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Ìåòîäîì âèäåîìèêðîñêîïèè c óñèëåíèåì êîíòðàñòà èññëåäîâàëè èçìåíåíèå ïîâåäåíèÿ ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ êëåòîê Vero ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ 2,3-áóòàíäèîí ìîíîêñèìà (BDM) è ó÷àñòèå ñòðóêòóð
öèòîñêåëåòà â ýòîì ïðîöåññå. BDM ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà íà àêòèâíîì êðàå â
êëåòêàõ BS-C-1 è Swiss3T3 (Yarrow et al., 2003) è âûçûâàåò âòÿãèâàíèå ëàìåëëû â êëåòêàõ PtK2 (Cramer,
Mitchison, 1995). Ñëåäîâàòåëüíî, îí ÿâëÿåòñÿ óäîáíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ âëèÿíèÿ íà ñèñòåìó àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ â êëåòêå. Âîçäåéñòâèå BDM ïðèâîäèò ê ïîñòåïåííîìó óìåíüøåíèþ ïëîùàäè ñîïðèêîñíîâå-
íèÿ êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì — ÷åðåç 5 ìèí âîçäåéñòâèÿ êëåòêè ïîäòÿãèâàþò ëàìåëëó, à ÷åðåç 60 ìèí ïëî-
ùàäü êëåòîê óìåíüøàåòñÿ ïðèìåðíî íà 70 %. Ïðè ýòîì ïó÷êè àêòèíà äåïîëèìåðèçóþòñÿ, à ñåòü ìèêðî-
òðóáî÷åê, íàïðîòèâ, ñòàíîâèòñÿ áîëåå ïëîòíîé. Åñëè ÷àñòè÷íî ðàçðóøèòü ñèñòåìó àêòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ, âîçäåéñòâóÿ íà êëåòêè ëàòðóíêóëèíîì B â êîíöåíòðàöèè 5 íÌ, êëåòêè ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþò
ñâîåé ôîðìû è ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê îñòàåòñÿ èíòàêòíîé, îäíàêî ïîä âîçäåéñòâèåì BDM òàêèå êëåòêè
âòÿãèâàþò ëàìåëëû çíà÷èòåëüíî áûñòðåå. Åñëè äåïîëèìåðèçîâàòü ìèêðîòðóáî÷êè íîêîäàçîëîì, òî ïëî-
ùàäü êëåòîê óìåíüøàåòñÿ ïðèìåðíî íà 20 % è ïó÷êè ìèêðîôèëàìåíòîâ ãèïåðòðîôèðóþòñÿ. Â îòñóòñò-
âèå ìèêðîòðóáî÷åê ïîä âîçäåéñòâèåì BDM êëåòêè íå èçìåíÿþò ñâîåé ôîðìû è ïó÷êè àêòèíà äåïîëèìå-
ðèçóþòñÿ ìåäëåííåå, ÷åì â ïðèñóòñòâèè ìèêðîòðóáî÷åê. ×åðåç 1 ÷ ïó÷êè àêòèíà îñòàþòñÿ ãèïåðòðîôè-
ðîâàííûìè. Ïîëíîñòüþ ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ðàçðóøàþòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ
â 90 % êëåòîê. Åñëè ïîñëå ñîâìåñòíîãî âîçäåéñòâèÿ íîêîäàçîëà è BDM óäàëèòü èç ñðåäû èíêóáàöèè íî-
êîäàçîë, òî ëàìåëëû êëåòîê íà÷èíàþò ïîäæèìàòüñÿ ÷åðåç 6 ìèí, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò âðåìåíè ÷àñòè÷íîãî
âîññòàíîâëåíèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî â ïðîöåññå ðåò-
ðàêöèè ëàìåëëû êëåòîê Vero âåäóùóþ ðîëü èãðàþò ìèêðîòðóáî÷êè, íî íå ñòðåññ-ôèáðèëëû.
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íîêîäàçîë.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: BDM — 2,3-áóòàíäèîí ìîíîêñèì.

Ñïîñîáíîñòü ê íàïðàâëåííîìó ïåðåäâèæåíèþ è ïîä-
äåðæàíèþ ïîëÿðèçîâàííîé ôîðìû ÿâëÿåòñÿ ôóíäàìåí-
òàëüíûì ñâîéñòâîì æèâîòíûõ êëåòîê. Íà äâèæåíèè êëåòîê
îñíîâàíû ìíîãèå ïðîöåññû â îðãàíèçìå: ìîðôîãåíåòè÷å-
ñêèå ìèãðàöèè âî âðåìÿ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, ïåðå-
äâèæåíèå íåðâíûõ êëåòîê ïðè ôîðìèðîâàíèè íåðâíîé
ñèñòåìû, õåìîòàêñè÷åñêèå ïåðåìåùåíèÿ êëåòîê êðîâè è
èììóííîé ñèñòåìû è äâèæåíèå ôèáðîáëàñòîâ â ïðîöåññå
çàæèâëåíèÿ ðàíû (Lauffenburger, Horwitz, 1996; Hangan
et al., 1997; Montell, 1999).

Ôèáðîáëàñòû è ïîäîáíûå èì êëåòêè íà ñòåêëå îáëà-
äàþò ïîëÿðèçîâàííîé ôîðìîé — ó íèõ âûäåëÿþò ïåðåä-
íèé (âåäóùèé) êðàé, âûäâèãàþùèéñÿ âïåðåä â íàï-
ðàâëåíèè äâèæåíèÿ êëåòêè, îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíûå
áîêîâûå êðàÿ è çàäíèé êðàé (õâîñò), âòÿãèâàþùèéñÿ
ïðè äâèæåíèè êëåòêè (Abercrombie, 1978; Cramer et al.,
1997). Ñïîñîáíîñòü ôèáðîáëàñòà ê ïåðåäâèæåíèþ è ïîä-
äåðæàíèþ ïîëÿðèçàöèè îáåñïå÷èâàåòñÿ åå öèòîñêå-
ëåòîì — ñèñòåìàìè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è ìèêðî-
òðóáî÷åê (Vasiliev et al., 1970; Lauffenburger, Horwitz,
1996).

Âûäâèæåíèå ëàìåëëû, èíèöèèðóþùåå äâèæåíèå áîëü-
øèíñòâà êëåòîê, ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ïîëèìåðèçàöèè àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Vasiliev, 1991; Mitchison, Cramer,
1995; Mogilner, Oster, 1996; Cramer et al., 1997; Pollard
et al., 2000; Pantaloni et al., 2001), è ýòîò ïðîöåññ ðåãóëè-
ðóåòñÿ ðÿäîì áåëêîâ. Áåëêè SCAR/WASP ñòèìóëèðóþò
êîìïëåêñ Arp 2/3, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ öåíòðàëüíûì áåë-
êîì, ðåãóëèðóþùèì äèíàìèêó è îðãàíèçàöèþ àêòèíî-
âûõ ôèëàìåíòîâ íà êðàþ êëåòêè (Goode et al., 2001). Ïî-
ñêîëüêó â ëàìåëëå àêòèíîâûå ôèëàìåíòû âåòâÿòñÿ è ðàñ-
òóò ïîä óãëîì 70° äðóã ê äðóãó, îíè â ñîâîêóïíîñòè
òîëêàþò ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó âïåðåä è âðàñòàþò â
îáðàçîâàâøååñÿ ïðîñòðàíñòâî ñâîèìè ïëþñ-êîíöàìè
(Pollard et al., 2000).

Îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà âî âñåõ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ êîíòðîëèðóþò, â ÷àñòíîñòè, G-áåë-
êè, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ áåëêè ñåìåéñòâà Rho — Rho,
Rac è Cdc42 (Mackay, Hall, 1998; Hall, Nobes, 2000). Â
ôèáðîáëàñòàõ àêòèâàöèÿ Rho ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
ñòðåññ-ôèáðèëë è àññîöèàöèè áåëêîâ â êîìïëåêñ ôîêàëü-
íûõ êîíòàêòîâ. Àêòèâàöèÿ Rac ðåãóëèðóåò ïîëèìåðèçà-
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öèþ àêòèíà de novo íà ïåðèôåðèè êëåòêè, êîòîðàÿ íåîá-
õîäèìà äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ëàìåëëû, à àêòèâàöèÿ Cdc42
èíèöèèðóåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ôèëîïîäèé. Àêòèâàöèÿ Cdc42 âåäåò ê ëîêàëüíîé àêòèâà-
öèè Rac, âåðîÿòíî, ÷åðåç âêëþ÷åíèå áåëêîâûõ êàñêàäîâ
(Nobes, Hall, 1999). Òàê æå Rho è Rac íåîáõîäèìû äëÿ
îáðàçîâàíèÿ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ. Rac ðåãóëèðóåò îá-
ìåí ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ (Hall, Nobes, 2000). Rho, Rac è
Cdc42 èãðàþò ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü âåçäå, ãäå èñïîëüçóþò-
ñÿ àêòèíîâûå ôèëàìåíòû: îíè âîâëå÷åíû â ïðîöåññû
êëåòî÷íîãî äâèæåíèÿ, öèòîêèíåç, ìîðôîãåíåòè÷åñêèå
ïðîöåññû, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ èçìåíåíèå êëåòî÷íîé
ôîðìû è ïîëÿðíîñòè (Mackay, Hall, 1998).

Â ñâîþ î÷åðåäü àêòîìèîçèíîâàÿ ñèñòåìà íàõîäèòñÿ â
òåñíîé ñâÿçè ñ ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê. Òàê, ðîñò ìèê-
ðîòðóáî÷åê àêòèâèðóåò Rac, êîòîðûé ÷åðåç êàñêàä áåë-
êîâ âûçûâàåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà è îáðàçîâàíèå ëà-
ìåëëû (Waterman-Storer et al., 1999). Ðàçáîðêà ìèê-
ðîòðóáî÷åê àêòèâèðóåò äðóãîé áåëîê, Rho, êîòîðûé
èíäóöèðóåò îáðàçîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë è ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ (Ren et al., 1999). Òàêèì îáðàçîì, åñòü âñå îñíî-
âàíèÿ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ÷åðåç ïîñðåäñòâî G-áåëêîâ ìèê-
ðîòðóáî÷êè ìîãóò ðåãóëèðîâàòü àêòîìèîçèíîâóþ ñèñ-
òåìó.

Ôèáðîáëàñòîïîäîáíûì êëåòêàì äëÿ íàïðàâëåííîãî
äâèæåíèÿ íàðÿäó ñ àêòèíîâîé ñèñòåìîé íåîáõîäèìû
ìèêðîòðóáî÷êè (Wittman, Waterman-Storer, 2001; Omelc-
henko et al., 2002; Peterson, Mitchison, 2002). Îíè ó÷àñò-
âóþò â ïîääåðæàíèè ïîëÿðèçîâàííîé ôîðìû ôèáðîáëà-
ñòà, îðãàíèçóþò âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò, íàïðàâëÿÿ
ïåðåìåùåíèå îðãàíåëë è âåçèêóë ïî ëàìåëëå ê ïåðåäíå-
ìó êðàþ êëåòêè (Rodionov et al., 1993; Bershadsky, Futer-
man, 1994; Wacker et al., 1997). Ïðè ïîäàâëåíèè òðàíñ-
ïîðòà âäîëü ìèêðîòðóáî÷åê ïîëÿðíîñòü êëåòêè íàðóøà-
åòñÿ è ôèáðîáëàñò ïåðåñòàåò ïîëçòè (Rodionov et al.,
1993). Îäíàêî ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê â ñîêðàùåíèè êëåòêè
ïðàêòè÷åñêè íå èññëåäîâàíà. Ïîêàçàíî ëèøü, ÷òî ìèêðî-
òðóáî÷êè îáåñïå÷èâàþò ýôôåêòèâíûé îáìåí ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ (Bershadsky et al., 1996; Kaverina et al., 1998,
1999; Grosheva et al., 2000).

Ïîýòîìó â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ïîïûòàëèñü
âûÿñíèòü ñðàâíèòåëüíûé âêëàä äâóõ êîìïîíåíòîâ öèòî-
ñêåëåòà â ïîääåðæàíèå ðàñïëàñòàííîé ôîðìû êëåòîê, èñ-
ïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå èíãèáèòîðû.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ïðîöåññà
ðåòðàêöèè êëåòêè, äëÿ ÷åãî áûë èñïîëüçîâàí 2,3-áóòàí-
äèîí ìîíîêñèì (BDM). Èçâåñòíî, ÷òî BDM ÿâëÿåòñÿ èí-
ãèáèòîðîì ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè ìèîçèíîâ II è V in vitro
(Higuchi, Takemori, 1989). In vitro BDM ïîäàâëÿåò ñîêðà-
ùåíèå ìûøå÷íûõ êëåòîê (McKillop, 1994), âûçûâàåò
âòÿãèâàíèå ëàìåëëû â êëåòêàõ PtK2 (Cramer, Mitchison,
1995) è ïîäàâëÿåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà íà ëèäèðóþ-
ùåì êðàå â êëåòêàõ BS-C-1 è Swiss3T3 (Yarrow et al.,
2003), ÿâëÿÿñü, òàêèì îáðàçîì, óäîáíûì èíñòðóìåíòîì
äëÿ âëèÿíèÿ íà ñèñòåìó àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëå-
äîâàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòêè ïåðåâèâíîé ëèíèè
Vero (ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè ïî÷êè çåëåíîé ìàð-
òûøêè, ïîëó÷åííûå èç Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °C è 5 % CO2 â ñðåäå DMEM/F12 (Sigma, ÑØÀ) ñ äî-

áàâëåíèåì 5 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è
ãåíòàìèöèíà (100 ìêã/ìë).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò, âûñåâàÿ èõ â
íèçêîé êîíöåíòðàöèè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà (äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñ ôèêñèðîâàííûìè êëåòêàìè) èëè â ìàëûå ÷àøêè
Ïåòðè ñ âìîíòèðîâàííûìè â äíî ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè
(äëÿ ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé).

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í û å â î ç ä å é ñ ò â è ÿ. BDM
(Sigma, ÑØÀ) äîáàâëÿëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ â êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ÷åðåç
0, 2, 4, 6, 10, 20, 30, 60 ìèí âîçäåéñòâèÿ è îêðàøèâàëè
äëÿ âûÿâëåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê è àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ.
Óäàëåíèå BDM èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ (â ýêñïåðè-
ìåíòàõ, ãäå ýòî áûëî íåîáõîäèìî) ïðîèçâîäèëè äâóêðàò-
íîé ñìåíîé ñðåäû.

Äëÿ äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê â ñðåäó êóëü-
òèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè íîêîäàçîë (Sigma, ÑØÀ) â êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4 ìêã/ìë. 2-÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ
êëåòîê ñ íîêîäàçîëîì ïðèâîäèëà ê ïîëíîé äåïîëèìåðè-
çàöèè ìèêðîòðóáî÷åê. ×åðåç 2 ÷ íîêîäàçîë óäàëÿëè èç
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ ïóòåì òðåõêðàòíîé ñìåíû ñðåäû
è èíêóáèðîâàëè êëåòêè â ñðåäå áåç íîêîäàçîëà â òå÷åíèå
2, 4, 6, 10, 20, 30 è 60 ìèí.

