
ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÕÀÐÀÊÒÅÐÀ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÀÖÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ
È ÒÈÐÎÇÈÍÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ a-ÒÓÁÓËÈÍÀ Â ÑÎÑÒÀÂÅ ÖÅÍÒÐÈÎËÅÉ

Â ÕÎÄÅ ÌÈÒÎÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÖÈÊËÀ ÊËÅÒÎÊ 3Ò3 È SV40-3Ò3

© Å. Å. Áàëàøîâà,1 Ï. Ã. Ëîõîâ,2 Â. Á. Áûñòðåâñêàÿ1

Å. Å. Áàëàøîâà, Ï. Ã. Ëîõîâ, Â. Á. Áûñòðåâñêàÿ
Èçìåíåíèå õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ àöåòèëèðîâàííîãî è òèðîçèíèðîâàííîãî a-òóáóëèíà

1 Ðîññèéñêèé êàðäèîëîãè÷åñêèé íàó÷íî-ïðîèçâîäñòâåííûé êîìïëåêñ ðîñìåäòåõíîëîãèé
è 2 ÃÓ ÍÈÈ áèîìåäèöèíñêîé õèìèè èì. Â. Í. Îðåõîâè÷à ÐÀÌÍ, Ìîñêâà;

1 ýëåêòðîííûé àäðåñ:balashlen@mail.ru

Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç õàðàêòåðà èììóíîïåðîêñèäàçíîãî
îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëÿðíûõ è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ àöåòè-
ëèðîâàííîãî è òèðîçèíèðîâàííîãî a-òóáóëèíà íà ïðîòÿæåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà äèïëîèäíûõ ìûøèíûõ
êëåòîê Balb 3T3 (êëîí A31) è âèðóñòðàíñôîðìèðîâàííûõ ãåòåðîïëîèäíûõ êëåòîê SV40-3Ò3. Ïîêàçàíî,
÷òî õàðàêòåð èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè êàê ê àöåò-, òàê è ê òèð-òóáó-
ëèíó çàêîíîìåðíî èçìåíÿåòñÿ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà êîíòðîëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè 3Ò3 (À31) â îòëè-
÷èå îò òóìîðîãåííîé êëåòî÷íîé ëèíèè SV40-3T3. Ðåçêîå èçìåíåíèå õàðàêòåðà îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé
íàáëþäàåòñÿ â òå ïåðèîäû êëåòî÷íîãî öèêëà, êîãäà áåëêîâàÿ îðãàíèçàöèÿ öåíòðîñîìû ïðåòåðïåâàåò èç-
ìåíåíèÿ ïðè ïåðåõîäå èç èíòåðôàçû â ìèòîç è îáðàòíî â ñâÿçè ñ ïåðåñòðîéêîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè ê òèð-òóáóëèíó íàáëþäàåòñÿ
íà âñåõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèîäà ïîäãîòîâêè ê ìèòîçó, â òî âðåìÿ êàê âûñîêèé
óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê àöåò-òóáóëèíó íàáëþäàåòñÿ íà âñåõ ñòàäèÿõ êëåòî÷-
íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèîäà çàâåðøåíèÿ ìèòîçà.

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

Öåíòðèîëü ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíûì êîìïîíåíòîì ìè-
òîòè÷åñêîé öåíòðîñîìû âî âñåõ ñîìàòè÷åñêèõ òêàíÿõ
ìëåêîïèòàþùèõ (Vorobjev, Chentsov, 1982; Andersen,
1999b; Marshall, 2007). Òåì íå ìåíåå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
íåò åäèíîé òî÷êè çðåíèÿ îòíîñèòåëüíî áèîëîãè÷åñêîãî
ñìûñëà ïðèñóòñòâèÿ öåíòðèîëè â ïîëþñå ìèòîòè÷åñêîãî
âåðåòåíà. Íàêàïëèâàþùèåñÿ äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
íå öåíòðèîëÿðíûé öèëèíäð êàê òàêîâîé, à áåëêè, ôîðìè-
ðóþùèå ïåðèöåíòðèîëÿðíûé ìàòðèêñ, òàêèå êàê g-òóáó-
ëèí, öåíòðèí è ïåðèöåíòðèí, íåïîñðåäñòâåííî îáåñïå÷è-
âàþò ïðîöåññ íóêëåàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðîòðó-
áî÷åê (Joshi et al., 1992; Dictenberg et al., 1998; Andersen,
1999a; Ou et al., 2004). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî â õîäå ìèòîçà
ðîëü öåíòðèîëÿðíîãî öèëèíäðà ñîñòîèò â ïîääåðæàíèè
óïîðÿäî÷åííîé îðãàíèçàöèè ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ áåëêîâ
(Marshall, Rosenbaum, 1999; Ou et al., 2004). Ýòè ïðåäïî-
ëîæåíèÿ îñíîâûâàþòñÿ íà òîì ôàêòå, ÷òî ýêñïåðèìåí-
òàëüíîå ðàçðóøåíèå öåíòðèîëåé â æèâîòíîé êëåòêå õîòÿ è
íå ïðåêðàùàåò ïðîõîæäåíèå ìèòîçà, íî ïðèâîäèò ê ðàçíî-
îáðàçíûì àíîìàëèÿì â ðàñïðåäåëåíèè öåíòðîñîìíîãî ìà-
òåðèàëà è îðãàíèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà (Bobinnec
et al., 1998a). Òàêèì îáðàçîì, íåêîå ñïåöèàëüíîå âçàèìî-
äåéñòâèå öåíòðèîëè ñ áåëêàìè ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî îáëà-
êà, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ âàæíîé ÷àñòüþ ñèñòåìû ðåãó-
ëÿöèè ìèòîçà (Îíèùåíêî, 1993), îäíàêî òî, êàêîé ìîëåêó-
ëÿðíûé ìåõàíèçì ëåæèò â îñíîâå òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ,
âñå åùå íåèçâåñòíî.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàêîïëåíî ìíîãî äàííûõ, ïî-
êàçûâàþùèõ, ÷òî áåëêîâûé ñîñòàâ ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî

ìàòðèêñà çàêîíîìåðíî èçìåíÿåòñÿ ïðè âñòóïëåíèè êëåòêè
â ìèòîç, íà ðàçíûõ åãî ñòàäèÿõ è ïðè âûõîäå èç íåãî (Çè-
íîâêèíà, Íàäåæäèíà, 1996; Andersen, 1999b; Krämer et al.,
2004). Ê òîìó æå áåëêè, ÿâëÿþùèåñÿ ïîñòîÿííûì êîìïî-
íåíòîì öåíòðîñîìû è íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñòâóþùèå â
íóêëåàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ), òàêæå îáðàçóþò âîêðóã
öåíòðèîëåé ÷ðåçâû÷àéíî ëàáèëüíûé êàðêàñ, ñòðóêòóðà è
ìîùíîñòü êîòîðîãî ïîäâåðæåíû ðåãóëÿðíûì èçìåíåíèÿì
â õîäå êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ (Doxey et al., 1994, 2005; Dic-
tenberg et al., 1998; Schnackenberg, Palazzo, 1999; Azimza-
deh, Bornens, 2007). Â èòîãå ñëîæèëîñü óáåæäåíèå, ÷òî
öåíòðèîëü îñòàåòñÿ ñîâåðøåííî íåèçìåííîé â õîäå êëå-
òî÷íîãî öèêëà, êîãäà âîêðóã íåå è íåïîñðåäñòâåííî â ñâÿ-
çè ñ öåíòðèîëÿðíûì öèëèíäðîì ïðîèñõîäÿò ïåðåñòðîéêè
ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòåðèàëà.

