
ÂÎÑÑÒÀÍÎÂËÅÍÈÅ ÏÐÎÖÅÑÑÀ ÄÅËÅÍÈß Â ÁÀÊÒÅÐÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ
ÏÎÑËÅ ÈÍÄÓÊÖÈÈ ÁÅËÊÀ SulA, ÎÒÂÅ×ÀÞÙÅÃÎ ÇÀ ÏÐÅÊÐÀÙÅÍÈÅ ÖÈÒÎÊÈÍÅÇÀ

ÏÐÈ SOS-ÎÒÂÅÒÅ

© À. Ä. Âåäÿéêèí,1 À. Â. Ñàáàíöåâ,1 È. Å. Âèøíÿêîâ,1, 2, *

Í. Å. Ìîðîçîâà,1 Ì. À. Õîäîðêîâñêèé1

1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò Ïåòðà Âåëèêîãî, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 195251,
è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 194064;

* ýëåêòðîííûé àäðåñ: innvish@gmail.com

À. Ä. Âåäÿéêèí è äð.
Âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà äåëåíèÿ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ïîñëå èíäóêöèè áåëêà SulA

SOS-îòâåò ÿâëÿåòñÿ âàæíûì çàùèòíûì ìåõàíèçìîì áàêòåðèàëüíîé êëåòêè è ïîçâîëÿåò ìèêðîîðãà-
íèçìàì çàùèùàòü ãåíîì è ïåðåæèâàòü íåáëàãîïðèÿòíûå óñëîâèÿ. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ SOS-îòâåò ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ íå òîëüêî êàê çàùèòíûé, íî è êàê àêòèâíûé ýâîëþöèîííûé ìåõàíèçì: ÿâëÿÿñü êàòàëèçàòî-
ðîì ìóòàãåíåçà, îí ïîìîãàåò òàêèì îáðàçîì ïðèñïîñàáëèâàòüñÿ ê èçìåíÿþùèìñÿ óñëîâèÿì ñðåäû (â òîì
÷èñëå ñïîñîáñòâóÿ ôîðìèðîâàíèþ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì). Â ñâÿçè ñ âûñîêîé çíà÷èìîñòüþ äàí-
íîãî ÿâëåíèÿ ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíûì èçó÷åíèå ïðîöåññîâ, ïîçâîëÿþùèõ áàêòåðèàëüíîé êëåòêå âîññòà-
íîâèòüñÿ ïîñëå íàñòóïëåíèÿ SOS-îòâåòà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà äå-
ëåíèÿ êëåòîê áàêòåðèè Escherichia coli ïîñëå åãî íàðóøåíèÿ ïîä äåéñòâèåì ýêñïðåññèè áåëêà SOS-îòâå-
òà SulA. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êëåòêè ñïîñîáíû áûñòðî
âîññòàíàâëèâàòü íîðìàëüíîå äåëåíèå, ïðè ýòîì ãëàâíûì ìåõàíèçìîì ïðàâèëüíîãî ïîçèöèîíèðîâàíèÿ
ñåïòû, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ìåõàíèçì íóêëåîèäíîé îêêëþçèè. Êðîìå òîãî, áåëîê FtsZ ôîðìèðóåò
êîëüöà äåëåíèÿ â óäëèíåííîé êëåòêå íå ñðàçó, à ÷åðåç ýòàï îáðàçîâàíèÿ ïðîìåæóòî÷íûõ ñïèðàëåîáðàç-
íûõ ïîëèìåðíûõ ôîðì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëîêàëèçàöèîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, Escherichia coli, öèòîêèíåç, FtsZ, êîëüöî äåëå-
íèÿ, SOS-îòâåò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: Z-êîëüöà — êîëüöà äåëåíèÿ.

Ñîñòîÿíèå SOS-îòâåòà — çàùèòíûé ìåõàíèçì, ïîìî-
ãàþùèé êëåòêàì áàêòåðèé ïåðåæèòü íåáëàãîïðèÿòíûå
óñëîâèÿ, ïðèâîäÿùèå ê ïîâðåæäåíèþ ÄÍÊ (Radman,
1975). Â ýòîì ñîñòîÿíèè êëåòêè ýêñïðåññèðóþò ðÿä áåë-
êîâ, àêòèâíîñòü êîòîðûõ íàïðàâëåíà ãëàâíûì îáðàçîì íà
ðåïàðàöèþ ÄÍÊ (Michel, 2005). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ïðè SOS-îòâåòå çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ÷àñòîòà ìóòà-
öèé êàê çà ñ÷åò âîâëå÷åíèÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàç, äåëàþùèõ
îøèáêè (Cirz et al., 2005), òàê è çà ñ÷åò ãîìîëîãè÷íîé ðå-
êîìáèíàöèè. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü äàííîå ñîñòî-
ÿíèå êàê îäèí èç êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ ôîðìèðîâàíèÿ
óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì (Culyba et al., 2015).

