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Èçó÷åíà îðãàíèçàöèÿ ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà â êëåòêàõ CHO-K1, äåëÿùèõñÿ â ðàçíûå ñðî-
êè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýòîïîçèäà (1 ÷, 25 ìêÌ), à èìåííî: 1) ðàñïðåäåëåíèå ã-òóáóëèíà â ìèòîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ, 2) óðîâåíü ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé
á-òóáóëèíà â ñîñòàâå ìèêðîòðóáî÷åê ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà ìåòîäîì èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè, 3) óëüòðàñòðóêòóðà ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà ìåòîäîì ñòàíäàðòíîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýòîïîçèäà íàáëþäàëè íàðóøåíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû ïîëþñîâ ìèòîòè-
÷åñêîãî âåðåòåíà â êëåòêàõ êàê ñ äâóõïîëþñíûì, òàê è ñ ìíîãîïîëþñíûì ìèòîòè÷åñêèì àïïàðàòîì. Ïî-
âûøåííîå ÷èñëî öåíòðèîëåé íåðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëèëîñü ìåæäó ïîëþñàìè ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà.
Íåêîòîðûå öåíòðèîëè íå ïðèíèìàëè ÿâíîãî ó÷àñòèÿ â îðãàíèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà è ðàçëè÷à-
ëèñü ïî ÷èñëó îòõîäÿùèõ îò íèõ ìèêðîòðóáî÷åê, áîëüøèíñòâî öåíòðèîëåé áûëî ëèøåíî ôèáðèëëÿðíîãî
ãàëî. Èììóíîýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîêàçàëà ðàçíèöó â îêðàøèâàíèè ïîëþñîâ ìíîãîïîëþñíîãî âå-
ðåòåíà äåëåíèÿ â ïðåäåëàõ îäíîé êëåòêè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê òèðîçèíèðîâàííîìó á-òóáóëèíó, â òî âðå-
ìÿ êàê îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ê àöåòèëèðîâàííîìó á -òóáóëèíó òàêîé ðàçíèöû íå âûÿâèëî. Èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê ã-òóáóëèíó òàêæå óêàçûâàëî íà ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçà-
öèè ïîëþñîâ îäíîãî è òîãî æå âåðåòåíà äåëåíèÿ. Íàøè äàííûå âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî õàðàêòåð
èììóíîîêðàøèâàíèÿ è óëüòðàñòðóêòóðà ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ â êëåòêàõ,
äåëÿùèõñÿ â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýòîïîçèäà.

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

Îñíîâíàÿ çàäà÷à ìèòîçà — ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëå-
íèå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè.
Ñ ýòîé öåëüþ ôîðìèðóåòñÿ ìèòîòè÷åñêèé àïïàðàò, ñîñòî-
ÿùèé èç öåíòðîñîìû è ìèòîòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê, êî-
òîðûé ñëóæèò äëÿ ðàñõîæäåíèÿ ìàòåðèíñêèõ õðîìîñîì â
äâóõ ïðîòèâîïîëîæíûõ íàïðàâëåíèÿõ (Gadde, Heald,
2004).

Ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê
âîñïàëåíèå, âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ è îïóõîëåâûé ðîñò, íà-
áëþäàþòñÿ íàðóøåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà, êîòîðûå
ïðèâîäÿò ê ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè è àíåóïëîèäèè
êëåòîê (Illidge et al., 2000; Duensing, Münger, 2002; Bharad-
waj, Yu, 2004; Pan et al ., 2004). Áîëüøèíñòâî êëåòîê, ïî-
ëó÷åííûõ îò òàêîãî àáåððàíòíîãî ìèòîçà, äîëæíî ýëèìè-
íèðîâàòüñÿ àïîïòîçîì. Äåéñòâèòåëüíî, çàïóñê ïðîãðàììû
àïîïòîçà â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ñâÿçàí ñ íàêîïëåíè-
åì â êóëüòóðå àíîìàëüíûõ (ìíîãîïîëþñíûõ) ìèòîçîâ
(Johnson et al., 1999; Watanabe et al., 2000; Abal et al., 2001;
Rello-Varona et al., 2006; Yih et al., 2006; Dodson et al.,
2007). Îäíàêî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîáûòèé, ñâÿçûâàþ-
ùèõ íàðóøåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà è ïîñëåäóþùóþ
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê, ïîêà äî êîíöà íå âûñòðîå-
íà (äëÿ îáçîðà ñì.: Castedo et al., 2004; Mansilla et al.,
2006); è íåäîñòàþùèå äàííûå, ñóäÿ ïî âñåìó, ñëåäóåò èñ-
êàòü èìåííî â ñòðóêòóðíûõ àíîìàëèÿõ ìèòîòè÷åñêîãî àï-
ïàðàòà êëåòîê, äåëÿùèõñÿ â ïåðèîä, ïðåäøåñòâóþùèé
àïîïòîçó.

Îäíîé èç ðàñïðîñòðàíåííûõ àíîìàëèé ìèòîòè÷åñêîãî
àïïàðàòà êëåòîê ÿâëÿåòñÿ íàðóøåíèå â ñòðîåíèè è ôóíê-
öèè öåíòðîñîìû (Îíèùåíêî, 1993; Wang, 2004). Èçâåñò-
íî, ÷òî íàêîïëåíèþ ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ ïðè çàïóñêå
àïîïòîçà â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ïðåäøåñòâóåò åå àì-
ïëèôèêàöèÿ (Pittman et al., 1997; Yih et al., 2006; Dodson et
al., 2007). Íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ðàçìåðà öåíòðîñîìû,
êîëè÷åñòâà áåëêîâ ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòðèêñà, òàêèõ
êàê ïåðèöåíòðèí è ã-òóáóëèí, è óâåëè÷åíèå ÷èñëà öåíò-
ðîñîì â êëåòêå (Watanabe et al., 2000; Yin et al., 2006). Ñó-
ùåñòâóþò òàêæå êîñâåííûå äàííûå, ïîçâîëÿþùèå ïðåä-
ïîëàãàòü óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè
ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà, âûçâàííûå àãåíòîì,
èíäóöèðóþùèì àïîïòîç. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ðåíòãåíîâñêîå
îáëó÷åíèå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ïðèâîäèò ê çàäåðæêå
âñòóïëåíèÿ â ìèòîç è ïðîâîöèðóåò âîçðàñòàíèå ÷èñëà
ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ (Levis, Marin, 1963). Ïðè ýòîì
óâåëè÷åíèå ÷èñëà ïîëþñîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì
âíóòðåííåé îðãàíèçàöèè öåíòðîñîìû, à èìåííî ðàñïàäîì
äèïëîñîì è îáîñîáëåíèåì ôèáðèëëÿðíîãî ìàòåðèàëà îò
öåíòðèîëåé (Sato et al., 1983). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîÿâëå-
íèå ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ è ñâåðõäóïëèêàöèÿ öåíòðî-
ñîìû ïîñëå ã-îáëó÷åíèÿ ïðåäøåñòâóþò àïîïòîòè÷åñêîé
ãèáåëè êëåòîê îñòåîñàðêîìû (Sato et al., 2000). Îäíàêî âî-
ïðîñ î òîì, êàêèå èìåííî íàðóøåíèÿ â îðãàíèçàöèè ïî-
ëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà ïðåäøåñòâóþò àïîïòîòè-
÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê, îñòàåòñÿ îòêðûòûì.
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Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî (Áàëàøîâà è äð., 2007), ÷òî
îáðàáîòêà ýòîïîçèäîì (èíãèáèòîðîì òîïîèçîìåðàçû II)
âûçûâàåò â êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà CHO-K1 àïîïòî-
òè÷åñêóþ ãèáåëü, êîòîðîé ïðåäøåñòâóåò ïîñòåïåííîå íà-
ðàñòàíèå ÷èñëà ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ. Â êëåòêàõ, äåëÿ-
ùèõñÿ â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àãåíòà, ðàçëè÷à-
åòñÿ õàðàêòåð èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ
ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà àíòèòåëàìè ïðîòèâ á-òóáóëèíà è
åãî ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé. Áîëåå òîãî, îòäå-
ëüíûå ÷àñòè ìíîãîïîëþñíîãî ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà
ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ïî íàëè÷èþ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò,
äîñòóïíûõ äëÿ àíòèòåë ïðîòèâ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ
ìîäèôèêàöèé á-òóáóëèíà. Ïîñëåäíèé ôàêò ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàãàòü ðàçëè÷èÿ âî âêëàäå îòäåëüíûõ ïîëþñîâ â
îðãàíèçàöèþ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà êëåòîê, äåëÿùèõñÿ
â ïåðèîä, ïðåäøåñòâóþùèé àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè,
óñòàíîâèòü êîòîðûå ìîæíî ñ ïîìîùüþ äîïîëíèòåëüíîãî
óëüòðàñòðóêòóðíîãî àíàëèçà.

