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Â êóëüòèâèðóåìûõ in vitro èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ æèâîòíûõ ìèêðîòðóáî÷êè îáðàçóþò ñåòü, íàèáîëåå
ïëîòíóþ â öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè, â ðàéîíå öåíòðîñîìû, è ðàçðåæåííóþ íà ïåðèôåðèè. Ïîñêîëüêó â
öåíòðàëüíîé îáëàñòè êëåòêè èäåíòèôèêàöèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê çíà÷èòåëüíî çàòðóäíåíà, à
÷àùå íåâîçìîæíà, ñóùåñòâóåò ðÿä ïîäõîäîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàç-
ìå êëåòêè, îñíîâàííûõ íà ñíèæåíèè èõ ïëîòíîñòè — êàê ðåàëüíîé, çà ñ÷åò èõ ÷àñòè÷íîé äåïîëèìåðèçà-
öèè (âîçäåéñòâèå õîëîäà èëè ìèòîñòàòèêîâ) èëè óìåíüøåíèÿ òîëùèíû êëåòêè (àíàëèç öèòîïëàñòîâ), òàê
è âèäèìîé (çà ñ÷åò ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ ïðåäñóùåñòâóþùèõ ìèêðîòðóáî÷åê è àíàëèçà òåõ, ÷òî ïîëèìå-
ðèçóåòñÿ çàíîâî). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëàãàåòñÿ ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé íà îñíîâå îïðåäåëåíèÿ îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè îöåíèòü ñîñòîÿíèå ñèñòåìû öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê â öåëîì. Ìåòîä ñîñòîèò
â ñðàâíåíèè çàâèñèìîñòåé, îïèñûâàþùèõ èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê îò öåíòðà
êëåòêè ê ïåðèôåðèè â êîíòðîëå è ýêñïåðèìåíòå. Àíàëèç ïðåäëîæåííûì ìåòîäîì æèâûõ êëåòîê ïîêàçàë,
÷òî õàðàêòåð êðèâûõ, îïèñûâàþùèõ ïàäåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò öåíòðà êëåòêè ê åå ïåðèôåðèè,
ðàçëè÷åí äëÿ ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê, çàâèñèìîñòü ìîæåò îïèñûâàòüñÿ êàê ýêñïîíåíöèàëüíîé (êóëüòóðà
CHO), òàê è ëèíåéíîé (êóëüòóðû NIH-3T3 è REF) ðåãðåññèåé. Íàøè ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëè-
ëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî õàðàêòåð çàâèñèìîñòè îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì ñâîáîäíûõ è ñâÿçàííûõ ñ öåíò-
ðîñîìîé ìèêðîòðóáî÷åê è ïîëîæåíèåì èõ êîíöîâ â öèòîïëàçìå êëåòîê. Äëÿ ïðîâåðêè äàííîãî ïðåäïîëî-
æåíèÿ áûëè ðàññìîòðåíû ìîäåëüíûå ñèñòåìû, ãäå âñå ìèêðîòðóáî÷êè ïðåäïîëàãàëèñü ïðÿìûìè è ðà-
äèàëüíî ðàñõîäÿùèìèñÿ îò öåíòðîñîìû, íî ñ ðàçëè÷íûì ðàñïîëîæåíèåì ïëþñ- è ìèíóñ-êîíöîâ.
Â ìîäåëüíîé ñèñòåìå, â êîòîðîé âñå ìèíóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ñâÿçàíû ñ öåíòðîñîìîé, à ïëþñ-êîíöû
íàõîäÿòñÿ íà ðàçëè÷íîì ðàññòîÿíèè îò íåå, ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê îïèñûâàåòñÿ ýêñïîíåíòîé
(f(x) = ae–bx). Ââåäåíèå â ñèñòåìó ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ õàðàêòåðà çàâèñèìî-
ñòè, è ñèñòåìà, â êîòîðîé ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê, èìåþùèõ ìèíóñ-êîíöû íà ðàçëè÷íîì ðàññòîÿíèè
îò öåíòðîñîìû, â 5 ðàç áîëüøå, ÷åì ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé, îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì ëèíåéíîé ðåã-
ðåññèè (f(x) = k�x + b), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûì çàâèñèìîñòÿì äëÿ êëåòîê 3T3 è
REF. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîëàãàåì, ÷òî äàæå â êëåòêàõ ñ ðàäèàëüíîé ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê ñâîáîäíûå
ìèêðîòðóáî÷êè ìîãóò ñîñòàâëÿòü áîëüøèíñòâî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öåíòðîñîìû, ñâÿçàííûå ñ öåíòðîñîìîé ìèêðîòðóáî÷êè, ñâîáîäíûå ìèêðîòðó-
áî÷êè, ðàñïðåäåëåíèå ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêå, âèäåîìèêðîñêîïèÿ.

Ìèêðîòðóáî÷êè — óíèâåðñàëüíûé êîìïîíåíò öèòî-
ñêåëåòà æèâîòíîé êëåòêè — áûëè âïåðâûå îïèñàíû è ïî-
äðîáíî èññëåäîâàíû íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì
óðîâíå ïîñëå ââåäåíèÿ â ïðàêòèêó àëüäåãèäíîé ôèêñà-
öèè (Ledbetter, Porter, 1963; Porter, 1966; Stubblefield,
Brinkley, 1966; De Harven, 1968). Ìåòîä òðàíñìèññèîí-
íîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëÿë âûÿâëÿòü ìèêðîòðóáî÷êè íà
óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ êëåòîê è òêàíåé, íî ïðîñëåäèòü çà
ïðîòÿæåííûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè áûëî ñëîæíî. Ñ ïîÿâ-
ëåíèåì ìîíîñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê òóáóëèíó ìèêðî-
òðóáî÷êè ñòàëè èçó÷àòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäà èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ (Brinkley et al., 1975; Weber et
al., 1975). Ìåòîä ïîçâîëèë âèäåòü îòäåëüíûå èíäèâèäó-
àëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè íà ïåðèôåðèè êëåòêè èëè â òîí-
êèõ ó÷àñòêàõ ëàìåëëû, íî íå âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå
êëåòêè (ãäå âûñîêàÿ ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê è áîëü-

øàÿ òîëùèíà êëåòêè ïðåïÿòñòâîâàëè èõ âûÿâëåíèþ).
Ïðåäëîæåííûå ïîçäíåå âûñîêîâîëüòíàÿ ýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ öåëûõ êëåòîê (Osborn et al., 1978) è ìåòîä
ðåïëèê (Svitkina, Borisy, 1998), íåñìîòðÿ íà áîëüøîå óâå-
ëè÷åíèå, êîòîðîå îáåñïå÷èâàåò ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï,
òàêæå ìîãëè èñïîëüçîâàòüñÿ òîëüêî äëÿ àíàëèçà êëåòîê ñ
íåçíà÷èòåëüíîé ïëîòíîñòüþ ìèêðîòðóáî÷åê.

Ïîÿâèâøèåñÿ â êîíöå ïðîøëîãî âåêà ìåòîäû âèäåî-
ìèêðîñêîïèè ñ óñèëåíèåì êîíòðàñòà äàëè âîçìîæíîñòü
âåðíóòüñÿ íà óðîâåíü ñâåòîîïòè÷åñêèõ íàáëþäåíèé, à
ðàçâèòèå ìåòîäèêè ìèêðîèíúåêöèé ìå÷åíîãî òóáóëèíà â
êëåòêó ïîçâîëèëî èññëåäîâàòü ìèêðîòðóáî÷êè â æèâûõ
êëåòêàõ (Keating et al., 1997; Vorobjev et al., 1997, 1999;
Borisy, Rodionov, 1999; Wadsworth, 1999). Îêàçàëîñü, ÷òî
îáùåå ÷èñëî ìèêðîòðóáî÷åê â êóëüòèâèðóåìîé æèâîò-
íîé êëåòêå êîëåáëåòñÿ îò 100—200 â íåáîëüøèõ ïî ðàç-
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ìåðàì êëåòêàõ CHO (Komarova et al., 2002) èëè êåðàòî-
öèòàõ ðûá (Vorobjev et al., 2003) äî 5000 è áîëåå â ìåëàíî-
ôîðàõ ðûá (Vorobjev et al., 1999). Â òå æå ãîäû áûëè äå-
òàëüíî îïèñàíû äèíàìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè èíäè-
âèäóàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (Shelden, Wadsworth, 1993;
Dhamodharan, Wadsworth, 1995; Danowski, 1998; Yvon et
al., 1999; Rusan et al., 2001). Îäíàêî ñî âðåìåíåì ñòàëî
ÿñíî, ÷òî, èñïîëüçóÿ ïàðàìåòðû, õîðîøî îïèñûâàþùèå
ïîâåäåíèå îòäåëüíîé ìèêðîòðóáî÷êè, îõàðàêòåðèçîâàòü
ïîâåäåíèå âñåé èõ ïîïóëÿöèè â êëåòêå çàòðóäíèòåëüíî.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé õàðàêòåðèñòèêè ïîâåäåíèÿ ïî-
ïóëÿöèè ìèêðîòðóáî÷åê â öåëîì áûëà ïðåäëîæåíà ìî-
äåëü, â êîòîðîé êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ðàññìàòðèâàþòñÿ
êàê òî÷êè, à èõ ïîâåäåíèå â æèâîé êëåòêå îïèñûâàåòñÿ
êàê îäíîìåðíàÿ äèôôóçèÿ (Vorobjev et al., 1997, 1999).
Òàêîé ïîäõîä äàåò âîçìîæíîñòü ïðåäñêàçûâàòü èçìå-
íåíèÿ â ñèñòåìå ìèêðîòðóáî÷åê íà îñíîâàíèè èçìåíå-
íèÿ ïîâåäåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (Vorob-
jev et al., 1997; Komarova et al., 2002; Mimori-Kiyosue et al.,
2005), îäíàêî îí ïðèëîæèì òîëüêî ê êëåòêàì, â êîòîðûõ
ïëþñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü.