Îäíèì èç óñëîâèé óñïåøíîé ðåïàðàöèè ïðè SOS-îò-
âåòå ÿâëÿåòñÿ îñòàíîâêà öèòîêèíåçà çà ñ÷åò ýêñïðåññèè
áåëêà SulA, ñâÿçûâàþùåãîñÿ ñ êëþ÷åâûì áåëêîì áàêòå-
ðèàëüíîãî äåëåíèÿ FtsZ (Haeusser, Margolin, 2016). Ïðè
ýòîì ïðîèñõîäèò èñòîùåíèå ïóëà ñâîáîäíûõ ìîíîìåðîâ
FtsZ, âñëåäñòâèå ÷åãî ýôôåêòèâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåëêà
äåëåíèÿ (ìîëåêóë FtsZ, íå ñâÿçàííûõ ñ áåëêîì-èíãèáèòî-
ðîì äåëåíèÿ SulA) â öèòîïëàçìå ïàäàåò íèæå êðèòè÷åñêî-
ãî çíà÷åíèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ åãî ïîëèìå-
ðèçàöèè è áëîêèðîâàíèþ îáðàçîâàíèÿ êîëåö äåëåíèÿ
(Z-êîëåö).

Ìåõàíèçìû âêëþ÷åíèÿ SOS-îòâåòà è îñòàíîâêè äåëå-
íèÿ èçó÷åíû äîñòàòî÷íî õîðîøî. Îäíàêî äëÿ òîãî ÷òîáû

âûæèòü, êëåòêå òàêæå íåîáõîäèìî âîçîáíîâèòü äåëåíèå
ïîñëå îêîí÷àíèÿ ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé, è ýòîò ïðîöåññ
èçó÷åí â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ïðîöåññû àê-
òèâàöèè è ðàçâèòèÿ SOS-îòâåòà. Â ÷àñòíîñòè, íàì èçâåñò-
íî ëèøü î íåñêîëüêèõ ðàáîòàõ, â êîòîðûõ àâòîðû àíàëè-
çèðîâàëè ïðîöåññ âîññòàíîâëåíèÿ íîðìàëüíîãî äåëåíèÿ
êëåòîê ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ âîçäåéñòâèÿ, âûçûâàþùåãî
ôèëàìåíòàöèþ (Ishii et al., 2004; Stackhouse et al., 2012).