Òàêèì îáðàçîì, öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿñíèòü,
êàêèå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ íàáëþäàþòñÿ â îðãàíèçà-
öèè ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòîê, äåëÿùèõñÿ
â ïåðèîä, ïðåäøåñòâóþùèé àïîïòîçó. Äëÿ ýòîãî ìû èçó-
÷èëè â êëåòêàõ CHO-K1, äåëÿùèõñÿ â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ èíäóöèðóþùåãî àïîïòîç àãåíòà — ýòîïîçè-
äà: 1) ðàñïðåäåëåíèå ã-òóáóëèíà ìåòîäîì èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ, 2) óëüòðàñòðóêòóðó ïîëþñîâ
ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà ìåòîäîì ñòàíäàðòíîé ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè è 3) óðîâåíü ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìî-
äèôèêàöèé á-òóáóëèíà â ñîñòàâå ìèêðîòðóáî÷åê ìèòîòè-
÷åñêîãî àïïàðàòà ìåòîäîì èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñ-
êîïèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Êëåòêè CHO-K1 (ÀÒÑÑ) âûðàùèâàëè â ñðå-
äå F-12 ñ äîáàâëåíèåì 10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîò-
êè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Ñìåíó ñðåäû ðîñòà ïðîèçâî-
äèëè êàæäûé äåíü. Äëÿ ýêñïåðèìåíòà êëåòêè âûñåâàëè íà
ïîêðûòûå æåëàòèíîì ñòåêëà â 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû
(îêîëî 105 êëåòîê íà ëóíêó). ×åðåç 2 ñóò ê êëåòêàì, ðàñòó-
ùèì íà ñòåêëàõ, äîáàâëÿëè ðàñòâîð ýòîïîçèäà (Sigma,
ÑØÀ) íà äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ; Serva, Ãåðìàíèÿ)
â êîíöåíòðàöèè 25 ìêÌ (Lock, Ross, 1990), ÷åðåç 1 ÷
êëåòêè îòìûâàëè è êóëüòèâèðîâàëè 2 ñóò â ñâåæåé ñðåäå
ðîñòà.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîé è ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä äî-
áàâëåíèåì àãåíòà, à òàêæå ÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïîñëå åãî
äîáàâëåíèÿ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, îáðàáîòàííûå
ÄÌÑÎ â êîíöåíòðàöèè 0.04 %, ñîîòâåòñòâóþùåé ðàáî÷å-
ìó ðàñòâîðó ýòîïîçèäà.

Äåéñòâèå ýòîïîçèäà áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî â òðåõ
ïàðàëëåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ.

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.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí â ñìåñè 4%-íîãî ôîðìàëüäå-
ãèäà è 1%-íîãî Òðèòîíà X-100, ïðèãîòîâëåííîé íà áóôå-
ðå, ñòàáèëèçèðóþùåì ìèêðîòðóáî÷êè (100 ìÌ PI-
PES,1 ìÌ MgCl2, 5 ìÌ EGTA, 33%-íûé (â./â.) ãëèöåðîë,
pH 6.8). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ ã-òóáóëèíà (GTU-88; Sigma, ÑØÀ). Ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ áèî-
òèíèëèðîâàííûõ êîçüèõ àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì
ìûøè (Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è àâèäèíà, êîíúþ-
ãèðîâàííîãî ñ ôëóîðîõðîìîì ôëóîðåñöèí èçîòèîöè-

àíàòîì (FITC; Sigma, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû äîêðàøèâàëè
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì ÄÍÊ DAPI (Sigma, ÑØÀ) è
çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ èñïî-
ëüçîâàëè ôîòîìèêðîñêîï Opton III. Ïîëó÷åííûå èçîáðà-
æåíèÿ îáðàáàòûâàëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Ado-
be Inc.), èñïîëüçóÿ ôóíêöèè èçìåíåíèÿ êîíòðàñòà è ðåçêî-
ñòè èçîáðàæåíèÿ.

×àñòü ïðåïàðàòîâ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïî-
çèäîì ôèêñèðîâàëè õîëîäíûì ìåòàíîëîì è ïîñëåäîâàòå-
ëüíî îáðàáàòûâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ã-òóáóëèíà, êîçüè-
ìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþ-
ãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîõðîìîì FITC è DAPI. Äàëåå ñ
íèìè ïîñòóïàëè òàê æå, êàê îïèñàíî âûøå.

Ñ ò à í ä à ð ò í à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ.
Ñòàíäàðòíàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ áûëà ïðîâåäåíà,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Bystrevskaya et al., 1997). Âñå èññëåäî-
âàííûå ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè áûëè èçó÷åíû íà ñåðèéíûõ
óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ çîëîòèñòî-æåëòîãî öâåòà. Ïîñëå
îêðàøèâàíèÿ 0.2%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì öèòðàòà ñâèí-
öà ñðåçû èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèê-
ðîñêîïà JEM-100 CX. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðà-
áàòûâàëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Adobe Inc.),
èñïîëüçóÿ ôóíêöèè èçìåíåíèÿ êîíòðàñòà è ðåçêîñòè èçîá-
ðàæåíèÿ.

×òîáû îöåíèòü ÷èñëî ìèêðîòðóáî÷åê â ïåðèöåíòðèî-
ëÿðíîé îáëàñòè, áûë ïðîâåäåí ïîäñ÷åò ÷èñëà ìèêðîòðó-
áî÷åê, ïåðåñåêàþùèõ îêðóæíîñòü ðàäèóñîì â 0.4 ìêì ñ
öåíòðîì â ñåðåäèíå öèëèíäðà ìàòåðèíñêîé èëè îäèíî÷-
íîé öåíòðèîëè.

È ì ì ó í î ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. ×òîáû
ñðàâíèòü óðîâåíü ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé
á-òóáóëèíà â îòäåëüíûõ ó÷àñòêàõ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ýòîïîçèäîì, èñïîëüçîâàëè ñîáñò-
âåííóþ ìîäèôèêàöèþ (Vinogradova et al., 2005) èçâåñòíî-
ãî ìåòîäà èììóíîïåðîêñèäàçíîé ìèêðîñêîïèè (Calar-
co-Gillan et al., 1983; Bre et al., 1987). Êëåòêè, ðàñòóùèå íà
ñòåêëàõ, ôèêñèðîâàëè 0.25%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì
íà PIPES-áóôåðå (80 ìÌ K-PIPES, 5 ìÌ EGTA, 1 ìÌ
MgCl2, pH 6.8), îáðàáàòûâàëè 0.5%-íûì Òðèòîíîì X-100
íà òîì æå áóôåðå, ïîñëåäîâàòåëüíî îòìûâàëè PIPES-áó-
ôåðîì è PBS, ïîìåùàëè â ðàñòâîð áîðîãèäðèäà íàò-
ðèÿ (1 ìã/ìë) íà PBS äëÿ óäàëåíèÿ ñâîáîäíûõ àëüäå-
ãèäíûõ ãðóïï. Ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëü-
íûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ àöåòèëèðîâàííîãî (êëîí
6-11B-1; Sigma, ÑØÀ) èëè òèðîíèçèðîâàííîãî (êëîí
TUB-1A2; Sigma, ÑØÀ) ã-òóáóëèíà. Ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ áèîòèíèëèðîâàííûõ
êîçüèõ àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè (Amersham,
Âåëèêîáðèòàíèÿ), êîìïëåêñà àâèäèí—áèîòèí, êîíúþãè-
ðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (ABC-kit, Vector, ÑØÀ),
è ðàñòâîðà äèàìèíîáåíçèäèíà (Sigma, ÑØÀ) íà Tris-HCl
(0.06 Ì, pH 7.6). Ïðåïàðàòû äîôèêñèðîâàëè 1%-íûì ãëó-
òàðàëüäåãèäîì è 1%-íûì OsO4 (îáà íà PBS) è çàêëþ÷àëè
â Ýïîí 812.

Ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè âûáè-
ðàëè êëåòêè ðàçíûõ ñòàäèé ìèòîçà â êîíòðîëüíîé êóëüòó-
ðå CHO-K1 è â êóëüòóðå, ôèêñèðîâàííîé ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà, ñðåçû ãîòîâèëè ñ ïîìîùüþ àëìàç-
íîãî íîæà íà óëüòðàòîìå LKB-5. Âñå èññëåäîâàííûå êëåò-
êè áûëè èçó÷åíû íà ñåðèéíûõ óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ ñâåò-
ëî-ñåðîãî öâåòà. Ñðåçû èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîí-
íîãî ìèêðîñêîïà JEM-100 CX. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ
îáðàáàòûâàëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Adobe Inc.).
Èñïîëüçîâàëè ôóíêöèè èçìåíåíèÿ êîíòðàñòà è ðåçêîñòè
èçîáðàæåíèÿ.
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Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î î ê ð à -
ø è â à í è ÿ ã - ò ó á ó ë è í à. ×òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü îñî-
áåííîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ ã-òóáóëèíà â êëåòêàõ, äåëÿùèõñÿ
÷åðåç 14, 24 è 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýòîïîçèäà, áûëî âû-
ïîëíåíî èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê
CHO-K1, ôèêñèðîâàííûõ ïàðàôîðìàëüäåãèäîì èëè ìåòà-
íîëîì.

Â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå â áîëüøèíñòâå ìèòîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê âñåõ ñòàäèé àíòèòåëà îêðàøèâàëè ïî äâå òî÷-
êè, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî îïèñàííûì ðàíåå äàííûì äëÿ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ (Joshi et al., 1992). Îêðàøèâàíèå
íå çàâèñåëî îò ñïîñîáà ôèêñàöèè. Îêîëî ÷åòâåðòè êëåòîê
íà ñòàäèè ïðîôàçû è ïðîìåòàôàçû è ðåäêèå êëåòêè íà ñòà-
äèè ìåòàôàçû è àíàôàçû ñîäåðæàëè òðè òî÷êè èëè áîëåå.

Ïðè àíàëèçå ïðåïàðàòîâ, ôèêñèðîâàííûõ ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì ÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì, â
áîëüøèíñòâå êëåòîê íà ñòàäèÿõ ïðîôàçû, ïðîìåòàôàçû è
ìåòàôàçû, òàê æå êàê è â êîíòðîëå, áûëî îáíàðóæåíî ïî
äâå òî÷êè. Êëåòêè ñ òðåìÿ òî÷êàìè è áîëåå áûëè ðåä-
êîñòüþ. Âûçûâàåò èíòåðåñ òîò ôàêò, ÷òî ÷åðåç 24 è 48 ÷
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà íàáëþäàëîñü îñëàáëåíèå èí-
òåíñèâíîñòè èììóíîîêðàøèâàíèÿ ã-òóáóëèíà. Íà ýòîò
ñðîê ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ïðîôàçíûõ (ðèñ. 1, à, à�),
ïðîìåòàôàçíûõ (ðèñ. 1, á, á�) è ìåòàôàçíûõ (ðèñ. 1, â, â�)
êëåòîê áûëî íåîêðàøåííûì, ëèøü â ðåäêèõ êëåòêàõ ìîæ-
íî áûëî óâèäåòü îò 2 äî 6 òî÷åê, ðàçáðîñàííûõ ïî öèòî-
ïëàçìå. Â àíàôàçíûõ è òåëîôàçíûõ êëåòêàõ îêðàøèâàíèå

îñëàáåâàëî ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé êóëüòóðîé óæå
÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì. Íî åñëè ÷åðåç 14
è 24 ÷ åùå âñòðå÷àëèñü êëåòêè ñ äâóìÿ ñëàáî îêðàøåííû-
ìè òî÷êàìè, òî ÷åðåç 48 ÷ â àíàôàçíûõ è òåëîôàçíûõ
êëåòêàõ îêðàøèâàíèå òî÷åê îòñóòñòâîâàëî.

Ïðè ìåòàíîëüíîé ôèêñàöèè áûëè èçó÷åíû êëåòêè ÷å-
ðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì, êîòîðûå ïîêàçàëè
òàêóþ æå èíòåíñèâíîñòü èììóíîîêðàøèâàíèÿ ã-òóáóëè-
íà, êàê è êëåòêè êîíòðîëüíîé êóëüòóðû, íî îòëè÷àëèñü îò
íèõ ïî êîëè÷åñòâó îêðàøåííûõ òî÷åê (ðèñ. 1, ã, ã�— ïðî-
ôàçà, ä, ä� — ïðîìåòàôàçà, å, å� — ìåòàôàçà). Â áîëüøèí-
ñòâå êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèÿõ ïðîôàçû è ïðîìåòà-
ôàçû, è ïðèìåðíî â ïîëîâèíå êëåòîê íà ñòàäèè ìåòàôàçû
îêðàøèâàëîñü ìíîæåñòâî òî÷åê (äî 20), ðàçáðîñàííûõ ïî
öèòîïëàçìå (ïðîôàçà è ïðîìåòàôàçà) ëèáî ñîáðàííûõ â äâà
ñêîïëåíèÿ (ïðîìåòàôàçà è ìåòàôàçà). Â êëåòêàõ íà ñòàäèè
ìåòàôàçû ñêîïëåíèÿ íàõîäèëèñü ïî ðàçíûå ñòîðîíû îò ìå-
òàôàçíîé ïëàñòèíêè. Â áîëüøèíñòâå êëåòîê íà ñòàäèÿõ
àíàôàçû è òåëîôàçû îêðàøèâàëîñü 2, èçðåäêà 3 òî÷êè èëè
äâà ñêîïëåíèÿ òî÷åê ïî ðàçíûå ñòîðîíû îò õðîìîñîì.

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð à ì è ò î ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å ò î ê.
×òîáû âûÿñíèòü, ïðèâîäèò ëè îáðàáîòêà ýòîïîçèäîì ê èç-
ìåíåíèþ îðãàíèçàöèè ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà,
áûë ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷å-
ñêèé àíàëèç ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå
CHO-K1 è â êóëüòóðàõ, ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 14 è 48 ÷
ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì.

Â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå áûëî èçó÷åíî 12 êëåòîê (3
ïðîôàçû, 3 ïðîìåòàôàçû, 3 ìåòàôàçû, 2 àíàôàçû è 1 òåëî-

422 Å. Å. Áàëàøîâà, Ñ. Ñ. Ðÿñêèíà è äð.

Ðèñ. 1. Ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè â êóëüòóðå CHO-K1 ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì (1 ÷, 25 ìêÌ). Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå
îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê ã-òóáóëèíó (à—å), à çàòåì ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI (à�—å�).

Êëåòêè ôèêñèðîâàíû ôîðìàëüäåãèäîì (à—â) èëè ìåòàíîëîì (ã—å). Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.



ôàçà). Âî âñåõ êëåòêàõ â ãåîìåòðè÷åñêîì öåíòðå ñõîæäå-
íèÿ ìèòîòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê ðàñïîëàãàëàñü ïàðà
öåíòðèîëåé, îáðàçóþùèõ äèïëîñîìó. Â 10 êëåòêàõ, ñðåäè
êîòîðûõ áûëè êëåòêè âñåõ ñòàäèé ìèòîçà, áûëî íàéäåíî
ïî äâå äèïëîñîìû (ðèñ. 2, Ï1, ÏÌ1, Ì1, À1). Â îäíîé

ïðîôàçíîé è â îäíîé ìåòàôàçíîé êëåòêàõ áûëî íàéäåíî
áîëüøå äâóõ äèïëîñîì (ðèñ. 2, Ï2, Ì2).

Â êóëüòóðå, ôèêñèðîâàííîé ÷åðåç 14 ÷ ïîñëå îáðàáîò-
êè ýòîïîçèäîì, áûëî èçó÷åíî 10 êëåòîê (2 ïðîôàçû, 3
ïðîìåòàôàçû, 3 ìåòàôàçû, 1 àíàôàçà è 1 òåëîôàçà). Ïðî-
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Ðèñ. 2. Ñõåìà îðãàíèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòîê CHO-K1 â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå, ÷åðåç 14 è 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòî-
ïîçèäîì (1 ÷, 25 ìêÌ).

