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Ñòðåññîâûå ãðàíóëû â êëåòêàõ ñ èíòàêòíûìè èëè ðàçðóøåííûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè

Ñòðåññîâûå ãðàíóëû (ÑÃ) — âðåìåííûå ÐÍÏ-ñòðóêòóðû, âîçíèêàþùèå â êëåòêàõ ïðè ñòðåññå. Äëÿ
èõ èçó÷åíèÿ ïðèìåíÿþò â îñíîâíîì ôëóîðåñöåíòíî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå ìåòîäû ñ ïîñëåäóþùèì êîëè÷å-
ñòâåííûì àíàëèçîì êëåòî÷íûõ èçîáðàæåíèé. Íàìè ðàçðàáîòàí íîâûé àëãîðèòì àâòîìàòè÷åñêîãî âûÿâ-
ëåíèÿ ÑÃ íà íåðàâíîìåðíîì ôîíå öèòîïëàçìû êóëüòèâèðóåìûõ æèâîòíûõ êëåòîê. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî àë-
ãîðèòìà ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá îáðàçîâàíèè âèäèìûõ ÑÃ â êëåòêàõ ïî ïðèíöèïó
«âñå èëè íè÷åãî» è îá îòíîñèòåëüíîì ïîñòîÿíñòâå èõ êîëè÷åñòâà â êëåòêàõ. Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ðàçðó-
øåíèå êëåòî÷íûõ ìèêðîòðóáî÷åê ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ñðåäíåãî ðàçìåðà ÑÃ è óâåëè÷åíèþ èõ êîëè-
÷åñòâà â êëåòêå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòðåññîâûå ãðàíóëû, èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, àíàëèç èçîáðàæå-
íèé, ìèêðîòðóáî÷êè, ÐÍÏ.

Ñòðåññîâûå ãðàíóëû (ÑÃ) — ñêîïëåíèÿ ÐÍÏ â öèòî-
ïëàçìå æèâîòíûõ êëåòîê, íàáëþäàþùèåñÿ ïîñëå âîçäåé-
ñòâèÿ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ, íàïðèìåð òåïëîâîãî øîêà,
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è óëüòðàôèîëåòîâîãî îáëó÷åíèÿ
(ñì. îáçîðû: Èâàíîâ, Íàäåæäèíà, 2006; Thomas et al.,
2011). Ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ ñòðåññèðóþùåãî âîçäåéñòâèÿ
ÑÃ ðàññàñûâàþòñÿ. Â ñîñòàâ ÑÃ âõîäÿò ìÐÍÊ, áîëüøîå
êîëè÷åñòâî ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, ôàêòîðû èíèöèà-
öèè òðàíñëÿöèè eIF1, eIF3, eIF4F è ìàëàÿ ðèáîñîìíàÿ
ñóáúåäèíèöà. Áîëüøàÿ ðèáîñîìíàÿ ñóáúåäèíèöà, à òàêæå
ôàêòîðû èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè eIF5 è eIF2 èñêëþ÷àþòñÿ
èç ÑÃ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îáðàçîâàíèå ÑÃ ÿâëÿåòñÿ
ñëåäñòâèåì èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñëÿöèè íà ñòàäèè èíèöè-
àöèè, â ÷àñòíîñòè çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ eIF2a. Â ðå-
çóëüòàòå ýòîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â êëåòêå ðåçêî ñíèæà-
åòñÿ êîëè÷åñòâî òðîéñòâåííîãî êîìïëåêñà è íà 5R-êîíöàõ
ìÐÍÊ ñîáèðàåòñÿ íåêàíîíè÷åñêèé èíèöèàòîðíûé êîìï-
ëåêñ, íå ñîäåðæàùèé òðîéñòâåííîãî êîìïëåêñà. Ïîëó÷à-
þùèåñÿ ìÐÍÏ-÷àñòèöû îáúåäèíÿþòñÿ â öèòîïëàçìå â ÑÃ
(Kedersha et al., 2002). Íåñìîòðÿ íà äîñòàòî÷íî èíòåíñèâ-
íûå èññëåäîâàíèÿ, ìåõàíèçìû îáúåäèíåíèÿ ÐÍÏ ïðè îá-
ðàçîâàíèè ÑÃ è áèîëîãè÷åñêèé ñìûñë îáðàçîâàíèÿ ÑÃ â
êëåòêàõ îñòàþòñÿ íåïîíÿòíûìè.

