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Èñïîëüçóÿ ñâåòîâóþ ìèêðîñêîïèþ, öåéòðàôåðíóþ âèäåîñúåìêó è àíàëèç öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé,
èçó÷èëè âëèÿíèå ìèòîìèöèíà C â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë íà êëåòêè HeLa-M. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå 2 ÷
êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì êëåòêè ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû íà äâå ãðóïïû: M-I — ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå
êëåòêè, ñîõðàíÿþùèå æèçíåñïîñîáíîñòü ïîñëå äåëåíèÿ, íî áîëüøå íå âñòóïàþùèå â ìèòîç; M-II —
êëåòêè, âñòóïàþùèå â ìèòîç, íî íåñïîñîáíûå åãî çàâåðøèòü, ÷òî ïðèâîäèò ê èõ ãèáåëè. Èçâåñòíî, ÷òî
ìèòîìèöèí ñïåöèôè÷åñêè áëîêèðóåò ðåïëèêàöèþ ÄÍÊ, ëîêàëèçóÿñü â åå ìàëîé áîðîçäêå. Åñëè èñõî-
äèòü èç îáùåïðèíÿòîé ãèïîòåçû îáðàçîâàíèÿ «òðàíñêðèïöèîííîãî ïóçûðüêà», ýòî äîëæíî ïðåïÿòñòâî-
âàòü ñèíòåçó ÐÍÊ. Óâåëè÷åíèå ïëîùàäè êëåòîê ãðóïïû M-I è ðàçìåðîâ èõ ÿäðûøåê â ïðîöåññå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ, îäíàêî, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñèíòåç ÐÍÊ è áåëêîâ íå áëîêèðóåòñÿ. Àâòîð ïðèõîäèò ê âûâîäó
î òîì, ÷òî ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò âûñêàçàííóþ èì ðàíåå ãèïîòåçó î ñèíòåçå ÐÍÊ â áîëüøîé áîðîçä-
êå ÄÍÊ áåç åå ëîêàëüíîãî ïëàâëåíèÿ (Petrov, 2006).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèòîç, ÿäðî, ÿäðûøêî, òðàíñêðèïöèÿ, òðàíñêðèïöèîííûé ïóçûðåê, ìèòîìè-
öèí Ñ.

Îäèí èç ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â èñêóññò-
âåííûõ óñëîâèÿõ îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå
ïîäëîæêè ìîíîñëîÿ èç äðóãèõ êëåòîê, íàçûâàåìûõ ôè-
äåðíûìè. Òàêîé ñïîñîá â íàñòîÿùåå âðåìÿ âîñòðåáîâàí â
ñâÿçè ñ ïîëó÷åíèåì è èçó÷åíèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê. ×òî-
áû êëåòêè, èñïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå ôèäåðà, íå ðàçìíî-
æàëèñü, èõ îáðàáàòûâàþò àíòèáèîòèêîì ìèòîìèöèíîì C
(Êîëüöîâà è äð., 2012). Â ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ óñòà-
íîâëåíî, ÷òî îí êîâàëåíòíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÄÍÊ, ëîêàëè-
çóÿñü â åå ìàëîé áîðîçäêå (Tomasz et al., 1987). Ñøèâàÿ
öåïè ÄÍÊ, ìèòîìèöèí Ñ ïðåïÿòñòâóåò åå ðåïëèêàöèè
è òåì ñàìûì áëîêèðóåò äåëåíèå êëåòêè. Èìåííî ýòîò ýô-
ôåêò èñïîëüçóåòñÿ ïðè ïîëó÷åíèè íåäåëÿùèõñÿ, íî æè-
âûõ ôèäåðíûõ êëåòîê. Îäíàêî äåéñòâèå ìèòîìèöèíà C
íå îãðàíè÷åíî òîëüêî ñïåöèôè÷åñêèì ñâÿçûâàíèåì ñ
ÄÍÊ — ïîêàçàíî, ÷òî îí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðèáîñîìíîé
ÐÍÊ è èíãèáèðóåò ñèíòåç áåëêà (Snodgrass et al., 2010).

