀ) è
ïåðåâîäèëè â ïñåâäîöâåòà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Ado-
bePhotoshop, âåðñèÿ 6.0.

Ðåçóëüòàòû

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ çåëåíîé
ìàðòûøêè CV1 è HeLa ÖßÄ îáðàçóþòñÿ íà ñòàäèè ðàí-
íåé àíàôàçû, îñíîâíûì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêîì êî-

Èíäóêöèÿ ïðåæäåâðåìåííîé ñáîðêè ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà â ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ 875



òîðîé ÿâëÿåòñÿ íà÷àëî ñåãðåãàöèè õðîìîñîì ê ïîëþñàì
êëåòêè (Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2005). Ïðè èììóíîîêðàøè-
âàíèè êëåòîê àíòèòåëàìè ê áåëêàì «çðåëîãî» ÿäðûøêà,
òàêèì êàê B23, ôèáðèëëàðèí è íóêëåîëèí, ÖßÄ âûÿâëÿ-
ëèñü êàê ìíîãî÷èñëåííûå îêðóãëûå òåëüöà ðàçìåðîì
0.5—3.0 ìêì. Â êëåòêàõ CV1 ÷èñëî ÖßÄ ñîñòàâëÿëî ìíî-
ãî äåñÿòêîâ, â êëåòêàõ HeLa èõ ÷èñëî îáû÷íî êîëåáàëîñü
îò 40 äî 60. Â ïîëíîì ñîîòâåòñòâèè ñ áîëåå ðàííèìè äàí-
íûìè (Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2005), â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ÖßÄ íå îáíàðóæèâàëèñü íà âñåõ ñòàäèÿõ ìèòîçà, ïðåä-
øåñòâóþùèõ àíàôàçå.

Îáðàáîòêà æèâûõ êëåòîê CV1 è HeLa 0.02 Ì PBS â
òå÷åíèå 5—60 ìèí âðåìåííî áëîêèðóåò êëåòêè â ìåòàôà-
çå (ðèñ. 1). Ýòè íàáëþäåíèÿ ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóþò
ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ïîëó÷åííûì íà êëåòêàõ äðóãèõ
îáúåêòîâ (Ñìèðíîâà è äð., 1987; Zatsepina et al., 1997b).
Âîçäåéñòâèå ãèïîòîíèè íå ïðèâîäèëî ê çàìåòíûì èçìå-
íåíèÿì â ðàñïîëîæåíèè ôèáðèëëàðèíà è B23 â öèòîïëàç-
ìå ìåòàôàçíûõ êëåòîê (ðèñ. 1). Îäíàêî åñëè ïîñëå êðàò-
êîâðåìåííîãî (10—15 ìèí) âîçäåéñòâèÿ ãèïîòîíè÷åñêî-
ãî PBS êëåòêè ïåðåíîñèëè â íîðìàëüíóþ êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó íà 10—15 ìèí è ïîñëå ôèêñàöèè îêðàøèâàëè àí-
òèòåëàìè ê ôèáðèëëàðèíó, â öèòîïëàçìå ìåòàôàçíûõ
êëåòîê âûÿâëÿëèñü ìíîãî÷èñëåííûå äèñêðåòíûå îêðóã-
ëûå òåëüöà ðàçìåðîì äî 2—3 ìêì (ðèñ. 2). Ïðè äâîéíîì
èììóíîìå÷åíèè êëåòîê íà ôèáðèëëàðèí è B23 (ðèñ. 2, à,
àR; 4, à, àR), ôèáðèëëàðèí è íóêëåîëèí (ðèñ. 2, á, áR), à òàê-
æå ôèáðèëëàðèí è UBF (ðèñ. 2, â, âR) â ôèáðèëëàðèí-ïîëî-
æèòåëüíûõ òåëüöàõ âûÿâëÿëèñü âñå áåëêè, êðîìå UBF. Â
ïîñëåäíåì ñëó÷àå îêðàøèâàëèñü òîëüêî ðàéîíû ÿäðûø-
êîâûõ îðãàíèçàòîðîâ õðîìîñîì (ðèñ. 2, âR). Òàêèì îáðà-
çîì, îáùàÿ ìîðôîëîãèÿ è áåëêîâûé ñîñòàâ îáðàçîâàííûõ
äèñêðåòíûõ òåëåö ïîçâîëÿþò îòîæäåñòâëÿòü èõ ñ ÖßÄ,
ôîðìèðóþùèìèñÿ â àíàôàçå íîðìàëüíîãî ìèòîçà. Ñëå-
äóåò îñîáî îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ, îáíàðóæèâàþùèõ
äèñêðåòíûå òåëüöà, ñîõðàíÿëîñü õàðàêòåðíîå äëÿ ìåòà-
ôàçû ðàñïîëîæåíèå õðîìîñîì â âèäå ïðàâèëüíîé ìåòà-
ôàçíîé ïëàñòèíêè (ðèñ. 2, àS, áS, âS). Â êëåòêàõ ñ äëèííû-
ìè è òîíêèìè õðîìîñîìàìè, êîòîðûå ïðåäïîëîæèòåëüíî