Ñ òî÷êè çðåíèÿ âîïðîñà î âîçìîæíîì âçàèìîäåéñòâèè
öåíòðèîëè ñ îêðóæàþùèìè åå áåëêàìè áûëî áû èíòåðåñ-
íî âûÿñíèòü, èçìåíÿåòñÿ ëè õàðàêòåð ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íûõ ìîäèôèêàöèé òóáóëèíà â ñîñòàâå ÌÒ öåíòðèîëÿðíî-
ãî öèëèíäðà â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà — ìîäèôèêàöèé,
êîòîðûå çàòðàãèâàþò ÑÎÎÍ-êîíåö a-òóáóëèíà, êîòîðûé,
êàê èçâåñòíî, ïðèíèìàåò íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå âî
âçàèìîäåéñòâèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ÌÒ ñ ðàçëè÷íûìè
àññîöèèðîâàííûìè ñ íèìè áåëêàìè (Rosenbaum, 2000).
Èìåþùèåñÿ äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî öåíòðèîëü ïîäâåð-
ãàåòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå òðåì òèïàì òàêèõ ïîñòòðàíñëÿöè-
îííûõ ìîäèôèêàöèé — àöåòèëèðîâàíèþ, äåòèðîçèíèðî-
âàíèþ è ïîëèãëóòàìèíèðîâàíèþ a-òóáóëèíà (Bre et al.,
1987; Piperno et al., 1987; Bobinnec et al., 1998b). Îäíàêî
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óðîâåíü äåòàëèçàöèè îêðàøèâàíèÿ â ýòèõ èññëåäîâàíèÿõ
áûë íåâûñîêèì è íå ïîçâîëèë ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíóþ
îöåíêó õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ ìîäèôèöèðîâàííîãî òó-
áóëèíà â ñîñòàâå öåíòðèîëÿðíûõ ÌÒ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ
êëåòî÷íîãî öèêëà, è òåì áîëåå ìèòîçà.

Âìåñòå ñ òåì ïîêàçàíî, ÷òî èíàêòèâàöèÿ îäíîãî èç
ôåðìåíòîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ïîñòòðàíñëÿöèîííóþ ìîäè-
ôèêàöèþ òóáóëèíà, à èìåííî òèð-ëèãàçû (Lafanechere
et al., 1998), ñîïðîâîæäàåò îïóõîëåâóþ ïðîãðåññèþ, à íà-
áëþäàþùååñÿ â ðåçóëüòàòå ýòîãî íàêîïëåíèå ìîäèôèöè-
ðîâàííîãî òóáóëèíà â ñîñòàâå ìèòîòè÷åñêèõ ÌÒ ìîæåò
ëåæàòü â îñíîâå íàðóøåíèé ìèòîçà îïóõîëåâûõ êëåòîê.
Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ïðîâîäèëîñü ñðàâíèòåëüíîãî
èçó÷åíèÿ õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ ìîäèôèöèðîâàííîãî
òóáóëèíà â ñîñòàâå öåíòðèîëÿðíûõ ÌÒ â íîðìàëüíûõ è
îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Òàêèì îáðàçîì, áûëî áû àêòóàëü-
íûì âûÿñíèòü, èçìåíÿåòñÿ ëè óðîâåíü êàê òèðîçèíèðîâà-
íèÿ, òàê è àöåòèëèðîâàíèÿ öåíòðèîëÿðíûõ ÌÒ â êëåòêàõ,
ïîäâåðãøèõñÿ îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿñíèòü,
èçìåíÿåòñÿ ëè óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ è òèðîçèíèðîâà-
íèÿ öåíòðèîëÿðíûõ ÌÒ â õîäå ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà íîð-
ìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî ìû
ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé
àíàëèç õàðàêòåðà èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ
êàê öåíòðèîëÿðíûõ, òàê è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ÌÒ íà
ïðîòÿæåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà äèïëîèäíûõ ìûøèíûõ
êëåòîê Balb 3T3 (êëîí A31) è âèðóñòðàíñôîðìèðîâàííûõ
ãåòåðîïëîèäíûõ êëåòîê SV40-3Ò3, ñïîñîáíûõ ôîðìèðî-
âàòü îïóõîëü ïðè ââåäåíèè ìûøàì (Stephenson et al.,
1973; Smith et al., 1976; Gluck et al., 1993).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êóëüòóðà êëåòîê. Êëåòêè Balb/c 3T3 (êëîí A31) è
SV40-3T3 (ÀÒÑÑ) âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëå-
íèåì 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Êëåòî÷-
íûå êóëüòóðû íàðàùèâàëè íà ïðîòÿæåíèè 5 (äëÿ êëåòîê
3Ò3) èëè 2 (äëÿ êëåòîê SV40-3Ò3) ïàññàæåé è çàìîðàæè-
âàëè. Äëÿ êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà ðàçìîðàæèâàëè íîâóþ
àìïóëó ñ êëåòêàìè. ×åðåç 1—2 ïàññàæà ïîñëå ðàçìîðàæè-
âàíèÿ êëåòêè âûñåâàëè íà ïîêðûòûå æåëàòèíîé ñòåêëà â
24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýêñïîíåíöèàëüíî
ðàñòóùåé êóëüòóðû êëåòêè 3Ò3 è SV40-3Ò3 âûñåâàëè â
êîëè÷åñòâå îêîëî 2.5�103 êëåòîê â êàæäóþ ëóíêó (â 1 ìë
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû). Ôèêñèðîâàëè êëåòêè ÷åðåç 36 ÷.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîêîÿùåéñÿ ïîïóëÿöèè (Tucker et al.,
1979) êëåòêè 3Ò3 ðàññåèâàëè ïî 10�103—20 · 103 êëåòîê â
êàæäóþ ëóíêó (â 1 ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû) è ÷åðåç
18—24 ÷ ïîñëå ïîñåâà ïðîèçâîäèëè ñìåíó ñðåäû íà
DMEÌ ñ 1%-íîé ñûâîðîòêîé. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå ñìåíû
ñðåäû êëåòêè ôèêñèðîâàëè.