Ïåðåä ïîñåâîì èññëåäóåìûõ êëåòîê íà ìîíîñëîé ôè-
äåðíûõ ïîñëåäíèå îòìûâàþò îò ìèòîìèöèíà C. Ïîýòîìó
ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå äâóõ òèïîâ êëåòîê ïðîõîäèò
â ñðåäå áåç ìèòîñòàòèêà. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ôèäåðíûå
êëåòêè â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïîãèáàþò, îíè óñïåâàþò âûïîë-
íèòü ñâîþ êóëüòóðàëüíóþ ôóíêöèþ ìåæäó ïåðåñåâàìè
èññëåäóåìûõ êëåòîê. Ïîñêîëüêó ôèäåðíûå êëåòêè â òå÷å-
íèå ýòîãî ïåðèîäà îñòàþòñÿ æèâûìè, ìîæíî ïîëàãàòü,
÷òî ïðîöåññû ìåòàáîëèçìà â íèõ íå ïðåêðàùàþòñÿ. Ñëå-
äîâàòåëüíî, äîëæíû ñèíòåçèðîâàòüñÿ ÐÍÊ è áåëêè. Åñëè
ýòî òàê, òî âîçíèêàåò îïðåäåëåííîå ïðîòèâîðå÷èå ñ îáùå-
ïðèíÿòîé òî÷êîé çðåíèÿ î ìåõàíèçìàõ òðàíñêðèïöèè.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñèíòåçó ÐÍÊ ïðåäøåñòâóåò ëîêàëüíîå
«ïëàâëåíèå» äâîéíîé ñïèðàëè ÄÍÊ, èçâåñòíîå ïîä íàçâà-
íèåì «òðàíñêðèïöèîííûé ïóçûðåê» (Nudler, 1999; Ott

et al., 2011). Òî, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ìîæåò èäòè ïðè îáðà-
çîâàíèè òàêîé ñòðóêòóðû, ïðîäåìîíñòðèðîâàíî íà áåñ-
êëåòî÷íûõ ìîäåëÿõ (Park, Roberts, 2006). Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî, êîâàëåíòíî ñâÿçûâàÿñü ñ ÄÍÊ,
ìèòîìèöèí äîëæåí ïðåïÿòñòâîâàòü îáðàçîâàíèþ òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ïóçûðüêà, ò. å. áëîêèðîâàòü íå òîëüêî ðåï-
ëèêàöèþ, íî è òðàíñêðèïöèþ. È êàê ñëåäñòâèå, îñòàíàâ-
ëèâàòü ñèíòåç áåëêà de novo. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåä-
ïðèíÿòà ïîïûòêà ïðîâåðèòü ýòî ïðåäïîëîæåíèå íà
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ïîñòîÿííîé ëèíèè HeLa.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå î á ú å ê ò à è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ èñïîëüçîâà-
ëè êëåòêè ïîñòîÿííîé ëèíèè HeLa-M (ýïèòåëèîèäíàÿ
êàðöèíîìà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà, ñóáëèíèÿ HeLa), ïîëó-
÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïî-
çâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã).

Ê ë å ò ê è ê ó ë ü ò è â è ð î â à ë è â ïëàñòèêîâûõ ÷àø-
êàõ Ïåòðè (35 ìì; Nunk, Äàíèÿ) íà ñðåäå ÄÌÅÌ (Gibco,
ÑØÀ) â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2 ïðè 37 °C. Â ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó äîáàâëÿëè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ
(Gibco, ÑØÀ) è 100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êëåòêè ðàññåâà-
ëè ñ ïëîòíîñòüþ 3—4�103 êë./ñì2.

×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà îäíó ÷àøêó ñ êëåòêàìè
îñòàâëÿëè â èíêóáàòîðå, âòîðóþ ïîìåùàëè íà ñòîëèê
ìèêðîñêîïà AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàííîãî óñòðîéñòâàìè äëÿ
äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèçíåííîãî íàáëþäåíèÿ çà êëåòêà-
ìè (ïîääåðæàíèå òåìïåðàòóðû, âëàæíîñòè è ÑÎ2). Åùå
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÷åðåç 1 ñóò â ÷àøêó, íàõîäÿùóþñÿ â èíêóáàòîðå, äîáàâëÿ-
ëè ìèòîìèöèí C (Sigma, ÑØÀ) â êîëè÷åñòâå 10 ìêã/ìë è
êëåòêè èíêóáèðîâàëè åùå 2 ÷. Ïîñëå ýòîãî óäàëÿëè ñðåäó
ñ ìèòîñòàòèêîì, äâàæäû îïîëàñêèâàëè êëåòêè PBS è äî-
áàâëÿëè ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó áåç ìèòîìèöèíà.
Êîíòðîëüíóþ ÷àøêó ñ êëåòêàìè óáèðàëè ñî ñòîëèêà ìèê-
ðîñêîïà AxioObserver.Z1, à íà åå ìåñòî ïîìåùàëè ÷àøêó
ñ êëåòêàìè, ïîäâåðãíóòûìè îáðàáîòêå ìèòîìèöèíîì.
×àøêó ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè ïîìåùàëè â èíêóáàòîð.
×åðåç 2 ñóò ýêñïåðèìåíò çàâåðøàëè.