ÑÃ ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ðûõëûìè ñòðóêòóðàìè. Íåñìîòðÿ
íà äîñòàòî÷íî ïðîäîëæèòåëüíóþ èñòîðèþ èõ èññëåäîâà-
íèÿ, ïîïûòêè âûäåëèòü èõ in vitro îêàçàëèñü íåóäà÷íûìè.
ÑÃ èçó÷àþò â îñíîâíîì ìåòîäàìè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè,
èñïîëüçóÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå, ýêñï-
ðåññèþ â êëåòêàõ áåëêîâ-ìàðêåðîâ ÑÃ, ñëèòûõ ñ ôëóîðåñ-
öåíòíûìè áåëêàìè, ãèáðèäèçàöèþ ñ ÄÍÊ-çîíäàìè. Èçó-

÷åíèå ÷èñëà, ðàçìåðà è ðàñïîëîæåíèÿ â êëåòêå ÑÃ ïðè
ðàçëè÷íûõ âðåìåíàõ è èíòåíñèâíîñòÿõ ñòðåññîâîãî âîç-
äåéñòâèÿ, à òàêæå ïðè äîïîëíèòåëüíûõ âîçäåéñòâèÿõ íà
êëåòêè, íàïðèìåð ïðè ðàçðóøåíèè ìèêðîòðóáî÷åê, èãðàåò
îñíîâíóþ ðîëü â èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâà-
íèÿ ÑÃ. Îáû÷íî ïðè èññëåäîâàíèè ÷èñëà è ðàçìåðà ÑÃ èõ
ëèáî ïîäñ÷èòûâàþò âðó÷íóþ, ÷òî î÷åíü òðóäîåìêî è òàèò
â ñåáå îïàñíîñòü âëèÿíèÿ ÷åëîâå÷åñêîãî ôàêòîðà íà ðå-
çóëüòàòû ïîäñ÷åòà, ëèáî ïðèìåíÿþò àíàëèç ìèêðîñêîïè-
÷åñêèõ ôîòîãðàôèé ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì.

Ê ñîæàëåíèþ, îñíîâíûå ñóùåñòâóþùèå â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ïðîãðàììû àíàëèçà èçîáðàæåíèé (ImageJ, îòêðû-
òàÿ ïðîãðàììà, http://imagej.nih.gov/ij) è MetaMorph (Mo-
lecular Devices, Inc., ÑØÀ) íå èñïîëüçóþò àëãîðèòìîâ,
êîòîðûå ìîãëè áû ðåøèòü ïðîáëåìó ïîäñ÷åòà ÑÃ. Ïðè
êîìïüþòåðíîì àíàëèçå äëÿ ïîäñ÷åòà ÷àñòèö îáû÷íî áè-
íàðèçóþò ôîòîãðàôèþ ïðè ïîìîùè ïîñòîÿííîãî äëÿ âñå-
ãî èçîáðàæåíèÿ ïîðîãà, êàê, íàïðèìåð, ýòî ñäåëàíî â ðà-
áîòå (Zurla et al., 2011). Äëÿ ðåàëüíûõ ôîòîãðàôèé êëåòîê
ñ ÑÃ ýòî âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ îêàçûâàåòñÿ íåïðèåìëåìûì,
ïîñêîëüêó áîëüøèíñòâî êîìïîíåíòîâ ÑÃ ëîêàëèçóåòñÿ
òàêæå è äèôôóçíî â öèòîïëàçìå è ÿðêîñòü ôîíîâîãî îêðà-
øèâàíèÿ â öåíòðå êëåòêè ìîæåò áûòü âûøå, ÷åì ÿðêîñòü
âèäèìîé ãðàíóëû íà ïåðèôåðèè êëåòêè (ðèñ. 1, à, á). Ïðè
áèíàðèçàöèè ïîäîáíîé ôîòîãðàôèè öåíòðàëüíî ðàñïîëî-
æåííûå ãðàíóëû ñëèâàþòñÿ äðóã ñ äðóãîì (ðèñ. 1, à, á,
ñòðåëêà) ëèáî ïðè âûñòàâëåíèè äðóãîãî ïîðîãà ïðîïàäà-
þò ïåðèôåðè÷åñêèå ãðàíóëû.

Â íàøåé ðàáîòå ìû ïðåäëàãàåì àëãîðèòì äëÿ àâòîìà-
òèçèðîâàííîãî ðàñïîçíàâàíèÿ èçîáðàæåíèÿ ÑÃ, ãðàíèöà
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êîòîðîãî ìàêñèìàëüíî áëèçêà ê ðàñïîçíàâàåìîé ÷åëîâå-
êîì, è ïðèâîäèì íåêîòîðûå ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè
ïîìîùè ýòîãî àëãîðèòìà.