Ñóùåñòâóåò ðÿä ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ äëÿ
èññëåäîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå
êëåòêè, ñâÿçàííûõ ñ óìåíüøåíèåì èõ ïëîòíîñòè. Âñå èñ-
ïîëüçóåìûå ìåòîäû ïîäðàçóìåâàþò ïîòåðþ ÷àñòè ìèê-
ðîòðóáî÷åê — ëèáî äåéñòâèòåëüíî ïðîèñõîäÿùóþ â ðåàëü-
íîñòè (ïðè ÷àñòè÷íîé äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê
èëè ýíóêëåàöèè êëåòîê), ëèáî ìíèìóþ, âûÿâëÿåìóþ òî-
ëüêî ëèøü âèçóàëüíî (êîãäà çà ñ÷åò ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ
ïðåäñóùåñòâóþùèõ ìèêðîòðóáî÷åê ýêñïåðèìåíòàòîð íà-
áëþäàåò òîëüêî âíîâü ïîëèìåðèçóþùèåñÿ). Òàêèì îáðà-
çîì, ñàìà ìåòîäèêà ïðîâåäåíèÿ ïîäîáíûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ íå ïîçâîëÿåò àíàëèçèðîâàòü âñþ ïîïóëÿöèþ ìèêðî-
òðóáî÷åê, îñòàâëÿÿ ïðîáëåìó îòêðûòîé. Íåîáõîäèìû
õàðàêòåðèñòèêè, êîòîðûå ïîçâîëÿþò îöåíèòü èçìåíåíèÿ
â ñèñòåìå ìèêðîòðóáî÷åê â óñëîâèÿõ, êîãäà ïëîòíîñòü
ìèêðîòðóáî÷åê âåëèêà è âûäåëèòü èíäèâèäóàëüíûå ìèê-
ðîòðóáî÷êè íåâîçìîæíî. Ðàíåå íàìè áûëà ïðåäëîæåíà
îäíà èç òàêèõ õàðàêòåðèñòèê — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åíûõ ìèêðîòðóáî÷åê, èçìåðåíèå êî-
òîðîé íà ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ ïîçâîëÿåò îöåíèòü
èõ êîëè÷åñòâî â äàííîì ðàéîíå êëåòêè (Ñìóðîâà è äð.,
2002). Ìåòîä ïîçâîëèë óñòàíîâèòü, ÷òî â õîäå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ âîçäåéñòâèé ðàñïðåäåëåíèå ìèêðîòðóáî÷åê
ìåæäó öåíòðàëüíîé ÷àñòüþ è ïåðèôåðèåé êëåòîê èçìåíÿ-
åòñÿ (Ñìóðîâà è äð., 2002; ×åðíîáåëüñêàÿ è äð., 2004).

Ðàçâèâàÿ ïðåäëîæåííûé ïîäõîä, â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ìû ïîñòàâèëè çàäà÷ó èññëåäîâàòü ðàñïðåäåëåíèå ìèêðî-
òðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå íàòèâíûõ æèâûõ
êëåòîê ðàçíûõ ëèíèé ïî ïëîòíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ýêçî-
ãåííîãî Cy3-ìå÷åííîãî òóáóëèíà è ïîëó÷åííûå äëÿ æè-
âûõ êëåòîê çàâèñèìîñòè âîñïðîèçâåñòè íà ìîäåëüíîé
ñèñòåìå èç ðàäèàëüíî ðàñõîäÿùèõñÿ ïðÿìûõ ìèêðîòðó-
áî÷åê. Ïðåäëàãàåìûé ìåòîä ïîçâîëèò îöåíèòü ñîîòíîøå-
íèå ñâîáîäíûõ è ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé ìèêðîòðóáî-
÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå êëåòêè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð û ê ë å ò î ê. Êëåòêè ëèíèè CHO êóëüòèâè-
ðîâàëè â ñðåäå F-10 ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé
òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è ãåíòàìèöèíà. Îáå êëåòî÷íûå ëè-
íèè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2 è âûñåâàëè äëÿ
ýêñïåðèìåíòîâ â ÷àøêè Ïåòðè, â äíî êîòîðûõ áûëè

âìîíòèðîâàíû ðàçëèíîâàííûå ïîêðîâíûå ñòåêëà (Bellco
Glass, Inc., Vineland, NJ).

Êëåòêè ëèíèè NIH-3T3 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM/F12 (Sigma, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è ãåíòàìèöèíà.

Êëåòêè ëèíèè REF êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 %
CO2 â ñðåäå DMEM/F12 (Sigma, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì
3 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è ãåíòàìèöèíà
è âûñàæèâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ íà ïîêðîâíûå ñòåêëà.

Î á å ñ ö â å ÷ è â à í è å ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ì å ÷ å í-
í û õ ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê â æ è â î é ê ë å ò ê å. Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ñóò, ïîñëå ÷åãî â öèòîïëàç-
ìó èíúåöèðîâàëè Cy3-ìå÷åííûé òóáóëèí â êîíöåíòðà-
öèè 10 ìã/ìë ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Komarova et
al., 2002). Íàáëþäåíèÿ íà÷èíàëè ñïóñòÿ 3—4 ÷ ïîñëå
ìèêðîèíúåêöèè, âî âðåìÿ íàáëþäåíèÿ òåìïåðàòóðó íà
ñòîëèêå ìèêðîñêîïà ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå 36—37 °Ñ.
Äëÿ íàáëþäåíèÿ çà ìèêðîòðóáî÷êàìè, ïîëèìåðèçîâàí-
íûìè èç ýêçîãåííîãî Cy3-òóáóëèíà, â ñðåäó êóëüòèâèðî-
âàíèÿ äîáàâëÿëè îêñèðàçó (Oxyrase, Inc., Ashland, OH),
ïîçâîëÿþùóþ ñíèçèòü ýôôåêòû ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ è
ôîòîïîâðåæäåíèÿ êëåòîê (Mikhailov, Gundersen, 1995).
Çàòåì ïîâåðõ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû íàíîñèëè ñëîé ìèíå-
ðàëüíîãî ìàñëà, ÷òî ïîçâîëÿëî ïðåäîòâðàòèòü çàêèñëå-
íèå ñðåäû â õîäå ýêñïåðèìåíòà, âîçíèêàþùåå çà ñ÷åò åå
êîíòàêòà ñ âîçäóõîì.

Îáåñöâå÷èâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê ïðîâîäèëè, èñïîëü-
çóÿ àðãîíîâûé ëàçåð ìîùíîñòüþ 3 Âò, íà èíâåðòèðîâàí-
íîì ìèêðîñêîïå Nikon Eclipse, êàê îïèñàíî ðàíåå (Kea-
ting et al., 1997). Äëÿ óäîáñòâà èçìåðåíèÿ ôîêóñèðîâêà
ëàçåðà áûëà èçìåíåíà òàêèì îáðàçîì, ÷òî îáëàñòü âîç-
äåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ óâåëè÷èëàñü äî ïîëîñû
øèðèíîé 8—10 ìêì è äëèíîé 40—50 ìêì (ðèñ. 1).

Êëåòêè íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî
ìèêðîñêîïà Nikon Eclipse ñ îáúåêòèâîì Plan 100�,
1.3 NA, 16-áèòíûå èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
îõëàæäàåìîé CCD-êàìåðû (CH250, Photometrics Ltd.,
Tucson, AZ), óïðàâëÿåìîé ïðîãðàììîé Metamorph (Uni-
versal Imaging Corp., Westchester, PA). Ñåðèè èç 100—
200 èçîáðàæåíèé ôîòîãðàôèðîâàëè ñ èíòåðâàëîì 3 ñ;
ñúåìêó íà÷èíàëè çà 30—60 ñ äî ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê.