×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà (äî íà÷àëà öåéòðàôåð-
íîé ñúåìêè èíòàêòíûõ êëåòîê), ÷åðåç 2 ñóò (ïåðåä íà÷à-
ëîì ñúåìêè îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì C êëåòîê) è
4 ñóò (ïîñëå îêîí÷àíèÿ ñúåìêè êëåòîê, êîíòàêòèðîâàâøèõ
ñ ìèòîìèöèíîì C) äëÿ êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ êëåòîê
ïîëó÷àëè öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðî-
âàííîãî ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà ECL IPSE TS100 (Nikon,
ßïîíèÿ) è öèôðîâîé êàìåðû EOS 1000D (Canon, ßïîíèÿ),
îá. 20�.

Ó ñ ë î â è ÿ ö å é ò ð à ô å ð í î é ñ ú å ì ê è íà ìèêðî-
ñêîïå AxioObserver.Z1 — îáúåêòèâ Plan-Neofluar �20/0.4
è öèôðîâàÿ êàìåðà AxioCam HRm ñ ðàçðåøåíèåì
1388 � 1040 ïèêñåëåé, îáû÷íàÿ ìèêðîñêîïèÿ â ïðîõîäÿ-
ùåì ñâåòå (áåç èñïîëüçîâàíèÿ äèôôåðåíöèàëüíîãî èíòåð-
ôåðåíöèîííîãî êîíòðàñòà) è ñúåìêà ñ 5-ìèíóòíûì èíòåð-
âàëîì ìåæäó êàäðàìè. Çàäàííûå óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà
ïîääåðæèâàëè àâòîìàòè÷åñêè ïðîãðàììîé AxioVision
4.8.2 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ êî-
ëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè îòäåëüíûå èçîáðà-
æåíèÿ, çàïèñàííûå â ôîðìàòå «JPEG».

Ö è ô ð î â û å è ç î á ð à æ å í è ÿ ê ë å ò î ê à í à ë è ç è -
ð î â à ë è ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.47j (Rasband,
W. S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè äâà ïàðàìåòðà — ïëî-
ùàäü (â ïèêñåëÿõ) è ñâåòîïîãëîùåíèå êàê îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü, âûðàæåííóþ â óñëîâíûõ åäèíèöàõ îò 0 äî
255. Êîíòóðû ÿäåð êëåòîê îáâîäèëè âðó÷íóþ, à èõ ïëî-
ùàäü è ãèñòîãðàììû ñâåòîïîãëîùåíèÿ ðàññ÷èòûâàëè àâ-
òîìàòè÷åñêè.

Äëÿ ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê î é î á ð à á î ò ê è ä à í í û õ, ïî-
ñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ è äèàãðàìì èñïîëüçîâàëè Excel 2010
(Microsoft, ÑØÀ) è Origin 6.1 (OriginLab, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïîä-
ñ÷èòûâàëè èõ êîëè÷åñòâî â 10—15 ïîëÿõ çðåíèÿ íà ñâåòî-
âîì ìèêðîñêîïå. Ïîëó÷åííûå îòíîñèòåëüíûå âåëè÷èíû
àäåêâàòíî îòðàæàþò ðîñò êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Êàê ñëå-
äóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1, ðîñò ÷èñëà
êëåòîê â òå÷åíèå 2 ñóò ïîñëå ïîñåâà â îáåèõ ÷àøêàõ îäè-
íàêîâ — ïî ñðàâíåíèþ ñ 1-ìè ñóò ÷èñëî êëåòîê ÷åðåç
2 ñóò óâåëè÷èëîñü ïðèáëèçèòåëüíî â 2 ðàçà. Ýòî ìîæíî
èíòåðïðåòèðîâàòü äâîÿêî: ëèáî âñå êëåòêè ïîïóëÿöèè ïî-
äåëèëèñü ìèíèìóì 1 ðàç, ëèáî äëèíà êëåòî÷íîãî öèêëà
ýòèõ êëåòîê â ñðåäíåì ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíà 24 ÷.

