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Îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè ìåòîäà ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé ó äðîææåé

Ñèíõðîíèçàöèþ êëåòî÷íûõ äåëåíèé â êóëüòóðàõ äðîææåé Saccharomyces cerevisiae øèðîêî èñïîëü-
çóþò â èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ è áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ
ó ýóêàðèîò íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà. Â äàííîé ðàáîòå ìû ñðàâíèëè ýôôåêòèâíîñòü ñîâðå-
ìåííûõ íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ ìåòîäîâ äîñòèæåíèÿ è îöåíêè ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ
äåëåíèé ó äðîææåé. Íà îñíîâå ëèòåðàòóðíûõ è ñîáñòâåííûõ äàííûõ â ðàáîòå ñôîðìóëèðîâàíû ïðàêòè-
÷åñêèå ðåêîìåíäàöèè ïî ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé S. cerevisiae ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêèõ àãåí-
òîâ (a-ôàêòîðà, ãèäðîêñèìî÷åâèíû è íîêîäàçîëà), à òàêæå ãåíåòè÷åñêîãî áëîêà (òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâè-
òåëüíîé ìóòàöèè cdc28-4).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñèíõðîíèçàöèÿ êëåòî÷íûõ äåëåíèé, äðîææè Saccharomyces cerevisiae, a-ôàê-
òîð, ãèäðîêñèìî÷åâèíà, íîêîäàçîë, cdc28-4, ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ.

Ñèíõðîíèçàöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÿâëÿåòñÿ íåçàìå-
íèìûì ïðèåìîì äëÿ èçó÷åíèÿ ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê, ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôè-
êàöèè áåëêîâ, ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé, ñèñòåì ðåïàðàöèè è
äðóãèõ ïðîöåññîâ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Àêòèâíîñòü ýòèõ ïðîöåññîâ ñóùåñòâåííî ìåíÿåòñÿ îò
ñòàäèè ê ñòàäèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ èçó÷åíèÿ ðåãóëÿöèè
ðàçëè÷íûõ ïðîöåññîâ âàæíî èñïîëüçîâàòü îäíîðîäíûé
ìàòåðèàë, ò. å. êóëüòóðû, â êîòîðûõ àáñîëþòíîå áîëü-
øèíñòâî êëåòîê íàõîäèòñÿ íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà (Hartwell, 1974; Singer, Johnston, 1981;
Spellman et al., 1998; Gerald et al., 2002). Â ðàñòóùåé êóëü-
òóðå äðîææåé ìîæíî îáíàðóæèòü êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ
íà âñåõ ñòàäèÿõ G1, S, G2 è Ì (Hartwell, 1974; Manukyan
et al., 2011). Â íåêîòîðûõ óñëîâèÿõ ìîæåò èìåòü ìåñòî
ïðåîáëàäàíèå êëåòîê îäíîé èç ñòàäèé íàä âñåìè îñòàëü-
íûìè. Íàïðèìåð, ïðè îãðàíè÷åíèè ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ
(Williamson, Scopes, 1961; Tian et al., 2012) èëè ïðè äëè-
òåëüíîé èíêóáàöèè äðîææåâûõ êóëüòóð äî äîñòèæåíèÿ
èìè ãëóáîêîé ñòàöèîíàðíîé ôàçû 80 % êëåòîê ìîãóò ïå-
ðåõîäèòü â ñòàäèþ G0 (Egilmez et al., 1990; Tian et al.,
2012).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíî äîâîëüíî ìíîãî ðàç-
ëè÷íûõ ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïîëó÷àòü êóëüòóðû äðîæ-
æåé, ñèíõðîíèçèðîâàííûå íà ëþáîé ñòàäèè êëåòî÷íîãî
öèêëà. Ñèíõðîíèçèðîâàííûìè íàçûâàþò êóëüòóðû, â êî-
òîðûõ íå ìåíåå 95 % êëåòîê íàõîäÿòñÿ íà îäíîé ñòàäèè
êëåòî÷íîãî öèêëà, à ñèíõðîííîñòü ïåðåõîäà èç îäíîé ñòà-
äèè â äðóãóþ ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå îäíîãî èëè íåñêîëü-
êèõ êëåòî÷íûõ öèêëîâ. Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè äðîææåâûõ
êóëüòóð èñïîëüçóþò äâà ïðèíöèïèàëüíî ðàçëè÷íûõ ïîä-

õîäà (Manukyan et al., 2011). Ïåðâûé çàêëþ÷àåòñÿ â ôèçè-
÷åñêîì ðàçäåëåíèè íåñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðû íà
ôðàêöèè, ñîñòîÿùèå èç êëåòîê, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ íà îä-
íîé ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Â îñíîâó âòîðîãî ïîäõîäà
ïîëîæåíî èñïîëüçîâàíèå òàêèõ âîçäåéñòâèé íà êëåòêè,
êîòîðûå ïðèâîäÿò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà íà îïðå-
äåëåííîé ñòàäèè è êàê ñëåäñòâèå — ñèíõðîíèçàöèè êóëü-
òóðû.

Äëÿ ôèçè÷åñêîãî âûäåëåíèÿ ôðàêöèè êëåòîê, íàõîäÿ-
ùèõñÿ íà îäíîé ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà, ïðèìåíÿþò
öåíòðèôóãèðîâàíèå ëèáî â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ëàêòîçû
èëè äåêñòðèíà, ëèáî ñ ïðèìåíåíèåì ñïåöèàëüíûõ ðàçäå-
ëÿþùèõ ðîòîðîâ (Walker, 1999). Ïðè ýòîì äðîææåâûå
êëåòêè ðàçäåëÿþò ïî ðàçìåðó: áîëüøèå êëåòêè îñòàþòñÿ â
íèæíåé ÷àñòè ðîòîðà, à ìåëêèå êëåòêè áåç ïî÷åê, èìåþ-
ùèå ìåíüøóþ ïëîòíîñòü, ñîáèðàþòñÿ â âåðõíåé êàìåðå
ðîòîðà (Walker, 1999). Ëåãêàÿ ôðàêöèÿ äðîææåâûõ êëåòîê
äàåò íà÷àëî ñèíõðîííîé êóëüòóðå (Day et al., 2004). Ðàç-
äåëåíèå êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ñïå-
öèàëüíûõ ðàçäåëÿþùèõ ðîòîðîâ ñ÷èòàåòñÿ îäíèì èç íàè-
áîëåå ôèçèîëîãè÷íûõ ìåòîäîâ ñèíõðîíèçàöèè äðîææå-
âûõ êóëüòóð, ïîñêîëüêó èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà íå
íàðóøàåò ðîñò è äåëåíèå êëåòîê (Walker, 1999; Day et al.,
2004). Òåì íå ìåíåå ýòîò ïîäõîä èìååò ðÿä îãðàíè÷åíèé.
Âî-ïåðâûõ, äëÿ ðàçäåëåíèÿ êëåòîê ñ ïîìîùüþ öåíòðèôó-
ãèðîâàíèÿ òðåáóåòñÿ ñïåöèàëüíûé äîðîãîñòîÿùèé ðîòîð.
Äîïîëíèòåëüíûå îãðàíè÷åíèÿ íàêëàäûâàåò òî, ÷òî ôðàê-
öèÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà îäíîé ñòàäèè â íåñèíõðî-
íèçèðîâàííîé êóëüòóðå, îáû÷íî íåâåëèêà, ïîýòîìó ïî-
ëó÷åíèå ñèíõðîíèçèðîâàííûõ êëåòîê â êîëè÷åñòâå, äî-
ñòàòî÷íîì äëÿ ìàñøòàáíûõ, íàïðèìåð áèîõèìè÷åñêèõ
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èññëåäîâàíèé, çàòðóäíåíî. Ýôôåêòèâíîñòü ñèíõðîíèçà-
öèè ôèçè÷åñêèìè ìåòîäàìè ìîæíî ïîâûñèòü, èñïîëüçóÿ
êóëüòóðû êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñòàöèîíàðíîé ôàçå, èëè
ïðåäâàðèòåëüíî îõëàæäåííûå êóëüòóðû (Day et al., 2004;
Manukyan et al., 2011).