Ìû ðàíåå ïîêàçàëè, ÷òî îáðàçîâàíèå ÑÃ â êëåòêàõ
ïîä äåéñòâèåì àðñåíèòà èëè àðñåíàòà íàòðèÿ, ò.å. ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, èíãèáèðóåòñÿ ïðè ðàçðóøåíèè
ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëîì (Ivanov et al., 2003; Nadezh-
dina et al., 2010). Ïî äàííûì äðóãèõ àâòîðîâ, ïðè ðàçðó-
øåíèè ìèêðîòðóáî÷åê ÑÃ âñå æå îáðàçóþòñÿ, íî çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøåãî ðàçìåðà, ÷åì â êîíòðîëå (Chernov et al.,
2008; Kolobova et al., 2009). Ñêîðåå âñåãî, ìåõàíèçì ó÷àñ-
òèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â ñáîðêå ÑÃ ñîñòîèò â òîì, ÷òî
ïî ìèêðîòðóáî÷êàì ïðîèñõîäèò òðàíñïîðò êîìïîíåí-
òîâ ÑÃ, îáëåã÷àþùèé èõ âñòðå÷ó â ïðîñòðàíñòâå êëåòêè.
Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ýòîãî ìåõàíèçìà íåîáõîäèìî êîëè-
÷åñòâåííîå èçó÷åíèå äèíàìèêè ñáîðêè ÑÃ â ïðèñóòñòâèè
è â îòñóòñòâèå êëåòî÷íûõ ìèêðîòðóáî÷åê. Ñóùåñòâåí-
íûì ïðè ýòîì ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î òîì, äîñòîâåðíà ëè îöåí-
êà èíòåíñèâíîñòè îáðàçîâàíèÿ ÑÃ ïî äîëå êëåòîê, â êîòî-
ðûõ îíè îáðàçîâàëèñü. Ìû ïðèìåíèëè ðàçðàáîòàííûé
íàìè àëãîðèòì àíàëèçà èçîáðàæåíèé äëÿ àâòîìàòèçè-
ðîâàííîãî ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà ÑÃ, ÷òî ïîçâîëèëî ïîëó-
÷èòü îáúåêòèâíûå äàííûå è ñäåëàòü ñîîòâåòñòâóþùèå
âûâîäû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè HeLa
(÷åëîâå÷åñêàÿ êàðöèíîìà øåéêè ìàòêè) è CV-1 (ýïèòå-
ëèé ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè). Êëåòêè âûðàùèâàëè
íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé 45 % ñðåäû F12, 45 % ñðåäû
DMEM (Ïàíýêî, Ðîññèÿ), 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) c äî-
áàâëåíèåì ãåíòàìèöèíà, íà ïëàñòèêîâîé êóëüòóðàëüíîé
ïîñóäå ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (òåìïåðàòóðà 37 °Ñ,
ñîäåðæàíèå óãëåêèñëîãî ãàçà â ñðåäå 5 %). Äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ðàññàæèâàëè íà ïîêðîâ-
íûå ñòåêëà.

Äëÿ ðàçáîðêè êëåòî÷íûõ ìèêðîòðóáî÷åê â ñðåäó äî-
áàâëÿëè íîêîäàçîë äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 6 ìêã/ìë
íà 2 ÷. Äëÿ èíäóêöèè ÑÃ èñïîëüçîâàëè àðñåíèò íàòðèÿ
(NaH2AsO3); ìàêñèìàëüíàÿ êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ àðñå-
íèòà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà 250 ìêÌ (äëÿ
êëåòîê HeLa) è 625 ìêÌ (äëÿ êëåòîê CV-1). Âðåìÿ âîç-
äåéñòâèÿ àðñåíèòîì ñîñòàâëÿëî 30—60 ìèí.

Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â îõëàæäåííîì äî –20 °Ñ àáñî-
ëþòíîì ìåòàíîëå. Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøè-
âàíèÿ ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 30 ìèí ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè, ðàçâåäåííûìè íà PBS,
ïðîìûâàëè 2 ðàçà ïî 5—7 ìèí PBS è èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 30 ìèí ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàí-
íûìè ñ ôëóîðîõðîìàìè. Ïîñëå èíêóáàöèè ñî âòîðûìè
àíòèòåëàìè ñòåêëà ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5—7 ìèí áóôå-
ðîì PBS è çàêëþ÷àëè â Aqua Poly/Mount (Polysciences,
ÑØÀ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àí-
òèòåëà ê eIF3à (Øàíèíà è äð., 2001) è ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê òóáóëèíó DM-1A (Sigma, ÑØÀ), àíòèòåëà
ïðîòèâ IgG êðîëèêà è IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ òåò-
ðàìåòèëðîäàìèíèçîòèîöèàíàòîì (TRITC) èëè ñ ôëóîðåñ-
öåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC) (Molecular Probes, ÑØÀ).

