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Öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ýêñòðàêòû îîöèòîâ Xenopus laevis ÿâëÿþòñÿ øèðîêî èñïîëüçóåìîé ñèñòåìîé
äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ôîðìèðîâàíèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ õðîìàòèíà. Ñóùåñòâóþò äâà ìåòîäà ïîëó-
÷åíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ýêñòðàêòîâ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïåðâîãî ìåòî-
äà õðîìîñîìû ïîëó÷àò èç íåðåïëèöèðîâàííûõ ÿäåð ñïåðìèåâ íåïîñðåäñòâåííî â ìåéîòè÷åñêèõ ýêñòðàê-
òàõ îîöèòîâ. Âòîðîé ìåòîä âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñòàäèþ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ñïåðìèÿ ïåðåä èíèöèàöèåé ìèòîçà.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñòðóêòóðà êèíåòîõîðà îêàçûâàåòñÿ íàðóøåíà ïðè ôîðìèðîâàíèè
õðîìîñîì èç ÿäåð ñïåðìèåâ íåïîñðåäñòâåííî â ìåéîòè÷åñêèõ ýêñòðàêòàõ. Êîëè÷åñòâî ñâÿçàííûõ ñ õðî-
ìàòèíîì áåëêîâ íàðóæíîãî êèíåòîõîðà Bub1, BubR1 è ñóáúåäèíèöû äèíàêòèíà p150glued áûëî ñíèæåíî,
à êîìïîíåíòû âíóòðåííåãî öåíòðîìåðíîãî äîìåíà (êèíàçà Aurora B è áåëîê Survivin) ïåðåðàñïðåäåëÿ-
ëèñü ñ êèíåòîõîðîâ íà ïëå÷è õðîìîñîì. Íàïðîòèâ, êèíåòîõîðû õðîìîñîì, ñôîðìèðîâàííûõ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì âòîðîãî ìåòîäà, áûëè ÷ðåçâû÷àéíî áëèçêè ïî ñòðóêòóðå ê êèíåòîõîðàì ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Íà-
øè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïðîõîæäåíèå ÄÍÊ ñïåðìèÿ ÷åðåç èíòåðôàçó ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì
øàãîì äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî êèíåòîõîðà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Xenopus laevis, öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ýêñòðàêòû, õðîìîñîìû, êèíåòîõîð.

Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ïðàâèëüíîé ñåãðåãàöèè õðîìî-
ñîì ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè â õîäå ìèòîçà ñåñòðèí-
ñêèå õðîìàòèäû äîëæíû áûòü ïðèñîåäèíåíû ê ìèêðî-
òðóáî÷êàì, ðàñòóùèì ñ ïðîòèâîïîëîæíûõ ïîëþñîâ ìè-
òîòè÷åñêîãî âåðåòåíà. Õðîìîñîìû ïðèñîåäèíÿþòñÿ ê
ìèòîòè÷åñêîìó âåðåòåíó ïðè ïîìîùè ìíîãîêîìïîíåíò-
íîé áåëêîâîé ñòðóêòóðû — êèíåòîõîðà. Êèíåòîõîð ôîð-
ìèðóåòñÿ íà öåíòðîìåðíîì ó÷àñòêå êàæäîé ñåñòðèíñêîé
õðîìàòèäû è ìîæåò áûòü óñëîâíî ðàçäåëåí íà 2 ñóáäîìå-
íà — âíóòðåííèé öåíòðîìåðíûé äîìåí (ÂÖÄ) è íàðóæ-
íûé êèíåòîõîð (ÍÊ) (Cleveland et al., 2003; Chan et al.,
2005; Meraldi et al., 2006). Íàðóæíûé êèíåòîõîð âûÿâëÿ-
åòñÿ íà ýëåêòðîííûõ ìèêðîôîòîãðàôèÿõ â âèäå ìíîãî-
ñëîéíîé ýëåêòðîííî-ïëîòíîé ñòðóêòóðû. Êîìïîíåíòû
íàðóæíîãî êèíåòîõîðà ó÷àñòâóþò â íåïîñðåäñòâåííîì
ïðèñîåäèíåíèè ìèêðîòðóáî÷åê ê õðîìàòèíó è ãåíåðèðî-
âàíèè ñèãíàëà, áëîêèðóþùåãî íà÷àëî âûõîäà èç ìèòîçà
äî òåõ ïîð, ïîêà âñå õðîìîñîìû íå áóäóò ïðèñîåäèíåíû
ê ìèòîòè÷åñêîìó âåðåòåíó. Âíóòðåííèé öåíòðîìåðíûé
äîìåí ñîñòîèò èç áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãóëÿöèþ ïðè-
ñîåäèíåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê è óäåðæàíèÿ âìåñòå ñåñòðèí-
ñêèõ õðîìàòèä äî íàñòóïëåíèÿ àíàôàçû (Chen, 2002; Cle-
veland et al., 2003; Maiato et al., 2004; Rivera, Losada,
2006).

Îäíîé èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ìîäåëüíûõ
ñèñòåì äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññà ôîðìèðîâàíèÿ êèíåòîõî-
ðà è åãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå ýêñòðàêòû èç çðåëûõ îîöèòîâ øïîðöåâîé ëÿãóøêè

Xenopus laevis. Ýòà ñèñòåìà ïîçâîëÿåò âîñïðîèçâåñòè
in vitro ïðîöåññû ðåïëèêàöèè, êîíäåíñàöèè è ñåãðåãàöèè
õðîìîñîì (De la Barre et al., 1999; Maresca, Heald, 2006a;
Tutter, Walter, 2006). Çðåëûå îîöèòû ëÿãóøêè îñòàíîâëå-
íû íà ñòàäèè ìåòàôàçû ìåéîçà II äåéñòâèåì öèòîñòàòè-
÷åñêîãî ôàêòîðà (ÖÑÔ). Äîáàâëåíèå ÿäåð ñïåðìèåâ, ñî-
äåðæàùèõ íåðåïëèöèðîâàííóþ ÄÍÊ, ê öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ôðàêöèè îîöèòîâ (ÖÑÔ-ýêñòðàêòû) ïðèâîäèò ê
ñáîðêå ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì, íàçûâàåìûõ ÖÑÔ-õðî-
ìîñîìàìè. Òàêèå ÖÑÔ-õðîìîñîìû øèðîêî èñïîëüçóþò-
ñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ôîðìèðîâàíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîì, ñáîðêè è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êèíåòîõîðà, àê-
òèâàöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé êîíòðîëüíîé òî÷êè ñáîðêè
âåðåòåíà äåëåíèÿ è äð. (Smythe, Newport, 1991; Desai et
al., 1999).