Ï — ïðîôàçà, ÏÌ — ïðîìåòàôàçà, Ì — ìåòàôàçà, À — àíà-òåëîôàçà, ÌÒ — ìèêðîòðóáî÷êè, ÔÃ — ôèáðèëëÿðíîå ãàëî, ÕÐ — õðîìîñîìû, Ö — öåíò-
ðèîëü, ß — ÿäðî.



ôàçíûå, àíà- è òåëîôàçíûå êëåòêè íå îòëè÷àëèñü ïî
ñòðóêòóðå ïîëþñîâ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê òåõ æå ñòàäèé
ìèòîçà (ðèñ. 2, Ï3, À2). Ïî îäíîé êëåòêå íà ñòàäèÿõ ïðî-
ìåòàôàçû è ìåòàôàçû íå îòëè÷àëèñü ïî ñòðóêòóðå ïîëþ-
ñîâ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, ÏÌ2, Ì3), òîãäà êàê
îñòàëüíûå 4 êëåòêè îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëÿ ëèáî ïî ÷èñ-
ëó äèïëîñîì (ðèñ. 2, ÏÌ3, Ì4), ëèáî ïî ñòðóêòóðå öåíò-
ðèîëåé (ðèñ. 2, ÏÌ4, Ì5). Â òàêèõ êëåòêàõ ïîìèìî ñòàí-
äàðòíûõ äèïëîñîì áûëè íàéäåíû îäèíî÷íûå öåíòðèîëè
(ðèñ. 2, ÏÌ4, Ì5; 3, à) è íåîáû÷íûå äèïëîñîìû, â êîòî-
ðûõ äî÷åðíÿÿ öåíòðèîëü áûëà êîðî÷å ìàòåðèíñêîé
(ðèñ. 2, ÏÌ4; 3, à).

Â êóëüòóðå, ôèêñèðîâàííîé ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîò-
êè ýòîïîçèäîì, áûëî èçó÷åíî 9 êëåòîê (1 ïðîôàçà, 3 ïðî-
ìåòàôàçû, 3 ìåòàôàçû è 2 òåëîôàçû). Â äâóõ êëåòêàõ (ïðî-
ìåòàôàçà è òåëîôàçà) ñòðóêòóðà ïîëþñîâ áûëà òàêîé æå,
êàê è â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ òåõ æå ñòàäèé ìèòîçà (ðèñ. 2,
ÏÌ5, À3). Îäíà èç ïðîìåòàôàçíûõ êëåòîê îòëè÷àëàñü îò
êîíòðîëÿ òîëüêî ïî ÷èñëó íàéäåííûõ â íåé äèïëîñîì
(ðèñ. 2, ÏÌ6). Âñå îñòàëüíûå èçó÷åííûå êëåòêè îòëè÷à-
ëèñü îò êîíòðîëÿ ïî ÷èñëó öåíòðèîëåé, à òàêæå ïî èõ
ñòðóêòóðå è ìèêðîîêðóæåíèþ (ðèñ. 2, Ï4, ÏÌ7, Ì6—8).
Â ýòèõ êëåòêàõ áûëè íàéäåíû äèïëîñîìû, â êîòîðûõ ìà-

òåðèíñêàÿ öåíòðèîëü áûëà ëèøåíà ôèáðèëëÿðíîãî ãàëî
(ðèñ. 2, ÏÌ7, Ì7; 3, á), à òàêæå îäèíî÷íûå öåíòðèîëè,
îêðóæåííûå èëè íå îêðóæåííûå ôèáðèëëÿðíûì ãàëî
(ðèñ. 3, â, ã), äëèíà êîòîðûõ âàðüèðîâàëà îò 0.4 äî 0.8 ìêì
(ðèñ. 2, Ï4, Ì6, Ì8; 3, ä). Âûçûâàåò èíòåðåñ òîò ôàêò, ÷òî
êëåòêè, äåëÿùèåñÿ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçè-
äîì, îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëÿ ïî ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè
ìèêðîòðóáî÷åê â ïåðèöåíòðèîëÿðíîì ðàéîíå (ñì. òàáëè-
öó). Â 6 ïðîìåòàôàçíûõ è ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ êîíòðîëü-
íîé êóëüòóðû áûëî íàéäåíî ïðèìåðíî ïî 60 ìèêðîòðóáî-
÷åê âîêðóã ìàòåðèíñêîé öåíòðèîëè â êàæäîì èç ïîëþñîâ
ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà (èçó÷åíî 12 ïîëþñîâ; ðèñ. 3, å).
Â 4 èç 6 ïðîìåòàôàçíûõ è ìåòàôàçíûõ êëåòîê, èçó÷åííûõ
÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì, âñå èëè ÷àñòü ïî-
ëþñîâ îòëè÷àëèñü ïî ÷èñëó ìèêðîòðóáî÷åê îò êîíòðîëÿ,
ïðè÷åì â 3 êëåòêàõ ïîëþñà îäíîé êëåòêè îòëè÷àëèñü ïî
÷èñëó ìèêðîòðóáî÷åê äðóã îò äðóãà. Òàê, â ïðîìåòàôàç-
íîé êëåòêå, ñîäåðæàùåé 11 ïîëþñîâ (ðèñ. 2, ÏÌ7), â 7 ïî-
ëþñàõ âîêðóã ìàòåðèíñêîé öåíòðèîëè áûëî íàéäåíî îò 50
äî 60 ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 3, æ), à â îñòàëüíûõ 4 ïîëþ-
ñàõ — îò 13 äî 20 ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 3, ç). Âî âñåõ èçó-
÷åííûõ ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, Ì6—8) ÷èñëî ïåðè-
öåíòðèîëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â êàæäîì ïîëþñå âåðåòå-
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Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà â êëåòêàõ CHO-K1 êîíòðîëüíîé êóëüòóðû èëè äåëÿùèõ-
ñÿ ÷åðåç 14 (à) è 48 (á) ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì (25 ìêÌ, 1 ÷).

à — äèïëîñîìà ïðîìåòàôàçíîé êëåòêè, â êîòîðîé äî÷åðíÿÿ öåíòðèîëü êîðî÷å ìàòåðèíñêîé, è îäèíî÷íàÿ öåíòðèîëü; á — ìàòåðèíñêàÿ öåíòðèîëü áåç
ôèáðèëëÿðíîãî ãàëî â ïðîìåòàôàçíîé êëåòêå; â — îäèíî÷íàÿ öåíòðèîëü áåç ôèáðèëëÿðíîãî ãàëî â ìåòàôàçíîé êëåòêå; ã — îäèíî÷íàÿ öåíòðèîëü, îêðó-
æåííàÿ ôèáðèëëÿðíûì ãàëî, â ìåòàôàçíîé êëåòêå; ä — öåíòðèîëü àíîìàëüíîé äëèíû â ìåòàôàçíîé êëåòêå. Ïîäñ÷åò ÷èñëà ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) â ïåðè-
öåíòðèîëÿðíîé îáëàñòè (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»): å — 50—60 ÌÒ âîêðóã ìàòåðèíñêîé öåíòðèîëè â ïîëþñå êîíòðîëüíîé ìåòàôàçû; æ —
13—20 è ç — 50—60 ÌÒ âîêðóã ìàòåðèíñêîé öåíòðèîëè â ïîëþñå ïðîìåòàôàçû ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà; è — 5—7 è ê — 13—14 ÌÒ âî-
êðóã äèïëîñîìû ìåòàôàçíîé êëåòêè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýòîïîçèäà. Ä — äèïëîñîìà, Ì — ìàòåðèíñêàÿ öåíòðèîëü, Ö — îäèíî÷íàÿ öåíòðèîëü,

ÔÃ — ôèáðèëëÿðíîå ãàëî. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 0.4 ìêì.



íà âàðüèðîâàëî îò 6 äî 30. Â îäíîé èç ìåòàôàçíûõ êëåòîê
ñ 4 äèïëîñîìàìè (ðèñ. 2, Ì7) âîêðóã îäíîé èç äèïëîñîì
áûëî íàéäåíî 7 ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 3, è ), òîãäà êàê ÷èñ-
ëî ìèêðîòðóáî÷åê âîêðóã ìàòåðèíñêîé öåíòðèîëè êàæäîé
èç 3 îñòàëüíûõ äèïëîñîì êîëåáàëîñü îò 13 äî 14
(ðèñ. 3, ê). Â äðóãîé ìåòàôàçíîé êëåòêå, ñîäåðæàùåé 6
îäèíî÷íûõ öåíòðèîëåé (ðèñ. 2, Ì8), ÷èñëî ìèêðîòðóáî-
÷åê âîêðóã êàæäîé èç 3 öåíòðèîëåé êîëåáàëîñü îò 25 äî
30, à âîêðóã 3 îñòàëüíûõ öåíòðèîëåé — îò 6 äî 13.

