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À. Ä. Âåäÿéêèí è äð.
Íîâûå äàííûå î ñòðóêòóðàõ, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ E. coli

FtsZ, áàêòåðèàëüíûé ãîìîëîã òóáóëèíà, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ äåëåíèÿ áàêòåðèé,
ôîðìèðóþùèõ ñîêðàòèòåëüíîå Z-êîëüöî â ñåðåäèíå äåëÿùåéñÿ êëåòêè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëüçîâà-
ëè èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå â ñîâîêóïíîñòè ñ ìåòîäîì ëîêàëèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè
(ËÌ) äëÿ âèçóàëèçàöèè íàòèâíûõ ñòðóêòóð, ôîðìèðóåìûõ ýòèì áåëêîì â êëåòêàõ áàêòåðèè Escherichia
coli. Èñïîëüçóåìûé ïîäõîä ïîçâîëèë ðåêîíñòðóèðîâàòü ïîýòàïíóþ ðåîðãàíèçàöèþ FtsZ-ñòðóêòóð â ïðî-
öåññå öèòîêèíåçà. Ïîëó÷åíû íîâûå äàííûå, ïîääåðæèâàþùèå ãèïîòåçó î òîì, ÷òî Z-êîëüöî ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé ñïèðàëåâèäíóþ ñòðóêòóðó, êîòîðàÿ ñæèìàåòñÿ â õîäå äåëåíèÿ, ñïîñîáñòâóÿ ôîðìèðîâàíèþ ïå-
ðåòÿæêè ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëîêàëèçàöèîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ñèñòåìà ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà,
Escherichia coli, öèòîêèíåç, FtsZ, êîëüöî ñæàòèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ËÌ — ëîêàëèçàöèîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Áåëîê FtsZ, áàêòåðèàëüíûé ãîìîëîã òóáóëèíà, èãðàåò
îäíó èç êëþ÷åâûõ ðîëåé â öèòîêèíåçå (Lutkenhaus et al.,
2012). Ýòîò áåëîê îáëàäàåò ÃÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ è ñïî-
ñîáåí ôîðìèðîâàòü ðàçëè÷íûå ïîëèìåðíûå ñòðóêòóðû
êàê in vitro, òàê è in vivo (Graumann, 2007). FtsZ ôîðìèðó-
åò ñîêðàòèòåëüíîå êîëüöî â ñåðåäèíå äåëÿùåéñÿ êëåòêè
(Z-êîëüöî), à òàêæå äèíàìè÷åñêèå ñïèðàëåâèäíûå ñòðóê-
òóðû, ëîêàëèçîâàííûå íà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå
âíóòðåííåé ìåìáðàíû áàêòåðèé. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî FtsZ
âûïîëíÿåò àêòèâíóþ ðîëü â öèòîêèíåçå, ãåíåðèðóÿ ñèëó,
ñïîñîáñòâóþùóþ ôîðìèðîâàíèþ ïåðåòÿæêè ìåæäó äî-
÷åðíèìè êëåòêàìè (Erickson et al., 2010). Ïîìèìî ðîëè â
êëåòî÷íîì äåëåíèè, íåêîòîðûå àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
FtsZ òàêæå ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè ôîðìû êëåòêè (Tha-
nedar, Margolin, 2004). Íåñìîòðÿ íà ïðîâîäèìûå â òå÷å-
íèå áîëåå 20 ëåò àêòèâíûå èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû è
ôóíêöèé êàê áàêòåðèàëüíûõ áåëêîâ äåëåíèÿ (Monahan
et al., 2014), òàê è ðàñòèòåëüíûõ ãîìîëîãîâ FtsZ, ó÷àñòâó-
þùèõ â ðàçäåëåíèè ïëàñòèä (Osteryoung, Pyke, 2014), ìå-
õàíèçìû êîíòðîëÿ ïîëèìåðèçàöèè è ïîëîæåíèÿ ïðîòîôè-
ëàìåíòîâ FtsZ â êëåòêå, îáåñïå÷èâàþùèå ïðàâèëüíîå ïî-
çèöèîíèðîâàíèå, ôîðìèðîâàíèå è ðàáîòó Z-êîëüöà, äî
ñèõ ïîð äî êîíöà íå ÿñíû.

Ìíîãî èíôîðìàöèè î ñòðóêòóðàõ, ôîðìèðóåìûõ áàê-
òåðèàëüíûìè FtsZ, áûëî ïîëó÷åíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå-
òîäîâ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè (Ma et al., 1996; Wil-
lemse, van Wezel, 2009). Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà øèðîêèå
âîçìîæíîñòè ñïåöèôè÷åñêîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ, âûñî-
êóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è îòíîñèòåëüíóþ ïðîñòîòó ïðîáî-