Äðóãîé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ñ
èñïîëüçîâàíèåì öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ýêñòðàêòîâ îîöè-
òîâ X. laevis âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñòàäèþ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ
ñïåðìèåâ. In vivo ïðîíèêíîâåíèå ñïåðìèÿ âûçûâàåò âû-
áðîñ èîíîâ êàëüöèÿ èç âíóòðåííèõ êîìïàðòìåíòîâ îîöè-
òà. Ïîâûøåíèå öèòîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+

ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè öèòîñòàòè÷åñêîãî ôàêòîðà è âû-
õîäó îîöèòà èç ìåéîçà â èíòåðôàçó. Äîáàâëåíèå â ÖÑÔ-
ýêñòðàêòû CaCl2 èìèòèðóåò âûáðîñ èîíîâ êàëüöèÿ è
èíàêòèâèðóåò ÖÑÔ, ïðè÷åì ýêñòðàêòû ïåðåõîäÿò èç ìè-
òîçà â èíòåðôàçó. Äîáàâëåíèå ñïåðìèåâ â òàêèå ýêñòðàê-
òû ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ èíòåðôàçíûõ ÿäåð ñ ïî-
ñëåäóþùåé ðåïëèêàöèåé èõ ÄÍÊ. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ðåï-
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ëèêàöèè â òàêèõ ýêñòðàêòàõ ìîæíî èíèöèèðîâàòü ìèòîç,
äîáàâèâ 2/3 îáúåìà ÖÑÔ-ýêñòðàêòîâ. Ïåðåõîä èç èíòåð-
ôàçû â ìèòîç ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ðåïëèöèðîâàí-
íûõ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì (Ì-õðîìîñîì).

Âîïðîñ î ôèçèîëîãè÷íîñòè õðîìîñîì, ñôîðìèðî-
âàííûõ íåïîñðåäñòâåííî â ÖÑÔ-ýêñòðàêòå, îñòàåòñÿ
ñïîðíûì. Íåñìîòðÿ íà íåêîòîðîå ñõîäñòâî ìåæäó ÖÑÔ-
õðîìîñîìàìè X. laevis è ìèòîòè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ñóùåñòâóþò äîêàçàòåëüñòâà òîãî,
÷òî ÖÑÔ-õðîìîñîìû íåïðèãîäíû äëÿ èçó÷åíèÿ îðãà-
íèçàöèè êèíåòîõîðà è õðîìîñîì. Òàê, áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî äëÿ êîíäåíñàöèè ÖÑÔ-õðîìîñîì íå òðåáóåòñÿ
íàêîïëåíèÿ íà íèõ ëèíêåðíîãî ãèñòîíà H1 (Ohsumi et
al., 1993). Â òî æå âðåìÿ îòñóòñòâèå H1 â ýêñòðàêòàõ
ïðè ôîðìèðîâàíèè Ì-õðîìîñîì ïðèâîäèò ê èõ çíà÷èòåëü-
íîìó óäëèíåíèþ (Maresca et al., 2005). Êðîìå òîãî, èññëå-
äîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïî-
êàçàëè, ÷òî ìîðôîëîãèÿ êèíåòîõîðîâ, ñôîðìèðîâàííûõ íà
ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ, îòëè÷àåòñÿ îò ìîðôîëîãèè êèíåòîõî-
ðîâ, ñôîðìèðîâàííûõ íà Ì-õðîìîñîìàõ (Sawin, Mitchi-
son, 1991). Â äàëüíåéøåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîëè÷åñòâî
îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ íàðóæíîãî êèíåòîõîðà — áåëêà
Ndc80 — ñíèæåíî â ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ
Ì-õðîìîñîìàìè (Maresca, Heald, 2006b).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ñðàâíåíèå ñòðîåíèÿ
êèíåòîõîðîâ, ñôîðìèðîâàííûõ íà ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñî-
ìàõ, à òàêæå îöåíêà âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ õðîìî-
ñîì, ñôîðìèðîâàííûõ â öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ýêñòðàêòàõ
îîöèòîâ X. laevis, â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ôîð-
ìèðîâàíèÿ êèíåòîõîðîâ ïîçâîíî÷íûõ ñ ïðèìåíåíèåì
áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

À í ò è ò å ë à. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû
àíòèòåëà ïðîòèâ ñëåäóþùèõ áåëêîâ: Topoisomerase II
(Azuma et al., 2003), p150glued (Beckman Dickens, ÑØÀ),
Survivin (R&D, ÑØÀ), äèìåòèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà
H3 (Lys9), ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà H3
(Upstate Biotechnology, ÑØÀ), X. laevis Dasra A (ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Õ. Ôóíàáèêè, Óíèâåðñèòåò Ðîê-
ôåëëåðà, Íüþ-Éîðê, ÑØÀ), Smc2 (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëå-
íû ä-ðîì À. Ñòðóííèêîâûì, Íàöèîíàëüíûå èíñòèòóòû
çäðàâîîõðàíåíèÿ, Áåòåçäà, ÑØÀ). Ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ X. laevis Bub1 (àìèíîêèñëîòû 274—467),
X. laevis Aurora B, Scc1 (ïåïòèä: EPYSDIIATPGPRFH),
X. laevis BubR1 (àìèíîêèñëîòû 189—359), X. laevis Sgo
(àìèíîêèñëîòû 1—663) áûëè ïîëó÷åíû ïðè èììóíèçà-
öèè êðîëèêîâ èëè êóðèö è àôôèííî î÷èùåíû. Âñå âòî-
ðûå àíòèòåëà, ñêîíúþãèðîâàííûå ñ êðàñèòåëÿìè Alexa
Fluor (488, 568 èëè 647), áûëè ïðèîáðåòåíû â ôèðìå Mo-
lecular Probes Inc. (ÑØÀ).