Ê 4-ì ñóò èíòàêòíûå êëåòêè ñîõðàíÿþò òó æå ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü — ÷èñëî êëåòîê â ïîïóëÿöèè
âîçðîñëî åùå â 2 ðàçà. Ó êëåòîê, ïðîøåäøèõ èíêóáàöèþ â
ñðåäå ñ ìèòîìèöèíîì, ïðîëèôåðàöèÿ ðåçêî ñíèçèëàñü, íî
íå èñ÷åçëà ïîëíîñòüþ. Îáùåå ÷èñëî êëåòîê âûðîñëî ïðè-
áëèçèòåëüíî íà 20—25 %. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî 2-÷àñîâàÿ îá-
ðàáîòêà êëåòîê ìèòîìèöèíîì â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë
íå ïîëíîñòüþ áëîêèðóåò ðàçìíîæåíèå êëåòîê. Ýòîò ôàêò

ìîæíî îáúÿñíèòü ëèáî íàëè÷èåì ñóáïîïóëÿöèè, êëåòêè
êîòîðîé íå ðåàãèðóþò íà ìèòîìèöèí, ëèáî îïðåäåëåííûì
ôèçèîëîãè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì êëåòîê, êîãäà ýòîò àãåíò íå
ìîæåò ïðåïÿòñòâîâàòü âõîæäåíèþ êëåòîê â ìèòîç.

×òîáû ðåøèòü, êàêîå èç ïðåäïîëîæåíèé âåðíî, ñ ïî-
ìîùüþ öåéòðàôåðíîé ñúåìêè îïðåäåëÿëè âðåìÿ íàñòóï-
ëåíèÿ ìèòîçà îòäåëüíûõ êëåòîê îò ìîìåíòà îêîí÷àíèÿ
îáðàáîòêè èõ ìèòîìèöèíîì. Íàáëþäåíèÿ çà òàêèìè êëåò-
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê HeLa â êîíòðîëå è
ïîñëå ýêñïîçèöèè â ñðåäå ñ ìèòîöèíîì Ñ.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî ± îøèáêà ñðåäíåãî.

Ðèñ. 2. Âðåìÿ ìåæäó îêîí÷àíèåì ýêñïîçèöèè êëåòîê â ñðåäå ñ
ìèòîìèöèíîì Ñ è íà÷àëîì èõ ìèòîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ.

M-I — äëÿ êëåòîê, äî÷åðíèå êëåòêè êîòîðûõ íå èìåþò âèäèìûõ ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé äî îêîí÷àíèÿ ñðîêà íàáëþäåíèÿ (2 ñóò ïîñëå
êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì Ñ); Ì-II — äëÿ êëåòîê, äî÷åðíèå êëåòêè êîòî-
ðûõ ëèáî ðàçðóøàþòñÿ, ëèáî îñòàþòñÿ îêðóãëûìè äî îêîí÷àíèÿ ñðîêà
íàáëþäåíèÿ. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî ± îøèáêà ñðåäíåãî.



êàìè ïîêàçàëî, ÷òî èõ ìîæíî ëåãêî ðàçäåëèòü íà äâå
ãðóïïû. Ïåðâàÿ ãðóïïà (M-I) — êëåòêè, êîòîðûå ïîñëå
ìèòîçà îáðàçóþò ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå äî÷åðíèå
êëåòêè. Âòîðàÿ ãðóïïà (M-II) — êëåòêè, êîòîðûå ïîñëå
âõîæäåíèÿ â ìèòîç ëèáî îñòàþòñÿ îêðóãëûìè äî êîíöà
ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ, ëèáî èõ äî÷åðíèå êëåòêè äåãðàäè-
ðóþò è ðàçðóøàþòñÿ.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, îòðàæàþùèå
ñðåäíåå âðåìÿ âñòóïëåíèÿ â ìèòîç êëåòîê îáåèõ ãðóïï.
Êëåòêè ãðóïïû M-I íà÷èíàþò äåëèòüñÿ â ñðåäíåì ÷åðåç
6.7 � 1.2 ÷ ïîñëå îòìûâêè èõ îò ìèòîìèöèíà Ñ, à ãðóïïû
M-II — ÷åðåç 21.1 � 2.0 ÷. Ðåçêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýòèìè
âåëè÷èíàìè è èõ àáñîëþòíûå çíà÷åíèÿ, ïî-âèäèìîìó, íå
ñëó÷àéíû è óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êëåòêè ïåðâîé ãðóïïû
íà ìîìåíò îáðàáîòêè èõ ìèòîìèöèíîì íàõîäèëèñü â ôàçå
G2 êëåòî÷íîãî öèêëà, à êëåòêè âòîðîé ãðóïïû — â ôàçàõ
G1 è S.