Ý ë å ê ò ð î í í î - ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê î å ð à ñ ï ð å ä å -
ë å í è å ò è ð î ç è í è ð î â à í í î ã î è à ö å ò è ë è ð î â à í í î -
ã î á - ò ó á ó ë è í à. Ñ ïîìîùüþ èììóíîïåðîêñèäàçíîãî
îêðàøèâàíèÿ ñðàâíèëè íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì
óðîâíå ñîäåðæàíèå òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà
(òèð-òóáóëèíà) è àöåòèëèðîâàííîãî á-òóáóëèíà (àöåò-òó-
áóëèíà) â öåíòðèîëÿðíûõ è ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ ìèêðî-
òðóáî÷êàõ äåëÿùèõñÿ êëåòîê êóëüòóðû CHO-K1, íå îáðà-
áîòàííîé ýòîïîçèäîì (êîíòðîëü), è ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðà-
áîòêè àãåíòîì.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê òèð-òó-
áóëèíó â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå áûëî èçó÷åíî 8 ìèòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê (1 ïðîôàçà, 2 ïðîìåòàôàçû, 3 ìåòàôàçû, 1
àíàôàçà è 1 òåëîôàçà). Â êëåòêàõ âñåõ ñòàäèé ìèòîçà ìèê-
ðîòðóáî÷êè êàê ïåðèöåíòðèîëÿðíîé îáëàñòè, òàê è öåíò-
ðèîëÿðíîãî öèëèíäðà áûëè èíòåíñèâíî îêðàøåíû
(ðèñ. 4, à — ïðîôàçà, á — àíàôàçà). Îòäåëüíûå ïîëþñà
âåðåòåíà íå îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà ïî èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ (ðèñ. 4, â, ã — ïðîìåòàôàçà).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê òèð-òóáóëèíó â êóëüòóðå,
îáðàáîòàííîé ýòîïîçèäîì, áûëî èçó÷åíî 7 ìèòîòè÷åñêèõ
êëåòîê (2 ïðîôàçû, 3 ïðîìåòàôàçû, 1 ìåòàôàçà è 1 òåëîôà-
çà). Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ è
öåíòðèîëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷åê ðàçëè÷àëàñü â êëåòêàõ
ðàçíûõ ñòàäèé ìèòîçà. Â ïðîôàçíûõ êëåòêàõ ìèêðîòðó-
áî÷êè áûëè îêðàøåíû íàìíîãî ñëàáåå, ÷åì â ïðîôàçíûõ
êëåòêàõ êîíòðîëüíîé êóëüòóðû (ðèñ. 4, ñð. à è ä). Èíòåí-
ñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â ïðîìåòàôàçíûõ
êëåòêàõ âàðüèðîâàëà â øèðîêèõ ïðåäåëàõ (ðèñ. 4, å, æ).
Îäíàêî â ìåòàôàçíûõ (ðèñ. 4, ç) è òåëîôàçíûõ (ðèñ. 4, è)
êëåòêàõ ïåðèöåíòðèîëÿðíûå è öåíòðèîëÿðíûå ìèêðîòðó-
áî÷êè áûëè îêðàøåíû òàê æå ñëàáî, êàê â ïðîôàçå. Èí-
òåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ ìèêðîòðó-
áî÷åê â ðàçíûõ ïîëþñàõ îäíîãî âåðåòåíà ðàçëè÷àëàñü â 2
èç 3 èçó÷åííûõ ïðîìåòàôàçíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, ê, ë).
Â ýòèõ ïðîìåòàôàçíûõ êëåòêàõ áûëî íàéäåíî ïî 4 äèïëî-
ñîìû. Â êàæäîé êëåòêå ìèêðîòðóáî÷êè, îêðóæàþùèå ìà-
òåðèíñêóþ öåíòðèîëü îäíîé èç äèïëîñîì, áûëè îêðàøå-
íû èíòåíñèâíåå (ðèñ. 4, ê), ÷åì ìèêðîòðóáî÷êè, îêðóæàþ-
ùèå ìàòåðèíñêèå öåíòðèîëè îñòàëüíûõ 3 äèïëîñîì
(ðèñ. 4, ë). Öåíòðèîëè â ïðåäåëàõ îäíîé êëåòêè âñåãäà

áûëè îêðàøåíû îäèíàêîâî. Îäèíî÷íûõ öåíòðèîëåé â èñ-
ñëåäîâàííûõ êëåòêàõ íå îáíàðóæåíî.

Ñ èñïîëüçîâàíèå îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê àöåò-òó-
áóëèíó â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå áûëî èçó÷åíî 9 êëåòîê (1
ïðîôàçà, 3 ïðîìåòàôàçû, 2 ìåòàôàçû, 2 àíàôàçû è 1 òåëî-
ôàçà). Êëåòêè ðàçíûõ ñòàäèé ìèòîçà ðàçëè÷àëèñü ïî èí-
òåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ ìèêðîòðó-
áî÷åê è ìèêðîòðóáî÷åê öåíòðèîëÿðíîãî öèëèíäðà, êîòî-
ðàÿ ïîñòåïåííî íàðàñòàëà îò ïðîôàçû ê ìåòà-àíàôàçå
(ðèñ. 4, ì — ïðîôàçà, í — ïðîìåòàôàçà, î — ìåòàôàçà,
ï — àíàôàçà). Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëÿð-
íûõ ìèêðîòðóáî÷åê, êàê ïðàâèëî, ñîîòâåòñòâîâàëà èíòåí-
ñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê, ðàñïîëîæåííûõ
âîêðóã ýòîé öåíòðèîëè.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê àöåò-òóáóëèíó â êóëüòó-
ðå, îáðàáîòàííîé ýòîïîçèäîì, áûëî èçó÷åíî 14 êëåòîê (4
ïðîôàçû, 4 ïðîìåòàôàçû, 4 ìåòàôàçû, 1 àíàôàçà è 1 òåëî-
ôàçà). Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê öåíò-
ðèîëÿðíîãî öèëèíäðà íå èçìåíÿëàñü â çàâèñèìîñòè îò
ñòàäèè ìèòîçà. Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïåðèöåíòðè-
îëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷åê íàðàñòàëà îò ïðîôàçû ê àíàôàçå
(ðèñ. 4, ð — ïðîôàçà, õ — àíàôàçà), òàê æå êàê è â êëåòêàõ
êîíòðîëüíîé êóëüòóðû. Íî íà ñòàäèÿõ ìåòàôàçû è ïðîìå-
òàôàçû áûëè îáíàðóæåíû êàê êëåòêè ñî ñëàáî îêðàøåí-
íûìè ïåðèöåíòðèîëÿðíûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè (ðèñ. 4,
ñ — ïðîìåòàôàçà, ó — ìåòàôàçà), òàê è ñ ñèëüíî îêðàøåí-
íûìè (ðèñ. 4, ò — ïðîìåòàôàçà, ô — ìåòàôàçà). Èíòåí-
ñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ è öåíòðèî-
ëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â ðàçíûõ ïîëþñàõ îäíîãî âåðåòå-
íà áûëà îäèíàêîâîé (ðèñ. 4, ö, ÷). Îáíàðóæåííûå
îäèíî÷íûå öåíòðèîëè íå îòëè÷àëèñü ïî èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê àöåò-òóáóëèíó îò öåíòðèîëåé,
îáðàçóþùèõ äèïëîñîìó â òåõ æå êëåòêàõ.

