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Áëàãîäàðÿ ãåòåðîìîðôèçìó ÿäåð èíôóçîðèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäîáíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè
àêòèíà â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè è òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿäðà. Àêòèí â ÿäåðíîì àïïàðà-
òå èíôóçîðèè Paramecium caudatum áûë èññëåäîâàí ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî ôàëëîèäèíà
è íåïðÿìîé èììóíîöèòîõèìèè. Óñòàíîâëåíî ïðèñóòñòâèå ôèáðèëëÿðíîé ôîðìû àêòèíà â îáîèõ ÿäðàõ.
Àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â çîíàõ ëîêàëèçàöèè õðîìàòèíà è ÷àñòî àññîöèèðîâàí ñ ïåðèôåðèåé àìïëèôèöèðîâàí-
íûõ ÿäðûøåê â ìàêðîíóêëåóñå. Ïîêàçàíî èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà â çàâèñèìîñòè îò ðàçëè÷íîãî
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê. Ñòàáèëüíîå çàðàæåíèå âíóòðèÿäåðíûìè ýíäîáèîíòàìè ìàêðîíóê-
ëåóñà Holospora obtusa ïðèâîäèò ê ïîòåðå ÿäåðíîãî àêòèíà, ñíèæåíèþ ìåõàíè÷åñêîé ïðî÷íîñòè ÿäðà è
ïåðåðàñïðåäåëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ñâÿçûâàþùåãî àêòèí áåëêà êîôèëèíà. Â ðàçâèâàþùèõ-
ñÿ çà÷àòêàõ ìàêðîíóêëåóñîâ ó ýêñêîíúþãàíòîâ îáíàðóæåíî ñôåðè÷åñêîå òåëüöå, íàïîìèíàþùåå êàðèî-
ñôåðó.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäåðíûé àêòèí, èíôóçîðèè, ãåòåðîìîðôèçì ÿäåð, ìàêðîíóêëåóñ, àìïëèôèöè-
ðîâàííûå ÿäðûøêè, êîôèëèí, âíóòðèÿäåðíûå ýíäîáèîíòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ : ô-êîôèëèí — ôîñôîðèëèðîâàííûé êîôèëèí.

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì ñòðóê-
òóðíûì ýëåìåíòîì êëåòêè, ïðèñóùèì âñåì ýóêàðèîòè÷å-
ñêèì îðãàíèçìàì. Â öèòîïëàçìå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
âûÿâëåíû 3 èçîôîðìû àêòèíà a, b è g, ìíîãî÷èñëåííûå
ôóíêöèè êîòîðûõ õîðîøî èçó÷åíû: ìûøå÷íîå ñîêðàùå-
íèå, ïîääåðæàíèå ôîðìû êëåòêè è ó÷àñòèå â åå äåëåíèè,
òðàíñïîðò îðãàíåëë, ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ýíäî- è ýêçîöè-
òîçà (Khaitlina, 2001). Äîëãîå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ áûëè
ñîñðåäîòî÷åíû èñêëþ÷èòåëüíî íà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ôîðìå àêòèíà, òîãäà êàê äàííûå î íàëè÷èè àêòèíà â ÿäðå
âîñïðèíèìàëèñü êàê àðòåôàêò, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îòäåëü-
íûå ñîîáùåíèÿ î ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà ðåãóëÿðíî
âñòðå÷àþòñÿ ñ ñåðåäèíû 1980-õ ãîäîâ (Egly et al., 1984;
Scheer et al., 1984). Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâî-
âàíèå ÿäåðíîé ôîðìû àêòèíà íå ïîäâåðãàåòñÿ ñîìíåíèþ,
ïðè÷åì óñòàíîâëåíî, ÷òî â ÿäðå àêòèí ïðåäñòàâëåí b-ôîð-
ìîé (Pederson, Aebi, 2005; Percipalle, Visa, 2006; Pederson,
2008). Èñïîëüçîâàíèå ñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë ê îïðåäåëåí-
íûì ó÷àñòêàì ìîëåêóëû àêòèíà ïîçâîëèëî âûÿâèòü ðàç-
ëè÷íûå, â òîì ÷èñëå íåòðàäèöèîííûå, êîíôîðìàöèè ÿäåð-
íîãî àêòèíà (Gonsior, 1999; Schoenenberger et al., 2005;
Jockusch et al., 2006).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå ïóáëèêà-
öèé, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî àêòèí â ÿäðå ñóùåñò-
âóåò íå òîëüêî â âèäå ìîíîìåðîâ (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáî-
âà, 2009), íî è â îëèãî- è ïîëèìåðíîé ôîðìàõ (Pederson,
Aebi, 2005; Percipalle, Visa, 2006; Vartiainen, 2007; Peder-
son, 2008). Â ñèëó ñâîèõ ðàçìåðîâ (42 êÄà) ìîíîìåðíûé
àêòèí, íå èìåþùèé ñèãíàëà ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè, ìîæåò
ïðîíèêàòü â ÿäðî ïóòåì äèôôóçèè ÷åðåç ÿäåðíûå ïîðîâûå

êîìïëåêñû. Íàëè÷èå ó àêòèíà äâóõ ñèãíàëüíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ýêñïîðòà, ñ êîòîðûìè ñâÿçûâàþòñÿ ýêñïîð-
òèíû, ïðåïÿòñòâóåò åãî íàêîïëåíèþ â ÿäðå (Wada et al.,
1998). Èíòåðåñíî, ÷òî â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ îîöèòîâ êñåíî-
ïóñà, ó êîòîðûõ îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ ýêñïîðòèíà-6,
êîíöåíòðàöèÿ àêòèíà â ÿäðå çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ÿä-
ðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, ïðè÷åì àêòèí
â ÿäðàõ îîöèòîâ êñåíîïóñà ïðèñóòñòâóåò â âèäå ôèáðèëë
(Morozova, Kiseleva, 2008). Èíúåêöèÿ ýêñïîðòèíà-6 ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè àêòèíà è êàê ñëåäñò-
âèå — ê ñíèæåíèþ ìåõàíè÷åñêîé ïðî÷íîñòè ÿäðà îîöèòà
(Bohnsack et al., 2006). Ïî-âèäèìîìó, ñòåïåíü ïîëèìåðè-
çàöèè àêòèíà â ÿäðå, òàê æå êàê è â öèòîïëàçìå, çàâèñèò îò
åãî êîíöåíòðàöèè è àêòèâíîñòè ðÿäà ñâÿçûâàþùèõ àêòèí
áåëêîâ. Ïðèñóòñòâèå ïîñëåäíèõ â ÿäðå áûëî ïîêàçàíî íå-
îäíîêðàòíî (Nowak et al., 1997; Gettemans et al., 2005; Din-
gov*a et al., 2009).