È ç ì å ð å í è å è í ò å í ñ è â í î ñ ò è ô ë ó î ð å ñ ö å í-
ö è è ò ó á ó ë è í à â ö è ò î ï ë à ç ì å æ è â û õ ê ë å ò î ê. Èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Cy3-òóáóëèíà â öèòîïëàçìå
æèâûõ êëåòîê CHO, NIH-3T3 è REF èçìåðÿëè ÷åðåç
3—4 ÷ ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè (ò. å. ïîñëå äîñòèæåíèÿ
ðàâíîâåñíîãî ñîñòîÿíèÿ) â äåñÿòè êâàäðàòíûõ ó÷àñòêàõ
ñî ñòîðîíîé 3.5 ìêì, ðàñïîëîæåííûõ îäèí çà äðóãèì, îò
ðàéîíà öåíòðîñîìû (1-é ó÷àñòîê èçìåðåíèÿ) äî êðàÿ
êëåòêè (10-é ó÷àñòîê èçìåðåíèÿ). Èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû MetaMorph
(Universal Imaging, ÑØÀ) êàê ñðåäíþþ îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü íà íåîáðàáîòàííûõ èçîáðàæåíèÿõ êëåòîê. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî-
÷åê èç çíà÷åíèé îáùåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â
êàæäîì äàííîì ó÷àñòêå èçìåðåíèÿ áûëè âû÷òåíû çíà÷å-
íèÿ èíòåíñèâíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå äåïîëèìåðèçîâàí-
íîìó òóáóëèíó, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì. Ïåðâóþ ñåðèþ èçìåðåíèé â âûáðàííûõ ó÷àñòêàõ
êàæäîé êëåòêè ïðîâîäèëè äî âîçäåéñòâèÿ ëàçåðíûì ïó÷-
êîì (ðèñ. 1, à), à âòîðóþ ñåðèþ â òåõ æå ó÷àñòêàõ èçìåðå-
íèÿ, íî ÷åðåç 6—9 ñ ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ò. å. â òî âðåìÿ,
êîãäà âñå ìèêðîòðóáî÷êè áûëè îáåñöâå÷åíû) è îíà îòðà-
æàëà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òîëüêî ðàñòâîðåí-
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íîãî Cy3-òóáóëèíà, ïîñêîëüêó êîíñòàíòà äèôôóçèè òó-
áóëèíà äîñòàòî÷íî âåëèêà è ðàâíîâåñèå çà ýòîò ïåðèîä
âðåìåíè äîñòèãàëîñü (ðèñ. 1, á). Äàííûé ïîäõîä ïîçâî-
ëÿåò èñêëþ÷èòü ïîïðàâêó, êîòîðóþ ìû äåëàëè â ïðåäû-
äóùèõ ðàáîòàõ, íà ðàçëè÷èå ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ ðàñòâî-
ðåííîãî Cy3-òóáóëèíà â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ êëåòêè â ñâÿçè
ñ íåîäíîðîäíîñòüþ åå òîëùèíû, çíà÷èòåëüíî áîëüøåé â
öåíòðàëüíîé îáëàñòè êëåòêè ïî ñðàâíåíèþ ñ åå ïåðèôå-
ðèåé (Ñìóðîâà è äð., 2002; ×åðíîáåëüñêàÿ è äð., 2004).

Ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê (rÌÒ) â êàæäîì ó÷àñòêå
èçìåðåíèÿ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå

rÌÒ = Iòóá. – Ið/òóá.,

ãäå Iòóá. — ïîëíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òóáó-
ëèíà, à Ið/òóá. — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâî-
ðåííîãî â öèòîïëàçìå òóáóëèíà.

Ðàññ÷èòàííûå çíà÷åíèÿ ïëîòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê
äëÿ äàííîãî ó÷àñòêà èçìåðåíèÿ, óñðåäíåííûå ïî 10 êëåò-
êàì, èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãèñòîãðàìì.

Ì î ä å ë è ð î â à í è å ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê.
Äëÿ àíàëèçà ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê áûë ïðèìåíåí ìå-
òîä èõ ìîäåëèðîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé
ïðîãðàììû âåêòîðíîé ãðàôèêè Corel Draw 10 (Corel Cor-
poration, ÑØÀ). Â ïðîãðàììå ìîäåëèðîâàëè èçîáðàæå-
íèÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê ñ çàäàí-
íûìè ïàðàìåòðàìè, ïðîðèñîâûâàëè êîíòóðû, èçîáðàæà-
þùèå êëåòêè ñ îïðåäåëåííûì ñîîòíîøåíèåì è âçàèìíûì
ðàñïîëîæåíèåì ñâîáîäíûõ è ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé
ìèêðîòðóáî÷åê. Â ìîäåëüíîé ñèñòåìå ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî ìèêðîòðóáî÷êè ïðÿìûå, è èõ èçîáðàæàëè ïðÿìûìè
ëèíèÿìè îäèíàêîâîé òîëùèíû.

Êàê ñâÿçàííûå ñ «öåíòðîñîìîé», òàê è ñâîáîäíûå
«ìèêðîòðóáî÷êè» áûëè îðèåíòèðîâàíû ðàäèàëüíî —
îíè ðàñõîäèëèñü èç öåíòðàëüíîé îáëàñòè «êëåòêè» (èç
òî÷êè, êîòîðóþ óñëîâíî ñ÷èòàëè «öåíòðîñîìîé») è íè-
êîãäà íå ïåðåñåêàëèñü. «Ìèêðîòðóáî÷êè» ðàñïîëàãàëèñü
ðàâíîìåðíî, ò. å. íà êàæäîì çàäàííîì ðàññòîÿíèè îò
«öåíòðîñîìû» äî êðàÿ «êëåòêè» ðàññòîÿíèå ìåæäó ëþ-
áûìè ñîñåäíèìè «ìèêðîòðóáî÷êàìè» áûëî îäèíàêîâûì
(ðèñ. 3, 4). Îáùåå ÷èñëî «ìèêðîòðóáî÷åê» â ìîäåëüíîé
êëåòêå ñîñòàâëÿëî 400, ïî äëèíå è ïîëîæåíèþ êîíöîâ
îíè ðàçäåëÿëèñü íà íåñêîëüêî êëàññîâ. Áûëî ðàññìîòðå-
íî ïÿòü òèïîâ ìîäåëüíûõ «êëåòîê» ñî ñëåäóþùèìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè.

1. Ñèñòåìà «ìèêðîòðóáî÷åê» ñîñòîÿëà òîëüêî èç ñâÿ-
çàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷åê», èìåþùèõ
äëèíó, ðàâíóþ ðàäèóñó êëåòêè (ïðîêñèìàëüíûå êîíöû
âñåõ «ìèêðîòðóáî÷åê» ðàñïîëàãàëèñü íà «öåíòðîñîìå»,
äèñòàëüíûå — ó êðàÿ «êëåòêè»).

2. Âñå «ìèêðîòðóáî÷êè» áûëè ñâÿçàíû ñ «öåíòðîñî-
ìîé», íî òîëüêî ïîëîâèíà «ìèêðîòðóáî÷åê» èìåëà äëè-
íó, ðàâíóþ ðàäèóñó «êëåòêè»; âòîðàÿ ïîëîâèíà èìåëà
äëèíó, ðàâíóþ 1/2 ðàäèóñà «êëåòêè».

3. Òàêæå ïðèñóòñòâîâàëè òîëüêî ñâÿçàííûå ñ «öåíò-
ðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷êè», íî äëèíà èõ áûëà ðàçëè÷-
íîé — ïåðâàÿ òðåòü «ìèêðîòðóáî÷åê» äîõîäèëà äî êðàÿ
«êëåòêè», âòîðàÿ òðåòü «ìèêðîòðóáî÷åê» èìåëà äëèíó,
ïðèìåðíî ðàâíóþ 2/3 îò ðàäèóñà «êëåòêè», è äëèíà
îñòàâøèõñÿ «ìèêðîòðóáî÷åê» ñîñòàâëÿëà 1/3 îò ðàäèóñà
«êëåòêè».

4. Ïîìèìî ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé» ïðèñóòñòâî-
âàëè ðàäèàëüíî ðàñïîëîæåííûå ñâîáîäíûå «ìèêðîòðó-
áî÷êè» (èõ ïðîêñèìàëüíûå êîíöû íå áûëè ñâÿçàíû
ñ «öåíòðîñîìîé», à äèñòàëüíûå áûëè íàïðàâëåíû â ñòî-

ðîíó «êëåòî÷íîé ìåìáðàíû»), ñîîòíîøåíèå äâóõ òèïîâ
ìèêðîòðóáî÷åê ñîñòàâëÿëî 1 : 1. Äëèíà ñâîáîäíûõ «ìèê-
ðîòðóáî÷åê» âàðüèðîâàëà, ïîëîâèíà èõ èìåëà äëèíó,
ðàâíóþ 1/2 îò ðàäèóñà «êëåòêè», âòîðàÿ ïîëîâèíà — 3/4
îò ðàäèóñà. Ðàñïîëîæåíèå ïðîêñèìàëüíûõ êîíöîâ ïî îò-
íîøåíèþ ê öåíòðîñîìå áûëî ðàçëè÷íûì — ïåðâûå (áî-
ëåå êîðîòêèå ìèêðîòðóáî÷êè) áûëè óäàëåíû îò «öåíòðî-
ñîìû» íà ðàññòîÿíèå, ðàâíîå 1/2 åå ðàäèóñà, à ïîñëåä-
íèå — íà ðàññòîÿíèå, ðàâíîå 1/4 åå ðàäèóñà. Äèñòàëüíûå
êîíöû êàê ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé, òàê è ñâîáîäíûõ
ìèêðîòðóáî÷åê äîñòèãàëè êðàÿ «êëåòêè».