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî (Áàëàøîâà è äð., 2007), ÷òî
îáðàáîòêà ýòîïîçèäîì âûçûâàåò â êëåòêàõ CHO-K1 àïîï-
òîòè÷åñêóþ ãèáåëü, êîòîðîé ïðåäøåñòâóåò ïîñòåïåííîå
íàðàñòàíèå ÷èñëà àíîìàëüíûõ (ìíîãîïîëþñíûõ) ìèòîçîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âûçâàííûå ýòîïîçè-
äîì íàðóøåíèÿ ïîëþñîâ àíîìàëüíîãî ìèòîòè÷åñêîãî àï-
ïàðàòà. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê ïî-
êàçàë, ÷òî â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå íàáëþäàåìàÿ íàìè
êàðòèíà èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ ïîëþñîâ
ñîîòâåòñòâóåò ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì î íàëè÷èè
òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà â ìèêðîòðóáî÷êàõ âåðåòå-
íà äåëåíèÿ âáëèçè öåíòðîñîìû íà âñåõ ñòàäèÿõ ìèòîçà
(Gundersen, Bulinski, 1986; Wolf, Spanel-Borowski, 1995).
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Îöåíêà ÷èñëà ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) â ïåðèöåíòðèîëÿðíîé îáëàñòè ïðîìåòàôàçíûõ
è ìåòàôàçíûõ êëåòîê CHO-K1, äåëÿùèõñÿ â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå è ÷åðåç 48 ÷

ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì

Âàðèàíò
îïûòà

Äîëÿ öåíòðîñîì ñ óêàçàííûì êîëè÷åñòâîì ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ ÌÒ
(% îò îáùåãî ÷èñëà èçó÷åííûõ öåíòðîñîì)

n < 10 n = 10—20 n = 20—30 n = 30—50 n > 50

Êîíòðîëü (6 êëåòîê, 12 öåíòðîñîì 0 0 0 0 100

×åðåç 48 ÷ (6 êëåòîê, 38 öåíòðîñîì) 13.2 18.3 8 0 60.5

Ï ð è ì å ÷ à í è å. n ñîîòâåòñòâóåò ÷èñëó ÌÒ, ïåðåñåêàþùèõ îêðóæíîñòü ðàäèóñîì â 0.4 ìêì ñ öåíòðîì â ñåðåäèíå
öèëèíäðà ìàòåðèíñêîé èëè îäèíî÷íîé öåíòðèîëè.
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå òèðîçèíèðîâàííîãî (òèð) è àöåòèëèðîâàííîãî (àöåò) á-òóáóëèíà â ìèêðî-
òðóáî÷êàõ ïåðèöåíòðèîëÿðíîé îáëàñòè è öåíòðèîëåé â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ êîíòðîëüíîé êóëüòóðû CHO-K1 è ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå

îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì (25 ìêÌ, 1 ÷).

Òèð-òóáóëèí, êîíòðîëü: à — ïðîôàçà; á — àíàôàçà; â, ã — ïðîìåòàôàçà; ÷åðåç 48 ÷: ä — ïðîôàçà; å, æ, ê, ë — ïðîìåòàôàçà; ç — ìåòàôàçà; è — òåëîôàçà.
Àöåò-òóáóëèí, êîíòðîëü: ì — ïðîôàçà, í — ïðîìåòàôàçà, î — ìåòàôàçà, ï — àíàôàçà; ÷åðåç 48 ÷: ð — ïðîôàçà; ñ, ò, ö, ÷ — ïðîìåòàôàçà; ó, ô — ìåòà-

ôàçà; õ — àíàôàçà. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 0.4 ìêì.



Âûÿâëåííîå íàìè îñëàáëåíèå îêðàøèâàíèÿ òèð-òóáó-
ëèíà â ìèòîòè÷åñêîì àïïàðàòå êëåòîê â ìîìåíò, ïðåäøå-
ñòâóþùèé èõ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè, ÿâëÿåòñÿ ôàêòîì
íîâûì. Áîëåå òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî â íåêîòîðûõ êëåòêàõ
íà ñòàäèè ïðîìåòàôàçû îñëàáëåíèå îêðàøèâàíèÿ ìèêðî-
òðóáî÷åê íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ó ÷àñòè ïîëþñîâ ìíîãîïî-
ëþñíîãî âåðåòåíà. Èñõîäÿ èç òîãî, ÷òî ïðîöåññ ñèíòåçà è
ïîñëåäóþùåãî ñîçðåâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ñíèæåíèåì â íèõ óðîâíÿ òèðîçèíèðîâàííîãî òóáóëèíà
(Schulze et al., 1987; Wehland, Weber, 1987), çàôèêñèðî-
âàííîå íàìè ÿâëåíèå óêàçûâàåò íà ñóùåñòâóþùóþ àíîìà-
ëèþ â ôîðìèðîâàíèè ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà äåëåíèÿ â
êëåòêàõ â ïðåäàïîïòîòè÷åñêèé ïåðèîä. Âîçìîæíàÿ ïðè÷è-
íà ïîäîáíîãî ÿâëåíèÿ ìîæåò ëåæàòü â ðàáîòå ñïåöèôè÷-
íûõ ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ìîäèôèöèðîâàíèè á-òó-
áóëèíà, à èìåííî â àêòèâàöèè êàðáîêñèïåïòèäàçû (TCP),
ïðèâîäÿùåé ê äåòèðîçèíèðîâàíèþ á-òóáóëèíà è(èëè)
èíàêòèâàöèè ëèãàçû (TTL) — ôåðìåíòà, îñóùåñòâëÿþùå-
ãî îáðàòíóþ TCP-ðåàêöèþ. Ïîòåðÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà
TTL, ïðèâîäÿùàÿ ê îñëàáëåíèþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ, ðàíåå áûëà îïèñàíà äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê
(Lafanechere et al., 1998). Îäíàêî äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñâÿçè
ìåæäó óñèëåíèåì äåòèðîíèçèðîâàíèÿ ôèáðèëë ìèêðîòðó-
áî÷åê â ïðåäàïîïòîçíûé ïåðèîä è èõ êîíêðåòíîé ïðè÷è-
íîé íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Íà ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçàöèè ïîëþñîâ îäíîãî ìèòîòè-
÷åñêîãî âåðåòåíà óêàçûâàþò òàêæå äàííûå èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ã-òóáóëè-
íó. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì îêðàøèâàíèå
êëåòîê, ôèêñèðîâàííûõ ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, âûÿâèëî
ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê ñ ìíîæå-
ñòâåííûìè ïîëþñàìè. Ñðåäè ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà
êëåòîê ñ òðóäíî ðàçëè÷èìûì îêðàøèâàíèåì ïîëþñîâ
âñòðå÷àëèñü êëåòêè, â êîòîðûõ îò÷åòëèâî îïðåäåëÿëèñü
äâå òî÷êè è áîëåå. Îäíàêî â ñëó÷àå ìåòàíîëüíîé ôèêñà-
öèè íàáëþäàëîñü îæèäàåìîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê ñ
ìíîæåñòâåííûìè ïîëþñàìè. Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå ôèê-
ñàöèè ïàðàôîðìàëüäåãèäîì ðàçëè÷àëàñü äîñòóïíîñòü àí-
òèãåííûõ äåòåðìèíàíò äëÿ àíòèòåë. Àíàëîãè÷íîå íàáëþ-
äåíèå áûëî ñäåëàíî Âàòàíîáå è ñîàâòîðàìè (Watanabe et
al., 2000) ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ HeLa ñ ïîìî-
ùüþ âèðóñíîãî áåëêà Vrp (HIV-1) è Àáàë è ñîàâòîðàìè
(Abal et al., 2001) ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â ðÿäå êëåòî÷-
íûõ ëèíèé ñ ïîìîùüþ ïðåïàðàòà — àíàëîãà òàêñîëà.
Ôîðìèðîâàëèñü ìíîãîïîëþñíûå ìèòîòè÷åñêèå ôèãóðû ñ
îêðàøèâàíèåì àíòèòåëàìè ê ã-òóáóëèíó òîëüêî äâóõ ïî-
ëþñîâ. Êîìàðîâîé è ñîàâòîðàìè (Komarova et al., 1997)
òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òîëüêî äâà ïîëþñà âåðåòåíà äå-
ëåíèÿ îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè ê ã-òóáóëèíó â òðåõïî-
ëþñíûõ ìèòîçàõ, âîçíèêàþùèõ ñïîíòàííî â êóëüòóðàõ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Âîçìîæíî, ðå÷ü èäåò î äâóõ ïî-
ïóëÿöèÿõ ã-òóáóëèíà, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîäåðæàùèõñÿ â
öåíòðîñîìå (Khodjakov, Rieder, 1999; Schiebel, 2000; Wie-
se, Zheng, 2006) è ðàçëè÷àþùèõñÿ ñòàáèëüíîñòüþ è àññî-
öèàöèåé ñ öåíòðèîëüþ èëè ïåðèöåíòðèîëÿðíûì ìàòðèê-
ñîì (Khodjakov, Rieder, 1999). Ïîäîáíûé ôàêò ñóùåñòâî-
âàíèÿ ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèè ã-òóáóëèíà ïîëó÷èë åùå
îäíî ïîäòâåðæäåíèå â íàøåé ðàáîòå.