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ö è ò î ï ë à ç ì à ò è ÷ å ñ ê è õ ý ê -
ñ ò ð à ê ò î â è ç î î ö è ò î â X e n o p u s l a e v i s. ßäðà ñïåð-
ìèåâ X. laevis è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ýêñòðàêòû çðåëûõ
îîöèòîâ, îñòàíîâëåííûõ â ìåéîçå ïîä äåéñòâèåì ÖÑÔ,
ãîòîâèëè, êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå (Kornbluth, 2001). Âû-
õîä â èíòåðôàçó èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì â ÖÑÔ-ýê-
ñòðàêòû CaCl2 â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.06 ìÌ. ßäðà
ñïåðìèåâ äîáàâëÿëè â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1000—4000 ÿäåð íà 1 ìêë ýêñòðàêòà. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ èíäóöèðîâàëè ïåðåõîä â ìèòîç, äîáàâ-
ëÿÿ 2/3 îáúåìà ÖÑÔ-ýêñòðàêòîâ. Íîêîäàçîë (Sigma,
ÑØÀ) äîáàâëÿëè âìåñòå ñ ÖÑÔ-ýêñòðàêòàìè â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë.

È ì ì ó í î è ñ ò î ù å í è å. Äëÿ èììóíîèñòîùåíèÿ ìàã-
íèòíûå ÷àñòèöû, ñêîíúþãèðîâàííûå ñ áåëêîì-A (Dynal
Co, ÑØÀ), èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 4 °Ñ ñ àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ Bub1 èëè ñ êîíòðîëüíûìè IgG èç ñûâî-
ðîòêè êðîâè êðîëèêîâ (Vector, ÑØÀ), à çàòåì êîâàëåíò-
íî ñâÿçûâàëè, èñïîëüçóÿ äèìåòèë ïèìåëèìèäàò�2 HCl
(Dimethyl pimelimidate�2HCl, Pierce, ÑØÀ) ïî ïðîòîêî-
ëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. ×àñòèöû èíêóáèðîâàëè â
10%-íîì ðàñòâîðå ãèäðîëèçîâàííîãî æåëàòèíà (Sigma,
ÑØÀ) â áóôåðå CSF-XB (10 ìÌ HEPES-KOH, pH 7.7,
100 ìÌ KCl, 2 ìÌ MgCl2 è 5 ìÌ EGTA) â òå÷åíèå
20 ìèí, ïðîìûâàëè áóôåðîì CSF-XB è èíêóáèðîâàëè 1 ÷
ñ ýêñòðàêòàìè ïðè 23 èëè 4 °Ñ. Ìàãíèòíûå ÷àñòèöû ñ îá-
ðàçîâàâøèìèñÿ èììóííûìè êîìïëåêñàìè óäàëÿëè èç ýê-
ñòðàêòà ñèëüíûì ìàãíèòîì.

Î ÷ è ñ ò ê à õ ð î ì à ò è í à. 100 ìêë êàæäîé ðåàêöèè
ðàçáàâëÿëè â 5 ðàç 0.8-êðàòíûì áóôåðîì CSF-XB, ñîäåð-
æàùèì 20 ìÌ â-ãëèöåðîôîñôàòà, 5 % ãëèöåðèíà è 0.5%
Òðèòîíà X-100, èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå â òå÷åíèå 1 ìèí, íàñëàèâàëè íà ïîäóøêó, ñîäåðæà-
ùóþ áóôåð CSF-XB è 35 % ãëèöåðèíà, è öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 4 °Ñ. Îñàäîê ïè-
ïåòèðîâàëè â òîì æå áóôåðå, íàñëàèâàëè íà ïîäóøêó è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Ê îñàäêàì äî-
áàâëÿëè 60 ìêë áóôåðà Ëýììëè è êèïÿòèëè â òå÷åíèå
5 ìèí. Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà 30 ìêë êàæ-
äîé ðåàêöèè ðàçáàâëÿëè â 10 ðàç 0.8-êðàòíûì áóôåðîì
CSF-XB, ñîäåðæàùèì 250 ìÌ ñàõàðîçû. Õðîìîñîìû
ôèêñèðîâàëè, äîáàâëÿÿ ðàâíûé îáúåì òîãî æå áóôåðà,
ñîäåðæàùåãî 4 % ïàðàôîðìàëüäåãèäà. ×åðåç 30 ìèí
ôèêñàöèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå õðîìîñîìû îñàæ-
äàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà öåíòðèôóãèðîâàíèåì ÷åðåç
ïîäóøêó, ñîäåðæàùóþ 40 % ãëèöåðèíà.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ è à í à ë è ç è ç î á ð à -
æ å í è é. Îñàæäåííûé íà ñòåêëà õðîìàòèí èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 40 ìèí â 3%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷-
íîãî àëüáóìèíà, îêðàøèâàëè ñîîòâåòñòâóþùèìè ïåð-
âè÷íûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, à çàòåì âòîðûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 40 ìèí.
ÄÍÊ îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Hoechst 33342 (4 ìêã/ìë).
Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ìèêðîñêîïà Axio-
skop, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ Iris 100�/1.4 èëè 40�/1.3 (Carl
Zeiss MicroImaging, Inc.). Èçîáðàæåíèÿ ñíèìàëè êàìåðîé
Orca II; Hamamatsu Photonics K. K.). Óïðàâëåíèå ñèñòå-
ìîé îñóùåñòâëÿëè ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì Openlab
Software (Improvision, ÑØÀ). Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà íà
ðèñóíêàõ ñîîòâåòñòâóåò 20 ìêì (êðîìå ñïåöèàëüíî îòìå-
÷åííûõ ñëó÷àåâ).

Ðåçóëüòàòû

Ô î ð ì è ð î â à í è å ê è í å ò î õ î ð î â í à ð ó ø å í î í à
Ö Ñ Ô - õ ð î ì î ñ î ì à õ. Ïîïàäàÿ â ÖÑÔ-ýêñòðàêòû, ÿäðà
ñïåðìèåâ ñïîñîáíû ñôîðìèðîâàòü êîíäåíñèðîâàííûé
ìèòîòè÷åñêèé õðîìàòèí (Sawin, Mitchison, 1991). Äëÿ
òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, ÿâëÿåòñÿ ëè òàêîé õðîìàòèí
àäåêâàòíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññà ñáîðêè êè-
íåòîõîðà è åãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ, ìû ñðàâíèëè êîëè÷å-
ñòâî íåêîòîðûõ áåëêîâ êèíåòîõîðà â ÖÑÔ- è Ì-õðîìî-
ñîìàõ. Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî õðîìàòèíà â
ÖÑÔ-ýêñòðàêòàõ â öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ôðàêöèþ îîöè-
òîâ äîáàâëÿëè 4000 ÿäåð ñïåðìèåâ íà 1 ìêë è èíêóáèðî-
âàëè â ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 23 °Ñ.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ Ì-õðîìîñîì â ÖÑÔ-ýêñòðàêòàõ èíäóöè-

Ôîðìèðîâàíèå ôóíêöèîíàëüíîãî êèíåòîõîðà â ñèñòåìå ýêñòðàêòîâ îîöèòîâ 503



504 Å. Þ. Áîÿð÷óê, Í. Í. Íèêîëüñêèé è äð.