Ïðåïàðàòû êëåòîê ïðîñìàòðèâàëè â ìèêðîñêîïå Axi-
overt-200Ì (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ îáúåêòèâàìè Planapo
63� è 100�. Ôîòîãðàôèè (16-áèòîâûå ÷åðíî-áåëûå èçîá-
ðàæåíèÿ) ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû
AxioCam HRc, óïðàâëÿåìîé ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì
AxioVision 3.1 (Carl Zeiss Vision, Ãåðìàíèÿ).

Ðåàëèçàöèÿ àëãîðèòìà àâòîìàòèçèðîâàííîãî ïîäñ÷åòà
ÑÃ áûëà îñóùåñòâëåíà íà ÿçûêå Java â âèäå êëàññà-ïëàãè-
íà äëÿ ïðîãðàììû ImageJ ïðè ïîìîùè IDE Eclipse. Ïëà-
ãèí ðàáîòàåò ñ 16-áèòíûìè èçîáðàæåíèÿìè. Äëÿ çàïóñêà
ïëàãèíà èçîáðàæåíèå èíòåðåñóþùåé íàñ êëåòêè íóæíî
îáâåñòè ïî êîíòóðó.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ãðàíèöà ÑÃ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ÷åòêèì è ðåçêèì ïåðå-
õîäîì ÿðêîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîì îêðàøèâàíèè íà ÑÃ èëè ïðè ýêñïðåññèè áåëêà-
ìàðêåðà ÑÃ, ñëèòîãî ñ ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì. ßðêîñòü
ôîíà ìîæåò áîëüøå èçìåíèòüñÿ ïðè ïåðåõîäå èç îäíîé
÷àñòè êëåòêè â äðóãóþ, ÷åì ïðè ïåðåõîäå èç öèòîïëàçìû
íà ÑÃ, îäíàêî ïðîéäåííîå ðàññòîÿíèå ïðè ïåðåõîäå ìåæ-
äó ðàçíûìè ÷àñòÿìè ôîíà áóäåò áîëüøå.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ÑÃ èç ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ ìàðêåðà ìû
èñïîëüçîâàëè âû÷èòàíèå èç èñõîäíîãî 16-áèòîâîãî èçîá-
ðàæåíèÿ åãî êîïèè, ïîäâåðãíóòîé ãàóññîâñêîìó ðàçìûâà-
íèþ, ïîâòîðåííîìó íåñêîëüêî ðàç. Ãàóññîâñêîå ðàçìûâà-
íèå — ñòàíäàðòíàÿ ôóíêöèÿ Gaussian blur ïðîãðàììû
ImageJ. Ïîñêîëüêó ÑÃ ðåçêî âûäåëÿþòñÿ èç ôîíà ñòå-
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Ðèñ. 1. Ñòðåññîâûå ãðàíóëû (ÑÃ) â êëåòêå HeLa, îáðàáîòàííîé àðñåíèòîì.

à — èñõîäíîå èçîáðàæåíèå, á — áèíàðèçàöèÿ èçîáðàæåíèÿ â ïðîãðàììå ImageJ, â — áèíàðèçàöèÿ èçîáðàæåíèÿ ïîñëå îáðàáîòêè ïî îïèñûâàåìîìó â
ñòàòüå àëãîðèòìó. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå íà áåëîê eIF3a. Ñòðåëêîé óêàçàíû äâå ÑÃ, ñëèâøèåñÿ ïðè ïðîñòîé áèíàðèçàöèè èçîáðàæå-

íèé. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì.



ïåíüþ ñâîåé ÿðêîñòè, ïðè ðàçìûâàíèè èçîáðàæåíèÿ ÿð-
êîñòü òåõ ïèêñåëåé, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò èõ ðàñïîëî-
æåíèþ, ïàäàåò, è èìåííî â ýòèõ ìåñòàõ äîñòèãàåòñÿ ìàê-
ñèìàëüíàÿ ðàçíîñòü ÿðêîñòè ìåæäó èñõîäíûì è
ðàçìûòûì èçîáðàæåíèÿìè (ðèñ. 2).