ïîäãîòîâêè, âîçìîæíîñòè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè
ïî èçó÷åíèþ ñòðóêòóð, ôîðìèðóåìûõ ðàçëè÷íûìè áåëêà-
ìè â êëåòêàõ ïðîêàðèîò, ñóùåñòâåííî îãðàíè÷åíû äèô-
ðàêöèîííûì ïðåäåëîì ðàçðåøåíèÿ, ñîñòàâëÿþùèì îêîëî
200 íì (Coltharp, Xiao, 2012). Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëñÿ
è ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ðÿä ìåòîäîâ, ïîçâî-
ëÿþùèõ ïðåîäîëåòü äèôðàêöèîííûé ïðåäåë ðàçðåøåíèÿ
äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Ñðåäè íèõ ñòîèò âû-
äåëèòü ìåòîä ËÌ (Betzig et al., 2006; Hess et al., 2006; Rust
et al., 2006), îñíîâíàÿ èäåÿ êîòîðîãî çàêëþ÷àåòñÿ â ðàçäå-
ëåíèè ñèãíàëà îò îäèíî÷íûõ ìîëåêóë ôëóîðåñöåíòíîãî
êðàñèòåëÿ âî âðåìåíè ñ ïîñëåäóþùèì îïðåäåëåíèåì ïîëî-
æåíèÿ ýòèõ ìîëåêóë â îáðàçöå ïî èõ íåïåðåêðûâàþùèìñÿ
èçîáðàæåíèÿì ñ òî÷íîñòüþ äî íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ íàíî-
ìåòðîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ ìåòîäîì ËÌ ñíèìàþò
îò íåñêîëüêèõ ñîòåí äî äåñÿòêîâ òûñÿ÷ ïîñëåäîâàòåëüíûõ
êàäðîâ, ñîäåðæàùèõ èçîáðàæåíèÿ îäèíî÷íûõ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ ìîëåêóë â îáðàçöå, è â õîäå ïîñëåäóþùåé îáðà-
áîòêè îïðåäåëÿþò èõ ìåñòîïîëîæåíèå. Êîîðäèíàòû ëîêà-
ëèçîâàííûõ ìîëåêóë ïîçâîëÿþò â èòîãå ðåêîíñòðóèðî-
âàòü ðàñïðåäåëåíèå ìîëåêóë êðàñèòåëÿ â îáðàçöå ñ ñóáäèô-
ðàêöèîííîé òî÷íîñòüþ. Ðàçäåëåíèå ôëóîðåñöåíöèè îäèíî÷-
íûõ ìîëåêóë âî âðåìåíè ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ çà ñ÷åò ÿâ-
ëåíèé ôîòîàêòèâàöèè èëè ôîòîïåðåêëþ÷åíèÿ (Betzig et al.,
2006; Hess et al., 2006), à òàêæå çà ñ÷åò îáðàòèìîãî ïåðåõîäà
ìîëåêóë êðàñèòåëÿ â äîëãîæèâóùåå íåôëóîðåñöåíòíîå ñî-
ñòîÿíèå (Endesfelder, Heilemann, 2015).

Ìåòîäàìè ñóáäèôðàêöèîííîé ìèêðîñêîïèè óäàëîñü
íå òîëüêî ïîäòâåðäèòü ñïîñîáíîñòü FtsZ ê ôîðìèðîâà-
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íèþ êîëüöà ñæàòèÿ â êëåòêàõ ðàçíûõ áàêòåðèé, íî è çíà-
÷èòåëüíî ëó÷øå îïðåäåëèòü åãî ñòðóêòóðó in vivo (SIM
(Strauss et al., 2012), STED (Jennings et al., 2010), PALM
(Fu et al., 2010; Biteen et al., 2012; Buss et al., 2013a, 2013b;
Holden et al., 2014)). Îäíàêî ïðè ýòîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóá-
äèôðàêöèîííûõ èçîáðàæåíèé FtsZ â Escherichia coli
îáû÷íî èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè ñëèÿíèÿ (Fu
et al., 2010; Buss et al., 2013a, 2015), ñïîñîáíûå âíîñèòü
èñêàæåíèÿ â íàòèâíûå ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå áåëêîì
äåëåíèÿ. Íàïðèìåð, â ðàáîòå Âàíãà ñ ñîàâòðàìè (Wang
et al., 2014) ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî áåëîê mEos2, èñ-
ïîëüçîâàííûé äëÿ âèçóàëèçàöèè FtsZ â âûøåóïîìÿíóòûõ
ðàáîòàõ, çà ñ÷åò òåíäåíöèè ê ìóëüòèìåðèçàöèè ñïîñîáåí
ìåíÿòü ëîêàëèçàöèþ âèçóàëèçèðóåìîãî áåëêà â áàêòåðè-
àëüíîé êëåòêå. Êðîìå òîãî, áåëîê ñëèÿíèÿ FtsZ-mEos2
îêàçàëñÿ íåñïîñîáíûì ïîääåðæèâàòü äåëåíèå êëåòîê â
îòñóòñòâèå íàòèâíîãî FtsZ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìå-
íåíèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè áåëêà äåëåíèÿ ïðè
ñëèÿíèè ñ ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè àëüòåðíàòèâ-
íûé ìåòîä êîíòðàñòèðîâàíèÿ îáðàçöîâ — èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå, ïðèìåíèìûé òîëüêî äëÿ ôèê-
ñèðîâàííîãî (íåæèâîãî) ìàòåðèàëà, îäíàêî ïîçâîëÿþùèé
âèçóàëèçèðîâàòü íàòèâíûå ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå áåë-
êîì FtsZ â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå. Êðîìå òîãî, ìû îáîðó-
äîâàëè ýêñïåðèìåíòàëüíóþ óñòàíîâêó äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ
ËÌ ñèñòåìîé àêòèâíîé ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàç-
öà, ðåàëèçóþùåé ìåòîä, ïðåäëîæåííûé â ðàáîòå Ñòåôôå-
íà è ñîàâòîðîâ (Steffen et al., 2001), íî, íàñêîëüêî íàì èç-
âåñòíî, òàê äî ñèõ ïîð äëÿ ýòîé öåëè íå ïðèìåíÿâøèéñÿ.
Ýòî ïîçâîëèëî íàì ïðè ïîìîùè ìåòîäà ËÌ âèçóàëèçèðî-
âàòü ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå íàòèâíûì FtsZ â êëåòêàõ
E. coli íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ êëåòî÷íîãî öèêëà ñî çíà÷è-
òåëüíî áîëåå âûñîêèì ðàçðåøåíèåì ïî ñðàâíåíèþ ñ
îáû÷íîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèåé. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå ñóùåñòâåííî äîïîëíÿþò in vivo èññëåäî-
âàíèÿ áàêòåðèàëüíûõ FtsZ-ñòðóêòóð ñ ó÷àñòèåì áåëêîâ
ñëèÿíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ä ã î ò î â ê à î á ð à ç ö î â. Êóëüòóðó ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ E. coli Top10 âûðàùèâàëè íà æèäêîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå LB ïðè 37 °Ñ äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD600 d 0.5,
ïîñëå ÷åãî êëåòêè áàêòåðèé çàêðåïëÿëè íà ïîâåðõíîñòè
ïîêðîâíîãî ñòåêëà â ïðîìûâàåìîé êàìåðå, îáðàçîâàííîé
ìåæäó ïîêðîâíûì è ïðåäìåòíûì ñòåêëàìè ïðè ïîìîùè
äâóõñòîðîííåé êëåéêîé ëåíòû. Ïîâåðõíîñòü êàìåðû
ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûâàëè ïîëè-L-ëèçèíîì (Sigma-Ald-
rich, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 0.1 % â òå÷åíèå
30 ìèí, à òàêæå ìèêðîñôåðàìè èç ïîëèìåòèëìåòàêðèëàòà
(2.35 ìêì â äèàìåòðå; Bangs Laboratories, ÑØÀ) â ðàçâå-
äåíèè 1 : 500 â PBS 10� â òå÷åíèå 15 ìèí. Ìèêðîñôåðû
íåîáõîäèìû äëÿ ðàáîòû ñèñòåìû ñòàáèëèçàöèè ïîëîæå-
íèÿ îáðàçöà. Îáðàçöû ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà, óê-
ñóñíîé êèñëîòû è äèñòèëëèðîâàííîé âîäû â ñîîòíîøå-
íèè 3 : 1 : 4 è îáðàáàòûâàëè 5 ìêã/ìë ëèçîöèìà (Sig-
ma-Aldrich, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â áóôåðå GTE (32.5 ìÌ
Tris, 50 ìÌ ãëþêîçû è 10 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 7.5) â òå÷åíèå
5 ìèí. Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå àíòèòåë áëîêèðîâà-
ëè îáðàáîòêîé ðàñòâîðîì ÁÑÀ-PBS (ÁÑÀ â PBS 1�,
20 ìã/ìë, 30 ìèí). Èíêóáàöèþ ñ êðîëè÷üèìè ïîëèêëî-
íàëüíûìè àíòèòåëàìè ê áåëêó FtsZ E. coli (Acris Antibo-
dies, Ãåðìàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200 â ÁÑÀ-PBS îñóùåñò-

âëÿëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà, êîíú-
þãèðîâàííûå ñ ôîòîàêòèâèðóåìûì êðàñèòåëåì Cage 635
(Belov et al., 2014) (Abberior, Ãåðìàíèÿ), â ðàçâåäåíèè
1 : 100 â ÁÑÀ-PBS, èíêóáèðóÿ ñ íèìè îáðàçöû â òå÷åíèå 1
÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïîñëå òùàòåëüíîé îòìûâêè
îò ïåðâè÷íûõ àíòèòåë (5-êðàòíàÿ ïðîìûâêà PBS ñ äîáàâ-
ëåíèåì 0.05 % Tween).

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í à ÿ ó ñ ò à í î â ê à. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ èçîáðàæåíèé ìåòîäîì ËÌ èñïîëüçîâàëè èññëåäîâà-
òåëüñêèé ìîòîðèçîâàííûé ìèêðîñêîï AxioImager.Z1
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííûé äîïîëíèòåëüíîé ëà-
çåðíîé ñèñòåìîé îñâåùåíèÿ, à òàêæå ñèñòåìîé ñòàáèëèçà-
öèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà â õîäå ñúåìêè. Ñõåìà ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé óñòàíîâêè ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1, à. Ñèñòåìà
ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáúåêòà îñíîâàíà íà ìåòîäå
îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ ìèêðîñôåðû ïðè ïîìîùè êâàä-
ðàíòíîãî ôîòîäåòåêòîðà: èçîáðàæåíèå ìèêðîñôåðû íà äå-
òåêòîðå ôîðìèðóåòñÿ ïðè ïîìîùè ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû
èñïóñêàíèÿ 830 íì (Quioptiq iFLEX-2000, 830 íì), êîòî-
ðûé ôîêóñèðóåòñÿ â îáðàçöå íåñêîëüêî âûøå ïîëîæåíèÿ
ìèêðîñôåðû, ÷òî ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ïîëîæåíèå ìèê-
ðîñôåðû â òðåõ èçìåðåíèÿõ ïî ñèãíàëàì ñ äåòåêòîðà. Ïå-
ðåìåùåíèå ïüåçîñòîëèêà äëÿ êîìïåíñàöèè ñìåùåíèÿ
ìèêðîñôåðû îò íà÷àëüíîãî ïîëîæåíèÿ îñóùåñòâëÿëè ïðè
ïîìîùè ïðîãðàììû â ñðåäå LabView, ñîçäàííîé íàìè äëÿ
îñóùåñòâëåíèÿ àêòèâíîé ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàç-
öà â õîäå ñáîðà äàííûõ äëÿ ðåêîíñòðóêöèè ËÌ-èçîáðà-
æåíèÿ. Äëÿ àíàëèçà ýôôåêòèâíîñòè ñèñòåìû ñòàáèëèçà-
öèè ðåãèñòðèðîâàëè ïåðåìåùåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ ìèê-
ðîñôåð èç ïîëèñòèðîëà äèàìåòðîì 1 ìêì (Invitrogen,
FluoSpheres Neutravidin red fluorescent). Äëÿ ýòîãî â îïòè-
÷åñêèé ïóòü ìèêðîñêîïà áûëà äîáàâëåíà äëèííîôîêóñíàÿ
öèëèíäðè÷åñêàÿ ëèíçà (f = 4 ì), ÷òî ïîçâîëèëî îïðåäå-
ëÿòü àêñèàëüíîå ïîëîæåíèå ìèêðîñôåð ïî ôîðìå èõ èçîá-
ðàæåíèÿ âî ôëóîðåñöåíòíîì ðåæèìå ïðè ïîìîùè ïëàãè-
íà QuickPALM (Henriques et al., 2010) äëÿ ïàêåòà ImageJ
(Girish, Vijayalakshmi, 2004; Collins, 2007) (ñáîðêà Fiji
(Schindelin et al., 2012). Ñúåìêó îñóùåñòâëÿëè ñ ÷àñòîòîé
1 Ãö. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîñôåð èñ-
ïîëüçîâàëè íàáîð ôèëüòðîâ BrightLine 40LP ZERO (Sem-
rock, ÑØÀ). Ôëóîðåñöåíöèþ êðàñèòåëÿ Cage 635 ðåãèñò-
ðèðîâàëè ïðè ïîìîùè íàáîðà ôèëüòðîâ LF635/LP-B
(Semrock, ÑØÀ). Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ âîçìîæíîñòè àêòèâà-
öèè êðàñèòåëÿ ïðè ïîìîùè ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû èñïó-
ñêàíèÿ 405 íì âõîäíîé ôèëüòð áûë ïåðåìåùåí â îïòè÷å-
ñêèé ïóòü ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû èñïóñêàíèÿ 635 íì.