×òîáû âîçîáíîâèòü äåëåíèå ïîñëå SOS-îòâåòà, êëåò-
êàì òðåáóåòñÿ, âî-ïåðâûõ, ðàñïðåäåëèòü ðåïàðèðîâàííûå
õðîìîñîìû ïî âñåé äëèíå êëåòêè è, âî-âòîðûõ, ñôîðìè-
ðîâàâ Z-êîëüöà ìåæäó õðîìîñîìàìè, îñóùåñòâèòü ñåïòà-
öèþ. Èññëåäîâàíèå âîññòàíîâëåíèÿ ïðîöåññà äåëåíèÿ
áàêòåðèàëüíîé êëåòêè ïðè âûõîäå èç SOS-îòâåòà ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ âåñüìà âàæíûì, òàê êàê óñïåøíîå âîçîáíîâëå-
íèå öèòîêèíåçà ïî îêîí÷àíèè SOS-îòâåòà èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ó áàêòåðèé óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáè-
îòèêàì (Bos et al., 2015). Òùàòåëüíîå èçó÷åíèå âûõîäà
áàêòåðèàëüíîé êëåòêè èç SOS-îòâåòà ïîçâîëèò îòûñêàòü
íîâûå ñïîñîáû áîðüáû ñ áàêòåðèàëüíûìè èíôåêöèÿìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âîññòàíîâëåíèå
ïðîöåññà äåëåíèÿ â êëåòêàõ E. coli, â êîòîðûõ ôîðìèðîâà-
íèå Z-êîëåö îñòàíàâëèâàëè èíäóêöèåé ñèíòåçà áåëêà
SulA, âûçûâàþùåãî îñòàíîâêó ñåïòàöèè ïðè SOS-îòâåòå.
Ïðè ýòîì ÄÍÊ êëåòîê îñòàâàëàñü íåïîâðåæäåííîé, â ñâÿ-
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çè ñ ÷åì áàêòåðèàëüíûå õðîìîñîìû èçíà÷àëüíî áûëè ðå-
ãóëÿðíî ðàñïðåäåëåíû ïî âñåé äëèíå êëåòîê, ïîäâåðã-
øèõñÿ ôèëàìåíòàöèè. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ áåëêîì SulA
íà îñíîâå âåêòîðà pBad-HisB ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäó,
ñîäåðæàùóþ ãåí sulA ïîä êîíòðîëåì àðàáèíîçíîãî ïðî-
ìîòîðà, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî ïðèâîäèò ê ôèëàìåíòàöèè
êëåòîê, îäíàêî ïîñëå îñòàíîâêè èíäóêöèè êëåòêè äîñòà-
òî÷íî áûñòðî âîçâðàùàþòñÿ â íîðìàëüíîå ñîñòîÿíèå.
Âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà äåëåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ïðè ïî-
ìîùè èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñ àíòèòåëà-
ìè, ñïåöèôè÷íûìè ê FtsZ, à òàêæå ïðè ïîìîùè äèíàìè-
÷åñêîé ìèêðîñêîïèè æèâûõ êëåòîê ñ âèçóàëèçàöèåé ÄÍÊ
ïðè ïîìîùè ïðîíèêàþùåãî ÷åðåç ìåìáðàíó êðàñèòåëÿ
SYTO 9. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ôîðìèðîâàíèå àêòèâíûõ
Z-êîëåö è âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà ñåïòàöèè â óäëèíåí-
íîé áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ èíäóêöèè
SulA ïðîèñõîäÿò àñèíõðîííî — âáëèçè ïîëþñîâ è â ñðåä-
íåé ÷àñòè ôèëàìåíòèðîâàííûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, ïî
ìåðå âîññòàíîâëåíèÿ ñïîñîáíîñòè FtsZ ê ïîëèìåðèçàöèè
ñíà÷àëà ôîðìèðóþòñÿ ñïèðàëåâèäíûå ñòðóêòóðû è òîëü-
êî ïîñëå ýòîãî Z-êîëüöà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Á à ê ò å ð è à ë ü í û å ø ò à ì ì û è ï ë à ç ì è ä û. Äëÿ
ýêñïðåññèè áåëêà SulA â êëåòêàõ E. coli ðàçðàáîòàëè ãåíå-
òè÷åñêóþ êîíñòðóêöèþ íà îñíîâå ïëàçìèäû pBad-HisB.
Äëÿ ýòîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ SulA-NcoI-For
(5R-atttaaCCATGGcatacacttcaggctatgcacat-3R) è SulA-KpnI-
Rev (5R-atttaaGGTACCcttaatgatacaaattagagtgaatttttagcc-3R)
àìïëèôèöèðîâàëè ôðàãìåíò ÄÍÊ E. coli Dh5a, êîäèðóþ-
ùèé ïîëíîðàçìåðíûé öåëåâîé áåëîê. Äàííûé ôðàãìåíò
ÄÍÊ âñòðîèëè â ïëàçìèäó pBad-HisB ïî ñàéòàì ðåñòðèê-
öèè KpnI è NcoI. Ïîëó÷åííîé ïëàçìèäîé òðàíñôîðìèðî-
âàëè êëåòêè øòàììà E. coli Dh5a.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è ô è ê ñ à ö è ÿ ê ë å ò î ê.
Êëåòêè ïîëó÷åííîãî øòàììà âûðàùèâàëè â òå÷åíèå íî÷è
â æèäêîé ñðåäå LB ñ äîáàâëåíèåì 100 ìêã/ìë àìïèöèëëè-
íà ïðè 37 °Ñ è èíòåíñèâíîé àýðàöèè â òåðìîøåéêåðå
(200 îá/ìèí), ïîñëå ÷åãî èíîêóëÿò âíîñèëè â ñâåæóþ ñðå-
äó è êóëüòèâèðîâàëè äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD600 =
= 0.1. Ýêñïðåññèþ SulA èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì â
ñðåäó L-àðàáèíîçû â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ. ×åðåç 1 ÷ èí-
äóêöèþ îñòàíàâëèâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: áàêòåðèè ñî-
áèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (6000 g â òå÷åíèå 2 ìèí), ñó-
ïåðíàòàíò îòáèðàëè, à îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñâåæåé
ñðåäå LB ñ äîáàâëåíèåì àíòèáèîòèêà è 0.4 % ãëþêîçû,
ïîñëå ÷åãî áàêòåðèè äîïîëíèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè â òå-
÷åíèå 70 ìèí. ×åðåç ðàâíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ÷àñòü
êëåòîê îòáèðàëè è ôèêñèðîâàëè â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì
ôîðìàëüäåãèäà è ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà, êàê îïèñàíî ðà-
íåå (Vedyaykin et al., 2016).