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.
Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Êëåò-
êè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí â ñìåñè 4%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà è
1%-íîãî Òðèòîíà X-100, ïðèãîòîâëåííîé íà áóôåðå, ñòà-
áèëèçèðóþùåì ÌÒ (100 ìM PIPES, 1 ìM MgCl2, 5 ìM
EGTA, 33%-íûé ãëèöåðèí, pH 6.8). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè
ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ g-òóáóëèíà
(GTU-88; Sigma, ÑØÀ). Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà âèçó-
àëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ áèîòèíèëèðîâàííûõ êîçüèõ àí-
òèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè (Amersham, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ) è àâèäèíà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôëóîðîõðîìîì
ôëóîðåñöèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC; Sigma, ÑØÀ). Ïðåïà-

ðàòû äîêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì ÄÍÊ
DAPI (Sigma, ÑØÀ) è çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë. Äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Opton III.

Èììóíîýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ. ×òîáû ñðàâíèòü
óðîâåíü ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé a-òóáóëèíà,
èñïîëüçîâàëè ñîáñòâåííóþ ìîäèôèêàöèþ (Vinogradova et
al., 2005) èçâåñòíîãî ìåòîäà èììóíîïåðîêñèäàçíîé ìèê-
ðîñêîïèè (Calarco-Gillan et al., 1983; Bre et al., 1987).
Êëåòêè, ðàñòóùèå íà ñòåêëàõ, ôèêñèðîâàëè 0.25%-íûì
ãëóòàðàëüäåãèäîì íà PIPES-áóôåðå (80 ìM K-PIPES,
5 ìM EGTA, 1 ìM MgCl2, pH 6.8), îáðàáàòûâàëè
0.5%-íûì Òðèòîíîì X-100 íà òîì æå áóôåðå, ïîñëåäîâà-
òåëüíî îòìûâàëè PIPES-áóôåðîì è PBS, ïîìåùàëè â ðàñ-
òâîð áîðîãèäðèäà íàòðèÿ (1 ìã/ìë) íà PBS äëÿ óäàëåíèÿ
ñâîáîäíûõ àëüäåãèäíûõ ãðóïï. Ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè
ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ àöåòèëèðîâàííî-
ãî (êëîí 6-11B-1; Sigma, ÑØÀ) èëè òèðîçèíèðîâàííîãî
(êëîí TUB-1A2; Sigma, ÑØÀ) a-òóáóëèíà. Ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ áèîòèíèëèðî-
âàííûõ êîçüèõ àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè
(Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ), êîìïëåêñà àâèäèí—áèî-
òèí, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (ABC-kit,
Vector, ÑØÀ), è ðàñòâîðà äèàìèíîáåíçèäèíà (Sigma,
ÑØÀ), íà Tris-HCl (0.06 M, pH 7.6). Ïðåïàðàòû äîôèêñè-
ðîâàëè 1%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì è 1%-íûì OsO4 (îáà íà
PBS) è çàêëþ÷àëè â Ýïîí 812.

Ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè (Op-
ton III) âûáèðàëè êëåòêè ðàçíûõ ñòàäèé êëåòî÷íîãî öèêëà
â êóëüòóðàõ 3Ò3 è SV40-3Ò3 è ãîòîâèëè ñðåçû ñ ïîìîùüþ
àëìàçíîãî íîæà íà óëüòðàòîìå LKB-5. Âñå èññëåäîâàííûå
êëåòêè áûëè èçó÷åíû íà ñåðèéíûõ óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ
ñâåòëî-ñåðîãî öâåòà. Ñðåçû èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåê-
òðîííîãî ìèêðîñêîïà JEM-100 CX. Ïîëó÷åííûå èçîáðà-
æåíèÿ îáðàáàòûâàëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Ado-
be Inc.). Èñïîëüçîâàëè ôóíêöèè èçìåíåíèÿ êîíòðàñòà è
ðåçêîñòè èçîáðàæåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ à ö å ò- è ò è ð-ò ó á ó -
ë è í à â ê ë å ò ê à õ 3 Ò 3 è S V 4 0-3 Ò 3 (ñâåòîâàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ). Ïîñêîëüêó èç äâóõ èñïîëüçîâàííûõ íàìè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð ëèøü â îòíîøåíèè îäíîé, à èìåííî 3Ò3,
èìåëèñü ïðåäâàðèòåëüíûå ñâåäåíèÿ î õàðàêòåðå ðàñïðåäå-
ëåíèÿ òèð- è àöåò-ÌÒ âî âðåìÿ ìèòîçà (Gundersen, Bulins-
ki, 1986; Piperno et al., 1987), áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëü-
íîå èññëåäîâàíèå ðàñïðåäåëåíèÿ òèð- èëè àöåò-ÌÒ â
êëåòêàõ 3Ò3 è SV40-3Ò3 ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíî-
ãî îêðàøèâàíèÿ ïîñëå ôèêñàöèè ïàðàôîðìàëüäåãèäîì è
ìåòîäîì èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ ïîñëå ôèê-
ñàöèè ãëóòàðàëüäåãèäîì. Â ðåçóëüòàòå áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî â îáåèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ
ñèñòåìû ÌÒ íå çàâèñèò îò ñïîñîáà âèçóàëèçàöèè àíòèãå-
íà ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê òèð- è àöåò-òóáóëèíó.

Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ 3Ò3 âûÿâëåí ñõîäíûé õàðàê-
òåð îêðàøèâàíèÿ äëÿ òèð- è àöåò-òóáóëèíà, âî âñåõ äåòà-
ëÿõ ñîâïàäàþùèé ñ îïèñàííûì ðàíåå â êëåòêàõ ìëåêîïè-
òàþùèõ (Gundersen, Bulinski, 1986; Piperno et al., 1987;
Wolf, Spanel-Borowski, 1995). Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ
SV40-3T3 âûÿâëåíà ñõîäíàÿ ñ êëåòêàìè 3Ò3 ñåòü ÌÒ ïðè
îêðàøèâàíèè àíòèòåëàìè ê òèð- èëè àöåò-òóáóëèíó, îäíà-
êî íàáëþäàëèñü ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå îêðàøèâàíèÿ ìèòî-
òè÷åñêèõ ÌÒ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè 3Ò3 â êëåòêàõ
SV40-3T3 íàáëþäàåòñÿ íàìíîãî áîëüøàÿ âàðèàáåëüíîñòü
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Èçìåíåíèå õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ àöåòèëèðîâàííîãî è òèðîçèíèðîâàííîãî a-òóáóëèíà 513

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå òèðîçèíèðîâàííîãî (à, â) è àöåòèëèðîâàííîãî (á—å) á-òóáóëèíà â ìèòîòè÷å-
ñêèõ êëåòêàõ 3T3 è SV40-3T3 (èììóíîïåðîêñèäàçíîå îêðàøèâàíèå).

à, á — ïðîìåòàôàçà; â—å — ìåòàôàçà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.