Äðóãîé ïîäõîä äëÿ ñèíõðîíèçàöèè S. cerevisiae îñíî-
âàí íà èñïîëüçîâàíèè àãåíòîâ èëè ìóòàöèé, êîòîðûå áëî-
êèðóþò êëåòî÷íûé öèêë íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè. Ñ ïî-
ìîùüþ äðîææåâûõ ôåðîìîíîâ, õèìè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ
è òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâèòåëüíûõ ìóòàöèé â ãåíå öèê-
ëèíçàâèñèìîé êèíàçû äðîææåâûå êëåòêè ìîãóò áûòü ñèí-
õðîíèçèðîâàíû íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà.
Íàïðèìåð, îáðàáîòêà êëåòîê a-ôàêòîðîì èëè âíåñåíèå
òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâèòåëüíûõ ìóòàöèé cdc28-4 èëè
cdc28-13 ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà íà ñòà-
äèè G1 (Cho et al., 1998; Futcher, 1999; Day et al., 2004; Ma-
nukyan et al., 2011), îáðàáîòêà ãèäðîêñèìî÷åâèíîé — ê
îñòàíîâêå íà ñòàäèè S (Galli, Schiestl, 1996; Futcher, 1999;
Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011), ìóòàöèè cdc31-2 è
mps2-1 áëîêèðóþò êëåòî÷íûé öèêë íà ñòàäèè G2 (Weiss,
Winey, 1996). Â ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà ïðîèñõîäèò
îñòàíîâêà íà ñòàäèè ïåðåõîäà G2/M, ìóòàöèÿ cdc15-2 ïðè-
âîäèò ê ñèíõðîíèçàöèè â àíàôàçå—òåëîôàçå ìèòîçà (Fut-
cher, 1999; Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011).

Îáðàáîòêà êëåòîê a-ôàêòîðîì ñ÷èòàåòñÿ îäíèì èç
íàèáîëåå óäîáíûõ ñïîñîáîâ ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ
äåëåíèé ó äðîææåé, ïîñêîëüêó â ýòîì ñëó÷àå äîñòèãàåòñÿ
âûñîêàÿ ñòåïåíü ñèíõðîíèçàöèè, êîòîðàÿ ñîõðàíÿåòñÿ
2—3 êëåòî÷íûõ öèêëà (Breeden, 1997; Futcher, 1999; Endo
et al., 2010). Ãàïëîèäíûå äðîææåâûå êëåòêè S. cerevisiae,
ïðèíàäëåæàùèå îäíîìó èç äâóõ òèïîâ ñïàðèâàíèÿ (à èëè
a), ñèíòåçèðóþò ïåïòèäíûå ôåðîìîíû — à- è a-ôàêòîðû
ñîîòâåòñòâåííî (Haber, 2012). Ãàïëîèäíûå êëåòêè ïðîòè-
âîïîëîæíûõ òèïîâ ñïàðèâàíèÿ ìîãóò êîïóëèðîâàòü ñ îá-
ðàçîâàíèåì äèïëîèäîâ. Ãèáðèäèçàöèÿ âîçìîæíà òîëüêî â
òîì ñëó÷àå, åñëè îáå êîïóëèðóþùèå êëåòêè íàõîäÿòñÿ íà
ñòàäèè G1 êëåòî÷íîãî öèêëà. Êëåòêè òèïà ñïàðèâàíèÿ à
ñåêðåòèðóþò âî âíåøíþþ ñðåäó à-ôàêòîð, êîòîðûé ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ðåöåïòîðîì íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê a-òèïà
ñïàðèâàíèÿ. Êëåòêè òèïà ñïàðèâàíèÿ a ñèíòåçèðóþò
a-ôàêòîð, êîòîðûé âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðåöåïòîðîì íà ïî-
âåðõíîñòè à-êëåòîê (Haber, 2012). Ñâÿçûâàíèå ôåðîìîíà ñ
ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê îáîèõ òèïîâ ñïàðè-
âàíèÿ ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ àêòèâíîñòè öèêëèíçà-
âèñèìîé êèíàçû Cln/Cdc28 (Peter, Herskowitz, 1994) è
ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê íà ñòàäèè G1. Êëåòêè òèïà ñïàðè-
âàíèÿ à óäëèíÿþòñÿ è âñòóïàþò â êîïóëÿöèþ ñ êëåòêàìè
òèïà ñïàðèâàíèÿ a. Êëåòêè òèïà ñïàðèâàíèÿ à, êîòîðûå íå
âñòóïèëè â ãèáðèäèçàöèþ, îñâîáîæäàþòñÿ îò áëîêà êëå-
òî÷íîãî öèêëà, èíäóöèðîâàííîãî a-ôàêòîðîì, ïîñðåäñò-
âîì Bar-ôàêòîðà. Ìóòàöèè â ãåíå ÂAR1, êîäèðóþùåì
Bar-ôàêòîð, âûçûâàþò ñâåðõ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê
òèïà ñïàðèâàíèÿ à ê äåéñòâèþ a-ôàêòîðà. Ïîýòîìó äëÿ
ñèíõðîíèçàöèè øòàììîâ òèïà ñïàðèâàíèÿ à, íåñóùèõ äå-
ëåöèþ bar1D, ðåêîìåíäóþò èñïîëüçîâàòü a-ôàêòîð â êîí-
öåíòðàöèè â äåñÿòêè ðàç íèæå, ÷åì äëÿ øòàììà äèêîãî
òèïà, à ñèíõðîíèçàöèÿ ó ìóòàíòîâ bar1D ìîæåò ñîõðàíÿ-
òüñÿ äîëüøå (Futcher, 1999). Äðîææåâûå êëåòêè, ñèíõðî-
íèçèðîâàííûå a-ôàêòîðîì íà ñòàäèè G1, èìåþò îêðóãëóþ
èëè ãðóøåâèäíóþ ôîðìó áåç ïî÷åê, à êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â
íèõ ñîîòâåòñòâóåò ãàïëîèäíîìó íàáîðó õðîìîñîì èëè
ïèêó 1N íà ãèñòîãðàììå, ïîëó÷åííîé ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè (Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011).

Ãèäðîêñèìî÷åâèíà èíãèáèðóåò ôåðìåíò ðèáîíóêëåî-
òèä-ðåäóêòàçó, êîòîðûé êîíòðîëèðóåò ðåàêöèþ áèîñèíòå-

çà äåçîêñèðèáîçèä-äèôîñôàòîâ èç ñîîòâåòñòâóþùèõ
ðèáîíóêëåîòèäîâ. Îáðàáîòêà êëåòîê äðîææåé ãèäðîêñè-
ìî÷åâèíîé ïðèâîäèò ê ãîëîäàíèþ ïî ïðåäøåñòâåííèêàì
ÄÍÊ, ðåïëèêàöèÿ çàìåäëÿåòñÿ, ÷òî âûçûâàåò áëîê êëåòî÷-
íîãî öèêëà íà ñòàäèè S (Galli, Schiestl, 1996; Day et al.,
2004; Koc et al., 2004). Êëåòêè, áëîêèðîâàííûå ãèäðîêñè-
ìî÷åâèíîé íà ñòàäèè S, èìåþò ìàëåíüêèå èëè ñðåäíèõ
ðàçìåðîâ ïî÷êè, à ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â íèõ ñîîòâåòñòâóåò
ïîëîæåíèþ ìåæäó ïèêàìè 1N è 2N íà äèàãðàììå, ïîëó-
÷åííîé ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (Manukyan
et al., 2011). Ãèäðîêñèìî÷åâèíà â êîíöåíòðàöèè 100 ìÌ
ïîâûøàåò ÷àñòîòó âîçíèêíîâåíèÿ ìóòàöèé â 10 ðàç ïî
ñðàâíåíèþ ñî ñïîíòàííûì óðîâíåì (Northam et al., 2010).
Ïîýòîìó ïðè ñèíõðîíèçàöèè ãèäðîêñèìî÷åâèíîé íåîáõî-
äèìî ó÷èòûâàòü ðèñê âîçíèêíîâåíèÿ íåæåëàòåëüíûõ ìó-
òàöèé.

Íîêîäàçîë ñèíõðîíèçèðóåò äðîææåâûå êëåòêè íà
ñòàäèè ïåðåõîäà G2—M, èíãèáèðóÿ ïîëèìåðèçàöèþ ìèê-
ðîòðóáî÷åê (Jacobs et al., 1988; Day et al., 2004; Argueso
et al., 2008; Endo et al., 2010; Ma et al., 2011). Êëåòêè, ñèí-
õðîíèçèðîâàííûå íîêîäàçîëîì, èìåþò êðóïíûå ïî÷êè,
êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â êëåòêå ñîîòâåòñòâóåò ïèêó 2N (Day
et al., 2004; Manukyan et al., 2011).

Òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâèòåëüíàÿ ìóòàöèÿ cdc28-4 íàðó-
øàåò àêòèâíîñòü öèêëèíçàâèñèìîé ïðîòåèíêèíàçû Cdc28
ïðè 37 °Ñ, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò ïåðåõîäó êëåòîê äðîææåé èç
ñòàäèè G1 â ñòàäèþ S è ïðèâîäèò ê ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê
íà ñòàäèè G1 (Reed, 1980; Reed, Wittenberg, 1990). Ïðîòå-
èíêèíàçà Cdc28 ðåãóëèðóåò îáðàçîâàíèå ïî÷åê è êëåòî÷-
íûé öèêë, îñóùåñòâëÿÿ íå òîëüêî ïåðåõîä èç ñòàäèè G1 â
S, íî è èç G2 â M, ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ öèêëèíàìè Cln
è Clb (Reed, Wittenberg, 1990; Surana et al., 1991; Menden-
hall, Hodge, 1998; Ahn et al., 2001). Àêòèâàöèÿ áåëêà
Ñdc28 öèêëèíàìè Cln1, Cln2 è Cln3 â ñòàäèè G1 çàïóñêàåò
ïðîöåññ ïîëÿðèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, à â ñòàäèè
G2 àêòèâàöèÿ áåëêà Ñdc28 öèêëèíàìè Clb1 è Cln2 âûçû-
âàåò äåïîëÿðèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Lew, Reed,
1993, 1995). Áîëüøèíñòâî èçâåñòíûõ ìóòàöèé cdc28 ïðè-
âîäèò ê îñòàíîâêå êëåòîê íà ñòàäèè G1, íî åñòü èñêëþ÷å-
íèå — ìóòàöèÿ cdc28-1N, áëîêèðóþùàÿ êëåòêè íà ñòàäèè
G2 (Ahn et al., 2001). Ìåòîä ñèíõðîíèçàöèè, îñíîâàííûé
íà èñïîëüçîâàíèè ìóòàöèé cdc, ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì,
îäíàêî åãî ñëåäóåò ïðèìåíÿòü ñ îñòîðîæíîñòüþ èç-çà
ïëåéîòðîïíûõ ïðîÿâëåíèé ìóòàöèé, ñïîñîáíûõ ïîâëèÿòü
íà ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà. Êëåòêè cdc28-4 íà ñòàäèè G1

íå èìåþò ïî÷êè, îáëàäàþò óâåëè÷åííûì ðàçìåðîì (Reed,
1980) è óäëèíåííîé ôîðìîé ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
cdc28-4 ïðè 22 °Ñ (Cid et al., 2001; Yu et al., 2008). Ïîêàçà-
íî, ÷òî äëÿ êëåòîê ñ ìóòàöèåé cdc28-4, çàáëîêèðîâàííûõ
íà ñòàäèè G1, õàðàêòåðíà äåïîëÿðèçàöèÿ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðà êëå-
òîê è èçìåíåíèåì èõ ìîðôîëîãèè (Goranov et al., 2013).
Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè ñâÿçàíî ñ òåì ÷òî ïðè èíàêòèâà-
öèè êèíàçû Cln/Cdc28 â ñòàäèè G1 ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå
ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà â êëåòî÷íîì öèêëå (Lew, Reed,
1993). Ãîðàíîâ è ñîàâòîðû (Goranov et al., 2009) äåòàëüíî
èçó÷èëè ïðè÷èíû èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ñ ìóòà-
öèåé cdc28-4. Îíè ïîêàçàëè, ÷òî ìóòàíòíûå êëåòêè cdc
ïðîäîëæàþò óâåëè÷èâàòüñÿ â ðàçìåðàõ â òå÷åíèå 2—8 ÷
ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû
37 °Ñ. Óâåëè÷åíèå îáúåìà êëåòîê cdc28-4 ñâÿçûâàþò ñ íå-
ïðåêðàùàþùèìñÿ ïîñëå îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà áåë-
êîâûì ñèíòåçîì (Goranov et al., 2009). Â ïîëüçó ýòîãî ãî-
âîðèò òîò ôàêò, ÷òî ó ìóòàíòà cdc28-4 ïðè 37 °Ñ àìèíî-
êèñëîòû, ìå÷åííûå ðàäèîàêòèâíîé ìåòêîé, ïðîäîëæàëè
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âñòðàèâàòüñÿ â áåëêè ïî ìåíüøåé ìåðå â òå÷åíèå 4 ÷. Äî-
áàâëåíèå àçèäà (èíãèáèòîðà ñèíòåçà àäåíîçèíòðèôîñôà-
òà), öèêëîãåêñèìèäà, ðàïàìèöèíà (èíãèáèòîðîâ áåëêîâî-
ãî ñèíòåçà) èëè ëàòðóíêóëèíà A (òîêñèíà, äåïîëèìåðèçó-
þùåãî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò) â çàáëîêèðîâàííóþ íà
ñòàäèè G1 êóëüòóðó êëåòîê cdc28-4 ïðèâîäèëî ê áûñòðî-
ìó ïðåêðàùåíèþ óâåëè÷åíèÿ îáúåìà êëåòîê. Íà ðîñò êëå-
òîê ìóòàíòîâ cdc28-4 òàêæå âëèÿþò èñòî÷íèêè óãëåðîäà.
Óâåëè÷åíèå îáúåìà êëåòîê ïðîèñõîäèëî áûñòðåå â ïðè-
ñóòñòâèè ñàõàðîâ è áûñòðåå íà ãëþêîçå, ÷åì íà ðàôôèíî-
çå. Ïîëàãàþò, ÷òî óâåëè÷åíèå ðàçìåðà êëåòîê cdc28-4,
ïðîèñõîäÿùåå ïðè 37 °Ñ, ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì ðåãóëÿ-
öèè êëþ÷åâûõ ãåíîâ ðèáîñîìíûõ áåëêîâ, êîòîðûå ó÷àñò-
âóþò â êîíòðîëå ðîñòà êëåòêè (Goranov et al., 2009).

Ïðèìåíåíèå õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ è òåìïåðàòóð-
íî-÷óâñòâèòåëüíûõ ìóòàöèé â îòëè÷èå îò ìåòîäà ñèíõðî-
íèçàöèè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ âûçûâàåò îñòà-
íîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè, îäíàêî
ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè êëåòîê è âû-
çûâàòü ñïåöèôè÷åñêèå ýôôåêòû, íå ñâîéñòâåííûå íîð-
ìàëüíîìó òå÷åíèþ êëåòî÷íîãî öèêëà (Futcher, 1999; Day
et al., 2004; Manukyan et al., 2011). Åñòåñòâåííûì èíãèáè-

òîðîì êëåòî÷íîãî öèêëà ÿâëÿåòñÿ α-ôàêòîð, òîãäà êàê õè-
ìè÷åñêèå àãåíòû ãèäðîêñèìî÷åâèíà è íîêîäàçîë íàðóøà-
þò ìíîãèå ìîëåêóëÿðíûå è áèîõèìè÷åñêèå ïðîöåññû â
êëåòêå è îáëàäàþò òîêñè÷íûì ýôôåêòîì, ðàçëè÷íûå ìó-
òàöèè cdc âûçûâàþò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà çà ñ÷åò
îòñóòñòâèÿ ïðîäóêòîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ. Ïîñêîëü-
êó ó ìóòàíòîâ cdc ïîñëå îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà ïðî-
äîëæàåòñÿ óâåëè÷åíèå îáúåìà êëåòîê, âåðîÿòíî, íå âñå
êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ñïåöèôè÷íûå äëÿ äàííîé ñòàäèè,
áëîêèðîâàíû, êðîìå òîãî, íåêîòîðûå ìóòàöèè cdc íàðó-
øàþò ðàáîòó áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (Breeden, 1997; Fut-
cher, 1999). Òåì íå ìåíåå ìåòîäû, îñíîâàííûå íà ïðèìå-
íåíèè áëîêèðóþùèõ àãåíòîâ è òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâèòå-
ëüíûõ ìóòàöèé, î÷åíü ðàñïðîñòðàíåíû, ïîñêîëüêó îíè íå
òðåáóþò ñïåöèàëüíîãî äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ è
ïîçâîëÿþò áûñòðî ïîëó÷àòü áîëüøîå ÷èñëî ñèíõðîíèçè-
ðîâàííûõ êëåòîê, ÷òî ÷àñòî íåîáõîäèìî âî ìíîãèõ áèî-
õèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ. Â òî æå âðåìÿ ó òàêîãî ïîä-
õîäà ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèçè÷åñêèì ìåòîäîì åñòü âàæíîå

ïðåèìóùåñòâî: ïðè èñïîëüçîâàíèè áëîêèðóþùèõ àãåíòîâ
êëåòêè îñòàþòñÿ íà îäíîé ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà äî
òåõ ïîð, ïîêà ñîõðàíÿåòñÿ âîçäåéñòâèå ñèíõðîíèçèðóþ-
ùåãî àãåíòà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ôèçè÷åñêèõ ìåòîäîâ
ñèíõðîíèçàöèè îòîáðàííûå êëåòêè ïðîäîëæàþò äâèæå-
íèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê äåñèíõ-
ðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé â ïðîöåññå äëèòåëüíîé
ïîäãîòîâêè ìàòåðèàëà ê ýêñïåðèìåíòó. Âñå ýòî ñëåäóåò
ó÷èòûâàòü ïðè âûáîðå ñïîñîáà ñèíõðîíèçàöèè â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ çàäà÷àìè èññëåäîâàíèÿ.

