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Èçìåíåíèå pH êóëüòóðàëüíîé ñðåäû èíäóöèðóåò ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð

Àêòèí ÿâëÿåòñÿ ïîñòîÿííûì êîìïîíåíòîì êëåòî÷íîãî ÿäðà è ó÷àñòâóåò â îñóùåñòâëåíèè ðàçíîîá-
ðàçíûõ ÿäåðíûõ ïðîöåññîâ, îäíàêî íåêîòîðûå èç ôóíêöèé, âûïîëíÿåìûõ ýòèì áåëêîì â ÿäðå, ïîêà èçó-
÷åíû íåäîñòàòî÷íî ïîäðîáíî. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîäîëæàþòñÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ, ñ ïîìîùüþ
êîòîðûõ âíåêëåòî÷íûå ñèãíàëû ìîãóò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ðåàëèçàöèþ àêòèíîì åãî ÿäåðíûõ ôóíêöèé.
Äëÿ ðàçâèâàþùèõñÿ in vitro ðàííèõ çàðîäûøåé ìëåêîïèòàþùèõ èçìåíåíèÿ áàçîâûõ ïàðàìåòðîâ êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè âíåêëåòî÷íûìè ñèãíàëàìè. Îòêëîíåíèå êèñëîòíîñòè ñðåäû îò çíà-
÷åíèÿ, îïòèìàëüíîãî äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà çàðîäûøåé, ïðèíàäëåæèò ê ÷èñëó òàêèõ ñèãíàëîâ.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà ó äâóõêëåòî÷íûõ çàðî-
äûøåé ìûøè, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ñòðåññà, âûçâàííîãî èçìåíåíèåì êèñëîòíîñòè âíåêëåòî÷íîé
ñðåäû. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà èññëåäîâàëè â ÿäðàõ çàðîäûøåé ïîñëå èõ êðàòêîâðåìåííîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäàõ ñ îïòèìàëüíîé (pH 7.2), ïîâûøåííîé (pH 7.8) è ïîíèæåííîé (pH 6.5) êèñëîò-
íîñòüþ. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, èñïîëü-
çóÿ ìåòîäû ïðÿìîãî ôëóîðåñöåíòíîãî è íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî âûÿâëåíèÿ àêòèíà. Ïîêàçà-
íî, ÷òî îòêëîíåíèå êèñëîòíîñòè ñðåäû îò îïòèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì, èíäóöèðóþùèì
èçìåíåíèå îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð áëàñòîìåðîâ. Âîçäåéñòâèå íà ýìáðèîíû ñðåä,
èìåâøèõ êèñëîòíîñòü pH 7.8 è pH 6.5, âûçûâàëî âíóòðèÿäåðíîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå àêòèíà, êîòîðîå, â
÷àñòíîñòè, âûðàæàëîñü â íàêîïëåíèè ÿäðàìè ìîíîìåðíîãî àêòèíà è ïîÿâëåíèè òàì ôèáðèëëÿðíîãî àê-
òèíà, ðàñïîçíàâàåìîãî TRITC-ôàëëîèäèíîì. Äàííûå èçìåíåíèÿ, ïî íàøåìó ìíåíèþ, èìåþò íåêîòîðûå
÷åðòû ñõîäñòâà ñ òåìè èíäóöèðîâàííûìè ñòðåññîì èçìåíåíèÿìè âíóòðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ àêòè-
íà, êîòîðûå, ñîãëàñíî ðàíåå îïóáëèêîâàííûì ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé ðåçóëüòàòàì, íàáëþäàëè â ÿäðàõ ñî-
ìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äîèìïëàíòàöèîííûå çàðîäûøè ìûøè, ÿäåðíûé àêòèí, êëåòî÷íîå ÿäðî, pH,
ñòðåññ, ëàçåðíàÿ êîíôîêàëüíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Àêòèí ÿâëÿåòñÿ ïîñòîÿííûì êîìïîíåíòîì êëåòî÷íî-
ãî ÿäðà è ó÷àñòâóåò â îñóùåñòâëåíèè ðàçíîîáðàçíûõ
ÿäåðíûõ ïðîöåññîâ (Kristó et al., 2016; Viita, Vartiainen,
2017). Ñïèñîê ÿäåðíûõ ôóíêöèé àêòèíà ïîñòîÿííî ïî-
ïîëíÿåòñÿ.

Ðåçóëüòàòû îïóáëèêîâàííûõ â ðàçíûå ãîäû èññëåäî-
âàíèé ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ñòèìó-
ëû, â ÷àñòíîñòè èçìåíåíèÿ óñëîâèé âíåøíåé ñðåäû, ìî-
ãóò âûçûâàòü èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà àêòèíà â ÿäðå è ôîð-
ìèðîâàíèå òàì íîâûõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð. Èçâåñòíî, ÷òî
â ÿäðàõ èíòàêòíûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ôèáðèëëÿðíûé
àêòèí (F-àêòèí), ðàñïîçíàâàåìûé ôàëëîèäèíîì, îòñóòñò-
âóåò, îäíàêî â îòâåò íà èçìåíåíèå âíåøíèõ óñëîâèé èëè
ýêñïåðèìåíòàëüíûå âîçäåéñòâèÿ â ÿäðàõ óâåëè÷èâàåòñÿ
êîëè÷åñòâî ìîíîìåðíîãî àêòèíà è îäíîâðåìåííî ôîðìè-
ðóþòñÿ ñòðóêòóðû, îáðàçîâàííûå êàíîíè÷åñêèì F-àêòè-
íîì. Èõ íàëè÷èå áûëî ïîäòâåðæäåíî ñ ïîìîùüþ íå-
ñêîëüêèõ ìåòîäîâ âèçóàëèçàöèè àêòèíà, â òîì ÷èñëå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì TRITC-ôàëëîèäèíà è íîâûõ ìåòîäîâ
ïðèæèçíåííîãî íàáëþäåíèÿ (Sanger et al., 1980; Baarlink
et al., 2013; Belin et al., 2013; Plessner et al., 2015). Â ýòèõ

ðàáîòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû
ôàêòîðà, èíäóöèðîâàâøåãî èõ ïîÿâëåíèå, ÿäåðíûå ñòðóê-
òóðû, îáðàçîâàííûå ôèáðèëëÿðíûì àêòèíîì, ìîãóò èìåòü
ðàçëè÷íóþ ìîðôîëîãèþ, áûòü ñòàáèëüíûìè èëè êîðîòêî-
æèâóùèìè, èçîëèðîâàííûìè èëè ñîáðàííûìè â ñåòü.

Âîçäåéñòâèå íà êëåòêè òàêèõ ñòðåññîðîâ, êàê òåïëî-
âîé øîê (Iida et al., 1992), îáðàáîòêà DMSO (Fukui, Katsu-
maru, 1980), äåôèöèò ÀÒÔ â ñðåäå (Pendlenton åt al.,
2003), îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Kim et al., 2009) è èçìåíå-
íèÿ èîííîãî ñîñòàâà ñðåäû (Iida,Yahara, 1986), èíäóöèðó-
åò â êëåòêàõ êîôèëèíî-çàâèñèìûé èìïîðò ìîíîìåðíîãî
àêòèíà â ÿäðî. Çäåñü àêòèí ïîëèìåðèçóåòñÿ, îáðàçóÿ òîë-
ñòûå òÿæè, ñîñòîÿùèå èç F-àêòèíà è êîôèëèíà. Ïî-âèäè-
ìîìó, ñóùåñòâóþò è äðóãèå, ïîêà íåèäåíòèôèöèðîâàí-
íûå ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â èí-
äóöèðîâàííîé äåéñòâèåì âíåøíèõ ñòðåññîðîâ ÿäåðíîé
òðàíñëîêàöèè àêòèíà. Ïîëàãàþò, ÷òî îíè îñíîâàíû íà
âçàèìîäåéñòâèè àêòèíà ñ àêòèíðåãóëèðóþùèìè ôàêòîðà-
ìè (Plessner, Grosse, 2015).

Áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü ïåðåìåùåíèÿ àêòèíà â ÿäðî è åãî
âíóòðèÿäåðíîé ïîëèìåðèçàöèè êàê ýëåìåíòà ðåàêöèè
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êëåòêè íà âíåøíåå âîçäåéñòâèå îñòàåòñÿ íåèçâåñòíîé.
Ïîêà áåç îòâåòà îñòàþòñÿ âîïðîñû î òîì, êàêèì îáðàçîì
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà àêòèíà â ÿäðå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî
ñ ðåàêöèåé êëåòêè íà äåéñòâèå ñòðåññà (Viita, Vartiainen,
2017) è ÿâëÿåòñÿ ëè òàêîå èçìåíåíèå ÿäåðíîé îðãàíèçà-
öèè óíèâåðñàëüíûì äëÿ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ è ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Âíèìàíèå òàêæå óäåëÿåòñÿ ïîèñêó è èçó÷åíèþ
ñòðóêòóðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé â ÿäðàõ ñîìà-
òè÷åñêèõ êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùèõ àêêóìóëÿöèþ è ïîëè-
ìåðèçàöèþ àêòèíà, èíäóöèðîâàííóþ äåéñòâèåì âíåêëå-
òî÷íûõ ñèãíàëîâ (Hendzel, 2014; Plessner, Grosse, 2015).

Â êîíòåêñòå äàííîãî íàïðàâëåíèÿ èññëåäîâàíèé
èíòåðåñíî ïðîñëåäèòü, îêàçûâàåò ëè âîçäåéñòâèå âíåêëå-
òî÷íîãî ñòèìóëà âëèÿíèå íà îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî
êîìïîíåíòà ÿäðà ó ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê. Â îòëè÷èå îò
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê áëàñòîìåðû
äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìûøè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
íåäèôôåðåíöèðîâàííûå òîòèïîòåíòíûå êëåòêè, êðóïíûå
ÿäðà çàðîäûøåé íàõîäÿòñÿ â ïðîöåññå ñòðóêòóðíîãî è
ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàíîâëåíèÿ, îíè îáîãàùåíû àêòèíîì
(Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009). Äàííûõ î ôóíêöèÿõ àê-
òèíà â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ ìûøè íåìíîãî. ×àñòè÷íî èçó÷å-
íî ó÷àñòèå àêòèíà â ýìáðèîíàëüíîé òðàíñêðèïöèè (Áîãî-
ëþáîâà, Ïàðôåíîâ, 2011; Bogolyubova et al., 2013). Âëèÿ-
íèå âíåøíèõ âîçäåéñòâèé íà ñîñòîÿíèå àêòèíîâîãî
êîìïîíåíòà ÿäåð çàðîäûøåé ðàíåå èññëåäîâàíî íå áûëî.

Â òå÷åíèå äîèìïëàíòàöèîííîãî ïåðèîäà ðàçâèòèÿ çà-
ðîäûø ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ðàçíîîáðàçíûõ
ñòðåññîãåííûõ ôàêòîðîâ êàê ïðè âíóòðèóòðîáíîì ðàçâè-
òèè, òàê è â òîì ñëó÷àå, åñëè îí ðàçâèâàåòñÿ â èñêóññòâåí-
íîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå (Feuer, Rinaudo 2012). Äî îïðå-
äåëåííûõ ïðåäåëîâ çàðîäûøè ñïîñîáíû êîìïåíñèðîâàòü
ïîâðåæäàþùåå âîçäåéñòâèå ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðå-
äû, îäíàêî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ äðîáëåíèÿ íå âñå çàùèò-
íûå ìåõàíèçìû ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíû. Òàê, íàèáîëåå
ðàííÿÿ èíäóêöèÿ òåïëîâûì øîêîì ñèíòåçà áåëêà Hsp70
îáíàðóæåíà ëèøü ó âîñüìèêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ (Ed-
vards et al., 1995).

Äëÿ èíäóêöèè ñòðåññà ó çàðîäûøåé ñóáîïòèìàëüíûå
óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæíî ñîçäàâàòü, èçìåíÿÿ îäèí
èç áàçîâûõ ïàðàìåòðîâ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû. Ìû ïðèìå-
íèëè ýòîò ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå âíå-
êëåòî÷íîãî ñòðåññîãåííîãî ôàêòîðà ïîâûøåíèå èëè ïî-
íèæåíèå êèñëîòíîñòè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû îòíîñèòåëüíî
çíà÷åíèÿ, îïòèìàëüíîãî äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà ó
äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè ñî-
ñòîÿíèÿ àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð äâóõêëåòî÷íûõ çà-
ðîäûøåé ìûøè, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ñòðåññà, âû-
çâàííîãî èçìåíåíèåì êèñëîòíîñòè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.
Êàðòèíû âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà àíàëèçèðî-
âàëè íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòî-
äîâ ïðÿìîãî ôëóîðåñöåíòíîãî è íåïðÿìîãî èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî âûÿâëåíèÿ àêòèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ê ó ë ü ò ó ð à ë ü í û õ ñ ð å ä. Äëÿ
ìàíèïóëÿöèé ñ çàðîäûøàìè è êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíò-
ðîëüíûõ ýìáðèîíîâ èñïîëüçîâàëè ñðåäó Ì2 ñî çíà÷åíèåì
ðÍ 7.2, ïðèãîòîâëåííóþ èç ñóõèõ ñîëåé ïî ïðîïèñè Âèò-
òåíà (Whitten, 1971) íà âîäå äëÿ ïåðåñàäêè ýìáðèîíîâ.
Ñðåäà Ì2 ñîäåðæèò HEPES è ñïîñîáíà äëèòåëüíî ñîõ-
ðàíÿòü îïòèìàëüíóþ êèñëîòíîñòü, ïîýòîìó åå øèðîêî èñ-

ïîëüçóþò äëÿ êðàòêîâðåìåííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ çàðî-
äûøåé áåç èñïîëüçîâàíèÿ ÑÎ2-èíêóáàòîðà. Íåîáõîäèìîå
çíà÷åíèå pH ìîäèôèöèðîâàííûõ ñðåä, ïðèãîòîâëåííûõ
íà îñíîâå Ì2, ïîëó÷àëè, äîáàâëÿÿ â íèõ â ïðîöåññå ïðè-
ãîòîâëåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåå êîëè÷åñòâî 0.5 N ðàñòâîðà
NaOH. Ìîäèôèöèðîâàííûå ñðåäû áûëè èñïîëüçîâàíû
äëÿ èíäóêöèè ó çàðîäûøåé ñîñòîÿíèÿ êèñëîòíîãî
(ðÍ ñðåäû 6.5) èëè ùåëî÷íîãî (pH ñðåäû 7.8) ñòðåññà.

Ï î ë ó ÷ å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ý ì á ð è î -
í î â. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñàìîê ìûøè ëèíèè BALB/c,
ïîëó÷åííûõ èç ïèòîìíèêà Ðàïïîëîâî (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Ãîðìîíàëüíóþ ñèíõðîíèçàöèþ îâóëÿöèè ïðîâîäèëè ïî
ðàíåå îïèñàííîé ñõåìå (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009).
Èçâëå÷åííûå èç ÿéöåâîäîâ äâóõêëåòî÷íûå ýìáðèîíû
ïðîìûâàëè â PBS è áûñòðî ïåðåíîñèëè â êàïëè òåïëîé
ñðåäû Ì2 îáúåìîì íå ìåíåå 200 ìêë. Äàëåå ýìáðèîíû
êóëüòèâèðîâàëè èëè íåìåäëåííî ôèêñèðîâàëè. Êóëüòèâè-
ðîâàëè çàðîäûøè â ïëàíøåòå (Nunc) â òåðìîñòàòå âî
âëàæíîé ñðåäå ïðè 37 °Ñ, íî áåç èñïîëüçîâàíèÿ CO2-èí-
êóáàòîðà. Äëèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ â çàâèñèìîñòè
îò óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà ñîñòàâëÿëà 1—3 ÷.