Ðèñ. 1. Êèíåòîõîðû, ñôîðìèðîâàííûå íà ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ, èìåþò íàðóøåííóþ ñòðóêòóðó.

à — ñõåìà ýêñïåðèìåíòà; äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÖÑÔ-õðîìîñîì â ÖÑÔ-ýêñòðàêòû äîáàâëÿëè ÄÍÊ ñïåðìèåâ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4000 ÿäåð ñïåðìèåâ íà
1 ìêë ýêñòðàêòà è íîêîäàçîë â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë; õðîìîñîìû î÷èùàëè ÷åðåç 2 ÷ èíêóáàöèè ïðè 23 °Ñ; äëÿ ïîëó÷åíèÿ Ì-õðîìîñîì â
ÖÑÔ-ýêñòðàêòàõ èíäóöèðîâàëè èíòåðôàçó äîáàâëåíèåì 0.06 ìÌ CaCl2, à çàòåì ê òàêèì ýêñòðàêòàì äîáàâëÿëè ÿäðà ñïåðìèåâ â êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 2000 ñïåðìèåâ íà 1 ìêë ýêñòðàêòà; ÷åðåç 1 ÷ â ýêñòðàêòàõ èíäóöèðîâàëè ïåðåõîä èç èíòåðôàçû â ìèòîç, äîáàâëÿÿ 2/3 îáúåìà ÖÑÔ-ýêñòðàêòîâ; õðî-
ìîñîìû î÷èùàëè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå èíèöèàöèè ìèòîçà. á — î÷èùåííûå ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìû àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ óêàçàííûõ áåëêîâ. â — ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìû àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ îêðàñêîé àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêîâ

Aurora B, Survivin (çåëåíûé) è Bub1(êðàñíûé). ÄÍÊ îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Hoechst 33342.



ðîâàëè ïåðåõîä èç ìåéîçà â èíòåðôàçó, äîáàâëÿÿ 0.06 ìÌ
CaCl2, è ê ïîëó÷åííûì èíòåðôàçíûì ýêñòðàêòàì äîáàâ-
ëÿëè 2000 ÿäåð ñïåðìèåâ íà 1 ìêë ýêñòðàêòà. Ïîñëå îêîí-
÷àíèÿ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ èíäóöèðîâàëè ìèòîç, äîáàâëÿÿ
2/3 îáúåìà ÖÑÔ-ýêñòðàêòà (ðèñ. 1, à). Êîëè÷åñòâî ñòðóê-
òóðíûõ êîìïîíåíòîâ (ãèñòîíîâ H2A/H2B) è ôîñôîðè-
ëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà H3 áûëî èäåíòè÷íî â îáîèõ
òèïàõ õðîìîñîì (ðèñ. 1, á). Ñóáúåäèíèöà êîìïëåêñà êî-
ãåçèíà Scc1 ïðåäïî÷òèòåëüíåå ñâÿçûâàëàñü ñ ðåïëè-
öèðîâàííûì õðîìàòèíîì, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäøåñòâó-
þùèìè èññëåäîâàíèÿìè (Losada et al., 1998). Êîëè÷åñòâî
íåêîòîðûõ áåëêîâ âíóòðåííåãî öåíòðîìåðíîãî äîìåíà
êèíåòîõîðà, íàïðèìåð áåëêà Shugoshin (xSgo), áûëî
áëèçêèì â ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìàõ. Â òî æå âðåìÿ óðîâåíü
äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ÂÖÄ — áåëêîâ Aurora B è Das-
ra A — áûë íåñêîëüêî ñíèæåí íà ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ
(ðèñ. 1, á; 2, à). Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ÖÑÔ- è
Ì-õðîìîñîì ïîêàçàë, ÷òî êîìïîíåíòû òðàíçèòíîãî õðî-
ìîñîìíîãî êîìïëåêñà (ÒÕÊ, Chromosomal Passenger
Complex) Aurora B è Survivin ðàñïîëîæåíû èñêëþ÷è-
òåëüíî â ÂÖÄ Ì-õðîìîñîì, â òî âðåìÿ êàê â ÖÑÔ-õðîìî-
ñîìàõ îíè ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó õðîìàòèíó (ðèñ. 1, â).
Ìû òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî óðîâåíü áåëêîâ íàðóæíîãî
êèíåòîõîðà, ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì (Bub1, BubR1 è
p150glued), çíà÷èòåëüíî ñíèæåí â ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ Ì-õðîìîñîìàìè (ðèñ. 1, á; 2, à).

Äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî àíàëèçà ðàçëè÷èé ìåæäó êè-
íåòîõîðàìè ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîì ìû âîñïîëüçîâàëèñü
áèîõèìè÷åñêèì àíàëèçîì ñòðîåíèÿ êèíåòîõîðà. Ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê Bub1 àáñîëþòíî íåîáõîäèì
äëÿ ñáîðêè íàðóæíîãî êèíåòîõîðà â ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ
(Sharp-Baker, Chen, 2001; Vigneron et al., 2004). Â òî æå
âðåìÿ â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ, ëèøåííûõ ýíäîãåííîãî
Bub1, íàðóæíûé êèíåòîõîð ôîðìèðóåòñÿ, õîòÿ è ìåíåå
ýôôåêòèâíî (Johnson et al., 2004). Ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî
ñáîðêà íàðóæíîãî êèíåòîõîðà â ýêñòðàêòàõ, ëèøåííûõ
ýíäîãåííîãî Bub1, ïîëíîñòüþ íàðóøåíà â ÖÑÔ-õðîìî-
ñîìàõ: òàêèå êèíåòîõîðû íå ñîäåðæàëè íè BubR1, íè
p150glued (ðèñ. 2). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ÖÑÔ-õðîìîñî-
ìàì îòñóòñòâèå Bub1 â ýêñòðàêòàõ ïðè ôîðìèðîâàíèè
Ì-õðîìîñîì ïðèâîäèëî ëèøü ê ÷àñòè÷íîìó óìåíüøå-
íèþ êîëè÷åñòâà áåëêîâ BubR1 è p150glued, ñâÿçàííûõ ñ
õðîìàòèíîì (ðèñ. 2), íî íå áëîêèðîâàëî ôîðìèðîâàíèå
íàðóæíîãî êèíåòîõîðà ïîëíîñòüþ.