íàõîäèëèñü â ïðîôàçå èëè ðàííåé ïðîìåòàôàçå, èíäóêöèè
ÖßÄ íå íàáëþäàëîñü. ÖßÄ íå îáðàçîâûâàëèñü òàêæå â
öèòîïëàçìå èíòåðôàçíûõ êëåòîê (íå èëëþñòðèðîâàíî).
Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî êðàòêîâðåìåííîå è
îáðàòèìîå âîçäåéñòâèå ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà íà æèâûå
êëåòêè ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì èíäóêòîðîì ïðåæäåâðå-
ìåííîé ñáîðêè ÖßÄ â ìåòàôàçå ìèòîçà.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, âõîäèò ëè â ñîñòàâ èíäó-
öèðîâàííûõ ÖßÄ ÐÍÊ, êëåòêè ïîñëå ïåðåíîñà â èçîòî-
íè÷åñêóþ ñðåäó îáðàáàòûâàëè ÐÍÊàçîé A, à çàòåì èíêó-
áèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê B23 èëè ôèáðèëëàðèíó. Êàê
âèäíî íà ðèñ. 3, à, àR, íè â îäíîé èç ìåòàôàçíûõ êëåòîê
ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ îáðàáîòêè ÐÍÊàçîé A (ñì. ðàç-
äåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà») ÖßÄ íå íàáëþäàëè. Â ñõîä-
íûõ óñëîâèÿõ îáðàáîòêà êëåòîê ÐÍÊàçîé A òàêæå ïîëíî-
ñòüþ áëîêèðîâàëà îêðàñêó ÖßÄ â òåëîôàçå íîðìàëüíîãî
ìèòîçà (ðèñ. 3, á, áR) è ñèëüíî îñëàáëÿëà èììóíîìå÷åíèå
èíòåðôàçíûõ ÿäðûøåê (íå èëëþñòðèðîâàíî).

Èçâåñòíî, ÷òî ðåàêöèÿ êëåòîê íà ðàñòâîðû íèçêîé
èîííîé ñèëû çàâèñèò îò ñòåïåíè âûðàæåííîñòè öèòî-
ñêåëåòà, à «ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòü» ìåòàôàçíûõ êëåòîê
ê ãèïîòîíèè ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ îñîáåííîñòÿìè åãî îð-
ãàíèçàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòåðôàçîé (Ñìèðíîâà è äð.,
1987). Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ýòè äàííûå, ìû èçó÷è-
ëè âîçìîæíîñòü èíäóêöèè ÖßÄ ïîñëå îñòàíîâêè êëåòîê
CV1 è HeLa â Ê-ìèòîçå ñ ïîìîùüþ íîêîäàçîëà. Â ïðè-
ñóòñòâèè öèòîñòàòèêà êëåòêè íàõîäèëèñü â òå÷åíèå
10—12 ÷. Õàðàêòåðíàÿ ðåàêöèÿ Ê-ìåòàôàçíûõ êëåòîê
HeLa, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê B23 è ôèáðèëëàðè-
íó, íà äåéñòâèå îáðàòèìîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà ïî-
êàçàíà íà ðèñ. 4, á, áR. Õîðîøî âèäíî, ÷òî â Ê-ìåòàôàç-
íûõ êëåòêàõ, èíêóáèðîâàííûõ â 0.02 Ì PBS, à çàòåì â êó-
ëüòóðàëüíîé ñðåäå ïîëíîãî ñîñòàâà, ñáîðêè ÖßÄ
ïðàêòè÷åñêè íå ïðîèñõîäèò. Íàïðîòèâ, â ìåòàôàçíûõ
êëåòêàõ HeLa, íå îáðàáîòàííûõ öèòîñòàòèêîì, ÖßÄ ïîä
äåéñòâèåì îáðàòèìîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà îáðàçóþòñÿ
(ðèñ. 4, à, àR).