Äëÿ îöåíêè ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè S. cerevisiae ÷àùå
âñåãî èñïîëüçóþò äâà ìåòîäà — ìèêðîñêîïèþ è ïðîòî÷-
íóþ öèòîìåòðèþ (Haase, Lew, 1997; Calvert et al., 2008;
Manukyan et al., 2011). Ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïèè ñòåïåíü
ñèíõðîíèçàöèè îöåíèâàþò ïî ìîðôîëîãèè êëåòîê. Êëåò-
êè ãàïëîèäíûõ ãåòåðîòàëëè÷íûõ øòàììîâ S. cerevisiae,
íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè G1, èìåþò îêðóãëóþ ôîðìó áåç
ïî÷åê (ðèñ. 1). Ïîÿâëåíèå íåáîëüøîé ïî÷êè ñâèäåòåëüñò-
âóåò î ïåðåõîäå êëåòêè â ðàííþþ ñòàäèþ S. Íàëè÷èå áî-
ëåå êðóïíîé ïî÷êè ñâèäåòåëüñòâóåò î ïåðåõîäå äðîææå-
âîé êëåòêè â ñòàäèþ G2 èëè Ì (ðèñ. 1) (Calvert et al., 2008;
Manukyan et al., 2011). Ïðèìåíÿÿ ìèêðîñêîïèþ, çàòðóä-
íèòåëüíî îïðåäåëèòü, â êàêîé ñòàäèè íàõîäÿòñÿ äðîææå-
âûå êëåòêè ñ áîëüøîé ïî÷êîé, êîòîðóþ ìîãóò èìåòü êëåò-
êè â ïîçäíåé ñòàäèè S, ñòàäèè G2 èëè Ì. Ïîýòîìó ìèêðî-
ñêîïèþ ñî÷åòàþò ñ ôëóîðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì ÄÍÊ
ÿäðà (Futcher, 1999). Ôîðìà è ïîëîæåíèå ÿäðà ïîçâîëÿþò
áîëåå òî÷íî îïðåäåëÿòü ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà ó S. ce-
revisiae (Futcher, 1999), òàê ìîæíî ðàçëè÷àòü êëåòêè íà
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ S è ïåðåõîäå èç G2 â Ì. Òåì íå ìåíåå ïî-
ñêîëüêó íàðóøåíèå ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, èñïîëü-
çóåìîå äëÿ ñèíõðîíèçàöèè, íåèçáåæíî ñêàçûâàåòñÿ íà
ìîðôîëîãèè êëåòîê, ìèêðîñêîïèÿ íå âñåãäà ïîçâîëÿåò äî-
ñòîâåðíî îöåíèòü ñòåïåíü ñèíõðîíèçàöèè êóëüòóðû, ïîý-
òîìó ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ÿâëÿåòñÿ áîëåå èíôîðìàòèâ-
íîé. Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ïîçâîëÿåò ïî ñòåïåíè ôëóî-
ðåñöåíöèè è ñâåòîâîé äèñïåðñèè, êîòîðàÿ âîçíèêàåò ïðè
ïðîõîæäåíèè êëåòêè, ìå÷åííîé ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñè-
òåëÿìè, ÷åðåç ëàçåðíûé ëó÷ â ñòðóå æèäêîñòè, îïðåäåëèòü
ðàçìåð è ôîðìó êëåòêè, à òàêæå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â íåé
(Haase, Lew, 1997; Haase, Reed, 2002). Âàæíîå ïðåèìóùå-
ñòâî ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïåðåä ìèêðîñêîïèåé äëÿ àíà-
ëèçà ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íîé êóëüòóðû ñîñòîèò
â áîëåå âûñîêîé òî÷íîñòè, ïîñêîëüêó ñ ïîìîùüþ ïåðâîãî
ìåòîäà ìîæíî ïðîàíàëèçèðîâàòü äåñÿòêè òûñÿ÷ êëåòîê çà
íåñêîëüêî ìèíóò, ÷òî ñóùåñòâåííî ïðåâûøàåò âîçìîæíî-
ñòè ìèêðîñêîïèè.

Ñòîëêíóâøèñü ñ íåîáõîäèìîñòüþ ïîëó÷åíèÿ ñèíõðîí-
íûõ êóëüòóð äðîææåé S. cerevisiae, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
äàëåêî íå âñå ïðîòîêîëû ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê äðîææåé
ýôôåêòèâíû. Ïðè èñïîëüçîâàíèè íåêîòîðûõ èç íèõ ñèí-
õðîíèçàöèÿ íå íàñòóïàëà âîîáùå èëè áûëà ÷àñòè÷íîé.
Â íàøåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè àíàëèç íàèáîëåå ïîïóëÿðíûõ
ìåòîäîâ ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê S. cerevisiae ñ ïîìîùüþ
õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ è ãåíåòè÷åñêîãî áëîêà êëåòî÷íîãî
öèêëà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ø ò à ì ì û è ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. Â ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëè ãàïëîèäíûå øòàììû ãåòåðîòàëëè÷íûõ
äðîææåé Saccharomyces cerevisiae: E1000 (MATa ade2-1
trp1-1 can1-100 leu2-3, 112 his3-11,15 GAL ura3::URA3/
GPD-TK7x) (Lengronne et al., 2001); E134 (MATá ura3-52

938 À. Ñ. Æóê è äð.

Ðèñ. 1. Êëåòî÷íûé öèêë ãåòåðîòàëëè÷íûõ äðîææåé Saccharo-
myces cerevisiae.



leu2-3,112 trp1-289 his7-2 ade5-1 lys2::InsEA14) (Shcherba-
kova, Kunkel, 1999); D1-bar1 (MATa his7-2 leu2Ä::kanMX
ura3Ä trp1-282 ade2-1 lys 2ÄGG2899-2900 bar1:: hygB),
ïîëó÷åííûé íà ôîíå øòàììà Dl(-2)l-7B-YUNI300 ïóòåì
èçãíàíèÿ ôàêòîðà [PSI+] è âíåñåíèÿ ìóòàöèè bar1:: hygB
(Pavlov et al., 2002); K5-35B-D924 (ÌÀÒá ura3 leu2 lys5::
kanMX met15) (Ñòåï÷åíêîâà è äð., 2009); K5-35B-D924-
cdc28-4 (MATá ura3Ä leu2Ä met15Ä lys5::kanMX
cyhr cdc28-4). Ââåäåíèå ìóòàöèè cdc28-4 â øòàìì
K5-35B-D924 îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì âñòàâêè-âûùåïëå-
íèÿ (pop-in/pop-out) (Rothstein, 1991). Èñòî÷íèêîì ìóòà-
öèè cdc28-4 ñëóæèëà èíòåãðàòèâíàÿ ïëàçìèäà pTB1, ñî-
äåðæàùàÿ ôðàãìåíò cdc28-4 ñ íóêëåîòèäíûìè çàìåíàìè
C382T è Ñ384T, ÷òî ïðèâîäèò ê àìèíîêèñëîòíîé çàìåíå
H128Y â ñîîòâåòñòâóþùåì áåëêå (Lorincz, Reed, 1986;
McDonald et al., 2005). Ïëàçìèäà pTB1 áûëà ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåíà ä-ðîì Ýäâàðäîì Âèíòåðîì (Óíèâåðñèòåò Òî-
ìàñà Äæåôôåðñîíà, ÑØÀ).

Äðîææè âûðàùèâàëè íà ïîëíîé ñðåäå YEPD ïðè
30 °C. Øòàìì ñ ìóòàöèåé cdc28-4 âûðàùèâàëè íà ïîëíîé
ñðåäå YEPD ïðè 22 °C. Âñå æèäêèå è òâåðäûå ñðåäû ãîòî-
âèëè ïî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëàì (Rose et al., 1990).

Ï ð î ö å ä ó ð à ñ è í õ ð î í è ç à ö è è. Äëÿ ñèíõðîíèçà-
öèè øòàììîâ òèïà ñïàðèâàíèÿ à êëåòêè îáðàáàòûâàëè
a-ôàêòîðîì (Zymo Research, ÑØÀ) â ôèíàëüíîé êîíöåí-
òðàöèè 100 ìêM (äëÿ øòàììà äèêîãî òèïà) è 5 ìêM äëÿ
øòàììà bar1Ä. Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè øòàììîâ òèïà ñïàðè-
âàíèÿ a èñïîëüçîâàëè ãèäðîêñèìî÷åâèíy (Sigma, ÑØÀ) â
ôèíàëüíîé êîíöåíòðàöèè îò 200 äî 400 ìM, íîêîäàçîë
(Sigma, ÑØÀ) â ôèíàëüíîé êîíöåíòðàöèè 15 èëè
30 ìêã/ìë. Íîêîäàçîë ðàñòâîðÿëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå
(ÄÌÑÎ).