Òàêèì îáðàçîì, êèíåòîõîðû ÖÑÔ-õðîìîñîì èìåþò
ïîíèæåííûé óðîâåíü áåëêîâ íàðóæíîãî êèíåòîõîðà è
âíóòðåííåãî öåíòðîìåðíîãî äîìåíà, à ïðîöåññ ôîðìèðî-
âàíèÿ íàðóæíîãî êèíåòîõîðà íà ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ â áîëü-
øåé ñòåïåíè çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ áåëêà Bub1, ÷åì
ôîðìèðîâàíèå êèíåòîõîðà íà Ì-õðîìîñîìàõ. Áîëåå
òîãî, ëîêàëèçàöèÿ íåêîòîðûõ êîìïîíåíòîâ ÂÖÄ â
ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ íàðóøåíà. Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ ìû
çàêëþ÷èëè, ÷òî îðãàíèçàöèÿ êèíåòîõîðîâ ÖÑÔ-õðîìî-
ñîì ÿâëÿåòñÿ àáåððàíòíîé. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü êèíå-
òîõîðàì ÖÑÔ-õðîìîñîì ñòðîåíèå êèíåòîõîðîâ Ì-õðî-
ìîñîì X. laevis èìååò ñõîäñòâî ñî ñòðîåíèåì êèíåòîõî-
ðîâ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
ÖÑÔ-õðîìîñîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ôèçèîëîãè÷åñêè
îïòèìàëüíóþ ñèñòåìó äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû è ôóíê-
öèè êèíåòîõîðà.

Ô î ð ì è ð î â à í è å ô ó í ê ö è î í à ë ü í î ã î ê è í å ò î -
õ î ð à í å ò ð å á ó å ò ð å ï ë è ê à ö è è Ä Í Ê. Íàøè ðåçóëü-
òàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íà ôîðìèðîâàíèå
ôóíêöèîíàëüíîãî êèíåòîõîðà âëèÿþò íåêèå ïðîöåññû,
ïðîèñõîäÿùèå â èíòåðôàçå. Îäíèì èç òàêèõ ïðîöåññîâ,

ïðèâîäÿùèõ ê ðàçíèöå â ñòðîåíèè êèíåòîõîðîâ ÖÑÔ- è
Ì-õðîìîñîì, ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ. Äëÿ ïðî-
âåðêè ðîëè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ â ôîðìèðîâàíèè êèíåòîõî-
ðà â ìîìåíò èíèöèàöèè èíòåðôàçû â ýêñòðàêòû äîáàâëÿ-
ëè èíãèáèòîð ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I àôèäèêîëèí. ×åðåç 1 ÷
èíêóáàöèè ÿäåð ñïåðìèåâ â òàêèõ ýêñòðàêòàõ áûë èíäó-
öèðîâàí ìèòîç. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå àôèäèêî-
ëèíà íå íàðóøàåò ñáîðêó êèíåòîõîðà: óðîâåíü áåëêîâ
Bub1, BubR1, è p150glued íà õðîìàòèíå áûë ñõîäíûì â
êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ àôèäèêîëèíîì îáðàçöàõ
(ðèñ. 3, á). Â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî òåñòà áûëà ïðîà-
íàëèçèðîâàíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïðîöåññà ñáîðêè íàðóæ-
íîãî êèíåòîõîðà ê èñòîùåíèþ àôèííûìè àíòèòåëàìè èç
ýêñòðàêòà áåëêà Bub1. Äàííûé òåñò òàêæå ïîäòâåðäèë,
÷òî áëîêèðîâàíèå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ íå ïðåïÿòñòâóåò
ôîðìèðîâàíèþ ôóíêöèîíàëüíîãî êèíåòîõîðà: êîëè÷åñò-
âî BubR1 è p150glued áûëî ñíèæåíî èç-çà îòñóòñòâèÿ â ýê-
ñòðàêòàõ Bub1, îäíàêî ñâÿçûâàíèå ýòèõ áåëêîâ ñ õðîìà-
òèíîì íå áûëî ïîëíîñòüþ íàðóøåíî, êàê â ñëó÷àå ñ êè-
íåòîõîðàìè ÖÑÔ-õðîìîñîì, ñôîðìèðîâàííûõ â
ýêñòðàêòàõ, ëèøåííûõ ýíäîãåííîãî Bub1 (ñð. ðèñ 2, á è
3, á). Îñíîâûâàÿñü íà ýòèõ ðåçóëüòàòàõ, ìû çàêëþ÷èëè,
÷òî ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ ñïåðìèÿ íå âëèÿåò íà ôîðìèðîâà-
íèå êèíåòîõîðà â ïîñëåäóþùåì ìèòîçå.

