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Âíóòðèÿäåðíîå ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà íà ÷åòûðåõêëåòî÷íîé è âîñüìèêëåòî÷íîé...

Âíóòðèÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà áûëà èçó÷åíà ó çàðîäûøåé ìûøè â ñåðåäèíå è êîíöå 4-êëåòî÷-
íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ, à òàêæå ó íåêîìïàêòèçèðîâàííûõ 8-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðÿ-
ìîãî ôëóîðåñöåíòíîãî, íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî ìåòîäîâ âèçóàëèçàöèè àêòèíà è êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÿäðà çàðîäûøåé óêàçàííûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ ñîäåðæàò ìîíîìåð-
íûé è ïîëèìåðèçîâàííûé àêòèí; ïîñëåäíèé, ïî-âèäèìîìó, ïðåäñòàâëåí ôîðìàìè, îòëè÷àþùèìèñÿ îò
êàíîíè÷åñêîãî ôèáðèëëÿðíîãî. Áûëî ïîêàçàíî ñõîäñòâî õàðàêòåðà âíóòðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ àêòè-
íà ó çàðîäûøåé ñðåäíåé 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ è íåêîìïàêòèçèðîâàííûõ 8-êëåòî÷íûõ çàðîäû-
øåé. Ñðàâíåíèå õàðàêòåðà ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà íà ýòèõ ñòàäèÿõ ñ ðàíåå èçó÷åííûì íàìè ðàñïðå-
äåëåíèåì àêòèíà â ÿäðàõ 2-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ïîêàçàëî, ÷òî íà ðàííèõ ýòàïàõ äðîáëåíèÿ çàðîäûøåé
õàðàêòåð âíóòðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà ñòàäèîñïåöèôè÷åñêèì íå ÿâëÿåòñÿ è ñòàáèëüíî âîñïðî-
èçâîäèòñÿ â ÿäðàõ ïðè ïåðåõîäå îò áîëåå ðàííåé ê áîëåå ïîçäíåé ñòàäèè ýìáðèîãåíåçà. Ôèáðèëëÿðíûé
àêòèí, êîòîðûé íå áûë îáíàðóæåí â ÿäðàõ ñðåäíèõ 4-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé, áûë âèçóàëèçèðîâàí ïðè
ïîìîùè ôëóîðåñöåíòíîãî ôàëëîèäèíà â ÿäðàõ çàðîäûøåé, íàõîäÿùèõñÿ â êîíöå 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè
ðàçâèòèÿ, íåçàäîëãî äî íà÷àëà òðåòüåãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ. Ïîÿâëåíèå â ÿäðàõ ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà,
âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ïîäãîòîâêîé çàðîäûøåé ê î÷åðåäíîìó äåëåíèþ äðîáëåíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèí, êëåòî÷íîå ÿäðî, ðàííåå ðàçâèòèå ìûøè, èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, ëàçåð-
íàÿ êîíôîêàëüíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: AbC — àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ ôðàãìåíòà C-êîíöåâîãî
ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà, AbN — àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ ôðàãìåíòà N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìî-
ëåêóëû àêòèíà.

Àêòèí áûë îäíèì èç ïåðâûõ áåëêîâ öèòîñêåëåòà, îá-
íàðóæåííûõ â êëåòî÷íîì ÿäðå. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ áèî-
ëîãèè ÿäåðíîãî àêòèíà áûëè ñîáðàíû äàííûå, ñâèäåòåëü-
ñòâóþùèå î åãî àêòèâíîì ó÷àñòèè â ÿäåðíîì ìåòàáîëèç-
ìå ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè (Wesolowska, Lenart, 2015; Viita,
Vartiainen, 2017). Äîñòàòî÷íî ïîäðîáíî áûëè èçó÷åíû
ôóíêöèè àêòèíà â ÿäðàõ (çàðîäûøåâûõ ïóçûðüêàõ) îîöè-
òîâ çåìíîâîäíûõ (Gounon, Karsenti, 1981; Gard, 1999;
Bohnsack et al., 2006), ïòèö (Maslova, Krasikova, 2012),
ãðûçóíîâ (Funaki et al., 1995; Ïî÷óêàëèíà, Ïàðôåíîâ, 2012)
è íàñåêîìûõ (Rübsam, Büning, 2001; Bogolyubov et al.,
2013). Âìåñòå ñ òåì ïðåäñòàâëåíèå î ôóíêöèÿõ àêòèíà
â ÿäðàõ äîèìïëàíòàöèîííûõ çàðîäûøåé ìëåêîïèòàþùèõ
ïîêà îñòàåòñÿ íåïîëíûì, ïîñêîëüêó îñíîâàíî íà ðåçóëü-
òàòàõ îãðàíè÷åííîãî êðóãà ðàáîò (Nguyen et al., 1998; Rawe
et al., 2006; Bogolyubova et al., 2013; Baarlink et al., 2017).