Ïðè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì àíàëèçå ïîêàçà-
íî, ÷òî â êëåòêàõ CHO-K1, äåëÿùèõñÿ ïîñëå èíòåðôàçíî-
ãî áëîêà, âûçâàííîãî îáðàáîòêîé ýòîïîçèäîì, íàáëþäà-
þòñÿ íàðóøåíèÿ â óëüòðàñòðóêòóðå ïîëþñîâ êàê äâóõïî-
ëþñíîãî, òàê è ìíîãîïîëþñíîãî ìèòîòè÷åñêèõ àïïàðàòîâ.
Íàðóøåíèÿ íîñÿò íàðàñòàþùèé õàðàêòåð ê ìîìåíòó íà÷à-
ëà àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê â êóëüòóðå. Óâåëè÷åíèå

÷èñëà öåíòðèîëåé íå çàâèñèò îò ÷èñëà ïîëþñîâ âåðåòåíà
äåëåíèÿ. Â ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîòè÷åñêèõ àïïàðàòàõ öåí-
òðèîëè íåðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ìåæäó ïîëþñàìè,
êîòîðûå ìîãóò ñîâñåì íå ñîäåðæàòü èëè ñîäåðæàòü íåñêî-
ëüêî îäèíî÷íûõ öåíòðèîëåé èëè äèïëîñîì. Êðîìå òîãî,
íåêîòîðûå öåíòðèîëè ìîãóò íå ïðèíèìàòü ÿâíîãî ó÷àñòèÿ
â îðãàíèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà è îòëè÷àòüñÿ ïî
÷èñëó îòõîäÿùèõ îò íèõ ìèêðîòðóáî÷åê êàê îò öåíòðèî-
ëåé â êëåòêàõ êîíòðîëüíîé êóëüòóðû, òàê è ìåæäó ñîáîé â
ïðåäåëàõ îäíîé êëåòêè. Áîëüøèíñòâî öåíòðèîëåé áûëî
ëèøåíî ôèáðèëëÿðíîãî ãàëî. Íàøè äàííûå õîðîøî ñî-
ãëàñóþòñÿ ñ áîëåå ðàííèìè íàáëþäåíèÿìè, óêàçûâàþùè-
ìè íà òî, ÷òî çàäåðæêà G2, âûçâàííàÿ äëèòåëüíûì äåéñò-
âèåì ýòîïîçèäà (îêîëî 50 ÷) íà êëåòêè CHO (Balczon et al.,
1995), èëè áëîê G2 ïîñëå äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ íà êëåòêè
HeLa (Watanabe et al., 2000) íå ïðèâîäèò ê àíîìàëüíîé
ñâåðõäóïëèêàöèè öåíòðîñîìû. Îñòàåòñÿ ïðåäïîëîæèòü,
÷òî íàðóøåíèå âíóòðåííåé ñòðóêòóðû öåíòðîñîìû è ôîð-
ìèðîâàíèå ìíîãîïîëþñíîãî âåðåòåíà, õàðàêòåðíîå äëÿ
êëåòîê, äåëÿùèõñÿ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçè-
äîì, ñêîðåå, îòðàæàþò êàêèå-òî ýòàïû â ïðîöåññå çàïóñêà
àïîïòîçà. Ïîäîáíûå íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû ìèòîòè÷åñêîé
öåíòðîñîìû õàðàêòåðíû äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê (Lingle et
al., 1998) è ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ìåõàíèçì ïîâûøåíèÿ
óðîâíÿ àíåóïëîèäèè â õîäå îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè
(Brinkley, Goepfert, 1998; Lingle et al., 1998; Brinkley, 2001;
Wang et al., 2004; Saunders, 2005).

Âûçûâàåò èíòåðåñ ñëåäóþùèé ôàêò. Èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîå îêðàøèâàíèå (Áàëàøîâà è äð., 2007) è ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê CHO-K1 ÷åðåç 48 ÷
ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì âûÿâèëè áîëüøîå êîëè÷åñò-
âî ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð ñ ïîâûøåííûì
ñîäåðæàíèåì öåíòðèîëåé â êëåòêàõ íà ñòàäèÿõ ïðîôàçû,
ïðîìåòàôàçû è ìåòàôàçû, íî íå íà ñòàäèÿõ àíàôàçû è òå-
ëîôàçû. Âåðîÿòíî, äîïîëíèòåëüíûå ïîëþñà ëèáî ðàçðó-
øàþòñÿ ïåðåä íà÷àëîì àíàôàçû, ëèáî ñëèâàþòñÿ, ôîðìè-
ðóÿ äâóõïîëþñíîå âåðåòåíî äåëåíèÿ. Àíàëîãè÷íûé ïðî-
öåññ áûë îïèñàí â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû, â
êîòîðûõ íà ñòàäèè ïðîìåòàôàçû êàæäîãî äåëåíèÿ ôîðìè-
ðîâàëîñü ìíîãîïîëþñíîå âåðåòåíî, à ïåðåä íà÷àëîì àíà-
ôàçû îíî ñòàíîâèëîñü äâóõïîëþñíûì (Ring et al., 1982). Â
ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîäîáíàÿ ìîäåëü ïðåäëàãàåòñÿ äëÿ îáú-
ÿñíåíèÿ êîíòðîëÿ öåíòðîñîìíîé àìïëèôèêàöèè, èìåþ-
ùåé ìåñòî ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè (Brinkley,
2001; Quintyne et al., 2005).

Òàêèì îáðàçîì, íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè îòêëîíå-
íèÿ â îðãàíèçàöèè ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëå-
òîê CHO-K1, äåëÿùèõñÿ â ïåðèîä, êîòîðûé ïðåäøåñòâóåò
àïîïòîçó, âûçâàííîìó îáðàáîòêîé ýòîïîçèäîì. Íàðóøå-
íèÿ íîñÿò íàðàñòàþùèé õàðàêòåð ê ìîìåíòó íà÷àëà àïîï-
òîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê â êóëüòóðå. Äàëüíåéøèå èññëå-
äîâàíèÿ ñìîãóò ñîîòíåñòè óñòàíîâëåííûå íàìè è àâòîðà-
ìè äðóãèõ ðàáîò îòêëîíåíèÿ â îðãàíèçàöèè ïîëþñîâ
ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà íåïîñðåäñòâåííî ñ ïðîöåññîì
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòêè.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Áàëàøîâà Å. Å., Ðÿñêèíà Ñ. Ñ., Âèíîãðàäîâà Ò. Ì., Áûñò-
ðåâñêàÿ Â. Á. 2008. Ðåîðãàíèçàöèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà â
êëåòêàõ CHO-K1, îáðàáîòàííûõ ýòîïîçèäîì, ïðåäøåñòâóåò
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè. Öèòîëîãèÿ. 50 (5) : 413—419.

Îíèùåíêî Ã. Å. 1993. Öåíòðèîëÿðíûé è öåíòðîñîì-
íûé öèêëû ïðè äèôôåðåíöèðîâêå è ïàòîëîãèè. Ì.: Íàóêà.
255 ñ.

Îðãàíèçàöèÿ ïîëþñîâ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà â êëåòêàõ CHO-K1 427



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.

Balczon R., Bao L., Zimmer W. E., Brown K., Zinkowski R. P.,
Brinkley B. R. 1995. Dissociation of centrosome replication events
from cycles of DNA synthesis and mitotic division in hydroxyu-
rea-arrested CHO cells. J. Cell Biol. 130 : 105—115.

Bharadwaj R., Yu H. 2004. The spindle checkpoint, aneuploi-
dy, and cancer. Oncogene. 23 : 2016—2027.

Bre M.-H., Kreis T. E., Karsenti E. 1987. Control of microtu-
bules nucleation and stability in MDCK cells: the occurrence of
noncentrosomal, stable detyrosinated microtubules. J. Cell Biol.
105 : 1283—1296.

