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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðà ôëóîðåñöåíòíîãî ìå÷åíèÿ ÿäåð ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìûøè

Ïðåäñòàâëåíû íîâûå äàííûå îá îñîáåííîñòÿõ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî âûÿâëåíèÿ ÿäåðíîãî àêòèíà
â äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíàõ ìûøè ïðè èñïîëüçîâàíèè ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ àíòèòåë ê Ñ- è N-êîí-
öåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû. Èçó÷åíî ïåðåðàñïðåäåëåíèå àêòèíà ïðè èñêóññòâåííîì èíãèáèðîâàíèè
òðàíñêðèïöèè, à òàêæå ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ. Âèçóàëüíûå íàáëþäåíèÿ äîïîëíåíû
ñðàâíèòåëüíûì êîëè÷åñòâåííûì àíàëèçîì èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íà êîíôîêàëü-
íûõ èçîáðàæåíèÿõ. Â îáåèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ êàê ïðè èñïîëüçîâàíèè èíãèáèòîðîâ òðàíñ-
êðèïöèè, òàê è ïîñëå îáðàáîòêè ýìáðèîíîâ ÄÍÊàçîé âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê C-êîíöåâîìó äîìåíó, íî íå ê N-êîíöåâîìó
äîìåíó àêòèíà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àíòèòåëà ê Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó ìî-
ëåêóëû àêòèíà áîëåå ýôôåêòèâíû ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîì âûÿâëåíèè àêòèíà â ÿäðàõ äðîáÿùèõñÿ
ýìáðèîíîâ ìûøè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äîèìïëàíòàöèîííûå çàðîäûøè ìûøè, ÿäåðíûé àêòèí, òðàíñêðèïöèÿ, ëàçåð-
íàÿ ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïåðâûå ñîîáùåíèÿ î âûÿâëåíèè
ÿäåðíîãî àêòèíà (Clark, Rosenbaum, 1979; Nakayasu, Ueda,
1983; Ïàðôåíîâ, Ãàëàêòèîíîâ, 1987) áûëè âñòðå÷åíû äî-
ñòàòî÷íî ñêåïòè÷åñêè, èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ äåñÿòèëå-
òèé ïîäòâåðäèëè ïðèñóòñòâèå àêòèíà â êëåòî÷íîì ÿäðå.
Áîëåå òîãî, ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ó÷àñòèå àêòèíà â öåëîì
ðÿäå ÿäåðíûõ ôóíêöèé, âêëþ÷àÿ ðåãóëÿöèþ îñíîâíûõ
ýòàïîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ (ñì. îáçîðû: Hofmann, 2009;
Visa, Percipalle, 2010). Ê ñîæàëåíèþ, ñâåäåíèÿ î ìåñòå è
ðîëè àêòèíà â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè êëåòî÷íîãî
ÿäðà îñòàþòñÿ íåìíîãî÷èñëåííûìè. Îáúÿñíÿåòñÿ ýòî òåì,
÷òî áîëüøèíñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ î ôóíêöèî-
íàëüíîé ðîëè ÿäåðíîãî àêòèíà ïîëó÷åíî ñ èñïîëüçîâàíè-
åì áèîõèìè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòî-
äèê, çà÷àñòóþ â áåñêëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ, òîãäà êàê âèçóà-
ëèçàöèÿ àêòèíà â êëåòî÷íîì ÿäðå ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëàññè÷åñêèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ïî ðÿäó ïðè÷èí
çàòðóäíåíà. Ïðåæäå âñåãî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî àíòèòåëà
ê ìîëåêóëå àêòèíà îáëàäàþò âûñîêîé èçáèðàòåëüíîñòüþ
è, ïî-âèäèìîìó, âûÿâëÿþò ðàçëè÷íûå ôîðìû ÿäåðíîãî
àêòèíà (Milankov, De Boni, 1993; Gonsior et al., 1999). Ïðè
ýòîì äàííàÿ èçáèðàòåëüíîñòü íàáëþäàåòñÿ òîëüêî â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè, òîãäà êàê ïðè èñïîëüçîâàíèè äðóãèõ ìîëåêóëÿð-
íî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäèê (íàïðèìåð, èììóíîáëîòèíãà)
òå æå àíòèòåëà âûÿâëÿþò âñå èçîôîðìû àêòèíà (Gonsior
et al., 1999). Îïèñàíû òàêæå ñëó÷àè, êîãäà ðàçíûå àíòèòå-
ëà ê àêòèíó óñïåøíî îêðàøèâàþò êëåòî÷íûå ÿäðà, îäíàêî
íàáëþäàåìûå ïàòòåðíû ìå÷åíèÿ ðàçëè÷àþòñÿ, êàê â ñëó-
÷àå ñ àíòèòåëàìè 2G2 è 1C7 (Gonsior et al., 1999; Schoe-
nenberger et al., 2005). Íàèáîëåå âåðîÿòíîé ãèïîòåçîé,