Íà ðàííèõ ýòàïàõ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ ñòðóê-
òóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå çàðîäû-
øåé ìåíÿþòñÿ î÷åíü áûñòðî. Â ýìáðèîãåíåçå ìûøè ñòà-
äèÿ çèãîòû ÿâëÿåòñÿ ïåðèîäîì ôîðìèðîâàíèÿ ýìáðèî-
íàëüíîãî ãåíîìà, 2-êëåòî÷íàÿ ñòàäèÿ — âðåìÿ àêòèâàöèè
áîëüøèíñòâà ýìáðèîíàëüíûõ ãåíîâ (Hamatani et al., 2004).

Ñ êîíöà 8-êëåòî÷íîé ñòàäèè â ýìáðèîíå ïîñëåäîâàòåëüíî
îñóùåñòâëÿþòñÿ ñîáûòèÿ ïåðâè÷íîé öèòîäèôôåðåíöè-
ðîâêè: êîìïàêòèçàöèÿ çàðîäûøà, ôîðìèðîâàíèå òðîôî-
áëàñòà è âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû è äàëåå — îáîñîá-
ëåíèå â ñîñòàâå ïîñëåäíåé ýïèáëàñòà è ãèïîáëàñòà (Fuji-
mori, 2010; Maître, 2017).

Íà ôîíå òàêèõ çíà÷èìûõ ñîáûòèé 4-êëåòî÷íàÿ ñòàäèÿ
ðàçâèòèÿ è ïåðâàÿ ïîëîâèíà 8-êëåòî÷íîé (âïëîòü äî íà÷à-
ëà êîìïàêòèçàöèè ýìáðèîíà) âûãëÿäÿò îòíîñèòåëüíî ñïî-
êîéíûìè. Â ýòî âðåìÿ ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå ðàñøè-
ðåíèå «àññîðòèìåíòà» ãåíîïðîäóêòîâ ýìáðèîíàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ, êîòîðûå âêëþ÷àþòñÿ â ìåòàáîëèçì ýìá-
ðèîíîâ (Bianchi, Sette, 2011). Îäíàêî â êîíòåêñòå èññëå-
äîâàíèÿ ÿäåðíûõ ôóíêöèé àêòèíà â ýìáðèîãåíåçå èçó÷å-
íèå åãî âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè â ýòîò ïåðèîä ðàçâèòèÿ
ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåñüìà àêòóàëüíîé çàäà÷åé. Òàêîå èññëå-
äîâàíèå ïîçâîëèò óñòàíîâèòü, ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåð ÿäåðíîé
ëîêàëèçàöèè àêòèíà ñòàäèîñïåöèôè÷åñêèì, îòðàæàÿ èç-
ìåíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ çàðîäûøà, èëè æå
îí íå ìåíÿåòñÿ âî âðåìÿ äðîáëåíèÿ çàðîäûøà êàê ìèíè-
ìóì äî íà÷àëà ïåðâè÷íîé öèòîäèôôåðåíöèðîâêè. Âûïîë-
íåíèþ çàäà÷è áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü òî, ÷òî â íàøåì ðàñ-
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ïîðÿæåíèè óæå èìåþòñÿ äàííûå î õàðàêòåðå âíóòðèÿäåð-
íîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà â ÿäðàõ 2-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ
ìûøè (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ý ì á ð è î í î â. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ñàìîê ìûøè ëèíèè BALB/c èç ïèòîìíèêà Ðàïïîëîâî (Ëå-
íèíãðàäñêàÿ îáë., Ðîññèÿ). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýìáðèîíîâ íå-
îáõîäèìîãî âîçðàñòà ñàìêàì ïîñëåäîâàòåëüíî, ñ èíòåðâà-
ëîì â 48 ÷ ââîäèëè 5—7 ÌÅ ñûâîðîòî÷íîãî è õîðèîíè÷å-
ñêîãî ãîíàäîòðîïèíîâ è ïîäñàæèâàëè ê ñàìöàì. Âîçðàñò
çàðîäûøåé îòñ÷èòûâàëè îò ìîìåíòà ââåäåíèÿ õîðèîíè÷å-
ñêîãî ãîíàäîòðîïèíà. Ýìáðèîíû, èçâëå÷åííûå èç ÿéöåâî-
äîâ ÷åðåç 55 (ñðåäíèå 4-êëåòî÷íûå), 60 (ïîçäíèå 4-êëå-
òî÷íûå) è 64 ÷ ïîñëå èíúåêöèè õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäî-
òðîïèíà (íåêîìïàêòèçèðîâàííûå 8-êëåòî÷íûå), ñîáèðàëè
â êàïëè PBS è äàëåå ôèêñèðîâàëè.