Ï î ë ó ÷ å í è å è ç î á ð à æ å í è é ì å ò î ä î ì Ë Ì. Îá-
ðàçåö îäíîâðåìåííî îñâåùàëè äèîäíûìè ëàçåðàìè ñ äëè-
íàìè âîëí èñïóñêàíèÿ 635 (10 êÂò/ñì2) è 405 (îêîëî
100 Âò/ñì2) íì äëÿ âîçáóæäåíèÿ è àêòèâàöèè ìîëåêóë
êðàñèòåëÿ ñîîòâåòñòâåííî. Ðåãèñòðèðîâàëè íå ìåíåå
1000 êàäðîâ âî ôëóîðåñöåíòíîì ðåæèìå ñ ýêñïîçèöèåé
100 ìñ. Äëÿ ðåêîíñòðóêöèè ËÌ-èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâà-
ëè ïëàãèí ThunderSTORM (Ovesny et al., 2014) äëÿ ImageJ
(Girish, Vijayalakshmi, 2004; Collins, 2007).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ è ñ ò å ì à ñ ò à á è ë è ç à ö è è ï î ë î æ å í è ÿ î á ð à ç -
ö à. Âûñîêîå ðàçðåøåíèå ËÌ â ñî÷åòàíèè ñ äëèòåëüíûì
âðåìåíåì ñáîðà äàííûõ äëÿ ðåêîíñòðóêöèè èçîáðàæåíèÿ
(îò äåñÿòêîâ ñåêóíä äî ÷àñîâ) äåëàþò ýòîò ìåòîä êðàéíå
÷óâñòâèòåëüíûì ê äðåéôó îáðàçöà. Êîìïåíñàöèÿ äðåéôà
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Íîâûå äàííûå î ñòðóêòóðàõ, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ E. coli 825

Ðèñ. 1. Ñèñòåìà ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà.

à — ñõåìà ýêñïåðèìåíòàëüíîé óñòàíîâêè äëÿ ëîêàëèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè. CD — êîíäåíñàòîð, CL — öèëèíäðè÷åñêàÿ ëèíçà, CS — ïîêðîâíîå
ñòåêëî, DM — äèõðîè÷åñêîå çåðêàëî, FC — íàáîð ôèëüòðîâ äëÿ ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè, IL — îñâåòèòåëü ïðîõîäÿùåãî ñâåòà, IRF1 — ïîëîñîâîé
ôèëüòð, ïðîïóñêàþùèé ñâåò ñ äëèíîé âîëíû, áëèçêîé ê 830 íì, IRF2 — ôèëüòð, îòñåêàþùèé èçëó÷åíèå â áëèæíåì ÈÊ-äèàïàçîíå, â òîì ÷èñëå ñ äëè-
íîé âîëíû 830 íì, L — ëèíçà, M — çåðêàëî, MHL — ìåòàëëîãàëîãåííàÿ ëàìïà äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, O — îáúåêòèâ, PC — ïîëÿðèçàöèîí-
íûé êóáèê, PT — ïüåçîñòîëèê, QD — êâàäðàíòíûé ôîòîäåòåêòîð, S — îáðàçåö, Sh — îïòè÷åñêèé çàòâîð, TL — òóáóñíàÿ ëèíçà. á — èçîáðàæåíèÿ åäè-
íè÷íîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñôåðû, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ïîñëåäîâàòåëüíîé ñúåìêè â òå÷åíèå 200 ñ ïðè íåàêòèâíîé (–) ëèáî àêòèâíîé (+) ñèñ-
òåìå ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà. â — òðàåêòîðèè åäèíè÷íîé ìèêðîñôåðû ïðè íåàêòèâíîé (êðèâàÿ ôèîëåòîâîãî öâåòà) è àêòèâíîé (êðèâàÿ

÷åðíîãî öâåòà) ñèñòåìàõ ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà ïî îñÿì x, y è z ñîîòâåòñòâåííî.



ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ êàê íà ýòàïå îáðàáîòêè äàííûõ
(êîððåêöèÿ äðåéôà (Henriques et al., 2010; Mlodzianoski
et al., 2011; York et al., 2011; Ovesny et al., 2014; Wang
et al., 2014)), òàê è íà ýòàïå ñáîðà äàííûõ (àêòèâíàÿ ñòà-
áèëèçàöèÿ ïîëîæåíèÿ îáðàçöà (Steffen et al., 2001; Lee
et al., 2012; McGorty et al., 2013)). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ êîì-
ïåíñàöèÿ äðåéôà ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ êàê ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìàðêåðíûõ îáúåêòîâ (Steffen et al., 2001; Henriqu-
es et al., 2010; York et al., 2011; Lee et al., 2012; Ovesny

et al., 2014), òàê è áåç íèõ (Mlodzianoski et al., 2011;
McGorty et al., 2013; Wang et al., 2014).

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ËÌ íàìè áûëà ñîçäàíà ñèñòåìà àê-
òèâíîé ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà, îñíîâàííàÿ íà
îïðåäåëåíèè ïîëîæåíèÿ ìàðêåðíîãî îáúåêòà (ìèêðîñôå-
ðû èç ïîëèñòèðîëà) ïðè ïîìîùè êâàäðàíòíîãî äåòåêòîðà,
èçîáðàæåíèå ìèêðîñôåðû íà êîòîðîì ñîçäàåòñÿ ïðè ïî-
ìîùè ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû èçëó÷åíèÿ â áëèæíåì èíô-
ðàêðàñíîì äèàïàçîíå (830 íì). Îáðàòíàÿ ñâÿçü, îñóùåñòâ-

826 À. Ä. Âåäÿéêèí è äð.

Ðèñ. 2. Ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ E. coli â ïðîöåññå äåëåíèÿ.

à — èçîáðàæåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê â ïðîõîäÿùåì ñâåòå; á — äèôðàêöèîííî-îãðàíè÷åííûå ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ FtsZ-ñòðóêòóð, ïîëó-
÷åííûå â ðåçóëüòàòå óñðåäíåíèÿ êàäðîâ îáðàçöà, ñîäåðæàùèõ èçîáðàæåíèÿ îäèíî÷íûõ ìîëåêóë êðàñèòåëÿ; â — ñóáäèôðàêöèîííûå èçîáðàæåíèÿ
FtsZ-ñòðóêòóð; ã — íàëîæåíèå ñóáäèôðàêöèîííûõ èçîáðàæåíèé FtsZ-ñòðóêòóð (âûäåëåíû çåëåíûì öâåòîì) íà ÷åðíî-áåëûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê, ïî-
ëó÷åííûå â ïðîõîäÿùåì ñâåòå; ä — ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå ñòðóêòóð, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ E. coli â ïðîöåññå äåëåíèÿ. Èçîáðàæå-
íèÿ ðàñïîëîæåíû â ïîðÿäêå, îòðàæàþùåì õîä äåëåíèÿ áàêòåðèàëüíîé êëåòêè (ðÿäû 1—7), îò ìîìåíòà íà÷àëà ôîðìèðîâàíèÿ êîëüöà ñæàòèÿ (ðÿä 1) äî

ðàñïðåäåëåíèÿ îòäåëüíûõ ïðîòîôèëàìåíòîâ FtsZ ïî äî÷åðíèì êëåòêàì ïî çàâåðøåíèè öèòîêèíåçà (ðÿä 7). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 1 ìêì.



ëÿåìàÿ ïðè ïîìîùè ïüåçîñòîëèêà, ïîçâîëÿåò êîìïåíñè-
ðîâàòü äðåéô îáðàçöà â õîäå ýêñïåðèìåíòà. Ïðîâåðêà
ýôôåêòèâíîñòè ðàáîòû ñèñòåìû ñòàáèëèçàöèè çà ñ÷åò íå-
çàâèñèìîé ðåãèñòðàöèè äðåéôà ïîñðåäñòâîì îïðåäåëåíèÿ
òðàåêòîðèé ôëóîðåñöåíòíûõ ìèêðîñôåð, çàêðåïëåííûõ
íà ïîâåðõíîñòè ïîêðîâíîãî ñòåêëà (ðèñ. 1, á), ïîêàçàëà,
÷òî ñîçäàííàÿ ñèñòåìà ïîçâîëÿåò ñíèçèòü ñòàíäàðòíîå îò-
êëîíåíèå ïîëîæåíèé îáðàçöà äî 6 íì è ìåíåå â ïëîñêîñòè

xy è äî 30 íì ïî îñè z (ðèñ. 1, â). Òàêèì îáðàçîì, ñèñòåìà
ñòàáèëèçàöèè äåëàåò âëèÿíèå äðåéôà îáðàçöà íà ðàçðåøå-
íèå ËÌ íåçíà÷èòåëüíûì.

Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ËÌ ìåòîäà àêòèâ-
íîé ñòàáèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáðàçöà íà îñíîâå îïðåäå-
ëåíèÿ ïîëîæåíèÿ ìàðêåðíîãî îáúåêòà ïðè ïîìîùè êâàä-
ðàíòíîãî äåòåêòîðà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íàìè âïåðâûå.
Ýòîò ìåòîä â îòëè÷èå îò äðóãèõ ìåòîäîâ ñòàáèëèçàöèè

Íîâûå äàííûå î ñòðóêòóðàõ, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ E. coli 827

Ðèñ. 3. Õàðàêòåðèñòèêà ñòðóêòóð, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì FtsZ â ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ ïåðåòÿæêè ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè
Escherichia coli.