Ï î ä ã î ò î â ê à î á ð à ç ö î â ä ë ÿ ë î ê à ë è ç à ö è î í -
í î é ì è ê ð î ñ ê î ï è è. Ïîñëå ôèêñàöèè êëåòêè ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â áóôåðå GTE (50 ìÌ ãëþêîçû, 32.5 ìÌ Òðèñ è
10 ìÌ ÝÄÒÀ) è çàêðåïëÿëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, êàê
îïèñàíî ðàíåå (Vedyaykin et al., 2016). Êëåòêè ïåðìåàáè-
ëèçèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîé îáðàáîòêîé 0.1%-íûì ðàñ-
òâîðîì Òðèòîíà X-100 â PBS (5 ìèí) è 10 ìêã/ìë ëèçîöè-
ìà â áóôåðå GTE (5 ìèí) ñ ïðîìåæóòî÷íîé ïðîìûâêîé
PBS. Ïîñëå îáðàáîòêè ëèçîöèìîì êëåòêè âíîâü ïðîìûâà-
ëè PBS è ïîìåùàëè â áëîêèðóþùèé ðàñòâîð îáåçæèðåí-
íîãî ìîëîêà (blotting grade blocker, BioRad, ÑØÀ) â PBS
íà 30 ìèí äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçû-

âàíèÿ àíòèòåë. Èíêóáèðîâàíèå ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè
(êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ñèíòåòè÷åñêîìó
ïåïòèäó, ðàçðàáîòàííîìó íà îñíîâå èçâåñòíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé áàêòåðèàëüíûõ áåëêîâ FtsZ, âêëþ÷àÿ FtsZ
E. coli K12 (Agrisera, Øâåöèÿ), â ðàçâåäåíèè 1 : 200 â áëî-
êèðóþùåì ðàñòâîðå) îñóùåñòâëÿëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè
4 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè òùàòåëüíî ïðîìûâàëè 0.01%-íûì
ðàñòâîðîì Tween-20 â PBS, çàòåì èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè
(F(ab’)2-ôðàãìåíòû àíòèòåë êîçû ê ãàììà-èììóíîãëîáó-
ëèíàì êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ êðàñèòåëåì Ale-
xa 647 (A-21246; Life Technologies, ÑØÀ)). Ïîñëå îòìûâ-
êè îò àíòèòåë ïðè ïîìîùè ðàñòâîðà Tween-20 â PBS ïðî-
èçâîäèëè îêðàøèâàíèå ÄÍÊ êðàñèòåëåì YOYO-1
(êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 100 íÌ â PBS) â òå÷åíèå 10 ìèí.
Ïðåäâàðèòåëüíî íà ñëàéäàõ çàêðåïëÿëè ïëàñòèêîâûå
ìèêðîñôåðû, êîòîðûå ïðè ïîñëåäóþùåé ñúåìêå èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ðàáîòû ñèñòåìû àêòèâíîé ñòàáèëèçàöèè ïîëî-
æåíèÿ îáðàçöà â ìèêðîñêîïå (Âåäÿéêèí è äð., 2015).

Ï î ë ó ÷ å í è å è ç î á ð à æ å í è é. Èçîáðàæåíèÿ îò-
äåëüíûõ êëåòîê ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè óñòàíîâêè, îñíî-
âàííîé íà íåèíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå AxioIma-
ger.Z1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è îïèñàííîé ðàíåå (Âåäÿé-
êèí è äð., 2015). Äëÿ ñúåìêè îáðàçöîâ èñïîëüçîâàëè
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíóþ ÏÇÑ-êàìåðó ñ ýëåêòðîííûì óì-
íîæåíèåì (AndoriXon897). Ñíà÷àëà ñíèìàëè âûáðàííîå
ïîëå â ïðîõîäÿùåì ñâåòå, à òàêæå â êàíàëàõ ôëóîðåñöåí-
öèè, ñîîòâåòñòâóþùèõ êðàñèòåëÿì YOYO-1 è Alexa 647,
ïðè ýòîì äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè
íèçêîèíòåíñèâíîå èçëó÷åíèå ðòóòíîé ëàìïû è íàáîðû
ôèëüòðîâ FilterSet 10 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) äëÿ YOYO-1
è LF635/LP-B-00 (Semrock, ÑØÀ) äëÿ Alexa 647. Çàòåì
ñíèìàëè ñåðèþ êàäðîâ (îò 4000 äî 10 000 ñíèìêîâ), ñî-
äåðæàùèõ èçîáðàæåíèÿ îäèíî÷íûõ ìîëåêóë êðàñèòåëÿ
Alexa 647, ïðè ýòîì äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èñ-
ïîëüçîâàëè âûñîêîèíòåíñèâíîå èçëó÷åíèå äèîäíîãî ëà-
çåðà ñ äëèíîé âîëíû 635 íì (ïëîòíîñòü ìîùíîñòè â ïëîñ-
êîñòè îáðàçöà îêîëî 1 êÂò/ñì2). Ïðè ñúåìêå äëÿ äîñòèæå-
íèÿ íóæíûõ ôîòîôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ êðàñèòåëÿ Alexa
647 èñïîëüçîâàëè ñïåöèàëüíûé áóôåð (PBS-Tris, pH 7.5,
10 % ãëþêîçû, 10 ìÌ öèñòåàìèíà, 50 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòà-
íîëà, 2 ìÌ öèêëîîêòàòåòðàåíà, à òàêæå ôåðìåíòàòèâíàÿ
ñèñòåìà ïîãëîùåíèÿ êèñëîðîäà (2.5 ìÌ ïðîòîêàòåõîâîé
êèñëîòû è 50 íÌ ïðîòîêàòåõàò 3,4-äèîêñèãåíàçû)) (Olivi-
er et al., 2013). Ïðè ñúåìêå èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíîå
îáåñïå÷åíèå MicroManager (Edelstein et al., 2010), äëÿ
àíàëèçà èçîáðàæåíèé — ïàêåò ImageJ (Schneider et al.,
2012). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé ïî ìåòîäó ëîêàëèçà-
öèîííîé ìèêðîñêîïèè èñïîëüçîâàëè ïëàãèí Thunder-
STORM äëÿ ïðîãðàììíîãî ïàêåòà ImageJ (Ovesny et al.,
2014). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ èçîáðàæåíèé áðàëè ëîêàëèçàöèè ñ
èíòåíñèâíîñòüþ íå ìåíüøå 1000 ôîòîíîâ è íåòî÷íîñòüþ
îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ, íå ïðåâûøàþùåé 20 íì (Vedya-
ykin et al., 2016).