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.
Çàðîäûøåé ôèêñèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà PBS â òå÷åíèå
60 ìèí. Ôèêñèðîâàííûå ýìáðèîíû ïðîìûâàëè â PBS, ïî-
ñëå ÷åãî ïðîâîäèëè èõ ïåðìåàáèëèçàöèþ â 0.5%-íîì ðàñ-
òâîðå 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.
Ôëóîðåñöåíòíûé êîíúþãàò Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I áûë
èñïîëüçîâàí äëÿ âûÿâëåíèÿ ìîíîìåðíîãî àêòèíà â áëàñ-
òîìåðàõ çàðîäûøåé. Ôèêñèðîâàííûå è ïåðìåàáèëèçèðî-
âàííûå çàðîäûøè ïðîìûâàëè â PBS è ïîìåùàëè â ðàñ-
òâîð Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I â êîíöåíòðàöèè 9 ìêã/ìë
íà 60—90 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ýìáðè-
îíû ïðîìûâàëè â PBS è ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûå
ñòåêëà, èñïîëüçóÿ äëÿ çàêëþ÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ñðåäó Vec-
tashield, ñîäåðæàùóþ ÿäåðíûé êðàñèòåëü DAPI â êîíöåí-
òðàöèè 0.25 ìã/ìë.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà çàðîäûøè
ïîñëå ôèêñàöèè, ïåðìåàáèëèçàöèè è îòìûâêè â PBS ïî-
ìåùàëè â ðàñòâîð TRITC-ôàëëîèäèíà â êîíöåíòðàöèè
10 ìêã/ìë íà 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå
çàðîäûøè îòìûâàëè â áóôåðå è çàêëþ÷àëè â ñðåäó Vec-
tashield.

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíî-
ãî 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 íåïðÿìîãî ìå÷åíèÿ àêòèíà â êà÷åñòâå
ïåðâûõ àíòèòåë áûëè èñïîëüçîâàíû êðîëè÷üè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ ôðàãìåíòà
N-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà â ðàçâåäåíèè 1 : 100,
èëè êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ôðàãìåíòó
C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà â ðàçâåäåíèè 1 : 100.
Êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC êîçüè àíòèòåëà ê èììóíî-
ãëîáóëèíàì êðîëèêà â ðàçâåäåíèè 1 : 200 èñïîëüçîâàëè
êàê âòîðûå àíòèòåëà. Ôèêñèðîâàííûå çàðîäûøè ïðîìû-
âàëè â PBS è äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ àíòèòåë ïîìåùàëè íà 10 ìèí â êàïëþ 10%-íîãî
ðàñòâîðà ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè. Äàëåå çàðîäûøè èíêóáè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå ïåðâûõ àíòèòåë â òå÷åíèå 12—14 ÷ ïðè
4 °Ñ. Ìå÷åííûå ïåðâûìè àíòèòåëàìè çàðîäûøè ïåðåíî-
ñèëè â PBS, çàòåì â êàïëþ 10%-íîé ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè
è äàëåå èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå âòîðûõ àíòèòåë íå áî-
ëåå 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå èíêóáàöèè
ñ àíòèòåëàìè çàðîäûøè îòìûâàëè â PBS, çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Vectashield, ñîäåðæàùóþ ÿäåðíûé êðàñèòåëü DAPI