Ïîñêîëüêó êëåòêè ãðóïïû M-II â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïî-
ãèáàþò, àíàëèç èõ ìîðôîëîãèè íå ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñà.
Â ãðóïïå M-I ìîæíî ñðàâíèâàòü ìîðôîëîãèþ ìàòåðèí-
ñêèõ è äî÷åðíèõ êëåòîê. Áûëî çàìå÷åíî, ÷òî ïîñëå äåëå-
íèÿ òàêèå äî÷åðíèå êëåòêè àêòèâíû (èçìåíÿþò ôîðìó,
îáðàçóÿ êîðîòêèå ôèëîïîäèè), íî â ìèòîç íå âñòóïàþò ïî
êðàéíåé ìåðå äî êîíöà ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ (2 ñóò ïîñëå
êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì).

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå äàííûå î òîêñè÷íîñòè ìèòî-
ìèöèíà C ïî îòíîøåíèþ ê ðèáîñîìàì (Snodgrass et al.,
2010), áûë ïðîâåäåí àíàëèç ïëîùàäåé ÿäðûøåê ó ìàòå-
ðèíñêèõ è äî÷åðíèõ êëåòîê ãðóïïû Ì-I. Ïðè ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ÿäðûøåê çàìåòíî
âûøå, ÷åì ÿäðà â öåëîì. Èñïîëüçóÿ ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâ-
íîñòè ïîãëîùåíèÿ ñâåòà, ìîæíî îïðåäåëèòü ïëîùàäü, çà-
íèìàåìóþ ÿäðûøêàìè è îñòàëüíîé ÷àñòüþ ÿäðà. Äëÿ ýòî-
ãî èñïîëüçîâàëè ãèñòîãðàììû ÿðêîñòè âñåõ ïèêñåëåé, ñî-
ñòàâëÿþùèõ ïëîùàäü ÿäðà. Òàêàÿ òèïè÷íàÿ ãèñòîãðàììà
ÿäðà ìàòåðèíñêîé êëåòêè ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 3, à. Îíà
ïîëó÷åíà ïóòåì óñðåäíåíèÿ ãèñòîãðàìì îêîëî 30 èçîáðà-
æåíèé äàííîé ìàòåðèíñêîé êëåòêè äî åå âõîæäåíèÿ â ìè-
òîç. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî áîëåå âûñîêèå çíà÷åíèÿ îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè óêàçûâàþò íà áîëåå ñâåòëûå îáëàñòè, à
íèçêèå — íà çàòåíåííûå ó÷àñòêè. Î÷åâèäíî, ÷òî ñóììàð-
íàÿ êðèâàÿ ñîñòîèò èç äâóõ ïèêîâ. Ìàëûé ïèê (ñ òåìíûìè

ïèêñåëÿìè) ñîîòâåòñòâóåò ÿäðûøêàì, áîëüøîé — îñòàëü-
íîé ÷àñòè ÿäðà. Ñóììàðíàÿ ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ î÷åíü òî÷íî
ñîâïàäàåò ñ îïûòíûìè çíà÷åíèÿìè (êîýôôèöèåíò ëèíåé-
íîé êîððåëÿöèè ðàâåí 0.998). Ðàñ÷åòíîå ÷èñëî ïèêñåëåé,
ñîîòâåòñòâóþùèõ ïëîùàäè ÿäðûøåê, ñîñòàâëÿåò 117, à
îñòàëüíîé ÷àñòè ÿäðà — 394.

Â òîé æå ìàíåðå ïðåäñòàâëåíû ñîîòíîøåíèÿ ïëîùà-
äåé ÿäðûøåê è îñòàëüíîé ÷àñòè ÿäðà äî÷åðíèõ êëåòîê
(ðèñ. 3, á, â). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ýòèõ óñðåäíåííûõ ãèñòî-
ãðàìì èñïîëüçîâàëè ãèñòîãðàììû 60 ïîñëåäîâàòåëüíûõ
(âî âðåìåíè) èçîáðàæåíèé äëÿ êàæäîé äî÷åðíåé êëåòêè.
Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè â ýòîì ñëó÷àå òå æå — 0.998 è
0.998, ò. å. êà÷åñòâî ñîîòâåòñòâèÿ ðàñ÷åòíûõ çíà÷åíèé ïî
îòíîøåíèþ ê îïûòíûì î÷åíü âûñîêîå. Âèäíî, ÷òî ìî-
äàëüíûå çíà÷åíèÿ (îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè) ïèêîâ âñåõ
òðåõ êëåòîê ïðèáëèçèòåëüíî îäíè òå æå. Îäíàêî èñõîäÿ
èç çàäà÷è íàñòîÿùåé ðàáîòû âàæíåå ñðàâíèòü ïëîùàäè
ïîä êðèâûìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè ìàëûì ïèêàì. Îíè ÷èñ-
ëåííî ðàâíû ïëîùàäÿì ÿäðûøåê. Äëÿ îäíîé èç äî÷åðíèõ
êëåòîê ïëîùàäü ÿäðûøåê ðàâíà 102 ïèêñåëÿì, äëÿ äðó-
ãîé — 94. Ïîëó÷àåòñÿ, ÷òî îáùèé ðàçìåð ÿäðûøåê äî÷åð-
íèõ êëåòîê (102 + 94 = 196 ïèêñåëåé) âûøå, ÷åì ðàçìåð
ÿäðûøåê ìàòåðèíñêîé êëåòêè (117 ïèêñåëåé).

