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Ïîêàçàíî, ÷òî â êóëüòóðå êëåòîê CHO-K1 ýòîïîçèä (1 ÷ 25 ìêÌ) âûçûâàåò èíòåðôàçíóþ çàäåðæêó,
ïîñëå êîòîðîé êëåòêè âîçîáíîâëÿþò ìèòîòè÷åñêîå äåëåíèå è ÷åðåç íåêîòîðûé ïðîìåæóòîê âðåìåíè ïîä-
âåðãàþòñÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè. Íàêîïëåíèþ â êóëüòóðå àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïðåäøåñòâóåò óâåëè-
÷åíèå ÷èñëà ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ. Íàøè äàííûå âïåðâûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ,
äåëÿùèõñÿ â ïåðèîä, ïðåäøåñòâóþùèé àïîïòîçó, ðàçëè÷àåòñÿ õàðàêòåð èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðà-
øèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà äåëåíèÿ àíòèòåëàìè ê á-òóáóëèíó, àöåòèëèðîâàííîìó è òèðîíèçèðî-
âàííîìó á-òóáóëèíó. Îòäåëüíûå ÷àñòè ìíîãîïîëþñíîãî ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ïî
íàëè÷èþ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, äîñòóïíûõ äëÿ àíòèòåë ïðîòèâ òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà. Ýòè
íàðóøåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà óñóãóáëÿþòñÿ íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä òåì, êàê â êóëüòóðå âîçðàñòàåò
êîëè÷åñòâî êëåòîê, ïîäâåðãøèõñÿ àïîïòîçó. Êðîìå òîãî, íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî íåêîòîðûå êëåòêè
óñïåâàþò ïðîéòè ïî êðàéíåé ìåðå äâà ìèòîòè÷åñêèõ öèêëà ïåðåä âîçðàñòàíèåì ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê â êóëüòóðå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýòîïîçèä, àïîïòîç, ìèòîç, òóáóëèí.

Àïîïòîç, èëè ïðîãðàììèðîâàííàÿ êëåòî÷íàÿ ãèáåëü,
ÿâëÿåòñÿ ìåõàíèçìîì, íåîáõîäèìûì ìíîãîêëåòî÷íîìó
îðãàíèçìó äëÿ èçáàâëåíèÿ îò íåíóæíûõ, ïîâðåæäåííûõ è
ïîòåíöèàëüíî îïàñíûõ êëåòîê. Ñåãîäíÿ ìíîãîå èçâåñòíî
î ìîëåêóëàõ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ýòîãî ïðîöåññà,
íî äî ñèõ ïîð íå ñóùåñòâóåò ÷åòêîãî ïðåäñòàâëåíèÿ îáî
âñåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîáûòèé îò ìîìåíòà èíäóêöèè
àïîïòîçà äî ìîìåíòà ãèáåëè êëåòêè (äëÿ îáçîðà ñì.:
Blank, Shiloh, 2007; Elmore, 2007).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå, êîòîðûå
óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü âîâëå÷åíèÿ ñèñòåìû ìèêðî-
òðóáî÷åê â ïðîöåññ çàïóñêà àïîïòîçà (Ireland, Pittman,
1995; Pittman et al., 1997; Srivastava et al., 1998; Abal et al.,
2001; Porter, Lee, 2001; Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà è äð., 2006;
Moss, Lane, 2006; Moss et al., 2006). Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîé èíäóêöèè àïîïòîçà â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò ðåîðãàíèçàöèÿ èíòåðôàçíîé
ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê, âûðàæàþùàÿñÿ â óñèëåíèè ïî-
ëèìåðèçàöèè á-, â- è ã-òóáëèíà (Porter, Lee, 2001) è óâåëè-
÷åíèè ÷èñëà öåíòðîâ îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê
(ÖÎÌÒ) (Ireland, Pittman, 1995; Pittman et al., 1997; Porter,
Lee, 2001; Yih et al., 2006). Ýòîò ïðîöåññ íàáëþäàåòñÿ êàê
ïðè äåéñòâèè íà êëåòêó àãåíòîâ, íåïîñðåäñòâåííî ñòàáè-
ëèçèðóþùèõ ìèêðîòðóáî÷êè, òàêèõ êàê òàêñîë (Ireland,
Pittman , 1995), òàê è ïðè âîçäåéñòâèè ã-îáëó÷åíèÿ (Porter,
Lee, 2001) èëè èíãèáèòîðà òîïîèçîìåðàçû II — ýòîïîçèäà
(Ireland, Pittman, 1995; Pittman et al., 1997), êîòîðûå, ïî-
âðåæäàÿ ÄÍÊ, íå âëèÿþò ïðÿìî íà ïîëèìåðèçàöèþ òóáó-
ëèíà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äàííûå ïî ðåîðãàíèçàöèè èí-
òåðôàçíîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê ïîëó÷åíû íà ëåéêåìè-
÷åñêèõ êëåòêàõ, îáëàäàþùèõ ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëü-

íîñòüþ ê äåéñòâèþ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ àãåíòîâ. Âðåìÿ,
êîòîðîå ïðîõîäèò îò ìîìåíòà èíäóêöèè äî àïîïòîòè÷å-
ñêîé ôðàãìåíòàöèé ÄÍÊ, â ýòèõ êëåòêàõ íå ïðåâûøàåò
äëèòåëüíîñòè èõ ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà. Íî ïðè èíäóêöèè
àïîïòîçà âî ìíîãèõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ îïóõîëåâîãî
è íåîïóõîëåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ íà-
ñòóïàåò ÷åðåç ïðîìåæóòîê âðåìåíè, ïðåâûøàþùèé äëè-
òåëüíîñòü îäíîãî ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà (Lock, Ross,
1990b; Demarcq et al., 1994; Sherwood et al., 1994; Johnson
et al., 1999; Sato et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Abal et
al., 2001; Castedo et al., 2004; Rello-Varona et al., 2006).
Â ýòîì ñëó÷àå àïîïòîçó ïðåäøåñòâóåò îáðàòèìàÿ çàäåðæ-
êà âñòóïëåíèÿ êëåòîê â ìèòîç, ïðè÷åì ìèòîòè÷åñêèå êëåò-
êè, íàêàïëèâàþùèåñÿ ïîñëå âûõîäà èç áëîêà, ÷àñòî èìå-
þò ìíîãîïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ôàêò ôîðìèðîâàíèÿ ìíîãîïîëþñíîãî âåðåòåíà — òî íå-
ìíîãîå, ÷òî èçâåñòíî î ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîòðó-
áî÷åê â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, íàáëþäàåìûõ â ïåðèîä
âðåìåíè ìåæäó èíòåðôàçíîé çàäåðæêîé, âûçâàííîé âîç-
äåéñòâèåì èíäóöèðóþùåãî àïîïòîç àãåíòà, è ïîñëåäóþ-
ùåé àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ êëåòîê. Ïîëíàÿ ðåêîíñòðóê-
öèÿ öåïè ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê èíäóêöèè àïîïòîçà, íå-
âîçìîæíà áåç äàííûõ î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èçìåíåíèé â
îðãàíèçàöèè àíîìàëüíûõ ìèòîçîâ, ïðåäøåñòâóþùèõ êëå-
òî÷íîé ãèáåëè.