Ïðåäñòàâëåíèÿ î ôóíêöèÿõ àêòèíà â ÿäðå òàêæå ïðå-
òåðïåëè ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ. Ïåðâîíà÷àëüíî ïðåä-
ïîëàãàëîñü, ÷òî ýòîò áåëîê ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ÿäåð-
íîãî ìàòðèêñà è âûïîëíÿåò èñêëþ÷èòåëüíî ñòðóêòóð-
íóþ ôóíêöèþ, îäíàêî ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïåðå÷åíü
ôóíêöèé ÿäåðíîãî àêòèíà ñóùåñòâåííî ðàñøèðèëñÿ.
Ìîíîìåðíûé àêòèí ó÷àñòâóåò â ìîäóëèðîâàíèè ñòðóêòó-
ðû õðîìàòèíà (Zhao et al., 1998), à â âèäå îëèãîìåðà ôîð-
ìèðóåò òðàíñêðèïöèîííûå êîìïëåêñû ñî âñåìè òðåìÿ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçàìè — ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé I (Philimonen-
ko et al., 2004; Kisel*a et al., 2005), ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II
(Kukalev et al., 2005) è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III (Hu et al.,
2004).
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Èçó÷åíèå ÿäåðíîãî àêòèíà ó ïðîòèñòîâ ìîæåò ïðåä-
ñòàâëÿòü îñîáûé èíòåðåñ. Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâîâàíèå îá-
ùèõ ïðèíöèïîâ îðãàíèçàöèè ÿäðà ó ìíîãîêëåòî÷íûõ è
íèçøèõ ýóêàðèîò, äëÿ ÿäåðíîãî àïïàðàòà ìíîãèõ ïðî-
òèñòîâ õàðàêòåðíû îñîáåííîñòè, êàñàþùèåñÿ êàê
àðõèòåêòóðû ÿäðà, òàê è ìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ãåíî-
ìà. Ê ÷èñëó íàèáîëåå ÿðêèõ ïðèìåðîâ îòíîñÿòñÿ îòñóòñò-
âèå ëàìèíû â ÿäðå ïðîòèñòîâ, íåíóêëåîñîìíàÿ óïàêîâêà
õðîìàòèíà â õðîìîñîìàõ äèíîôëàãåëëÿò, íàëè÷èå ìè-
íè-õðîìîñîì è èíâåðòèðîâàííîå ïî ñðàâíåíèþ ñ ÿäðûø-
êàìè ìíîãîêëåòî÷íûõ ðàñïîëîæåíèå êîìïîíåíòîâ ÿä-
ðûøêà â ìàêðîíóêëåóñàõ èíôóçîðèé (Ðàéêîâ, 1978; Rai-
kov, 1982; Postberg et al., 2006). Åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü,
÷òî âûñîêàÿ ïðî÷íîñòü êðóïíûõ îâóëÿðíûõ ÿäåð àìåá è
àìïëèïëîèäíûõ ìàêðîíóêëåóñîâ èíôóçîðèé, ñèíõðîí-
íîñòü ïðåîáðàçîâàíèé èõ ýêñòðàõðîìîñîìíîãî ÿäðûøêî-
âîãî àïïàðàòà, êîððåêòíàÿ ñåãðåãàöèÿ ãåíîìîâ ïðè äåëå-
íèè ìàêðîíóêëåóñîâ è ðÿä äðóãèõ ôåíîìåíîâ ìîãóò áûòü
ñâÿçàíû â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ îñîáåííîñòÿìè îðãàíèçàöèè
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ïðîòèñòîâ. Ïðåòåíäåíòîì íà ðîëü
îñíîâíîãî ñòðóêòóðíîãî áåëêà ÿäðà ïðîòèñòîâ â îòñóòñò-
âèå ëàìèíû ìîã áû áûòü àêòèí, îäíàêî èññëåäîâàíèÿ
ÿäåðíîãî àêòèíà ó ïðîòèñòîâ íîñÿò ôðàãìåíòàðíûé õàðàê-
òåð è ïðåèìóùåñòâåííî áàçèðóþòñÿ íà äàííûõ ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè (Hauser, 1973; Fukui, 1978; M*et*enier,
1984; Pomorsky, Grebecka, 1995; Soyer-Gobillard et al.,
1996).

Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ó èíôóçîðèé ÿäåðíîãî äóàëèçìà,
ò. å. îäíîâðåìåííîãî ïðèñóòñòâèÿ â öèòîïëàçìå òðàíñ-
êðèïöèîííî àêòèâíîãî ìàêðîíóêëåóñà è íåàêòèâíîãî
ìèêðîíóêëåóñà, ýòè ïðîòèñòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäîá-
íóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ÿäåðíîãî àêòèíà è åãî ðîëè â
ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè è òðàíñêðèïöèîííîé àê-
òèâíîñòè ÿäðà. Âìåñòå ñ òåì èìåþòñÿ çíà÷èòåëüíûå ðàç-
ëè÷èÿ â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àêòèíà ïà-
ðàìåöèé ïî ñðàâíåíèþ ñ àêòèíîì ìëåêîïèòàþùèõ, èç-çà
êîòîðûõ åãî èíîãäà íàçûâàþò «íåòðàäèöèîííûì» (Villa-
lobo et al., 2001). Òàê, ñàéò àêòèíà, îòâåòñòâåííûé çà ïîëè-
ìåðèçàöèþ, ñîäåðæèò ìíîãî÷èñëåííûå îòëè÷èÿ îò òðàäè-
öèîííîãî, ïîýòîìó â êëåòêàõ íå îáðàçóåòñÿ äëèííûõ ôèá-
ðèëë, è âñÿ ñèñòåìà ìèêðîôèëàìåíòîâ ÿâëÿåòñÿ êðàéíå
ëàáèëüíîé. Ïîñëåäíåå îáñòîÿòåëüñòâî íàêëàäûâàåò îñî-
áûå òðåáîâàíèÿ ê óñëîâèÿì ôèêñàöèè êëåòîê. Êðîìå òîãî,
îãðîìíîå ðàçíîîáðàçèå èçîôîðì àêòèíà è ðîäñòâåííûõ
åìó áåëêîâ ó èíôóçîðèé ðîäà Paramecium (Sehring et al.,
2007) ñóùåñòâåííî îñëîæíÿåò èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ àíòèòåë, ïîýòîìó âîïðîñ
î ñóùåñòâîâàíèè àêòèíà â ÿäåðíîì àïïàðàòå ïàðàìåöèé
äîëãîå âðåìÿ îñòàâàëñÿ îòêðûòûì. Äîñòîâåðíûå äàííûå î
íàëè÷èè àêòèíà â ìàêðîíóêëåóñå ïàðàìåöèé áûëè ïîëó-
÷åíû ëèøü ñîâñåì íåäàâíî (Sehring et al., 2010), ïðè÷åì
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà, êîäèðó-
þùåãî èçîôîðìó àêòèíà 4-1, ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòâåòñò-
âóþùåé èíòåðôåðèðóþùåé ÐÍÊ ïðèâîäèò ê áëîêèðîâà-
íèþ äåëåíèÿ ìàêðîíóêëåóñà è ñàìîé êëåòêè. Ýòîò ôàêò
ñâèäåòåëüñòâóåò î âàæíîé ðîëè àêòèíà â ôóíêöèîíèðîâà-
íèè ÿäåðíîãî àïïàðàòà èíôóçîðèé, ÷òî è îïðåäåëÿåò íåîá-
õîäèìîñòü äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé â ýòîì íàïðàâëå-
íèè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñâÿçûâàþùèå àêòèí áåëêè,
îñóùåñòâëÿþùèå ðåãóëÿöèþ äèíàìèêè ôèáðèëëÿðíîé è
ãëîáóëÿðíîé ôîðì àêòèíà, ó èíôóçîðèé ïðàêòè÷åñêè íå
èçó÷åíû, ïîýòîìó äàííûé àñïåêò ðàáîòû ìîæåò ïðåäñòàâ-
ëÿòü îñîáûé èíòåðåñ.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ðàñïðåäåëåíèÿ
àêòèíà â ÿäåðíîì àïïàðàòå èíôóçîðèè P. caudatum ïðè