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ èññëåäîâàëè ïîñëåäîâàòåëü-
íîå âîçäåéñòâèå íîêîäàçîëà è BDM íà êëåòêè. Äëÿ ýòîãî
äîáàâëÿëè BDM (20 ìÌ) â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ â ìî-
ìåíò óäàëåíèÿ íîêîäàçîëà (óæå â ïåðâóþ ñìåíó ñðåäû) è
ïðîâîäèëè âîññòàíîâëåíèå ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â åãî
ïðèñóòñòâèè â òå÷åíèå 2, 4, 6, 10, 20, 30 è 60 ìèí.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîìïëåêñíîãî âîçäåéñòâèÿ íîêî-
äàçîëà è BDM îáà âåùåñòâà äîáàâëÿëè â ñðåäó êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíî: èíêóáèðîâàëè êëåòêè ñ íîêî-
äàçîëîì (4 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 2 ÷, çàòåì, íå óäàëÿÿ íîêî-
äàçîë, ââîäèëè BDM (20 ìÌ) è ôèêñèðîâàëè êëåòêè
÷åðåç 0, 10, 20, 30, 60 ìèí è 24 ÷.

Äëÿ ðàçðóøåíèÿ ñåòè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè ëàòðóíêóëèí B (Calbiochem,
ÑØÀ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 íÌ íà 10 ìèí.

Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû BDM, íîêîäàçîëà è ëàòðóíêóëè-
íà B ãîòîâèëè, èñïîëüçóÿ äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ).
Èñïîëüçîâàííûå â ýêñïåðèìåíòàõ êîíöåíòðàöèè ÄÌÑÎ
ñîñòàâëÿëè íå áîëåå 1 % è íå âëèÿëè íà ñîñòîÿíèå öèòî-
ñêåëåòà.

Ï ð è æ è ç í å í í û å í à á ë þ ä å í è ÿ. Àíàëèç ïðåïàðà-
òîâ ïðîâîäèëè íà èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå Nikon
Eclipse TE200 ñ ïîìîùüþ îáúåêòèâîâ Nikon 40�/0.75 è
Nikon 63�/1.4. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ ïîñûëàëè â
êîìïüþòåð ñ ïîìîùüþ îõëàæäàåìîé CCD-êàìåðû
RTE/CCD-1317K/2, óïðàâëÿåìîé ïðîãðàììîé WinWi-
ew32 (Princeton Instruments Inc., ÑØÀ). Ýêñïîçèöèÿ ñî-
ñòàâëÿëà 0.3 ñ, à èíòåðâàë ìåæäó êàäðàìè — 30 ñ. Âî
âðåìÿ ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé íà ïîâåðõíîñòü êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû íàíîñèëè ìèíåðàëüíîå ìàñëî (MINE-
RAL OIL, WALGREENS). Äëÿ óìåíüøåíèÿ ôîòîïîâðåæ-
äåíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè îðàíæåâûé ñâåòîôèëüòð
(ÎÑ-4). Âî âðåìÿ íàáëþäåíèé òåìïåðàòóðó 35—37 °C
ïîääåðæèâàëè çà ñ÷åò íàãðåâà îáúåêòèâà è äåðæàòåëÿ
äëÿ êàìåðû.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 1.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì (Merñk,
Ãåðìàíèÿ) íà ôîñôàòíîì áóôåðå PBS (pH 7.2) 10 ìèí.
Ïîñëå ôèêñàöèè êëåòêè îòìûâàëè îò ãëóòàðàëüäåãèäà
ïóòåì òðåõêðàòíîé ñìåíû áóôåðà PBS (ïî 10 ìèí êàæäàÿ
ñìåíà). Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè äëÿ ýêñòðàêöèè îáðàáà-
òûâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì Triton X-100 (Sigma, ÑØÀ)
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íà PBS â òå÷åíèå 1.5 ÷. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ôîíîâîãî
ñâå÷åíèÿ êëåòêè îáðàáàòûâàëè 3 ðàçà ïî 10 ìèí 2%-íûì
ðàñòâîðîì NaBH4 (Sigma, ÑØÀ) è îòìûâàëè ïóòåì òðåõ-
êðàòíîé ñìåíû áóôåðà PBS (ïî 10 ìèí êàæäàÿ ñìåíà).
Äëÿ âûÿñíåíèÿ è àíàëèçà ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê è àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïðîâîäèëè äâîéíóþ èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíóþ îêðàñêó êëåòîê àíòèòåëàìè ê b-òóáóëèíó è
ôàëëîèäèíîì. Èñïîëüçîâàííûå äëÿ îêðàñêè êàê ïåðâûå,
òàê è âòîðûå àíòèòåëà áûëè êîììåð÷åñêèìè. Êëåòêè
îêðàøèâàëè ôàëëîèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ FITC
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), â ðàçâåäåíèè 1 : 16,
à çàòåì àíòèòåëàìè ê b-òóáóëèíó (Amersham, ÑØÀ) â
ðàçâåäåíèè 1 : 100. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè ìå÷åííûå ôëóîðîõðîìîì Oregon green àíòèòåëà
(Molecular Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Îêðàñêó
êàæäûì èç òðåõ àíòèòåë ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
37 °C. Èçáûòîê àíòèòåë â êàæäîì ñëó÷àå îòìûâàëè ïó-
òåì òðåõêðàòíîé ñìåíû áóôåðà PBS (ïî 10 ìèí êàæäàÿ
ñìåíà). Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â Moviol 4-88
(Sigma, ÑØÀ) è ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ.

À í à ë è ç ï î ë ó ÷ å í í û õ ä à í í û õ. Îáðàáîòêó ôîòî-
ãðàôèé ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Adobe
Inc., ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå ôèëüìû îáðàáàòûâàëè â ïðî-
ãðàììàõ Scion Image (Scion Corporation, ÑØÀ) è Meta-
Morph (Universal Imaging, ÑØÀ).

Ñòàòèñòè÷åñêèå äàííûå îáðàáàòûâàëè â ïðîãðàììàõ
SigmaPlot (Jandel Scientific, ÑØÀ) è Statistica (StatSoft
Inc., ÑØÀ). Äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èé îöåíèâàëè ïî êðèòå-
ðèþ Ìàííà—Óèòíè (íåïàðàìåòðè÷åñêèé àíàëèç).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìîðôîëîãèÿ àíàëèçèðóåìûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå
êëåòîê Vero ñîîòâåòñòâóåò êëàññè÷åñêîìó ñòðîåíèþ
ôèáðîáëàñòà (Abercrombie, 1978): êëåòêè èìåþò ëàìåë-
ëó, òåëî è õâîñò (ðèñ. 2, à). Ïðè ðåäêîì ðàñïîëîæåíèè íà

ñòåêëå êëåòêè ïîëÿðèçîâàíû è àêòèâíî ïåðåäâèãàþòñÿ.
Èõ äâèæåíèå îïèñûâàåòñÿ òèïè÷íûì ëîêîìîòîðíûì
öèêëîì: ïðîèñõîäÿò âûäâèæåíèå ëàìåëëû, ïîäòÿãèâàíèå
òåëà êëåòêè ñ ÿäðîì è âòÿãèâàíèå õâîñòà. Ïðè ýòîì êëåò-
êà ïîäòÿãèâàåòñÿ ê ñâîåìó ïåðåäíåìó êðàþ è íåìíîãî
îêðóãëÿåòñÿ, ïðèíèìàÿ øàðîâèäíóþ ôîðìó. Çàòåì öèêë
ïîâòîðÿåòñÿ: êëåòêà âíîâü âûòÿãèâàåò ëàìåëëó è íà÷èíà-
åò ðàñïëàñòûâàòüñÿ. Îòíîøåíèå ïîïåðå÷íîé è ïðîäîëü-
íîé îñåé êëåòêè ñîñòàâëÿåò â ñðåäíåì 3 : 1.

Ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïðåäñòàâëåíà äâóìÿ
êîìïîíåíòàìè: íà àêòèâíîì êðàå ñîäåðæèòñÿ äîñòàòî÷íî
áîëüøîé ïóë àêòèíà, îáåñïå÷èâàþùèé âûäâèæåíèå ëà-
ìåëëîïîäèè, à â òåëå êëåòêè ïðèñóòñòâóåò íåáîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, êîòîðûå îáðàçóþò
ñòðåññ-ôèáðèëëû. Ñòðåññ-ôèáðèëëû â îñíîâíîì ðàñïî-
ëàãàþòñÿ âäîëü äëèííîé îñè êëåòêè, îäíàêî ïðèñóòñòâó-
åò è íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ñòðåññ-ôèáðèëë, ïåðïåíäèêó-
ëÿðíûõ àêòèâíîìó êðàþ.