Òàêèì îáðàçîì, öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿñíèòü,
êàêèì îáðàçîì èçìåíÿåòñÿ îðãàíèçàöèÿ ìèòîòè÷åñêîãî
àïïàðàòà êëåòîê, äåëÿùèõñÿ â ïåðèîä âðåìåíè ìåæäó èí-
òåðôàçíîé çàäåðæêîé, âûçâàííîé âîçäåéñòâèåì èíäóöè-
ðóþùåãî àïîïòîç àãåíòà, è ïîñëåäóþùåé àïîïòîòè÷åñêîé
ãèáåëüþ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî â êëåòêàõ CHO-K1, äåëÿùèõñÿ
â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå îáðàáîòêè àãåíòîì, èíäóöèðóþùèì
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àïîïòîç (ýòîïîçèäîì), ìû èçó÷èëè ìåòîäîì èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ðàñïðåäåëåíèå á-òóáóëèíà è
ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé á-òóáóëèíà â ñîñòàâå
ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà. Êðîìå òîãî, ÷òîáû âûÿñíèòü,
êàêîå êîëè÷åñòâî ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé ïîñëå âûõîäà èç
èíòåðôàçíîãî áëîêà ïðîõîäÿò êëåòêè, èçó÷àåìûå â ðàçíûå
ñðîêè ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè
çàêîíîìåðíîñòè ðàçâåäåíèÿ ìåòêè ïîñëå íàñûùåíèÿ êëå-
òîê àíàëîãîì òèìèäèíà — 5-áðîì-2-äåçîêñèóðèäèíîì
(BrdU).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Êëåòêè CHO-K1 (ÀÒÑÑ) âûðà-
ùèâàëè â ñðåäå F-12 ñ äîáàâëåíèåì 10%-íîé ýìáðèîíàëü-
íîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Ñìåíó ñðåäû ðî-
ñòà ïðîèçâîäèëè êàæäûé äåíü. Äëÿ ýêñïåðèìåíòà êëåòêè
âûñåâàëè íà ïîêðûòûå æåëàòèíîì ñòåêëà â 24-ëóíî÷íûå
ïëàíøåòû (îêîëî 105 êëåòîê íà ëóíêó). ×åðåç 2 ñóò ê êëåò-
êàì, ðàñòóùèì íà ñòåêëàõ, äîáàâëÿëè ðàñòâîð ýòîïîçèäà
(Sigma, ÑØÀ) íà äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ; Serva,
Ãåðìàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 25 ìêÌ (Lock, Ross, 1990a),
÷åðåç 1 ÷ êëåòêè îòìûâàëè è êóëüòèâèðîâàëè 2 ñóò â ñâå-
æåé ñðåäå ðîñòà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè õîëîäíûì ìåòàíîëîì íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
äîáàâëåíèåì àãåíòà, à òàêæå ÷åðåç 1, 2, 8, 14, 18, 24, 30 è
48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà è îêðàøèâàëè êàðáîëîâûì
ôóêñèíîì. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, îáðàáîòàííûå
ÄÌÑÎ â êîíöåíòðàöèè 0.04 %, ñîîòâåòñòâóþùåé ðàáî÷å-
ìó ðàñòâîðó ýòîïîçèäà.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòêè
ôèêñèðîâàëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä äîáàâëåíèåì àãåíòà,
à òàêæå ÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà. Äåé-
ñòâèå ýòîïîçèäà áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî â òðåõ ïàðàëëå-
ëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Â û ÿ â ë å í è å à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å ò î ê ì å ò î -
ä î ì T U N E L (T d T - m e d i a t e d d U T P n i c k - e n d l a -
b e l i n g). ×òîáû âèçóàëèçèðîâàòü àïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè,
êîíöû ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ ìåòèëè íóêëåîòèäàìè,
ñâÿçàííûìè ñ ôëóîðåñöåèíîì (Apoptosis Detection Sys-
tem; Promega, ÑØÀ), ïî ìåòîäó, ðåêîìåíäîâàííîìó èçãî-
òîâèòåëåì. Ïðåïàðàòû äîêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì ÄÍÊ DAPI (Sigma, ÑØÀ), çàêëþ÷àëè â Ìîâè-
îë è ïðîñìàòðèâàëè â ôîòîìèêðîñêîïå Opton III.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå î ê ð à ø è â à í è å. Êëåò-
êè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí â ñìåñè 4%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà è
1%-íîãî Òðèòîíà X-100, ïðèãîòîâëåííîé íà áóôåðå, ñòà-
áèëèçèðóþùåì ìèêðîòðóáî÷êè (100 ìÌ PIPES, 1 ìÌ
MgCl2 5 ìÌ EGTA, 33%-íûé (â./â.) ãëèöåðîë, pH 6.8).
Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ îäíèì èç ñëåäóþùèõ ìîíîêëîíà-
ëüíûõ àíòèòåë: ïðîòèâ á-òóáóëèíà (êëîí B-5-1-2; Sigma,
ÑØÀ), àöåòèëèðîâàííîãî á-òóáóëèíà (êëîí 6-11B-1; Sig-
ma, ÑØÀ) èëè òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà (êëîí
TUB-1A2; Sigma, ÑØÀ). Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà âèçó-
àëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ áèîòèíèëèðîâàííûõ êîçüèõ àí-
òèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè (Amersham, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ) è àâèäèíà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôëóîðîõðîìîì
ôëóîðåñöåèí èçîòèîöèàíàòîì (FITC; Sigma, ÑØÀ). Ïðå-
ïàðàòû äîêðàøèâàëè DAPI è çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë. Äëÿ
èññëåäîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâàëè ôîòîìèêðîñêîï
Opton III. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè â ïðî-
ãðàììå Adobe Photoshop (Adobe Inc.) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôóíêöèè èçìåíåíèÿ êîíòðàñòà è ðåçêîñòè èçîáðàæåíèÿ.

Ì å ÷ å í è å ì è ò î ò è ÷ å ñ ê è õ õ ð î ì î ñ î ì B r d U.
×òîáû âûÿñíèòü, êàêîå êîëè÷åñòâî ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé
ïîñëå âûõîäà èç èíòåðôàçíîãî áëîêà ïðîøëè êëåòêè
CHO-K1, èçó÷àåìûå ÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ýòîïîçèäà, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè çàêîíîìåðíîñòè ðàçâå-
äåíèÿ ìåòêè ïîñëå íàñûùåíèÿ ÄÍÊ àíàëîãîì òèìèäèíà
5-áðîì-2-äåçîêñèóðèäèíîì (BrdU). Êëåòêè, ðàñòóùèå íà
ñòåêëàõ, èíêóáèðîâàëè ñ BrdU (10 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ) â
òå÷åíèå 14 ÷, ïðåâûøàÿ äëèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà
êëåòîê CHO-K1 (Êèðèëëîâà è äð., 1989). Çàòåì êëåòêè îò-
ìûâàëè â òðåõ ñìåíàõ ñðåäû áåç BrdU è îáðàáàòûâàëè
ýòîïîçèäîì ïî îïèñàííîé âûøå ñõåìå.

Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 30 ìèí â 70%-íîì ýòàíîëå è ïî-
ñëåäîâàòåëüíî îáðàáàòûâàëè â 1.5 Ì ðàñòâîðå HCl 20 ìèí
ïðè 4 °Ñ, â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå 10 ìèí è â PBS, ñîäåð-
æàùåì 0.5%-íûé Òâèí 20. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ êàçåèíîì
(Sigma, ÑØÀ) êëåòêè ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè ñ àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ BrdU (êëîí SB18; Sanbio, Íîðâåãèÿ) è
FITC-êîíúþãèðîâàííûìè êîçüèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ IgG
ìûøè. Ïðåïàðàòû äîêðàøèâàëè DAPI, çàêëþ÷àëè â Ìîâè-
îë è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ôîòî-
ìèêðîñêîïà Opton III. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòû-
âàëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Adobe Inc.), èñïîëüçóÿ
ôóíêöèè èçìåíåíèÿ êîíòðàñòà è ðåçêîñòè èçîáðàæåíèÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, ïðîõîäÿò ëè êëåòêè
CHO-K1 S-ïåðèîä ñïóñòÿ 1 ñóò ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçè-
äîì, êëåòêè íåïðåðûâíî èíêóáèðîâàëè ñ BrdU â ïåðèîä ñ
24 äî 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà, ôèêñèðîâàëè, îêðà-
øèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ BrdU è êðàñèòåëåì DAPI, êàê
îïèñàíî âûøå.

Ðåçóëüòàòû

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü è í à ê î ï ë å -
í è å à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å ò î ê â ê ó ë ü ò ó ð å, î á ð à -
á î ò à í í î é ý ò î ï î ç è ä î ì. Êëåòêè CHO-K1 ïîñëå îáðà-
áîòêè ýòîïîçèäîì ïîêàçàëè äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ìèòîòè-
÷åñêîãî èíäåêñà è ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, ñõîäíóþ
ñ îïèñàííîé ðàíåå äëÿ êëåòîê CHO (Lock, Ross, 1990a,
1990b). Ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ ïàäàë ïî÷òè â 10 ðàç â òå÷å-
íèå 1 ÷ è áîëåå ÷åì â 20 ðàç â òå÷åíèå 2 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ ýòîïîçèäà (ðèñ. 1). Ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ âíîâü âîç-
âðàùàëñÿ ê èñõîäíîìó óðîâíþ ÷åðåç 14 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ ýòîïîçèäà (ðèñ. 1). ×èñëî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê
âîçðàñòàëî ïðèìåðíî â 25 ðàç ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ýòîïîçèäà (ðèñ. 1).

Àíàëèçèðóÿ ïðåïàðàòû, îêðàøåííûå êàðáîëîâûì
ôóêñèíîì, ìû íå îáíàðóæèëè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
âîçðàñòàíèÿ êîëè÷åñòâà ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîòè÷åñêèõ
ôèãóð â êóëüòóðàõ, îáðàáîòàííûõ ýòîïîçèäîì, êàê ýòî
áûëî îïèñàíî ïðè äåéñòâèè ýòîïîçèäà íà êëåòêè CHO
(Lock, Ross, 1990b). Íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà â
ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê áûëè
âèäíû ñòàíäàðòíûå ïî ðàñïîëîæåíèþ õðîìîñîì ìèòîòè-
÷åñêèå ôèãóðû. Ëèøü ðåäêèå ìíîãîïîëþñíûå ìåòà-, àíà-
è òåëîôàçû (íå áîëåå 6 % îò ÷èñëà âñåõ ìèòîçîâ) áûëè
âèäíû è â êîíòðîëå, è â ýêñïåðèìåíòå. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî ïðè äåéñòâèè ýòîïîçèäà âîçðàñòàëà äîëÿ ïðîìåòàôàç-
íûõ êëåòîê. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà òàêèå
êëåòêè ñîñòàâëÿëè áîëåå ïîëîâèíû âñåõ ìèòîòè÷åñêèõ
êëåòîê, òîãäà êàê â êóëüòóðå, îáðàáîòàííîé ÄÌÑÎ, èõ êî-
ëè÷åñòâî ñîñòàâëÿëî íå áîëåå ÷åòâåðòè îò ÷èñëà âñåõ ìè-
òîçîâ. Â áîëüøèíñòâå òàêèõ êëåòîê ïðè äåéñòâèè ýòîïîçè-
äà ñòåïåíü êîìïàêòèçàöèè (ñïèðàëèçàöèè) õðîìîñîì ñî-
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îòâåòñòâîâàëà ïîçäíåé ïðîìåòàôàçå èëè ìåòàôàçå, íî
áûëî íåâîçìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ìåòàôàçíóþ ïëàñ-
òèíêó, ïîýòîìó â äàëüíåéøåì òàêèå êëåòêè ìû áóäåì íà-
çâàòü ïðîìåòàôàçà-ïîäîáíûìè.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å ì è -
ò î ò è ÷ å ñ ê î ã î â å ð å ò å í à. Ìû èçó÷èëè ñòðóêòóðó ìèòî-
òè÷åñêîãî âåðåòåíà â êëåòêàõ êîíòðîëüíîé êóëüòóðû è â
êëåòêàõ, äåëÿùèõñÿ ÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ýòîïîçèäà, ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøè-
âàíèÿ, èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ïðîòèâ á-òóáóëèíà, òèðîçèíè-
ðîâàííîãî (òèð-òóáóëèí) è àöåòèëèðîâàííîãî (àöåò-òóáó-
ëèí) á-òóáóëèíà.

Â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå â áîëüøèíñòâå ìèòîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê îêðàøèâàëîñü ñòàíäàðòíîå äâóõïîëþñíîå âå-
ðåòåíî äåëåíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë êàê ê á-òóáó-
ëèíó, òàê è ê ìîäèôèöèðîâàííîìó á-òóáóëèíó. Ïðèìåðíî
â 5 % ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèè ìåòà-
ôàçû èëè àíàôàçû, îêðàøèâàëîñü òðåõïîëþñíîå âåðåòåíî
äåëåíèÿ, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî äàííûì, ïîëó÷åííûì ïðè
îêðàøèâàíèè êàðáîëîâûì ôóêñèíîì. Òåì íå ìåíåå îêîëî
÷åòâåðòè êëåòîê íà ñòàäèè ïðîôàçû è ïðîìåòàôàçû ñî-
äåðæàëè òðè òî÷êè èëè áîëåå, êîòîðûå, ïî-âèäèìîìó, ñîîò-
âåòñòâóþò öåíòðèîëÿì (Lange, Gull, 1996), èëè òðè öåíòðà
èëè áîëåå ñõîæäåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê.