Î ö å í ê à â ë è ÿ í è ÿ ó ñ ë î â è é ê ó ë ü ò è â è ð î â à -
í è ÿ í à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ç à ð î ä û ø å é. Àíàëèç
æèçíåñïîñîáíîñòè ýìáðèîíîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ÌÒÒ-òåñòà, ðàíåå àäàïòèðîâàííîãî íàìè äëÿ îöåíêè êà-
÷åñòâåííîãî ñîñòîÿíèÿ çàðîäûøåé (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþ-
áîâà, 2006). Òåñò îñíîâàí íà ðåàêöèè áèîâîññòàíîâëåíèÿ
ìàëîîêðàøåííîé ñîëè òåòðàçîëèÿ ÌÒÒ (3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) äî èíòåíñèâ-
íî îêðàøåííîãî ôîðìàçàíà æèçíåñïîñîáíûìè êëåòêàìè ñ
àêòèâíûì ìåòàáîëèçìîì (Hissan et al., 1993). Æèçíåñïî-
ñîáíîñòü ýìáðèîíîâ êîððåëèðóåò ñ êîëè÷åñòâîì êðèñòàë-
ëîâ ôîðìàçàíà â öèòîïëàçìå áëàñòîìåðîâ.

Ñîñòîÿíèå çàðîäûøåé îöåíèâàëè ïîñëå èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â ñòàíäàðòíîé èëè ìîäèôèöèðîâàííîé ñðåäå M2.
Â ñòàíäàðòíóþ ñðåäó M2 ýìáðèîíû ïîìåùàëè íà 1—3 ÷.
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ âûáðàííîãî ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ â
ëóíêó ñ çàðîäûøàìè äîáàâëÿëè ðàñòâîð MTT íà M2 äî
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè â ñðåäå 50 ìêã/ìë è äàëåå èíêó-
áèðîâàëè çàðîäûøè â òå÷åíèå 1 ÷ â òåðìîñòàòå âî âëàæ-
íîé ñðåäå ïðè 37 °Ñ. Ðåçóëüòàò àíàëèçèðîâàëè, íàáëþäàÿ
çàðîäûøè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå è âèçóàëüíî îöåíèâàÿ íà-
ëè÷èå è êîëè÷åñòâî îêðàøåííîãî ïðîäóêòà ðåàêöèè â öè-
òîïëàçìå.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ êðàòêîñðî÷íîãî ïðåáûâàíèÿ çà-
ðîäûøåé â ñóáîïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ çàðîäûøè ïîìåùà-
ëè â ñðåäó, èìåþùóþ ðÍ 6.5 èëè 7.8, è êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 1 ÷ â òåðìîñòàòå. Ïî îêîí÷àíèè ýòîãî ñðîêà çàðî-
äûøè ïîìåùàëè â ñðåäó Ì2 ñ ðÍ 7.2 è îñòàâëÿëè íà 1 ÷ â
òåðìîñòàòå äëÿ ðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ. Ïîñëåäíèé ýòàï
ïîçâîëÿë âûÿâèòü ñíèæåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
ôåðìåíòîâ-âîññòàíîâèòåëåé, ïîñêîëüêó â íåáëàãîïðèÿò-
íûõ óñëîâèÿõ îíî ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííî. Äàëåå â ñðåäó
äîáàâëÿëè MTT è ïðîâîäèëè òåñò òàê, êàê ýòî áûëî îïè-
ñàíî ðàíåå.

Ô è ê ñ à ö è ÿ è ï å ð ì å à á è ë è ç à ö è ÿ ý ì á ð è î í î â.
Çàðîäûøè ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëü-
äåãèäà íà PBS â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå. Ôèêñèðîâàííûå ýìáðèîíû òðèæäû ïðîìûâàëè â
PBS, çàòåì ïðîâîäèëè èõ ïåðìåàáèëèçàöèþ â 0.5%-íîì
ðàñòâîðå Òðèòîíà X-100 â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå.

Ï ð ÿ ì î å ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å ì å ÷ å í è å à ê ò è í à.
Äëÿ âèçóàëèçàöèè â êëåòêàõ ìîíîìåðíîãî àêòèíà èñïîëüçî-
âàëè ôëóîðåñöåíòíûé êîíúþãàò Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I.
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Ôèêñèðîâàííûå è ïåðìåàáèëèçèðîâàííûå çàðîäûøè ïðî-
ìûâàëè â PBS è ïîìåùàëè â ðàñòâîð Alexa Fluor
488-ÄÍÊàçà I ïðè êîíöåíòðàöèè 9 ìêã/ìë íà 60—90 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ýìáðèîíû ïðîìûâàëè
â PBS è ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, èñïîëüçóÿ
ñðåäó äëÿ çàêëþ÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ Vectashield, â êîòîðóþ
ïðåäâàðèòåëüíî áûë äîáàâëåí ÿäåðíûé êðàñèòåëü DAPI â
êîíöåíòðàöèè 0.25 ìã/ìë.

Äëÿ ïðÿìîãî âûÿâëåíèÿ ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà çàðî-
äûøè ïîñëå ôèêñàöèè è ïåðìåàáèëèçàöèè ïåðåíîñèëè â
PBS, çàòåì ïîìåùàëè â ðàñòâîð TRITC-ôàëëîèäèíà â
êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë íà 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Äàëåå çàðîäûøè îòìûâàëè â áóôåðå è çàêëþ÷àëè
â ñðåäó Vectashield. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TS5 (Ãåðìàíèÿ).

Í å ï ð ÿ ì î å è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å ì å ÷ å -
í è å à ê ò è í à. Äëÿ âèçóàëèçàöèè àêòèíà íåïðÿìûì ìåòî-
äîì â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë áûëè èñïîëüçîâàíû êðî-
ëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ
ôðàãìåíòà N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà, â ðàç-
âåäåíèè 1 : 100 èëè êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
ôðàãìåíòó C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà â ðàç-
âåäåíèè 1 : 100. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC êîçüè àíòèòåëà ê èììóíîãëîáó-
ëèíàì êðîëèêà â ðàçâåäåíèè 1 : 200. Ôèêñèðîâàííûå çà-
ðîäûøè îòìûâàëè â PBS è ïîìåùàëè íà 10 ìèí â êàïëþ
10%-íîãî ðàñòâîðà ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè äëÿ ïðåäîòâðà-
ùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Äàëåå
çàðîäûøè èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ïåðâûõ àíòèòåë â òå-
÷åíèå 12—14 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ïî îêîí÷àíèè ýòîãî ñðîêà çà-
ðîäûøè ïåðåíîñèëè â PBS, çàòåì — â êàïëþ 10%-íîé ôå-
òàëüíîé ñûâîðîòêè è äàëåå èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå âòî-
ðûõ àíòèòåë íå áîëåå 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ïîñëå èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè çàðîäûøè îòìûâàëè â
PBS, çàêëþ÷àëè â ñðåäó Vectashield, ñîäåðæàùóþ ÿäåð-
íûé êðàñèòåëü DAPI â êîíöåíòðàöèè 0.25 ìã/ìë, è àíàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica
TS5 (Ãåðìàíèÿ).

Ã ð à ô è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ä à í í û õ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Íà êîíôîêàëüíûõ èçî-
áðàæåíèÿõ êîñâåííî îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ñâå÷å-
íèÿ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî ìîíîìåðíîãî àêòèíà â ÿä-
ðàõ çàðîäûøåé. Çíà÷åíèå îòíîñèòåëüíîé èíòåãðàëüíîé
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îïðåäåëÿëè äëÿ çàðî-
äûøåé êîíòðîëüíîé ãðóïïû è çàðîäûøåé, íàõîäèâøèõñÿ
â ñðåäàõ ñ pH 6.5 èëè 7.8. Äëÿ êàæäîãî èçîáðàæåíèÿ ïðî-
âîäèëè ïî 3 èçìåðåíèÿ â ãðàíèöàõ êàæäîãî èç ÿäåð è 3 èç-
ìåðåíèÿ ôîíà çà ïðåäåëàìè èçîáðàæåíèÿ. Ïîëó÷åííûå
÷èñëåííûå äàííûå èñïîëüçîâàëè äëÿ ðàñ÷åòà îòíîñèòåëü-
íîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íóêëåîïëàçìû äëÿ
êàæäîãî èç ÿäåð. Äàëåå âû÷èñëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå
è îøèáêó ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ äëÿ êîíòðîëüíîé è îáåèõ
îïûòíûõ ãðóïï çàðîäûøåé. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé
ìåæäó âûáîðêàìè îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ êðèòåðèé Ìàí-
íà—Óèòíè.