Brinkley B. R. 2001. Managing the centrosome numbers game:
from chaos to stability in cancer cell division. Trends Cell Biol. 11 :
18—21.

Brinkley B. R., Goepfert T. M. 1998. Supernumerary centroso-
mes and cancer: Bovert’s hypothesis resurrected. Cell Motil. Cytos-
keleton. 41 : 281—288.

Bystrevskaya V. B., Lobova T. V., Smirnov V. N., Makaro-
va N. E., Kushch A. A. 1997. Centrosome injury in cells infected
with HCMV. J. Struct. Biol. 120 : 52—60.

Calarco-Gillan P. D., Siebert M. C., Hubble R., Mitchison T.,
Kirschner M. 1983. Centrosome development in early mouse emb-
ryos as defined by an autoantibody against pericentriolar material.
Cell. 35 : 621—629.

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

Dodson H., Wheatley S. P., Morrison C. G. 2007. Involvement
of centrosome amplification in radiation-induced mitotic catastrop-
he. Cell Cycle. 6 : 364—370.

Duensing S., Münger K. 2002. Human papillomaviruses and
centrosome duplication errors: modeling the origins of genomic in-
stability. Oncogene. 21 : 6241—6248.

Gadde S., Heald R. 2004. Mechanisms and molecules of the
mitotic spindle. Curr. Biol. 14 : R797—R805.

Gundersen G. G., Bulinski J. C. 1984. Distinct population of
microtubules: tyrosinated and nontyrosinated alpha tubulin are dist-
ributed differently in vivo. Cell. 38 : 779—789.

Illidge T. M., Cragg M. S., Fringes B., Olive P., Erenprei-
sa J. A. 2000. Polyploid giant cells provide a survival mechanism
for p53 mutant cells after DNA damage. Cell Biol. Int. 24 :
621—633.

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

Joshi H. C., Palacios M. J., McNamara L., Cleveland D. W.
1992. ã-tubulin is a centrosomal protein required for cell cycle-de-
pendent microtubule nucleation. Nature. 356 : 80—83.

Khodjakov A., Rieder C. L. 1999. The sudden recruitment of
ã-tubulin to the centrosome at the onset of mitosis and its dynamic
exchange throughout the cell cycle, do not require microtubules.
J. Cell Biol. 146 : 585—596.

Komarova Yu. A., Ryabov E. V., Alieva I. B., Uzbekov R. E.,
Uzbekova S. V., Vorobjev I. A. 1997. Polyclonal antibodies against
human gamma-tubulin stain centrioles in mammalian cells from
different tissues. Membr. Cell Biol. 10 : 503—513.

Lafanechere L., Courtay-Cahen C., Kawakami T., Jacrot M.,
Rudiger M., Wehland J., Job D., Margolis R. L. 1998. Suppression
of tubulin tyrosine ligase during tumor growth. J. Cell Sci. 111 :
171—181.

Levis A. G., Marin G. 1963. Induction of multipolar spindle by
X-radiation in mammalian cells in vitro. Exp. Cell Res. 31 :
448—451.

Lingle W. L., Lutz W. H., Ingle J. N., Maihle N. J., Salisbu-
ry J. L. 1998. Centrosome hypertrophy in human breast tumors: im-
plication for genomic stability and cell polarity. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA. 95 : 2950—2955.

Lock R. B., Ross W. E. 1990. Inhibition of p34dcd2 kinase acti-
vity by etoposide or irradiation as a mechanism of G2 arrest in CHO
cells. Cancer Res. 50 : 3761—3766.

Mansilla S., Bataller M., Portugal J. 2006. Mitotic catastrophe
as a consequence of chemotherapy. Anticancer Agents Med. Chem.
6 : 589—602.

Pan H., Zhou F., Gao S. J. 2004. Kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus induction of chromosome instability in primary human
endothelial cells. Cancer Res. 64 : 4064—4068.

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

Quintyne N. J., Reing J. E., Hoffelder D. R., Gollin S. M., Sa-
unders W. S. 2005. Spindle miltipolarity is prevented by centroso-
mal clustering. Science. 307 : 127—129.

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.

Ring D., Hubble R., Kirschner M. 1982. Mitosis in a cell with
multiple centrioles. J. Cell Biol. 94 : 549—556.

Sato Ch., Kuriyama R., Nishizawa K. 1983. Microtubule-orga-
nizing centres abnormal in number, structure and nucleating activi-
ty in X-irradiation mammalian cells. J. Cell Biol. 96 : 776—782.

Sato N., Mizumoto K., Nakamura M., Tanaka M. 2000. Radia-
tion-induced centrosome overduplication and multiple mitotic spin-
dles in human tumor cells. Exp. Cell Res. 255 : 321—326.

Saunders W. 2005. Centrosomal amplification and spindle
multipolarity in cancer cells. Semin Cancer Biol. 15 : 25—32.

Schiebel E. 2000. ã-Tubulin complexes: binding to the centro-
some, regulation and microtubule nucleation. Curr. Opin. Cell Biol.
12 : 113—118.

Schulze E., Asai D. J., Bulinski J. C., Kirschner M. 1987. Po-
sttranslational modification and microtubule stability. J. Cell Biol.
105 : 2167—2177.

Vinogradova T. M., Balashova E. E., Smirnov N. V., Bystrevs-
kaya V. B. 2005. Detection of the centriole tyr- or acet-tubulin
changes in endothelial cells treated with thrombin using microsco-
pic immunocytochemistry. Cell Motil. Cytoskeleton. 62 : 1—12.

Wang Q., Hirohashi Y., Furuuchi K., Zhao H., Liu Q.,
Zhang H., Murali R., Berezov A., Du X., Li B., Greene M. I. 2004.
The centrosome in normal and transformed cells. DNA Cell Biol.
23 : 475—489.

Watanabe N., Yamaguchi 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.

Wehland J., Weber K. 1987. Turnover of the carboxy-terminal
tyrosine of alpha-tubulin and means of reaching elevated levels of
detyrosination in living cells. J. Cell Sci. 88 : 185—203.

Wiese C., Zheng Y. 2006. Microtubule nucleation: gamma-tu-
bulin and beyond. J. Cell Sci. 119 : 4143—4153.

Wolf K. W., Spanel-Borowski K. 1995. Acetylation of á-tubu-
lin in different bovine cell types: implications for microtubule dy-
namics in interphase and mitosis. Cell Biol. Int. 19 : 43—52.

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.

Ïîñòóïèëà 20 III 2007

428 Å. Å. Áàëàøîâà, Ñ. Ñ. Ðÿñêèíà è äð.



THE ORGANIZATION OF THE MITOTIC APPARATUS POLES IN ETOPOSIDE-TREATED

CHO-K1 CELLS

E. E. Balashova,1 S. S. Ryaskina, T. M. Vinogradova, V. B. Bystrevskaya
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In this study, we have examined the organization of the mitotic spindle poles in CHO-K1 cells dividing af-
ter treatment with the etoposide (1 h, 25 ìM). We studied at various periods after the treatment: 1) the distributi-
on of ã-tubulin in mitotic cells by immunofluorescent staining; 2) the level of posttranslational modification of
á-tubulin in the spindle microtubules by immunoelectron microscopy; 3) the ultrastructure of the mitotic appa-
ratus poles by standard electron microscopy. In 48 h after the addition of the agent we identified considerable
changes in the ultrastructure of poles in etoposide-treated CHO-K1 cells with bipolar and multipolar spindles.
The number of centrioles increased. The centrioles were unevenly distributed among the poles, and some centri-
oles were not explicitly involved in the organization of mitotic spindle, furthermore they can differ in the num-
ber of outgrowing microtubules. Most centrioles were without fibrillar halo. In 48 h after the addition of etoposi-
de, electron microscopy of cells after immunoperoxidase staining with antibodies to acetylated and tyrosinated
á-tubulin has shown that different poles of a multipolar spindle within the same cell are stained differently for
tyr-tubulin but not for acet-tubulin. Immunofluorescence staining for ã-tubulin also points to different organiza-
tion of poles in the same spindle. Our findings provide the first evidence that the pattern of immunostaning and
the ultrastructure of mitotic apparatus poles differ in the cells dividing at various periods after etoposide treat-
ment.

K e y w o r d s: mitosis, tubulin, etoposide.
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