îáúÿñíÿþùåé äàííóþ ñèòóàöèþ, ìîæíî ñ÷èòàòü âîçìîæ-
íîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ íåñêîëüêèõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíûõ êîíôîðìàöèé ÿäåðíîãî àêòèíà (Gonsior et al.,
1999; Pederson, Aebi, 2005).

Ðàíåå íàìè òàêæå áûëè ïðîäåìîíñòðèðîâàíû ñóùåñò-
âåííûå ðàçëè÷èÿ â ïàòòåðíàõ îêðàøèâàíèÿ ïðè èñïîëüçî-
âàíèè àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ ê C- è N-êîíöåâûì ôðàãìåí-
òàì ìîëåêóëû àêòèíà (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009).
Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðàíåå ðåçóëüòàòîâ áûëî âû-
äâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî äàííûå àíòèòåëà èç-
áèðàòåëüíî âûÿâëÿþò â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ äâå ôóíêöèî-
íàëüíî ðàçëè÷íûå ôîðìû îëèãîìåðíîãî àêòèíà.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ïîëó÷åíèè íî-
âûõ äàííûõ î âîçìîæíîì âîâëå÷åíèè âûÿâëÿåìûõ ïîäîá-
íûì îáðàçîì ôóíêöèîíàëüíûõ ôîðì ÿäåðíîãî àêòèíà â
ïðîöåññû òðàíñêðèïöèè è ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè
õðîìàòèíà. Äëÿ ýòîãî ìû èçó÷èëè èçìåíåíèå ïàòòåðíà
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ÿäåðíîãî àêòèíà â
äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíàõ ìûøè ïðè èñêóññòâåííîì èí-
ãèáèðîâàíèè òðàíñêðèïöèè è ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîãî
ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ý ì á ð è î í î â. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà
ìûøàõ BALB/c èç ïèòîìíèêà ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî»
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ æèâîòíûõ ñ äàòèðî-
âàííûì ñðîêîì áåðåìåííîñòè ó ñàìîê èíäóöèðîâàëè îâó-
ëÿöèþ ïîñëåäîâàòåëüíûìè îäíîêðàòíûìè èíúåêöèÿìè
ñûâîðîòî÷íîãî (Folligon, Intervet, Ãîëëàíäèÿ) è õîðèîíè-
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÷åñêîãî (Chorulon, Intervet, Ãîëëàíäèÿ) ãîíàäîòðîïèíîâ
ïî 5—10 ÌÅ íà æèâîòíîå c èíòåðâàëîì ìåæäó èíúåêöèÿ-
ìè 44—48 ÷. Âîçðàñò çàðîäûøåé îòñ÷èòûâàëè îò âðåìå-
íè èíúåêöèè õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà. Ýìáðèîíû
èçâëåêàëè èç ÿéöåâîäîâ ÷åðåç 46 ÷ ïîñëå èíúåêöèè õî-
ðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà â ñðåäó F10, ñîäåðæàùóþ
HEPES (25 ìÌ, ðÍ 7.2—7.4). Äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû èñ-
ïîëüçîâàëè çàðîäûøè, íå èìåâøèå âèäèìûõ ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ äåôåêòîâ.

Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèè ýìáðèîíû êóëüòè-
âèðîâàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ â òå-
÷åíèå 3 ÷ â ñðåäå Ì3 (Whittingham, 1971), ñîäåðæàùåé
5,6-äèõëîðî-1-b-Ä-ðèáîôóðàíîçèëáåçèìèäàçîë (DRB; BI-
OMOL Research Labs) â êîíöåíòðàöèè 500 ìêM, èëè â òå-
÷åíèå 1 ÷ â ñðåäå Ì3, ñîäåðæàùåé àêòèíîìèöèí D (Sig-
ma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Èñ-
ïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà, âûðàáî-
òàííûå ïðîòèâ ôðàãìåíòà C-êîíöåâîãî äîìåíà ìîëåêóëû
àêòèíà (À 2066, Sigma, ÑØÀ) (ðàçâåäåíèå 1 : 100), ëèáî
ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðî-
òèâ ôðàãìåíòà N-êîíöåâîãî äîìåíà ìîëåêóëû àêòèíà
(À 2103, Sigma, ÑØÀ) (ðàçâåäåíèå 1 : 200). Ñïåöèôè÷-
íîñòü ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë áûëà ïðîâåðåíà ñ ïîìîùüþ
èììóíîáëîòèíãà. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâà-
ëè êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC (Sigma, ÑØÀ). Ýìáðèîíû ôèê-
ñèðîâàëè â òå÷åíèå 40—60 ìèí â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðà-

ôîðìàëüäåãèäà íà PBS ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå,
ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè â òðåõ ïîðöèÿõ PBS. Äàëåå êëåòêè
ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.5%-íîì ðàñòâîðå Òðèòîíà X-100
íà PBS â òå÷åíèå 10 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé òðåõêðàòíîé îò-
ìûâêîé â PBS è 10-ìèíóòíîé èíêóáàöèåé â 10%-íîì ðàñ-
òâîðå ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè íà PBS äëÿ ïðåäîò-
âðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Çàòåì
ýìáðèîíû ïîìåùàëè â ðàñòâîð ïåðâûõ àíòèòåë è èíêóáè-
ðîâàëè ïðè 4 °Ñ íå ìåíåå 12 ÷. Ïîñëå îòìûâêè â PBS è
10-ìèíóòíîé èíêóáàöèè â ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêå çà-
ðîäûøè ïîìåùàëè â ðàñòâîð âòîðûõ àíòèòåë íà 60 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâêè â PBS ýìá-
ðèîíû çàêëþ÷àëè â ñðåäó VectaShield (Vector Laboratori-
es, ÑØÀ). Àíàëèç ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ëà-
çåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica
TSC SL. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ èñïîëüçîâàëè ýìáðèî-
íû, îáðàáîòàííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Î á ð à -
á î ò ê ó Ä Í Ê à ç î é (0.5 ÌÅ/ìêë, Sigma, ÑØÀ) ïðîâîäè-
ëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ.

Èíòåãðàëüíóþ è í ò å í ñ è â í î ñ ò ü ô ë ó î ð å ñ ö å í -
ö è è íà êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Íà êàæäîì îïòè÷åñêîì ñðåçå
ïðîèçâîäèëè çàìåðû íà 5 ôðàãìåíòàõ ÿäðà è 5 ôðàãìåí-
òàõ ôîíà âíå êëåòêè. Èç êàæäîé ñåðèè êîíôîêàëüíûõ
èçîáðàæåíèé ïîäîáíûì îáðàçîì àíàëèçèðîâàëè ïî 5 îï-
òè÷åñêèõ ñðåçîâ. Çàòåì äàííûå óñðåäíÿëè è ðàññ÷èòû-
âàëè îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäðà ê
èíòåíñèâíîñòè ôîíà. Äëÿ êàæäîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé
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Ðèñ. 1. Ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà â ÿäðàõ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó.

Ýìáðèîíû: à — êîíòðîëüíûå, á — îáðàáîòàííûå ÄÍÊàçîé, â — ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ 5,6-äèõëîð-1b-Ä-ðèáîôóðàíîçèëáåíçèìèäàçîëîì (DRB),
ã — ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèíîìèöèíîì D, ä — ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèíîìèöèíîì D ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÄÍÊàçîé. Ñòðåëêàìè
ïîêàçàíî ìå÷åíèå íà ïåðèôåðèè ïðîÿäðûøåê, èíòåíñèâíîñòü êîòîðîãî âîçðàñòàåò ïîñëå èñêóññòâåííîãî ïîäàâëåíèÿ òðàíñêðèïöèè è ñíèæàåòñÿ ïî-

ñëå îáðàáîòêè ýìáðèîíîâ ÄÍÊàçîé.