Äðîææåâûå êóëüòóðû âûðàùèâàëè äî ðàííåé ëîãà-
ðèôìè÷åñêîé ñòàäèè (0.2—0.5)�107 êë./ìë â æèäêîé ñðå-
äå YEPD. Â ñëó÷àå ñèíõðîíèçàöèè íîêîäàçîëîì êëåòêè
âûðàùèâàëè â æèäêîé ñðåäå YEPD, ñîäåðæàùåé 1 %
ÄÌÑÎ. Ýòî ïîçâîëÿåò óëó÷øèòü ýôôåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ
íîêîäàçîëà (Day et al., 2004). Íà ñëåäóþùèé äåíü íî÷íóþ
êóëüòóðó êëåòîê ðàçâîäèëè â 10 ðàç ñâåæåé æèäêîé ñðå-
äîé YEPD è ðàñòèëè åùå 2—4 ÷. Çàòåì äîáàâëÿëè õèìè-
÷åñêèé àãåíò äëÿ ñèíõðîíèçàöèè è èíêóáèðîâàëè 3 ÷ íà
êà÷àëêå ïðè 30 °C. Äðîææåâûå êëåòêè îòìûâàëè îò ñèí-
õðîíèçèðóþùèõ àãåíòîâ. Äëÿ ýòîãî ñóñïåíçèþ êëåòîê
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 4000 g â òå÷åíèå 3—5 ìèí, íàäî-
ñàäî÷íóþ æèäêîñòü óäàëÿëè, à êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè
â òåïëîé (30 °C) æèäêîé ñðåäå YEPD, ïðîöåäóðó ïîâòî-
ðÿëè äâàæäû. Êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë æèäêîé
ñðåäû YEPD â ôèíàëüíîé êîíöåíòðàöèè ïðèìåðíî
(0.5—1.0)�107 êë./ìë. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êëåòî÷íûõ
öèêëîâ, â òå÷åíèå êîòîðûõ ñîõðàíÿåòñÿ ñèíõðîíèçàöèÿ
ïîñëå îòìûâêè îò ñèíõðîíèçèðóþùèõ àãåíòîâ, äðîææå-
âûå êëåòêè ðàñòèëè åùå 9 ÷, îòáèðàÿ ïî 1 ìë ñóñïåíçèè
êëåòîê ((0.5—1.0)�107 êë./ìë) ÷åðåç 1, 2, 3, 6 è 9 ÷. Äëÿ
ñèíõðîíèçàöèè øòàììîâ ñ ìóòàöèåé cdc28-4 äðîææåâóþ
êóëüòóðó âûðàùèâàëè ïðè 22 °C, à çàòåì ïåðåíîñèëè â
37 °C è èíêóáèðîâàëè ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå
2—4 ÷.

Ï î ä ã î ò î â ê à î á ð à ç ö î â ä ë ÿ ï ð î ò î ÷ í î é ö è -
ò î ì å ò ð è è. Äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè èñïîëüçîâàëè
1 ìë ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé (0.5—1.0)�107 êë./ìë. Êëåò-
êè, îòîáðàííûå â ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå
íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ ñèíõðîíèçèðóþùåãî ôàêòîðà, ñîáè-
ðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1500 g â òå÷åíèå 3 ìèí,
ïðîìûâàëè â òîì æå îáúåìå ñòåðèëüíîé âîäû, äëÿ ôèêñà-
öèè êëåòîê ê íèì ïðèëèâàëè 1 ìë 70%-íîãî ýòàíîëà, ïå-

ðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå èëè íî÷ü ïðè 4 °C. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè
ñòåðèëüíîé âîäîé, äëÿ ýòîãî îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 10 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ñ, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â 0.7—1.0 ìë âîäû, çàòåì ñíîâà öåíòðèôóãèðîâàëè.
Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 0.5—0.7 ìë ðàñòâîðà ðèáî-
íóêëåàçû À (ÐÍÊàçû) (2 ìã/ìë ÐÍÊàçû â 50 ìM Òðèñ,
pH 8.0) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 6—15 ÷ ïðè 37 °C. Çà-
òåì ê ñóñïåíçèè äðîææåâûõ êëåòîê äîáàâëÿëè
30—50 ìêë ðàñòâîðà ïðîòåèíàçû K (20 ìã/ìë) è èíêóáè-
ðîâàëè 1 ÷ ïðè 50 °C. Êëåòêè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì (10 000 îá/ìèí, 5 ñ) è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 0.5 ìë
50 ìM Òðèñ, pH 7. Òàêèå ïðåïàðàòû êëåòîê ìîæíî õðà-
íèòü ïðè 4 °C íåñêîëüêî äíåé. Äàëåå 50 ìêë ðàñòâîðà ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿëè â 1 ìë ðàñòâîðà ñ ôëóîðåñöåíò-
íûì êðàñèòåëåì SYBR GREEN I, êîòîðûé îêðàøèâàåò
ÄÍÊ êëåòîê (Haase, Reed, 2002). Êðàñèòåëü SYBR GREEN I
ðàçâîäèëè â 10 000 ðàç â ðàñòâîðå 50 ìM Òðèñ pH 7.5. Ïî-
ëó÷åííûå îáðàçöû îáðàáàòûâàëè óëüòðàçâóêîì è èíêóáè-
ðîâàëè ïðè 4 °C â òåìíîòå 10 ìèí, à çàòåì àíàëèçèðîâàëè
íà ïðèáîðå FACSCalibur èëè BD accuri C6.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ ï ð å ï à ð à ò î â, î ê ð à ø å í í û õ
ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û ì ê ð à ñ è ò å ë å ì D A P I (4R,6-äèà-
ìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë). Îêðàñêó ÿäåðíîé ÄÍÊ æèâûõ
äðîææåâûõ êëåòîê ïðîâîäèëè c èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà
Vectashield Mounting Medium ñ DAPI ñîãëàñíî ïðîòîêîëó
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ Vector Laboratories. Ôëóîðåñöåíò-
íûé àíàëèç îáðàçöîâ ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Leica DM
6000B Leica Microsystems GmBH ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñ-
òåìû àíàëèçà Leica QWin Standard V3.2.0. Ôëóîðåñöåí-
öèþ àíàëèçèðîâàëè, èñïîëüçóÿ êîìïîíåíò «À» ñ çàïèðà-
þùèì ôèëüòðîì 425 íì è âîçáóæäàþùèì ôèëüòðîì
340 íì.

Ðåçóëüòàòû

Ìû ïðîâåðèëè ýôôåêòèâíîñòü íàèáîëåå ÷àñòî èñ-
ïîëüçóåìûõ ïðîòîêîëîâ ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê äðîææåé
(Futcher, 1999; Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011),
îñíîâàííûõ íà èñïîëüçîâàíèè õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ
(a-ôàêòîðà, ãèäðîêñèìî÷åâèíû è íîêîäàçîëà), à òàêæå
òåìïåðàòóðíî-÷óâñòâèòåëüíîé ìóòàöèè cdc28-4. Ýôôåê-
òèâíîñòü ñèíõðîíèçàöèè îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè ïî íàëè÷èþ íà äèàãðàììå, ïîëó÷åííîé ýòèì
ìåòîäîì, åäèíñòâåííîãî ïèêà ôëóîðåñöåíöèè, ñîîòâåòñò-
âóþùåãî êîëè÷åñòâó ÄÍÊ 1N èëè 2N â áîëüøèíñòâå êëå-
òîê.

Ñ è í õ ð î í è ç à ö è ÿ a - ô à ê ò î ð î ì. Ðåçóëüòàòû, îò-
ðàæàþùèå ñòåïåíü ñèíõðîíèçàöèè êóëüòóðû øòàììà
Å1000 ïðè îáðàáîòêå êëåòîê a-ôàêòîðîì, ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 2. Â ñëó÷àå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ (áåç äîáàâ-
ëåíèÿ áëîêèðóþùåãî àãåíòà) êëåòêè êóëüòóðû äåëÿòñÿ
àñèíõðîííî, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ íàëè÷èåì äâóõ ïèêîâ
íà äèàãðàììå, ïîëó÷åííîé ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè (ðèñ. 2, à). Â ýòîì ñëó÷àå â êóëüòóðå ïðèìåðíî â
ðàâíîì êîëè÷åñòâå ïðåäñòàâëåíû êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ
íà ñòàäèÿõ G1 è G2 (ïèêè 1N è 2N ñîîòâåòñòâåííî). Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ñòàíäàðòíàÿ êîíöåíòðàöèÿ a-ôàêòîðà
5—10 ìêã/ìë, ðåêîìåíäóåìàÿ â ìåòîäè÷åñêèõ ïîñîáèÿõ
ïî ñèíõðîíèçàöèè äðîææåâûõ êóëüòóð (Futcher, 1999;
Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011), íå âñåãäà ýôôåê-
òèâíà. Îáðàáîòêà êëåòîê a-ôàêòîðîì â ñòàíäàðòíîé êîí-
öåíòðàöèè 10 ìêã/ìë íå ïðèâîäèò ê ñèíõðîíèçàöèè êëå-
òîê øòàììà E1000, íåñóùåãî àëëåëü BAR1 äèêîãî òèïà è

Îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè ìåòîäà ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé ó äðîææåé 939



940 À. Ñ. Æóê è äð.

Ðèñ. 2. Îöåíêà ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê äðîææåâîãî
øòàììà BAR1 (E1000) ïðè âîçäåéñòâèè a-ôàêòîðà.