â êîíöåíòðàöèè 0.25 ìã/ìë, è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TS5 (Ãåðìàíèÿ).

Àíàëèç ñîëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ ïðè
äâîéíîì ìå÷åíèè çàðîäûøåé ìàðêåðàìè ê àêòèíó è õðî-
ìàòèíó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ 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 ñðåäà äëÿ çàêëþ÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ Vectashield (Vec-
tor Laboratories, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðèñóòñòâèå àêòèíà â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ íà ñðåäíåé
4-êëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ è â ÿäðàõ íåêîìïàêòèçèðî-
âàííûõ 8-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ áûëî âûÿâëåíî òðåìÿ èç
÷åòûðåõ èñïîëüçîâàâøèõñÿ íàìè ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêå-
ðîâ àêòèíà.

Ôëóîðåñöåíòíûé êîíúþãàò Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I,
âèçóàëèçèðîâàë â ÿäðàõ ìîíîìåðíûé àêòèí (ñì. ðèñóíîê,
à). Àíòèòåëà ê ôðàãìåíòó C-êîíöåâîãî (AbC) è ôðàãìåí-
òó N-êîíöåâîãî (AbN) ó÷àñòêîâ ìîëåêóëû àêòèíà, êîòî-
ðûå, ñîãëàñíî ðàíåå ïîëó÷åííûì äëÿ ÿäåð 2-êëåòî÷íûõ
ýìáðèîíîâ ðåçóëüòàòàì (Áîãîëþáîâà, Ïàðôåíîâ, 2012),
âûÿâëÿþò â ýìáðèîíàëüíûõ ÿäðàõ ïðåèìóùåñòâåííî îëè-
ãîìåðíûå ôîðìû àêòèíà, ñâÿçûâàëèñü ñ àêòèíîì òàêæå è
â ÿäðàõ 4- è 8-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ (ñì. ðèñóíîê, â, ã).
Îäíàêî ïðè èñïîëüçîâàíèè TRITC-ôàëëîèäèíà äëÿ âè-
çóàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â ÿäðàõ çàðîäûøåé
ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè ëîêàëèçàöèè ÿäåð íå ðåãèñòðè-
ðîâàëàñü, è ìîæíî áûëî íàáëþäàòü òîëüêî ôëóîðåñöåí-
öèþ öèòîïëàçìû, îñîáåííî ÿðêóþ â åå ñóáêîðòèêàëüíîé
çîíå (ñì. ðèñóíîê, á).

Áûëî ïîêàçàíî ñõîäñòâî õàðàêòåðà âíóòðèÿäåðíîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíà ó çàðîäûøåé ñðåäíåé 4-êëåòî÷íîé
ñòàäèè ðàçâèòèÿ è íåêîìïàêòèçèðîâàííûõ 8-êëåòî÷íûõ
çàðîäûøåé.

Â íóêëåîïëàçìå ýìáðèîíîâ ýòèõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ ìå-
÷åííûé Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I ìîíîìåðíûé àêòèí áûë
ðàñïðåäåëåí äèôôóçíî, îòñóòñòâîâàëè ìåñòà åãî ïðåèìó-
ùåñòâåííîé ëîêàëèçàöèè, à â ìåñòàõ ðàñïîëîæåíèÿ ÿä-
ðûøåê ñâå÷åíèå ìå÷åíîãî àêòèíà íå ðåãèñòðèðîâàëîñü.
Âèçóàëüíî îöåíèâàåìàÿ ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíöèè íóêëåî-
ïëàçìû áûëà íåìíîãî íèæå, ÷åì ó îêðóæàþùåé ÿäðî öè-
òîïëàçìû (ñì. ðèñóíîê, à).