ðàçëè÷íîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ñîñòîÿíèè êëåòîê ñ ïîìî-
ùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ôàëëîèäèíà è ìåòîäà íåïðÿìîé
èììóíîöèòîõèìèè ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ âèäîâ àíòèòåë
(êîììåð÷åñêèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê àêòèíó ìëåêî-
ïèòàþùèõ è ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê èçîôîðìå àêòèíà
1-1 P. aurelia). Ïîñêîëüêó ñâÿçûâàþùèé àêòèí áåëîê êî-
ôèëèí ñïîñîáñòâóåò ðàçáîðêå ôèëàìåíòîâ àêòèíà, îäíîé
èç çàäà÷ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèâíîé è
èíàêòèâèðîâàííîé ôîðì êîôèëèíà â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ
âíóòðèÿäåðíûìè ýíäîáèîíòàìè è ñâîáîäíûõ îò íèõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû
êëîíû P. caudatum Ï 03-6, ÅÎ 03-3 è ÏØ 03-3, âûäåëåí-
íûå èç ïðèðîäíûõ ïîïóëÿöèé Ëåíèíãðàäñêîé îáë. â
2003 ã., è êëîí 03 274-2, çàðàæåííûé ýíäîáèîíòàìè ìàê-
ðîíóêëåóñà Holospora obtusa, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûé
ñîòðóäíèêàìè Ëàáîðàòîðèè êàðèîëîãèè îäíîêëåòî÷íûõ
Ì. Ñ. Ðàóòèàí è È. È. Ñêîáëî. Êëîíû êóëüòèâèðîâàëè ïî
ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêå Ñîííåáîðíà (Sonneborn,
1970) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïèòàòåëüíûé ñðåäîé
ñëóæèë ñàëàòíûé îòâàð, çàðàæåííûé áàêòåðèÿìè Entero-
bacter aerogenes.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã. Êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è îòìûâàëè â äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäå. Äëÿ âûäåëåíèÿ òîòàëüíîãî áåëêà êëåòêè
ãîìîãåíèçèðîâàëè ïóòåì ìíîãîêðàòíîãî ïðîïóñêàíèÿ ÷å-
ðåç øïðèö ñ èãëîé 0.6 ìì â ïðèñóòñòâèè ÄÍÊàçû I èëè áåç
íåå. Çàòåì ê ãîìîãåíàòó äîáàâëÿëè áóôåð äëÿ ïðîá ïî
Ëýììëè è 7%-íûé ìåðêàïòîýòàíîë. Â íåêîòîðûõ îïûòàõ
âûäåëåíèå áåëêà ïðîâîäèëè ñ äîáàâëåíèåì èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç PMSF. Ïðîáû êèïÿòèëè 5—7 ìèí è îñàæäàëè
ôðàãìåíòû êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 7000 îá/ìèí.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â
12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (Laemmli, 1970). Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû èñïîëüçîâàëè áåëîê
ìèîôèáðèëëû ìèäèè, îáðàáîòàííûé àíàëîãè÷íûì ñïîñî-
áîì, è ìàðêåð äëÿ áåëêîâ ìàëîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (Õå-
ëèêîí, Ðîññèÿ).

Ìåòîäîì ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà áåëêè ïåðåíîñèëè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).
Áëîêèðîâàíèå ìåñò íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ïðîâî-
äèëè 3%-íûì îáåçæèðåííûì ìîëîêîì íà 0.01 Ì PBS â
òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ, çàòåì ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 1 ÷ ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè, à çàòåì â òå÷åíèå
1 ÷ ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñî
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé. Â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë â
ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àí-
òèòåëà ïðîòèâ àêòèíà 1-1 P. aurelia, ìîíîêëîíàëüíûå ìû-
øèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ àêòèíà ACTN05 (C4), êîçüè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Ñ-êîíöà êîôèëèíà ÷åëîâåêà
è êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîðèëè-
ðîâàííîãî êîôèëèíà (Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ).
Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòè-
òåëà ïðîòèâ êðîëè÷üåãî èììóíîãëîáóëèíà G, êîíúþãèðî-
âàííûå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Sigma, ÑØÀ), îñëèíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ êîçüåãî èììóíîãëîáóëèíà G, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ áèîòèíîì (Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ), à
òàêæå êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíîãî èììóíîãëîáóëè-
íà G, êîíúþãèðîâàííûå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Sigma,
ÑØÀ). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðàçâåäåíèÿ àí-
òèòåë: àíòèòåëà ê àêòèíó 1-1 è ê àêòèíó ìëåêîïèòàþ-
ùèõ — 1 : 1000, àíòèòåëà ê êîôèëèíó — 1 : 600, àíòèòåëà
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ê ôîñôîðèëèðîâàííîìó êîôèëèíó — 1 : 600. Âòîðè÷íûå
àíòèòåëà èñïîëüçîâàëè îáû÷íî â ðàçâåäåíèè 1 : 20 000.

Ïîñëå èíêóáàöèé ñ àíòèòåëàìè ìåìáðàíó ïðîìûâàëè
áóôåðîì PBS ñ 0.05 % Tween-20 3 ðàçà ïî 5—7 ìèí. Äëÿ
îêðàøèâàíèÿ ìåìáðàíó îòìûâàëè â áóôåðå äëÿ ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû è äîáàâëÿëè ñóáñòðàòû ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû
NBT è BCIP ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäè-
òåëÿ (Sigma, ÑØÀ). Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ïðîìûâàíè-
åì ìåìáðàíû â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ò î ò à ë ü í û õ ï ð å ï à ð à ò î â.
Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ êëåòêè ïîìå-
ùàëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå
ïîëè-L-ëèçèíîì (Menzel GmbH, Ãåðìàíèÿ), è ïðåôèêñè-
ðîâàëè â 50%-íîì ìåòàíîëå, ðàçâåäåííîì íà PBS (pH 7.2),
ñîäåðæàùåì 2 ìÌ EGTA, â òå÷åíèå 20 ñ. Çàòåì èçáûòîê
æèäêîñòè óäàëÿëè ñ ïîìîùüþ òîíêî îòòÿíóòîé ïèïåòêè è
ôèêñèðîâàëè êëåòêè 100 % ìåòàíîëîì ïðè –20 °Ñ â òå÷å-
íèå 3—7 ìèí. Ïîñëå ôèêñàöèè ïðåïàðàòû ïåðåíîñèëè â
PBS, à çàòåì êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 0.5%-íûì ðàñ-
òâîðîì Òðèòîíà Õ-100 íà PBS â òå÷åíèå 30 ìèí. Â ðÿäå
ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì íà PBS.

Â û ä å ë å í è å ì à ê ð î í ó ê ë å ó ñ î â. Ìàêðîíóêëåóñû
èçîëèðîâàëè èç êëåòîê â ðàñòâîðå 0.3 Ì NaCl, ñîäåðæàâ-
øåì 0.25 % Òðèòîíà Õ-100. Âûäåëèâøèåñÿ èç êëåòîê ÿäðà
ñîáèðàëè òîíêî îòòÿíóòîé ñòåêëÿííîé ïèïåòêîé è ïîìå-
ùàëè ëèáî íåïîñðåäñòâåííî â 4%-íûé ïàðàôîðìàëüäåãèä
íà PBS, ëèáî ïðåäâàðèòåëüíî îòìûâàëè PBS. Äëèòåëü-
íîñòü ôèêñàöèè ñîñòàâëÿëà 30 ìèí. Â íåêîòîðûõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ âûäåëåííûå ÿäðà îñòàâëÿëè áåç ôèêñàöèè.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ï à ð à ô è í î â û õ ñ ð å ç î â. Êëåò-
êè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì è çàëèâàëè
â 3-%-íóþ àãàðîçó. Ïîäãîòîâêó ìàòåðèàëà îñóùåñòâëÿëè
ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå äëÿ ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ.
Ïîëó÷åííûå ïàðàôèíîâûå áëîêè ðåçàëè ñ ïîìîùüþ ìèê-
ðîòîìà Leica SM2000R (Ãåðìàíèÿ).