Ä è í à ì è ÷ å ñ ê à ÿ ñ ú å ì ê à æ è â û õ ê ë å ò î ê. Äëÿ
äèíàìè÷åñêîé ñúåìêè æèâûõ áàêòåðèé èñïîëüçîâàëè âû-
ñîêî÷óâñòâèòåëüíóþ ÏÇÑ-êàìåðó ñ ýëåêòðîííûì óìíî-
æåíèåì Cascade-II (Photometrics, ÑØÀ), à òàêæå ñàìîñòî-
ÿòåëüíî íàïèñàííûå ïðîãðàììû äëÿ àâòîìàòè÷å-
ñêîé ñúåìêè, èñïîëüçîâàííûå ðàíåå â ðàáîòå Ìîðîçîâîé
è ñîàâòîðîâ (Morozova et al., 2016). Äëÿ âèçóàëèçàöèè
ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü SYTO 9 (Thermo Fisher Sci-
entific, ÑØÀ), ïðîíèêàþùèé â æèâûå êëåòêè. Äëÿ îáðà-
áîòêè èçîáðàæåíèé òàêæå èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíûé
ïàêåò ImageJ.
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ýêñïðåññèÿ áåëêà SulA ïðèâîäèëà ê îñòàíîâêå äåëå-
íèÿ è ôîðìèðîâàíèþ õàðàêòåðíûõ äëÿ SOS-îòâåòà ôèëà-
ìåíòèðîâàííûõ êëåòîê E. coli, îäíàêî â îòëè÷èå îò
SOS-îòâåòà êëåòêè ñîäåðæàëè íåñêîëüêî ðàçäåëåííûõ
íóêëåîèäîâ, à íå îäíîðîäíóþ ìàññó ÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì
ìîäåëèðîâàëè ñèòóàöèþ, êîãäà â õîäå SOS-îòâåòà êëåòêå
óäàåòñÿ îñóùåñòâèòü ðåïàðàöèþ è ðàçäåëèòü ìåæäó ñî-
áîé õðîìîñîìû, ïîñëå ÷åãî êëåòêà ìîæåò ïðèñòóïèòü ê
äàëüíåéøåìó äåëåíèþ. Ýêñïðåññèÿ SulA ïðèâîäèëà ê
áëîêèðîâàíèþ îáðàçîâàíèÿ Z-êîëåö, ïðè ýòîì ìîëåêóëû
FtsZ áûëè ðàñïðåäåëåíû ïî êëåòêå áîëåå èëè ìåíåå ðàâ-
íîìåðíî, õîòÿ âñòðå÷àëèñü è îòäåëüíûå ýëåìåíòû, íàïî-
ìèíàþùèå ñïèðàëè è äðóãèå ïîëèìåðíûå ñòðóêòóðû
(ðèñ. 2, à). Òàêæå FtsZ îò÷àñòè äåìîíñòðèðîâàë èíâåðñ-
íóþ ïî îòíîøåíèþ ê ÄÍÊ ëîêàëèçàöèþ (èíûìè ñëîâàìè,
â ïðîìåæóòêàõ ìåæäó íóêëåîèäàìè íàáëþäàëè áîëüøóþ
ïëîòíîñòü FtsZ, ÷åì â îáëàñòè öèòîïëàçìû, çàíÿòîé
ÄÍÊ), ÷òî ìîæåò ãîâîðèòü î ñîõðàíåíèè âëèÿíèÿ â óñëî-