Ïîñëå âû÷èòàíèÿ ðàçìûòîãî èçîáðàæåíèÿ èç èñõîä-
íîãî ìû åùå ðàç ðàçìûâàëè èçîáðàæåíèå íåáîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî ðàç, äëÿ òîãî ÷òîáû íåéòðàëèçîâàòü âîçäåéñò-
âèå øóìà. Øóì íà èçîáðàæåíèè ìîæåò âûçâàòü ðàñïîçíà-
âàíèå â êà÷åñòâå ãðàíóë ñëó÷àéíî âîçíèêøèõ ÿðêèõ

òî÷åê, îñîáåííî ïðè îáðàáîòêå èçîáðàæåíèé êëåòîê, â êî-
òîðûõ ãðàíóë íåò, à òàêæå ðàñïîçíàâàíèå ãðàíèöû ãðàíó-
ëû êàê áîëåå èçðåçàííîé, ÷åì â äåéñòâèòåëüíîñòè. Â
ïðîãðàììå ïðåäóñìîòðåíî òàêæå íîðìèðîâàíèå îáùåé
ÿðêîñòè, ò. å. ñóììàðíàÿ ÿðêîñòü îêîí÷àòåëüíîé êàðòèíêè
ñ îòäåëüíûìè ïÿòíàìè ãðàíóë òàêàÿ æå, êàê èñõîäíîé
êàðòèíêè êëåòêè. Ïîñêîëüêó ïëîùàäü ãðàíóë ìàëà, îíè
ñòàíîâÿòñÿ ÿð÷å, ÷åì ëþáîé ýëåìåíò èñõîäíîé êàðòèíêè
(ðèñ. 2, ã).

Íà ôèíàëüíîé ñòàäèè ìû áèíàðèçîâàëè èçîáðàæåíèå
íà îñíîâå òîãî, áîëüøå èëè ìåíüøå ÿðêîñòü èñõîäíîãî
ïèêñåëÿ îïðåäåëåííîãî ïîðîãà. Ïîñëå âòîðîãî ðàçìûâà-
íèÿ è âûñòàâëåíèÿ ïîðîãà ïîëó÷àëîñü èçîáðàæåíèå
(ðèñ. 1, â), â êîòîðîì áûëè îò÷åòëèâî âèäíû ÑÃ âî âñåõ
÷àñòÿõ êëåòêè — è â öåíòðå, è íà ïåðèôåðèè. Áèíàðèçî-
âàííîå èçîáðàæåíèå îáðàáàòûâàëè ñòàíäàðòíûì ôóíêöè-
îíàëîì êëàññà Particle Analyser ïðîãðàììû ImageJ äëÿ
ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà ÑÃ è èçìåðåíèÿ èõ ïëîùàäè. Ìû îá-
íàðóæèëè, ÷òî êîëè÷åñòâà ãàóññîâñêèõ ðàçìûâàíèé äî
âû÷èòàíèÿ èçîáðàæåíèé è ïîñëå íåãî, à òàêæå çíà÷åíèå
ïîðîãà íóæäàþòñÿ â ïîäáîðå âðó÷íóþ äëÿ êàæäîé ñåðèè
èçîáðàæåíèé è ïî ìåíüøåé ìåðå äëÿ êàæäîé ëèíèè êëå-
òîê. Îïòèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ðàçìûòèé è çíà÷åíèå ïîðî-
ãà çàâèñÿò îò ÿðêîñòè ôîíà è ñîîòíîøåíèÿ ÿðêîñòè ìåæäó
ôîíîì è ãðàíóëîé.

Ìû ïîäáèðàëè êîëè÷åñòâî ðàçìûâàíèé òàê, ÷òîáû
êîëè÷åñòâî ÑÃ, ïîäñ÷èòàííîå ïðîãðàììîé, ìàêñèìàëüíî
ñîîòâåòñòâîâàëî òàêîâîìó, ïîäñ÷èòàííîìó âðó÷íóþ, íà
ïðèìåðå õîòÿ áû îäíîé êëåòêè (òàáë. 1, 2). Êîíå÷íî, ðó÷-

562 À. À. Ñàáëèíà, Å. Ì. ×óäèíîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ñõåìà îáðàáîòêè èçîáðàæåíèÿ ïî îïèñûâàåìîìó â òåêñòå àëãîðèòìó.

à — èñõîäíîå èçîáðàæåíèå; èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå íà áåëîê eIF3a; óêàçàíà ëèíèÿ, âäîëü êîòîðîé ïðîâîäèëè ëèíåéíîå ñêàíèðîâàíèå
èçîáðàæåíèÿ ñ óêàçàíèåì ðàññòîÿíèÿ â îòí. åä.; Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì. á—ã — ëèíåéíûå ñêàíû èçîáðàæåíèÿ âäîëü ëèíèè, ïîêàçàííîé íà
ðèñ. 2, à; á — ñêàí èñõîäíîãî èçîáðàæåíèÿ, â — ñêàí ïîñëå 70 ðàçìûâàíèé, ã — ñêàí ïîñëå âû÷èòàíèÿ ðàçìûòîãî èçîáðàæåíèÿ èç èñõîäíîãî è åãî íîð-

ìàëèçàöèè.