ãðóïïû àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 30 ýìáðèîíîâ. Äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ äîñòîâåðíîñòè ðàçíèöû ìåæäó âûáîðêàìè
èñïîëüçîâàëè t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Êàê îïèñàíî ðàíåå (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009;
Áîãîëþáîâà, Ïàðôåíîâ, 2012), ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòè-
òåë ê Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû àêòèíà èíòåíñèâ-
íîñòü îêðàøèâàíèÿ ÿäåð ýìáðèîíîâ ìûøè âûøå, ÷åì èí-
òåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ öèòîïëàçìû, ïðè ýòîì îáðàùà-
åò íà ñåáÿ âíèìàíèå àññîöèàöèÿ àêòèíà ñ ïåðèôåðèåé
ïðîÿäðûøåê (ðèñ. 1, à). Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êîíòðîëü-
íûõ ýìáðèîíîâ â òå÷åíèå 3 ÷ in vitro õàðàêòåð ìå÷åíèÿ íå
èçìåíÿåòñÿ (íå ïîêàçàíî). Ïðè îáðàáîòêå ýìáðèîíîâ
ÄÍÊàçîé îêðàøèâàíèå ÿäåð àíòèòåëàìè ê Ñ-êîíöåâîìó
äîìåíó ìîëåêóëû àêòèíà ñîõðàíÿåòñÿ, îäíàêî õàðàêòåð
åãî íåñêîëüêî âèäîèçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 1, á). Ïðåæäå âñåãî,
çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü ìå÷åíèÿ íà ïåðè-
ôåðèè ïðîÿäðûøåê. Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà â íóêëåîïëàç-
ìå ïðèîáðåòàåò ìåíåå äèôôóçíûé õàðàêòåð, â ðÿäå ñëó÷à-
åâ ìîæíî íàáëþäàòü ïîÿâëåíèå îòäåëüíûõ îáëàñòåé áî-
ëåå èíòåíñèâíîãî ìå÷åíèÿ. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÿäðà ýìáðèîíîâ, îáðàáîòàííûõ
ÄÍÊàçîé, òåðÿþò îêðóãëóþ ôîðìó (ðèñ. 1, á).

Ïðè èíãèáèðîâàíèè òðàíñêðèïöèè êàê ñ ïîìîùüþ
DRB (ðèñ. 1, â), òàê è ñ ïîìîùüþ àêòèíîìèöèíà D (ðèñ. 1,

ã) îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè
íà ïåðèôåðèè ïðîÿäðûøåê. Ïðè ýòîì ìåíÿåòñÿ íå òîëüêî
åå âèçóàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü, íî è ñàì õàðàêòåð ìå÷åíèÿ.
Âáëèçè ïðîÿäðûøåê íà÷èíàþò âûÿâëÿòüñÿ ìíîãî÷èñëåí-
íûå ïëîòíûå îêðóãëûå îáëàñòè áîëåå èíòåíñèâíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè (ðèñ. 1, â, ã). Ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé êîëè-
÷åñòâî ïîäîáíûõ ñòðóêòóð è èíòåíñèâíîñòü èõ ôëóîðåñ-
öåíöèè óìåíüøàþòñÿ (ðèñ. 1, ä). Ñõîäíûå ïî ôîðìå è
ðàçìåðàì ñòðóêòóðû â áîëüøîì êîëè÷åñòâå âñòðå÷àþòñÿ
è â öåíòðàëüíûõ îáëàñòÿõ íóêëåîïëàçìû (ðèñ. 1, ä), êîòî-
ðàÿ ïîëíîñòüþ òåðÿåò äèôôóçíûé õàðàêòåð ìå÷åíèÿ, íà-
áëþäàåìûé â êîíòðîëå (ðèñ. 1, à).

Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ êîíòðîëüíûõ ýìáðèîíîâ àíòèòå-
ëàìè, âûðàáîòàííûìè ê N-êîíöåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû
àêòèíà (ðèñ. 2, à), íàïðîòèâ, êàê óæå ñîîáùàëîñü, èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè öèòîïëàçìû âûøå, ÷åì ÿäðà
(Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009). Ìå÷åíèå íóêëåîïëàçìû
èìååò ìåëêîäèñïåðñíûé õàðàêòåð, àññîöèàöèÿ âûÿâëÿå-
ìîãî àêòèíà ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê íå âûðàæåíà. Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ýìáðèîíîâ â òå÷åíèå 3 ÷ in vitro ïàòòåðí
ìå÷åíèÿ íóêëåîïëàçìû íå ìåíÿåòñÿ, îäíàêî â îáëàñòè öè-
òîïëàçìû, ïîãðàíè÷íîé ñ ÿäðîì, ìå÷åíèå ñòàíîâèòñÿ áî-
ëåå èíòåíñèâíûì (ðèñ. 2, á), ÷åãî íèêîãäà íå íàáëþäàåòñÿ
ó êîíòðîëüíûõ ýìáðèîíîâ, ðàçâèâàþùèõñÿ in vivo. Ïðè
îáðàáîòêå ýìáðèîíîâ ÄÍÊàçîé òàêæå îòìå÷àåòñÿ èçìåíå-
íèå ôîðìû ÿäåð, îäíàêî êàêîãî-ëèáî èçìåíåíèÿ ïàòòåðíà
îêðàøèâàíèÿ íàìè íå âûÿâëåíî (ðèñ. 2, â). Ïðè èñêóññò-
âåííîì ïîäàâëåíèè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè íåçà-
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà â ÿäðàõ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê N-êîíöåâîìó äîìåíó.