Ìèêðîòðóáî÷êè â êëåòêàõ Vero îáðàçóþò ðàäèàëü-
íóþ ñåòü. Íàèáîëåå ïëîòíî ìèêðîòðóáî÷êè ðàñïîëàãàþò-
ñÿ îêîëî öåíòðîñîìû, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ öåíòðîì èõ îðãà-
íèçàöèè. Á *îëüøàÿ ÷àñòü ìèêðîòðóáî÷åê äîñòèãàåò êðàÿ
êëåòêè, è ïðàêòè÷åñêè âñå îíè îñòàþòñÿ ïðÿìûìè.

Ý ô ô å ê ò â î ç ä å é ñ ò â è ÿ B D M í à ê ë å ò ê è V e r o.
Â îòâåò íà ââåäåíèå BDM â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ëà-
ìåëëû êëåòîê íà÷èíàþò âòÿãèâàòüñÿ ÷åðåç 4 ìèí âîçäåé-
ñòâèÿ, è çà 1 ÷ âîçäåéñòâèÿ ïëîùàäü êëåòîê óìåíüøàåòñÿ
ïðèìåðíî íà 70 % (ðèñ. 1, 2). Îòíîøåíèå ïðîäîëüíîé è
ïîïåðå÷íîé îñåé êëåòêè òàêæå èçìåíÿåòñÿ — çà 30 ìèí
îíî óìåíüøèëîñü äî 1 : 1 (÷òî ñîîòâåòñòâóåò øàðîîáðàç-
íîé ôîðìå êëåòêè) ïî ñðàâíåíèþ ñ 3 : 1 â êîíòðîëå. ×å-
ðåç 2 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ BDM ÷èñëî ñòðåññ-ôèáðèëë
óìåíüøàåòñÿ, à îñòàâøèåñÿ ñòàíîâÿòñÿ òîíüøå è êîðî÷å.
Âî ìíîãèõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå çâåçä÷àòûõ
ñòðóêòóð èç àêòèíîâûõ ïó÷êîâ. ×åðåç 30 ìèí âîçäåéñò-
âèÿ ïðîèñõîäèò ïðàêòè÷åñêè ïîëíàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ
ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ: ñðåäíÿÿ äëèíà ïó÷êîâ

908 Å. À. Äîáðèíñêèõ, È. À. Âîðîáüåâ

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê Vero ïðè âîçäåéñòâèè BDM.

Êëåòêè íà÷èíàþò âòÿãèâàòü ëàìåëëîïîäèè ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ BDM â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ. ×åðåç 60 ìèí ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êëåòîê
óìåíüøàåòñÿ áîëüøå ÷åì âäâîå.



ìèêðîôèëàìåíòîâ óìåíüøàåòñÿ âòðîå, äî 4.53 � 0.45 ìêììèêðîôèëàìåíòîâ óìåíüøàåòñÿ âòðîå, äî 4.53 � 0.45 ìêì
(â êîíòðîëå — 12.95 � 1.03), à êîëè÷åñòâî ñíèæàåòñÿ áî-
ëåå ÷åì â 10 ðàç (ñ 48 � 1 â êîíòðîëå äî 4 � 1; ðèñ. 2, á, â).
Çà 60 ìèí âîçäåéñòâèÿ BDM ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ äåïîëèìåðèçóåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ â 90 % êëå-
òîê. Ïðè ýòîì íà àêòèâíîì êðàå êëåòêè ïðîèñõîäèò áûñò-
ðàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâîé ñåòè.

Ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê ïîä âîçäåéñòâèåì BDM íå èç-
ìåíÿåòñÿ, îäíàêî âñëåäñòâèå ïîäæàòèÿ êëåòîê íà ïîçä-
íèõ ñðîêàõ èíêóáàöèè ñòàíîâèòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåâîç-
ìîæíî ïðîñëåäèòü çà îòäåëüíûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè.

Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìûå íàìè èçìåíåíèÿ â
êëåòêàõ Vero ñîîòâåòñòâóþò îïèñàííûì ðàíåå (Cramer,
Mitchison, 1995).

Â î ç ä å é ñ ò â è å B D M í à ê ë å ò ê è, â ê î ò î ð û õ à ê -
ò è í î â û å ô è ë à ì å í ò û ð à ç ð ó ø å í û ë à ò ð ó í ê ó ë è -
í î ì B. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè àêòèíîâûõ ïó÷êîâ â ïðîöåñ-
ñå ïîäòÿãèâàíèÿ ëàìåëëû êëåòêè áûëî ïðîàíàëèçèðîâà-
íî ïîâåäåíèå êëåòîê â ïðèñóòñòâèè BDM, â êîòîðûõ

ìèêðîôèëàìåíòû ïðåäâàðèòåëüíî áûëè äåïîëèìåðèçî-
âàíû ëàòðóíêóëèíîì B. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êóëü-
òèâèðóåìûå â íîðìàëüíîé ñðåäå.

×åðåç 10 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ëàòðóíêóëèíà B (5 íÌ)
ïðîèñõîäèò ïðàêòè÷åñêè ïîëíàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ ïó÷-
êîâ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, îäíàêî ëàìåëëû êëåòîê
íå âòÿãèâàþòñÿ (ðèñ. 3) è ïëîùàäü êëåòîê ïðàêòè÷åñêè
íå èçìåíÿåòñÿ (2004 � 125 ìêì2 â êîíòðîëå è 2075 �
� 133 ìêì2 ïîñëå 10 ìèí âîçäåéñòâèÿ ëàòðóíêóëèíà B).
Ýôôåêò ëàòðóíêóëèíà, òàêèì îáðàçîì, îêàçàëñÿ àíàëî-
ãè÷íûì îïèñàííîìó ýôôåêòó öèòîõàëàçèíîâ B è Ä â íèç-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ (Domnina et al., 1982). Íà ñèñòåìó
ìèêðîòðóáî÷åê ëàòðóíêóëèí B íå âëèÿë. Îíà îñòàâàëàñü
ðàäèàëüíîé, ñ ôîêóñîì ñõîæäåíèÿ íà öåíòðîñîìå è ïðÿ-
ìûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè, äîõîäÿùèìè äî êðàÿ êëåòîê,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò äàííûì ëèòåðàòóðû (Spector et al., 1983;
Peterson et al., 2000).

Ïîñëå äîáàâëåíèÿ BDM íà ôîíå ëàòðóíêóëèíà êëåò-
êè ñîêðàùàþòñÿ áîëåå àêòèâíî, ÷åì â åãî îòñóòñòâèå:
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà ïðè âîçäåéñòâèè BDM íà êëåòêè Vero.

Âåðõíèé ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, ñðåäíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà òóáóëèí, íèæíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àê-
òèí. à — êîíòðîëüíûå êëåòêè. á—ã — âîçäåéñòâèå BDM 5, 30 è 60 ìèí ñîîòâåòñòâåííî: á — êëåòêè íà÷èíàþò âòÿãèâàòü ëàìåëëîïîäèè (÷åðíûå ñòðåë-
êè), ñòðåññ-ôèáðèëëû ñòàíîâÿòñÿ òîíüøå (áåëûå ñòðåëêè); ðàäèàëüíàÿ ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê ñîõðàíÿåòñÿ; â — êëåòêè ïðîäîëæàþò âòÿãèâàòü ëàìåëëî-
ïîäèè (÷åðíûå ñòðåëêè), ñòðåññ-ôèáðèëëû ðàçáèðàþòñÿ (áåëûå ñòðåëêè), ìèêðîòðóáî÷êè ñòàíîâÿòñÿ èçâèòûìè íà ïåðèôåðèè êëåòêè; ã — êëåòêè ïîä-

æèìàþòñÿ, ñòðåññ-ôèáðèëëû ïî÷òè âñå äåïîëèìåðèçóþòñÿ, ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê ñòàíîâèòñÿ áîëåå ïëîòíîé. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.
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Ðèñ. 3. Êëåòêè Vero, îáðàáîòàííûå ëàòðóíêóëèíîì B, ñîêðàùàþòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè BDM.