Â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ ýòîïîçèäîì, õàðàêòåð îêðà-
øèâàíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà ðàçëè÷àëñÿ ïðè èñïîëü-
çîâàíèè àíòèòåë ïðîòèâ á-òóáóëèíà, òèð-òóáóëèíà èëè
àöåò-òóáóëèíà. Èììóíîîêðàøèâàíèå äëÿ á-òóáóëèíà âû-
ÿâèëî ñóùåñòâåííîå âîçðàñòàíèå ÷èñëà êëåòîê ñ ìíîãîïî-
ëþñíîé îðãàíèçàöèåé ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà â êóëüòó-
ðàõ, îáðàáîòàííûõ ýòîïîçèäîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì. Áîëåå ÷åì â ïîëîâèíå êëåòîê íà ñòàäèè ïðîôàçû
àíòèòåëà ê á-òóáóëèíó îêðàøèâàëè áîëüøå äâóõ òî÷åê
óæå ÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè àãåíòîì, à ÷åðåç 48 ÷ òà-
êèõ êëåòîê áûëî áîëüøèíñòâî (ðèñ. 2, à, à�), ïðè÷åì êîëè-
÷åñòâî òî÷åê â îòäåëüíûõ êëåòêàõ äîñòèãàëî 20 (ðèñ. 2, á,
á�). Ïðèìåðíî â ¾ ïðîìåòàôàçà-ïîäîáíûõ êëåòîê ÷åðåç
14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì àíòèòåëà îêðàøèâàëè
òî÷êè ðÿäîì ñ ïîëþñàìè äâóõïîëþñíîãî âåðåòåíà
(ðèñ. 2, â, â�), à ÷åðåç 24 ÷ â ïîïóëÿöèè ïðîìåòàôàçà-ïî-
äîáíûõ êëåòîê ïðåîáëàäàëè êëåòêè ñ ìíîãîïîëþñíûì âå-
ðåòåíîì (ðèñ. 2, ã, ã�). Îäíàêî ÷åðåç 48 ÷ â áîëüøèíñòâå
ïðîìåòàôàçà-ïîäîáíûõ êëåòîê áûëè âèäíû òîëüêî ìíî-
æåñòâî ñëàáîîêðàøåííûõ òî÷åê è åäèíè÷íûå ìèêðîòðó-
áî÷êè è ëèøü â íåêîòîðûõ êëåòêàõ îêðàøèâàëîñü ìèòî-
òè÷åñêîå âåðåòåíî, êàê ïðàâèëî äâóõïîëþñíîå. Â êëåòêàõ
íà ñòàäèè ìåòàôàçû ÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçè-
äîì îêðàøèâàëîñü äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ, à ÷å-
ðåç 24 è 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà ïðèìåðíî â ïîëîâè-
íå êëåòîê ñ ìåòàôàçíîé êîíôèãóðàöèåé õðîìîñîì àíòèòå-
ëà ê á-òóáóëèíó îêðàøèâàëè òî÷êè ðÿäîì ñ îäíèì èëè ñ
îáîèìè ïîëþñàìè äâóõïîëþñíîãî âåðåòåíà (ðèñ. 2, ä, ä�).
×åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà â êëåòêàõ íà ñòàäèè
ìåòàôàçû ðåçêî îñëàáåâàëà èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà (ðèñ. 2, å, å�). Â áîëüøèíñòâå
êëåòîê íà ñòàäèÿõ àíàôàçû è òåëîôàçû íà ïðîòÿæåíèè
âñåãî ýêñïåðèìåíòà îêðàøèâàëîñü äâóõïîëþñíîå âåðåòå-
íî äåëåíèÿ. Â ðåäêèõ êëåòêàõ íà ñòàäèè àíàôàçû ÷åðåç 24
èëè 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì àíòèòåëà îêðàøèâà-
ëè òî÷êè ðÿäîì ñ ïîëþñàìè äâóõïîëþñíîãî âåðåòåíà
(ðèñ. 2, æ, æ�). ×èñëî êëåòîê íà ñòàäèè ìåòàôàçû è àíà-
ôàçû ñ òðåõïîëþñíîé ñòðóêòóðîé âåðåòåíà áûëî ïðèìåð-
íî òàêèì æå, êàê â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå.

Îêàçàëîñü íåîæèäàííîñòüþ, ÷òî èììóíîîêðàøèâàíèå
äëÿ òèð-òóáóëèíà âûÿâèëî ìåíüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ

ìíîãîïîëþñíîé ñòðóêòóðîé âåðåòåíà â êóëüòóðàõ, îáðà-
áîòàííûõ ýòîïîçèäîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ èììóíîîêðàøèâà-
íèåì äëÿ á-òóáóëèíà. ×åðåç 14 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ýòîïîçèäà õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ êëåòîê âñåõ ñòàäèé ìè-
òîçà àíòèòåëàìè ïðîòèâ òèð-òóáóëèíà íå îòëè÷àëñÿ îò õà-
ðàêòåðà îêðàøèâàíèÿ êëåòîê òåõ æå ñòàäèé ìèòîçà â êîíò-
ðîëüíîé êóëüòóðå. Òîëüêî ÷åðåç 24 ÷ ñðåäè êëåòîê íà ñòà-
äèè ïðîôàçû èììóíîîêðàøèâàíèå âûÿâèëî åäèíè÷íûå
êëåòêè ñ áîëåå ÷åì äâóìÿ öåíòðàìè ñõîæäåíèÿ ìèêðîòðó-
áî÷åê. Ê 48 ÷ òàêèõ êëåòîê áûëî áîëüøå ïîëîâèíû. Èñ-
ïîëüçóÿ àíòèòåëà äëÿ òèð-òóáóëèíà, ìû îáíàðóæèëè ñòàí-
äàðòíîå äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî â ïîëîâèíå ïðîìåòàôà-
çà-ïîäîáíûõ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçè-
äîì. Îñòàëüíûå ïðîìåòàôàçî-ïîäîáíûå êëåòêè áûëè ëèáî
ëèøåíû îêðàøåííîãî âåðåòåíà, ëèáî äåìîíñòðèðîâàëè
äîïîëíèòåëüíûå öåíòðû ñõîæäåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê èëè
îêðàøåííûå òî÷êè (â äîïîëíåíèå ê äâóõïîëþñíîìó âåðå-
òåíó), òàêèå æå ïî ìîðôîëîãèè, êàê ïðè îêðàøèâàíèè
àöåò-òóáóëèíà. Äàæå ÷åðåç 48 ÷ â áîëüøèíñòâå ïðîìåòà-
ôàçî-ïîäîáíûõ êëåòîê àíòèòåëà ê òèð-òóáóëèíó îêðàøèâà-
ëè äâà öåíòðà ñõîæäåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 2, ç, ç�). Ðåä-
êèå ïðîìåòàôàçî-ïîäîáíûå êëåòêè ñîäåðæàëè ìíîæåñòâåí-
íûå öåíòðû ñõîæäåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 2, è, è�).
Ïðèìåðíî â ïîëîâèíå êëåòîê íà ñòàäèè ìåòàôàçû ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì ìû îáíàðóæèëè îñëàáëå-
íèå îêðàøèâàíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà ïðè èñïîëüçîâà-
íèè àíòèòåë ê òèð-òóáóëèíó. ×åðåç 48 ÷ òàêèõ êëåòîê áûëî
áîëüøèíñòâî (ðèñ. 2, ê, ê�). Â êëåòêàõ íà ñòàäèÿõ àíàôàçû è
òåëîôàçû áûëî íàéäåíî äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ
íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà.

Èììóíîîêðàøèâàíèå äëÿ àöåò-òóáóëèíà ïîñëå îáðà-
áîòêè ýòîïîçèäîì âûÿâèëî íàìíîãî áîëüøå êëåòîê ñ ìíî-
ãîïîëþñíîé îðãàíèçàöèåé ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà, ÷åì
èììóíîîêðàøèâàíèå äëÿ á-òóáóëèíà. Ìû íå íàøëè
îñëàáëåíèÿ îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà â ìåòà-
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà (ÌÈ) è àïîïòîòè÷å-
ñêîãî èíäåêñà (ÀÈ) â êóëüòóðå êëåòîê CHO-K1 â òå÷åíèå 48 ÷
ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì (1 ÷, 25 ìêÌ) èëè ÄÌÑÎ (1 ÷,

0.04 %).

ÌÈ è ÀÈ îïðåäåëÿëè êàê äîëþ (â %) ìèòîòè÷åñêèõ è ñîîòâåòñòâåííî
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê îò íàáëþäàåìûõ 2500 êëåòîê ïðè êàæäîì ñðîêå
ôèêñàöèè. Äàííûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñðåäíåå çíà÷åíèå ± ñòàíäàðòíîå

îòêëîíåíèå ïî òðåì ïàðàëëåëüíûì ýêñïåðèìåíòàì.