à, â — êëåòêè E. coli, íàõîäÿùèåñÿ íà çàâåðøàþùåé ñòàäèè äåëåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþò êëåòêàì íà ðèñ. 2 â ðÿäàõ 5 (à) è 6 (â). 1 — âèä êëåòîê â ïðîõîäÿ-
ùåì ñâåòå, 2 — äèôðàêöèîííî-îãðàíè÷åííîå ôëóîðåñöåíòíîå èçîáðàæåíèå FtsZ-ñòðóêòóð, 3 — ñóáäèôðàêöèîííîå èçîáðàæåíèå FtsZ-ñòðóêòóð, 4 —
íàëîæåíèå ñóáäèôðàêöèîííîãî èçîáðàæåíèÿ (âûäåëåíî çåëåíûì öâåòîì) íà èçîáðàæåíèå êëåòêè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå (÷åðíî-áåëîå). Ìàñøòàáíûé
îòðåçîê — 1 ìêì. á, ã — ïðîôèëè ðàñïðåäåëåíèÿ ñèãíàëà íà ôëóîðåñöåíòíî-îãðàíè÷åííîì (êðàñíàÿ êðèâàÿ) è ñóáäèôðàêöèîííîì (÷åðíàÿ êðèâàÿ)

èçîáðàæåíèÿõ FtsZ-ñòðóêòóð ïî îñè, ïðîâåäåííîé ïîïåðåê (ñëåâà) ëèáî âäîëü (ñïðàâà) êëåòêè.



(Steffen et al., 2001; Lee et al., 2012; McGorty et al., 2013)
îáëàäàåò áîëåå âûñîêèì áûñòðîäåéñòâèåì, ïîçâîëÿÿ
îñóùåñòâëÿòü èçìåðåíèÿ ïîëîæåíèÿ îáúåêòà ñ ÷àñòîòîé
äî äåñÿòêîâ êèëîãåðö, à äëÿ åãî ðàáîòû òðåáóåòñÿ ìåíüøå
âû÷èñëèòåëüíûõ ðåñóðñîâ, òàê êàê èñêëþ÷àåòñÿ ýòàï
êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà èçîáðàæåíèé.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ñ ò ð ó ê ò ó ð, ô î ð ì è ð ó å ì û õ
á å ë ê î ì F t s Z â ê ë å ò ê à õ E. c o l i â ï ð î ö å ñ ñ å ä å -
ë å í è ÿ. Äèôðàêöèîííûé ïðåäåë ñóùåñòâåííî îãðàíè÷è-
âàåò âîçìîæíîñòè èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóð, ôîðìèðóåìûõ
áåëêîì FtsZ (êàê è ëþáûìè äðóãèìè áåëêàìè) â áàêòåðè-
àëüíîé êëåòêå, îäíàêî ýòî îãðàíè÷åíèå ìîæåò áûòü ïðå-
îäîëåíî ïðè ïîìîùè ìåòîäà ËÌ. Ñîçäàííàÿ ñèñòåìà ñòà-
áèëèçàöèè ïîëîæåíèÿ îáúåêòà ïîçâîëèëà íàì èññëåäî-
âàòü ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ
E. coli, ñ ñóáäèôðàêöèîííûì ðàçðåøåíèåì. Äëÿ âèçóàëè-
çàöèè ýòèõ ñòðóêòóð ìû èñïîëüçîâàëè èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîå îêðàøèâàíèå, ïîçâîëÿþùåå äîáèòüñÿ áîëåå âû-
ñîêîé òî÷íîñòè ëîêàëèçàöèè áëàãîäàðÿ èñïîëüçóåìûì
íèçêîìîëåêóëÿðíûì (íåáåëêîâûì) ôëóîðîôîðàì, èñ-
ïóñêàþùèì, êàê ïðàâèëî, â íåñêîëüêî (äî äåñÿòêîâ) ðàç
áîëüøå ôîòîíîâ äî ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ, ÷åì ôëóîðåñ-
öåíòíûå áåëêè.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû èçîáðàæåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ
êëåòîê â ïðîõîäÿùåì ñâåòå (ðèñ. 2, à), ñ äèôðàêöè-
îííî-îãðàíè÷åííûìè ôëóîðåñöåíòíûìè èçîáðàæå-
íèÿìè FtsZ-ñòðóêòóð (ðèñ. 2, á) è èõ ñóáäèôðàêöèîííûìè
èçîáðàæåíèÿìè (ìåòîä ËÌ, ðèñ. 2, â). Êàðòèíêè â ïîñ-
ëåäíèõ äâóõ ñòîëáöàõ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íàëîæåíèå
ñóáäèôðàêöèîííûõ èçîáðàæåíèé FtsZ-ñòðóêòóð íà ôî-
òîãðàôèè êëåòîê, ïîëó÷åííûå â ïðîõîäÿùåì ñâåòå
(ðèñ. 2, ã), è ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå ñòðóêòóð, ôîðìè-
ðóåìûõ áåëêîì FtsZ â êëåòêàõ E. coli â ïðîöåññå äåëåíèÿ
(ðèñ. 2, ä).