Ðèñ. 2. Ñõåìà èçìåíåíèÿ èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè ê òèðîçèíèðîâàííîìó è àöåòèëèðîâàííîìó
á-òóáóëèíó â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê 3T3 è SV40-3T3.

Õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé çàêîíîìåðíî èçìåíÿåòñÿ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà ëèíèè 3T3 â îòëè÷èå îò ëèíèè SV40-3T3; âûñîêèé óðîâåíü îêðà-
øèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê òèð-òóáóëèíó íàáëþäàåòñÿ íà âñåõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèîäà ïîäãîòîâêè ê ìèòîçó, à àíòèòåëàìè ê

àöåò-òóáóëèíó — ïåðèîäà çàâåðøåíèÿ ìèòîçà.



ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ ÌÒ àíòè-
òåëàìè êàê ê òèð-, òàê è ê àöåò-òóáóëèíó äëÿ îäíîé è òîé
æå ñòàäèè ìèòîçà. Êàê ïðàâèëî, ñðåäè êëåòîê SV40-3T3
áûëè êàê êëåòêè, íå ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ îò 3T3, òàê è òå, êîòîðûå îêðàøèâàëèñü íà-
ìíîãî ñëàáåå (äàííûå íå ïîêàçàíû).

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 à ö å ò- è ò è ð-ò ó á ó ë è í à â ö è ò î ï ë à ç ì à ò è ÷ å-
ñ ê è õ Ì Ò. Ðàñïðåäåëåíèå òèð- è àöåò-ÌÒ â êëåòêàõ 3Ò3
è SV40-3T3 áûëî èçó÷åíî â õîäå ìèòîçà ñ ïîìîùüþ ýëåê-
òðîííîé ìèêðîñêîïèè. Êàê ïðàâèëî, èíòåíñèâíîñòü èì-
ìóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ÌÒ àíòèòåëàìè êàê ê òèð-, òàê è ê àöåò-òóáóëèíó âàðüèðó-
åò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ â îòäåëüíîé êëåòêå â îáåèõ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóðàõ.

Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ 3Ò3 è SV40-3T3 îáíàðóæåí
ñõîäíûé õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ÌÒ ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê
òèð- èëè àöåò-òóáóëèíó. Ïðîñòðàíñòâåííîå ðàñïðåäåëå-
íèå ÌÒ, èíòåíñèâíî îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê òèð- èëè

àöåò-òóáóëèíó, ðàçëè÷àåòñÿ â ïðîôàçíûõ, ïðîìåòàôàçíûõ
è ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ. Â ïðîôàçíûõ è ïðîìåòàôàçíûõ
êëåòêàõ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ÌÒ, íàèáîëåå èíòåíñèâíî
îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê òèð-òóáóëèíó, âîçðàñòàåò ïî
ìåðå óäàëåíèÿ îò öåíòðèîëåé (ðèñ. 1, à), â òî âðåìÿ êàê
÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ÌÒ, èíòåíñèâíî îêðàøåííûõ àí-
òèòåëàìè ê àöåò-òóáóëèíó, ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 1, á). Â ìåòà-
ôàçíûõ êëåòêàõ ÌÒ, èíòåíñèâíî îêðàøåííûå àíòèòåëàìè
ê òèð-òóáóëèíó, íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííû ïî ïåðèôåðèè
âåðåòåíà (ðèñ. 1, â), â òî âðåìÿ êàê ÌÒ, èíòåíñèâíî îêðà-
øåííûå àíòèòåëàìè ê àöåò-òóáóëèíó, ñ îäèíàêîâîé ÷àñòî-
òîé ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî âñåìó âåðåòåíó (ðèñ. 1, ã). Ó êèíå-
òîõîðîâ ÌÒ âñåãäà îêðàøåíû àíòèòåëàìè ïðîòèâ òèð-òó-
áóëèíà íàìíîãî ñëàáåå, ÷åì ïåðèöåíòðèîëÿðíûå ÌÒ
(ðèñ. 1, ä, å), â òî âðåìÿ êàê ïî êðàéíåé ìåðå ó ÷àñòè ÌÒ,
ñâÿçàííûõ ñ êèíåòîõîðàìè, èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ
àíòèòåëàìè ê àöåò-òóáóëèíó ñîâïàäàåò ñ ïåðèöåíòðèîëÿð-
íûìè ÌÒ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ïîñëå àíàôàçû â ìèòîòè-
÷åñêèõ êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ ñõîäíûé õàðàêòåð ðàñïðåäå-
ëåíèÿ ÌÒ, èíòåíñèâíî îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê òèð-
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà â ìèêðîòðóáî÷êàõ öåíòðèîëåé è ïåðèöåíò-
ðèîëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê 3T3 (èììóíîïåðîêñèäàçíîå îêðàøèâàíèå).

à, á — G2-ïåðèîä; â—ä — ïðîôàçà; å — ïðîìåòàôàçà; æ — ìåòàôàçà; ç — öèòîêèíåç (ðàííèé G1); è — G1-ïåðèîä; ê — ïåðèîä ïîêîÿ G0; ë — S-ïåðèîä.
Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 0.5 ìêì.



èëè àöåò-òóáóëèíó. Â òåëîôàçå àíòèòåëà ê òèð-òóáóëèíó è
àöåò-òóáóëèíó îêðàøèâàþò ÷àñòü ÌÒ êàê â ïîëÿðíîé, òàê
è â èíòåðçîíàëüíîé îáëàñòÿõ, à â õîäå öèòîêèíåçà îêðà-
øèâàþò êàê ÌÒ â ðàéîíå öåíòðîñîìû, òàê è ÌÒ îñòàòî÷-
íîãî òåëüöà (äàííûå íå ïîêàçàíû).

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 à ö å ò- è ò è ð-ò ó á ó ë è í à â Ì Ò ö å í ò ð è î ë ÿ ð-
í î ã î ö è ë è í ä ð à. Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî â êóëüòóðå 3Ò3 èíòåíñèâíîñòü èììó-
íîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè
ïðîòèâ òèð-òóáóëèíà çàêîíîìåðíî èçìåíÿåòñÿ â õîäå êëå-
òî÷íîãî öèêëà: âûñîêèé óðîâåíü îêðàøèâàíèÿ íàáëþäàåò-
ñÿ íà âñåõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ýòà-
ïà ñîçðåâàíèÿ äî÷åðíåé öåíòðèîëè â ïåðèîä ïîäãîòîâêè ê
ìèòîçó (S—G2) è íà÷àëà ïðîôàçû (ðèñ. 2, ñõåìà). Âïðåäå-
ëàõ îäíîé êëåòêè öåíòðèîëè îêðàøèâàþòñÿ îäèíàêîâî.