Ò à á ë è ö à 1

×èñëî îïðåäåëÿåìûõ â êëåòêå ãðàíóë:
ïðèìåð ïîäáîðà ÷èñëà ðàçìûâàíèé èçîáðàæåíèÿ êëåòêè

HeLa
äî è ïîñëå âû÷èòàíèÿ èñõîäíîãî èçîáðàæåíèÿ

×èñëî ðàç-
ìûòèé äî

âû÷èòàíèÿ

×èñëî ðàçìûâàíèé ïîñëå âû÷èòàíèÿ

2 3 4 5

5 94 78 63 57

6 85 76 64 59

10 78 66 59 55

30 58 51 49 47

70 43 43 43à 42

100 41 40 35 32
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Ò à á ë è ö à 2

×èñëî îïðåäåëÿåìûõ â êëåòêå ãðàíóë:
ïðèìåð ïîäáîðà ÷èñëà ðàçìûâàíèé èçîáðàæåíèÿ êëåòêè CV-1

äî è ïîñëå âû÷èòàíèÿ èñõîäíîãî èçîáðàæåíèÿ

×èñëî ðàç-
ìûòèé äî

âû÷èòàíèÿ

×èñëî ðàçìûâàíèé ïîñëå âû÷èòàíèÿ

2 3 4 5

5 152 127 119 105

6 148 128à 118 108

10 141 126 116 105

30 118 99 95 89

70 78 71 66 68

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå. Âèçóàëüíî â êëåòêå
îïðåäåëèëè 129 ãðàíóë.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê HeLa ïî ÷èñëó â
íèõ ÑÃ.

Ñâåòëûå ñòîëáèêè — êëåòêè, îòíåñåííûå ê êëåòêàì áåç ÑÃ, òåìíûå
ñòîëáèêè — êëåòêè ñ ÑÃ.

Ðèñ. 4. Ñòðåññîâûå ãðàíóëû â êëåòêàõ CV-1, îáðàáîòàííûõ àðñåíèòîì èëè àðñåíèòîì íà ôîíå íîêîäàçîëà.

à, á — èçîáðàæåíèÿ êëåòîê; èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå íà áåëîê eIF3a: à — êëåòêà, îáðàáîòàííàÿ àðñåíèòîì (À); á — êëåòêà, îáðàáîòàííàÿ
àðñåíèòîì íà ôîíå íîêîäàçîëà (À + Í); â, ã — ïîäñ÷åòû, âûïîëíåííûå ñ ïîìîùüþ îïèñûâàåìîãî àëãîðèòìà — ñîîòâåòñòâåííî ñðåäíåå ÷èñëî ÑÃ íà

êëåòêó è ñðåäíèé ðàçìåð ÑÃ. Îá. 63�.



íîé ïîäáîð ïàðàìåòðîâ ïðèâíîñèò ñóáúåêòèâíûé ìîìåíò
â ðàçðàáîòàííûé àëãîðèòì, íî âíóòðè êàæäîé ñåðèè èçìå-
ðåíèé ïîäñ÷åòû îñòàþòñÿ óíèôèöèðîâàííûìè. Äëÿ êëå-
òîê CV-1 îïòèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ðàçìûâàíèé îêàçàëîñü
6 äî âû÷èòàíèÿ è 3 ïîñëå âû÷èòàíèÿ, à äëÿ êëåòîê HeLa
îïòèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ðàçìûâàíèé áûëî îïðåäåëåíî
êàê 70 äî âû÷èòàíèÿ è 4 ïîñëå âû÷èòàíèÿ (òàáë. 1, 2). Íå-
îáõîäèìî áûëî òàêæå ïîäîáðàòü ïîðîã äëÿ áèíàðèçàöèè
êîíå÷íîãî èçîáðàæåíèÿ. Äëÿ êëåòîê CV-1 ïîðîã ñîñòàâèë
4500 åäèíèö îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, à äëÿ êëåòîê HeLa —
3000.