à — êîíòðîëü; á — 5 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ëàòðóíêóëèíà, ôîðìà ëàìåëëû íå îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîé; â — 1 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ BDM, àêòèâíûå
êðàÿ âòÿãèâàþòñÿ; ã — 20 ìèí âîçäåéñòâèÿ BDM, êëåòêè ïðîäîëæàþò ñîêðàùàòüñÿ. Ñòðåëêàìè óêàçàíû âòÿãèâàþùèåñÿ àêòèâíûå êðàÿ. Ìàñøòàáíûé

îòðåçîê — 10 ìêì.

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê Vero ïðè âîçäåéñòâèè ëàòðóíêóëèíà B (1, 5 è 10 ìèí) è ëàòðóíêóëèíà B + BDM.

Ïëîùàäü êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà B, îäíàêî íåìåäëåííî íà÷èíàåò óìåíüøàòüñÿ ïðè äîáàâëåíèè BDM.



óæå ÷åðåç 1 ìèí êëåòêè íà÷èíàþò âòÿãèâàòü àêòèâíûå
êðàÿ (ðèñ. 3, 4). Â òå÷åíèå 30 ìèí ïëîùàäü êëåòîê óìåíü-
øàåòñÿ ïðèìåðíî íà 55 %. Óæå íà ðàííèõ ñðîêàõ âîçäåé-
ñòâèÿ BDM ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê ñòàíîâèòñÿ õàîòè÷íîé,
èñ÷åçàåò ôîêóñ ñõîæäåíèÿ (ðèñ. 5).

Òàêèì îáðàçîì, âòÿãèâàíèå àêòèâíûõ êðàåâ ïðîèñõî-
äèò â îòñóòñòâèå àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë, ïðè÷åì
ïðîöåññ ñîêðàùåíèÿ êëåòêè óñêîðÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
âòÿãèâàíèåì ïðè âîçäåéñòâèè òîëüêî îäíîãî BDM.

Ïîñêîëüêó ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â ïðîöåññå ñîêðà-
ùåíèÿ êëåòîê èçìåíÿëàñü, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ìèêðî-
òðóáî÷êè ó÷àñòâóþò â ïðîöåññå âòÿãèâàíèÿ êëåòî÷íîé
ëàìåëëû. Äëÿ ïðîâåðêè äàííîé ãèïîòåçû ìèêðîòðóáî÷êè
äåïîëèìåðèçîâàëè âîçäåéñòâèåì íîêîäàçîëà, çàòåì â
ñðåäó äîáàâëÿëè BDM è îöåíèâàëè ïîâåäåíèå êëåòîê.

Â î ç ä å é ñ ò â è å B D M í à ê ë å ò ê è, â ê î ò î ð û õ
ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ ê è ï ð å ä â à ð è ò å ë ü í î ä å ï î ë è ì å -
ð è ç î â à í û í î ê î ä à ç î ë î ì. Â ðåçóëüòàòå 2-÷àñîâîé èí-
êóáàöèè ñ íîêîäàçîëîì ìèêðîòðóáî÷êè áûëè ïîëíîñòüþ
äåïîëèìåðèçîâàíû, íî àêòèíîâûå ôèëàìåíòû â òåëå êëå-
òîê ñîõðàíÿëèñü. Êëåòêè ñ äåïîëèìåðèçîâàííûìè ìèê-
ðîòðóáî÷êàìè òåðÿëè ïîëÿðèçàöèþ, èõ ïëîùàäü óìåíü-
øàëàñü ïðèìåðíî íà 20 %, ÷òî òàêæå ñîîòâåòñòâóåò ðàíåå
îïèñàííûì äàííûì (Pletjushkina et al., 2001). Ïó÷êè àê-
òèíà â êëåòêàõ Vero áûëè ñèëüíî ãèïåðòðîôèðîâàíû ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Õîòÿ ïîñëå äåïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê è ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå
ëàìåëëîïîäèé, êîëè÷åñòâî àêòèíà â íèõ ñíèæàåòñÿ. Â îò-
ñóòñòâèå ìèêðîòðóáî÷åê êëåòêè íå ðåàãèðóþò íà BDM: îíè
îñòàþòñÿ ðàñïëàñòàííûìè ñïóñòÿ 60 ìèí èíêóáàöèè â

Ìèêðîòðóáî÷êè íåîáõîäèìû äëÿ âòÿãèâàíèÿ ëàìåëëû â êëåòêàõ Vero 911

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà ïðè âîçäåéñòâèè ëàòðóíêóëèíà B è BDM íà êëåòêè Vero.

Âåðõíèé ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, ñðåäíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà òóáóëèí, íèæíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àê-
òèí. à — êîíòðîëü; á — âîçäåéñòâèå ëàòðóíêóëèíà B, 10 ìèí; â — ñîâìåñòíîå âîçäåéñòâèå ëàòðóíêóëèíà B è BDM, 30 ìèí. á — ïëîùàäü êëåòîê íå èç-
ìåíèëàñü, ïó÷êè àêòèíà (ñòðåññ-ôèáðèëëû) äåïîëèìåðèçîâàíû; â — êëåòêè ïîäæèìàþòñÿ, ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê áîëåå ïëîòíàÿ, ïó÷êè àêòèíà îòñóòñò-

âóþò. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



ñðåäå ñ BDM è ïëîùàäü èõ íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 6). Â äàëü-
íåéøåì â òå÷åíèå 1 ñóò êëåòêè òàêæå íå èçìåíÿþò ñâîþ
ôîðìó. Ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ äåïîëèìåðèçóþò-
ñÿ â îòâåò íà äåéñòâèå BDM ìåäëåííåå, ÷åì ïðè íàëè÷èè
ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê: ÷åðåç 60 ìèí ïó÷êè àêòèíà îñòàþò-
ñÿ ãèïåðòðîôèðîâàííûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè
êëåòêàìè. Â ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà ïîëíàÿ äåïîëèìå-
ðèçàöèÿ àêòèíîâûõ ïó÷êîâ â 90 % êëåòîê ïðîèñõîäèò
òîëüêî ïîñëå 24 ÷ âîçäåéñòâèÿ BDM.

Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ ïîäòâåðäèëè, ÷òî ïðè
äîáàâëåíèè íîêîäàçîëà êëåòêè òåðÿþò ïîëÿðíîñòü, íî
îñòàþòñÿ ðàñïëàñòàííûìè. Â îòâåò íà ââåäåíèå BDM ïî-
âåäåíèå òàêèõ êëåòîê íå èçìåíÿåòñÿ. Óäàëåíèå íîêîäàçî-
ëà èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ (íî íå BDM!) ïðèâîäèò ê
òîìó, ÷òî êëåòêè íà÷èíàþò âòÿãèâàòü êðàÿ (ïî âñåìó ïå-

ðèìåòðó) ïðèìåðíî ÷åðåç 6 ìèí è â äàëüíåéøåì â òå÷å-
íèå 60 ìèí ïðîäîëæàþò ïîäæèìàòüñÿ. Ñîãëàñíî äàííûì
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, 6 ìèí — ýòî âðåìÿ,
çà êîòîðîå ïåðâûå ìèêðîòðóáî÷êè äîðàñòàþò äî êðàÿ
êëåòêè.

Èçìåíåíèå ïëîùàäè êëåòîê ïðè âîññòàíîâëåíèè
ìèêðîòðóáî÷åê â ïðèñóòñòâèè BDM îïðåäåëÿëè íà ôèê-
ñèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êî-
òîðûå ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íîêîäàçîëà ïåðåíîñèëè â ÷èñ-
òóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Â òå÷åíèå 1 ÷ ïëîùàäü êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè BDM óìåíüøàëàñü ïî÷òè âäâîå, òîãäà êàê
â êîíòðîëå çà òî æå âðåìÿ îíà óâåëè÷èâàëàñü (ðèñ. 7).