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Íà ïðåïàðàòàõ êëåòîê è âû-
äåëåííûõ ÿäåð ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ áëî-
êèðîâàëè â 3%-íîì BSA íà PBS â òå÷åíèå 30 ìèí, çàòåì
èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè âî âëàæíîé êà-
ìåðå â òå÷åíèå ëèáî 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå,
ëèáî íî÷è ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ïðåïàðàòû îòìûâàëè 2 ðàçà ïî
10 ìèí PBS, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè â 3%-íîì BSA íà
PBS, ñîäåðæàùåì 0.1 % Tween-20 (30 ìèí). Èíêóáàöèþ
ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷. Ïî-
ñëå îòìûâîê â PBS ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â ñðåäó, ñîäåð-
æàùóþ 60%-íûé ãëèöåðèí è PPDI èëè DABCO, ïðåäîò-
âðàùàþùèå âûãîðàíèå ôëóîðîõðîìà. Â ÷àñòè ýêñïåðè-
ìåíòîâ â ñðåäó äîáàâëÿëè DAPI.

Äëÿ èììóíîöèòîõèìèè èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðàç-
âåäåíèÿ ïåðâè÷íûõ àíòèòåë: àíòèòåëà ê àêòèíó 1-1 è ê àê-
òèíó ìëåêîïèòàþùèõ — 1 : 50; àíòèòåëà ê êîôèëèíó —
1 : 50; àíòèòåëà ê ôîñôîðèëèðîâàííîìó êîôèëèíó —
1 : 100. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè êîçüè
àíòèòåëà ïðîòèâ êðîëè÷üåãî èììóíîãëîáóëèíà G, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ôëóîðîõðîìàìè Cy3 èëè FITC (Sigma,
ÑØÀ), è îñëèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ êîçüåãî èììóíîãëîáó-
ëèíà G, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC (Santa Cruz Biotechnolo-
gy, ÑØÀ), à òàêæå êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíîãî èì-
ìóíîãëîáóëèíà G (Sigma, ÑØÀ). Âòîðè÷íûå àíòèòåëà èñ-
ïîëüçîâàëèñü îáû÷íî â ðàçâåäåíèè 1 : 200. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ ñëóæèëè ïðåïàðàòû, îáðàáîòàííûå òîëüêî âòî-
ðè÷íûìè àíòèòåëàìè.

Î á ð à á î ò ê à Ò Ð È Ò Ö - ô à ë ë î è ä è í î ì. Äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ àêòèíà èñïîëüçîâàëè ôàëëîèäèí, êîíúþãèðîâàí-

íûé ñ ôëóîðîõðîìîì ÒÐÈÒÖ (Sigma, ÑØÀ). ×òîáû
èçáåæàòü ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, èñïîëü-
çîâàëè ìåòîä ïåðìåàáèëèçàöèè êëåòîê ãëèöåðèíîì (Van
Gestel et al., 2001) è íèçêèå êîíöåíòðàöèè ÒÐÈÒÖ-ôàëëî-
èäèíà, òàê êàê ïðèìåíåíèå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé (áîëåå
20 ìêã/ìë), ñîãëàñíî íåêîòîðûì äàííûì (Kersken et al.,
1986), ïðèâîäèò ê èñêóññòâåííîìó ïåðåðàñïðåäåëåíèþ
àêòèíà.

Êëåòêè ïîìåùàëè â ðàñòâîð 2%-íîãî ãëèöåðèíà è
ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíà ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé 1 ìêã/ìë
íà ñàëàòíîì îòâàðå, áóôåðå PHEM èëè íà 0.02 Ì PBS íà
âðåìÿ îò 35 äî 90 ìèí.

Âûäåëåííûå ìàêðîíóêëåóñû òàêæå îáðàáàòûâàëè
ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë
íà 0.02%-íîì PBS â òå÷åíèå 10—30 ìèí. Â íåêîòîðûõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ ïðåïàðàòû äîêðàøèâàëè DAPI.

Ïàðàôèíîâûå ñðåçû îáðàáàòûâàëè ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäè-
íîì, îòìûâàëè â PBS è çàêëþ÷àëè â ãëèöåðèí ñ äîáàâëå-
íèåì DAPI. Êîíòðîëüíûå ïðåïàðàòû ïåðåä îêðàøèâàíè-
åì îáðàáàòûâàëè ïðîòåèíàçîé Ê (0.05 ìã/ìë).

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðî-
ñêîïà Leica DM6000 B, îáîðóäîâàííîãî öèôðîâîé êàìå-
ðîé Leica DFC500, è êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþ-
ùåãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SPE2 (Ãåðìàíèÿ). Ïîëó÷åí-
íûå èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
ImageJ.

Ðåçóëüòàòû

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê î å ð à ç ä å ë å í è å á å ë ê î â
è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã. Ïðè îáðàáîòêå àíòèòåëàìè ê àê-
òèíó 1-1 P. aurelia áëîòîâ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ òîòàëüíîãî áåëêà P. caudatum,
âûäåëåííîãî ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà, âûÿâëÿ-
ëèñü ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêàì ñ ìîë. ìàññàìè
îêîëî 66, 42, 41 è 37 êÄà (ðèñ. 1, äîðîæêà 1). Ìîäèôèêà-
öèÿ ìåòîäà âûäåëåíèÿ áåëêîâ ïóòåì äîáàâëåíèÿ ÄÍÊàçû
I ïðè ãîìîãåíèçàöèè êëåòîê ïðèâîäèëà ê âûÿâëåíèþ
ëèøü îäíîé ïîëîñû â îáëàñòè 42 êÄà, áîëåå èíòåíñèâíî
îêðàøåííîé, ÷åì ïðè âûäåëåíèè áåëêà ñòàíäàðòíûì ìå-
òîäîì (ðèñ. 1, äîðîæêà 2). Ïðèìåíåíèå àíòèòåë ê àêòèíó
ìëåêîïèòàþùèõ ACTN05 (C4) íå äàëî ïîëîæèòåëüíîãî
ðåçóëüòàòà. Àíòèòåëà ê êîôèëèíó ÷åëîâåêà è åãî ôîñôî-
ðèëèðîâàííîé ôîðìå íå âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ áåëêàìè íà
èììóíîáëîòå.

Ò î ò à ë ü í û å ï ð å ï à ð à ò û æ è â û õ è ô è ê ñ è ð î -
â à í í û õ ê ë å ò î ê. Ïðè îáðàáîòêå ôèêñèðîâàííûõ êëå-
òîê àíòèòåëàìè ê àêòèíó 1-1 P. aurelia àêòèí â ÿäåðíîì
àïïàðàòå íå áûë âûÿâëåí, ïîýòîìó äàëüíåéøàÿ ðàáîòà
ïðîâîäèëàñü ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå÷åíîãî ôàëëîèäèíà êàê
íà æèâûõ, òàê è íà ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ.