5. Êîëè÷åñòâî ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê» â 5 ðàç
ïðåâûøàëî êîëè÷åñòâî «ìèêðîòðóáî÷åê», ñâÿçàííûõ ñ
«öåíòðîñîìîé» (ñîîòíîøåíèå 5 : 1). Äëÿ ýòîãî â êàæäîì
ñåêòîðå, îãðàíè÷åííîì ñâÿçàííûìè ñ «öåíòðîñîìîé»
«ìèêðîòðóáî÷êàìè», áûëî ïðîðèñîâàíî ïî ïÿòü ñâîáîä-
íûõ «ìèêðîòðóáî÷åê» (ðèñ. 4, âðåçêà). Ïðîêñèìàëüíûå
êîíöû ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê» ðàñïîëàãàëèñü íà
ðàçíîì ðàññòîÿíèè îò «öåíòðîñîìû» (â ðàâíîì ñîîòíî-
øåíèè «ìèêðîòðóáî÷êè» íà÷èíàëèñü íà ðàññòîÿíèÿõ
1/10, 2/10, 3/10, 4/10 è 5/10 îò «öåíòðîñîìû»), à äèñòàëü-
íûå êîíöû êàê ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé», òàê è ñâî-
áîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê» äîñòèãàëè êðàÿ «êëåòêè».

Â ïîëó÷åííûõ ïÿòè ìîäåëüíûõ «êëåòêàõ» èçìåðÿëè
çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè «ìèêðîòðóáî÷åê» îò
òî÷êè è ñõîæäåíèÿ íà «öåíòðîñîìå» äî êðàÿ «êëåòêè».
Ñõåìà èçìåðåíèé, èñïîëüçîâàííàÿ äëÿ ìîäåëüíûõ «êëå-
òîê», áûëà àíàëîãè÷íà îïèñàííîé âûøå ìåòîäèêå: îïòè-
÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàì-
ìû MetaMorph â äåñÿòè êâàäðàòíûõ ó÷àñòêàõ, ðàñïîëî-
æåííûõ îò «öåíòðîñîìû» (ãäå ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê
áûëà ìàêñèìàëüíîé) äî êðàÿ «êëåòêè». Â ìîäåëüíûõ
êëåòêàõ ïîïðàâêó íà òîëùèíó êëåòêè íå äåëàëè.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ è ï î-
ñ ò ð î å í è å ã ð à ô è ê î â. Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè-
÷åñêè â ïðîãðàììàõ Sigma Plot 7.1 (SPSS Science, ÑØÀ)
è Excel (Microsoft Corp., ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîñòî-
âåðíîñòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ âûáîðêàìè èñïîëüçîâà-
ëè t-òåñò (êðèòåðèé Ñòüþäåíòà).

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó
Sigma Plot 7.1, äëÿ àïïðîêñèìàöèè ãðàôèêîâ — ïðî-
ãðàììû Sigma Plot 7.1 è Table Curve 2D 5.1 (Systat Soft-
ware Inc., ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíîå èçó÷åíèå, ïðèíöèïû îðãà-
íèçàöèè ñèñòåìû öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê äî
êîíöà íåÿñíû, à íåêîòîðûå îáùåèçâåñòíûå ôàêòû ïðîòè-
âîðå÷àò äðóã äðóãó. Òàê, îáùåïðèíÿòàÿ òî÷êà çðåíèÿ ãëà-
ñèò, ÷òî â æèâîòíîé êëåòêå öåíòðîñîìà ÿâëÿåòñÿ îñíîâ-
íûì öåíòðîì îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê è ÷òî âñå ìèê-
ðîòðóáî÷êè ðàñòóò îò íåå â íàïðàâëåíèè ïåðèôåðèè
êëåòêè (Alberts et al., 2002). Îäíàêî ïî äàííûì ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè, êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê, íåïîñðåä-
ñòâåííî àññîöèèðîâàííûõ ñ öåíòðîñîìîé, ñîñòàâëÿåò
20—60 (Gudima et al., 1988; Alieva, Vorobjev, 1994), ò. å.
îíî íåçíà÷èòåëüíî ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ îáùèì êîëè÷åñò-
âîì â êëåòêå. Äàæå â ìåëàíîôîðàõ, â öèòîïëàçìå êîòî-
ðûõ ìîæåò ñóùåñòâîâàòü 5000 ìèêðîòðóáî÷åê è áîëåå
(Vorobjev et al., 1999), ñ öåíòðîñîìîé ñâÿçàíî íå áîëåå
350—400 (Schliwa, 1978; Schliwa et al., 1979). Áîëåå ïîçä-
íèå èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðäèëè, ÷òî îò öåíòðîñîìû îòõî-
äèò çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ìèêðîòðóáî÷åê, ÷åì ñóùåñòâó-
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åò â êëåòêå (Vidair et al., 1993), è ÷òî â öèòîïëàçìå ñóùå-
ñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîòðóáî÷êè, íå ñâÿçàííûå ñ
êàêèìè-ëèáî ìîðôîëîãè÷åñêè âûðàæåííûìè öåíòðàìè
îðãàíèçàöèè, ïðè÷åì êîëè÷åñòâî ñâîáîäíûõ ìèêðîòðó-
áî÷åê ìîæåò äîñòèãàòü 90 % îò èõ îáùåãî ÷èñëà (Vorob-
jev et al., 1997).

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â ïîïûò-
êå îöåíèòü äîëþ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ
ñ ïðåèìóùåñòâåííî ðàäèàëüíîé ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê.

Î ö å í ê à ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î ò ð ó á î-
÷ å ê â æ è â û õ ê ë å ò ê à õ ð à ç í û õ ë è í è é. Ïîñëå èíú-
åêöèè ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî òóáóëèíà â æèâóþ
êëåòêó èíòåíñèâíîñòü åå ôëóîðåñöåíöèè ñêëàäûâàåòñÿ
èç èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïîëèìåðèçîâàííîãî â
ìèêðîòðóáî÷êè òóáóëèíà è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè òóáóëèíà, íå âêëþ÷èâøåãîñÿ â ìèêðîòðóáî÷êè è
ðàñòâîðåííîãî â öèòîïëàçìå êëåòêè. Ìåòîä îáåñöâå÷èâà-
íèÿ ëàçåðîì ïîçâîëÿåò èçìåðèòü îòäåëüíî èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðåííîãî òóáóëèíà, ïîñêîëü-
êó åãî äèôôóçèÿ çíà÷èòåëüíî áûñòðåå, ÷åì ïðîöåññ ïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê.

Èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê â êëåòêàõ CHO ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Òåîðå-
òè÷åñêîå ïðåäñêàçàíèå ñîñòîèò â òîì, ÷òî åñëè áû ñèñòå-
ìà ìèêðîòðóáî÷åê â èíòàêòíûõ êëåòêàõ CHO èìåëà ðà-
äèàëüíóþ îðãàíèçàöèþ, ò. å. âñå ìèêðîòðóáî÷êè áûëè
áû ïðèêðåïëåíû íà öåíòðîñîìå è èìåëè äëèíó, ðàâíóþ
ðàäèóñó êëåòêè, òî ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ìèêðîòðó-
áî÷åê îò öåíòðîñîìû ê ëàìåëëå äîëæíà áûëà îïèñûâàòü-
ñÿ óðàâíåíèåì f(x) = a/x, ãäå x — ñðåäíåå ðàññòîÿíèå îò
öåíòðîñîìû â ïðåäåëàõ âûáðàííîãî êâàäðàòà. Åñëè ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî äëèíà ìèêðîòðóáî÷åê ðàçëè÷íà (ïëþñ-êîí-
öû íåêîòîðûõ ìèêðîòðóáî÷åê íå äîõîäÿò äî êðàÿ êëåò-
êè), òî ñêîðîñòü óáûâàíèÿ ïëîòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê
äîëæíà áûòü åùå âûøå.

Íà ïðàêòèêå äëÿ ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîãî ÷èñëà èç-
ìåðåíèé àïïðîêñèìèðóþùèå êðèâûå, îïèñûâàåìûå
óðàâíåíèÿìè f(x) = a/x è f(x) = a exp–bx (ãäå a, b — êîýô-
ôèöèåíòû), èìåþò ñõîäíûé âèä è (ñ ó÷åòîì ïîãðåøíî-
ñòè èçìåðåíèé) äîñòîâåðíî íå ðàçëè÷àþòñÿ.

Äåéñòâèòåëüíî, â êëåòêàõ CHO óáûâàíèå èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê îò öåíòðîñîìû ê
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Ðèñ. 1. Èçìåðåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Ñó-3-òóáóëèíà â öèòîïëàçìå æèâûõ êëåòîê ÑÍÎ.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èçìåðÿëè â äåñÿòè êâàäðàòíûõ ó÷àñòêàõ ñî ñòîðîíîé 3.5 ìêì, ðàñïîëîæåííûõ îäèí çà äðóãèì, îò ðàéîíà öåíòðîñîìû
(1-é ó÷àñòîê èçìåðåíèÿ) äî êðàÿ êëåòêè (10-é ó÷àñòîê èçìåðåíèÿ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê èç çíà÷åíèé îáùåé
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â êàæäîì äàííîì ó÷àñòêå èçìåðåíèÿ (à) áûëè âû÷òåíû çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå äåïîëèìåðèçîâàí-
íîìó òóáóëèíó (á). â — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê, ðàñïîëîæåííûõ â îáëàñòè ìåæäó êëåòî÷íûì öåíòðîì è ëàìåëëîé

êëåòêè, â çàâèñèìîñòè îò ðàññòîÿíèÿ îò öåíòðîñîìû äî êëåòî÷íîãî êðàÿ â êëåòêàõ ÑÍÎ; àïïðîêñèìàöèÿ ýêñïîíåíòîé (P > 0.99).