Íà ïðåïàðàòàõ ìåòàôàçíûõ êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ
äëÿ àíàëèçà, âñåãäà ïðèñóòñòâîâàëè ìíîãî÷èñëåííûå íå-
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Ðèñ. 1. Âîçäåéñòâèå 0.02 Ì PBS íà ìåòàôàçíûå êëåòêè CV1 â òå÷åíèå 15 (à—àS) è 30 (á—áS) ìèí.

Îêðàñêà àíòèòåëàìè ê Â23 (à, â) è ôèáðèëàðèíó (à�, á�); aS, áS — îêðàñêà õðîìîñîì êðàñèòåëåì DAPI. Èíäóêöèÿ ÖßÄ íå ïðîèñõîäèò, áåëêè ðàñïîëàãà-
þòñÿ â öèòîïëàçìå è äåêîðèðóþò õðîìîñîìû. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.



äåëÿùèåñÿ êëåòêè. Â ïîëíîì ñîîòâåòñòâèè ñ ëèòåðàòóð-
íûìè äàííûìè (Äóäíèê, Çàöåïèíà, 1995; Zatsepina et al.,
1997b, 1997c; Zhu et al., 1999), ïîñëå îáðàòèìîãî ãèïîòî-
íè÷åñêîãî øîêà â ÿäðàõ èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ñîáèðà-
ëèñü ìíîãî÷èñëåííûå äèñêðåòíûå òåëüöà, êîòîðûå ïîëî-
æèòåëüíî îêðàøèâàëèñü íà B23 (ðèñ. 4, à). Â äîïîëíåíèå
ê èçâåñòíûì íàáëþäåíèÿì ìû îòìå÷àåì, ÷òî îáðàòèìîå
âîçäåéñòâèå ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà ïðèâîäèò ê îáðàçîâà-
íèþ â ÿäðàõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê èíäóöèðîâàííûõ «ïðî-
ÿäðûøåê», ñîäåðæàùèõ, êðîìå òîãî, ôèáðèëëàðèí
(ðèñ. 4, àR). Õàðàêòåðíî, ÷òî íå âñå «ïðîÿäðûøêè», ïî-
ëîæèòåëüíî îêðàøèâàþùèåñÿ àíòèòåëàìè íà ôèáðèë-
ëàðèí, ñîäåðæàëè B23, è íàîáîðîò. Ýòî ïîçâîëÿåò ñäå-

ëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïîïóëÿöèÿ «ïðîÿäðûøåê» ÿâëÿåò-
ñÿ áîëåå ãåòåðîãåííîé ïî ñâîåìó ñîñòàâó, ÷åì ïîïóëÿöèÿ
ÖßÄ.

Îáñóæäåíèå

Ñáîðêà ÿäðûøêà â ìèòîçå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí
èç çàâåðøàþùèõ ýòàïîâ äåëåíèÿ êëåòêè, è ïîýòîìó èçó-
÷åíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ íóêëåîëîãåíåçà íåîá-
õîäèìî äëÿ ïîíèìàíèÿ ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
è êëåòî÷íîãî öèêëà â öåëîì. Èìåþùèåñÿ íà ñåãîäíÿø-
íèé äåíü äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ðåøàþùóþ
ðîëü â ðåôîðìèðîâàíèè ÿäðûøêà èãðàåò ïîíèæåíèå îá-

Èíäóêöèÿ ïðåæäåâðåìåííîé ñáîðêè ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà â ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ 877

Ðèñ. 2. Îáðàçîâàíèå ÖßÄ â êëåòêàõ ÑV1 ïîñëå 15-ìèíóòíîãî âîçäåéñòâèÿ 0.02 Ì ÐÂS è ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèè â ñðåäå ïîëíîãî
ñîñòàâà â òå÷åíèå 15 ìèí.