Àíàëèç ñîëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ ïðè
äâîéíîì ìå÷åíèè çàðîäûøåé ìàðêåðàìè ê àêòèíó è õðî-
ìàòèíó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíñòðóìåíòîâ àíàëèçà ñî-
ëîêàëèçàöèè ïðîãðàììû ImageJ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ãîðìîíàëüíûå
ïðåïàðàòû Ôîëëèãîí è Õîðóëîí (Intervet, Ãîëëàíäèÿ); ïî-
ëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ôðàãìåíòà N-êîíöåâîãî
ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà (À2103, Sigma, ÑØÀ); ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ôðàãìåíòó C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà
ìîëåêóëû àêòèíà (A2066, Sigma, ÑØÀ); Alexa Fluor

488-ÄÍÊàçà I (Molecular Probes, ÑØÀ); TRITC-ôàëëîè-
äèí è MTT (Sigma, ÑØÀ); ñðåäà äëÿ çàêëþ÷åíèÿ ïðåïà-
ðàòîâ Vectashield (Vector Laboratories, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ý ì á ð è î í î â ï î ñ ë å
ê ð à ò ê î â ð å ì å í í î ã î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ ï ð è î ï -
ò è ì à ë ü í î ì ç í à ÷ å í è è p H ñ ð å ä û (7.2). Äî ïðîâåäå-
íèÿ ÌÒÒ-òåñòà áëàñòîìåðû ýìáðèîíîâ èìåëè ïîëóïðî-
çðà÷íóþ íåîêðàøåííóþ öèòîïëàçìó (ðèñ. 1, à). Çàðîäû-
øè, ïîìåùåííûå â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ÌÒÒ, àêòèâíî
âîññòàíàâëèâàëè ñîëü òåòðàçîëèÿ. Çà 1 ÷ â öèòîïëàçìå
âñåõ ýìáðèîíîâ ñôîðìèðîâàëèñü ìíîãî÷èñëåííûå òåì-
íî-ñèíèå êðèñòàëëû ôîðìàçàíà, ðàâíîìåðíî ðàñïðå-
äåëåííûå ïî âñåìó îáúåìó áëàñòîìåðîâ (ðèñ. 1, á). Ïî-
ÿâëåíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà îêðàøåííîãî ïðîäóêòà
âîññòàíîâëåíèÿ ÌÒÒ ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âûñîêîé ìåòà-
áîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè çàðîäûøåé è ÿâëÿëîñü ïîäòâåðæ-
äåíèåì èõ æèçíåñïîñîáíîãî ñîñòîÿíèÿ.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ý ì á ð è î í î â ï î ñ ë å
ê ð à ò ê î â ð å ì å í í î ã î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â ñ ð å -
ä à õ ñ í å î ï ò è ì à ë ü í û ì ç í à ÷ å í è å ì p H. Çàðîäûøè
àíàëèçèðîâàëè ïîñëå 60-ìèíóòíîãî âûäåðæèâàíèÿ â ñðå-
äå ñ pH 6.5 èëè 7.8 è ïîñëåäóþùåãî èõ ðåêîíäèöèî-
íèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 60 ìèí â ñðåäå M2 ïðè ðÍ 7.2.
Ïðîâåäåííûé ÌÒÒ-òåñò ïðîäåìîíñòðèðîâàë âûñîêèé
óðîâåíü ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýìáðèîíîâ, ÷òî ñâè-
äåòåëüñòâîâàëî î ñîõðàíåíèè èìè æèçíåñïîñîáíîñòè ïîñ-
ëå ïðåáûâàíèÿ êàê â ñðåäå ñ ðÍ 6.5 (ðèñ. 1, â), òàê è â ñðå-
äå ñ ðÍ 7.8 (ðèñ. 1, ã). Â öèòîïëàçìå áëàñòîìåðîâ ìîæíî
áûëî âèäåòü ìíîãî÷èñëåííûå òåìíî-ñèíèå êðèñòàëëû
ôîðìàçàíà, ðàñïðåäåëåííûå ïî âñåìó îáúåìó êëåòîê.

Â í ó ò ð è ÿ ä å ð í à ÿ ë î ê à ë è ç à ö è ÿ à ê ò è í à ó ç à -
ð î ä û ø å é ï î ñ ë å ê ð à ò ê î â ð å ì å í í î ã î ê ó ë ü ò è -
â è ð î â à í è ÿ ï ð è î ï ò è ì à ë ü í î ì ç í à ÷ å í è è
p H ñ ð å äû. Äëÿ òîãî ÷òîáû ó÷åñòü âëèÿíèå óñëîâèé

Èçìåíåíèå pH êóëüòóðàëüíîé ñðåäû èíäóöèðóåò ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð 541

Ðèñ. 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü êîíòðîëüíîãî çàðîäûøà (á), çàðî-
äûøà ïîñëå 60-ìèíóòíîãî ïðåáûâàíèÿ â ñðåäå ñ pH 6.5 (â) è

7.8 (ã). ÌÒÒ-òåñò.

à — çàðîäûø äî ðåàêöèè ñ ÌÒÒ.



êóëüòèâèðîâàíèÿ íà îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà
ÿäðà, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè äâå êîíòðîëüíûå ãðóïïû ýì-
áðèîíîâ. Ïåðâàÿ áûëà ïðåäñòàâëåíà çàðîäûøàìè, êóëüòè-
âèðîâàííûìè ïðè ðÍ 7.2, â HEPES-ñîäåðæàùåé ñðåäå
Ì2, ïðè 37 °C âî âëàæíîé ñðåäå, íî áåç èñïîëüçîâàíèÿ
CO2-èíêóáàòîðà. Âòîðóþ ãðóïïó ñîñòàâëÿëè çàðîäûøè,
çàôèêñèðîâàííûå ñðàçó ïîñëå ýêñïëàíòàöèè. Ìû íå îáíà-
ðóæèëè ðàçëè÷èé âî âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà
ìåæäó ýòèìè äâóìÿ ãðóïïàìè çàðîäûøåé, íå îòëè÷àëñÿ
õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà â ÿäðàõ è îò îïèñàííîãî ó
çàðîäûøåé, êóëüòèâèðîâàííûõ in vitro â ñîîòâåòñòâèè ñî
ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì (Bogolyubova, 2009; Áîãîëþáî-
âà, 2012). Òàêîé ðåçóëüòàò ñâèäåòåëüñòâóåò îá àäåêâàòíî-
ñòè óñëîâèé, êîòîðûå ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ ìàíèïóëÿöèé
ñ ýìáðèîíàìè è èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ó èçó÷åííûõ íàìè çàðîäûøåé ñàéòîì ëîêàëèçàöèè
ìîíîìåðíîãî àêòèíà â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ ÿâëÿëàñü íóêëåî-

ïëàçìà. Â ìåñòàõ ëîêàëèçàöèè ïðîÿäðûøåê (ñïåöèôè÷å-
ñêîãî âàðèàíòà òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíûõ ÿäðûøåê
ýìáðèîíîâ íà÷àëüíûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ) ñâå÷åíèå àêòèíà,
ìå÷åííîãî ôëóîðåñöåíòíîé ÄÍÊàçîé I, îòñóòñòâîâàëî.
Ìå÷åíèå íóêëåîïëàçìû ïðåäñòàâëÿëî ñîáîé ñîâîêóï-
íîñòü ìíîãî÷èñëåííûõ òî÷å÷íûõ ñèãíàëîâ, êîòîðûå áûëè
ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî âñåé ïëîùàäè îïòè÷åñêîãî
ñðåçà ÿäðà (ðèñ. 2, à).