Ïðèìåíåíèå ìåòîäà ËÌ â ñî÷åòàíèè ñ èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì îáðàçöîâ ïîçâîëèëî íàì ðå-
êîíñòðóèðîâàòü ïîñëåäîâàòåëüíóþ ðåîðãàíèçàöèþ ñòðóê-
òóð, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì FtsZ, íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ öèòî-
êèíåçà (ðèñ. 2, ðÿäû 1—7). Â êëåòêàõ, êîòîðûå ãîòîâÿòñÿ ê
ïðîöåññó äåëåíèÿ, íî â êîòîðûõ åùå íå íà÷àëîñü ôîðìè-
ðîâàíèå ïåðåòÿæêè, FtsZ ëîêàëèçóåòñÿ â âèäå ïðîòÿæåí-
íûõ ñïèðàëåâèäíûõ ñòðóêòóð, ïëàâíî ïåðåõîäÿùèõ â
êîëüöåîáðàçíóþ ïîäìåìáðàííóþ ñòðóêòóðó ïîñåðåäèíå
êëåòêè (ðèñ. 2, ðÿä 1). Ïîñòåïåííî êîëüöî ñòàíîâèòñÿ òîë-
ùå, à ñïèðàëåâèäíûå ñòðóêòóðû â ëåâîé ÷àñòè êëåòêè
ïðîïàäàþò (ðèñ. 2, ðÿä 2). Ïî-âèäèìîìó, FtsZ ïîëíîñòüþ
ïåðåìåùàåòñÿ â îáëàñòü ôîðìèðóþùåãîñÿ êîëüöà. Ñàìî
êîëüöî âûãëÿäèò íåçàìêíóòûì (ðèñ. 2, ðÿäû 3, 4). Ïðè
ýòîì â êëåòêå FtsZ ôîðìèðóåò íàðÿäó ñ Z-êîëüöîì ïîáî÷-
íóþ ñòðóêòóðó âáëèçè îäíîãî èç ïîëþñîâ, èìåþùóþ
ôîðìó íåçàìêíóòîé ïåòëè (ðèñ. 2, ðÿä 4). Ôîðìèðîâàíèå
òàêîé ñòðóêòóðû ìîæåò ïðèâåñòè ê îáðàçîâàíèþ äîïîë-
íèòåëüíîé ïåðåòÿæêè è ìèíè-êëåòêè áåç íóêëåîèäà. Âî
âðåìÿ àêòèâíîãî ôîðìèðîâàíèÿ ïåðåòÿæêè êîëüöåîáðàç-
íàÿ ñòðóêòóðà ïðåîáðàçóåòñÿ â òóãî ñæàòóþ ñïèðàëü
(ðèñ. 2, ðÿä 5), â êîòîðîé õîðîøî ðàçëè÷èìû íåñêîëüêî
âèòêîâ. Êîãäà ïåðåòÿæêà ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàíà, ýòà
ñïèðàëü, ïî-âèäèìîìó, íà÷èíàåò ðàçáèðàòüñÿ, è îò íåå îò-
ñîåäèíÿþòñÿ ïðîòÿæåííûå èçîãíóòûå ôèëàìåíòû FtsZ,
ðàñïðåäåëÿþùèåñÿ ïî äî÷åðíèì êëåòêàì (ðèñ. 2, ðÿä 6).
Ïîñëå òîãî êàê êëåòêè ïîëíîñòüþ ïîäåëèëèñü, íî åùå íå
ðàçîøëèñü, íè ñïèðàëåâèäíûõ ñòðóêòóð, íè êîëüöà â îá-
ëàñòè áûâøåé ïåðåòÿæêè óæå íå íàáëþäàåòñÿ, ïðè ýòîì
õîðîøî ðàçëè÷èìû ôèëàìåíòû FtsZ ïî âñåé ïðîòÿæåííî-
ñòè êëåòîê (ðèñ. 2, ðÿä 7).

Ïðåäñòàâëÿåòñÿ èíòåðåñíûì îõàðàêòåðèçîâàòü ñòðóê-
òóðû, êîòîðûå ôîðìèðóåò FtsZ â áàêòåðèÿõ, íàõîäÿùèõñÿ
íà ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ ïåðåòÿæêè ìåæäó äî÷åðíèìè
êëåòêàìè (ðèñ. 3). Ýòè ñòðóêòóðû âûòÿíóòû ïî íàïðàâëå-
íèþ âäîëü îñè êëåòêè, èìåþò øèðèíó îò 200 äî 400 íì
(ïåðïåíäèêóëÿðíî îñè) è äëèíó äî 500 íì (âäîëü îñè), â
íèõ îò÷åòëèâî íàáëþäàåòñÿ ïåðèîäè÷íîñòü ñ øàãîì îò 80
äî 150 íì. Ýòè ñòðóêòóðû, îáðàçóþùèåñÿ â ïðîöåññå ñî-
êðàùåíèÿ Z-êîëüöà, íàïîìèíàþò ñïèðàëè, íàõîäÿùèåñÿ
íà òîé èëè èíîé ñòàäèè ñæàòèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå ïîääåðæèâàþò ãèïîòåçó î òîì, ÷òî
Z-êîëüöî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òóãî ñâåðíóòóþ ñïèðàëü,
ñîñòîÿùóþ èç îòäåëüíûõ èçîãíóòûõ ïðîòîôèëàìåíòîâ
FtsZ, ñîåäèíåííûõ äðóã ñ äðóãîì ñ ïîìîùüþ âñïîìîãà-
òåëüíûõ áåëêîâ äèâèñîìû (àïïàðàòà äåëåíèÿ), è ýòà ñïè-
ðàëåâèäíàÿ ñòðóêòóðà ñæèìàåòñÿ â õîäå öèòîêèíåçà, ñïî-
ñîáñòâóÿ ôîðìèðîâàíèþ ïåðåòÿæêè ìåæäó äî÷åðíèìè
êëåòêàìè (Erickson et al., 2010).