Äâîéíîå èììóíîîêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ê ôèáðèëëàðèíó (à) è B23 (a�), ôèáðèëëàðèíó (á ) è íóêëåîëèíó (á�), ôèáðèëëàðèíó (â) è UBF (â�).
àS—âS — îêðàñêà õðîìîñîì êðàñèòåëåì DAPI. Â öèòîïëàçìå êëåòîê âèäíû ìíîãî÷èñëåííûå äèñêðåòíûå ÷àñòèöû (ñòðåëêè), ñîäåðæàùèå ôèáðèëëà-

ðèí, Â23 è íóêëåîëèí, íî íå ñîäåðæàùèå UBF. ÿîð — ÿäðûøêîîáðàçóþùèå ðàéîíû õðîìîñîì. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.



ùåãî óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ åãî áåëêîâûõ êîìïîíåí-
òîâ. Òàê, äåôîñôîðèëèðîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ UBF â òåëîôàçå ìèòîçà
ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ðåàêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèè ðÄÍÊ (Sirri et al., 2000; Olson et al., 2002). Óðî-
âåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îñíîâíûõ ôîñôîïðîòåèíîâ ÿä-
ðûøêà B23 è C23, âîçðàñòàþùèé ïðè âñòóïëåíèè êëåòîê
â ìèòîç, ñíèæàåòñÿ ïðè çàâåðøåíèè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ
(Peter et al., 1990). Ïî âðåìåíè ýòîò ïðîöåññ ñîâïàäàåò ñ
ðåôîðìèðîâàíèåì ÿäðûøåê â äî÷åðíèõ êëåòêàõ (Okuwa-
ki et al., 2002). Îäíàêî îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçó÷åí-
íûì âîïðîñ î ìåõàíèçìàõ, êîòîðûå ðåãóëèðóþò ñáîðêó
ÿäåðíûõ (ïðîÿäðûøêè) è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ (ÖßÄ)
ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà íà çàâåðøàþùèõ ñòàäèÿõ

ìèòîçà. Ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóþò ñâåäåíèÿ î òîì, îòðàæà-
þò ëè ïðîöåññû ñáîðêè ÖßÄ è ïðîÿäðûøåê èçìåíåíèÿ â
óðîâíå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îñíîâíûõ ôîñôîïðîòåèíîâ,
âõîäÿùèõ â èõ ñîñòàâ, áåëêîâ B23 è íóêëåîëèíà. Îäíèì
èç ïîäõîäîâ ê ðåøåíèþ ýòèõ âîïðîñîâ ìîæåò áûòü ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíàÿ èíäóêöèÿ ñáîðêè ïðåäøåñòâåííèêîâ íà
òåõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, êîãäà â íîðìàëüíûõ óñëî-
âèÿõ îíè îòñóòñòâóþò.

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ýôôåêòèâíûì èíäóêòîðîì
ïðîÿäðûøåê â ÿäðàõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ êó-
ëüòóð ìëåêîïèòàþùèõ ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìîå âîçäåéñòâèå
ðàñòâîðîâ íèçêîé èîííîé ñèëû íà æèâûå êëåòêè (Zatsepi-
na et al., 1997b, 1997c). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âïåðâûå
ïîêàçàëè, ÷òî îáðàòèìîå âîçäåéñòâèå ãèïîòîíè÷åñêîãî

878 Î. Î. Æàðñêàÿ, Î. Â. Çàöåïèíà

Ðèñ. 3. Ðåàêöèÿ ìåòàôàçíûõ êëåòîê ÑV1, ïîäâåðãíóòûõ âîçäåéñòâèþ îáðàòèìîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà (à—àS) íà îáðàáîòêó
1 ìãê/ìë ÐÍÊàçû À.