Ñïåöèôè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà îò ìå÷åí-
íîãî TRITC-ôàëëîèäèíîì ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â çîíå
ëîêàëèçàöèè ÿäåð ó áîëüøèíñòâà çàðîäûøåé îáíàðóæåíî
íå áûëî (ðèñ. 2, ã), è ëèøü â åäèíè÷íûõ ñëó÷àÿõ îòìå÷àëè
ñëàáîå ñâå÷åíèå íóêëåîïëàçìû.

Ïîñëå ìå÷åíèÿ çàðîäûøåé àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó
C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà â ÿäðàõ ìîæíî
áûëî íàáëþäàòü ÿðêîå, íåðàâíîìåðíîå ñâå÷åíèå íóêëåî-
ïëàçìû è òåìíûå ïðîÿäðûøêè, îñòàâøèåñÿ íåîêðàøåí-
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Ðèñ. 2. Ïðÿìîå ôëóîðåñöåíòíîå è èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå àêòèíà ó çàðîäûøåé ïîñëå ïðåáûâàíèÿ â ñðåäàõ ñ îïòèìàëü-
íîé (ðÍ 7.2) è ñóáîïòèìàëüíîé (ðÍ 6.5 è 7.8) êèñëîòíîñòüþ.

à—â — ìå÷åíèå ìîíîìåðíîãî àêòèíà ñ ïîìîùüþ êîíúþãàòà Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I; ñòðåëêîé îòìå÷åíî ïðîÿäðûøêî (á). ã—å — ìå÷åíèå ôèáðèë-
ëÿðíîãî àêòèíà TRITC-ôàëëîèäèíîì. æ—è — ìå÷åíèå àêòèíà àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà. à, ã, æ — êîíòðîëü-

íûå çàðîäûøè, pH ñðåäû 7.2; á, ä, ç — pH ñðåäû 6.5; â, å, è — pH ñðåäû 7.8. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 25 ìêì.



íûìè. Îáùàÿ êàðòèíà ôëóîðåñöåíöèè íóêëåîïëàçìû
ôîðìèðîâàëàñü çà ñ÷åò ôëóîðåñöåíöèè ìíîãî÷èñëåííûõ
àãðåãàòîâ ìå÷åííîãî àíòèòåëàìè àêòèíà, èìåâøèõ ðàçíî-
îáðàçíûå ôîðìó è ðàçìåð. ×àñòü àãðåãàòîâ áûëà ñêîíöåí-
òðèðîâàíà â íóêëåîïëàçìå, ïðèìûêàþùåé ê ïåðèôåðèè
ïðîÿäðûøåê, è ñâå÷åíèå ìå÷åííîãî àíòèòåëàìè àêòèíà
îò÷åòëèâî îáîçíà÷àëî êîíòóð êàæäîé èç ýòèõ ÿäåðíûõ îð-
ãàíåëë (ðèñ. 3, à). Äâîéíîå îêðàøèâàíèå çàðîäûøåé àí-
òèòåëàìè ê àêòèíó è ÄÍÊ-ìàðêåðîì DAPI ñ ïîñëåäóþ-
ùèì àíàëèçîì ñîëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ
ïîêàçàëî, ÷òî â íóêëåîïëàçìå àêòèí, äîñòóïíûé äëÿ ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè, ñîëîêàëèçîâàí ïðåèìóùåñòâåííî ñ
êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì. Òèïè÷íûì äëÿ ÿäåð çà-
ðîäûøåé ÿâëÿåòñÿ ñîëîêàëèçàöèÿ ìå÷åíîãî àêòèíà ñ ãåòå-
ðîõðîìàòèíîì, àññîöèèðîâàííûì ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðû-
øåê (ðèñ. 3, æ).

Àíòèòåëà ê ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêó-
ëû àêòèíà ñâÿçûâàëèñü ñ äàííûì áåëêîì â íóêëåîïëàçìå,
îñòàâëÿÿ ïðîÿäðûøêè íåìå÷åíûìè. Ñâå÷åíèå ÿäåð áûëî
çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, ÷åì ïîñëå ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè ê
ôðàãìåíòó C-òåðìèíàëüíîãî ó÷àñòêà àêòèíà. Ðèñóíîê
ôëóîðåñöåíöèè íóêëåîïëàçìû áûë îáðàçîâàí ñâå÷åíèåì
ìíîãî÷èñëåííûõ òî÷å÷íûõ ôîêóñîâ ôëóîðåñöåíöèè, ðàâ-
íîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ ïî âñåé ïëîùàäè îïòè÷åñêîãî
ñðåçà ÿäðà. Êîíöåíòðàöèÿ àêòèíà íà ïåðèôåðèè ïðîÿäðû-
øåê îòñóòñòâîâàëà (ðèñ. 2, æ).

Â í ó ò ð è ÿ ä å ð í à ÿ ë î ê à ë è ç à ö è ÿ à ê ò è í à â ÿ ä -
ð à õ ç à ð î ä û ø å é ï î ñ ë å ê ð à ò ê î â ð å ì å í í î ã î
ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â ñ ð å ä à õ , p H ê î ò î ð û õ î ò-
ë è ÷ à ë ñ ÿ î ò î ï ò è ì à ë ü í î ã î ç í à ÷ å í è ÿ. Õàðàêòåð
âíóòðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ìîíîìåðíîãî àêòèíà áûë
ñõîäåí ó çàðîäûøåé ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ñðåä ñ ðÍ 6.5
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Ðèñ. 3. Ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà, ìå÷åííîãî àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà, â ÿäðàõ çàðîäûøåé ïîñëå
ïðåáûâàíèÿ â ñðåäàõ ñ îïòèìàëüíîé (ðÍ 7.2) è ñóáîïòèìàëüíîé (ðÍ 6.5 è 7.8) êèñëîòíîñòüþ.

à—â — ìå÷åíèå àêòèíà àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà; ñòðåëêàìè îòìå÷åíà êîíöåíòðàöèÿ àêòèíà íà ïåðèôåðèè
ïðîÿäðûøåê, çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû ÿäðà âòîðûõ ïîëÿðíûõ òåëåö. ã—å — ìå÷åíèå ÄÍÊ ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI; ñòðåëêàìè îòìå÷åí ãåòåðîõðîìà-
òèí, àññîöèèðîâàííûé ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê. æ—è — ñîëîêàëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ îò ìå÷åíîãî àêòèíà è ÄÍÊ. à, ã, æ — êîíòðîëü-

íûé çàðîäûø, pH 7.2; á, ä, ç — ñðåäà ñ pH 6.5; â, å, è — ñðåäà ñ pH 7.8. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 25 ìêì.



è 7.8. Ìå÷åíûé àêòèí áûë ëîêàëèçîâàí â íóêëåîïëàçìå,
ïðîÿäðûøêè îñòàâàëèñü íåîêðàøåííûìè. Â îòëè÷èå îò
êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé, ãäå áûë îò÷åòëèâî âèäåí òî÷å÷-
íûé ðèñóíîê ìå÷åíèÿ íóêëåîïëàçìû, â çàðîäûøàõ ïîñëå
ïðåáûâàíèÿ â ñðåäå ñ ñóáîïòèìàëüíûì çíà÷åíèåì pH ìû
íàáëþäàëè åå áåññòðóêòóðíîå, ðàâíîìåðíîå ñâå÷åíèå
(ðèñ. 2, á, â). Ïî âèçóàëüíîé îöåíêå ÿðêîñòü ñâå÷åíèÿ ÿäåð
çàðîäûøåé ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ñóáîïòèìàëüíûõ óñëîâèé
áûëà íàìíîãî âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ ýìáðèîíîâ, ïðè
ýòîì ñâå÷åíèå íóêëåîïëàçìû ó çàðîäûøåé ïîñëå ïðåáû-
âàíèÿ â ñðåäå ñ pH 6.5 áûëî íàèáîëåå ÿðêèì.