Îáñóæäåíèå

Èñïîëüçîâàíèå ìèòîìèöèíà C â êóëüòóðàëüíîé ðàáî-
òå äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîäëîæêè èç ôèäåðíûõ êëåòîê íåëüçÿ
ñ÷èòàòü îñíîâíûì. Íàèáîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå îí ïî-
ëó÷èë â êà÷åñòâå ìèòîñòàòèêà ïðè ëå÷åíèè çëîêà÷åñòâåí-
íûõ îïóõîëåé è äðóãèõ çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ èçáû-
òî÷íîé êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèåé (Volpato, Phillips, 2007;
Kim et al., 2011; Anjos et al., 2012; Wu et al., 2013). Ïîýòî-
ìó áîëüøèíñòâî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ýòîãî àí-
òèáèîòèêà, íàïðàâëåíî íà èññëåäîâàíèå åãî òîêñè÷íîñòè
ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì è ñïîñîáîâ îïòèìèçàöèè òåðà-
ïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà ïðè ëå÷åíèè èì îíêîëîãè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèé (Hlavin et al., 2010; Wang et al., 2012).

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû íå èìååò ïðÿìîé ñâÿçè íè ñ
îäíèì èç ýòèõ íàïðàâëåíèé. Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû
íàïðàâëåíû íå ñòîëüêî íà óòî÷íåíèå ìåõàíèçìîâ äåéñò-

876 Þ. Ï. Ïåòðîâ

Ðèñ. 3. Ñîîòíîøåíèå ïëîùàäè ÿäðà è ÿäðûøåê ìàòåðèíñêîé (à) è åå äî÷åðíèõ êëåòîê (á, â).

Êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ, ñïëîøíûå ëèíèè — ñóììàðíûå ðàñ÷åòíûå êðèâûå, ïóíêòèðíûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå êðèâûå äëÿ ïëîùàäè ÿä-
ðûøåê (ëåâûå ïèêè) è ïëîùàäè ÿäåð áåç ÿäðûøåê (ïðàâûå ïèêè). Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îøèáêàìè. Îáúÿñíåíèÿ

â òåêñòå.



âèÿ ìèòîìèöèíà C íà êëåòêè, ñêîëüêî íà âûÿâëåíèå ïðî-
òèâîðå÷èé â ïîíèìàíèè ýòèõ ìåõàíèçìîâ è ðåàêöèè êëåò-
êè íà äàííûé àãåíò. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ìíîãî÷èñëåííûå
äàííûå ëèòåðàòóðû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êàê in vitro, òàê
è in vivo ìèòîìèöèí C êîâàëåíòíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ãóàíè-
íîì â ìàëîé áîðîçäêå ÄÍÊ, ïðè÷åì ñøèâêè ìîãóò áûòü
êàê ìåæäó öåïÿìè ÄÍÊ, òàê è âíóòðè îäíîé èç íèõ (Biza-
nek et al., 1992; Rink et al., 1996; Weng et al., 2010). Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ñèíòåç ÐÍÊ èäåò íà
îäíîé èç öåïåé ÄÍÊ, â òî âðåìÿ êàê äðóãàÿ íå ñ÷èòûâàåò-
ñÿ, ïðè ýòîì ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè ïî îáùåïðèíÿòîìó
ìíåíèþ ñîïðîâîæäàåòñÿ ëîêàëüíûì ïëàâëåíèåì ÄÍÊ ñ
îáðàçîâàíèåì òàê íàçûâàåìîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ïó-
çûðüêà (Nudler, 1999; Park, Roberts, 2006). Ëèøü â îäíîé
îáçîðíîé ðàáîòå áûë ñôîðìóëèðîâàí âîïðîñ î òîì, êàê
ïðè íàëè÷èè ìåæíèòåâûõ ñøèâîê ÄÍÊ ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ ìèòîìèöèíà C ôîðìèðóåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûé ïó-
çûðåê (Hlavin et al., 2010). Îäíàêî îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ
ïîêà íå ïîëó÷åíî.