Äâîéíîå èììóíîîêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê Â23 (à, á) è ôèáðèëëàðèíó (à�, á�). àS —áS — îêðàñêà õðîìîñîì êðàñèòåëåì DAPI. ÖßÄ íå âûÿâëÿþòñÿ.
Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.

Ðèñ. 4. Èíäóêöèÿ îáðàçîâàíèÿ ÖßÄ â íîðìàëüíûõ ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ HeLa c ïîìîùüþ îáðàòèìîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà
(à—àS) è îòñóòñòâèå èíäóêöèè ÖßÄ â Ê-ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ HeLa â òåõ æå óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ãèïîòîíèè (á—áS).

Äâîéíîå èììóíîîêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê Â23 (à, á) è ôèáðèëëàðèíó (à�, á�). àS, áS — îêðàñêà õðîìîñîì êðàñèòåëåì DAPI. ÖßÄ óêàçàíû ñòðåëêàìè.
Â ÿäðàõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê âèäíû ìíîãî÷èñëåííûå «ïðîÿäðûøêè», ñîäåðæàùèå Â23 è ôèáðèëëàðèí; ÿê — ÿäðûøêè. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà —

10 ìêì.



øîêà íà ìåòàôàçíûå êëåòêè ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ
ñòðóêòóð, êîòîðûå ïî ñâîåìó ñîñòàâó è îñíîâíûì ñâîé-
ñòâàì ñîîòâåòñòâóþò ÖßÄ, ôîðìèðóþùèìñÿ â àíàôàçå
íîðìàëüíîãî ìèòîçà. Â èíäóöèðîâàííûõ ÖßÄ ïðèñóòñò-
âóþò òå æå áåëêè, ÷òî è â åñòåñòâåííûõ ÖßÄ, âêëþ÷àÿ
B23, íóêëåîëèí è ôèáðèëëàðèí (ðèñ. 2). Â èíäóöèðîâàí-
íûõ ÖßÄ íå âûÿâëÿåòñÿ áåëîê UBF, îòñóòñòâóþùèé òàê-
æå â ñîñòàâå òåëîôàçíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà.
Ïîäîáíî åñòåñòâåííûì ÖßÄ, «äåðèâàòû», èíäóöèðîâàí-
íûå â ìåòàôàçå, ÷óâñòâèòåëüíû ê îáðàáîòêå êëåòîê ÐÍÊà-
çîé A (ðèñ. 3, à, àR). Ýòè íàáëþäåíèÿ íàõîäÿòñÿ â ïîëíîì
ñîîòâåòñòâèè ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè î ïðèñóòñòâèè â
ÖßÄ ðÐÍÊ (Dundr, Olson, 1998). Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áëîê ñèíòåçà ðÐÍÊ ïðåïÿòñòâóåò
ôîðìèðîâàíèþ ÖßÄ (Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2005).

Èíäóêöèÿ ÖßÄ ïîä äåéñòâèåì îáðàòèìîãî ãèïîòîíè-
÷åñêîãî øîêà íàáëþäàëàñü â öèòîïëàçìå òîëüêî ìåòà-
ôàçíûõ è ïîçäíèõ ïðîìåòàôàçíûõ êëåòîê, íî íèêîãäà íå
ïðîèñõîäèëà íà ïðåäøåñòâóþùèõ ñòàäèÿõ ìèòîçà (â ïðî-
ôàçå), à òàêæå â èíòåðôàçå (ðèñ. 4, à, àR). Ýòî ïîçâîëÿåò
çàêëþ÷èòü, ÷òî îäíèì èç óñëîâèé èíäóêöèè ÖßÄ ÿâëÿåò-
ñÿ ìèãðàöèÿ ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ èç ÿäðà â öèòîïëàçìó,
êîòîðàÿ ïðîèñõîäèò ïðè ðàçðóøåíèè ÿäðûøêà è ÿäåðíîé
îáîëî÷êè â íà÷àëå ìèòîçå. Ãèïîòîíè÷åñêîå âîçäåéñòâèå,
ïî-âèäèìîìó, íå èíäóöèðîâàëî ñáîðêó ÖßÄ òàêæå â àíà-
ôàçíûõ è òåëîôàçíûõ êëåòêàõ, ïîñêîëüêó ÷èñëî ÖßÄ â
íèõ ðåçêî íå îòëè÷àëîñü îò ÷èñëà ÖßÄ, îáû÷íî ôîðìè-
ðóþùèõñÿ â àíàôàçå è òåëîôàçå íîðìàëüíîãî ìèòîçà (íå
èëëþñòðèðîâàíî). Ýòè íàáëþäåíèÿ ïîçâîëÿþò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ïðåæäåâðåìåííàÿ ñáîðêà ÖßÄ îòðàæàåò îñî-
áåííîñòè ìåòàáîëè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê è ÿäðûøêî-
âûõ áåëêîâ â ìåòàôàçå (ïîçäíåé ïðîìåòàôàçå) ìèòîçà.