Êëåòêè P. caudatum, ïðèæèçíåííî ïîìåùåííûå â ñðå-
äó, ñîäåðæàùóþ ãëèöåðèí, è çàòåì îáðàáîòàííûå
ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì, èìåëè íàèáîëüøóþ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè â îáëàñòè ìàêðî- è ìèêðîíóêëåóñà, à òàê-
æå ðîòîâîãî àïïàðàòà (ðèñ. 2, à). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà â ìàêðîíóêëåóñå áûëî íåðàâíîìåð-
íûì, à â ìèêðîíóêëåóñå íå îêðàøèâàëàñü àõðîìàòèíîâàÿ
øàïî÷êà. Íà ïðåïàðàòàõ êëåòîê, çàôèêñèðîâàííûõ ìåòà-
íîëîì è îáðàáîòàííûõ ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì, ïîìèìî
óêàçàííûõ ñòðóêòóð áûëè îò÷åòëèâî âèäíû ïèùåâàðè-
òåëüíûå âàêóîëè (ðèñ. 2, á). Ïðè ôèêñàöèè ìåòàíîëîì èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè â îáëàñòè ÿäåðíîãî àïïàðàòà
ñèëüíî âàðüèðîâàëà, à ôèêñàöèÿ ñ ïîìîùüþ ïàðàôîð-
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ìàëüäåãèäà íå ïîçâîëÿëà âûÿâèòü ñîäåðæàùèå àêòèí
ñòðóêòóðû â êëåòêå ïàðàìåöèè, ÷òî ìîãëî áûòü âûçâàíî
íèçêîé ïðîíèöàåìîñòüþ ïåëëèêóëû. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëà
ïðîâåäåíà îáðàáîòêà ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì ïàðàôèíîâûõ
ñðåçîâ êëåòîê è âûäåëåííûõ ÿäåð.

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è å ñ ð å ç û ê ë å ò î ê è â û ä å -
ë å í í û å ì à ê ð î í ó ê ë å ó ñ û. Èñïîëüçîâàíèå ñðåçîâ òîë-
ùèíîé 5 ìêì ãàðàíòèðóåò ïðîíèêíîâåíèå àíòèòåë è
ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíà âíóòðü êëåòêè è åå ÿäðà. Îäíàêî àí-
òèòåëà ê àêòèíó 1-1 P. aurelia íå ñâÿçûâàëèñü ñ ìàòåðèà-
ëîì ÿäðà íà ñðåçàõ, òîãäà êàê ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèí èíòåí-
ñèâíî îêðàøèâàë ÿäðà è êîðòåêñ. Ïðè ïðåäîáðàáîòêå ãèñ-
òîëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ ïðîòåèíàçîé Ê ôëóîðåcöåíöèè íå
íàáëþäàëîñü.

Ïðîâåäåííûé ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé
ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè àíàëèç ïðåïàðàòîâ âûäåëåí-
íûõ ìàêðîíóêëåóñîâ ïîêàçàë âûñîêîå ñîäåðæàíèå àêòèíà
è âàðèàáåëüíîñòü åãî ðàñïðåäåëåíèÿ (ðèñ. 3, à—â). Êàê
ïðàâèëî, àêòèí â ìàêðîíóêëåóñàõ ðàñïðåäåëåí ðàâíîìåð-
íî ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà, çà èñêëþ÷åíèåì îáëàñòåé, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ àìïëèôèöèðîâàííûì ÿäðûøêàì. Â èõ îáëà-
ñòè ôëóîðåñöåíòíûé ìàðêåð ìîæåò âîîáùå îòñóòñòâîâàòü
(ðèñ. 3, à), îäíàêî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ôèáðèëëÿðíûé
àêòèí ñ íèìè àññîöèèðîâàí. Â êëåòêàõ êóëüòóð ëîãàðèô-
ìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà àêòèí ïðåèìóùåñòâåííî ëîêàëèçó-
åòñÿ íà ãðàíèöå àêòèâíî òðàíñêðèáèðóþùèõ ÿäðûøåê è
îêðóæàþùåãî ìàòåðèàëà ÿäðà è ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîæåò
áûòü ñâÿçàí ñ ïëîòíûì ôèáðèëëÿðíûì êîìïîíåíòîì, â òî

âðåìÿ êàê â öåíòðàëüíîé îáëàñòè ÿäðûøåê íàáëþäàåòñÿ
íåçíà÷èòåëüíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ (ðèñ. 3, á). Â àãðåãèðîâàí-
íûõ ÿäðûøêàõ, ôîðìèðóþùèõñÿ â ãîëîäàþùèõ êëåòêàõ,
àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â âèäå ïîëûõ ñôåðè÷åñêèõ îáðàçîâà-
íèé, ïîãðóæåííûõ â îáùóþ ìàññó ÿäðûøêà, ñâîáîäíóþ
îò àêòèíà (ðèñ. 3, â). Â çà÷àòêàõ ìàêðîíóêëåóñîâ êëå-
òîê-ýêñêîíúþãàíòîâ âåñü àêòèí ñêîíöåíòðèðîâàí â ñôå-
ðè÷åñêîì òåëüöå, èìåþùåì äèàìåòð 1—3 ìêì, â òî âðåìÿ
êàê îêðóæàþùàÿ íóêëåîïëàçìà íå èìååò ñðîäñòâà ê ôàë-
ëîèäèíó (ðèñ. 3, ã).

Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê àêòèíó 1-1 P. aurelia è àíòèòåë
ê àêòèíó ìëåêîïèòàþùèõ íàì íå óäàëîñü ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàòü íàëè÷èå àêòèíà â âûäåëåííûõ ìàêðîíóêëåóñàõ,
òàê æå êàê íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçàõ è òîòàëüíûõ ïðåïà-
ðàòàõ.

Èíòåðåñíî, ÷òî â ñòàáèëüíî çàðàæåííûõ âíóòðèÿäåð-
íûìè ýíäîáèîíòàìè ìàêðîíóêëåóñàõ, çà èñêëþ÷åíèåì íå-
áîëüøèõ îáëàñòåé, ôëóîðåñöåíöèÿ ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíà â
ÿäðå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò, õîòÿ àêòèí, àññîöèèðîâàí-
íûé ñ ïèùåâàðèòåëüíûìè âàêóîëÿìè, íàõîäÿùèìèñÿ â
íåïîñðåäñòâåííîì êîíòàêòå ñ ÿäðîì, ëåãêî äåòåêòèðóåòñÿ
(ðèñ. 4). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà èäåíòè÷-
íûå óñëîâèÿ âûäåëåíèÿ ÿäåð, ðåçóëüòàò çàìåòíî ðàçëè÷àë-
ñÿ äëÿ çàðàæåííûõ è ñâîáîäíûõ îò ýíäîáèîíòîâ êëåòîê.
Çàðàæåííûå êëåòêè áûëè áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê äåòåð-
ãåíòó, èõ ìàêðîíóêëåóñû îáëàäàëè ñóùåñòâåííî ìåíüøåé
ìåõàíè÷åñêîé ïðî÷íîñòüþ è ëåãêî òåðÿëè öåëîñòíîñòü.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê î ô è ë è í à è ô - ê î ô è ë è í à.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê êîôèëèíó ôëóîðåñöåíöèè
íå íàáëþäàëîñü íè â ÿäåðíîì àïïàðàòå èíôóçîðèè, íè â
åå öèòîïëàçìå, îäíàêî ïðèìåíåíèå àíòèòåë ê åãî íåàêòèâ-
íîé ôîðìå, ô-êîôèëèíó, ïðîäåìîíñòðèðîâàëî åãî ñêîïëå-
íèÿ â ìàêðîíóêëåóñå, ïðè÷åì èñêëþ÷èòåëüíî â îáëàñòÿõ,
ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ ÿäðûøêàì (ðèñ. 5,
à, á). Â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ âíóòðèÿäåðíûìè ýíäîáèîí-
òàìè, îòìå÷àåòñÿ äèôôóçíîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå ô-êîôè-
ëèíà èç ñêîïëåíèé íà ïåðèôåðèþ ìàêðîíóêëåóñà, ïðè
ýòîì â öèòîïëàçìå íà÷èíàåò äåòåêòèðîâàòüñÿ àêòèâíàÿ
ôîðìà êîôèëèíà (ðèñ. 5, â—ä).
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Ðèñ. 1. Âåñòåðí-áëîòèíã òîòàëüíîãî áåëêà èíôóçîðèè Parame-
cium caudatum, îáðàáîòêà àíòèòåëàìè ê àêòèíó 1-1 P. aurelia.