Â äàííîé ðàáîòå ìû íàãëÿäíî ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
âîçìîæíîñòè ËÌ, ïîçâîëÿþùèå îáíàðóæèòü îñîáåííîñòè
îðãàíèçàöèè áàêòåðèàëüíîãî öèòîñêåëåòà, íåäîñòóïíûå
äëÿ äèôðàêöèîííî-îãðàíè÷åííîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèê-
ðîñêîïèè. Êðîìå òîãî, ËÌ â ñî÷åòàíèè ñ èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì ñóùåñòâåííî äîïîëíÿåò äàí-
íûå, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ õè-
ìåðíûõ áåëêîâ, òàê êàê êàæäûé èç ýòèõ ïîäõîäîâ â
îòäåëüíîñòè íå ïîçâîëÿåò àáñîëþòíî äîñòîâåðíî óñòàíî-
âèòü ñâîéñòâà èññëåäóåìûõ ñòðóêòóð. Â ïåðâîì ñëó÷àå
èñòî÷íèêîì àðòåôàêòîâ ìîãóò ñëóæèòü óñëîâèÿ ôèêñà-
öèè, ìàíèïóëÿöèè ñ êëåòêàìè â ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ îá-
ðàçöîâ, ðàçìåð êîìïëåêñîâ àíòèãåí + ïåðâîå àíòèòåëî +
âòîðîå àíòèòåëî (äîïîëíèòåëüíîå îòêëîíåíèå îò ìåñòà
ëîêàëèçàöèè ìîëåêóëû èññëåäóåìîãî áåëêà äî ìîëåêóëû
ôëóîðîôîðà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ìîëåêóëîé âòîðîãî àí-
òèòåëà, ìîæåò ñîñòàâëÿòü äî 20 íì). Áåëêè ñëèÿíèÿ â
ñâîþ î÷åðåäü âíîñÿò ðàçëè÷íûå âîçìóùåíèÿ â íàòèâíûå
ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå èññëåäóåìûìè áåëêàìè in vivo,
áëàãîäàðÿ êàê ñêëîííîñòè èñïîëüçóåìûõ ôëóîðåñöåíò-
íûõ áåëêîâ ê äèìåðèçàöèè, òàê è âîçìîæíîìó íåïðåäñêà-
çóåìîìó âëèÿíèþ äâóõ ÷àñòåé õèìåðû äðóã íà äðóãà. Âå-
ðîÿòíî, èìåííî àðòåôàêòîì äèìåðèçàöèè ôëóîðåñöåíò-
íûõ ÷àñòåé áåëêà ñëèÿíèÿ ìîæíî îáúÿñíèòü íåñêîëüêî
èíóþ êàðòèíó, íàáëþäàåìóþ ïðè âèçóàëèçàöèè ñòðóêòóð
FtsZ-mEos2 (Fu et al., 2010; Buss et al., 2013à, 2015) â æè-
âûõ êëåòêàõ E. coli. Âçàèìîäîïîëíÿþùåå èñïîëüçîâàíèå
îáîèõ ïîäõîäîâ äàåò íàäåæäó íà ïîëó÷åíèå áîëåå îáúåê-
òèâíîé èíôîðìàöèè î FtsZ-ñòðóêòóðàõ â áàêòåðèàëüíîé
êëåòêå.

Èñïîëüçîâàííûé íàìè ïîäõîä îòêðûâàåò øèðîêèå
âîçìîæíîñòè äëÿ èññëåäîâàíèÿ âíóòðåííåé îðãàíèçàöèè
ïðîêàðèîò è ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íî áûñòðî àäàïòèðîâàí
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðàêòè÷åñêè ëþáûõ áåëêîâ â êëåòêàõ
ðàçíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Îñîáåííî öåííîé ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ âîçìîæíîñòü èññëåäîâàíèÿ âíóòðåííåé îðãàíèçàöèè
ïðîêàðèîò, èìåþùèõ ìàëåíüêèé ðàçìåð êëåòîê, è äëÿ êî-
òîðûõ ïîêà íå ðàçðàáîòàíû íàäåæíûå ìåòîäû ìàíèïóëÿ-
öèè ñ ãåíåòè÷åñêèì ìàòåðèàëîì, ïîçâîëÿþùèå ëåãêî ïî-
ëó÷àòü ìóòàíòíûå øòàììû ñ äåëåöèåé ãåíîâ èëè øòàì-
ìû, ïðîäóöèðóþùèå áåëêè ñëèÿíèÿ. Â ÷èñëå òàêèõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ îïðåäåëåííî ìîæíî íàçâàòü ìèêîïëàç-
ìû (êëàññ Mollicutes). Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè áûëà âû-
ïîëíåíà òîëüêî îäíà ïîïûòêà óñòàíîâèòü ëîêàëèçàöèþ
áåëêà FtsZ â ìèêîïëàçìå (Mycoplasma hominis) (Âèøíÿ-
êîâ è äð., 2009), ïðè ýòîì àâòîðû èñïîëüçîâàëè òðàäèöè-
îííûé ìåòîä èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, íå ïî-
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çâîëÿþùèé âûïîëíèòü ïîëíîöåííóþ ðåêîíñòðóêöèþ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, ôîðìèðóåìûõ èññëåäóåìûì
áåëêîì, â áàêòåðèÿõ ñòîëü ìàëåíüêîãî ðàçìåðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-34-00023).
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NEW INFORMATION ABOUT THE STRUCTURES FORMED BY FtsZ PROTEIN

IN ESCHERICHIA COLI CELLS DURING DIVISION PROCESS OBTAINED

BY SINGLE-MOLECULE LOCALIZATION MICROSCOPY

A. D. Vedyaykin,1 I. E. Vishnyakov,1, 2 V. S. Polinovskaya,1 T. O. Artamonova,1
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FtsZ — a bacterial tubulin homolog — is one of the key bacterial division proteins, forming a contractile
Z-ring at the midcell of dividing bacteria. In this work immunofluorescent labeling was used in conjunction
with single-molecule localization microscopy (SMLM) to visualize native structures formed by FtsZ protein in
Escherichia coli cells. This approach allowed the reorganization of FtsZ structures during cytokinesis to be vi-
sualized step-by-step. New data was obtained that support the hypothesis that the Z-ring is a spiral structure that
constricts during division, assisting the formation of the septum between daughter cells.

K e y w o r d s: single-molecule localization microscopy, sample position stabilization system, Escherichia
coli, cytokinesis, FtsZ, contractile ring.
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