ôàçíûõ êëåòêàõ ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê àöåò-òóáó-
ëèíó, êàê ýòî íàáëþäàëîñü ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë
ïðîòèâ á-òóáóëèíà èëè òèð-òóáóëèíà. ×åðåç 14 ÷ ïîñëå
îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì, òàê æå êàê è ïðè îêðàøèâàíèè àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ á-òóáóëèíà, áîëåå ïîëîâèíû ïðîôàçíûõ

êëåòîê ñîäåðæàëè áîëüøå äâóõ îêðàøåííûõ òî÷åê, à ÷å-
ðåç 24 è 48 ÷ òàêèõ êëåòîê áûëî áîëüøèíñòâî (ðèñ. 2, ë,
ë�). Ïðèìåðíî â ïîëîâèíå ïðîìåòàôàçà-ïîäîáíûõ êëåòîê
÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì îêðàøèâàëîñü
äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ, à îñòàëüíûå êëåòêè ñî-
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Ðèñ. 2. Ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè â êóëüòóðå CHO-K1 ÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì (1 ÷, 25 ìêÌ).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ê á-òóáóëèíó (à—æ) , òèðîçèíèðîâàííîìó á-òóáóëèíó (ç—ê) èëè àöåòèëèðîâàííîìó á-òóáóëèíó (ë, ì) è
îêðàøèâàíèå ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI (à�—ì�). Êëåòêè áûëè ôèêñèðîâàíû ïàðàôîðìàëüäåãèäîì. Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè.

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.



äåðæàëè ëèáî äîïîëíèòåëüíûå òî÷êè ðÿäîì ñ ïîëþñàìè
äâóõïîëþñíîãî âåðåòåíà, ëèáî ìíîãîïîëþñíîå âåðåòåíî.
×åðåç 24 è 48 ÷ êëåòêè ñ ìíîãîïîëþñíûì âåðåòåíîì ñî-
ñòàâëÿëè áîëüøèíñòâî â ïîïóëÿöèè ïðîìåòàôàçà-ïîäîá-
íûõ êëåòîê (ðèñ. 2, ì, ì�). Â êëåòêàõ íà ñòàäèè ìåòàôàçû
÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì îêðàøèâàëîñü
äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ. Îêîëî ïîëîâèíû ìåòà-
ôàçíûõ êëåòîê, ïîÿâëÿþùèõñÿ ÷åðåç 24 è 48 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ àãåíòà, ñîäåðæàëè äîïîëíèòåëüíûå òî÷êè ðÿäîì
ñ ïîëþñàìè äâóõïîëþñíîãî âåðåòåíà. Â áîëüøèíñòâå êëå-
òîê íà ñòàäèÿõ àíàôàçû è òåëîôàçû íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
ýêñïåðèìåíòà îêðàøèâàëîñü äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äå-
ëåíèÿ. Ðåäêèå êëåòêè íà ñòàäèè àíàôàçû ÷åðåç 24 è 48 ÷
ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì ñîäåðæàëè äîïîëíèòåëüíûå
òî÷êè ðÿäîì ñ ïîëþñàìè äâóõïîëþñíîãî âåðåòåíà.

Ì å ÷ å í è å ì è ò î ò è ÷ å ñ ê è õ õ ð î ì î ñ î ì B r d U.
Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê òóáó-
ëèíó ïîêàçàëî, ÷òî ñòðóêòóðà ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà
ðàçëè÷àåòñÿ â êëåòêàõ, äåëÿùèõñÿ ÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïî-
ñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì. ×òîáû âûÿñíèòü, ðàçëè÷àþòñÿ
ëè ýòè êëåòêè ïî êîëè÷åñòâó ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé, êîòî-
ðûå îíè ïðîøëè îò ìîìåíòà âûõîäà èç èíòåðôàçíîé çà-
äåðæêè, èíäóöèðîâàííîé ýòîïîçèäîì, ìû ïðîàíàëèçèðî-
âàëè çàêîíîìåðíîñòè ðàçâåäåíèÿ ìåòêè ïîñëå íàñûùåíèÿ
ÄÍÊ àíàëîãîì òèìèäèíà (BrdU) íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
äîáàâëåíèåì ýòîïîçèäà.

Â êóëüòóðàõ, ôèêñèðîâàííûõ ñðàçó ïîñëå 14 ÷ íàñû-
ùåíèÿ BrdU, âñå íàéäåííûå íà ïðåïàðàòàõ ìèòîòè÷åñêèå
êëåòêè îêàçûâàëèñü ìå÷åíûìè, à ñðåäè èíòåðôàçíûõ êëå-
òîê íåìå÷åíûìè îñòàâàëèñü 1.5—2.0 %. Âî âñåõ ìèòîòè-
÷åñêèõ êëåòêàõ êàðòèíà îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì ñ ïîìî-
ùüþ àíòèòåë ïðîòèâ BrdU ñîâïàäàëà ñ êàðòèíîé îêðàøè-
âàíèÿ DAPI (ðèñ. 3, à, à�).

Â êóëüòóðàõ, ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 14 ÷ ïîñëå äîáàâ-
ëåíèÿ ýòîïîçèäà, âñå ìèòîçû áûëè ìå÷åíûìè, õàðàêòåð
îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì îñòàâàëñÿ òàêèì æå, êàê â êîíòðî-
ëå (ðèñ. 3, á, á�). Â êóëüòóðàõ, ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 24 ÷,
ìå÷åíûìè ïî-ïðåæíåìó îñòàâàëèñü âñå äåëÿùèåñÿ êëåò-
êè, íî îêîëî ïîëîâèíû ìèòîçîâ äåìîíñòðèðîâàëè âñå õðî-
ìîñîìû ïîëíîñòüþ ìå÷åíûìè, à â îñòàëüíûõ âñå õðîìî-
ñîìû îêðàøèâàëèñü ÷àñòè÷íî (ðèñ. 3, â, â�). ×åðåç 48 ÷
ìèòîçû ñ õðîìîñîìàìè, ìå÷åííûìè ïîëíîñòüþ, áûëè
ðåäêîñòüþ. Â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå äåëÿùèõñÿ êëå-
òîê îêðàøèâàëàñü òîëüêî ÷àñòü õðîìîñîì (ðèñ. 3, ã, ã�).
Êðîìå òîãî, âñòðå÷àëèñü åäèíè÷íûå ïîëíîñòüþ íåìå÷åí-
íûå ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè (ðèñ. 3, ä, ä�).