Ïðè îòìûâêå îò íîêîäàçîëà ìèêðîòðóáî÷êè íà÷èíà-
þò âîññòàíàâëèâàòüñÿ óæå ÷åðåç 2 ìèí, ïðè ýòîì â îñíîâ-
íîì îáðàçóþòñÿ öåíòðîñîìàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè è íå-
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Ðèñ. 6. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè è öèòîñêåëåòà êëåòîê Vero ïðè âîçäåéñòâèè íîêîäàçîëà â òå÷åíèå 2 ÷.

Âåðõíèé ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, ñðåäíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà òóáóëèí, íèæíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àê-
òèí. à — êîíòðîëü. á, â — 30 ìèí è 2 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ íîêîäàçîëà ñîîòâåòñòâåííî: á — ïó÷êè àêòèíà (ñòðåññ-ôèáðèëëû) ãèïåðòðîôèðîâàíû (áåëûå
ñòðåëêè), ìèêðîòðóáî÷êè ïðàêòè÷åñêè âñå ðàçîáðàíû (ãîëîâêè ñòðåëîê), ïëîùàäü êëåòîê óìåíüøèëàñü; â — ïó÷êè àêòèíà (ñòðåññ-ôèáðèëëû) ãèïåð-
òðîôèðîâàíû (áåëûå ñòðåëêè), ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê äåïîëèìåðèçîâàíà ïîëíîñòüþ, ïëîùàäü êëåòîê óìåíüøèëàñü. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê, êîòîðûå
ê 6-é ìèí âîññòàíîâëåíèÿ â ÷èñòîé ñðåäå äåïîëèìåðèçó-
þòñÿ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Ñìóðîâà è
äð., 2002; ×åðíîáåëüñêàÿ è äð., 2004). Ïðîèñõîäèò ïåðå-
ñòðîåíèå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ — ïîñòåïåííî ïó÷êè
àêòèíà ñòàíîâÿòñÿ òîíüøå. Ïðè ýòîì óâåëè÷èâàåòñÿ
ôðàêöèÿ àêòèíà íà àêòèâíîì êðàå êëåòîê è íà÷èíàþò îá-
ðàçîâûâàòüñÿ ëàìåëëîïîäèè. ×åðåç 60 ìèí âîññòàíîâëå-
íèÿ ïëîùàäü êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ ïðèìåðíî íà 53 %,
ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàåòñÿ,
ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ âîçâðàùàåòñÿ ê íîðìàëü-
íîìó âèäó — ïîÿâëÿåòñÿ àêòèí íà àêòèâíîì êðàå è ñòðåññ-
ôèáðèëëû îïÿòü ðàñïîëàãàþòñÿ ïåðïåíäèêóëÿðíî àêòèâ-
íîìó êðàþ è âäîëü äëèííîé îñè êëåòêè (ðèñ. 8).

Â ïðèñóòñòâèè BDM ìèêðîòðóáî÷êè âîññòàíàâëèâà-
þòñÿ áûñòðåå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì è â äðóãèõ ïðî-
ïîðöèÿõ: â 1-å ìèí âîññòàíîâëåíèÿ ñåòü ïðåäñòàâëåíà â
îñíîâíîì ñâîáîäíûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè, êîëè÷åñòâî êî-
òîðûõ óâåëè÷èâàåòñÿ ê 6-é ìèí âîññòàíîâëåíèÿ. Öåíòðî-
ñîìàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè òàêæå ðàñòóò áûñòðåå è ïðåä-
ñòàâëåíû á *îëüøèì ÷èñëîì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-
íûìè êëåòêàìè. Ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïîä
äåéñòâèåì BDM ïåðåñòðàèâàþòñÿ äðóãèì ñïîñîáîì, ÷åì
â êîíòðîëå, — ôðàêöèÿ íà àêòèâíîì êðàå íå ïîÿâëÿåòñÿ,
îäíàêî ñòðåññ-ôèáðèëëû ñòàíîâÿòñÿ òîíüøå è êîðî÷å.
Îäíàêî ïåðåñòðîéêà ñòðåññ-ôèáðèëë ïðîèñõîäèò ìåä-
ëåííåå, ÷åì ïðè âîçäåéñòâèè BDM íà êëåòêè, — ñêîëü-
êî-íèáóäü çàìåòíîå óòîíüøåíèå âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ê
10-é ìèí âîññòàíîâëåíèÿ. ×åðåç 60 ìèí âîññòàíîâëåíèÿ
ïëîùàäü êëåòîê óìåíüøàåòñÿ ïðèìåðíî íà 45 %, ñåòü
ìèêðîòðóáî÷åê âîññòàíàâëèâàåòñÿ, à ñèñòåìà ñòðåññ-
ôèáðèëë ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ äåïîëèìåðèçóåòñÿ
(ðèñ. 9).

Ð å ã ó ë ÿ ö è ÿ ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ ê ë å ò ê è. Äåïîëè-
ìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê âåäåò ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñò-
âà è òîëùèíû ñòðåññ-ôèáðèëë â öèòîïëàçìå, ïîòåðå ïî-
ëÿðíîñòè è ïîäâèæíîñòè ôèáðîáëàñòîâ (Vasiliev et al.,
1970; Waterman-Storer et al., 1999; Omelchenko et al.,
2002). Ýòî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì àêòèâàöèè Rho A, âîç-
ìîæíî, îñâîáîæäåíèåì GEF-H1 îò ñâÿçàííûõ ñ íèì ìèê-

ðîòðóáî÷åê (Omelchenko et al., 2002). Äåïîëèìåðèçàöèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê òàêæå óâåëè÷èâàåò àêòîìèîçèíîâóþ ñî-
êðàòèìîñòü â êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòàõ (Pletjushki-
na et al., 2001; Small et al., 2002). Îäíàêî â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ ìèêðîòðóáî÷êè ïðåïÿòñòâóþò ñîêðàùåíèþ êëå-
òîê (Wittman, Waterman-Storer, 2001; Small et al., 2002;
Rodriguez et al., 2003). Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ òîãî ÷òîáû
ïîíÿòü, êàê ìèêðîòðóáî÷êè ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ ñî-
êðàùåíèÿ, íàäî ñíà÷àëà ïîíÿòü ñâÿçü êëåòî÷íîé àäãåçèè
ñ ñîêðàòèìîñòüþ. Ôîêàëüíûå êîíòàêòû ìîãóò âîçíèêàòü
è ðàñòè òîëüêî ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ ìåõàíè÷åñêîé
ñèëû, âîçíèêàþùåé çà ñ÷åò àêòîìèîçèíîâîãî êîìïëåêñà
(Áàëëåñòðåì è äð., 2003). È ëþáîå âîçäåéñòâèå, óìåíü-
øàþùåå ñîêðàòèìîñòü êëåòêè, çàïðåùàåò ôîðìèðîâàíèå
íîâûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è ïðèâîäèò ê áûñòðîé ðàç-
áîðêå óæå ñóùåñòâóþùèõ (Chrzanovska-Wodnicka, Bur-
ridge, 1996; Helfman et al., 1999; Riveline et al., 2001). Ïî
âñåé âèäèìîñòè, BDM äåéñòâóåò íà ôîêàëüíûå êîíòàê-
òû. Ýòî ìîæåò áûòü ïðÿìîå âîçäåéñòâèå íà áåëêè, ó÷àñò-
âóþùèå â îáðàçîâàíèè ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, îäíàêî áî-
ëåå âåðîÿòíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ âëèÿíèå, îïîñðåäîâàííîå
÷åðåç ìèêðîòðóáî÷êè. Èçâåñòíî, ÷òî èíãèáèòîð ìèîçèíà
ML-7 (àíàëîã BDM) âûçûâàåò ðàçáîðêó ïåðèôåðè÷åñêèõ
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è âòÿãèâàíèå êðàÿ êëåòêè. Ýòîãî íå
íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ, â êîòîðûõ ìèêðîòðóáî÷êè áûëè
ðàçîáðàíû íîêîäàçîëîì (Kaverina et al., 2000).