Èçâåñòíî, ÷òî â ìåòàôàçå áåëêè B23/íóêëåîôîçìèí,
íóêëåîëèí è ôèáðèëëàðèí îáðàçóþò ðàñòâîðèìûå ìàê-
ðîìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû, â ñòàáèëèçàöèè êîòîðûõ,
ïî-âèäèìîìó, ïðèíèìàåò ó÷àñòèå ðÐÍÊ (Pinol-Roma,
1999). Åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî â ìåòàôàçå ýòè êîì-
ïëåêñû íàõîäÿòñÿ â ðàñòâîðèìîì ñîñòîÿíèè, ïîñêîëüêó
ýêñòðàêöèÿ ìåòàôàçíûõ êëåòîê ðàñòâîðàìè, ñîäåðæàùè-
ìè äåòåðãåíò, ïðåïÿòñòâóåò èììóíîìå÷åíèþ öèòîïëàç-
ìû íà B23 è äðóãèå áåëêè. Íàïðîòèâ, òåëîôàçíûå ÖßÄ
îêàçûâàþòñÿ óñòîé÷èâûìè ê ýêñòðàêöèè (Zatsepina et al.,
1997c). Ìîæíî çàêëþ÷èòü ïîýòîìó, ÷òî îáðàòèìîå âîç-
äåéñòâèå ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà íà ìåòàôàçíûå êëåòêè
âûçûâàåò ïåðåõîä ðàñòâîðèìûõ êîìïëåêñîâ ÿäðûøêî-
âûõ áåëêîâ è ðÐÍÊ â íåðàñòâîðèìîå ñîñòîÿíèå.

Êàêèì æå îáðàçîì îáðàòèìîå âîçäåéñòâèå ãèïîòîíè-
÷åñêîãî øîêà íà ìåòàôàçíûå êëåòêè èíäóöèðóåò ïðåæäå-
âðåìåííóþ ñáîðêó ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà, êîòîðàÿ
îáû÷íî èìååò ìåñòî â òåëîôàçå ìèòîçà? Ïðèíèìàÿ âî
âíèìàíèå äàííûå ëèòåðàòóðû, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
âàæíóþ ðîëü â ýòîì ïðîöåññå èãðàþò èîíû êàëüöèÿ. Â
ïîëüçó ýòîãî ãîâîðÿò äâå ãðóïïû ôàêòîâ. Âî-ïåðâûõ, õî-
ðîøî èçâåñòíî, ÷òî Ca2+ ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ìèòîçà è
åãî çàâåðøåíèè, êîãäà íàáëþäàåòñÿ âðåìåííîå ïîâûøå-
íèå êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Ca2+ — [Ca2+](i) — â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê (Baran, 1994; ñì. îáçîð: Santella, 1998).
Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îäèí èç ìåõàíèç-
ìîâ äåéñòâèÿ èîíîâ êàëüöèÿ — àêòèâàöèÿ íåêîòîðûõ
ïðîòåèíêèíàç (íàïðèìåð, ïðîòåèíêèíàçû C), êîòîðûå ÿâ-
ëÿþòñÿ íåãàòèâíûìè ðåãóëÿòîðàìè cdk1 (Suprynowicz et
al., 1994, 2000). Êàê óêàçûâàëîñü ðàíåå, áåëêè B23 è íóê-
ëåîëèí ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç ìèòîòè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ
cdk1, êîòîðûå äîïîëíèòåëüíî ôîñôîðèëèðóþòñÿ p34cdc2