êðàþ êëåòêè ñ âåðîÿòíîñòüþ 95 % îïèñûâàåòñÿ ýêñïî-
íåíöèàëüíîé ðåãðåññèåé f(x) = ae–bx ñ êîýôôèöèåíòàìè a
è b, ðàâíûìè 18.3 è –0.3 ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì îáðàçîì,
ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ïîäàâëÿþùåå ÷èñëî ìèêðîòðóáî÷åê â
êëåòêàõ CHO çàêðåïëåíî íà öåíòðîñîìå, ïî êðàéíåé
ìåðå â ïåðâîì ïðèáëèæåíèè, ïðàâäîïîäîáíà.

Â êëåòêàõ NIH-3T3 è REF ãðàôèêè çàâèñèìîñòè èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê âäîëü ðàäè-
óñà êëåòêè èíûå (ðèñ. 2). Â ýòèõ êëåòêàõ îíè äîñòîâåðíî
îòëè÷àþòñÿ îò ýêñïîíåíöèàëüíîãî çàêîíà è ñ âåðîÿòíî-
ñòüþ 95 % àïïðîêñèìèðóþòñÿ óðàâíåíèåì ëèíåéíîé ðåã-
ðåññèè f(x) = a + bx. Â êëåòêàõ NIH-3T3 êîýôôèöèåíòû a
è b ëèíåéíîé ðåãðåññèè ðàâíû 17.4 è –1.9 ñîîòâåòñòâåí-
íî (ðèñ. 2, à). Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì ëèíåéíîé ðåã-
ðåññèè f(x) = 17.4 – 1.9x. Â êëåòêàõ REF êîýôôèöèåíòû a
è b ðàâíû 18.9 è –1.9 ñîîòâåòñòâåííî: f(x) = 18.9 – 1.9x
(ðèñ. 2, á). Òàêèì îáðàçîì, â êóëüòóðàõ REF è NIH-3T3
ìåæäó öåíòðîñîìîé è êðàåì êëåòêè ïëîòíîñòü ìèêðîòðó-
áî÷åê óáûâàåò ñõîäíûì îáðàçîì è ñóùåñòâåííî ìåäëåí-
íåå, ÷åì ïî ãèïåðáîëè÷åñêîé (f(x) = a/x) èëè ýêñïîíåíöè-
àëüíîé (f(x) = ae–bx) çàâèñèìîñòè.

Ïîñêîëüêó ðîñò ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòî-
ïëàçìå ýòèõ êëåòîê ïðîèñõîäèò òàê æå ïðÿìîëèíåéíî,
êàê è â êëåòêàõ CHO, äëÿ îáúÿñíåíèÿ ðàçëè÷èé â ïëîòíî-
ñòè ìèêðîòðóáî÷åê íåîáõîäèìî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó ÷à-
ñòè ìèêðîòðóáî÷åê ìèíóñ-êîíöû ðàñïîëîæåíû íà çíà÷è-
òåëüíîì ðàññòîÿíèè îò öåíòðîñîìû.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü íåîáõîäèìûé äëÿ ôîðìèðî-
âàíèÿ òàêîé çàâèñèìîñòè âêëàä ñâîáîäíûõ ìèêðîòðó-
áî÷åê, ìû ðàññìîòðåëè ìîäåëü, ãäå âñå ìèêðîòðóáî÷êè
íàïðàâëåíû îò öåíòðîñîìû âäîëü ðàäèóñà êëåòêè, à èõ
êîíöû ðàñïîëàãàþòñÿ íà ðàçëè÷íûõ ðàññòîÿíèÿõ îò öåí-
òðîñîìû è êðàÿ êëåòêè. Êàê óêàçûâàëîñü ðàíåå, òîëùèíà
êëåòêè â äàííîé ìîäåëè íå ó÷èòûâàåòñÿ, à âñå ìèêðîòðó-
áî÷êè ðàñïîëîæåíû òàê, ÷òî íå ïåðåñåêàþò äðóã äðóãà.

Ì î ä å ë è ð î â à í è å ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê.
Â ïåðâîé ìîäåëüíîé êëåòêå ñåòü ñîñòîÿëà òîëüêî èç ñâÿ-
çàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷åê», èìåþùèõ
ïîñòîÿííóþ äëèíó, ðàâíóþ ðàäèóñó «êëåòêè» (ðèñ. 3,
êëåòêà 1). Â òàêîé «êëåòêå» ïðîêñèìàëüíûå êîíöû âñåõ
«ìèêðîòðóáî÷åê» ðàñïîëàãàëèñü íà «öåíòðîñîìå», äèñ-
òàëüíûå — ó «êëåòî÷íîãî» êðàÿ. Èçìåðåíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî â ýòîì ñëó÷àå ãðàôèê óáûâàíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíî-
ñòè ñ âåðîÿòíîñòüþ 98 % àïïðîêñèìèðóåòñÿ êðèâîé ýêñ-
ïîíåíöèàëüíîãî çàòóõàíèÿ f(x) = ae–bx ñ ïàðàìåòðàìè
a = 223 è b = 0.9 (ðèñ. 3).

Ïåðåïàä ìåæäó ïåðâûì è âòîðûì êâàäðàòàìè â ìî-
äåëüíîé «êëåòêå» çíà÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì â êëåòêàõ
CHO, ÷òî ìîæåò ÷àñòè÷íî ÿâëÿòüñÿ ñëåäñòâèåì íàëîæå-
íèÿ äðóã íà äðóãà ïðîêñèìàëüíûõ êîíöîâ «ìèêðîòðóáî-
÷åê». Îäíàêî â ðåàëüíûõ êëåòêàõ ðàçíèöà ìåæäó ïåðâûì
è âòîðûì ñòîëáöàìè íèêîãäà íå áûâàåò ñòîëü çíà÷èòåëü-
íîé è ïàðàìåòð a ýêñïîíåíòû âñåãäà ñóùåñòâåííî ìåíü-
øå. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî íå âñå ìè-
íóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ñîñðåäîòî÷åíû èñêëþ÷èòåëü-
íî íà öåíòðîñîìå äàæå â êëåòêàõ òèïà CHO.

Ïî ìåðå óäàëåíèÿ â íàïðàâëåíèè ïåðèôåðèè ìîäåëü-
íîé «êëåòêè» ïàäåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðîèñõîäèò
áîëåå ïëàâíî, à íà÷èíàÿ ñ 6-ãî ó÷àñòêà èçìåðåíèÿ îïòè-
÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ (âûõîäèò
íà ïëàòî). Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ çíà÷èòåëüíûì óìåíüøåíèåì
êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê íà åäèíèöó ïëîùàäè íà ïåðè-
ôåðèè «êëåòêè» ïî ñðàâíåíèþ ñ åå öåíòðîì — ïîñêîëüêó
èõ êîëè÷åñòâî îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíî êâàäðàòó ðàñ-
ñòîÿíèÿ îò «öåíòðîñîìû» äî ó÷àñòêà èçìåðåíèÿ, â ïðåä-
ëàãàåìîé ìîäåëè ñ ðàññòîÿíèÿ, ðàâíîãî ïðèáëèçèòåëüíî
ïîëîâèíå ðàäèóñà «êëåòêè» è äî åå êðàÿ, êîëè÷åñòâî
«ìèêðîòðóáî÷åê» â êàæäîì ñëåäóþùåì ó÷àñòêå èçìåðå-
íèÿ (ñ 6-ãî ïî 10-é) îòíîñèòåëüíî ìàëî è â ýòîì ñìûñëå
ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíî ïðåäûäóùåìó.

Åñëè â ìîäåëüíîé ñèñòåìå ïðèñóòñòâóþò òîëüêî ñâÿ-
çàííûå ñ «öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷êè», íî äëèíà èõ
ðàçëè÷íà (â ñèñòåìó â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 âõîäÿò «ìèêðî-
òðóáî÷êè», äëèíà êîòîðûõ ðàâíà ðàäèóñó «êëåòêè», è
«ìèêðîòðóáî÷êè», äëèíà êîòîðûõ ðàâíà ½ ðàäèóñà
«êëåòêè») (ðèñ. 3, êëåòêà 2), òî õàðàêòåð çàâèñèìîñòè ñó-
ùåñòâåííî íå èçìåíÿåòñÿ è êîýôôèöèåíòû óðàâíåíèÿ ýê-
ñïîíåíöèàëüíîé ðåãðåññèè ñîñòàâëÿþò: a = 214 è b = 0.4.
Òàêèì îáðàçîì, êîýôôèöèåíò b óìåíüøèëñÿ áîëåå ÷åì
â 2 ðàçà, ÷òî ãîâîðèò î áîëåå ïëàâíîì ïàäåíèè îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ìîäåëüíîé êëåòêè
(ðèñ. 3).