Â ïëîòíî ïðèêðåïëåííûõ ê ñòåêëó ôèáðîáëàñòàõ ÷å-
ëîâåêà (êóëüòóðû AG-1523 è M-19) ïðè äîáàâëåíèè
BDM â ñðåäó ÷åðåç 1 ñóò ôîêàëüíûå êîíòàêòû, ñîäåðæà-
ùèå ïàêñèëèí, óìåíüøàëèñü â ðàçìåðå, ÷àñòî ñòàíîâè-
ëèñü òî÷å÷íûìè, èõ êîëè÷åñòâî ñíèæàëîñü, ÷àñòî îíè
ðàñïîëàãàëèñü ëèøü ïî ïåðèìåòðó êëåòîê (Äîìíèíà è
äð., 2001). BDM íàðóøàåò ïðîöåññ ïîëÿðèçàöèè ôèáðî-
áëàñòîâ ïðè ðàñïëàñòûâàíèè. Ïîäàâëåíèå ðåòðàêöèè ôèá-
ðîáëàñòîâ ñ ïîìîùüþ BDM ïðèâîäèò ê ðàçðóøåíèþ àê-
òèí-ìèîçèíîâîãî êîìïëåêñà. Ìåíÿþòñÿ ÷èñëî, ñòðóêòóðà
è îðèåíòèðîâêà ñòðåññ-ôèáðèëë. Ðàñïðåäåëåíèå ìèîçèíà
ñòàíîâèòñÿ äèôôóçíûì. Ïîÿâëÿåòñÿ ìíîãî äèôôóçíîãî
àêòèíà. Ñòåïåíü è ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëà-
ñòîâ ïðè âîçäåéñòâèè BDM ñíèæàþòñÿ. Êëåòêè ñòàíî-
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Ðèñ. 7. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê Vero ïðè âîññòàíîâëåíèè ìèêðîòðóáî÷åê â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè BDM.

Åñëè â ïðèñóòñòâèè BDM îòìûòü íîêîäàçîë, êëåòêè íà÷èíàþò âòÿãèâàòü ëàìåëëîïîäèè ÷åðåç 5—6 ìèí.



âÿòñÿ ñëåãêà ïîäæàòûìè. BDM óãíåòàåò àêòèâíîñòü ëà-
ìåëëÿðíîé öèòîïëàçìû, áëîêèðóåò äâèæåíèå àãðåãàòîâ
ðåöåïòîðîâ êîíêàâàëèíà A ïî âåðõíåé ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê, ÷òî òàêæå ñâÿçàíî ñ ðàçðóøåíèåì àêòèí-ìèîçèíîâî-
ãî êîìïëåêñà (Äîìíèíà è äð., 2001).

Äîáàâëåíèå BDM èëè ML-7 â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(30 è 20 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî) âûçûâàåò äèñïåðñèþ ôî-
êàëüíûõ êîíòàêòîâ óìåíüøåíèå èõ äëèíû â 3—5 ðàç è
óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ ãëàäêîìûøå÷íîãî a-àêòèíà â
ñòðåññ-ôèáðèëëàõ â ôèáðîáëàñòàõ ëåãêîãî è ìèîôèáðî-
áëàñòàõ (Dugina et al., 2001; Äóãèíà è äð., 2002). Â ðàáîòå
Ãëóøàíêîâîé (Gloushankova et al., 1998) îòìå÷åíû èñ-
÷åçíîâåíèå b-êàòåíèíîâûõ êîíòàêòîâ ïðè ïîäàâëåíèè
ìèîçèíîâîé ñîêðàòèìîñòè ïîä äåéñòâèåì BDM è âîññòà-
íîâëåíèå ýòèõ ñòðóêòóð ïðè ñòèìóëÿöèè êîíòðàêòèëüíî-
ñòè.

Ïðè ðàçðóøåíèè ìèêðîòðóáî÷åê â ôèáðîáëàñòàõ è
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòêàõ, íàïðîòèâ, óâåëè÷èâàþò-

ñÿ äëèíà è êîëè÷åñòâî ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ (Bershadsky
et al., 1996; Pletjushkina et al., 1998; Kirchner et al., 2003),
÷òî óñèëèâàåò êëåòî÷íóþ àäãåçèþ (Ballestrem et al., 2002;
Small et al., 2002).

Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè ðàçîáðàííûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ
BDM íå ìîæåò ïîäåéñòâîâàòü íà êîíòàêòû, òàê êàê íåò
«ïîñðåäíèêà». Ñ íà÷àëîì âîññòàíîâëåíèÿ ñèñòåìû ìèê-
ðîòðóáî÷åê è äîðàñòàíèåì êàêîãî-òî èõ ÷èñëà äî êðàÿ,
ñîäåðæàùåãî êîíòàêòû, ïðîèñõîäèò ïåðåäà÷à ñèãíàëà è
êëåòêà íà÷èíàåò âòÿãèâàòü êðàÿ.

Ïîÿâëåíèå êîðîòêèõ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê íà
ðàííèõ ñðîêàõ âîññòàíîâëåíèÿ îçíà÷àåò, ÷òî èõ îáðàçî-
âàíèå èäåò ñ äîñòàòî÷íî áîëüøîé ñêîðîñòüþ (ïî-âèäè-
ìîìó, îò èìåþùèõñÿ â öèòîïëàçìå ñàéòîâ íóêëåàöèè), à
ïîñëåäóþùåå èñ÷åçíîâåíèå ïðè âîññòàíîâëåíèè â êîíò-
ðîëå óêàçûâàåò íà íåñòàáèëüíîñòü ìèíóñîâ-êîíöîâ.

Ïðè ïîäàâëåíèè äèíàìèêè ìèêðîòðóáî÷åê çà ñ÷åò
ñíèæåíèÿ óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ ïóòåì ââåäå-

914 Å. À. Äîáðèíñêèõ, È. À. Âîðîáüåâ

Ðèñ. 8. Âîññòàíîâëåíèå ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íîêîäàçîëà.

Âåðõíèé ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, ñðåäíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà òóáóëèí, íèæíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àê-
òèí. à — êîíòðîëüíûå êëåòêè. á—ã — âîññòàíîâëåíèå ìèêðîòðóáî÷åê, 4, 6 è 60 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. à — êëåòêè íå ïîëÿðèçîâàíû, ìèêðîòðóáî÷êè îò-
ñóòñòâóþò; á — ìèêðîòðóáî÷êè íà÷èíàþò âîññòàíàâëèâàòüñÿ, ïîÿâëÿþòñÿ öåíòðîñîìàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè (ãîëîâêè áåëûõ ñòðåëîê) è ýôåìåðíûå
ñâîáîäíûå ìèêðîòðóáî÷êè (áåëûå ñòðåëêè); â — óâåëè÷èâàþòñÿ äëèíà è êîëè÷åñòâî öåíòðîñîìàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (ãîëîâêè áåëûõ ñòðåëîê), ñâî-
áîäíûå ìèêðîòðóáî÷êè ïîñòåïåííî äåïîëèìåðèçóþòñÿ, óòîí÷àþòñÿ ïó÷êè àêòèíà; ã — ïëîùàäü êëåòîê óâåëè÷èëàñü âäâîå, ïîÿâëÿþòñÿ ëàìåëëû (÷åð-

íûå ñòðåëêè), ðåîðãàíèçóåòñÿ ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



íèÿ èíãèáèòîðîâ åãî ñèíòåçà ïðîèñõîäèëî ôîðìèðîâà-
íèå ìíîãî÷èñëåííûõ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê íà íà-
÷àëüíûõ ýòàïàõ âîññòàíîâëåíèÿ (De Brabander et al., 1982).
Âåðîÿòíî, òàêîå ÿâëåíèå îáúÿñíÿåòñÿ ñõîäíûì îáðà-
çîì — íóêëåàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê áûëà ýôôåêòèâíîé çà
ñ÷åò ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèè òóáóëèíà, à âðåìÿ ñóùå-
ñòâîâàíèÿ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê âîçðàñòàëî çà ñ÷åò
çàòîðìàæèâàíèÿ äèíàìèêè ïëþñ- è ìèíóñ-êîíöîâ, êîòî-
ðîå ïðîèñõîäèò ïðè ñíèæåíèè óðîâíÿ ÀÒÔ (Gelfand,
Bershadsky, 1991).

Ïðèñóòñòâèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ñâîáîäíûõ ìèê-
ðîòðóáî÷åê â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èõ ìèíóñ-êîíöû ìîãóò áûòü ïîä âîç-
äåéñòâèåì BDM ñòàáèëèçèðîâàíû. Êàê èçâåñòíî, èíàê-
òèâàöèÿ Rac-1 èëè Cdc42 â ôèáðîáëàñòàõ ïðèâîäèò ê ñòà-
áèëèçàöèè ìèíóñ-êîíöîâ è êàê ñëåäñòâèå — ê óâåëè÷å-
íèþ äîëè ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â ðàâíîâåñíîì
ñîñòîÿíèè (Grigoriev et al., 2006). Åñëè ñ÷èòàòü, ÷òî ïðè

óäàëåíèè íîêîäàçîëà â ïðèñóòñòâèè BDM ìèíóñ-êîíöû
ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ñòàáèëèçèðîâàíû, à äèíàìè-
÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïëþñ-êîíöîâ öåíòðîñîìàëüíûõ
ìèêðîòðóáî÷åê íå îòëè÷àþòñÿ îò äèíàìè÷åñêèõ õàðàêòå-
ðèñòèê ïëþñ-êîíöîâ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (Vorob-
jev et al., 1997, 1999), òî äîëÿ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê
íà ðàííèõ ýòàïàõ âîññòàíîâëåíèÿ äîëæíà çíà÷èòåëüíî
âîçðàñòè. Äàííîå íàáëþäåíèå ìîæåò îáúÿñíèòü áûñòðîå
âòÿãèâàíèå ëàìåëëû â ýêñïåðèìåíòå ñ âîññòàíîâëåíèåì
ìèêðîòðóáî÷åê — ñòàáèëèçàöèÿ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî-
÷åê äîëæíà ïðèâåñòè ê ïîÿâëåíèþ îòíîñèòåëüíî áîëü-
øîãî ÷èñëà èõ íà ïåðèôåðèè êëåòêè, ÷òî ìîæåò óñêîðèòü
ðàçðóøåíèå ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, ãèïåðòðîôèðîâàííûõ
â îòâåò íà âîçäåéñòâèå íîêîäàçîëà.

Åñëè ðåçþìèðîâàòü ïîëó÷åííûå äàííûå, òî îêàçûâà-
åòñÿ, ÷òî ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê ïðîèñõî-
äèò ãèïåðòðîôèÿ àêòèíîâîãî ñêåëåòà è îí ïëîõî ðàçðóøà-
åòñÿ ïîä äåéñòâèåì BDM. Ïðè âîçäåéñòâèè ëàòðóíêóëè-
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Ðèñ. 9. Âîññòàíîâëåíèå ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê â ïðèñóòñòâèè BDM ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íîêîäàçîëà.

Âåðõíèé ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, ñðåäíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà òóáóëèí, íèæíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àê-
òèí. à — êîíòðîëüíûå êëåòêè; á—ã — âîññòàíîâëåíèå ìèêðîòðóáî÷åê â ïðèñóòñòâèè BDM, 4, 6 è 60 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. à — êëåòêè íå ïîëÿðèçîâàíû,
ìèêðîòðóáî÷êè îòñóòñòâóþò; á — ïîÿâëÿþòñÿ öåíòðîñîìàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè (ãîëîâêè áåëûõ ñòðåëîê) è áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýôåìåðíûõ ñâî-
áîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (áåëûå ñòðåëêè); â — óâåëè÷èâàþòñÿ äëèíà è êîëè÷åñòâî öåíòðîñîìàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (ãîëîâêè áåëûõ ñòðåëîê) è ñâîáîä-
íûõ ìèêðîòðóáî÷åê (áåëûå ñòðåëêè), ìèêðîòðóáî÷êè äîðàñòàþò äî êðàÿ êëåòêè, êëåòêè íà÷èíàþò ïîäæèìàòü ñâîè êðàÿ (÷åðíûå ñòðåëêè); ã — ïëî-
ùàäü êëåòîê óìåíüøèëàñü ïî÷òè âäâîå, ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê õàîòè÷íà, àêòèíîâûå ôèëàìåíòû äåïîëèìåðèçóþòñÿ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —

10 ìêì.



íà B ïðîèñõîäèò äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
áåç ñîêðàùåíèÿ êëåòîê, íî íà åãî ôîíå BDM ðàáîòàåò áî-
ëåå ýôôåêòèâíî. Òàêèì îáðàçîì, ñîêðàùåíèþ êëåòîê àê-
òèíîâûé öèòîñêåëåò ñêîðåå ïðåïÿòñòâóåò, ÷åì ñïîñîáñò-
âóåò. Ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê ñîñòîèò â ñëåäóþùåì: áåç íèõ
ñîêðàùåíèÿ íå ïðîèñõîäèò, íî äàæå íåáîëüøîãî ÷èñëà
ìèêðîòðóáî÷åê äîñòàòî÷íî, ÷òîáû ïðîöåññ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ (â êîíòðîëå) èëè ñîêðàùåíèÿ (ïðè âîçäåéñòâèè
BDM) èíäóöèðîâàòü. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî äëÿ âòÿãèâàíèÿ ëàìåëëû ðåøàþùèì ôàêòîðîì
ÿâëÿþòñÿ íå ñòðåññ-ôèáðèëëû, à âëèÿíèå ìèêðîòðóáî÷åê
íà ôîêàëüíûå êîíòàêòû (âåðîÿòíåå âñåãî, íà äèíàìèêó
îáìåíà ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ).
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MICROTUBULES ARE NECESSARY FOR LAMELLAE RETRACTION OF VERO CELLS
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Behavior of Vero cells under the 2,3-butaneodione monoxime (BDM) treatment was examined using video-
microscopy with contrast enhancement. After addition of BDM to the culture medium the area of cell contact
with substratum gradually reduced — within 5 min of treatment cell lamellae became thicker, after 60 min the
cell area decreased � 70 %, and the cells became nearly rounded. At the same time actin bundles (stress fibers)
depolymerized, and microtubule network became denser. Partial depolymerization of microfilaments by treat-
ment with latrunculin B at a concentration of 5 nM resulted in complete loss of stress fibers, yet cells slightly
change their form, and microtubule system remained the same as in the control cells. However, after addition of
BDM in the presence of latrunculin B cells retracted their lamellae more quickly then under BDM sole treat-
ment. To evaluate the role of microtubules in the process of cell retraction we depolymerized them with nocoda-
zole taken at the concentration of 5 ng/ml. Under nocodazole treatment the cell area decreased � 20 %, and
stress fibers became more thick and abandon. The cells did not change their form, and stress fibers depolymeri-
zed very slowly under BDM treatment in the absence of microtubules. After 1 h of BDM treatment in the pre-
sence of nocodazole stress fibers were still more numerous than in the control cells. Complete depolymerization
of stress fibers happened in 90 % of cells only in 24 h after addition of BDM. When nocodazole had been was-
hed out of the culture medium in the presence of BDM, lamellae started shrinking in 6 min. This time corres-
ponds to the time required for the partial restoration of microtubule system. On the bases of the results obtained
we conclude that retraction of the lamellae in Vero cells is guided rather mainly by microtubules, than stress-fi-
bers.
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