ïðè âñòóïëåíèè êëåòîê â ìèòîç è ïîääåðæèâàþòñÿ ýòîé

êèíàçîé â ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè âïëîòü
äî îêîí÷àíèÿ êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ (Peter et al., 1990; Oku-
waki et al., 2002). Âòîðàÿ ãðóïïà íàáëþäåíèé ïîêàçûâàåò,

Èíäóêöèÿ ïðåæäåâðåìåííîé ñáîðêè ïðåäøåñòâåííèêîâ ÿäðûøêà â ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ 879

Ðèñ. 5. Âîçìîæíûé ìåõàíèçì ïðåæäåâðåìåííîãî îáðàçîâàíèÿ
ÖßÊ ïîä äåéñòâèåì îáðàòèìîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà íà ìå-

òàôàçíûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ.

Â íîðìàëüíîé ìåòàôàçå ÖßÊ îòñóòñòâóþò, à cdk1 íàõîäèòñÿ â àêòèâíîì
ñîñòîÿíèè (à); âîçäåéñòâèå ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà ïðèâîäèò ê âðå-
ìåííîìó ïîâûøåíèþ êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2+

(á), ÷òî ïðè ïåðåíîñå êëåòîê â èçîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ (â) èíèöèèðóåò ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ðåàêöèé, ïðèâîäÿùèõ ê èíàêòèâàöèè ñdk1, äåôîñôî-

ðèëèðîâàíèþ áåëêîâ ÖßÄ è îáðàçîâàíèþ ÖßÄ (ã).