Ô î ð ì è ð î â à í è å ô ó í ê ö è î í à ë ü í î ã î ê è í å ò î -
õ î ð à í å ò ð å á ó å ò ñ á î ð ê è ÿ ä å ð í î é î á î ë î ÷ ê è â
ï ð å ä ø å ñ ò â ó þ ù å é è í ò å ð ô à ç å. Âî âðåìÿ èíòåðôàçû
õðîìàòèí îáû÷íî äåêîíäåíñèðîâàí è îêðóæåí ÿäåðíîé
îáîëî÷êîé (ßÎ). Ëåãêî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòà äåêîíäåí-
ñàöèÿ è(èëè) îáðàçîâàíèå ßÎ ìîãëè áû âíîñèòü ñâîé
âêëàä â ôîðìèðîâàíèå êèíåòîõîðà â ïîñëåäóþùåì ìèòî-
çå, òàê êàê ýòè ïðîöåññû óâåëè÷èâàþò äîñòóïíîñòü õðî-
ìàòèíà äëÿ ôàêòîðîâ, íàêîïëåííûõ â ÿäðå â õîäå ÿäåð-
íî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî òðàíñïîðòà. Ñëèÿíèå ìåìáðàí-
íûõ âåçèêóë ïðè îáðàçîâàíèè ßÎ è ôîðìèðîâàíèå
ÿäåðíûõ ïîð íåâîçìîæíû áåç ãèäðîëèçà ÃÒÔ ìàëîé
ÃÒÔàçîé Ran (Herzer et al., 2000). Ýòè ïðîöåññû ìîãóò
áûòü çàáëîêèðîâàíû äîáàâëåíèåì â ñèñòåìó ìóòàíòíûõ
ôîðì Ran (Hughes et al., 1998). Ìû äîáàâèëè ïåðåä èíè-
öèàöèåé èíòåðôàçû 0.5 ìêÌ Ran-T24N èëè 100 ìêÌ
Ran-Q69L â êîíòðîëüíûå ýêñòðàêòû è â ýêñòðàêòû, ëè-
øåííûå Bub1. Â ïðèñóòñòâèè ìóòàíòíûõ ôîðì Ran âûòÿ-
íóòûå ÿäðà ñïåðìèåâ ïðåâðàùàëèñü â áîëåå êîìïàêòíûå
êðóãëûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå, îäíàêî, ñîäåðæàëè ñèëüíî
êîíäåíñèðîâàííûé è ãîìîãåííî îêðàøåííûé õðîìàòèí
(ðèñ. 4, à), ÷òî ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ îïóáëèêîâàííû-
ìè ðàíåå äàííûìè (Dasso et al., 1994; Hughes et al., 1998).
×åðåç 1 ÷ èíêóáàöèè â ýêñòðàêòàõ èíèöèèðîâàëè ïåðåõîä
èç èíòåðôàçû â ìèòîç. Àíàëèç ìèòîòè÷åñêîãî õðîìàòè-
íà ïîêàçàë, ÷òî îáðàáîòêà ýêñòðàêòîâ Ran-T24N èëè
Ran-Q69L íå áëîêèðóåò ôîðìèðîâàíèå êèíåòîõîðîâ: êî-
ëè÷åñòâî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ BubR1 è
p150glued áûëî áëèçêèì â êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ îáðàç-
öàõ (ðèñ. 4). Ìû òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî Ì-õðîìîñîìû,
ñôîðìèðîâàííûå â ïðèñóòñòâèè Ran-T24N èëè Ran-Q69L,
íåñóò íà ñåáå áåëêè íàðóæíîãî êèíåòîõîðà äàæå â ñëó÷àå
îòñóòñòâèÿ â ýêñòðàêòàõ Bub1. Îñíîâûâàÿñü íà ýòèõ ðå-
çóëüòàòàõ, ìû çàêëþ÷èëè, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ßÎ è ÿäåð-
íî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèé òðàíñïîðò â èíòåðôàçå íå ÿâëÿ-
þòñÿ íåîáõîäèìûìè óñëîâèÿìè äëÿ ñáîðêè ôóíêöèîíàëü-
íûõ êèíåòîõîðîâ â ïîñëåäóþùåì ìèòîçå.

Ì è ò î ò è ÷ å ñ ê à ÿ ê î í ä å í ñ à ö è ÿ è ð å ì î ä å ë è í ã
õ ð î ì à ò è í à ñ ï å ð ì è å â ì î ã ó ò á û ò ü í à ð ó ø å í û
ï ð è ô î ð ì è ð î â à í è è Ö Ñ Ô - õ ð î ì î ñ î ì. Òàê êàê è
ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ, è ôîðìèðîâàíèå ÿäåðíîé îáîëî÷êè
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îêàçàëèñü íå âàæíû äëÿ ñáîðêè êèíåòîõîðà â õîäå ïîñëå-
äóþùåãî ìèòîçà, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ðåñòðóêòóðèçà-
öèÿ õðîìàòèíà ìîãëà áû áûòü òåì ñàìûì ñîáûòèåì â èí-
òåðôàçå, êîòîðîå íåîáõîäèìî äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ôóíê-
öèîíàëüíûõ êèíåòîõîðîâ íà õðîìàòèíå ñïåðìèÿ. Â õîäå
ñïåðìàòîãåíåçà òèïè÷íûå äëÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ãèñ-
òîíû ÷àñòè÷íî çàìåùàþòñÿ íà ñïåöèôè÷åñêèå áåëêè
ñïåðìèÿ, à îñòàâøèåñÿ ãèñòîíû ïîäâåðãàþòñÿ ìíîãî÷èñ-
ëåííûì ïîñòòðàíñëÿöèîííûì ìîäèôèêàöèÿì (Li, 2002;

Lewis et al., 2003). Ïîëàãàþò, ÷òî ýòè èçìåíåíèÿ ïðèâî-
äÿò ê áîëåå âûñîêîé ñòåïåíè êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà.
Â õîäå îïëîäîòâîðåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ ñïåðìèÿ áåë-
êè îáû÷íî çàìåíÿþòñÿ íà çàïàñåííûå â öèòîïëàçìå ÿéöà
ãèñòîíû ñîìàòè÷åñêîãî òèïà (Philpott, Leno, 1992). Ìû
ïðîâåðèëè, íå íàðóøåí ëè ðåìîäåëèíã õðîìàòèíà ñïåð-
ìèÿ ïðè ôîðìèðîâàíèè ÖÑÔ-õðîìîñîì. Èçâåñòíî, ÷òî
ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà H3 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèç-
ìîâ êîìïàêòèçàöèè ÄÍÊ â ÿäðå ñïåðìèÿ âî âðåìÿ ñïåð-

506 Å. Þ. Áîÿð÷óê, Í. Í. Íèêîëüñêèé è äð.

Ðèñ. 2. Ðàçëè÷íàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ñáîðêè íàðóæíîãî êèíåòîõîðà ê îòñóòñòâèþ áåëêà Bub1 â ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìàõ.

à — îáðàçöû öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè è î÷èùåííûå ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìû, ñôîðìèðîâàííûå â êîíòðîëüíûõ èëè â ëèøåííûõ ýíäîãåííîãî Bub1
ýêñòðàêòàõ, àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ óêàçàííûõ áåëêîâ, êîëè÷åñòâî ãèñòîíîâ H2A/H2B âûÿâëÿëè ìåòîäîì
SDS-PAGE ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé ñåðåáðîì; á — õðîìîñîìû àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ

BubR1 (çåëåíûé) è p150glued (êðàñíûé). ÄÍÊ îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Hoechst 33342 ( ñèíèé— çäåñü è íà ðèñ. 3, 4).
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ìàòîãåíåçà (Li, 2002; Rousseaux et al., 2005). Ìû íàøëè,ìàòîãåíåçà (Li, 2002; Rousseaux et al., 2005). Ìû íàøëè,
÷òî óðîâåíü äèìåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H3 áûë îòíîñè-
òåëüíî âûñîêèì â ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ è áëèçêèì ê ñòåïåíè
äèìåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H3 íà õðîìàòèíå ñïåðìèÿ.
Ïðè ýòîì óðîâåíü äèìåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H3 íà
Ì-õðîìîñîìàõ áûë ïðàêòè÷åñêè íåäåòåêòèðóåìûì
(ðèñ. 5, à). Ìû òàêæå ñðàâíèëè îáùèé ñîñòàâ ñâÿçàííûõ
ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ â ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìàõ è áåëêî-
âûé ñîñòàâ íàòèâíîãî õðîìàòèíà ñïåðìèÿ. Áûëî òàêæå
îòìå÷åíî, ÷òî ñïåêòð áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ÖÑÔ-õðîìîñî-
ìàìè, ñîâìåùàåò â ñåáå îñîáåííîñòè, õàðàêòåðíûå êàê
äëÿ õðîìàòèíà ñïåðìèÿ, òàê è äëÿ ðåïëèöèðîâàííîãî ìè-
òîòè÷åñêîãî õðîìàòèíà (ðèñ. 5, â).