âèÿõ ýêñïðåññèè SulA ÿâëåíèÿ íóêëåîèäíîé îêêëþçèè
(Ortiz et al., 2016). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîäîáíóþ èí-
âåðñíóþ ëîêàëèçàöèþ íàáëþäàëè è â êëåòêàõ â ñîñòîÿ-
íèè SOS-îòâåòà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè SulA áîëüøèíñòâî ôè-
ëàìåíòèðîâàííûõ êëåòîê áûñòðî âîçâðàùàëîñü ê íîð-
ìàëüíîìó ñîñòîÿíèþ, ÷òî íàãëÿäíî ïðîèëëþñòðèðîâàíî
èçìåíåíèåì ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî äëèíå
(ðèñ. 1), à òàêæå ñúåìêîé æèâûõ êëåòîê â òå÷åíèå äëè-
òåëüíîãî âðåìåíè (ðèñ. 3). Ïî âñåé âèäèìîñòè, ñòîëü
áûñòðîå âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà öèòîêèíåçà îáåñïå÷è-
âàåòñÿ êîðîòêèì âðåìåíåì æèçíè (ìåíåå 2 ìèí) áåëêà
SulA, ñâÿçàííûì ñ åãî äåãðàäàöèåé ïðîòåàçîé Lon (Mizu-
sawa, Gottesman, 1983). ×åðåç 35 ìèí ïîñëå îñòàíîâêè
ýêñïðåññèè SulA çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê â ïîïóëÿöèè
ïðèîáðåòàåò íîðìàëüíûé ôåíîòèï, à ôèëàìåíòèðîâàííûå
êëåòêè äåìîíñòðèðóþò ôîðìèðîâàíèå Z-êîëåö è ñîîòâåò-
ñòâåííî íàõîäÿòñÿ â ïðîöåññå ñåïòàöèè (ðèñ. 2, á). Ñòîèò
îòìåòèòü, ÷òî ôîðìèðîâàíèå Z-êîëåö ïðîèñõîäèëî àñèíõ-
ðîííî, ïðè÷åì äåëåíèå èíèöèèðîâàëîñü íå òîëüêî âáëèçè
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê â ïîïóëÿöèè Escherichia coli ïî äëèíå ñðàçó ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè áåëêà SulA (à), ÷åðåç 35 (á)
è 70 (â) ìèí ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè äàííîãî áåëêà, à òàêæå â îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè SulA (ã).

Ðèñ. 2. Îòäåëüíûå êëåòêè Escherichia coli íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ âîññòàíîâëåíèÿ ïðîöåññà äåëåíèÿ ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè áåëêà
SulA.

Äëÿ êàæäîé êëåòêè ïðèâåäåíû èçîáðàæåíèÿ â ïðîõîäÿùåì ñâåòå (ÏÑ) è êàíàëàõ ôëóîðåñöåíöèè FtsZ (FtsZ), ÄÍÊ (ÄÍÊ), à òàêæå èõ êîìáèíàöèè
(FtsZ + ÄÍÊ), ïðè ýòîì ôèîëåòîâûì öâåòîì âûäåëåíà ÄÍÊ, çåëåíûì — áåëîê FtsZ. Ó êëåòîê ñðàçó ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè (â òî÷êå 0 ìèí) îòñóò-
ñòâóþò ôîðìèðóþùèåñÿ Z-êîëüöà, ïðè ýòîì ðàçëè÷èìà èíâåðñíàÿ ëîêàëèçàöèÿ FtsZ è ÄÍÊ (à). ×åðåç 35 ìèí ïîñëå çàâåðøåíèÿ èíäóêöèè SulA (á)
ìíîãèå êëåòêè äåìîíñòðèðóþò ôîðìèðîâàíèå Z-êîëåö, à òàêæå ñòðóêòóð, íàïîìèíàþùèõ ñïèðàëè (îòìå÷åíû áåëûìè ñòðåëêàìè). ×åðåç 70 ìèí
áîëüøèíñòâî êëåòîê äåìîíñòðèðóåò íîðìàëüíûé ôåíîòèï ñ Z-êîëüöàìè, ôîðìèðóþùèìèñÿ ìåæäó îäèíî÷íûìè íóêëåîèäàìè (â). Ìàñøòàáíûå