×òîáû ïîäòâåðäèòü ðåçóëüòàòû âèçóàëüíûõ íàáëþäå-
íèé, íà êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ, ïîëó÷åííûõ ïðè
èäåíòè÷íûõ íàñòðîéêàõ ìèêðîñêîïà, ìû ïðîâåëè êîñâåí-
íóþ îöåíêó èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ìîíîìåðíîãî àêòè-
íà, ìå÷åííîãî ôëóîðåñöåíòíûì êîíúþãàòîì Alexa Fluor
488-ÄÍÊàçà I, â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé è â ÿäðàõ
ýìáðèîíîâ ïîñëå èíêóáàöèè ïðè ñóáîïòèìàëüíûõ çíà÷å-
íèÿõ pH (ðèñ. 4). Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè íóêëåîïëàçìû ñîñòàâèëè äëÿ êîíòðîëüíûõ çà-
ðîäûøåé 69 � 17.2 (ïðè n = 18, ãäå n — êîëè÷åñòâî ïðîà-
íàëèçèðîâàííûõ ÿäåð), äëÿ ýìáðèîíîâ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ñðåäû ñ pH 6.5 — 162 � 5.4 (n = 20) è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ñðåäû ñ pH 7.8 — 113 � 18.5 óñë. åä. (n = 18). Òàêèì îáðà-
çîì, ÿðêîñòü ñâå÷åíèÿ íóêëåîïëàçìû ó ýìáðèîíîâ, êóëü-
òèâèðîâàííûõ â ñðåäå ñ pH 6.5, ïðåâûøàåò ÿðêîñòü ñâå÷å-
íèÿ íóêëåîïëàçìû ó êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé ïðèìåðíî â
2.5 ðàçà, à ñâå÷åíèå ÿäåð çàðîäûøåé, êóëüòèâèðîâàííûõ
ïðè pH 7.8, ÿð÷å, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ, â 2 ðàçà.

Õàðàêòåð ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð çàðîäûøåé, îêðàøåí-
íûõ TRITC-ôàëëîèäèíîì, áûë îäèíàêîâ ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ ñðåäû ñ ðÍ 6.5 è 7.8. Ðàâíîìåðíîå ñâå÷åíèå ìå÷åíîãî
àêòèíà áûëî îò÷åòëèâî âèäíî â íóêëåîïëàçìå, à íà åãî
ôîíå áûëè õîðîøî ðàçëè÷èìû îñòàâøèåñÿ íåìå÷åíûìè

ïðîÿäðûøêè (ðèñ. 2, ä, å). Äàííàÿ êàðòèíà ôëóîðåñöåíò-
íîãî ìå÷åíèÿ ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àëàñü îò òèïè÷íîé
äëÿ êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé, ãäå ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë
îò ìå÷åíîãî ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â çîíàõ ðàñïîëîæåíèÿ
ÿäåð îòñóòñòâîâàë.

Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ñðåä ñ ðÍ 6.5 è 7.8 ÿäðà çàðîäû-
øåé, ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî
ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà, äåìîíñòðèðîâàëè ðèñóíîê
âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà, ïîâòîðÿþùèé òîò,
÷òî íàáëþäàëè â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ ýìáðèîíîâ. Òî÷å÷-
íûå ôëóîðåñöåíòíûå ñèãíàëû áûëè ðàâíîìåðíî ðàñïðå-
äåëåíû ïî âñåé íóêëåîïëàçìå, íà ôîíå ñâå÷åíèÿ êîòîðîé
ìîæíî áûëî íàáëþäàòü íåîêðàøåííûå ïðîÿäðûøêè
(ðèñ. 2, ç, è).

Ïîñëå èíêóáàöèè çàðîäûøåé â ñðåäå ñ ðÍ 6.5 è èõ ïî-
ñëåäóþùåãî ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó C-êîíöå-
âîãî ó÷àñòêà àêòèíà õàðàêòåð ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð áûë
ñõîäåí ñ òåì, ÷òî äåìîíñòðèðîâàëè êîíòðîëüíûå ýìáðèî-
íû. Àíòèòåëà îñòàâëÿëè ïðîÿäðûøêè íåìå÷åíûìè, íî
íóêëåîïëàçìà ñâåòèëàñü ÿðêî è íåðàâíîìåðíî çà ñ÷åò ðàñ-
ïîëîæåííûõ â íåé àãðåãàòîâ àêòèíà è êîíöåíòðàöèè àêòè-
íà íà ïåðèôåðèè ïðîÿäðûøåê (ðèñ. 3, á). Äâîéíîå îêðà-
øèâàíèå ýìáðèîíîâ àíòèòåëàìè è ÄÍÊ-ìàðêåðîì DAPI ñ
ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì ñîëîêàëèçàöèè ñèãíàëîâ ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëî íàëè÷èå ñîëîêàëèçàöèè ÷àñòè âíóòðè-
ÿäåðíîãî àêòèíà ñ ãåòåðîõðîìàòèíîì ïåðèôåðèè ïðîÿä-
ðûøåê (ðèñ. 3, ç).

Â ÿäðàõ çàðîäûøåé, ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ê ôðàã-
ìåíòó C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå ñ
ðÍ 7.8, áûëî îáíàðóæåíî äâà âàðèàíòà ëîêàëèçàöèè àêòè-
íà. ßðêîñòü ôëóîðåñöåíöèè áîëüøèíñòâà ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ ÿäåð áûëà çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ó ÿäåð êîíò-
ðîëüíûõ çàðîäûøåé, ïî âèçóàëüíîé îöåíêå îíà ëèáî ðàâ-
íÿëàñü ÿðêîñòè ñâå÷åíèÿ öèòîïëàçìû, ëèáî áûëà ñëàáåå.
Íà ôîíå ñëàáîãî ñâå÷åíèÿ íóêëåîïëàçìû ïðîÿäðûøêè,
îñòàâøèåñÿ íåìå÷åíûìè, áûëè ïëîõî ðàçëè÷èìû. ßðêîãî
ñâå÷åíèÿ àêòèíà íà ïåðèôåðèè ïðîÿäðûøåê, ðàíåå íà-
áëþäàâøåãîñÿ ó êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé, îáíàðóæåíî
íå áûëî (ðèñ. 3, â). Äâîéíîå ìå÷åíèå ýìáðèîíîâ àíòè-
òåëàìè è ÄÍÊ-ìàðêåðîì DAPI ïîäòâåðäèëî îòñóòñòâèå
ñîëîêàëèçàöèè àêòèíà ñ ãåòåðîõðîìàòèíîì ïåðèôåðèè
ïðîÿäðûøåê. Â äðóãèõ çîíàõ íóêëåîïëàçìû ñîëîêàëèçà-
öèÿ àêòèíà ñ õðîìàòèíîì ñîõðàíÿëàñü, íî áûëà âûðàæåíà
ìåíåå îò÷åòëèâî, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé (ðèñ. 3, è).
ßäðà íåñêîëüêèõ çàðîäûøåé ñâåòèëèñü ÿð÷å öèòîïëàçìû,
îäíàêî àññîöèèðîâàííóþ ñ ïåðèôåðèåé ïðîÿäðûøåê
ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíà è ñîëîêàëèçàöèþ àêòèíà ñ ãåòå-
ðîõðîìàòèíîì ïåðèôåðèè ïðîÿäðûøåê ìîæíî áûëî íà-
áëþäàòü ëèøü îêîëî åäèíè÷íûõ ÿäåðíûõ îðãàíåëë (íå
ïîêàçàíî).

Îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ pH ÿâëÿåòñÿ
âàæíûì ðåãóëÿòîðîì ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê.
Ó îîöèòîâ è ðàííèõ çàðîäûøåé ìíîãèå âíóòðèêëåòî÷íûå
ïðîöåññû ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëüíû äàæå ê íåáîëüøèì
ìîäóëÿöèÿì êèñëîòíîñòè (Lane, Gardner, 2000). Êîëåáà-
íèÿ pH âíåøíåé ïî îòíîøåíèþ ê çàðîäûøó ñðåäû âëåêóò
çà ñîáîé èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî pH, ÷òî âûçûâàåò ó
ýìáðèîíîâ ñîñòîÿíèå ñòðåññà, ïðè÷èíó âîçíèêíîâåíèÿ
êîòîðîãî ñâÿçûâàþò ñ íåîáõîäèìîñòüþ ìîáèëèçàöèè äî-
ïîëíèòåëüíûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ðåñóðñîâ äëÿ ïîääåðæà-
íèÿ ãîìåîñòàçà (Swain, 2010).
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Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) ìîíî-
ìåðíîãî àêòèíà â ÿäðàõ äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé, êóëüòèâè-
ðîâàííûõ â ñðåäàõ ñ îïòèìàëüíîé (pH 7.2) è ñóáîïòèìàëüíîé

(pH 6.5 è 7.8) êèñëîòíîñòüþ.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ñîîòâåòñòâóþò âåëè÷èíå îøèáêè ñðåäíåãî çíà-
÷åíèÿ.



Ñðàâíåíèå ëîêàëèçàöèè àêòèíà â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ
çàðîäûøåé è ýìáðèîíîâ, íàõîäèâøèõñÿ ïîä âîçäåéñòâè-
åì ñóáîïòèìàëüíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîêàçàëî,
÷òî èíêóáàöèÿ â ñðåäàõ ñ ïîâûøåííîé è ïîíèæåííîé
êèñëîòíîñòüþ èíäóöèðóåò èçìåíåíèå îðãàíèçàöèè àêòè-
íîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð áëàñòîìåðîâ. Â íóêëåîïëàçìå
íàêàïëèâàåòñÿ ìîíîìåðíûé àêòèí è ïîÿâëÿåòñÿ àêòèí,
ðàñïîçíàâàåìûé ôàëëîèäèíîì, êîòîðûé â ÿäðàõ êîíò-
ðîëüíûõ çàðîäûøåé îòñóòñòâóåò.

Ïðè÷èíîé íàêîïëåíèÿ â ÿäðàõ ìîíîìåðíîãî àêòèíà
ìîæåò áûòü ïåðåìåùåíèå ìîíîìåðîâ àêòèíà èç öèòîïëàç-
ìû â ÿäðî. Òàêàÿ ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ òðàíñëîêà-
öèÿ áûëà îáíàðóæåíà ó ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïðè èçó÷å-
íèè ôîðìèðîâàíèÿ F-àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, îáðàçóþùèõñÿ
â ÿäðå â îòâåò íà ñòðåññîãåííûå âîçäåéñòâèÿ (Sanger et al.,
1980). Âîçìîæíîé ïðè÷èíîé ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà
ìåæäó êëåòî÷íûìè êîìïàðòìåíòàìè ñ÷èòàþò óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà ñâîáîäíîãî ìîíîìåðíîãî àêòèíà â öèòî-
ïëàçìå, âûçâàííîå ðàçáîðêîé ìèêðîôèëàìåíòîâ, è åãî ïî-
ñëåäóþùóþ òðàíñëîêàöèþ â ÿäðî. Àíàëîãè÷íûé ïðîöåññ
ïåðåìåùåíèÿ àêòèíà â ÿäðî âîçìîæåí è â áëàñòîìå-
ðàõ çàðîäûøåé. Â òîì ñëó÷àå, åñëè êóëüòèâèðîâàíèå ïðè
ñóáîïòèìàëüíûõ çíà÷åíèÿõ pH âûçûâàëî áû òàêóþ ðåîð-
ãàíèçàöèþ ñèñòåìû ìèêðîôèëàìåíòîâ, êîòîðàÿ ñîï-
ðîâîæäàëàñü âûñâîáîæäåíèåì çàìåòíîãî êîëè÷åñòâà ìî-
íîìåðîâ àêòèíà â öèòîïëàçìå, îíè ìîãëè áû àêêóìóëèðî-
âàòüñÿ â ÿäðå.

Òî, ÷òî îòêëîíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî pH îò îïòè-
ìàëüíîãî çíà÷åíèÿ ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ îðãàíèçàöèè
ìèêðîôèëàìåíòîâ â öèòîïëàçìå, áûëî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî â ýêñïåðèìåíòàõ, ïðîâåäåííûõ íà äâóõêëåòî÷íûõ
çàðîäûøàõ çîëîòèñòîãî õîìÿ÷êà (Sqirrell et al., 2001).
Â ýòîé æå ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèÿ ñòðóêòó-
ðû è âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè ìèêðîôèëàìåíòîâ,
âîçíèêàþùèå â óñëîâèÿõ èíäóöèðîâàííîãî àöèäîçà è àë-
êàëîçà, çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ. Ïîñëåäíèé ôåíîìåí
ìîã áû ïîñëóæèòü âîçìîæíûì îáúÿñíåíèåì ðàçëè÷èÿ â
êîëè÷åñòâå ìîíîìåðíîãî àêòèíà â ÿäðàõ çàðîäûøåé
ìûøè ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäàõ ñ pH 6.5 è 7.8, êîòîðîå
áûëî îáíàðóæåíî íàìè ïðè ñðàâíåíèè èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà îò ìå÷åíîãî ìîíîìåðíîãî àêòè-
íà. Åñëè âûçâàííàÿ âîçäåéñòâèåì ñðåäû ñ pH 6.5 ðåîðãà-
íèçàöèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ ñîïðîâîæäàëàñü âûñâîáîæäå-
íèåì áîëüøåãî êîëè÷åñòâà ñâîáîäíûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà,
òî, ìèãðèðîâàâ â ÿäðî, îíè ìîãëè îáåñïå÷èòü áîëåå âûñî-
êóþ êîíöåíòðàöèþ ìîíîìåðíîãî àêòèíà â íóêëåîïëàçìå.

Îäíîâðåìåííî ñ íàêîïëåíèåì ìîíîìåðíîãî àêòèíà â
ÿäðàõ çàðîäûøåé, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ñòðåññà, òàì
ïîÿâëÿåòñÿ àêòèí, ðàñïîçíàâàåìûé TRITC-ôàëëîèäèíîì.
Êàê è ÿäðà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ÿäðà áëàñòîìåðîâ èíòàêò-
íûõ äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé íå ñîäåðæàò àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð, êîòîðûå ìîæíî áûëî áû íàáëþäàòü ïîñëå îêðà-
øèâàíèÿ çàðîäûøåé ôëóîðåñöåíòíûì ôàëëîèäèíîì (Áî-
ãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009; Bogolyubova, 2009). Ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ îáîèõ ñòðåññîðîâ (ïîíèæåíèå è ïîâûøåíèå
êèñëîòíîñòè ñðåäû) ìû îòìåòèëè ïîÿâëåíèå â ÿäðàõ ñïå-
öèôè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ íóêëåîïëàçìû TRITC-ôàëëîèäè-
íîì, îäíàêî èñïîëüçîâàííûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ íå ïî-
çâîëèëè îïðåäåëèòü, êàêèì îáðàçîì îðãàíèçîâàí ñâÿçàí-
íûé ñ ìàðêåðîì àêòèí. Íàáëþäàâøàÿñÿ íàìè êàðòèíà
âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà ìîãëà áû ñîîòâåòñò-
âîâàòü ïëîòíîé, ñîñòîÿùåé èç êîðîòêèõ ôèëàìåíòîâ àê-
òèíîâîé ñåòè, â ñîñòàâå êîòîðîé èíäèâèäóàëüíûå ôèëà-
ìåíòû íå èäåíòèôèöèðóþòñÿ. Ó ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïî-
äîáíûå ñåòè ôîðìèðóþòñÿ â öèòîïëàçìå ïðè íóêëåàöèè ñ

ïîìîùüþ ARP2/3 (Campellone, Welch, 2010). ARP2/3 áûë
îáíàðóæåí è â ÿäðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ãäå ïîêà èäåí-
òèôèöèðîâàíà îäíà åãî ôóíêöèÿ — ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè (Yoo et al., 2007), íî ñâåäåíèÿìè î ïðèñóò-
ñòâèè ARP2/3 èëè åãî êîìïîíåíòîâ â ÿäðàõ çàðîäûøåé
ìû íå ðàñïîëàãàåì.