Óïàêîâêà õðîìàòèíà âûñøåãî ïîðÿäêà èãðàåò íåìà-
ëîâàæíóþ ðîëü ïðè ñáîðêå êèíåòîõîðà (Gilbert, Allan,
2001). Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü ñóùåñòâîâàíèå ðàçëè÷èé
â ñòåïåíè êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà â ÖÑÔ- è Ì-õðîìî-
ñîìàõ, ìû ïðîâåðèëè êîëè÷åñòâî ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ
îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ôîðìèðîâàíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîì — êîíäåíñèíà è ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II
(Swedlow, Hirano, 2003; Gassmann et al., 2004). Êîëè-
÷åñòâî Smc2 (îäíîé èç ñóáúåäèíèö êîíäåíñàöèè) è
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II áûëî âûøå â ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ
(ðèñ. 5, ä), ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ñóùåñòâîâà-
íèÿ ðàçëè÷èé â óïàêîâêå ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîì. Îñíîâû-
âàÿñü íà ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòàõ, ìû çàêëþ÷èëè, ÷òî
ÖÑÔ-õðîìîñîìû íåýôôåêòèâíî îáìåíèâàþò áåëêè, ñïå-
öèôè÷íûå äëÿ õðîìàòèíà ñïåðìèÿ, è íàêàïëèâàþò áîëü-
øåå êîëè÷åñòâî ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â êîíäåíñàöèè
õðîìîñîì.

Îáñóæäåíèå

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñòðîåíèå êèíåòîõîðîâ, ñôîðìèðî-
âàííûõ íà ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ, íàðóøåíî. Âî-ïåðâûõ, íà-
ðóøåíà ëîêàëèçàöèÿ êîìïîíåíòîâ ÂÖÄ (ðèñ. 1, á).
Âî-âòîðûõ, óðîâåíü áåëêîâ íàðóæíîãî êèíåòîõîðà íà
òàêèõ õðîìîñîìàõ ñíèæåí îòíîñèòåëüíî óðîâíÿ ýòèõ
áåëêîâ íà Ì-õðîìîñîìàõ (ðèñ. 1, à). Â-òðåòüèõ, ôîð-
ìèðîâàíèå òàêèõ êèíåòîõîðîâ ïîëíîñòüþ çàâèñèò îò
ïðèñóòñòâèÿ áåëêà Bub1: èñòîùåíèå Bub1 èç ýêñòðàêòîâ
áëîêèðóåò ôîðìèðîâàíèå íàðóæíîãî êèíåòîõîðà â
ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ, òîãäà êàê êèíåòîõîðû Ì-õðîìîñîì è
õðîìîñîì ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ôîðìèðóþòñÿ è â îòñóò-
ñòâèå Bub1, õîòÿ è íå òàê ýôôåêòèâíî, êàê â êîíòðîëü-
íûõ ýêñòðàêòàõ (ðèñ. 2) (Johnson et al., 2004).

Ïî÷åìó äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî êèíå-
òîõîðà õðîìàòèí ñïåðìèÿ îáÿçàòåëüíî äîëæåí ïðîéòè
÷åðåç èíòåðôàçó? Ñóùåñòâóåò ðÿä ñïåöèôè÷íûõ äëÿ èí-
òåðôàçû ïðîöåññîâ, êîòîðûå ìîãëè áû èçìåíèòü ñîñòîÿ-
íèå õðîìàòèíà ñïåðìèÿ. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî òå èíòåð-
ôàçíûå èçìåíåíèÿ â ñòàòóñå õðîìàòèíà, êîòîðûå ïîçâî-
ëÿò â ïîñëåäóþùåì ìèòîçå ñôîðìèðîâàòü ïîëíîñòüþ
ôóíêöèîíàëüíûé êèíåòîõîð, íå çàâèñÿò îò ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ (ðèñ. 3). Ìû òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî áëîêèðîâàíèå
ñáîðêè ßÎ è ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî òðàíñïîðòà íå
ïðèâîäèò ê ñåðüåçíûì èçìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå êèíåòî-
õîðà (ðèñ. 4).

Âî âðåìÿ îïëîäîòâîðåíèÿ âõîä ñïåðìèÿ â îîöèò âû-
çûâàåò áûñòðûé âûõîä îîöèòà èç ìèòîòè÷åñêîãî àðåñòà.
Òàêèì îáðàçîì, â ìîìåíò ïîïàäàíèÿ ñïåðìèÿ â öèòîïëàç-
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Ðèñ. 5. Ðåìîäåëèíã õðîìàòèíà ñïåðìèÿ è êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà íàðóøåíà ïðè ôîðìèðîâàíèè ÖÑÔ-õðîìîñîì.

à, á — ìîðôîëîãèÿ ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîì, ïàíåëè; à�, á�— óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå îòäåëüíûõ õðîìîñîì; ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 20 è 4 ìêì ñîîò-
âåòñòâåííî. â, ã — î÷èùåííûå ÖÑÔ-, Ì-õðîìîñîìû è õðîìàòèí ñïåðìèåâ àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ äèìåòèëè-
ðîâàííîé ôîðìû (Lys 9) è ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà H3 (â) è ìåòîäîì SDS-PAGE ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé ñåðåáðîì (ã); çâåçäî÷êàìè îòìå-
÷åíû ïîëîæåíèÿ áåëêîâ, ïðåäïîëîæèòåëüíî îáùèõ äëÿ ÖÑÔ-õðîìîñîì è õðîìàòèíà ñïåðìèåâ, ä — î÷èùåííûå ÖÑÔ- è Ì-õðîìîñîìû àíàëèçèðîâàëè
ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ Smc2 è ÄÍÊ Òîïîèçîìåðàçû II (Topo II). Ãèñòîíû H2A/H2B èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ îäèíà-

êîâîé íàãðóçêè íà ãåëü.