Äîðîæêà 1 — áåëîê, âûäåëåííûé ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì; äîðîæêà 2 —
áåëîê, âûäåëåííûé â ïðèñóòñòâèè ÄÍÊàçû; äîðîæêà 3 — êîíòðîëü áåç

ïåðâè÷íûõ àíòèòåë.

Ðèñ. 2. Òîòàëüíûé ïðåïàðàò Paramecium caudatum.

à — æèâàÿ êëåòêà, îáðàáîòàííàÿ ãëèöåðèíîì è îêðàøåííàÿ ÒÐÈÒÖ-
ôàëëîèäèíîì; á — êëåòêà, çàôèêñèðîâàííàÿ ìåòàíîëîì. Èíòåíñèâíàÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ íàáëþäàåòñÿ â îáëàñòè îáîèõ ÿäåð è ðîòîâîãî àïïàðàòà.
Ìà — ìàêðîíóêëåóñ, Ìè — ìèêðîíóêëåóñ, çâåçäî÷êîé îòìå÷åí ðîòîâîé

àïïàðàò.
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Ðèñ. 3. Âûäåëåííûå ìàêðîíóêëåóñû Paramecium caudatum.

Îáðàáîòêà ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, êàæäàÿ ôîòîãðàôèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñóììàðíîå èçîáðàæåíèå íåñêîëüêèõ îïòè÷å-
ñêèõ ñðåçîâ èç ñðåäíåé ÷àñòè ÿäðà. Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà â ìàêðîíóêëåóñàõ çàìåòíî âàðüèðóåò. à — ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà,
çà èñêëþ÷åíèåì îáëàñòåé ÿäðûøåê; á — ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà â îáëàñòè àìïëèôèöèðîâàííûõ ÿäðûøåê â êëåòêàõ êóëüòóð ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà;
â — ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà â àãðåãèðîâàííûõ ÿäðûøêàõ ãîëîäàþùèõ êëåòîê, ñòðåëêàìè îòìå÷åíû îáëàñòè, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèå ïëîò-

íîìó ôèáðèëëÿðíîìó êîìïîíåíòó ÿäðûøåê; ã — çà÷àòîê ìàêðîíóêëåóñà P. caudatum, âèäíî èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùåå ñôåðè÷åñêîå òåëüöå.

Ðèñ. 4. Âûäåëåííûé ìàêðîíóêëåóñ Paramecium caudatum, ñòàáèëüíî çàðàæåííûé ýíäîíóêëåîáèîíòîì Holospora obtusa.

à — îáðàáîòêà ÒÐÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ñóììàðíîå èçîáðàæåíèå íåñêîëüêèõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ; á — ïðîõîäÿùèé ñâåò,
òîíêèìè ñòðåëêàìè îòìå÷åíû áàêòåðèè â ÿäðå, òîëñòûìè ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ïðèëåæàùèå ê ÿäðó ïèùåâàðèòåëüíûå âàêóîëè, àññîöèèðîâàííûå ñ

öèòîïëàçìàòè÷åñêèì àêòèíîì.



Îáñóæäåíèå

Ïðèñóòñòâèå â ÿäðå ðàçëè÷íûõ ôîðì àêòèíà (ìîíî-
ìåðíîé, îëèãîìåðíîé è ïîëèìåðíîé), âûïîëíÿþùèõ ñïå-
öèôè÷åñêèå ôóíêöèè, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîæíî ñ÷èòàòü
õîðîøî óñòàíîâëåííûì ôàêòîì (Pederson, 2008). Îäíàêî
èõ âûÿâëåíèå ÷àñòî áûâàåò çàòðóäíåíî â ñèëó ñóùåñòâî-
âàíèÿ îñîáûõ êîíôîðìàöèé ÿäåðíîãî àêòèíà, íå ðàñïî-
çíàâàåìûõ àíòèòåëàìè, ïðèìåíÿåìûìè äëÿ âûÿâëåíèÿ àê-
òèíà â öèòîïëàçìå (Gonsior, 1999; Jockusch et al., 2006). Èç
òðåõ ìàðêåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ íàìè äëÿ âûÿâëåíèÿ àê-
òèíà â ÿäåðíîì àïïàðàòå èíôóçîðèè, òîëüêî ôëóîðåñöåíò-
íûé ôàëëîèäèí, ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ ôèáðèëëÿðíûì àêòè-
íîì, äàë ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò. Ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê àêòèíó ìëåêîïèòàþùèõ íå ðàñïîçíàâàëè àíòèãåí
íè íà ïðåïàðàòàõ èíôóçîðèé, íè íà èììóíîáëîòå, ÷òî,
ñêîðåå âñåãî, ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè ñïåöèôè÷íî-
ñòè ê èçîôîðìàì àêòèíà ïàðàìåöèé. Ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê àêòèíó 1-1 P. aurelia ñâÿçûâàëèñü ñ ñîîòâåòñòâó-
þùåé ïîëîñîé íà áëîòå è âûÿâëÿëè ñîäåðæàùèå àêòèí
ñòðóêòóðû â öèòîïëàçìå (Sabaneyeva et al., 2009), îäíàêî

ñèãíàëà â ÿäðå íå íàáëþäàëîñü íè íà òîòàëüíûõ ïðåïàðà-
òàõ èíôóçîðèé, íè íà ñðåçàõ, íè â âûäåëåííûõ ÿäðàõ. Òà-
êèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà î÷åâèäíóþ ñïåöèôè÷íîñòü
äàííûõ àíòèòåë, îíè íå ñïîñîáíû ðàñïîçíàâàòü àêòèí
ÿäåðíîãî àïïàðàòà. Ýòî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ òðåìÿ ïðè÷è-
íàìè: ëèáî â ÿäðå ïðèñóòñòâóåò èíàÿ èçîôîðìà, íàïðè-
ìåð, àêòèí 4-1 (Sehring et al., 2010); ëèáî ýïèòîï àêòèíà
1-1, ðàñïîçíàâàåìûé èñïîëüçóåìûìè àíòèòåëàìè, â ÿäåð-
íîì àïïàðàòå èìååò èçìåíåííóþ êîíôîðìàöèþ; ëèáî äàí-
íûé ýïèòîï çàíÿò ñïåöèôè÷åñêèìè äëÿ ÿäðà ñâÿçûâàþùè-
ìè àêòèí áåëêàìè.

Â ñâÿçè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ â ìàêðîíóêëåó-
ñàõ ïàðàìåöèé, ñóùåñòâåííî çàòðóäíÿâøèì âûäåëåíèå èç
êëåòîê òîòàëüíîãî áåëêà, ïðîöåäóðà áûëà ìîäèôèöèðîâà-
íà çà ñ÷åò äîáàâëåíèÿ ÄÍÊàçû I. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ýòîò ôåðìåíò îáû÷íî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ î÷èñòêè àêòèíà
ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè (Schafer et al., 1998).
Èñïîëüçîâàíèå ÄÍÊàçû I íå òîëüêî çàìåòíî îáëåã÷àëî è
óñêîðÿëî ñàì ïðîöåññ, íî è ñîêðàùàëî äî îäíîé (42 êÄà)
êîëè÷åñòâî ïîëîñ, ñ êîòîðûìè ñâÿçûâàþòñÿ àíòèòåëà ê àê-
òèíó 1-1 (ðèñ. 1). Èñ÷åçíîâåíèå ïîëîñ ñ áîëåå íèçêîé ìî-
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Ðèñ. 5. Âûÿâëåíèå êîôèëèíà (à, â) è ô-êîôèëèíà (á, ã) íà òîòàëüíûõ ïðåïàðàòàõ Paramecium caudatum.