Â èòîãå â êëåòêàõ CV-1, îáðàáîòàííûõ 375 ìêÌ àðñå-
íèòà, ïðè àâòîìàòè÷åñêîì ïîäñ÷åòå áûëî îïðåäåëåíî â
ñðåäíåì 142 � 21 ÑÃ, à ïðè ðó÷íîì ïîäñ÷åòå â òîé æå âû-
áîðêå êëåòîê — 148 � 22 ÑÃ, ò. å. ðåçóëüòàòû ïðàê-
òè÷åñêè ñîâïàëè. Ïîõîæèé ðåçóëüòàò áûë ïîëó÷åí è äëÿ
êëåòîê HeLa. Íàø ïëàãèí áûë âêëþ÷åí â ñïèñîê ïëà-
ãèíîâ ïðîãðàììû ImageJ è ðàçìåùåí ïî àäðåñó
http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/stress_granule_counter/in-
dex.html. Ïëàãèí, âåðîÿòíî, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ïîä-
ñ÷åòà ëþáûõ ãðàíóë íà íåïîñòîÿííîì ôîíå. Íà îáðàáî-
òàííûõ èçîáðàæåíèÿõ êëåòîê ìîæíî îöåíèòü òàêæå è
ñðåäíèé ðàçìåð ãðàíóë, ïðàâäà, êàê âñåãäà ïðè ôëóîðåñ-
öåíòíîé ìèêðîñêîïèè, èçìåðåíèÿ ëèíåéíîãî ðàçìåðà
îáúåêòà èìåþò çíà÷èòåëüíóþ ïîãðåøíîñòü è íîñÿò îöå-
íî÷íûé õàðàêòåð.

Â ñâîèõ ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ïî èçó÷åíèþ ìåõàíèç-
ìà ôîðìèðîâàíèÿ ÑÃ ìû èñïîëüçîâàëè òàêîé ïàðàìåòð,
êàê äîëÿ êëåòîê, èìåþùèõ èëè íå èìåþùèõ ÑÃ. Âîçíèêà-
åò âîïðîñ: ñîäåðæàò ëè êëåòêè âñå âàðèàíòû âîçìîæíîãî
êîëè÷åñòâà ÑÃ, è òîãäà âûäåëåíèå äâóõ êëàññîâ êëåòîê
ñóáúåêòèâíî, èëè äåéñòâèòåëüíî ñóùåñòâóþò êëåòêè, ñî-
äåðæàùèå èëè íå ñîäåðæàùèå ÑÃ? Äëÿ îòâåòà íà ýòîò âî-
ïðîñ ìû ïîñòðîèëè ãèñòîãðàììû êîëè÷åñòâà ýëåìåíòîâ
èçîáðàæåíèÿ, ðàñïîçíàííûõ àëãîðèòìîì êàê ÑÃ, äëÿ êëå-
òîê HeLa, îáðàáîòàííûõ 100 ìêÌ àðñåíèòà â òå÷åíèå
30 ìèí, êàê äëÿ öåëîé ãðóïïû, òàê è ïðåäâàðèòåëüíî ðàç-
áèâ èõ íà ãðóïïû ñîäåðæàùèõ è íå ñîäåðæàùèõ ÑÃ ïî
ñóáúåêòèâíîìó âîñïðèÿòèþ.

Íà ñóììàðíîé ãèñòîãðàììå ìîæíî âèäåòü äâà ìàêñè-
ìóìà êëåòîê: ïðè êîëè÷åñòâå ÑÃ ìåíüøå 5 è îêîëî 30
(ðèñ. 3). Èç ýòîãî ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî
ÑÃ îáðàçóþòñÿ â êëåòêàõ íå ïîñòåïåííî, à ïî ïðèíöèïó
«âñå èëè íè÷åãî» — åñëè èõ ôîðìèðîâàíèå íà÷àëîñü â
êîíêðåòíîé êëåòêå, òî â íåé ñðàçó îáðàçóåòñÿ 20—35 ãðà-
íóë. Ýòî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ áûñòðûì ïåðåõîäîì âñåãî
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êëåòêè, ñïîñîáíîãî ê
ôîðìèðîâàíèþ ÑÃ, â ñîñòîÿíèå, ñïîñîáñòâóþùåå èõ îá-
ðàçîâàíèþ, ïðè÷åì ýòîò ïåðåõîä àñèíõðîíåí ó ðàçíûõ
êëåòîê â îäíîì è òîì æå ïðåïàðàòå. Òàêèì îáðàçîì, îöåí-
êà äîëè êëåòîê, èìåþùèõ ÑÃ, âïîëíå ïðàâîìî÷íà äëÿ
îöåíêè õàðàêòåðà âîçäåéñòâèÿ.