Ñðåäè èíòåðôàçíûõ êëåòîê, èçó÷åííûõ â ïðîëèôåðè-
ðóþùåé êóëüòóðå (9 êëåòîê), öåíòðèîëè îêðàøåíû íà
óðîâíå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ òîëüêî â òåõ êëåòêàõ (5 êëå-
òîê), â êîòîðûõ íàéäåíî ïî äâå äèïëîñîìû. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 3, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü ïåðèöåíòðèîëÿðíûõ ÌÒ â
ýòèõ êëåòêàõ îêðàøèâàåòñÿ áîëåå èíòåíñèâíî, ÷åì ÌÒ
öåíòðèîëÿðíîãî öèëèíäðà (ðèñ. 3, à). Â îäíîé èç òàêèõ
êëåòîê îáíàðóæåíà îêðàøåííàÿ ïåðâè÷íàÿ ðåñíè÷êà
(ðèñ. 3, á). Â êëåòêàõ ñ òèïè÷íîé G1-êîíôèãóðàöèåé öåíò-
ðèîëåé (4 êëåòêè; ðèñ. 3, è), à òàêæå â êëåòêàõ, ñîäåðæà-
ùèõ ïðîöåíòðèîëè (2 êëåòêè; ðèñ. 3, ë), öåíòðèîëè îêðà-
øåíû òàê æå èíòåíñèâíî, êàê è îêðóæàþùèå èõ ÌÒ. Â ïî-
êîÿùèõñÿ êëåòêàõ 3Ò3 öåíòðèîëè îêðàøåíû èíòåíñèâíåå,
÷åì ïåðâè÷íàÿ ðåñíè÷êà (ðèñ. 3, ê). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ àíòèòåëà ê òèð-òóáóëèíó îêðàøè-

âàþò ïåðèöåíòðèîëÿðíûå ñàòåëëèòû, êîòîðûå êîíòàêòè-
ðóþò ñî ñëàáî îêðàøåííûìè ÌÒ (ðèñ. 3, ê).

Ñðåäè èçó÷åííûõ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê (20 êëåòîê)
òîëüêî â ïðîôàçíûõ êëåòêàõ (6 êëåòîê) ïîêàçàíà âàðèà-
áåëüíîñòü ïî ñòåïåíè îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé. Â îäíîé
èç ïðîôàçíûõ êëåòîê öåíòðèîëè ïî÷òè íå îòëè÷àþòñÿ îò
íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ (ðèñ. 3, â), à â äâóõ äðóãèõ îêðàøå-
íû íåðàâíîìåðíî — èìåþòñÿ ó÷àñòêè, íå îòëè÷àþùèåñÿ
îò íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ, è ó÷àñòêè, èíòåíñèâíî îêðàøåí-
íûå (ðèñ. 3, ã). Â òðåõ ïðîôàçíûõ êëåòêàõ öåíòðèîëè
îêðàøåíû èíòåíñèâíî è ðàâíîìåðíî (ðèñ. 3, ä). Âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ ïðîìåòàôàçíûõ (2 êëåòêè; ðèñ. 3, å), ìåòà-
ôàçíûõ (3 êëåòêè; ðèñ. 3, æ), àíàôàçíûõ (2 êëåòêè), òåëî-
ôàçíûõ (3 êëåòêè) è â êëåòêàõ â õîäå öèòîêèíåçà (4 êëåò-
êè; ðèñ. 3, ç) öåíòðèîëè íå îòëè÷àþòñÿ ïî ñòåïåíè îêðà-
øèâàíèÿ îò ñèëüíî îêðàøåííûõ ïðîôàçíûõ êëåòîê èëè îò
îêðàøåííûõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê.

Â êóëüòóðå SV40-3Ò3 â îòëè÷èå îò êëåòîê 3Ò3 èíòåí-
ñèâíîñòü èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèî-
ëåé àíòèòåëàìè ïðîòèâ òèð-òóáóëèíà íå èçìåíÿåòñÿ â
õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 2, ñõåìà).

Èíòåíñèâíî îêðàøåííûå öåíòðèîëè îáíàðóæåíû âî
âñåõ èññëåäîâàííûõ èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ (8 êëåòîê), ñðå-
äè êîòîðûõ 3 ñîäåðæàò òèïè÷íóþ G1-êîíôèãóðàöèþ öåíò-
ðèîëåé, 2 — ïðîöåíòðèîëè è 3 — äèïëîñîìû. Ïî êðàéíåé
ìåðå ïî îäíîé êëåòêå ñðåäè êëåòîê G1-ïåðèîäà è êëåòîê ñ
äèïëîñîìàìè ñîäåðæàò áîëüøå äâóõ öåíòðèîëåé èëè äèï-
ëîñîì. Èíòåðåñíî, ÷òî â îäíîé èç êëåòîê ñ òèïè÷íîé
G1-êîíôèãóðàöèåé öåíòðèîëåé âèäíà ïåðâè÷íàÿ ðåñíè÷-
êà, ïðàêòè÷åñêè íå îêðàøåííàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ öåíòðè-
îëüþ (ðèñ. 4, æ). Âî âñåõ èññëåäîâàííûõ èíòåðôàçíûõ
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå òèðîçèíèðîâàííîãî á-òóáóëèíà â ìèêðîòðóáî÷êàõ öåíòðèîëåé è ïåðèöåíò-
ðèîëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê SV40-3T3 (èììóíîïåðîêñèäàçíîå îêðàøèâàíèå).

à, á — ïðîôàçà; â — ïîëèïëîèäíàÿ ìåòàôàçà; ã — ìåòàôàçà; ä — òåëîôàçà; å — öèòîêèíåç (ðàííèé G1); æ — G1-ïåðèîä; ç — S-ïåðèîä; è — G2-ïåðèîä.
Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 0.5 ìêì.



êëåòêàõ ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ÌÒ, ðàñïîëîæåííûõ
â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò öåíòðèîëè, ïî÷òè íå îò-
ëè÷àþòñÿ ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ îò íåãàòèâíîãî
êîíòðîëÿ. Ëèøü åäèíè÷íûå ÌÒ îêðàøåíû, íî çàìåòíî
ñëàáåå, ÷åì öåíòðèîëè (ðèñ. 4, ç, è).

Õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé â 20 èññëåäîâàí-
íûõ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ áûë òàêèì æå, êàê â èíòåðôàç-
íûõ. Áûëè èçó÷åíû 4 ïðîôàçû (ðèñ. 4, à, á), 3 ïðîìåòàôà-
çû, 4 ìåòàôàçû (ðèñ. 4, â, ã), 1 àíàôàçà, 2 òåëîôàçû (ðèñ. 4,
ä) è 6 êëåòîê â õîäå öèòîêèíåçà (ðèñ. 4, å). Áîëåå äâóõ
äèïëîñîì îáíàðóæåíî ïî ìåíüøåé ìåðå â îäíîé èç êëåòîê
íà êàæäîé èç ïåðå÷èñëåííûõ ñòàäèé ìèòîçà. Ê òîìó æå
ñðåäè ìåòàôàçíûõ è òåëîôàçíûõ êëåòîê áûëè èçó÷åíû
êàê êëåòêè, ñîäåðæàùèå õîðîøî îêðàøåííûé ìèòîòè÷å-
ñêèé àïïàðàò, òàê è êëåòêè, â êîòîðûõ ìèòîòè÷åñêèé àïïà-
ðàò áûë îêðàøåí ñëàáî (ðèñ. 4, â, ã).