Çàðîäûøè ñðåäíåé 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ è íå-
êîìïàêòèçèðîâàííûå 8-êëåòî÷íûå çàðîäûøè, ìå÷åííûå
AbN, äåìîíñòðèðîâàëè ÿðêîå ñâå÷åíèå àêòèíà â öèòî-
ïëàçìå, âêëþ÷àÿ åå ñóáêîðòèêàëüíûé ñëîé. Äàííûé ìàð-
êåð îò÷åòëèâî âèçóàëèçèðîâàë â öèòîïëàçìå ñòðóêòóðû,
îáðàçîâàííûå ôèáðèëëÿðíûì àêòèíîì. Ñâå÷åíèå ÿäåð ó
ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ýìáðèîíîâ áûëî çíà÷èòåëüíî ìå-
íåå ÿðêèì, ÷åì ñâå÷åíèå öèòîïëàçìû. Â ÿäðàõ ìå÷åííûé
AbN-àêòèí áûë ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåí â íóêëåîïëàçìå,
è íà ýòîì ôîíå áûëè ðàçëè÷èìû íåìíîãî÷èñëåííûå êî-
ðîòêèå ëèíåéíûå èëè òî÷å÷íûå ñòðóêòóðû. Â ìåñòàõ ëî-
êàëèçàöèè ÿäðûøåê ñâå÷åíèå ìå÷åíîãî àêòèíà íå ðåãèñò-
ðèðîâàëîñü (ñì. ðèñóíîê, â).

Îñîáåííîñòüþ AbC ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè ñëàáî ñâÿçû-
âàþòñÿ ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì àêòèíîì è èíòåíñèâíî —
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Ïðÿìîå ôëóîðåñöåíòíîå è íåïðÿìîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå àêòèíà â áëàñòîìåðàõ 4-êëåòî÷íûõ (á, ã—ã´´, ä—ä´´)
è 8-êëåòî÷íûõ (à, â) çàðîäûøåé ìûøè.

à — áëàñòîìåðû íåêîìïàêòèçèðîâàííîãî 8-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà: ìå÷åíèå ìîíîìåðíîãî àêòèíà ñ ïîìîùüþ êîíúþãàòà Alexa Fluor 488-ÄÍÊàçà I;
ñòðåëêîé îòìå÷åíî ÿäðûøêî. á — çàðîäûø íà ñðåäíåé 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè: ìå÷åíèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà TRITC-ôàëëîèäèíîì; çâåçäî÷êàìè îòìå-
÷åíû ìåñòà ëîêàëèçàöèè ÿäåð. â — áëàñòîìåð íåêîìïàêòèçèðîâàííîãî 8-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà: ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ê ôðàãìåíòó N-êîíöåâîãî ó÷àñò-
êà ìîëåêóëû àêòèíà (AbN); ñòðåëêîé îòìå÷åíî ÿäðûøêî ã—ã´´ — áëàñòîìåðû çàðîäûøà íà ñðåäíåé 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè: äâîéíîå ìå÷åíèå àíòèòåëà-
ìè ê ôðàãìåíòó C-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû àêòèíà (AbC) è ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI: ã — ôëóîðåñöåíöèÿ ìå÷åííîãî àíòèòåëàìè àêòèíà; ñòðåë-
êîé îòìå÷åíî ÿäðî áëàñòîìåðà; íà âðåçêå — ìåòàôàçíûå õðîìîñîìû òðåòüåãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ; ã´ — ìå÷åíèå ÄÍÊ ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI;
ñòðåëêîé îòìå÷åíî ÿäðî áëàñòîìåðà; ã´´ — ñîëîêàëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ îò ìå÷åíûõ àêòèíà è ÄÍÊ. ä—ä´´ — äâîéíîå ìå÷åíèå ÿäðà áëàñ-
òîìåðà çàðîäûøà íà ïîçäíåé 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè TRITC-ôàëëîèäèíîì è DAPI: ä — ôëóîðåñöåíöèÿ ðàñïîçíàâàåìîãî TRITC-ôàëëîèäèíîì ôèáðèë-
ëÿðíîãî àêòèíà; ñòðåëêîé îòìå÷åíî ÿäðûøêî; ä´ — ôëóîðåñöåíöèÿ ÄÍÊ, ìå÷åííîé DAPI; ñòðåëêàìè îòìå÷åíû êîíäåíñèðóþùèåñÿ õðîìîñîìû;
ä´´ — ñîëîêàëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ îò ìå÷åíûõ àêòèíà è ÄÍÊ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à, ä—ä´´ — 10 ìêì; á, ã—ã´´ — 25 ìêì; â — 8.0 ìêì;