à — êëåòêè, íå îáðàáîòàííûå a-ôàêòîðîì; á — êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè
a-ôàêòîðîì â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë â òå÷åíèå 3 ÷; â — âîçäåéñòâèå
a-ôàêòîðà â êîíöåíòðàöèè 166 ìêã/ìë â òå÷åíèå 3 ÷; ã — êëåòêè ÷åðåç 1 ÷

ïîñëå îòìûâêè îò a-ôàêòîðà.

Ðèñ. 3. Îöåíêà ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè äðîææåâûõ êëåòîê ñ
ìóòàöèåé bar1D ïîñëå îáðàáîòêè a-ôàêòîðîì.

à — áåç âîçäåéñòâèÿ a-ôàêòîðà; á — âîçäåéñòâèå a-ôàêòîðà â êîíöåíò-
ðàöèè 8.3 ìêã/ìë â òå÷åíèå 3 ÷; â, ã — êóëüòóðû øòàììà D1-bar1 ÷åðåç 1 è

6 ÷ ïîñëå îòìûâêè îò a-ôàêòîðà ñîîòâåòñòâåííî.



ÿâëÿþùåãîñÿ ïðîèçâîäíûì øòàììà W303 (ðèñ. 2, á),
øòàììà, êîòîðûé ÷àñòî èñïîëüçóþò â ñòàíäàðòíûõ ïðîòî-
êîëàõ äëÿ ñèíõðîíèçàöèè a-ôàêòîðîì (Futcher, 1999; Day
et al., 2004). Ñèíõðîíèçàöèÿ êóëüòóð øòàììà Å1000 íà
ñòàäèè G1 íàñòóïàëà ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
a-ôàêòîðà äî 166 ìêã/ìë (ðèñ. 2, â), ñèíõðîíèçàöèÿ ïðè
ýòîì ñîõðàíÿëàñü â òå÷åíèå 1 ÷ ïîñëå îòìûâêè êëåòîê îò
a-ôàêòîðà, êîãäà àáñîëþòíîå áîëüøèíñòâî êëåòîê êóëü-
òóðû ñèíõðîííî ïåðåøëî èç ñòàäèè G1 â ñòàäèþ G2

(ðèñ. 2, ã). Êóëüòóðû øòàììà D1-bar1 ñèíõðîíèçèðîâà-
ëèñü íà ñòàäèè G1 ïðè êîíöåíòðàöèè a-ôàêòîðà
8.3 ìêã/ìë (ðèñ. 3, á) è ñîõðàíÿëè ñèíõðîíèçàöèþ â òå÷å-
íèå 2—3 êëåòî÷íûõ öèêëîâ (ðèñ. 3, â, ã). Òàêèì îáðàçîì,
ðåêîìåíäóåìàÿ â ëèòåðàòóðå êîíöåíòðàöèÿ a-ôàêòîðà
5—10 ìêã/ìë îêàçàëàñü äîñòàòî÷íîé òîëüêî äëÿ ñèíõðî-
íèçàöèè øòàììà bar1D, â òî âðåìÿ êàê äëÿ ñèíõðîíèçà-
öèè øòàììà BAR1 êîíöåíòðàöèÿ a-ôàêòîðà äîëæíà áûòü
çíà÷èòåëüíî âûøå.

Ñ è í õ ð î í è ç à ö è ÿ ã è ä ð î ê ñ è ì î ÷ å â è í î é. Äëÿ
ýêñïåðèìåíòîâ ïî ïðîâåðêå ýôôåêòèâíîñòè ñèíõðîíèçà-
öèè ãèäðîêñèìî÷åâèíîé ìû èñïîëüçîâàëè äâà øòàììà —
K5-35-D924 è E134. Ðåçóëüòàòû ïî îöåíêå ýôôåêòèâíî-
ñòè ñèíõðîíèçàöèè ñ ïîìîùüþ ãèäðîêñèìî÷åâèíû ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Ãèäðîêñèìî÷åâèíà íå ñèíõðîíèçèðó-
åò øòàìì K5-35B-D924 â ñòàíäàðòíîé êîíöåíòðàöèè 200
ìM (ðèñ. 4, á), ðåêîìåíäîâàííîé â áîëüøèíñòâå ìåòîäèê
ïî ñèíõðîíèçàöèè (Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011).
Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ãèäðîêñèìî÷åâèíû äî 2000
ìM òàêæå íå ïðèâîäèëî ê ñèíõðîíèçàöèè øòàììà
K5—35B-D924 (ðèñ. 4, â). Íàì óäàëîñü äîáèòüñÿ ñèíõðî-
íèçàöèè êóëüòóðû äðóãîãî øòàììà — E134 — íà ñòàäèè
G1 ïðè îáðàáîòêå êëåòîê ãèäðîêñèìî÷åâèíîé â êîíöåíò-
ðàöèÿõ 200 è 400 ìM (ðèñ. 4, æ, ç). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû îòëè÷àþòñÿ îò îæèäàåìûõ, ïîñêîëüêó â áîëüøèíñòâå
ïðîòîêîëîâ ïî ñèíõðîíèçàöèè îáðàáîòêó ãèäðîêñèìî÷å-
âèíîé ðåêîìåíäóþò ïðîâîäèòü äëÿ ñèíõðîíèçàöèè íà
ñòàäèè S (Galli, Schiestl, 1996; Day et al., 2004; Manukyan
et al., 2011). Ñèíõðîíèçàöèÿ êëåòîê 200 ìM ãèäðîêñèìî-
÷åâèíîé íà ñòàäèè G1 áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà â îäíîé
ðàáîòå (Hur et al., 2011).

Ñ è í õ ð î í è ç à ö è ÿ í î ê î ä à ç î ë î ì. Äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî ïðîâåðêå ýôôåêòèâíîñòè ñèíõðîíèçàöèè íîêî-
äàçîëîì ìû èñïîëüçîâàëè äâà øòàììà — K5-35-D924 è
E134. Íîêîäàçîë íå ñèíõðîíèçèðîâàë îáà øòàììà íè â
ñòàíäàðòíîé êîíöåíòðàöèè (15 ìêã/ìë), îïèñàííîé â ìå-
òîäèêàõ ïî ñèíõðîíèçàöèè äðîææåâûõ êóëüòóð (Day
et al., 2004; Manukyan et al., 2011), íè ïðè äâóêðàòíîì
óâåëè÷åíèè åãî êîíöåíòðàöèè äî 30 ìêã/ìë (ðèñ. 4, ã, ä, è,
ê). Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå äîçû íîêîäàçàëà ïðèâîäèëî ê
ñíèæåíèþ âûæèâàåìîñòè è ãèáåëè äðîææåâûõ êëåòîê.

Ñ è í õ ð î í è ç à ö è ÿ ñ è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì ò å ì ï å -
ð à ò ó ð í î - ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü í î é ì ó ò à ö è è c d c 2 8 - 4.
Èçâåñòíî, ÷òî äðîææåâûå êëåòêè ñ ìóòàöèåé cdc28-4 ïðè
37 °Ñ èìåþò èçìåíåííóþ ìîðôîëîãèþ. Ïîñêîëüêó ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå íàðóøåíèÿ ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíû âëèÿòü
íà ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ìû ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïèè èçó÷èëè ôåíîòèï ìóòàíòà cdc28-4, ïîëó÷åí-
íîãî íàìè íà ôîíå øòàììà K5-35Â-D924. Êëåòêè øòàììà
K5-35Â-D924-cdc28-4 ïðè 37 °Ñ ïðèîáðåòàþò áîëåå óäëè-
íåííóþ ôîðìó ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òîãî æå øòàììà
ïðè 22 °C (ðèñ. 5). Êëåòêè ñ ìóòàöèåé cdc28-4 êðóïíåå
êëåòîê äèêîãî òèïà, ÷àñòî ñëèïàþòñÿ, à îáðàçîâàâøèåñÿ
ïî÷êè íå âñåãäà îòäåëÿþòñÿ îò ìàòåðèíñêîé êëåòêè
(ðèñ. 5). Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîëó÷èëè äàííûå, ñîãëàñóþ-
ùèåñÿ ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè (Yu et al., 2008; Goranov

et al., 2009). Ìû òàêæå íàáëþäàëè, ÷òî ó êëåòîê cdc28-4
ïîñëå èíêóáàöèè ïðè 37 °Ñ ïðè èõ îêðàøèâàíèè DAPI
ïðîèñõîäèò îêðàøèâàíèå íå òîëüêî ÿäåðíîé, íî è ìèòî-
õîíäðèàëüíîé ÄÍÊ. ×åì äîëüøå êëåòêè ïîäâåðãàëèñü
äåéñòâèþ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû, òåì áîëüøå îêðà-
øåííîé ÄÍÊ ìèòîõîíäðèé ìû íàáëþäàëè. Ýòî ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî äëÿ ìóòàíòîâ cdc28-4 â íåïåð-
ìèññèâíûõ óñëîâèÿõ õàðàêòåðíû èçìåíåíèå ìîðôîëî-
ãèè ìèòîõîíäðèé è èõ ôðàãìåíòàöèÿ (Neutzner, Youle,
2005). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïëîòíîñòü êëåòî÷íîé êóëüòóðû
cdc28-4 ïîñëå ïåðåìåùåíèÿ åå èç 22 â 37 °Ñ ïðîäîëæàåò
óâåëè÷èâàòüñÿ â òå÷åíèå 6 ÷, à çàòåì íå ìåíÿåòñÿ. Âðåìÿ
óäâîåíèÿ êëåòîê ñ ìóòàöèåé cdc28-4 ïðè 22 °Ñ ñîñòàâèëî
îêîëî 4 ÷.