Â æèâûõ êëåòêàõ ìèêðîòðóáî÷êà, ðîäèâøèñü íà öåí-
òðîñîìå, ðàñòåò â íàïðàâëåíèè êðàÿ êëåòêè, à äîñòèãíóâ
åãî, ïðåòåðïåâàåò êîðîòêèå ïåðèîäû ðàçáîðêè è ñáîðêè
íà íåçíà÷èòåëüíóþ äëèíó, íî ìîæåò ðàçîáðàòüñÿ è äî
öåíòðîñîìû (Komarova et al., 2002). Ïîýòîìó â òàêèõ
êëåòêàõ, êàê CHO è NRK, ãäå ïðåäïîëîæèòåëüíî äî 95 %
ìèêðîòðóáî÷åê ñâÿçàíû ñ öåíòðîñîìîé, â êàæäûé êîíê-
ðåòíûé ìîìåíò âðåìåíè äèñòàëüíûå êîíöû èíäèâèäóàëü-
íûõ ìèêðîòðóáî÷åê óäàëåíû îò öåíòðîñîìû íà ðàçíîå
ðàññòîÿíèå (Komarova et al., 2002). Ìîäåëèðóÿ ñèñòåìó
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî-
÷åê, ðàñïîëîæåííûõ â îáëàñòè ìåæäó êëåòî÷íûì öåíòðîì è ëà-
ìåëëîé êëåòêè, â çàâèñèìîñòè îò ðàññòîÿíèÿ îò öåíòðîñîìû äî
êëåòî÷íîãî êðàÿ â êëåòêàõ ëèíèè NIH-3T3 (à) è REF (á); ëèíåé-

íàÿ àïïðîêñèìàöèÿ (P > 0.99).



ìèêðîòðóáî÷åê, àíàëîãè÷íóþ îïèñàííîé, ìû àíàëèçèðî-
âàëè «êëåòêó», â êîòîðîé ïðèñóòñòâîâàëè ñâÿçàííûå ñ
«öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷êè» ðàçíîé äëèíû — òðåòü
«ìèêðîòðóáî÷åê» äîõîäèëà äî êðàÿ êëåòêè, âòîðàÿ òðåòü
«ìèêðîòðóáî÷åê» èìåëà äëèíó, ïðèìåðíî ðàâíóþ 2/3 îò
ðàäèóñà «êëåòêè», à äëèíà îñòàâøèõñÿ «ìèêðîòðóáî÷åê»
áûëà ðàâíîé 1/3 îò ðàäèóñà «êëåòêè» (ðèñ. 3, êëåòêà 3).
Â ýòîì ñëó÷àå ïî âèäó ýêñïîíåíòà íåçíà÷èòåëüíî îòëè-
÷àåòñÿ îò êðèâîé, îïèñûâàþùåé ðàñïîëîæåíèå ìèêðî-
òðóáî÷åê â ïðåäûäóùåì âàðèàíòå (ðèñ. 3, êëåòêà 2), ïî-
ñêîëüêó êîýôôèöèåíòû óðàâíåíèÿ ýêñïîíåíöèàëüíîé
ðåãðåññèè ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò (êîýôôèöèåíòû a ðàâ-
íû 214 è 211 ñîîòâåòñòâåííî, êîýôôèöèåíò b â îáîèõ
ñëó÷àÿõ ðàâåí 0.4). Ïàäåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðî-
èñõîäèò ïëàâíî è íà ïåðèôåðèè êëåòêè, âêëþ÷àÿ ñàìûå
êðàéíèå ó÷àñòêè èçìåðåíèÿ, ÷òî äàåò ëó÷øåå ïðèáëèæå-
íèå ê ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé (ðèñ. 3).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ â ìîäåëüíóþ
êëåòêó áûëè ââåäåíû ñâîáîäíûå ìèêðîòðóáî÷êè. Ïåð-
âîíà÷àëüíî êîëè÷åñòâî ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê» ñî-
ñòàâëÿëî ïîëîâèíó âñåõ «ìèêðîòðóáî÷åê» â ìîäåëü-

íîé êëåòêå, à äëèíà ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê» âàðüèðî-
âàëà îò 1/2 äî 3/4 îò êëåòî÷íîãî ðàäèóñà (ðèñ. 4, êëåòêà 4).

Â òàêîé ìîäåëüíîé êëåòêå ñ âåðîÿòíîñòüþ 99 % ïà-
äåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îïèñûâàëîñü óðàâíåíèåì
ýêñïîíåíöèàëüíîé ðåãðåññèè ñ êîýôôèöèåíòàìè a = 85,
b = 0.2 (ðèñ. 4). Òàêèì îáðàçîì, ñêîðîñòü ïàäåíèÿ îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè â ðàéîíå «öåíòðîñîìû» óïàëà âäâîå ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè 2 è 3 (ïîñêîëüêó êîýôôèöèåíò b
óðàâíåíèÿ ðåãðåññèè ñíèçèëñÿ âäâîå) è áîëåå ÷åì â 4 ðà-
çà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêîé 1 (êðèâèçíà ýêñïîíåíòû ìè-
íèìàëüíà ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè «êëåòêàìè»). Ïî ìåðå
óäàëåíèÿ îò «öåíòðîñîìû», íà÷èíàÿ ñ 3-ãî ó÷àñòêà èçìå-
ðåíèÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ñíèæàëàñü âñå áîëåå ìåä-
ëåííî, ïîñêîëüêó â ñèëó çàäàííîãî ðàñïîëîæåíèÿ (âñå
äèñòàëüíûå êîíöû «ìèêðîòðóáî÷åê» ðàñïîëîæåíû ó
êðàÿ «êëåòêè») êîëè÷åñòâî «ìèêðîòðóáî÷åê», ïîïàäàþ-
ùèõ â ýòè ó÷àñòêè èçìåðåíèÿ, òàêæå óìåíüøàëîñü ìåä-
ëåííî.

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïîêà-
çûâàþò, ÷òî äîëÿ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ìîæåò ñî-
ñòàâëÿòü äî 80—90 % îò èõ îáùåãî êîëè÷åñòâà â öèòî-
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Ðèñ. 3. Ìîäåëèðîâàíèå ñèñòåìû ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé ìèêðîòðóáî÷åê ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Corel Draw 10 (Corel Cor-
poration, ÑØÀ).

Â ìîäåëüíûõ êëåòêàõ 1—3 (ñëåâà) ñèñòåìà ñîñòîèò òîëüêî èç ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷åê», îäèíàêîâûõ ïî äëèíå (êëåòêà 1) èëè èìå-
þùèõ ðàçíóþ äëèíó (êëåòêè 2 è 3). Íà êàæäîé ãèñòîãðàììå (ñïðàâà) ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â ñîîòâåòñòâóþùèõ

ìîäåëüíûõ êëåòêàõ è êðèâûå, àïïðîêñèìèðóþùèå ïîëó÷åííûå çàâèñèìîñòè.



ïëàçìå (Vorobjev et al., 1997). Èìèòèðóÿ êëåòêó òàêîãî
òèïà, â ìîäåëüíóþ ñèñòåìó ìû äîáàâèëè ñòîëüêî ñâîáîä-
íûõ ìèêðîòðóáî÷åê, ÷òî èõ êîëè÷åñòâî â 5 ðàç ïðåâûøàëî
êîëè÷åñòâî «ìèêðîòðóáî÷åê», ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé»
(ðèñ. 4, êëåòêà 5). Ñâîáîäíûå «ìèêðîòðóáî÷êè» áûëè
ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ìåæäó ðàäèàëüíûìè «ìèêðî-
òðóáî÷êàìè», ðàñõîäèâøèìèñÿ èç öåíòðà «êëåòêè». Ïî
îòíîøåíèþ ê «öåíòðîñîìå» èõ ïðîêñèìàëüíûå êîíöû
ðàñïîëàãàëèñü ñëåäóþùèì îáðàçîì: ÷åòâåðòü «ìèêðî-
òðóáî÷åê» íà÷èíàëàñü íà ðàññòîÿíèè, ðàâíîì 1/8 ðàäèóñà
êëåòêè; âòîðàÿ ÷åòâåðòü «ìèêðîòðóáî÷åê» íà÷èíàëàñü íà
ðàññòîÿíèè, ðàâíîì 1/4 ðàäèóñà êëåòêè; òðåòüÿ ÷åòâåðòü
«ìèêðîòðóáî÷åê» íà÷èíàëàñü íà ðàññòîÿíèè, ðàâíîì 3/8
ðàäèóñà êëåòêè; è ïîñëåäíÿÿ ÷åòâåðòü íà÷èíàëàñü íà ðàñ-
ñòîÿíèè, ðàâíîì ïîëîâèíå ðàäèóñà êëåòêè (ñì. óâåëè÷åí-
íûé ôðàãìåíò ðèñ. 4). Äèñòàëüíûå êîíöû âñåõ «ìèêðî-
òðóáî÷åê» íàõîäèëèñü ó êðàÿ «êëåòêè». Ñîîòíîøåíèå
ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé» è ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî-
÷åê» ñîñòàâèëî 1 : 5. Â ýòîì ñëó÷àå ñ âåðîÿòíîñòüþ 93 %
ïàäåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò «öåíòðîñîìû» äî êðàÿ
«êëåòêè» (ó÷àñòêè èçìåðåíèÿ ñ 1-ãî ïî 10-é) ïðåäñòàâëÿ-
ëî ñîáîé ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü, îíî îïèñûâàëîñü óðàâ-

íåíèåì ëèíåéíîé ðåãðåññèè f(x) = ax + b (ðèñ. 4). Äëÿ
êëåòêè 5 êîýôôèöèåíòû â óðàâíåíèè ëèíåéíîé ðåãðåñ-
ñèè ñîñòàâèëè: a = –6.05, b = 100.8.