âðåçêà — 6.0 ìêì.



ñ àêòèíîì â ÿäðå. Ó ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè 4- è 8-êëåòî÷-
íûõ çàðîäûøåé íàáëþäàëè ÿðêîå ñâå÷åíèå ÿäðà (ñì. ðè-
ñóíîê, ã). Ñâå÷åíèå íóêëåîïëàçìû áûëî íåðàâíîìåðíûì
çà ñ÷åò ìíîãî÷èñëåííûõ, èìåþùèõ ðàçíûé ðàçìåð êëàñ-
òåðîâ ðàñïîçíàâàåìîãî AbC-àêòèíà. Â ìåñòàõ ëîêàëèçà-
öèè ÿäðûøåê ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå îòñóòñòâîâàëî.

Ïîñëå äâîéíîãî ìå÷åíèÿ çàðîäûøåé AbC (ñì. ðèñó-
íîê, ã) è ÄÍÊ-ìàðêåðîì DAPI (ñì. ðèñóíîê, ã’) â ÿäðàõ íà-
áëþäàëè ñîëîêàëèçàöèþ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ (ñì.
ðèñóíîê, ã’’). Ðàñïîçíàâàåìûé àíòèòåëàìè àêòèí áûë ñî-
ëîêàëèçîâàí ïðåèìóùåñòâåííî ñ êîíäåíñèðîâàííûì õðî-
ìàòèíîì. Âî âðåìÿ ìåòàôàçû òðåòüåãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ
4-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìå÷åííûé AbC-àêòèí áûë ñîëî-
êàëèçîâàí ñ êîíäåíñèðîâàííûìè õðîìîñîìàìè (ñì. ðèñó-
íîê, ã, âðåçêà).

Â ÿäðàõ ïîçäíèõ 4-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé íåçàäîëãî
äî íà÷àëà òðåòüåãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ õàðàêòåð ëîêàëèçà-
öèè ìîíîìåðíîãî àêòèíà è àêòèíà, âûÿâëÿåìîãî AbC è
AbN, íå îòëè÷àëñÿ îò ðèñóíêà, òèïè÷íîãî äëÿ ÿäåð çàðî-
äûøåé ñðåäíåé 4-êëåòî÷íîé ñòàäèè.

Îäíàêî ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ýìáðèîíîâ TRITC-ôàëëî-
èäèíîì â íóêëåîïëàçìå áûëà îòìå÷åíà ôëóîðåñöåíöèÿ
ðàñïîçíàâàåìîãî äàííûì ìàðêåðîì ôèáðèëëÿðíîãî àêòè-
íà ïðè åå îòñóòñòâèè â ìåñòå ðàñïîëîæåíèÿ ÿäðûøêà. Ðè-
ñóíîê ôëóîðåñöåíöèè íóêëåîïëàçìû áûë ñôîðìèðîâàí çà
ñ÷åò ÿðêîãî ñâå÷åíèÿ ìíîãî÷èñëåííûõ òî÷å÷íûõ ôîêóñîâ
ôëóîðåñöåíöèè (ñì. ðèñóíîê, ä). Àíàëèç ñîëîêàëèçàöèè
ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ îò ìå÷åííîãî DAPI õðîìàòèíà
(ñì. ðèñóíîê, ä´) è ìå÷åííîãî ôàëëîèäèíîì àêòèíà (ðèñó-
íîê, ä) ïðîäåìîíñòðèðîâàë îòñóòñòâèå ñïåöèôè÷åñêîé àñ-
ñîöèàöèè ìåæäó àêòèíîì è êîíäåíñèðóþùèìèñÿ õðîìî-
ñîìàìè (ñì. ðèñóíîê, ä´´). Äàííàÿ êàðòèíà ïðèíöèïèàëü-
íî îòëè÷àëàñü îò òîé, ÷òî íàáëþäàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè
TRITC-ôàëëîèäèíà äëÿ âèçóàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àê-
òèíà â ÿäðàõ ñðåäíèõ 4-êëåòî÷íûõ è íåêîìïàêòèçèðîâàí-
íûõ 8-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé, ãäå ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè
ëîêàëèçàöèè ÿäåð íå ðåãèñòðèðîâàëàñü (ñì. ðèñóíîê, á).