Ïðè 22 °Ñ êóëüòóðà ìóòàíòíîãî øòàììà cdc28-4 íå
ñèíõðîíèçèðîâàíà è íå îòëè÷àåòñÿ îò êóëüòóðû øòàììà
äèêîãî òèïà ïî ñîîòíîøåíèþ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 6, à, ã). Íàøè ðå-
çóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè, ïîêàçûâàþò, ÷òî ñèíõðîíèçàöèÿ êëåòîê cdc28-4 íà-
ñòóïàåò ïðè 37 °C (ðèñ. 6, ä), ïîñêîëüêó ïðè ïîâûøåííîé
òåìïåðàòóðå íàáëþäàåòñÿ åäèíñòâåííûé ïèê íà äèàãðàì-
ìàõ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ýêñïåðèìåíòû ïî ïðîâåðêå
ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê cdc28-4 íå-
îáõîäèìî ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû íà 2—4 ÷, à ïî-
ñëå ñíÿòèÿ áëîêèðóþùåãî êëåòî÷íûé öèêë âîçäåéñòâèÿ
ïóòåì ïåðåíåñåíèÿ êóëüòóðû â 22 °Ñ ñèíõðîíèçàöèÿ ñî-
õðàíÿåòñÿ êàê ìèíèìóì åùå îäíî êëåòî÷íîå äåëåíèå
(ðèñ. 6, å).

Îáñóæäåíèå

Â äàííîé ðàáîòå ìû ñðàâíèëè ýôôåêòèâíîñòü îáùå-
ïðèíÿòûõ ìåòîäîâ ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé â
äðîææåâûõ êóëüòóðàõ. Ýòè ìåòîäû îïóáëèêîâàíû â íå-
ñêîëüêèõ ñáîðíèêàõ ïðîòîêîëîâ ïî ñèíõðîíèçàöèè äðîæ-
æåâûõ êóëüòóð — Cell Cycle Checkpoint Control Protocols
è Cell Cycle Synchronization Methods and Protocols (Day
et al., 2004; Manukyan et al., 2011), à òàêæå áûëè îïèñàíû
â ðÿäå ñòàòåé (Singer, Johnston, 1981; Jacobs et al., 1988;
Breeden, 1997; Futcher, 1999; Koc et al., 2004). Âî âñåõ ìå-
òîäè÷åñêèõ ïîñîáèÿõ ïî ñèíõðîíèçàöèè äðîææåâûõ
êóëüòóð àâòîðû óêàçûâàþò, ÷òî îáðàáîòêà a-ôàêòî-
ðîì, ãèäðîêñèìî÷åâèíîé è íîêîäàçîëîì ïðèâîäèò ê ñèí-
õðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé, îäíàêî âîçìîæíîñòü âà-
ðüèðîâàíèÿ èõ ýôôåêòèâíîñòè â çàâèñèìîñòè îò ãåíîòè-
ïè÷åñêîãî ôîíà èñïîëüçóåìûõ øòàììîâ íå îáñóæäàåòñÿ
(Day et al., 2004; Manukyan et al., 2011). Ñîãëàñíî ïîëó-
÷åííûì íàìè äàííûì, ýòè ìåòîäèêè íå âñåãäà ýôôåêòèâ-
íû. Ëó÷øåé âîñïðîèçâîäèìîñòüþ ðåçóëüòàòîâ, ïî íàøèì
ýêñïåðèìåíòàëüíûì è ëèòåðàòóðíûì äàííûì, îáëàäàåò
ìåòîä ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê äðîææåé ñ ïîìîùüþ a-ôàê-
òîðà. Òåì íå ìåíåå äàæå â ýòîì ñëó÷àå íåîáõîäèìî ïîä-
áèðàòü êîíöåíòðàöèþ a-ôàêòîðà, ïîñêîëüêó ýôôåêòèâíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ äëÿ ðàçëè÷íûõ øòàì-
ìîâ â 50 ðàç. Òàêæå íåîáõîäèìî ïîìíèòü, ÷òî ýòîò ïîäõîä
ìîæíî èñïîëüçîâàòü òîëüêî äëÿ ãàïëîèäíûõ øòàììîâ,
èìåþùèõ òèï ñïàðèâàíèÿ à è íå íåñóùèõ ìóòàöèè ïî ãå-
íàì, êîòîðûå êîäèðóþò ðåöåïòîðû ê ôåðîìîíó èëè êîíò-
ðîëèðóþò ïåðåäà÷ó ñèãíàëà (Breeden, 1997). Äëÿ ñèíõðî-
íèçàöèè øòàììîâ òèïà ñïàðèâàíèÿ a ìîæåò îêàçàòüñÿ ýô-
ôåêòèâíûì ïðèìåíåíèå à-ôàêòîðà, ìåõàíèçì äåéñòâèÿ
êîòîðîãî àíàëîãè÷åí ìåõàíèçìó äåéñòâèÿ a-ôàêòîðà
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(Michaelis, Herskowitz, 1988; Fujimura, 1990). Ýòîò ìåòîä
íå ÿâëÿåòñÿ ðàñïðîñòðàíåííûì, âîçìîæíî ââèäó îòñóòñò-
âèÿ êîììåð÷åñêè äîñòóïíîãî à-ôàêòîðà. Â ëèòåðàòóðå ìû
îáíàðóæèëè îäèí ïðèìåð èñïîëüçîâàíèÿ à-ôàêòîðà äëÿ
ñèíõðîíèçàöèè äðîææåé. Èññëåäîâàòåëüñêîé ãðóïïîé èç
Ëîíäîíà â 2012 ã. áûë ðàçðàáîòàí ïðîòîêîë ñèíòåçà
à-ôàêòîðà è ïðîäåìîíñòðèðîâàíà óñïåøíàÿ ñèíõðîíèçà-
öèÿ êëåòîê òèïà ñïàðèâàíèÿ a â ñòàäèè G1 à-ôàêòîðîì
(O’Reilly et al., 2012). Àâòîðû èñïîëüçîâàëè à-ôàêòîð â
êîíöåíòðàöèè íà ïîðÿäîê ìåíüøåé, ÷åì ñòàíäàðòíàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ a-ôàêòîðà.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñèíõðîíèçàöèÿ ãèäðîêñèìî÷åâè-
íîé âîçìîæíà, íî â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò ãåíîòè-
ïè÷åñêîãî ôîíà èñïîëüçóåìîãî øòàììà. Òàê, îáðàáîòêà
êëåòîê øòàììà K5-35Â-D924 ãèäðîêñèìî÷åâèíîé â ñòàí-
äàðòíîé êîíöåíòðàöèè íå ïðèâîäèëà ê ñèíõðîíèçàöèè.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè äðóãîãî øòàììà — Å134 — íàì óäà-
ëîñü ñèíõðîíèçèðîâàòü êëåòêè íà ñòàäèè G1, íî íå íà ñòà-
äèè S, êàê îïèñàíî â ëèòåðàòóðå. Â ñëó÷àå íåîáõîäèìîñòè
ïîëó÷åíèÿ ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðû èìåííî â ñòà-
äèè S ìû ðåêîìåíäóåì ïðèìåíÿòü ïîñëåäîâàòåëüíóþ îá-
ðàáîòêó êëåòîê äâóìÿ ôàêòîðàìè — ñíà÷àëà a-ôàêòîðîì,
à çàòåì ãèäðîêñèìî÷åâèíîé (Weiss, Winey, 1996; Falbo
et al., 2009).

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ðàçðîçíåííûå ñâåäåíèÿ îá ýô-
ôåêòèâíîñòè ñèíõðîíèçàöèè íîêîäàçîëîì. Äëÿ èñïîëüçî-
âàííûõ íàìè øòàììîâ îáðàáîòêà íîêîäàçîëîì îêàçàëàñü
íåýôôåêòèâíîé. Âîçìîæíî, íåîáõîäèìî ïîäáèðàòü òàêóþ

êîíöåíòðàöèþ íîêîäàçîëà, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê ñèíõðîíè-
çàöèè, íî íå îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîãî òîêñè÷åñêîãî ýô-
ôåêòà è íå ñíèæàåò âûæèâàåìîñòü êëåòîê. Ðàíåå áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî óñïåøíàÿ ñèíõðîíèçàöèÿ íîêîäàçîëîì íà-
ñòóïàëà ïðè êîíöåíòðàöèè 2 ìã/ìë (Argueso et al., 2008),
÷òî çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ðåêîìåíäóåìóþ ñòàíäàðò-
íóþ êîíöåíòðàöèè â 15 ìêã/ìë. Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè
äðîææåâûõ êëåòîê â ñòàäèè G2/Ì ìîæíî ïîðåêîìåíäî-
âàòü ïåðåä îáðàáîòêîé íîêîäàçîëîì ïðîâîäèòü ïðåäâàðè-
òåëüíóþ ñèíõðîíèçàöèþ a-ôàêòîðîì (Gerald et al., 2002;
Endo et al., 2010). Îáðàáîòêà íîêîäàçîëîì íå âñåãäà ýô-
ôåêòèâíà äëÿ êëåòîê íå òîëüêî äðîææåé, íî è ìëåêîïèòà-
þùèõ (Cooper et al., 2006).

Ñèíõðîíèçàöèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ìóòàöèè cdc28-4 ýô-
ôåêòèâíà è ñîõðàíÿåòñÿ íåñêîëüêî êëåòî÷íûõ öèêëîâ.
Òåì íå ìåíåå ýòîò ìåòîä ñèíõðîíèçàöèè ïðèâîäèò ê çíà-
÷èòåëüíûì ìîðôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì. Ïîýòîìó íå-
âîçìîæíî áûòü óâåðåííûì, ÷òî ïîñëå ïåðåíåñåíèÿ êóëü-
òóðû â ïåðìèññèâíóþ òåìïåðàòóðó (22 °Ñ) âîññòàíîâÿòñÿ
âñå ïðîöåññû, õàðàêòåðíûå äëÿ íîðìàëüíîãî òå÷åíèÿ êëå-
òî÷íîãî öèêëà (Breeden, 1997). Ïðèìåíåíèå ìóòàöèè
cdc28-4 ìîæåò áûòü îãðàíè÷åíî â èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿ-
ùåííûõ èçó÷åíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïîñëå
ñíÿòèÿ ñèíõðîíèçèðóþùåãî âîçäåéñòâèÿ óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè èçó÷àåìûõ ãåíîâ ìîæåò íå ñîîòâåòñòâîâàòü óðîâ-
íþ, õàðàêòåðíîìó äëÿ íîðìàëüíîãî êëåòî÷íîãî öèêëà
(Shedden, Cooper, 2002).
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Ðèñ. 4. Îöåíêà ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê äðîææåé øòàììîâ K5-35-D924 (à—ä) è E-134 (å—ê) ïðè âîçäåéñòâèè ãèäðîêñèìî-
÷åâèíû è íîêîäàçîëà.

à, å — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü — ñîîòâåòñòâóþùèå øòàììû áåç îáðàáîòêè ãèäðîêñèìî÷åâèíîé èëè íîêîäàçîëîì; á, æ — êëåòêè, îáðàáîòàííûå ãèä-
ðîêñèìî÷åâèíîé, 200 ìM; â — ãèäðîêñèìî÷åâèíîé, 2000 ìM; ç — ãèäðîêñèìî÷åâèíîé, 400 ìM; ã, è — íîêîäàçîëîì, 15 ìêã/ìë; ä, ê — íîêîäàçîëîì,

30 ìêã/ìë.

Ðèñ. 5. Æèâûå êëåòêè øòàììîâ wt è cdc28-4, îêðàøåííûå ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì DAPI.

Âñå ôîòîãðàôèè ïîëó÷åíû ïðè îäèíàêîâîì óâåëè÷åíèè (îá. 100�).



Òàêèì îáðàçîì, óíèâåðñàëüíîãî ìåòîäà, êîòîðûé
ïîäõîäèë áû äëÿ ñèíõðîíèçàöèè ëþáûõ äðîææåâûõ
øòàììîâ, íå ñóùåñòâóåò. Ïðè âûáîðå ìåòîäîâ ñèíõðîíè-
çàöèè ñëåäóåò ó÷èòûâàòü îñîáåííîñòè äðîææåâûõ øòàì-
ìîâ, ïðèìåíÿåìûõ â èññëåäîâàíèè, à ýôôåêòèâíîñòü ñèí-
õðîíèçàöèè íåîáõîäèìî ïîäòâåðæäàòü ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè èëè ìèêðîñêîïèè, ÷òî äåëàþò íå
âñåãäà. Äëÿ ýòîãî äîñòàòî÷íî òî÷íûì ìåòîäîì ÿâëÿåòñÿ
ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò îöåíèòü êîëè-
÷åñòâî êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íî-
ãî öèêëà, ïî ñîäåðæàíèþ â íèõ ÄÍÊ. Îöåíêà ñòåïåíè
ñèíõðîíèçàöèè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïèè ïî ìîðôîëîãèè
â ñî÷åòàíèè ñ îêðàñêîé ÿäðà ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòå-
ëÿìè â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ çíà÷èòåëüíî çàòðóäíåíà èç-çà
ñèëüíîãî èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè ñèíõðîíèçèðîâàííûõ
äðîææåâûõ êëåòîê (ðèñ 5). Ïîìèìî ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè è ìèêðîñêîïèè äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ñèíõðîíè-
çàöèè ìîæíî èñïîëüçîâàòü äðóãèå ìåòîäû: íàïðèìåð, ýòî
ìîæíî äåëàòü ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîòîðûå èìå-
þò òîëüêî îäèí ïèê ïðîÿâëåíèÿ â êëåòî÷íîì öèêëå (Cho

et al., 1998; Spellman et al., 1998; Futcher, 1999). Òàêèõ ãå-
íîâ ó äðîææåé îáíàðóæåíî áîëåå 800 (Cho et al., 1998;
Spellman et al., 1998). Íàïðèìåð, óðîâåíü ýêñïðåññèè
CLN2 íàèáîëüøèé â ñòàäèè G1, H2A — â ñòàäèè S,
CLB4 — â G2, CLB2 — â M, è EGT2 — íà ãðàíèöå ñòàäèé
M—G1 (Spellman et al., 1998). Ïðèìåðîì óñïåøíîãî ïðè-
ìåíåíèÿ ýòîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ ðàáîòà, ïîñâÿùåííàÿ
îöåíêå ýôôåêòèâíîñòè ñèíõðîíèçàöèè a-ôàêòîðîì, ñ ïî-
ìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ è âíåñåíèÿ ìóòàöèé ïî ãåíàì
öèêëèíçàâèñèìûõ ïðîòåèíêèíàç CDC15 è CDC28 (Spel-
lman et al., 1998; Shedden, Cooper, 2002). Â ýòîé ðàáîòå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñèíõðîíèçàöèè è a-ôàêòîðîì, à
òàêæå ó ìóòàíòîâ cdc15-2 è cdc28-13 ñèíõðîííîñòü äåëå-
íèÿ êëåòîê ñîõðàíÿåòñÿ äîëüøå 2—3 êëåòî÷íûõ öèêëîâ,
ïðè ýòîì íàáëþäàëèñü ïîñòîÿííûå è ÷åòêèå ñèãíàëû ýêñ-
ïðåññèè ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ (Spellman et al., 1998; Shed-
den, Cooper, 2002). Ðàçäåëåíèå öåíòðèôóãèðîâàíèåì
îáåñïå÷èâàëî ñèíõðîíèçàöèþ íå áîëåå ÷åì íà îäèí êëå-
òî÷íûé öèêë, à ñèãíàë ýêñïðåññèè ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ
îêàçàëñÿ ìåíåå ÷åòêèì, ÷åì â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå (Spel-
lman et al., 1998; Shedden, Cooper, 2002).

Êîíòðîëü êëåòî÷íîãî öèêëà îñóùåñòâëÿåòñÿ ìíîæå-
ñòâîì ãåíîâ è çàâèñèò îò ìíîãèõ âíåøíèõ ôàêòîðîâ. Ïîý-
òîìó ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ ñèíõðîíèçà-
öèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé ó äðîææåé åñòåñòâåííûì îáðà-
çîì ìîãóò âîçíèêàòü òðóäíîñòè ñ âîñïðîèçâîäèìîñòüþ
ðåçóëüòàòîâ â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì
ýêñïåðèìåíòîâ ñ ñèíõðîíèçèðîâàííûìè êóëüòóðàìè îáÿ-
çàòåëüíûì ýòàïîì äîëæíà ñòàòü ïðåäâàðèòåëüíàÿ îöåíêà
ýôôåêòèâíîñòè èçáðàííîãî ìåòîäà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-08625), ãðàíòà ÑÏáÃÓ (¹ 1.38.426.2015) è
Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00069).
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Synchronization of cell division in cultures of yeast Saccharomyces cerevisiae is widely used in research
on the regulation of gene expression and biochemical processes in eukaryotes at different stages of the cell cyc-
le. Here, we compare the efficiency of modern most commonly used methods to achieve and assess the degree
of synchronization of cell division in yeast. Block-and-release methods with alpha-factor, hydroxyurea, noco-
dazole, cdc28-4 mutation are described in detail with practical notes.

K e y w o r d s: synchronization, budding yeast Saccharomyces cerevisiae, alpha-factor, hydroxyurea, noco-
dazole, cdc28-4, flow cytometry.
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