Ïðîâåäåííûé íàìè àíàëèç ìîäåëüíûõ «êëåòîê», ñåòü
«ìèêðîòðóáî÷åê» â êîòîðûõ èìèòèðóåò ñóùåñòâóþùóþ
â ðåàëüíûõ êëåòêàõ, ïîêàçûâàåò, ÷òî ñîîòíîøåíèå ñâî-
áîäíûõ è ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé ìèêðîòðóáî÷åê, à
òàêæå îòíîñèòåëüíîå ïîëîæåíèå ïðîêñèìàëüíûõ è äèñ-
òàëüíûõ êîíöîâ «ìèêðîòðóáî÷åê» âäîëü ðàäèóñà êëåòêè
îïðåäåëÿþò õàðàêòåð ãðàôèêà, îïèñûâàþùåãî ïàäåíèå
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè. Ñèñòåìà, ñîñòîÿùàÿ èç ñâÿçàí-
íûõ ñ «öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷åê», ðàäèàëüíî ðàñ-
õîäÿùèõñÿ îò öåíòðà êëåòêè äî åå êðàÿ, ìîæåò áûòü îïè-
ñàíà ýêñïîíåíòîé f(x) = ae–bx, ãäå êîýôôèöèåíò b ìåíüøå
åäèíèöû. Ïðè óìåíüøåíèè äëèíû ÷àñòè ñâÿçàííûõ ñ
«öåíòðîñîìîé» «ìèêðîòðóáî÷åê» êðèâèçíà ýêñïîíåíòû
óìåíüøàåòñÿ, à ââåäåíèå â ñèñòåìó ñâîáîäíûõ «ìèêðî-
òðóáî÷åê» ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ õàðàêòåðà çàâèñèìî-
ñòè — ñèñòåìà, â êîòîðîé ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê»
íå ìåíåå ÷åì â 5 ðàç áîëüøå, ÷åì ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðî-
ñîìîé» îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì ëèíåéíîé ðåãðåññèè
(f(x) = ax + b).
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Ðèñ. 4. Ìîäåëèðîâàíèå ñèñòåìû ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé è ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Corel Draw
10 (Corel Corporation, ÑØÀ).

Â ìîäåëüíûõ êëåòêàõ 4, 5 (ñëåâà) ñèñòåìà ñîñòîèò èç ñâÿçàííûõ ñ «öåíòðîñîìîé» è ñâîáîäíûõ «ìèêðîòðóáî÷åê». Äèñòàëüíûå êîíöû âñåõ ìèêðîòðóáî-
÷åê íàõîäÿòñÿ âáëèçè êðàÿ êëåòêè. Óâåëè÷åííûé ôðàãìåíò èëëþñòðèðóåò ðàñïîëîæåíèå ïðîêñèìàëüíûõ êîíöîâ «ìèêðîòðóáî÷åê» îòíîñèòåëüíî
«öåíòðîñîìû» â êëåòêå 5. Ñïðàâà ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â ìîäåëüíûõ êëåòêàõ è êðèâûå, àïïðîêñèìèðóþùèå ïî-

ëó÷åííûå çàâèñèìîñòè.



Òàêèì îáðàçîì, äëÿ òîãî ÷òîáû ïîëó÷èòü ëèíåéíóþ
çàâèñèìîñòü óáûâàíèÿ ïëîòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê ïî
ìåðå óäàëåíèÿ îò öåíòðîñîìû, â ñèñòåìó ïðèøëîñü ââåñ-
òè íå ìåíåå 5—6 ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê. Äàííàÿ çà-
âèñèìîñòü ñîáëþäàåòñÿ ïðè äîïîëíèòåëüíîì óñëîâèè,
÷òî ïëþñ-êîíöû âñåõ ìèêðîòðóáî÷åê ðàñïîëàãàþòñÿ
âáëèçè êðàÿ êëåòêè. Î÷åâèäíî, ÷òî äëÿ ñîõðàíåíèÿ ëè-
íåéíîé çàâèñèìîñòè â òîì ñëó÷àå, êîãäà íåêîòîðûå
ïëþñ-êîíöû íàõîäÿòñÿ â ãëóáèíå êëåòêè, íåîáõîäèìî
óâåëè÷åíèå äîëè ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê. Ïîñêîëü-
êó â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå êëåòîê äîëÿ êîíöîâ
ìèêðîòðóáî÷åê íà ïîñëåäíåé 1/10 ðàäèóñà íå ïðåâûøàåò
ïîëîâèíû îò îáùåãî èõ ÷èñëà (Vorobjev et al., 1999; Ko-
marova et al., 2002) è òîëüêî â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ ïðàêòè-
÷åñêè âñå ìèêðîòðóáî÷êè îêàí÷èâàþòñÿ âáëèçè êðàÿ
êëåòêè (Mimori-Kiyosue et al., 2005), ìîæíî ñ îïðåäåëåí-
íîñòüþ ïîëàãàòü, ÷òî â êëåòêàõ, ãäå ïëîòíîñòü ìèêðîòðó-
áî÷åê óáûâàåò ïðèìåðíî ïî ëèíåéíîìó çàêîíó, äîëÿ ñâî-
áîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (ò. å. èìåþùèõ ïëþñ-êîíöû íà
ðàññòîÿíèè áîëåå 2 ìêì îò öåíòðîñîìû) ñîñòàâëÿåò áî-
ëåå 80 %.

Ð à ç â è ò è å ï î ä õ î ä î â ê è ç ó ÷ å í è þ ì è ê ð î ò ð ó-
á î ÷ å ê — î ò î á ù å ã î ê ÷ à ñ ò í î ì ó è î ò ÷ à ñ ò í î ã î ê
î á ù å ì ó. Áóðíûé ðàñöâåò èññëåäîâàíèé öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê âñåãäà áûë îáóñëîâëåí ïîÿâëåíè-
åì íîâûõ ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ. Â èñòîðè÷åñêîì àñ-
ïåêòå ýòî ïîçâîëÿåò íàì íàáëþäàòü ïåðåõîäû îò èññëå-
äîâàíèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê êàê åäèíîãî öåëîãî íà
ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ äî èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ è õàðàê-
òåðèñòèê îòäåëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â æèâûõ êëåòêàõ, à
äàëåå — âîçâðàò ê ïîïûòêàì ïîíèìàíèÿ (íî óæå íà áîëåå
âûñîêîì óðîâíå) äèíàìè÷åñêîãî óñòðîéñòâà âñåé ñèñòå-
ìû ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêå.

Ñîîòâåòñòâåííî óðîâíþ ðàçâèòèÿ ìåòîäè÷åñêèõ ïîä-
õîäîâ ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå ìîæíî áûëî
âñòðåòèòü òîëüêî êà÷åñòâåííîå îïèñàíèå ñèñòåìû ìèê-
ðîòðóáî÷åê, âûÿâëåííûõ íà ñâåòîâîì óðîâíå ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì àíòèòåë
ê òóáóëèíó (Osborn, Weber, 1977; Badley et al., 1980;
Brinkley et al., 1980). Èñïîëüçîâàíèå ñîâðåìåííûõ öèô-
ðîâûõ êàìåð ñ îõëàæäàåìîé ìàòðèöåé äàëî âîçìîæíîñòü
îöåíèâàòü ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê êîëè÷åñòâåííî. Îäíà-
êî âûñîêàÿ ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öè-
òîïëàçìå êëåòêè è áîëüøàÿ òîëùèíà ñàìîé êëåòêè â åå
öåíòðàëüíîé ÷àñòè ïðåïÿòñòâóåò èõ èññëåäîâàíèþ, ÷òî
ïî-ïðåæíåìó òðåáóåò íîâûõ ïîäõîäîâ.

Ïëîòíîñòü ñâå÷åíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ìîæíî ïîíèçèòü
íåïîñðåäñòâåííî â æèâûõ êëåòêàõ. ×àùå âñåãî äëÿ ýòîé
öåëè ìèêðîòðóáî÷êè ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ äåïîëèìå-
ðèçóþò, èñïîëüçóÿ õîëîä èëè àíòèòóáóëèíîâûå àãåíòû
(Stubblefield, Brinkley, 1966; Keryet et al., 1984; De Bra-
nabder et al., 1986), à òàêæå èñïîëüçóþò öèòîïëàñòû (Ro-
dionov, Borisy, 1997a; Rodionov et al., 1999; Komarova et
al., 2002). Îäíàêî îáà ýòè ïîäõîäà ÿâëÿþòñÿ òðàâìàòè÷-
íûìè äëÿ êëåòêè è, áåçóñëîâíî, íàðóøàþò åå íîðìàëü-
íóþ æèçíåäåÿòåëüíîñòü. Óäà÷íûì ïîäõîäîì ÿâëÿåòñÿ
ìåòîä FRAP (Fluorescent Recovery After Photobleaching),
êîòîðûé ïîçâîëÿåò îáåñöâåòèòü ïðåäñóùåñòâóþùèå
ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûå ìèêðîòðóáî÷êè, òîãäà â îáåñ-
öâå÷åííîé ëàçåðîì öèòîïëàçìå áóäóò âèäíû òîëüêî
âíîâü ïîëèìåðèçóþùèåñÿ ôðàãìåíòû ìèêðîòðóáî÷åê (Ko-
marova et al., 2002). Îäíàêî âñå ïåðå÷èñëåííûå ïîäõîäû
ïðåäïîëàãàþò èññëåäîâàíèå òîëüêî ÷àñòè ïîïóëÿöèè
ìèêðîòðóáî÷åê, íî íå âñåé ïîïóëÿöèè â öåëîì, ÷òî çà-
ñòàâëÿåò èñêàòü èíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ.