×òîáû ïðîâåðèòü, ïðîõîäÿò ëè êëåòêè CHO-K1 S-ïåðè-
îä ñïóñòÿ 1 ñóò ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì, êóëüòóðó èí-
êóáèðîâàëè ñ BrdU â ïðîìåæóòîê âðåìåíè ñ 24 äî 48 ÷ ïî-
ñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà, ñðàçó ïîñëå ýòîãî ôèêñèðîâàëè è
îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ê BrdU. Íåìíîãèì áîëåå ïîëîâèíû
äåëÿùèõñÿ êëåòîê îñòàâàëèñü íåîêðàøåííûìè, à â îñòàëü-
íûõ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ õðîìîñîìû ïîëíîñòüþ ìåòèëèñü
BrdU (ðèñ. 3, å, å�). Åñëè êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ BrdU â ïðî-
ìåæóòîê âðåìåíè ìåæäó 14 è 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçè-
äîì, ïîñëå ÷åãî ñðàçó ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àíòèòåëà-
ìè ê BrdU, äîëÿ ìå÷åíûõ êëåòîê ñðåäè âñåõ ìèòîòè÷åñêèõ
êëåòîê íå âîçðàñòàëà (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Îáñóæäåíèå

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ ðàçëè÷íûå äàííûå,
óêàçûâàþùèå íà âîçìîæíîñòü âîâëå÷åíèÿ ñèñòåìû ìèê-
ðîòðóáî÷åê â ïðîöåññ çàïóñêà àïîïòîçà (Ireland, Pittman,

Ðåîðãàíèçàöèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà â êëåòêàõ CHO-K1 417

Ðèñ. 3. Ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè CHO-K1, îáðàáîòàííûå ýòîïîçè-
äîì (1 ÷, 25 ìêÌ).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê BrdU (à—å) è ÿäåð-
íûì êðàñèòåëåì DAPI (à�—à�). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñðàçó ÷åðåç 14 ÷ èí-
êóáàöèè ñ BrdU (à�—à�), ÷åðåç 14 (á, á�), 24 (â—â�) è 48 (ã, ã�, ä, ä�) ÷ ïî-
ñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà, à òàêæå ïîñëå íåïðåðûâíîé èíêóáàöèè ñ BrdU
â ïåðèîä ñ 24 äî 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì (å�—å�). Ñòðåëêè óêà-

çûâàþò íà ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.



1995; Pittman et al., 1997; Srivastava et al., 1998; Abal et al.,
2001; Porter, Lee, 2001; Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà è äð., 2006;
Moss, Lane, 2006; Moss et al., 2006). Â äàííîé ðàáîòå ìû
èçó÷èëè ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà
â êëåòêàõ CHO-K1, äåëÿùèõñÿ ïîñëå îáðàáîòêè èíäóöè-
ðóþùèì àïîïòîç àãåíòîì — ýòîïîçèäîì. Íàìè ïîêàçàíî,
÷òî â êëåòêàõ, äåëÿùèõñÿ â ðàçíîå âðåìÿ ïîñëå âûõîäà èç
èíòåðôàçíîãî áëîêà, âûçâàííîãî âîçäåéñòâèåì ýòîïîçèäà,
ðàçëè÷àåòñÿ õàðàêòåð èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâà-
íèÿ á-òóáóëèíà, àöåòèëèðîâàííîãî è òèðîçèíèðîâàííîãî
á-òóáóëèíà â ñîñòàâå ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà äåëåíèÿ.
Èììóíîîêðàøèâàíèå äëÿ àöåò-òóáóëèíà âûÿâèëî îäèíà-
êîâî õîðîøî îêðàøåííîå ìèòîòè÷åñêîå âåðåòåíî íà âñå
èçó÷åííûå ñðîêè. Ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì èììóíîîê-
ðàøèâàíèå äëÿ á-òóáóëèíà è òèð-òóáóëèíà, íàïðîòèâ, âû-
ÿâèëî ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðó-
áî÷åê âåðåòåíà â áîëüøèíñòâå êëåòîê, äåëÿùèõñÿ ÷åðåç
48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòà, õîòÿ ñðàçó ïîñëå âûõîäà èç
áëîêà îêðàøèâàíèå íå îòëè÷àëîñü îò îêðàøèâàíèÿ â êëåò-
êàõ êîíòðîëüíîé êóëüòóðû. Åñòü äâà âîçìîæíûõ îáúÿñíå-
íèÿ ýòîìó ôàêòó. Âî-ïåðâûõ, òàêîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíî-
ñòè îêðàøèâàíèÿ äëÿ òèð-òóáóëèíà â ñîñòàâå ìèêðîòðóáî-
÷åê âåðåòåíà ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ðàáîòû ôåðìåíòà
êàðáîêñèïåïòèäàçû, îòùåïëÿþùåé C-êîíöåâîé òèðîçèí
ïðåèìóùåñòâåííî îò ïîëèìåðèçîâàííîãî òóáóëèíà.
In vivo ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ôåðìåíò ñïîñîáåí ðàáîòàòü íà
ìèòîòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷êàõ, âðåìÿ ïîëóæèçíè êîòî-
ðûõ, êàê ñ÷èòàåòñÿ, íå ïðåâûøàåò 3 ìèí (McNally, 1996;
Zhai et al., 1996). Âî-âòîðûõ, ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ êàê äëÿ òèð-òóáóëèíà, òàê è äëÿ á-òóáóëèíà
ìîæåò ïðîèñõîäèòü âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî èçìåíÿåòñÿ èõ
âçàèìîäåéñòâèå ñ êàêèìè-ëèáî ìèêðîòðóáî÷êîàññîöèèðî-
âàííûìè áåëêàìè (MAPs). Èçâåñòíî, ÷òî C-êîíöåâîé äî-
ìåí ìîëåêóëû á-òóáóëèíà ÿâëÿåòñÿ ñàéòîì âçàèìîäåéñò-
âèÿ äëÿ òàêèõ MAPs, êàê äèíåèí è êèíåçèí (Wang, Sheetz,
2000). Ýòè áåëêè-ìîòîðû è äðóãèå MAPs ïðèíèìàþò ó÷à-
ñòèå â îðãàíèçàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè äâóõïîëþñíîãî
âåðåòåíà äåëåíèÿ (Heald, Walczak, 1999; Scholey et al.,
2001; Gardner, Odde, 2006). Êðîìå òîãî, ïðåäïîëàãàþò,
÷òî äåòèðîçèíèðîâàíèå C-êîíöà á-òóáóëèíà âëèÿåò íà
ñâÿçûâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê ñ êèíåçèíîì è äèíåèíîì.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå íå ïîçâîëÿþò ñóäèòü î òîì,
ÿâëÿþòñÿ ëè ðàçëè÷èÿ õàðàêòåðà èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ òóáóëèíà â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ ðåçóëüòà-
òîì òîãî, ÷òî ðàçíûå êëåòêè CHO-K1 ïîñëå îáðàáîòêè
ýòîïîçèäîì ìîãëè ïðåáûâàòü â ðàçíîì ïî äëèòåëüíîñòè
èíòåðôàçíîì áëîêå. Àíàëèç ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîñëå
íàñûùåíèÿ BrdU ïîçâîëèë ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîñëå âû-
õîäà èç èíòåðôàçíîé çàäåðæêè çà âðåìÿ, ïðåäøåñòâóþùåå
íàêîïëåíèþ â êóëüòóðå àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (34 ÷), íå-
êîòîðûå êëåòêè óñïåâàþò ïðîéòè ïî êðàéíåé ìåðå äâà
àïîïòîòè÷åñêèõ äåëåíèÿ. Â êóëüòóðå êëåòîê íàáëþäàëîñü
ðàçâåäåíèå ìåòêè âïëîòü äî ïîëíîãî åå èñ÷åçíîâåíèÿ.
Äðóãèå æå êëåòêè ïðîäîëæàëè âñå ýòî âðåìÿ íàõîäèòüñÿ â
äëèòåëüíîì èíòåðôàçíîì áëîêå, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò
íàëè÷èå ïîëíîñòüþ ìå÷åííûõ õðîìîñîì. Äàííûå ïî ìå-
÷åíèþ õðîìîñîì BrdU õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ íàøèìè ðå-
çóëüòàòàìè ïî îêðàøèâàíèþ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ àíòèòåë ê òóáóëèíó. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè
ýòîïîçèäîì, êîãäà áîëüøèíñòâî äåëÿùèõñÿ êëåòîê ñîäåð-
æèò òîëüêî ÷àñòè÷íî ìå÷åííûå õðîìîñîìû, áîëüøèíñòâî
êëåòîê ðàçíûõ ñòàäèé ìèòîçà äåìîíñòðèðóåò îñëàáëåíèå
îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà ñ ïîìîùüþ àíòè-
òåë ïðîòèâ á-òóáóëèíà è òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà.
Ðåäêèå ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè

ýòîïîçèäîì ñîäåðæàò ïîëíîñòüþ ìå÷åííûå õðîìîñîìû;
ñòîëü æå ðåäêèå êëåòêè äåìîíñòðèðóþò ìèòîòè÷åñêèé àï-
ïàðàò, íå îòëè÷èìûé îò êîíòðîëÿ ïðè îêðàøèâàíèè àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ á-òóáóëèíà è åãî ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìî-
äèôèêàöèé. Ê ñîæàëåíèþ, ìû íå ìîæåì ïðÿìî ñâÿçàòü íà-
áëþäàåìûå îòêëîíåíèÿ â îðãàíèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî
âåðåòåíà ñ ïðîöåññîì èíäóêöèè àïîïòîçà, òàê êàê íåò ëè-
òåðàòóðíûõ äàííûõ, ñ êîòîðûìè ìîæíî áûëî áû ïðîâåñòè
àíàëîãèþ.

Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ òîò ôàêò, ÷òî â êëåòêàõ, äåëÿ-
ùèõñÿ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè èíäóöèðóþùèì àïîï-
òîç àãåíòîì, ïðè ôîðìèðîâàíèè ìíîãîïîëþñíîãî ìèòîòè-
÷åñêîãî âåðåòåíà îòäåëüíûå åãî ÷àñòè ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ
ïî íàëè÷èþ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, äîñòóïíûõ äëÿ
îêðàøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë. Îá ýòîì êîñâåííî ñâè-
äåòåëüñòâóåò òîò ôàêò, ÷òî â îòëè÷èå îò èììóíîîêðàøè-
âàíèÿ ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê àöåò-òóáó-
ëèíó, äåìîíñòðèðóþùåãî ìíîãîïîëþñíóþ êîíôèãóðà-
öèþ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà â áîëüøèíñòâå êëåòîê
ðàçíûõ ñòàäèé ìèòîçà, èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë ê òèð-òóáó-
ëèíó âûÿâëÿëî äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ â áîëü-
øèíñòâå ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê.

Õîòåëîñü áû îñîáî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî, ñîãëàñíî ñîâðå-
ìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ÷àùå âñåãî àïîïòîòè÷åñêàÿ
ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ ïðîèñõîäèò â ñëåäóþùåì
ïîñëå èíäóêöèè àïîïòîçà ìèòîòè÷åñêîì öèêëå (Demarcq
et al., 1994; Sherwood et al., 1994; Pittman et al., 1997; John-
son et al., 1999; Sato, 2000; Abal et al., 2001; Castedo et al.,
2004; Rello-Varona et al., 2006). Ìû íå çíàåì, íà êàêîé ñòà-
äèè êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîèñõîäèò çàïóñê àïîïòîçà, íî
íàøè äàííûå âïåðâûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî îäèí, à òî è äâà
ìèòîòè÷åñêèõ öèêëà ìîãóò îòäåëÿòü àïîïòîòè÷åñêóþ ãè-
áåëü êëåòêè îò èíäóöèðóþùåãî åå âîçäåéñòâèÿ. Àíàëèç
ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîñëå íàñûùåíèÿ BrdU íåïîñðåäñò-
âåííî ïåðåä äîáàâëåíèåì ýòîïîçèäà ïîçâîëèë ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ïîñëå âûõîäà èç èíòåðôàçíîé çàäåðæêè çà
âðåìÿ, ïðåäøåñòâóþùåå íàêîïëåíèþ â êóëüòóðå àïîïòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê (34 ÷), áîëüøèíñòâî äåëÿùèõñÿ êëåòîê
óñïåâàåò ïðîéòè ïî êðàéíåé ìåðå äâà ìèòîòè÷åñêèõ öèê-
ëà. Äåéñòâèòåëüíî, ýêñïåðèìåíòû ñ ìå÷åíèåì õðîìîñîì
BrdU ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ÿâíîå ðàçâåäåíèå ìåòêè â
áîëüøèíñòâå ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê, íàéäåííûõ ÷åðåç 48 ÷
ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì. Ïðè ýòîì ðåäêèå ìèòîòè÷å-
ñêèå êëåòêè âñå æå îñòàâàëèñü ïîëíîñòüþ ìå÷åííûìè,
ñâèäåòåëüñòâóÿ î òîì, ÷òî îíè ÷ðåçâû÷àéíî äîëãî íàõîäè-
ëèñü â èíòåðôàçíîì áëîêå (ìèíèìóì 34 ÷), ïðåæäå ÷åì
ïîäåëèòüñÿ. Â ïîëüçó ýòîãî ãîâîðèò è òîò ôàêò, ÷òî â òîì
ñëó÷àå, åñëè ìû íàñûùàëè êëåòêè BrdU â ïåðèîä îò 14 äî
48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì, òî â ïîëîâèíå ìèòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê, ôèêñèðîâàííûõ ñðàçó ïîñëå íàñûùåíèÿ,
õðîìîñîìû íå ñîäåðæàëè ìåòêè.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ
CHO-K1, äåëÿùèõñÿ ïîñëå âûõîäà èç èíòåðôàçíîãî áëî-
êà, âûçâàííîãî âîçäåéñòâèåì ýòîïîçèäà, íàáëþäàåòñÿ
îñëàáëåíèå èììóíîîêðàøèâàíèÿ á-òóáóëèíà è òèðîçèíè-
ðîâàííîãî á-òóáóëèíà, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ìèêðîòðóáî÷åê
âåðåòåíà äåëåíèÿ. Îòäåëüíûå ÷àñòè ìíîãîïîëþñíîãî ìè-
òîòè÷åñêîãî âåðåòåíà ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ïî íàëè÷èþ àí-
òèãåííûõ äåòåðìèíàíò, äîñòóïíûõ äëÿ àíòèòåë ïðîòèâ
òèð-òóáóëèíà. Äàííûå íàðóøåíèÿ óñóãóáëÿþòñÿ íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåä òåì, êàê â êóëüòóðå âîçðàñòåò êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê, ïîäâåðãøèõñÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè. Ê ýòî-
ìó âðåìåíè êëåòêè óñïåâàþò ïðîéòè ïî ìåíüøåé ìåðå äâà
ìèòîòè÷åñêèõ öèêëà. Äàííûå, ïîëó÷åííûå íàìè è àâòîðà-
ìè äðóãèõ ðàáîò, ïîêà ïîçâîëÿþò ëèøü êîñâåííî ñâÿçàòü
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íàáëþäàåìûå îòêëîíåíèÿ â îðãàíèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî
àïïàðàòà êëåòîê íåïîñðåäñòâåííî ñ ïðîöåññîì èíäóêöèè
àïîïòîçà. Äëÿ îäíîçíà÷íîãî óñòàíîâëåíèÿ òàêîé ñâÿçè íå-
îáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà Î. Ï., Áðÿíöåâà Ñ. À., Ñòèë À. À.,
Îíèùåíêî Ã. Å. 2006. Àíòèòóáóëèíîâûå àãåíòû ìîãóò èíèöèè-
ðîâàòü ðàçëè÷íûå ïóòè àïîïòîçà. Áèîôèçèêà. 51 : 875—879.