ìó ÿéöà ñàìà ÿéöåêëåòêà óæå íàõîäèòñÿ â èíòåðôàçå. Îð-
ãàíèçàöèÿ ÄÍÊ ñïåðìèÿ ñèëüíî îòëè÷àåòñÿ îò îðãàíèçà-
öèè õðîìàòèíà â ñîìàòè÷åñêîì ÿäðå. Õðîìàòèí ñïåðìèÿ
ñîäåðæèò ñïåöèôè÷åñêèå ïðîòàìèí-ïîäîáíûå áåëêè,
ïðèñóòñòâèå êîòîðûõ ïðèâîäèò ê ñóïåðêîìïàêòèçàöèè
ÄÍÊ (Risley et al., 1986). Â ÿéöå ýòè ñïåöèôè÷åñêèå áåë-
êè îáìåíèâàþòñÿ íà ãèñòîíû H2A/H2B (Philpott, 1992) è
íåêîòîðûå äðóãèå ñòðóêòóðíûå áåëêè, õàðàêòåðíûå äëÿ
õðîìàòèíà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê (Dimitrov et al., 1994).
Ñëåäîâàòåëüíî, ìåòîä ôîðìèðîâàíèÿ õðîìîñîì èç õðî-
ìàòèíà ñïåðìèåâ íåïîñðåäñòâåííî â ÖÑÔ-ýêñòðàêòàõ ÿâ-
ëÿåòñÿ êðàéíå èñêóññòâåííûì. Îñíîâûâàÿñü íà íàøèõ
äàííûõ, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ïðè ôîðìèðîâàíèè õðî-
ìîñîì â ÖÑÔ-ýêñòðàêòàõ ðåìîäåëèíã õðîìàòèíà ñïåð-
ìèÿ â õðîìàòèí ñîìàòè÷åñêîãî òèïà íàðóøàåòñÿ èç-çà
ïðîõîäÿùåé îäíîâðåìåííî ñ ýòèì ðåìîäåëèíãîì ìèòî-
òè÷åñêîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà; ïîäîáíîå íàðóøåíèå
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ íååñòåñòâåííîé óïàêîâêè õðî-
ìàòèíà è èçìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå õðîìîñîì. Ýòî ïðåäïî-
ëîæåíèå îò÷àñòè ïîäòâåðæäàåòñÿ òåì ôàêòîì, ÷òî êîëè-
÷åñòâî êîíäåíñèíà è ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II óâåëè÷åíî
íà ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ Ì-õðîìîñîìàìè
(ðèñ. 5, ã). Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ
êîìïîíåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà
(Gassmann et al., 2004), ìîæåò îòðàæàòü íàðóøåíèÿ â îð-
ãàíèçàöèè ÖÑÔ-õðîìîñîì. Íàøå ïðåäïîëîæåíèå î íàðó-
øåíèè ðåìîäåëèíãà õðîìàòèíà ñïåðìèÿ ïðè îäíîâðå-
ìåííîé êîíäåíñàöèè ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì òàêæå ïîä-
òâåðæäàåòñÿ ïîâûøåííîé ñòåïåíüþ ìåòèëèðîâàíèÿ
ãèñòîíà H3 â ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ, áëèçêîé ê ñòåïåíè åãî
ìåòèëèðîâàíèÿ â õðîìàòèíå ñïåðìèÿ, à íå â Ì-õðî-
ìîñîìàõ (ðèñ. 5, á). Êðîìå òîãî, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî
íàðóøåííàÿ ñòðóêòóðà ÖÑÔ-õðîìîñîì ìîæåò ôèçè÷å-
ñêè ïðåïÿòñòâîâàòü ñâÿçûâàíèþ êîìïîíåíòîâ êèíåòîõî-
ðà ñ öåíòðîìåðíûì ðàéîíîì. Èçâåñòíî, ÷òî êîíäåíñèí
îïîñðåäóåò ôîðìèðîâàíèå ïîëîæèòåëüíûõ ïåòåëü ïðè
âçàèìîäåéñòâèè ñ ãîëîé ÄÍÊ òàê æå ýôôåêòèâíî, êàê è
ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé íóêëåîñîìû
(De la Barre et al., 2000). Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî áûñòðàÿ êîíäåíñàöèÿ ÄÍÊ ñïåðìèÿ, â êîòî-
ðîé ïðîèñõîäèò çàìåíà ïðîòàìèíîâ íà ãèñòîíû, ïðèâå-
äåò ê ôîðìèðîâàíèþ õðîìàòèíà ñ íååñòåñòâåííîé óïà-
êîâêîé.

Òàêèì îáðàçîì, íàøå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî êè-
íåòîõîðû ñôîðìèðîâàííûå í ÖÑÔ-õðîìîñîìàõ, èìåþò
àáåððàíòíóþ ñòðóêòóðó è, ñëåäîâàòåëüíî, íå ìîãóò èñ-
ïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû. Ìû ñ÷èòà-
åì, ÷òî äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû ïðîâîäèòüñÿ
èñêëþ÷èòåëüíî íà ôèçèîëîãè÷åñêè îïòèìàëüíîé ìîäå-
ëè — Ì-õðîìîñîìàõ.
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ASSEMBLY OF CORRECT KINETOCHORE ARCHITECTURE

IN XENOPUS EGG EXTRACT REQUIRES TRANSITION OF SPERM DNA THROUGH INTERPHASE
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Xenopus egg extracts provide a powerful tool for studying formation and function of chromosomes. Two al-
ternative protocols are generally used to obtain mitotic chromosomes. The first one employs direct assembly of
chromatin from sperm nuclei in CSF-arrested meiotic extracts, while the second is based on transition of sperm
DNA through a replication step, followed by re-establishing of CSF arrest. In this study we show that general ki-
netochore structure is disrupted in chromosomes assembled directly in CSF egg extracts: the amounts of outer
kinetochore proteins such as Bub1, BubR1 and Dynactin subunit p150glued are reduced and the components of
the inner centromeric region (Aurora B kinase and Survivin) show compromised recruitment to centromeres. In
contrast, kinetochores on chromosomes assembled according to the second protocol closely resemble those in
somatic cells. Our results argue that transition of sperm nuclei through interphase is an essential step for proper
kinetochore assembly.

K e y w o r d s: kinetochore, Xenopus laevis, Xenopus egg extract, chromosome.
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