Â êóëüòóðå 3Ò3 èíòåíñèâíîñòü èììóíîïåðîêñèäàçíî-
ãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè ïðîòèâ àöåò-òó-
áóëèíà çàêîíîìåðíî èçìåíÿåòñÿ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà:
âûñîêèé óðîâåíü îêðàøèâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ íà âñåõ ñòà-
äèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèîäà çàâåðøå-
íèÿ ìèòîçà (ðèñ. 2, ñõåìà).

Â õîäå ìèòîçà âî âñåõ èññëåäîâàííûõ ïðîôàçíûõ
(2 êëåòêè; ðèñ. 5, à), ïðîìåòàôàçíûõ (2 êëåòêè; ðèñ. 5, á),
ìåòàôàçíûõ (6 êëåòîê; ðèñ. 5, â) è àíàôàçíûõ (6 êëåòîê;
ðèñ. 5, ã) êëåòêàõ öåíòðèîëè èíòåíñèâíî îêðàøåíû

(ðèñ. 5, à—ã), îäíàêî öåíòðèîëè â òåëîôàçíûõ êëåòêàõ
(4 êëåòêè) ëèøü íåçíà÷èòåëüíî îòëè÷àþòñÿ îò íåãàòèâíî-
ãî êîíòðîëÿ (ðèñ. 5, ä). Îêðàøèâàíèå öåíòðèîëåé â õîäå
öèòîêèíåçà âàðüèðóåò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ (8 êëåòîê).
Â ïîëîâèíå èçó÷åííûõ êëåòîê (4 êëåòêè) îáå öåíòðèîëè
îêðàøåíû òàê æå, êàê â òåëîôàçå (ðèñ. 5, å), â òðåõ äðóãèõ
êëåòêàõ îäíà öåíòðèîëü íå îêðàøåíà, à äðóãàÿ îêðàøåíà
(ðèñ. 5, æ è ç ñîîòâåòñòâåííî), â îäíîé êëåòêå èíòåíñèâíî
îêðàøåíû îáå öåíòðèîëè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî õàðàêòåð
îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé âñåãäà îäèíàêîâ â ñåñòðèíñêèõ
êëåòêàõ. Ïàäåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ öåíòðèî-
ëåé â õîäå ìèòîçà êëåòîê 3Ò3 âñåãäà ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåç-
êèì ïàäåíèåì ÷èñëà èíòåíñèâíî îêðàøåííûõ ÌÒ â íåïî-
ñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò öåíòðèîëåé.

Â õîäå èíòåðôàçû öåíòðèîëè èíòåíñèâíî îêðàøåíû
êàê â êëåòêàõ G1-ïåðèîäà (11 êëåòîê; ðèñ. 5, è), òàê è â
êëåòêàõ ñ ïðîöåíòðèîëÿìè (1 êëåòêà) èëè ñ äèïëîñîìàìè
(3 êëåòêè; ðèñ. 5, ë). Öåíòðèîëè òàêæå îêðàøåíû â ïîêîÿ-
ùèõñÿ êëåòêàõ (5 êëåòîê). Ïåðâè÷íàÿ ðåñíè÷êà â íèõ
îêðàøåíà èíòåíñèâíåå, ÷åì öåíòðèîëü (ðèñ. 5, ê).

Â êóëüòóðå SV40-3Ò3 â îòëè÷èå îò êëåòîê 3Ò3 èíòåí-
ñèâíîñòü èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèî-
ëåé àíòèòåëàìè ïðîòèâ àöåò-òóáóëèíà íå èçìåíÿåòñÿ â
õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 2, ñõåìà).

Â êëåòêàõ SV40-3Ò3 öåíòðèîëè èíòåíñèâíî îêðàøå-
íû â êëåòêàõ âñåõ ñòàäèé ìèòîçà âíå çàâèñèìîñòè îò ÷èñ-
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Ðèñ. 5. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå àöåòèëèðîâàííîãî á-òóáóëèíà â ìèêðîòðóáî÷êàõ öåíòðèîëåé è ïåðèöåíò-
ðèîëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê 3T3 (èììóíîïåðîêñèäàçíîå îêðàøèâàíèå).

à — ïðîôàçà; á — ïðîìåòàôàçà; â — ìåòàôàçà; ã — àíàôàçà; ä — òåëîôàçà; å—ç — öèòîêèíåç (ðàííèé G1); è — G1-ïåðèîä; ê — ïåðèîä ïîêîÿ G0;
ë — S—G2-ïåðèîä. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 0.5 ìêì.



ëà äèïëîñîì â ýòèõ êëåòêàõ èëè îò ñòåïåíè îêðàøèâàíèÿ
ìèòîòè÷åñêèõ ÌÒ (ðèñ. 2, ñõåìà). Èçó÷åíû 4 ïðîôàçíûå
êëåòêè (ðèñ. 6, à), 4 ïðîìåòàôàçû (ðèñ. 6, á—ã), 6 ìåòàôàç
(ðèñ. 6, ä, å), 2 àíàôàçû (ðèñ. 6, æ), 2 òåëîôàçû è 3 êëåòêè
â õîäå öèòîêèíåçà (ðèñ. 6, ç). Òàêæå èíòåíñèâíî îêðàøè-
âàëèñü öåíòðèîëè è â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ (6 êëåòîê;
ðèñ. 6, è, ê). Ïåðâè÷íàÿ ðåñíè÷êà âñåãäà áûëà îêðàøåíà
èíòåíñèâíåå, ÷åì öåíòðèîëè (ðèñ. 6, è, ê).

Îáñóæäåíèå

Öåíòðîñîìà ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì ÌÒ-îðãàíèçóþùèì
öåíòðîì â êëåòêå, êîòîðûé îïðåäåëÿåò òå÷åíèå ìíîãèõ
ÌÒ-çàâèñèìûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê êëåòî÷íàÿ ïîäâèæ-
íîñòü, ïîääåðæàíèå ïîòîêîâ ìåìáðàí, êëåòî÷íîå äåëåíèå.
Â öåíòðîñîìå æèâîòíîé êëåòêè âûäåëÿþò äâà ñòðóêòóð-
íûõ êîìïàðòìåíòà — öåíòðèîëü è ïåðèöåíòðèîëÿðíûé
ìàòåðèàë. Àíàëèç íàêîïëåííûõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü äàí-
íûõ óêàçûâàåò íà òî, ÷òî áåëêîâûé ñîñòàâ öåíòðîñîìû
ïîäâåðãàåòñÿ äðàìàòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì â êëåòî÷íîì
öèêëå, íî îñòàåòñÿ íåÿñíûì, ïðîèñõîäÿò ëè êàêèå-òî çàâè-
ñèìûå îò êëåòî÷íîãî öèêëà èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå ñîáñò-
âåííî öåíòðèîëåé, êîòîðûå ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê îñòîâ,
íà êîòîðûé íàñàæåí áåëêîâûé êàðêàñ öåíòðîñîìû (Tassin,
Bornens, 1999; Ou et al., 2004; Marshall, 2007).