à, á — íå èìåþùàÿ ýíäîáèîíòîâ êëåòêà; â—ä — çàðàæåííàÿ êëåòêà; ä — êîíòðàñò Íîìàðñêîãî, ñòðåëêàìè îòìå÷åíû áàêòåðèè â ìàêðîíóêëåóñå.



ëåêóëÿðíîé ìàññîé, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ îòñóòñòâèåì
ïðîòåîëèçà â óñëîâèÿõ óñêîðåííîãî âûäåëåíèÿ áåëêà, òîã-
äà êàê èñ÷åçíîâåíèå ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùåé áåëêó ñ
ìîë. ìàññîé 66 êÄà, âîçìîæíî, âûçâàíî ðàçðóøåíèåì
êîìïëåêñîâ àêòèíà è ÄÍÊ. Åñëè ýòî ïðåäïîëîæåíèå âåð-
íî, òî íàëè÷èå ïîëîñû 66 êÄà íà áëîòàõ, ïîëó÷åííûõ ïî-
ñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ, âûäåëåí-
íûõ áåç ÄÍÊàçû I, è îòñóòñòâèå ýòîé ïîëîñû ïðè èñïîëü-
çîâàíèè ÄÍÊàçû I êîñâåííî óêàçûâàþò íà âîçìîæíîå
ïðèñóòñòâèå èçîôîðìû àêòèí 1-1 â ÿäåðíîì àïïàðàòå ïà-
ðàìåöèé. Òîãäà óêàçàííàÿ èçîôîðìà â ÿäðå ëèáî èìååò
êîíôîðìàöèþ, îòëè÷íóþ îò öèòîïëàçìàòè÷åñêîé, ëèáî åå
ýïèòîï, ðàñïîçíàâàåìûé ñïåöèôè÷íûìè àíòèòåëàìè, çà-
êðûò êàêèìè-òî ñâÿçûâàþùèìè àêòèí ìîëåêóëàìè.

Êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà â ìàêðîíóêëåóñå, íà-
áëþäàâøàÿñÿ ïîñëå îáðàáîòêè ôëóîðåñöåíòíûì ôàëëîè-
äèíîì, áîëüøå âñåãî íàïîìèíàåò èçîáðàæåíèÿ ÿäåð îîöè-
òîâ øïîðöåâîé ëÿãóøêè, ïîëó÷åííûå àíàëîãè÷íûì ñïî-
ñîáîì (Morozova, Kiseleva, 2008). Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ ôàëëîèäèíà ñ ôèáðèëëîé àêòèíà ïîñëåäíÿÿ
äîëæíà èìåòü â ñâîåì ñîñòàâå íå ìåíåå 7 ïðîòîìåðîâ (Vi-
segr*ady et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, íàì óäàëîñü ïîêàçàòü
ñóùåñòâîâàíèå â ÿäåðíîì àïïàðàòå èíôóçîðèè P. cauda-
tum ôèáðèëë àêòèíà äëèíîé êàê ìèíèìóì 7 ïðîòîìåðîâ.
Ïîñêîëüêó ôèáðèëëÿðíûé àêòèí íå âûÿâëÿëñÿ â îáëàñòè
èíòåðõðîìàòèíîâîãî êîìïàðòìåíòà (öåíòðàëüíîé ÷àñòè
ÿäðûøåê ìàêðîíóêëåóñà è àõðîìàòèíîâîé øàïî÷êè ìèê-
ðîíóêëåóñà), ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî àêòèí â ÿäðå
ïàðàìåöèè ïðåèìóùåñòâåííî ñâÿçàí ñ õðîìàòèíîì.

Ïðèìåíåíèå êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé
ìèêðîñêîïèè ïîçâîëèëî îáíàðóæèòü «îáêëàäêó» èç àêòè-
íà ïî ïåðèôåðèè ÿäðûøåê â êëåòêàõ êóëüòóð ëîãàðèôìè-
÷åñêîé ôàçû ðîñòà. Ýòîò ðåçóëüòàò õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ
äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé. Ñîñðåäîòî÷åíèå àêòèíà
â îêîëîÿäðûøêîâîé îáëàñòè íåîäíîêðàòíî îòìå÷àëîñü
ðàíåå, ïðè÷åì íå òîëüêî â ñëó÷àå àìïëèôèöèðîâàííûõ
ÿäðûøåê îîöèòîâ àìôèáèé (Morozova, Kiseleva, 2008), íî
è äëÿ íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ìëåêîïèòàþùèõ, â ÷à-
ñòíîñòè êëåòîê êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà
(Zhang et al., 2004). Èíòåðåñíî, ÷òî â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâå-
êà àêòèí àêêóìóëèðîâàí â ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðàõ ÿäðû-
øåê, è ïðè àêòèâàöèè êëåòîê ïðîèñõîäèò åãî ïåðåðàñïðå-
äåëåíèå â îáëàñòü ïëîòíîãî ôèáðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà
(Kisel*a et al., 2005). Áîëåå òîãî, ñóùåñòâóåò ìíåíèå, ñî-
ãëàñíî êîòîðîìó àêòîìèîçèíîâûå êîìïëåêñû îïîñðåäóþò
âçàèìîäåéñòâèå ÐÍÊ-ïîë I è ðÄÍÊ (Grummt, 2006; Ye et
al., 2008).

Ðàíåå íàìè áûëè ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñòâî-
âàâøèå â ïîëüçó òîãî, ÷òî ó ïàðàìåöèé ôèáðèëëÿðíûå
öåíòðû è ñàéòû òðàíñêðèïöèè íàõîäÿòñÿ íà ïåðèôåðèè
ÿäðûøåê (Sabaneyeva, 1997). Ðàñïîëîæåíèå ðèáîñîìíûõ
ãåíîâ â èíâàãèíàöèÿõ õðîìàòèíà ïî êðàþ ÿäðûøåê áûëî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî è äëÿ äðóãîãî ïðåäñòàâèòåëÿ èíôó-
çîðèé — Stylonychià lemnae (Postberg et al., 2006). Ïîýòî-
ìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ìàêðîíóêëåóñàõ èíôóçîðèé
àêòèí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â òðàíñêðèïöèè, êîòîðàÿ îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè àìïëèôèöèðîâàííûõ ÿäðûøåê.
Ïîëûå ñôåðû èç ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà, îáíàðóæåííûå â
àãðåãèðîâàííîì ÿäðûøêå, ôîðìèðóþùåìñÿ â ãîëîäàþùèõ
êëåòêàõ, ïî-âèäèìîìó, ñîîòâåòñòâóþò ïåðåðàñïðåäåëèâøå-
ìóñÿ ïëîòíîìó ôèáðèëëÿðíîìó êîìïîíåíòó.