Ýìáðèîíû: à — êîíòðîëüíûå, á — êóëüòèâèðîâàííûå 3 ÷ in vitro, â — îáðàáîòàííûå ÄÍÊàçîé, ã — ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ DRB, ä — ïîñëå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ñ àêòèíîìèöèíîì D. Ñòðåëêàìè ïîêàçàíî ìå÷åíèå îêîëîÿäåðíîé çîíû öèòîïëàçìû, âîçíèêàþùåå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýìáðèîíîâ in vit-

ro.



âèñèìî îò èñïîëüçîâàííîãî èíãèáèòîðà òàêæå íå íàáëþ-
äàåòñÿ èçìåíåíèÿ õàðàêòåðà ôëóîðåñöåíòíîãî ìå÷åíèÿ
íóêëåîïëàçìû (ðèñ. 2, ã, ä). Îòìå÷àåòñÿ òîëüêî óæå îïè-
ñàííàÿ âûøå ôëóîðåñöåíöèÿ îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè öèòî-
ïëàçìû, ÷òî, êàê ïîêàçûâàþò êîíòðîëüíûå ýêñïåðèìåíòû,
ñâÿçàíî ñ óñëîâèÿìè in vitro, à íå ñ äåéñòâèåì èíãèáèòî-
ðîâ òðàíñêðèïöèè.

Â äîïîëíåíèå ê âèçóàëüíûì íàáëþäåíèÿì íàìè áûë
ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè íà êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ
(ðèñ. 3). Ïîñëå èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèè ñ ïîìîùüþ
DRB â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë ê N-êîíöåâîìó äî-
ìåíó èçìåíåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð ýìá-
ðèîíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íå âûÿâëåíî (4.69 ±
� 0.57 è 4.89 ± 0.30 ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè èñïîëüçîâàíèè
àíòèòåë ê C-êîíöåâîìó äîìåíó âûÿâëåíî ñóùåñòâåííîå
óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì (6.23 ± 0.66 è 4.10 ± 0.46 ñîîòâåòñòâåííî).
Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð, ìå÷åííûõ ñ ïîìî-
ùüþ àíòèòåë ê N-êîíöåâîìó äîìåíó, íå ìåíÿëàñü ïîñëå
îáðàáîòêè ýìáðèîíîâ ÄÍÊàçîé (4.42 ± 0.76 ïðîòèâ 4.89 ±
� 0.30 â êîíòðîëå). Íàïðîòèâ, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè ÿäåð, îêðàøåííûõ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê Ñ-êîíöå-
âîìó äîìåíó, óâåëè÷èâàëàñü ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïî÷òè â 2 ðàçà (8.62 ± 0.98 è
4.10 ± 0.46 ñîîòâåòñòâåííî).

Îáñóæäåíèå

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîäàâëÿþùàÿ ÷àñòü èññëåäîâà-
íèé, â öåíòðå âíèìàíèÿ êîòîðûõ íàõîäèòñÿ ÿäåðíûé àê-
òèí, ïðîâîäèòñÿ íà êóëüòóðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ñ ïðè-
ìåíåíèåì â ïåðâóþ î÷åðåäü áèîõèìè÷åñêèõ è ìîëåêó-
ëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäèê. Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà
àêòèâíûå èññëåäîâàíèÿ ðîëè àêòèíà â ïðîöåññàõ ÿäåðíî-
ãî ìåòàáîëèçìà, äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè ýòîãî áåëêà â
ñèñòåìå òðåõìåðíîé ÿäåðíîé àðõèòåêòîíèêè ýìáðèîíîâ
èëè îîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ îñòàþòñÿ êðàéíå ñêóäíûìè

è ðàçðîçíåííûìè (Nguyen et al., 1998; Johnson et al., 2003;
Bohnsack et al., 2006; Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009; Áî-
ãîëþáîâà, Ïàðôåíîâ, 2012).

Äëÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ óáåäè-
òåëüíî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ó÷àñòèå àêòèíà â ïðîöåññàõ
òðàíñêðèïöèè, â òîì ÷èñëå ñ ó÷àñòèåì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
II (Miralles, Visa, 2006; Obrdlik et al., 2007; Pederson, 2008;
Hofmann 2009; Visa, Percipalle, 2010). ×òî êàñàåòñÿ ñâåäå-
íèé î ïåðåðàñïðåäåëåíèè àêòèíà â óñëîâèÿõ ñíèæåíèÿ
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè, òî îíè êðàéíå íåìíîãî-
÷èñëåííû. Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî ïîÿâëåíèå â ÿäðå ñåòè
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïðè èñêóññòâåííîì ïîäàâëåíèè
òðàíñêðèïöèè â îîöèòàõ àìôèáèé (Scheer et al., 1984).
Èìåþòñÿ ñâåäåíèÿ î íàêîïëåíèè àêòèíà â êëàñòåðàõ èí-
òåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ (Wang
et al., 2006). Â íàøåé ðàáîòå èçìåíåíèå âíóòðèÿäåðíîãî
ïàòòåðíà ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà ïðè èñêóññòâåííîì ïî-
äàâëåíèè òðàíñêðèïöèè ìîæíî áûëî íàáëþäàòü ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê Ñ-êîíöåâîìó, íî íå ê N-êîíöåâî-
ìó äîìåíó ìîëåêóëû àêòèíà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè DRB è
àêòèíîìèöèíà D — èíãèáèòîðîâ òðàíñêðèïöèè ñ ðàçíû-
ìè ìåõàíèçìàìè äåéñòâèÿ (Perry, Kelley, 1970; Sehgal
et al., 1976; Zandomeni, Weinmann, 1984) — ðàñïðåäåëå-
íèå àêòèíà â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ èçìåíÿëîñü ñõîäíûì îáðà-
çîì. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ îòìå÷àëàñü êîíöåíòðàöèÿ àêòèíà â
çîíàõ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê. Íà
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðè åñòåñòâåííîì çàìåäëåíèè ïðîöåññîâ òðàíñ-
êðèïöèè (â ñîñòîÿíèè çèìíåé ñïÿ÷êè) èìååò ìåñòî òåñ-
íîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó òåëüöàìè Êàõàëà è ÿäðûøêà-
ìè (Malatesta et al., 1994). Ïðîÿäðûøêè — ñâîåîáðàçíûå
ñòðóêòóðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ðàííèõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ ìëå-
êîïèòàþùèõ, âïîñëåäñòâèè äàþùèå íà÷àëî òðàíñêðèï-
öèîííî àêòèâíûì ÿäðûøêàì (Fl*echon, Kopecny, 1998).
Êðîìå òîãî, ïðîäåìîíñòðèðîâàíî èõ ó÷àñòèå â ïðîöåñ-
ñàõ áèîãåíåçà òåëåö Êàõàëà (Ferreira, Carmo-Fonseca, 1995).
Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ñïåêòð ôóíêöèé ýòèõ ÿäåðíûõ äîìåíîâ
çíà÷èòåëüíî øèðå, ÷åì ïðåäïîëàãàåòñÿ ñåãîäíÿ.