Abal M., Souto A. A., Amat-Guerri F., Acuna A. U., And-
reu J. M., Barasoain I. 2001. Centrosome and spindle pole microtu-
bules are main targets of a fluorescent taxoid inducing cell death.
Cell Motil. Cytoskeleton. 49 : 1—15.

Blank M., Shiloh Y. 2007. Programs for cell death: apoptosis in
only one way to go. Cell Cycle. 6 : 686—695.

Castedo M., Perfettini J. L., Roumier T., Andreau K., Mele-
ma R., Kroemer G. 2004. Cell death by mitotic catastrophe: a mole-
cular definition. Oncogene. 23 : 2825—2837.

Demarcq C., Bunch R. T., Creswell D., Eastman A. 1994. The
role of cell progression in cisplatin-induced apoptosis in CHO cells.
Cell Growth Differ. 5 : 983—993.

Elmore S. 2007. Apoptosis: a review of programmed cell de-
ath. Toxicol. Pathol. 35 : 495—516.

Heald R., Walczak C. E. 1999. Mucrotubule-based motor func-
tion in mitosis. Curr. Opin. Struct. Biol. 9 : 268—274.

Gardner M. K., Odde D. J. 2006. Modeling of chromosome
motility during mitosis. Curr. Opin. Cell Biol. 18 : 639—647.

Ireland C. M., Pittman S. M. 1995. Tubulin alterations in ta-
xol-induced apoptosis parallel those observed with other drugs. Bi-
ochem. Pharmacol. 49 : 1491—1499.

Johnson P. A., Clements P., Hudson K., Caldecott K. W. 1999.
A mitotic spindle requirement for DNA damage-induced apoptosis
in Chinese hamster ovary cells. Cancer Res. 59 : 2696—2700.

Lange B. M., Gull K. 1996. Structure and function of the cent-
riole in animal cells: progress and questions. Trends Cell Biol. 6 :
348—352.

Lock R. B., Ross W. E. 1990a. Inhibition of p34cdc2 kinase ac-
tivity by etoposide or irradiation as a mechanism of G2 arrest in
CHO cells. Cancer Res. 50 : 3761—3766.

Lock R. B., Ross W. E. 1990b. Possible role for p34cdc2 kinase
in etoposide-induced cell death of Chinese hamster ovary cells.
Cancer Res. 50 : 3767—3771.

McNally F. J. 1996. Modulation of microtubule dynamics du-
ring the cell cycle. Curr. Biol. 8 : 23—29.

Moss D. K., Betin V. M., Malesinski S. D., Lane J. D. 2006. A
novel role for microtubules in apoptotic chromatin dynamics and
cellular fragmentation. J. Cell Sci. 119 : 2362—2374.

Moss D. K., Lane J. D. 2006. Microtubules: forgotten players
in the apoptotic execution phase. Trends Cell Biol. 16 : 330—338.

Pittman S., Geyp M., Fraser M., Ellem K., Peaston A., Ire-
land C. 1997. Multiple centrosomal microtubule organising centres
and increased microtubule stability are early features of VP-16-in-
duced apoptosis in CCRF-CEM cells. Leuk. Res. 21 : 491—499.

Porter L. A., Lee J. M. 2001. Alpha-, beta-, and gamma-tubu-
lun polymerization in response to DNA damage. Exp. Cell Res.
270 : 151—158.

Rello-Varona S., Gámez A., Moreno V., Stockert J. C., Cristó-
bal J., Pacheco M., Cañete M., Juarranz A., Villanueva A. 2006.
Metaphase arrest and cell death induced by etoposide on HeLa
cells. Int. J. Biochem. Cell Biol. 38 : 2183—2195.

Sato N., Mizumoto K., Nakamura M., Ueno H., Minamishi-
ma Y. A., Farber J. L., Tanaka M. 2000. A possible role for centro-
some overduplication in radiation-induced cell death. Oncogene.
19 : 5281—5290.

Scholey J. M., Rogers G. C., Sharp D. J. 2001. Mitosis, micro-
tubules, and the matrix. J. Cell Biol. 154 : 261—266.

Sherwood S. W., Sheridan J. P., Schimke R. T. 1994. Induction
of apoptosis by the anti-tubulin drug colcemid: relationship of mito-
tic checkpoint control to the induction of apoptosis in HeLa S3
cells. Exp. Cell Res. 215 : 373—379.

Srivastava R. K., Srivastava A. R., Korsmeyer S. J., Nestero-
va M., Cho-Chung Y. S., Longo D. L. 1998. Involvement of micro-
tubules in the regulation of Bcl2 phosphorylation and apoptosis
through cyclic AMP-dependent protein kinase. Mol. Cell Biol. 18 :
3509—3517.

Wang Z., Sheetz M. P. 2000. The C-terminus of tubulin increa-
ses cytoplasmic dynein and kinesin processivity. Biophys. J. 78 :
1955—1964.

Watanabe N., Yamagushi T., Akimoto Y., Rattner J. B., Hira-
no H., Nakauchi H. 2000. Induction of M-phase arrest and apopto-
sis after HIV-1 Vpr expression through uncoupling of nuclear and
centrosomal cycle in HeLa cells. Exp. Cell Res. 258 : 261—269.

Yih L. H., Tseng Y. Y., Wu Y. C., Lee T. C. 2006. Induction of
centrosome amplification during arsenite-induced mitotic arrest in
CGL-2 cells. Cancer Res. 66 : 2098—2106.

Zhai Y., Kronebusch P. J., Simon P. M., Borisy G. G. 1996.
Microtubule dynamics at the G2/M transition: abrupt breakdown of
cytoplasmic microtubules at nuclear envelope breakdown and imp-
lications for spindle morphogenesis. J. Cell Biol. 135 : 201—214.

Ïîñòóïèëà 20 III 2007

THE REORGANIZATION OF THE MITOTIC APPARATUS IN ETOPOSIDE-TREATED CHO-K1

CELLS PRECEDES ACCUMULATION OF THE APOPTOTIC CELLS

E. E. Balashova,1 S. S. Ryaskina, T. M. Vinogradova, V. B. Bystrevskaya

Cardiology Research Center, Moscow; 1 e-mail: balashlen@mail.ru

Etoposide (1 h, 25 ìM) causes interphase arrest in CHO-K1 after which cells resume mitotic division and
die due to apoptosis after a certain time period. Accumulation of apoptotically dying cells in the culture follows
a gradual increase in the number of multipolar mitoses. Our findings provide the first evidence that the pattern of
immunostaning for á-tubulin, acetylated á-tubulin and tyrosinated á-tubulin in cells dividing at various periods
after etoposide treatment. Moreover, some parts of the multipolar mitotic spindle differ in the presence of anti-
genic determinants accessible to anti-tyrosinated á-tubulin antibodies. It is noteworthy that these abnormalities
are aggravated just before the increase in the number of apoptotically died cells. Our findings also suggest that
some cells pass through at least two mitotic cycles prior to a sharp increase in the number of apoptotically died
cells in the cell culture.
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