Èç ïðåäñòàâëåííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûõ ñëå-
äóåò, ÷òî, íåñìîòðÿ íà êîíòàêò ñ ìèòîìèöèíîì C, ÷àñòü
êëåòîê (ãðóïïà Ì-I) çàêàí÷èâàåò ñâîé öèêë îáðàçîâàíèåì
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ äî÷åðíèõ êëåòîê. Ñóäÿ ïî âðå-
ìåíè âñòóïëåíèÿ â ìèòîç, ýòè êëåòêè íàõîäÿòñÿ â ôàçå G2,
÷òî íåóäèâèòåëüíî, ïîñêîëüêó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ â ýòîé
ôàçå íå ïðîèñõîäèò è ìèòîìèöèíîâûå ñøèâêè ÄÍÊ íå
ìîãóò ïðåïÿòñòâîâàòü îáðàçîâàíèþ äâîéíîãî íàáîðà õðî-
ìîñîì. Îäíàêî îíè äîëæíû áëîêèðîâàòü ôîðìèðîâàíèå
òðàíñêðèïöèîííîãî ïóçûðüêà, à ñëåäîâàòåëüíî, íè ñèíòå-
çà ÐÍÊ, íè ñèíòåçà áåëêà de novo ïðîèñõîäèòü íå äîëæíî.

Òåì íå ìåíåå â ýòîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà ñèíòåç ýòèõ
ìîëåêóë íå ïðåêðàùàåòñÿ (Pines, 1991; Livneh, Fishman.
1997; Damia, Broggini, 2004; Shi et al., 2013).

Èññëåäîâàíèå òîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ìèòîìèöèíà C
íà êëåòêè ïîêàçàëî, ÷òî ýòîò áåëîê ðàçðóøàåò ðèáîñîìû
(Snodgrass et al., 2010). Ïðåäñòàâëåííûå çäåñü ðåçóëüòàòû
àíàëèçà ïëîùàäè ÿäðûøåê ïîêàçûâàþò, ÷òî èõ îáùàÿ
ïëîùàäü âîçðàñòàåò ó äî÷åðíèõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ
ìàòåðèíñêîé. Ýòî ìîæåò îçíà÷àòü òîëüêî òî, ÷òî â äî÷åð-
íèõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò ñèíòåç ðÐÍÊ. Ïðèíèìàÿ âî âíè-
ìàíèå, ÷òî ýòè äî÷åðíèå êëåòêè íå âõîäÿò â ìèòîç (ïî
êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 2 ñóò ïîñëå äåëåíèÿ ìàòåðèíñêîé
êëåòêè), ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî öåïè èõ ÄÍÊ îñòàþòñÿ ñøè-
òûìè ìèòîìèöèíîì Ñ.

Íåò ñîìíåíèÿ â òîì, ÷òî, îòòàëêèâàÿñü îò èçâåñòíûõ
íà ñåãîäíÿøíèé äåíü äàííûõ, ìîæíî íàéòè ðàçóìíûå
îáúÿñíåíèÿ ïðîòèâîðå÷èþ ìåæäó îòñóòñòâèåì ïëàâëåíèÿ
ÄÍÊ èç-çà ñøèâêè åå öåïåé ìèòîìèöèíîì è ôàêòàìè,
óêàçûâàþùèìè íà òî, ÷òî ïðè ýòîì ïðîèñõîäÿò è òðàíñ-
êðèïöèÿ, è òðàíñëÿöèÿ. Íàïðèìåð, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â êëåòêå âñåãäà åñòü ïóë ôåðìåíòîâ, êîòîðûå îïåðà-
òèâíî ìîãóò âîññòàíàâëèâàòü ïîâðåæäåííûå ó÷àñòêè
ÄÍÊ, èëè ÷òî ñóùåñòâóþò òàêèå âàæíûå äëÿ êëåòêè ó÷à-
ñòêè ÄÍÊ, êîòîðûå íåäîñòóïíû äëÿ èíäóêöèè ìèòîìèöè-
íîâûõ ñøèâîê. Òî÷íûé îòâåò íà âîïðîñ î òîì, ÷òî ïðîèñ-
õîäèò â äåéñòâèòåëüíîñòè, ìîãóò äàòü òîëüêî áóäóùèå
öåëåíàïðàâëåííûå è àäåêâàòíûå ýêñïåðèìåíòû. Îäíàêî
òåîðåòè÷åñêè ðàçðåøèòü ýòî ïðîòèâîðå÷èå ìîæíî, åñëè
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî in vivo òðàíñêðèïöèîííûé ïóçûðåê íå
îáðàçóåòñÿ.