Ïîäðîáíûå õàðàêòåðèñòèêè êîëè÷åñòâà è ðàçìåðà ÑÃ
ïðè ðàçðóøåíèè ìèêðîòðóáî÷åê èëè ïðè èõ ñòàáèëèçàöèè
äåéñòâèåì òàêñîëà, à òàêæå ïðè ðàçíîé ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòè âîçäåéñòâèÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ îïèñàííîãî àë-
ãîðèòìà, ìû ñîáèðàåìñÿ îáñóäèòü â ñòàòüå, ïîäãîòàâëèâà-
åìîé ê ïå÷àòè. Çäåñü æå ìû ïðèâåäåì ïðåäâàðèòåëüíûå
äàííûå ïî êîëè÷åñòâó è ðàçìåðó ÑÃ â êëåòêàõ CV-1 ïðè
èíòàêòíûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ è ïîñëå îáðàáîòêè íîêîäàçî-
ëîì, ðàçðóøàþùèì ìèêðîòðóáî÷êè, ïðè îäíîé êîíöåíò-
ðàöèè àðñåíèòà — 375 ìêÌ (ðèñ. 4). Ìû ïðåäâàðèòåëüíî
óäîñòîâåðèëèñü, ÷òî àðñåíèò çàìåòíî íå âëèÿåò íà ìèêðî-

òðóáî÷êè, à èñïîëüçîâàííàÿ íàìè îáðàáîòêà íîêîäàçîëîì
ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó ðàçðóøåíèþ ìèêðîòðó-
áî÷åê (äàííûå íå ïîêàçàíû). Íà ôîòîãðàôèÿõ âèäíî, ÷òî
ïðè ðàçîáðàííûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ ôîðìèðóþùèåñÿ ÑÃ
îêàçûâàþòñÿ äîñòîâåðíî ìåíüøåãî ðàçìåðà, à òàêæå îá-
ðàçóþòñÿ â äîñòîâåðíî áîëüøåì êîëè÷åñòâå, ÷åì ïðè èí-
òàêòíûõ ìèêðîòðóáî÷êàõ. Èíòåðåñíî, ÷òî ñóììàðíàÿ ïëî-
ùàäü ÑÃ, îòðàæàþùàÿ ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî âêëþ÷åí-
íîãî â íèõ ìàòåðèàëà, îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííîé.
Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè ìèêðîòðóáî÷åê â óêðóï-
íåíèè ÑÃ, âåðîÿòíî, ïðè èõ ñëèÿíèè äðóã ñ äðóãîì (Na-
dezhdina et al., 2010).

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ðàçðàáîòàí è ðåàëèçîâàí àëãî-
ðèòì, ïîçâîëÿþùèé â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå îïðåäå-
ëÿòü ãðàíèöû, ïëîùàäü è ðàñïîëîæåíèå èíäèâèäóàëüíûõ
ÑÃ íà èçîáðàæåíèÿõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê, ðàñïëàñ-
òàííûõ ïî ñóáñòðàòó, äàæå åñëè ÿðêîñòü ôîíà â îäíèõ ìå-
ñòàõ êëåòêè áîëüøå, ÷åì ÿðêîñòü ãðàíóë â äðóãèõ. Ïîäî-
áðàíû îïòèìàëüíûå ïàðàìåòðû äëÿ ðàáîòû ýòîãî ïëàãèíà
íà èçîáðàæåíèÿõ êëåòîê CV-1 è HeLa. Ñ ïîìîùüþ àëãî-
ðèòìà ïîëó÷åí çíà÷èòåëüíûé îáúåì äàííûõ, ñâèäåòåëüñò-
âóþùèõ îá îáðàçîâàíèè ÑÃ ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷å-
ãî» è î íåîáõîäèìîñòè ïðèñóòñòâèÿ â êëåòêàõ ìèêðîòðó-
áî÷åê äëÿ óêðóïíåíèÿ è óìåíüøåíèÿ ÷èñëà ÑÃ â êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01107).
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STRESS GRANULES IN THE CELLS WITH INTACT AND DISCRUPTED MICROTUBULES:

ANALYSIS WITH NEW ALGORITHM OF IMAGE PROCESSING
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Stress granules — temporary RNP structures that are formed in cells under stress. They are studied mainly
by means of fluorescence microscopy with the quantitative analysis of cell images. We have developed a new
algorithm for automatic detection of stress granules in the cytoplasm of cultured animal cells having non-uni-
form cytoplasmic background. Using this approach, we have found that visible stress granules are formed in
cells as «all or nothing», and their number in cells is rather constant. We also show that disruption of cellular
microtubules lead to a decrease in the average size of stress granules and an increase in their number in the cell.

K e y w o r d s: stress granules, immunofluorescence microscopy, image analysis, microtubules, RNP.
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