÷òî îäíîé èç ðåàêöèé èíòåðôàçíûõ êëåòîê íà ãèïîòîíè-
÷åñêèé øîê ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåíèå [Ca2+](i) çà ñ÷åò âûñâî-
áîæäåíèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, à òàêæå âõîæ-
äåíèÿ èçâíå (Shen et al., 2001; Hermoso et al., 2004). Ìîæ-
íî ïîëàãàòü ïîýòîìó, ÷òî è â íàøèõ óñëîâèÿõ ãèïîòî-
íè÷åñêîå âîçäåéñòâèå ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ [Ca2+](i) â
öèòîïëàçìå ìåòàôàçíûõ êëåòîê. Âîçðàñòàíèå êîíöåíòðà-
öèè ñâîáîäíîãî Ca2+ èíèöèèðóåò öåïü ðåàêöèé, ïîñëåäî-
âàòåëüíûìè ñòàäèÿìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ àêòèâàöèÿ ìè-
òîãåíçàâèñèìûõ êèíàç, èíàêòèâàöèÿ cdk1 è äåôîñôîðè-
ëèðîâàíèå áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè ÖßÄ. Â
ïåðâóþ î÷åðåäü ê òàêèì áåëêàì îòíîñÿòñÿ ôîñôîïðîòåè-
íû B23 è íóêëåîëèí. Ðåçóëüòàòîì äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ýòèõ áåëêîâ ÿâëÿþòñÿ ïåðåõîä èõ èç ðàñòâîðèìîãî â íå-
ðàñòâîðèìîå ñîñòîÿíèå è îáðàçîâàíèå àíàëîãîâ òåëîôàç-
íûõ ÖßÄ â öèòîïëàçìå ìåòàôàçíûõ êëåòîê. Â ïîëüçó
ñïðàâåäëèâîñòè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ãîâîðÿò íàáëþäå-
íèÿ, ñîãëàñíî êîòîðûì â èíòåðôàçíûõ ÿäðûøêàõ óðî-
âåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ B23 íèæå, ÷åì â ìèòîçå (Peter et
al., 1990; Okuwaki et al., 2002), à áåëîê íàõîäèòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííî â íåðàñòâîðèìîì ñîñòîÿíèè (Zatsepina et
al., 1997a). Âîçìîæíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåàêöèé, èí-
äóöèðóåìàÿ äåéñòâèåì ãèïîòîíèè è ïðèâîäÿùàÿ ê ïðåæ-
äåâðåìåííîé ñáîðêå ÖßÄ â ìåòàôàçå, ñõåìàòè÷åñêè
èçîáðàæåíà íà ðèñ. 5. Âåñüìà âåðîÿòíî, ÷òî ïîâûøåíèå
êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+ per se íå ÿâëÿåòñÿ
åäèíñòâåííûì óñëîâèåì äëÿ íà÷àëà ôîðìèðîâàíèÿ ÖßÄ.
Îäíèì èç äîïîëíèòåëüíûõ óñëîâèé èíäóêöèè ÖßÄ ñ ïî-
ìîùüþ îáðàòèìîãî ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà ìîæåò áûòü
ñòðóêòóðíàÿ öåëîñòíîñòü öèòîñêåëåòà â ìåòàôàçíûõ
êëåòêàõ â ìîìåíò âîçäåéñòâèÿ ãèïîòîíèè. Â ïîëüçó ýòîãî
ãîâîðèò òîò ôàêò, ÷òî äåéñòâèå íîêîäàçîëà ïðåïÿòñòâóåò
ôîðìèðîâàíèþ èíäóöèðîâàííûõ ÖßÄ â öèòîïëàçìå
Ê-ìåòàôàçíûõ êëåòîê (ðèñ. 4). Âîçìîæíî, ðàçðóøåíèå
ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà öèòîñòàòèêîì ïðåïÿòñòâóåò
òðàíñïîðòó áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïîñòðîåíèè ÖßÄ, è
(èëè) èçìåíÿåò ñâîéñòâà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû òà-
êèì îáðàçîì, ÷òî îáùàÿ ðåàêöèÿ êëåòêè íà ãèïîòîíè÷å-
ñêîå âîçäåéñòâèå ðåçêî èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîð-
ìàëüíîé ìåòàôàçîé.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ áóäóò íàïðàâëåíû íà ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíóþ ïðîâåðêó ïðåäëîæåííîé ñõåìû ïðåæ-
äåâðåìåííîé èíäóêöèè ñáîðêè ÿäðûøêà ïîä äåéñòâèåì
ãèïîòîíèè.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü ä-ðó
Ì. Î. Äæ. Îëüñîíó çà ïðåäîñòàâëåíèå àíòèòåë ê íóêëåî-
ëèíó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-48951).
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PREMATURE ASSEMBLY OF NUCLEOLUS-DERIVED FOCI INDUCED BY A REVERSIBLE

HYPOTONIC SHOCK TREATMENT OF METAPHASE CV1 AND HeLa CELLS

O. O. Zharskaya, O. V. Zatsepina1

A. N. Belozersky Institute of Physical and Chemical Biology, Moscow State University,
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The assembly of nucleolus-derived foci (NDF) in the cytoplasm of telophase cells is an early stage of nucle-
olus reassembly during mitosis. In current literature, significant attention is paid to the molecular composition of
NDF and their participation in reassembly of the mature nucleolus. However, very little is known about mecha-
nisms controlling the NDF formation. The authors have demonstrated for the first time that a reversible action of
low ionic strength buffers (lypotonic shock treatment) on living mitotic human HeLa and green monkey CV1
cells triggers a premature assembly of NDF at metaphase. Like the true NDF, i. e., those assembled in telophase
mitosis, NDF prematurally induced at metaphase contain RNA and proteins required for rRNA processing (fib-
rillarin, B23/nucliophosmin, C23/nucleolin), but lack UBF, an auxiliary factor of RNA polymerase I. We have
assumed that a reversible action of hypotonic shock on metaphase cells may result in temporal increase in intra-
cellular [Ca2+](i) that, in its turn, may induce a premature assembly of NDF under isotonic conditions. The
structural integrity of the mitotic spindle apparently plays an essential role in the response of metaphase cells to
hypotonic shock treatments.

K e y w o r d s: nucleolus, mitosis, nucleolus-derived foci, mechanisms of the NDF assembly.
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