Îòâåò êëåòîê ëèíèè HeLa íà äåéñòâèå ìèòîìèöèíà Ñ. I. Äåëåíèå êëåòîê 877

Ðèñ. 4. ×åòûðå êîìïëåìåíòàðíûõ òðèïëåòà, ïðåäïîëîæèòåëüíî îáðàçóþùèåñÿ ïðè ñèíòåçå tf-RNA (èç: Petrov, 2006).

Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ òô-ÐÍÊ (tf-RNA) â áîëüøîé áîðîçäêå ÄÍÊ (èç: Petrov, 2006).



Ðàíåå ýòà èäåÿ áûëà âûñêàçàíà ìíîé â ñâÿçè ñ äðóãè-
ìè èçâåñòíûìè ôàêòàìè, êîòîðûå òîæå ñòàâÿò ïîä ñîìíå-
íèå ëîêàëüíîå ïëàâëåíèå ÄÍÊ âî âðåìÿ ñèíòåçà ÐÍÊ
(Petrov, 2006). Åñëè îòêàçàòüñÿ îò ãèïîòåçû îáðàçîâàíèÿ
òðàíñêðèïöèîííîãî ïóçûðüêà, òî åäèíñòâåííûì ìåõàíèç-
ìîì, îáúÿñíÿþùèì ñ÷èòûâàíèå èíôîðìàöèè, ìîæåò áûòü
ïðåäïîëîæåíèå î ñèíòåçå ÐÍÊ â áîëüøîé áîðîçäêå ÄÍÊ.
Òàêàÿ ìîäåëü òðàíñêðèïöèè áûëà ïðåäëîæåíà ìíîé â
óêàçàííîé âûøå ðàáîòå, ãäå îïèñàíû êàê äåòàëè ñàìîé
ìîäåëè, òàê è åå îòðèöàòåëüíûå ñòîðîíû. Îñíîâà ìîäå-
ëè — ïðåäïîëîæåíèå î ñèíòåçå ãèïîòåòè÷åñêîãî ïðîìå-
æóòî÷íîãî ïðîäóêòà, íàçâàííîãî «òðàíñêðèïöèîííûì
ôðàãìåíòîì ÐÍÊ» (tf-RNA). Íèæå ïðåäñòàâëåíû êîìïü-
þòåðíûå ìîäåëè, îòðàæàþùèå ïðèíöèïèàëüíûå îñîáåí-
íîñòè ýòîãî ôðàãìåíòà (ðèñ. 4, 5).

Â çàêëþ÷åíèå íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü ñëåäóþùåå.
Åñëè ìèòîìèöèí C, ñøèâàÿ öåïè ÄÍÊ â îáëàñòè ìàëîé
áîðîçäêè, äåéñòâèòåëüíî íå ïðåïÿòñòâóåò ñèíòåçó ÐÍÊ â
áîëüøîé áîðîçäêå, òî îí, ïî-âèäèìîìó, íå äîëæåí îêàçû-
âàòü âûðàæåííîãî òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà íà êëåòêè, íàõî-
äÿùèåñÿ â ôàçå G0, ò. å. íà äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè.
Î÷åâèäíî, ýòî î÷åíü âàæíî ïðè ëå÷åíèè çëîêà÷åñòâåííûõ
îïóõîëåé, êîòîðûå, êàê è êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè HeLa,
èíòåíñèâíî ïðîëèôåðèðóþò.

Áëàãîäàðþ çà ïîìîùü è îáñóæäåíèå ñâîèõ êîëëåã
Î. À. Ïåòóõîâó, Þ. À. Íåãóëÿåâà, Í. Â. Öóïêèíó è
À. Ì. Êîëüöîâó.
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RESPONSE OF HeLa CELLS TO MITOMYCINE C. I. CELL DIVISION

Yu. P. Petrov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: yupe3ov@mail.ru

Using light microscopy, time-lapse imaging, and digital image analysis, the effect of mitomycine C
(10 mg/ml) on HeLa-M cells has been studied. It has been shown that, after a 2 h contact with mitomycine, the
cells could be separated into 2 groups: M-1 — the functional cells surviving after division but non-entering mito-
sis any more; M-II — the cells entering mitosis but incapable to finish it; they are lost. Mitomycine C is known to
specifically block DNA replication being located in the DNA minor groove. It should inhibit ÐÍÊ synthesis if one
follows the standard hypothesis of a transcription bubble formation. However, increasing the cell and nucleolus
area during the M-I cell growth suggests that RNA and protein synthesis is not blocked. The author concludes that
the presented data con firm his hypothesis about RNA synthesis in the major DNA groove (Petrov, 2006).
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