îòðåçêè — 1 ìêì.
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ïîëþñîâ, íî è â ñðåäíåé ÷àñòè êëåòêè. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå òàêæå ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðåèìóùåñòâåííîì ôîðìè-
ðîâàíèè Z-êîëåö ìåæäó õîðîøî ðàçäåëåííûìè â ïðî-
ñòðàíñòâå íóêëåîèäàìè (÷åì áîëüøå ðàññòîÿíèå ìåæäó
íóêëåîèäàìè, òåì âûøå âåðîÿòíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ â
ýòîì ïðîìåæóòêå Z-êîëüöà), ïî-âèäèìîìó çà ñ÷åò ÿâëå-
íèÿ íóêëåîèäíîé îêêëþçèè. Íåðàâíîìåðíûå ïðîìåæóòêè
ìåæäó íóêëåîèäàìè íàáëþäàëè íà âñåõ ñòàäèÿõ èíäóê-
öèè SulA. Ïîäîáíóþ íåðàâíîìåðíîñòü ìîæíî îáúÿñíèòü
àñèíõðîííîé ñåãðåãàöèåé íóêëåîèäîâ, ïðè êîòîðîé ïî-
òåíöèàëüíûå ñàéòû äåëåíèÿ — ïðîìåæóòêè ìåæäó íóê-
ëåîèäàìè — ôîðìèðóþòñÿ â ðàçíîå âðåìÿ. Âîçìîæíî, ýòî
ÿâëåíèå íîñèò îò÷àñòè ñëó÷àéíûé õàðàêòåð. Ðàçëè÷èÿ â
ðàññòîÿíèÿõ ìåæäó íóêëåîèäàìè ìîãóò ñëóæèòü ïðè÷è-
íîé àñèíõðîííîãî íà÷àëà äåëåíèÿ ôèëàìåíòèðîâàííûõ
êëåòîê.

×åðåç 70 ìèí ïîñëå îêîí÷àíèÿ ýêñïðåññèè SulA áîëü-
øèíñòâî êëåòîê ñîäåðæàëî íå áîëåå äâóõ íóêëåîèäîâ,
ïðè ýòîì ñðåäíåå çíà÷åíèå äëèíû êëåòîê îêàçûâàëîñü
áëèçêèì ê òàêîâîìó äëÿ íîðìàëüíî äåëÿùèõñÿ êëåòîê
(ðèñ. 1; 2, â), ò. å. êëåòêè èìåëè íîðìàëüíóþ äëèíó. Â òî
æå âðåìÿ ñîõðàíÿëîñü è íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî óäëèíåí-
íûõ êëåòîê ñî ìíîæåñòâîì íóêëåîèäîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î òîì, ÷òî âûõîä èç ñîñòîÿíèÿ SOS-îòâåòà, ïî âñåé
âèäèìîñòè, ïðîèñõîäèò ñ âûñîêîé, íî îòëè÷íîé îò 100 %
ýôôåêòèâíîñòüþ.

Êðîìå òîãî, ïî ìåðå âîññòàíîâëåíèÿ ñïîñîáíîñòè
FtsZ ê ïîëèìåðèçàöèè ñíà÷àëà íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå

ïðîìåæóòî÷íûõ (ñïèðàëåâèäíûõ) ñòðóêòóð (ðèñ. 2, á), à
óæå ïîòîì ïîëíîöåííûõ Z-êîëåö. Ýòè ðåçóëüòàòû õîðî-
øî ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èññëåäîâà-
íèè íîðìàëüíîãî ïðîöåññà äåëåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ êëå-
òîê (Âåäÿéêèí è äð., 2015).

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìåòîäîâ ëîêàëèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè è èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ èññëåäîâàëè ïðîöåññ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ íîðìàëüíîãî äåëåíèÿ áàêòåðèé E. coli ïîñëå
ïðåêðàùåíèÿ ýêñïðåññèè áåëêà SulA, áëîêèðóþùåãî äå-
ëåíèå ïðè SOS-îòâåòå. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â òå÷åíèå 1 ÷
ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè SulA áîëüøèíñòâî áàêòåðèé
âîññòàíàâëèâàåò íîðìàëüíûé öèòîêèíåç, ïðè ýòîì ñåïòî-
îáðàçîâàíèå ìåæäó ñåãðåãèðîâàííûìè íóêëåîèäàìè ïðî-
èñõîäèò íå ñèíõðîííî, à â ïåðâóþ î÷åðåäü â ìåñòàõ, ãäå
ðàññòîÿíèå ìåæäó íèìè îêàçûâàåòñÿ á*îëüøèì, ÷åì òàêî-
âîå â îñòàëüíîì ïðîñòðàíñòâå ôèëàìåíòèðîâàííîé êëåò-
êè. Êðîìå òîãî, ïî ìåðå âîññòàíîâëåíèÿ ñïîñîáíîñòè FtsZ
ê ïîëèìåðèçàöèè íàáëþäàëè â ïåðâóþ î÷åðåäü ôîðìèðî-
âàíèå ïðîìåæóòî÷íûõ (ñïèðàëåâèäíûõ) ïîëèìåðíûõ
ñòðóêòóð è òîëüêî çàòåì Z-êîëåö, ïîñëå ÷åãî ïðîèñõîäèëà
ñåïòàöèÿ.