Ìåòîä ðàçíîñòíûõ èçîáðàæåíèé ïîçâîëÿåò â ïëîòíîé
ìàññå ìèêðîòðóáî÷åê âûäåëèòü òå, êîòîðûå ðàñòóò èëè
óêîðà÷èâàþòñÿ, è åñëè ìèíóñ-êîíöû óêîðà÷èâàþòñÿ, èõ
ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü (Vorobjev et al., 1999). Îäíàêî
äàííûé ìåòîä íå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ïëþñ-êîíöû, ñòà-
áèëüíûå áîëåå 10—15 ñ, ïîñêîëüêó áîêîâûå ñìåùåíèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê íå äàþò âîçìîæíîñòè ïðîñëåäèòü èõ èñ-
òîðèþ.

Èçâåñòíî, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêå ïðåä-
ñòàâëåíà ñâÿçàííûìè ñ öåíòðîñîìîé è ñâîáîäíûìè ìèê-
ðîòðóáî÷êàìè, ñîîòíîøåíèå êîòîðûõ çàâèñèò îò òèïà
êëåòîê, ïðè÷åì â íåêîòîðûõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåò-
êàõ (ïîëÿðíûé ýïèòåëèé, íåéðîíû, êëåòêè ñêåëåòíûõ
ìûøö) íåöåíòðîñîìàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè ñîñòàâëÿþò
áîëüøèíñòâî (Mogensen, 2004). Â ïðåäûäóùèõ èññëåäî-
âàíèÿõ ìåòîäîì èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê íàì óäàëîñü óñòàíîâèòü, ÷òî â
óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå êëåò-
êè ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ìåíÿåòñÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé (Alieva, Vorobjev, 2000; Ñìóðîâà è
äð., 2002, 2004; ×åðíîáåëüñêàÿ è äð., 2004; Mimori-Kiyo-
sue et al., 2005). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, àíàëèçèðóÿ èçìåíå-
íèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ýêçîãåííîãî
Cy3-ìå÷åííîãî òóáóëèíà, ìû èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëå-
íèå ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå íàòèâíûõ
êëåòîê CHO, NIH-3T3 è REF è ïîëó÷åííûå äëÿ æèâûõ
êëåòîê çàâèñèìîñòè âîñïðîèçâåëè íà ìîäåëüíûõ «êëåò-
êàõ» ñ çàäàííûì ñîîòíîøåíèåì è ðàñïîëîæåíèåì ìèêðî-
òðóáî÷åê. Îêàçàëîñü, ÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê CHO, ãäå
äî 95 % ìèêðîòðóáî÷åê ñâÿçàíû ñ öåíòðîñîìîé (Komaro-
va et al., 2002), â êëåòêàõ ïîñëåäíèõ äâóõ ëèíèé ïðèñóò-
ñòâóåò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî (íå ìåíåå 80 %) ñâîáîä-
íûõ ìèêðîòðóáî÷åê. Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ ñóùåñòâó-
þò äâà òèïà ñòðóêòóð, îðãàíèçóþùèõ ìèêðîòðóáî÷êè, —
öåíòðîñîìà (ÿâëÿþùàÿñÿ ìåñòîì ëîêàëüíîé êîíöåíòðà-
öèè çàòðàâîê äëÿ ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê), à òàê-
æå ìíîæåñòâî íå ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé çàòðàâîê,
ðàññåÿííûõ â öèòîïëàçìå.

Ïðåäëîæåííàÿ ìîäåëü ïîêàçûâàåò, ÷òî â ñëó÷àå, êîãäà
âñå ìèíóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ñâÿçàíû ñ öåíòðîñîìîé,
ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê âîêðóã öåíòðîñîìû ñóùåñò-

âåííî ïðåâûøàåò õàðàêòåðíóþ äëÿ æèâûõ èëè ôèêñèðî-
âàííûõ êëåòîê. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ðåàëüíûõ êëåòêàõ ìè-
íóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê êàê ìèíèìóì ðàñïðåäåëåíû â
öåíòðàëüíîé îáëàñòè êëåòêè âîêðóã öåíòðîñîìû è áîëü-
øèíñòâî èõ óäàëåíî îò öåíòðîñîìû íà ðàññòîÿíèå íå ìå-
íåå 1/3—1/2 êëåòî÷íîãî ðàäèóñà, ïðè÷åì òàêîå ðàñïðåäå-
ëåíèå ìèíóñ-êîíöû ñòàáèëüíî âî âðåìåíè.

Ê ñîæàëåíèþ, èäåíòèôèöèðîâàòü ñòàáèëüíûå ìè-
íóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê â óñëîâèÿõ, êîãäà èõ îáùàÿ
ïëîòíîñòü âåëèêà, íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì. Îäíà-
êî îïèñàí ðÿä ôàêòîâ, ïîäòâåðæäàþùèõ, ÷òî ñòàáèëüíûå
ìèíóñ-êîíöû ìîãóò íàõîäèòüñÿ íå òîëüêî íà öåíòðîñî-
ìå — îíè ïðèñóòñòâóþò íà ïåðèôåðèè êëåòîê, ïðè÷åì íå
òîëüêî â êëåòêàõ ýïèòåëèàëüíîé ïðèðîäû, íî è â ôèáðîá-
ëàñòàõ (Vorobjev et al., 1997). Íàøè ïðåäïîëîæåíèÿ ñî-
ãëàñóþòñÿ ñ òåì, ÷òî îêîëî 80 % ãàììà-òóáóëèíîâûõ
êîìïëåêñîâ íå àññîöèèðîâàíû ñ öåíòðîñîìîé, à íàõîäÿò-
ñÿ â öèòîïëàçìå êëåòêè (Moudjou et al., 1996), è óêëàäû-
âàþòñÿ â ðàìêè ïðåäñòàâëåíèé î ñóùåñòâîâàíèè çàòðà-
âîê äëÿ ðîñòà ìèêðîòðóáî÷åê, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû â
ýíäîïëàçìå êëåòêè, íî íå íà öåíòðîñîìå (Waterman-Sto-
rer, Salmon, 1997). Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùå-
ãî èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âûâîäû î òîì, ÷òî äàæå â
êëåòêàõ ñ ðàäèàëüíîé ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê áîëü-
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øèíñòâî èç íèõ ìîæåò áûòü íå ñâÿçàíî ñ öåíòðîñîìîé.
Ñëåäóþùèé âîïðîñ ñîñòîèò â òîì, êàê è ïî÷åìó ñâîáîä-
íûå ìèêðîòðóáî÷êè ìîãóò îáðàçîâûâàòü ðàäèàëüíóþ
êàðòèíó. ×àñòè÷íûé îòâåò íà ýòîò âîïðîñ äàþò ðåçóëüòà-
òû ýêñïåðèìåíòîâ ïî ñàìîîðãàíèçàöèè ðàäèàëüíîé ñèñ-
òåìû ìèêðîòðóáî÷åê âî ôðàãìåíòå ìåëàíîôîðà ðûáû
(Rodionov, Borisy, 1997b; Vorobjev et al., 2001; Maly, Bo-
risy, 2002; Cytrynbaum et al., 2004; Malikov et al., 2005),
îäíàêî ïðèëîæèìîñòü äàííîé ìîäåëè ê äðóãèì êëåòêàì
òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.
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FREE AND CENTROSOME-ATTACHED MICROTUBULES — QUANTITATIVE ANALYSIS

AND THE MODELING OF TWO-COMPONENT SYSTEM
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In the internal cytoplasm of interphase cells the density of microtubules is the highest in the centrosome
area and decreases to the cell periphery. As a rule, the quantity of fluorescent microtubules cannot be counted up
in the internal cytoplasm, but it is possible to estimate microtubules quantity using measuring of their optical
density. In living 3T3 and CHO cells the microtubules optical density decreased according to different mathe-
matical dependences that apparently reflected the differences of their microtubule system organization. To de-
termine appropriateness that circumscribe the reduction of microtubules optical density from the centrosome re-
gion to the direction of cell margin, we modeled cell contours with the certain ratio and interposition of centro-
some-attached and free microtubules in vector schedules CorelDraw program. The decrease of optical density
was analyzed in MetaMorph program as it was described earlier (Smurova et al., 2002). It was shown that fluo-
rescent microtubules optical density decreased exponentially (y = ae–bx) if the system joined only microtubules
growing from the centrosome up to the cell margin. The curve became smoother in the case of not all radial cent-
rosome-attached microtubules reached the margin, and adding of free microtubules into the system led to the
sharp fall in optical density in the centrosome area and to its gradual decrease at the cell periphery. The increase
in free microtubules quantity changed the character of the curve describing the reduction of optical density —
microtubule system which included free and centrosome-attached microtubules in proportions of 5 : 1 was desc-
ribed by the equation of linear regression (f = k�x + b). Thus, the mathematical dependence describing the mic-
rotubules distribution from the centrosome to the cell periphery, depends on the ratio of microtubules and their
relative positioning in the cell volume. The data obtained using model systems have coincided with the results of
experiments. The graphs which described the increase in microtubules optical density during microtubule repo-
lymerization after nocodazole treatment, corresponded to the graphs for model cells. Thus, the method we used
allows to analyze the microtubule system in the cases when the direct observation of individual microtubules is
difficult.

K e y w o r d s: centrosome, free microtubules, centrosome-attached microtubules, video microscopy.
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