Â êëåòî÷íîì ÿäðå àêòèí ìîæåò ñóùåñòâîâàòü â òàêèõ
íåêàíîíè÷åñêèõ ôîðìàõ, êàê äèìåðû, îëèãîìåðû è íåëè-
íåéíûå àãðåãàòû (Hofmann, 2009), ïîýòîìó àíàëèçà ëîêà-
ëèçàöèè òðàäèöèîííûõ ôîðì àêòèíà áûëî íåäîñòàòî÷íî,
äëÿ òîãî ÷òîáû ïîëó÷èòü ïîëíîå ïðåäñòàâëåíèå î ñîñòîÿ-
íèè àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð çàðîäûøåé. Ñ ó÷åòîì
ýòîãî îáñòîÿòåëüñòâà äàííûå î ëîêàëèçàöèè ìîíîìåðíîãî
è ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà áûëè äîïîëíåíû àíàëèçîì âíóò-
ðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ñóáïîïóëÿöèé àêòèíà, ñâÿçû-
âàþùèõñÿ ñ àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó C-êîíöåâîãî è ê
ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà. Ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðàõ èíòàêòíûõ äâóõêëåòî÷íûõ çà-
ðîäûøåé äàííûå àíòèòåëà ñâÿçûâàþòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü
ñ îëèãîìåðíûìè ôîðìàìè àêòèíà (Áîãîëþáîâà, Ïàðôå-
íîâ, 2012).

Â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ñòðåñ-
ñà, ïðèñóòñòâóþò îáå ðàñïîçíàâàåìûå àíòèòåëàìè ñóáïî-
ïóëÿöèè àêòèíà, íî èíäóöèðîâàííîå ñóáîïòèìàëüíûì
çíà÷åíèåì pH èçìåíåíèå âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè ìû
îòìåòèëè òîëüêî ó òîé èç íèõ, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ÿäåðíûé àêòèí, ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ àíòèòåëàìè ê ôðàãìåí-
òó C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà àêòèíà.

Ïîêà íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì óñòàíîâèòü, èìå-
åò ëè êàêóþ-ëèáî ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü ðåîðãàíèçàöèÿ
÷àñòè ÿäåðíîãî àêòèíà, âûçâàííàÿ ïîâûøåíèåì pH ñðå-
äû, îäíàêî òî, ÷òî äàííîå èçìåíåíèå ÿâëÿåòñÿ îñîáåí-
íîñòüþ çàðîäûøåé, èíêóáèðîâàííûõ â ñðåäå ñ pH 7.8, ïî-
çâîëÿåò âûñêàçàòü ñëåäóþùåå ïðåäïîëîæåíèå. Ïîñêîëüêó
äëÿ ðàçâèâàþùèõñÿ in vivo äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé åñ-
òåñòâåííûì ìèêðîîêðóæåíèåì ÿâëÿåòñÿ æèäêîñòü ÿéöå-
âîäîâ, pH êîòîðîé êîëåáëåòñÿ â äèàïàçîíå 7.5—7.8 ó ðàç-
íûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, óæå íà äâóêëåòî÷íîé ñòàäèè
ðàçâèòèÿ ýìáðèîíû ñïîñîáíû àäàïòèðîâàòüñÿ ê óñëîâèÿì
ïîâûøåííîé êèñëîòíîñòè âíåøíåé ñðåäû. Âûñîêàÿ ôóíê-
öèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü èîííîãî ïåðåíîñ÷èêà HCO /Cl
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(Baltz et al., 1991) ïîçâîëÿåò çàðîäûøàì ìûøè â òàêèõ
óñëîâèÿõ ñîõðàíÿòü pH öèòîïëàçìû ðàâíûì 7.2—7.3, à
ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíî èíäóöèðîâàííîì àëêàëîçå áûñòðî
âîññòàíàâëèâàòü îïòèìàëüíóþ âíóòðèêëåòî÷íóþ êèñëîò-
íîñòü (Dagilgan et al., 2015). Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå äàí-
íóþ îñîáåííîñòü ìåòàáîëèçìà çàðîäûøåé, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî èíäóöèðîâàííîå ïîâûøåíèåì pH ñðåäû
èçìåíåíèå ëîêàëèçàöèè ðàñïîçíàâàåìîãî àíòèòåëàìè àê-
òèíà íå ÿâëÿåòñÿ ïðîÿâëåíèåì íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè ÿäðà, à ïðÿìî èëè êîñâåííî ñâÿçàíî ñ ïðî-
öåññîì àäàïòàöèè ýìáðèîíîâ ê âíåçàïíîìó èçìåíåíèþ
âíåøíèõ óñëîâèé — ïîâûøåíèþ êèñëîòíîñòè êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â íàñ-
òîÿùåé ðàáîòå, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äåéñòâèå
âíåêëåòî÷íîãî ñòðåññîâîãî ñòèìóëà ñïîñîáíî âûçâàòü èç-
ìåíåíèå îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð áëàñ-
òîìåðîâ äâóõêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìûøè. Êðàòêîâðå-
ìåííîå êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé èëè ïî-
íèæåííîé êèñëîòíîñòè èíäóöèðóåò èçìåíåíèå õàðàêòåðà
âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè îäíîé èç ñóáïîïóëÿöèé îëè-
ãîìåðíîãî àêòèíà, íàêîïëåíèå ÿäðàìè ìîíîìåðíîãî àêòè-
íà è ïîÿâëåíèå òàì ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà, ðàñïîçíàâàå-
ìîãî TRITC-ôàëëîèäèíîì. Ïîñëåäíèå äâà èçìåíåíèÿ, ïî

Èçìåíåíèå pH êóëüòóðàëüíîé ñðåäû èíäóöèðóåò ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà ÿäåð 545



íàøåìó ìíåíèþ, èìåþò íåêîòîðûå ÷åðòû ñõîäñòâà ñ èí-
äóöèðîâàííûìè ñòðåññîì èçìåíåíèÿìè â ÿäðàõ ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî çàäà-
íèÿ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (ãîñ. ðåãèñòðàöèÿ
¹ 01201351105).
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ALTERATION OF CULTURE MEDIUM pH INDUCES REORGANIZATION
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Actin is constantly present in the cell nucleus where this protein participate in many nuclear processes.
For today some nuclear functions of actin remain insufficiently explored. A role played by various extracellular
stimuli in regulation of nuclear actin remains still enigmatic. Deviation of base parameters of culture medium
from optimal values belongs to the group of extracellular stimuli that are very important for the mammalian em-
bryos cultured in vitro. Deviation of culture medium pH from the level optimal for embryo’s homeostasis is one
of such signals. The purpose of the study was to investigate intranuclear actin distribution and level in the nuc-
lei of two-cell mouse embryos which are in stress condition induced by the alteration of extracellular pH. Pat-
terns of actin localization have been tracked after short-term culture of the embryos in the optimal pH condi-
tions (pH 7.2) and when pH of the medium was above (pH 7.8) or below (pH 6.5) optimum value, the analysis
was carried out by means of confocal microscopy, with the use of methods of direct fluorescent and indirect im-
munofluorescent identification of actin. It has been shown that the deviation of culture medium pH from opti-
mum value is the signal that induces changes of intranuclear actin distribution in the nuclei of the embryos. Cul-
ture of two-cell mouse embryos in suboptimal pH conditions (pH 6.5 and 7.8) induced alterations in the intra-
nuclear actin localization, which, in particular, were expressed in accumulation of monomeric actin and
appearance of phalloidin-stainable actin in the nuclei. These changes, in our opinion, show some signs of simi-
larity with the stress-induced changes in nuclear actin distribution which, as it has been reported earlier by a
number of researchers, were observed in the nuclei of somatic cells.

K e y w o r d s: preimplantation mouse embryos, nuclear actin, cell nucleus, pH, stress, laser scanning con-
focal microscopy.
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