Èíòåðåñíî, ÷òî, ïî íàøèì äàííûì, â ÿäðûøêàõ ëîêà-
ëèçîâàíà èíàêòèâèðîâàííàÿ ôîðìà ñâÿçûâàþùåãî àêòèí
áåëêà êîôèëèíà (ô-êîôèëèí). Â àêòèâíîé ôîðìå êîôèëèí
ñïîñîáñòâóåò ðàçáîðêå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Therriot,

1997), ïîýòîìó ïðèñóòñòâèå â ÿäðå èíàêòèâèðîâàííîé
ôîðìû ìîæåò áûòü äîïîëíèòåëüíûì àðãóìåíòîì â ïîëüçó
ïðåîáëàäàíèÿ â ìàêðîíóêëåóñå èìåííî ôèáðèëëÿðíîãî
àêòèíà. Òîò ôàêò, ÷òî ô-êîôèëèí ñêîíöåíòðèðîâàí â îá-
ëàñòè ÿäðûøåê, õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ñîâðåìåííûìè
ïðåäñòàâëåíèÿìè îá èõ ôóíêöèÿõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿä-
ðûøêó ïðèïèñûâàþò ñïîñîáíîñòü çàÿêîðèâàòü (ñåêâåñò-
ðèðîâàòü) âðåìåííî èíàêòèâèðîâàííûå áåëêè (Olson et al.,
2000). Îäíàêî ïîñêîëüêó íàì íå óäàëîñü ïîëó÷èòü ïîëî-
æèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê êîôèëèíó è
åãî èíàêòèâèðîâàííîé ôîðìå â èììóíîáëîòå, íåëüçÿ èñê-
ëþ÷èòü âîçìîæíîñòü íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòè-
òåë ñ ôîñôîðèëèðîâàííûì ýïèòîïîì êàêîãî-òî äðóãîãî
áåëêà, òåì áîëåå ÷òî ìàðêåðíûå áåëêè ÿäðûøåê òîæå ôîñ-
ôîðèëèðîâàíû (Satoh, Busch, 1981). Â òî æå âðåìÿ ïîÿâëå-
íèå ñëàáîãî ñèãíàëà â öèòîïëàçìå ïðè îáðàáîòêå àíòèòå-
ëàìè ê êîôèëèíó êëåòîê, ìàêðîíóêëåóñ êîòîðûõ çàðàæåí
âíóòðèÿäåðíûìè ýíäîáèîíòàìè, ñêîðåå âñåãî, ñâèäåòåëü-
ñòâóåò îá îáðàòíîì.

Ïåðåðàñïðåäåëåíèå ô-êîôèëèíà â çàðàæåííûõ êëåò-
êàõ òðåáóåò îñîáîãî îáñóæäåíèÿ. Åãî äèñïåðñèÿ ïî ìàê-
ðîíóêëåóñó è ïîÿâëåíèå àêòèâèðîâàííîé ôîðìû â öèòî-
ïëàçìå ìîãóò ãîâîðèòü î íàðóøåíèè öåëîñòíîñòè ÿäåðíûõ
ñóáêîìïàðòìåíòîâ, âûçâàííîì ïðèñóòñòâèåì â ìàêðîíóê-
ëåóñå ýíäîáèîíòîâ. Çäåñü ñëåäóåò óïîìÿíóòü î òîì, ÷òî â
ìàêðîíóêëåóñàõ êëåòîê, íåñóùèõ âíóòðèÿäåðíûå áàêòå-
ðèè, ôèáðèëëÿðíûé àêòèí ïî÷òè íå âûÿâëÿëñÿ, ÷òî,
ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâåííûõ èçìåíå-
íèÿõ â àðõèòåêòóðå çàðàæåííîãî ÿäðà. Âîçìîæíî, èìåííî
ñî ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â çàðà-
æåííûõ ìàêðîíóêëåóñàõ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà èõ ìåíüøàÿ
ìåõàíè÷åñêàÿ ïðî÷íîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ íåçàðàæåííûìè
ÿäðàìè. Ïðèñóòñòâèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â ÿäðå áûëî
ïîêàçàíî ðàíåå äëÿ ãèãàíòñêèõ ÿäåð îîöèòîâ àìôèáèé
(Parfenov et al., 1995; Morozova, Kiseleva, 2008). Íà ýòîì
îñíîâàíèè ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôèáðèëëÿðíûé àê-
òèí ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè ôîðìû è öåëîñòíîñòè ìàê-
ðîíóêëåóñà, êàê è â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ îîöèòîâ øïîðöåâîé
ëÿãóøêè (Bohnsack et al., 2006).

Ñôåðè÷åñêîå òåëüöå, îáíàðóæåííîå â çà÷àòêàõ ìàêðî-
íóêëåóñîâ ýêñêîíúþãàíòîâ, âîçìîæíî, ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñòðóêòóðó, àíàëîãè÷íóþ êàðèîñôåðå, ôîðìèðóþùåé-
ñÿ â ÿäðå îîöèòà ïðè èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè â õîäå
îîãåíåçà (Gruzova, Parfenov, 1993). Ïî-âèäèìîìó, â íåì
ñîäåðæèòñÿ ìàòåðèàë òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíîãî ñèí-
êàðèîíà, èç êîòîðîãî îáðàçóåòñÿ çà÷àòîê ìàêðîíóêëåóñà.
Â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ìàêðîíóêëåóñà è àêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèè, î÷åâèäíî, ïðîèñõîäèò ðàçáîðêà ñôåðè÷åñêîãî
òåëüöà. Ïðèñóòñòâèå àêòèíà â êàðèîñôåðå ÿäåð îîöèòîâ
çëàòîãëàçîê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå (Rubsam, Büning, 2001).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå ïî-
çâîëèëî ïðîäåìîíñòðèðîâàòü âûñîêîå ñîäåðæàíèå ôèá-
ðèëëÿðíîãî àêòèíà è ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå õàðàêòåðà
åãî ðàñïðåäåëåíèÿ â ìàêðîíóêëåóñàõ â çàâèñèìîñòè îò
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè. Êðîìå òîãî, ïîÿâëÿ-
þòñÿ îñíîâàíèÿ ïðîâîäèòü ïàðàëëåëè ìåæäó ìîðôîôóíê-
öèîíàëüíîé îðãàíèçàöèåé ãèãàíòñêèõ ÿäåð îîöèòîâ àìôè-
áèé è àìïëèïëîèäíûõ ìàêðîíóêëåóñîâ èíôóçîðèé: ÿäðà
îáîèõ òèïîâ îáîãàùåíû ôèáðèëëÿðíûì àêòèíîì, êîòî-
ðûé èãðàåò âàæíóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè ìåõàíè÷åñêîé
ïðî÷íîñòè ÿäðà è ÷àñòî àññîöèèðîâàí ñ òðàíñêðèïöèîííî
àêòèâíûìè àìïëèôèöèðîâàííûìè ÿäðûøêàìè.

Àâòîðû âûðàæàþò ñâîþ èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü
ïðîô. Õ. Ïëàòòíåðó è È. Ñåðèíã (Óíèâåðñèòåò Êîñòàíöà,
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FIBRILLAR ACTIN IN THE NUCLEAR APPARATUS OF THE CILIATE PARAMECIUM CAUDATUM
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Due to their nuclear dualism, ciliates provide a good model for studying the role of actin in spatial organiza-
tion and transcription activity of the nucleus. The actin in the nuclear apparatus of the ciliate Paramecium cau-
datum was studied using fluorescently labeled phalloiodin and indirect immunocytochemistry. Fibrillar actin
was demonstrated in both of the nuclei. Actin was revealed in the chromatin areas, and was often associated with
the periphery of the amplified nucleoli in the macronucleus. Redistribution of actin was observed depending on
different physiological state of the cells. Stable infection of the macronulear with the intranuclear endobionts
Holospora obtuse led to the loss of nuclear actin accompanied by significant nuclear fragility and redistribution
of the phosphorylated form of the actin-binding protein cofilin. Spherical bodies resembling karyosphere were
found in the macronuclear anlagen.

K e y w o r d s: nuclear actin, ciliates, nuclear dualism, macronucleus, amplified nucleoli, cofilin, intranucle-
ar endobionts.
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