Òåñíîå ôóíêöèîíàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå àêòèíà ñ
õðîìàòèíîì ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â öåëîì ðÿäå ðàáîò,
ïðåæäå âñåãî íà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
(Papoulas et al., 1998; Zhao et al., 1998; Shen et al., 2000;
Hofmann, 2009; Visa, Percipalle, 2010). Ìîæíî áûëî îæè-
äàòü, ÷òî ïðè îáðàáîòêå ïðåïàðàòîâ ÄÍÊàçîé èíòåíñèâ-
íîñòü ìå÷åíèÿ ÿäåðíîãî àêòèíà áóäåò ñíèæàòüñÿ çà ñ÷åò
óäàëåíèÿ ïóëà ìîëåêóë, íàõîäÿùèõñÿ â ïðÿìîé àññîöèà-
öèè ñ ÄÍÊ. Îäíàêî ìû íàáëþäàëè ïðÿìî ïðîòèâîïîëîæ-
íûé ðåçóëüòàò: èíòåíñèâíîñòü ìå÷åíèÿ àêòèíà ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû
óâåëè÷èâàëàñü. Äàííîå íàáëþäåíèå ìîæíî îáúÿñíèòü
òåì, ÷òî â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ÷àñòü ìîëåêóë àêòèíà, íà-
õîäÿùèõñÿ â ïðÿìîì âçàèìîäåéñòâèè íå ñ ÄÍÊ, à ñ áåëêà-
ìè õðîìàòèíà, ìîæåò áûòü çàêðûòà äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
àíòèòåëàìè. Ïðè óäàëåíèè ÄÍÊ ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ñòàíî-
âÿòñÿ áîëåå äîñòóïíûìè äëÿ äåéñòâèÿ àíòèòåë, è èíòåí-
ñèâíîñòü ìå÷åíèÿ âîçðàñòàåò.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âñå íàáëþäàå-
ìûå èçìåíåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ
îòìå÷àëèñü òîëüêî ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê Ñ-êîí-
öåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû. Ðàíåå ìû ïðåäïîëàãàëè, ÷òî
àíòèòåëà ê Ñ- è N-êîíöåâîìó äîìåíàì ìîëåêóëû àêòèíà
âûÿâëÿþò ðàçíûå ôóíêöèîíàëüíûå ôîðìû àêòèíà, íàõî-
äÿùèåñÿ â ôóíêöèîíàëüíûõ âçàèìîñâÿçÿõ ñ õðîìàòèíîì
è ñ àïïàðàòîì òðàíñêðèïöèè ñîîòâåòñòâåííî (Áîãîëþáî-
âà, Áîãîëþáîâà, 2009). Äàííûå, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð äâóõ-
êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè íà êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ

ïîñëå âîçäåéñòâèÿ DRB è ÄÍÊàçû.

à — àíòèòåëà ê Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû àêòèíà, á — àíòèòåëà ê
N-êîíöåâîìó äîìåíó ìîëåêóëû àêòèíà. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ñîîò-
âåòñòâóþò ãðàíèöàì äîâåðèòåëüíûõ èíòåðâàëîâ äëÿ óðîâíÿ çíà÷èìîñòè
0.05. Çâåçäî÷êàìè îáîçíà÷åíû çíà÷åíèÿ, äîñòîâåðíî îòëè÷àþùèåñÿ îò

êîíòðîëÿ.



ðàáîòå, ñâèäåòåëüñòâóþò ïðîòèâ äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ.
Áîëåå âåðîÿòíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ñõîäíóþ èíòåíñèâíîñòü
ñâÿçûâàíèÿ äàííûõ àíòèòåë ñ àêòèíîì íà èììóíîáëîòàõ
(Áîãîëþáîâà, Ïàðôåíîâ, 2012), àíòèòåëà ê N-êîíöåâîìó
äîìåíó â ñèëó ñâîèõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé
îáëàäàþò ìåíüøåé ñïîñîáíîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÿäåðíûì
àêòèíîì ïðè ìå÷åíèè òîòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ ýìáðèîíîâ
ìûøè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00757) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è
êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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A COMPARATIVE STUDY OF FLUORESCENT PATTERNS

IN THE NUCLEI OF EARLY MOUSE EMBRYOS USING ANTIBODIES AGAINST

DIFFERENT DOMAINS OF THE ACTIN MOLECULE

I. O. Bogolyubova
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In this work, new data on the peculiarities of actin immunofluorescent detection in 2-cell mouse embryos
using antibodies against C- and N-terminal domains are presented. We studied the distribution of nuclear actin
after artificial suppression of transcription and after enzymatic digestion of DNA. The visual observations were
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supplemented with morphometric analyses of confocal images. In both experimental groups (treated by transc-
ription inhibitors or DNase) the reliable increasing of fluorescence intensity is revealed when antibody against
C-, but not against N-terminal domain of actin was used. These finding allows to suppose that antibody against
C-terminal domain of actin is suitable with a high efficiency for immunofluorescent studies on the nuclei of cle-
avage mouse embryo.

K e y w o r d s: preimplantation mouse embryos, nuclear actin, transcription, laser scanning confocal mic-
roscopy.
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