Ïðîâîäèìûå ðàíåå èññëåäîâàíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâà-
ëè íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå, ÷òî òàêèå ïîñòòðàíñëÿöè-
îííûå ìîäèôèêàöèè, êàê äåòèðîçèíèðîâàíèå è àöåòèëè-
ðîâàíèå, õàðàêòåðíû äëÿ a-òóáóëèíà â ñîñòàâå ÌÒ öåíò-
ðèîëÿðíîãî öèëèíäðà (Bre et al., 1987; Piperno et al., 1987;

Winkelhaus, Hauser, 1997). Ïðè÷åì ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ñî-
äåðæàíèå äåòèðîçèíèðîâàííîãî (ãëóòàìèíèðîâàííîãî)
òóáóëèíà â ÌÒ öåíòðèîëè èçìåíÿåòñÿ â õîäå ìèòîçà (Win-
kelhaus, Hauser, 1997). Îäíàêî ïîïûòêè âûÿâèòü òèð- èëè
ãëó-òóáóëèí â öåíòðèîëÿõ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë, ìå÷åííûõ
êîëëîèäíûì çîëîòîì, íå óâåí÷àëèñü óñïåõîì (Geuens
et al., 1986), â òî âðåìÿ êàê ïðèñóòñòâèå àöåò-òóáóëèíà â
ÌÒ öåíòðèîëÿðíîãî öèëèíäðà áûëî ïîäòâåðæäåíî íà âû-
äåëåííûõ öåíòðîñîìàõ (Bobinnec et al., 1998a). ×òîáû
èñêëþ÷èòü ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ ïðîíèêíîâåíèåì àíòè-
òåë, ìå÷åííûõ êîëëîèäíûì çîëîòîì, â öåíòðîñîìó êëåòîê
in situ, â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñîáñòâåííóþ ìî-
äèôèêàöèþ (Vinogradova et al., 2005) ïåðîêñèäàçíîãî ìå-
òîäà èììóíîîêðàøèâàíèÿ äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷å-
ñêîãî èññëåäîâàíèÿ (Calarco-Gillan et al., 1983; Bre et al.,
1987). Äàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò ïîëóêîëè÷åñòâåííî îöå-
íèòü óðîâåíü ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ñ ÌÒ, îðèåíòèðóÿñü íà
ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè ïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ.

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî õàðàêòåð èììóíîïåðîêñèäàçíî-
ãî îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè êàê ê àöåò-, òàê è
ê òèð-òóáóëèíó çàêîíîìåðíî èçìåíÿåòñÿ â õîäå êëåòî÷íî-
ãî öèêëà êîíòðîëüíîé äèïëîèäíîé êëåòî÷íîé ëèíèè 3Ò3
(À31) â îòëè÷èå îò òóìîðîãåííîé ãåòåðîïëîèäíîé êëåòî÷-
íîé ëèíèè SV40-3T3. Ðåçêîå èçìåíåíèå õàðàêòåðà îêðà-
øèâàíèÿ öåíòðèîëåé íàáëþäàåòñÿ â òå ïåðèîäû êëåòî÷íî-
ãî öèêëà, êîãäà áåëêîâàÿ îðãàíèçàöèÿ öåíòðîñîìû ïðå-
òåðïåâàåò èçìåíåíèÿ ïðè ïåðåõîäå èç èíòåðôàçû â ìèòîç
è îáðàòíî â ñâÿçè ñ ïåðåñòðîéêîé ñèñòåìû ÌÒ. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü îêðàøèâàíèÿ öåíòðèîëåé àí-
òèòåëàìè ê òèð-òóáóëèíó íàáëþäàåòñÿ íà âñåõ ñòàäèÿõ
êëåòî÷íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèîäà ïîäãîòîâêè ê
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Ðèñ. 6. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå àöåòèëèðîâàííîãî á-òóáóëèíà â ìèêðîòðóáî÷êàõ öåíòðèîëåé è ïåðèöåíò-
ðèîëÿðíûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê SV40-3T3 (èììóíîïåðîêñèäàçíîå îêðàøèâàíèå).

à — ïðîôàçà; á—ã — ïðîìåòàôàçà; ä, å — ìåòàôàçà; æ — àíàôàçà; ç — öèòîêèíåç (ðàííèé G1); è — G1-ïåðèîä; ê — S—G2-ïåðèîä. Ìàñøòàáíûé îòðå-
çîê — 0.5 ìêì.



ìèòîçó, â òî âðåìÿ êàê âûñîêèé óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê àöåò-òóáóëèíó íàáëþäàåòñÿ
íà âñåõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèî-
äà çàâåðøåíèÿ ìèòîçà. Â îòíîøåíèè òèð-òóáóëèíà íàøè
äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ àâòîðîâ, ñðàâ-
íèâàâøèõ íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ñîäåðæàíèå äåòè-
ðîçèíèðîâàííîãî òóáóëèíà (ãëó-òóáóëèíà) â öåíòðèîëÿõ
íåèììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ìèòîçà.
Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ çåëåíîé ìàðòûøêè
ÒÑ-7, ôèêñèðîâàííûõ ìåòàíîëîì, îêðàøèâàíèå òî÷åê, ïî-
õîæèõ íà öåíòðèîëè, àíòèòåëàìè ê ãëó-òóáóëèíó áûëî èí-
òåíñèâíûì â ïðîôàçå, à â õîäå öèòîêèíåçà íàáëþäàëîñü
ëèøü ñëàáîå îêðàøèâàíèå (Gundersen, Bulinski, 1986).
Òî÷íî òàê æå â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ ýíäîòåëèàëüíîé
êëåòî÷íîé ëèíèè ñåðäöà ëÿãóøêè Xenopus íàáëþäàëàñü
ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ öåíòðîñîìà-
ëüíîé îáëàñòè àíòèòåëàìè ê ãëó-òóáóëèíó íà íà÷àëüíûõ
ñòàäèÿõ ìèòîçà (Winkelhaus, Hauser, 1997).