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå ÿâëÿåòñÿ îòïðàâíîé òî÷êîé
äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ âîññòàíîâëå-
íèå íîðìàëüíîãî äåëåíèÿ ôèëàìåíòèðîâàííûõ êëåòîê
áàêòåðèé. Ñëåäóþùèì øàãîì áûëî áû ðàçóìíûì ïðîàíà-
ëèçèðîâàòü âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññîâ ñåãðåãàöèè íóê-
ëåîèäîâ è ñåïòîîáðàçîâàíèÿ â êëåòêå ïîñëå ïîëíîöåííî-
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Ðèñ. 3. Âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà äåëåíèÿ â êëåòêàõ Escherichia coli ïîñëå îñòàíîâêè ýêñïðåññèè áåëêà SulA.

Ïðèâåäåíû ïîñëåäîâàòåëüíûå êàäðû (à—å) ñ èíòåðâàëîì ñúåìêè 15 ìèí â êàíàëàõ ïðîõîäÿùåãî ñâåòà (ÏÑ) è ôëóîðåñöåíöèè ÄÍÊ, îêðàøåííîé êðàñè-
òåëåì SYTO-9 (ÄÍÊ). Áåëûìè ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ñëó÷àè óñïåøíîãî äåëåíèÿ êëåòîê. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè âîññòàíîâëåíèè ïðîöåññà äåëå-

íèÿ ñåïòîîáðàçîâàíèå ïðîèñõîäèò êàê âáëèçè ïîëþñîâ (ä, å), òàê è â ñðåäíåé ÷àñòè óäëèíèâøèõñÿ êëåòîê (á—ã).



ãî SOS-îòâåòà, âûçâàííîãî, â ÷àñòíîñòè, âîçäåéñòâèåì
àíòèáèîòèêîâ, ÷òî ïðåäñòàâëÿåò, ïî íàøåìó ìíåíèþ, çíà-
÷èòåëüíûé èíòåðåñ, òàê êàê äàííîå ñîñòîÿíèå áàêòåðèé
ñâÿçàíî ñ âîçíèêíîâåíèåì ó íèõ ðåçèñòåíòíîñòè (Bos
et al., 2015). Ñ èñïîëüçîâàíèåì øòàììîâ áàêòåðèé ñ íàðó-
øåíèÿìè â ñèñòåìàõ ïîçèöèîíèðîâàíèÿ Z-êîëåö (íàïðè-
ìåð, ñ äåôåêòíîé ñèñòåìîé íóêëåîèäíîé îêêëþçèè) ìîæ-
íî òàêæå ïðîàíàëèçèðîâàòü ðîëü ðàçëè÷íûõ ñèñòåì ðåãó-
ëÿöèè ñåïòîîáðàçîâàíèÿ â âîññòàíîâëåíèè íîðìàëüíîãî
äåëåíèÿ ïîñëå îêîí÷àíèÿ SOS-îòâåòà. Èçó÷åíèå ïðîöåññà
âûõîäà êëåòîê èç SOS-îòâåòà ìîæåò ñòàòü âàæíûì øàãîì
íà ïóòè ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ôîðìè-
ðîâàíèå óñòîé÷èâîñòè áàêòåðèé ê àíòèìèêðîáíûì ïðåïà-
ðàòàì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-34-00023) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ÓÑÓ «Ëàçåðíûé ïèíöåò» íà áàçå ÔÃÀÎÓ ÂÎ
«ÑÏáÏÓ».
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RECOVERY OF DIVISION PROCESS IN BACTERIAL CELLS AFTER INDUCTION

OF SulA PROTEIN WHICH IS RESPONSIBLE FOR CYTOKINESIS ARREST

DURING SOS-RESPONSE

A. D. Vedyaykin,1 A. V. Sabantsev,1 I. E. Vishnyakov,1, 2, * N. E. Morozova,1 M. A. Khodorkovskii1

1 Peter the Great St. Petersburg Ðolytechnic University, 195251, St. Petersburg;
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SOS-response is an important tool of bacteria intended to protect their genome and thereby allow them to
survive under adverse conditions. Recently SOS-response is considered to enhance mutagenesis and thus help
bacteria acquire antibiotic resistance. Due to high significance of this phenomena it seems to be important to in-
vestigate processes that allow bacteria to survive after SOS-response activation. In current work the recovery of
division process of Escherichia coli cells after division arrest due to expression of SOS-response protein SulA
was studied. Data indicate that cells are able to rapidly restore normal division; also nucleoid occlusion seems
to be the main septum positioning mechanism during the process. In the course of recovery FtsZ forms helix-li-
ke structures, which then transformate into Z-rings.

K e y w o r d s: single-molecule localization microscopy, Escherichia coli, cytokinesis, FtsZ, contractile
ring, SOS-response.
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