Âîçìîæíî, îñëàáëåíèå îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê
òèð-òóáóëèíó â íàøèõ êëåòêàõ åñòü ðåçóëüòàò âðåìåííîãî
ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ ãëó-òóáóëèíà â ÌÒ öåíòðèîëåé. Èíà÷å
êðàòêîâðåìåííîå îñëàáëåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâà-
íèÿ öåíòðèîëåé àíòèòåëàìè ê òèð- èëè àöåò-òóáóëèíó
ìîãëî áû ïðîèñõîäèòü â ðåçóëüòàòå âðåìåííîãî ýêðàíèðî-
âàíèÿ ýòèõ ýïèòîïîâ â ðåçóëüòàòå èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
áåëêàìè ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòðèêñà. Íå èñêëþ÷åíî
òàêæå, ÷òî ôèêñàöèÿ ãëóòàðàëüäåãèäîì ïðèâîäèò ê êîí-
ôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì a-òóáóëèíà, â ðåçóëüòàòå êî-
òîðûõ ýïèòîïû ñòàíîâÿòñÿ íåäîñòóïíûìè äëÿ àíòèòåë íà
îòäåëüíûõ ñòàäèÿõ èíòåðôàçû èëè ìèòîçà.

Íàøè äàííûå âïåðâûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ÌÒ öåíò-
ðèîëÿðíîãî öèëèíäðà ïðåòåðïåâàþò çàâèñèìûå îò ìèòî-
òè÷åñêîãî öèêëà èçìåíåíèÿ, êîððåëèðóþùèå ñî ñòðóêòóð-
íîé ðåîðãàíèçàöèåé öåíòðîñîìû ïî êðàéíåé ìåðå â íåèì-
ìîðòàëèçîâàííûõ êëåòêàõ, äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðåí
íèçêèé óðîâåíü àíîìàëèé äåëåíèÿ è â êîòîðûõ â ïîëíîé
ìåðå ðàáîòàåò ñèñòåìà èíòåðôàçíûõ è ìèòîòè÷åñêèõ «òî-
÷åê çàïðåòà êëåòî÷íîãî öèêëà». Èíûìè ñëîâàìè, èçìåíå-
íèå óðîâíÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé öåíòðèî-
ëÿðíîãî òóáóëèíà ìîæåò âëèÿòü íà âçàèìîäåéñòâèå öåíò-
ðèîëåé ñ áåëêàìè ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòðèêñà èëè íà
âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ ïåðèöåíòðèîëÿðíîãî ìàòðèêñà
ìåæäó ñîáîé.

Êðîìå òîãî, âûçûâàåò èíòåðåñ è îáíàðóæåííûé íàìè
ôàêò, ÷òî èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ÌÒ, ðàñïîëîæåí-
íûõ íåïîñðåäñòâåííî ó öåíòðîñîìû, àíòèòåëàìè ïðîòèâ
òèðîçèíèðîâàííîãî òóáóëèíà ïîâûøàåòñÿ îò ïðîôàçû ê
ìåòàôàçå. Òàêèì îáðàçîì, â ìåòàôàçå ïåðèöåíòðèîëÿðíûå
ÌÒ îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ òèð-òóáóëèíà òàê
æå, êàê íàèáîëåå èíòåíñèâíî îêðàøåííûå ÌÒ ïðîôàçíîé
çâåçäû. Íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæà-
íèÿ òèð-òóáóëèíà â ìèòîòè÷åñêèõ ÌÒ ïî ìåðå ïðîõîæäå-
íèÿ ìèòîçà îò ïðîôàçû ê ìåòàôàçå, ò. å. â òî âðåìÿ, êîãäà â
êëåòêå ðåçêî âîçðàñòàåò ïóë ïîëèìåðèçîâàííîãî òóáóëèíà
(Kline-Smith, Walczak, 2004). Âåðîÿòíî, ýòî ïðîèñõîäèò â
ðåçóëüòàòå óâåëè÷åíèÿ îáùåãî ïóëà òèð-òóáóëèíà çà ñ÷åò
àêòèâàöèè ôåðìåíòà TTL (ëèãàçû) â õîäå ìèòîçà, íà ôîíå
ñíèæåíèÿ îáùåãî óðîâíÿ áåëêîâîãî ñèíòåçà. Ìîæíî òàê-
æå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ñâÿçè ñ óñêîðåíèåì îáíîâëåíèÿ
öåíòðîñîìíûõ ÌÒ íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ìèòîçà (Snyder,
McIntosh, 1975; Brinkley et al., 1981; Kuriyama, Borisy,
1981) TCP (êàðáîêñèïåïòèäàçà) íå óñïåâàåò îòùåïëÿòü
òèðîçèíîâûå îñòàòêè îò ÌÒ. Îäíàêî àöåòèëòðàíñôåðàçà,
ïî-âèäèìîìó, ïðîäîëæàåò ðàáîòàòü äàæå íà êîðîòêîæè-
âóùèõ ìèòîòè÷åñêèõ ÌÒ, âðåìÿ ïîëóæèçíè êîòîðûõ, êàê

ñ÷èòàåòñÿ, íå ïðåâûøàåò 3 ìèí (McNally, 1996; Zhai et al.,
1996), òàê êàê íå íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèÿ èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ çâåçä àíòèòåëàìè ïðîòèâ
àöåò-òóáóëèíà îò ïðîôàçû ê ìåòàôàçå. Íå èñêëþ÷åíî òàê-
æå, ÷òî àöåò-òóáóëèí íàêàïëèâàåòñÿ çà ñ÷åò ïîäàâëåíèÿ â
ýòîò ïåðèîä àêòèâíîñòè àöåòèëàçû — ôåðìåíòà, âûïîëíÿ-
þùåãî îáðàòíóþ ðåàêöèþ äåàöåòèëèðîâàíèÿ. ×òîáû ïðî-
âåðèòü ýòè ïðåäïîëîæåíèÿ, íóæíû äàëüíåéøèå èññëåäî-
âàíèÿ.
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THE PATTERN OF CENTRIOLE IMMUNOSTAINING FOR TYROSINATED OR ACETYLATED

a-TUBULIN CHANGES DURING MITOSIS IN 3T3 (A31) CELLS BUT NOT IN SV40-3T3 CELLS

E. E. Balashova,1 P. G. Lokhov,2 V. B. Bystrevskaya1
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Comparative electron microscopic analysis of the patterns of centriolar and cytoplasmic microtubules im-
munostaining for acetylated or tyrosinated a-tubulin was performed during the cell cycles of the mouse diploid
3T3 (A31) and virus-transformed heteroploid SV40-3Ò3 cell lines. It was shown that the pattern of centriole im-
munostaining changed during mitosis in control 3T3 (A31) cells, but not in tumorigenic SV40-3T3 cells.
A sharp change in the pattern of centriole immunostaining was observed in those cell cycle periods when the
protein organization of centrosome underwent changes during interphase/mitosis or mitosis/interphase transiti-
ons due to the rearrangement of microtubule system. A high level of centriole immunostaining for tyrosinated
and acetylated a-tubulin was observed at all cell cycle stages with the exception of entering mitosis for the
former and the end of mitosis for the latter.
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