Â ðàìêàõ äàííîé ðàáîòû ìû èìåëè âîçìîæíîñòü
ñðàâíèòü õàðàêòåð ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà íà íå-
ñêîëüêèõ ñòàäèÿõ äðîáëåíèÿ çàðîäûøåé ìûøè, ïîñêîëü-
êó ðàíåå îí áûë èçó÷åí íàìè íà ïåðâîé èç íèõ — 2-êëå-
òî÷íîé (Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009). Ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ÿäðà 4-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé è
íåêîìïàêòèçèðîâàííûõ 8-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ñîäåð-
æàò òå æå ôîðìû àêòèíà, ÷òî è ÿäðà 2-êëåòî÷íûõ: ìîíî-
ìåðíûé àêòèí è ñóáïîïóëÿöèè ÿäåðíîãî àêòèíà, ðàñïî-
çíàâàåìûå AbN è AbC. Êàê è ÿäðà 2-êëåòî÷íûõ çàðîäû-
øåé, ÿäðà ýìáðèîíîâ ïîñëåäóþùèõ ñòàäèé äðîáëåíèÿ
ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ìîíîìåðíîãî àêòèíà.

Ñðàâíåíèå êàðòèí ÿäåðíîãî ðàñïðåäåëèðåíèÿ àêòèíà
â ðÿäó îò 2-êëåòî÷íûõ äî íåêîìïàêòèçèðîâàííûõ 8-êëå-
òî÷íûõ ýìáðèîíîâ ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü, ÷òî õàðàêòåð
âíóòðèÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè àêòèíà ó äðîáÿùèõñÿ çàðî-
äûøåé íå ÿâëÿåòñÿ ñòàäèîñïåöèôè÷åñêèì è ñòàáèëüíî
âîñïðîèçâîäèòñÿ ïðè ïåðåõîäå îò îäíîé ñòàäèè ýìáðèî-
ãåíåçà ê äðóãîé êàê ìèíèìóì äî íà÷àëà êîìïàêòèçàöèè
ýìáðèîíîâ.

Ïðè àíàëèçå ëîêàëèçàöèè ðàñïîçíàâàåìîãî AbN-àêòè-
íà â ÿäðàõ äðîáÿùèõñÿ çàðîäûøåé ìû îïèðàëèñü íà äàí-
íûå î òîì, ÷òî â ýìáðèîíàëüíûõ ÿäðàõ ìûøè ýòîò òèï
àíòèòåë ìåòèò ïðåèìóùåñòâåííî îëèãîìåðíûå ôîðìû àê-
òèíà (Áîãîëþáîâà, Ïàðôåíîâ, 2012). Â êëåòî÷íîì ÿäðå
âîçìîæíî ïðèñóòñòâèå àêòèíà â ôîðìå íåëèíåéíûõ îëè-
ãîìåðîâ è ôèëàìåíòîâ, ñëèøêîì êîðîòêèõ äëÿ ðàñïîçíà-
âàíèÿ ôàëëîèäèíîì. Åñòü ðÿä ñâèäåòåëüñòâ òîãî, ÷òî â ÿä-

ðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïîäîáíûå àêòèíîâûå ñòðóêòóðû
ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ôîðìèðîâàíèè âíóòðåííåé îðãàíèçà-
öèè ÿäðà, âî âíóòðèÿäåðíîì òðàíñïîðòå ìîëåêóë è ÿâ-
ëÿòüñÿ ñòðóêòóðíîé îñíîâîé äëÿ ñáîðêè ðàçíîîáðàçíûõ
ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ ðåãóëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ (Castano
et al., 2010; Hendzel, 2014). Îäíàêî äàííûå, ïîëó÷åííûå
ïðè ïîìîùè íîâûõ ïðèæèçíåííûõ ìåòîäîâ âíóòðèÿäåð-
íîé âèçóàëèçàöèè àêòèíà, ñòàâÿò ïîä ñîìíåíèå âîçìîæ-
íîñòü ïðÿìîãî ó÷àñòèÿ êîðîòêèõ ïîëèìåðîâ àêòèíà êàê â
ïåðåìåùåíèè ÿäåðíûõ êîìïîíåíòîâ íà çíà÷èòåëüíûå
ðàññòîÿíèÿ, òàê è â ðåìîäåëèðîâàíèè õðîìàòèíà è ïðî-
öåññå òðàíñêðèïöèè (Belin, 2013). Ïîýòîìó áîëåå âåðî-
ÿòíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî è â ÿäðàõ äðîáÿùèõñÿ çàðî-
äûøåé ðàñïîçíàâàåìûé AbN-àêòèí ìîæåò âûïîëíÿòü
ïðåèìóùåñòâåííî ñòðóêòóðíûå ôóíêöèè, ó÷àñòâóÿ â ñî-
çäàíèè è ïîääåðæàíèè òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà.

Ìû òàêæå îòìåòèëè, ÷òî íà âñåõ èçó÷åííûõ íàìè ñòà-
äèÿõ ðàçâèòèÿ îò 2-êëåòî÷íîé äî 8-êëåòî÷íîé â èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ áëàñòîìåðîâ çàðîäûøåé ìîæíî áûëî íàáëþ-
äàòü ñîëîêàëèçàöèþ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ îò ðàñïî-
çíàâàåìîãî AbC àêòèíà è êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà,
ìå÷åííîãî DAPI. Âèçóàëèçèðóåìûé AbC àêòèí áûë òàê-
æå ñîëîêàëèçîâàí ñ ìåòàôàçíûìè õðîìîñîìàìè âòîðîãî
(Áîãîëþáîâà, Áîãîëþáîâà, 2009) è òðåòüåãî (ïîêàçàíî â
äàííîé ñòàòüå) äåëåíèé äðîáëåíèÿ. Ýòè íàáëþäåíèÿ ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ, íàõî-
äÿùèõñÿ íà ðàííèõ ýòàïàõ äðîáëåíèÿ, äîëãîâðåìåííîé
àññîöèàöèè îäíîé èç ñóáïîïóëÿöèé ÿäåðíîãî àêòèíà ñ
êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì, ñîõðàíÿþùåéñÿ êàê
ìèíèìóì äî íà÷àëà êîìïàêòèçàöèè çàðîäûøà. Â òî âðå-
ìÿ êàê ñóùåñòâóåò áîëüøîé îáúåì äàííûõ îòíîñèòåëüíî
âçàèìîäåéñòâèÿ ÿäåðíîãî àêòèíà è òðàíñêðèïöèîííî àê-
òèâíîãî õðîìàòèíà (Misu et al., 2017), õàðàêòåð âçàèìîîò-
íîøåíèé ìåæäó àêòèíîì è êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòè-
íîì ïîêà îñòàåòñÿ íåïîíÿòûì. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòå-
îìíîãî àíàëèçà èçîëèðîâàííûõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
÷åëîâåêà áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå âûñîêîãî óðîâíÿ ñðîä-
ñòâà àêòèíà ïî îòíîøåíèþ ê õðîìîñîìàì, à èõ ìå÷åíèå
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê â-àêòèíó âûÿâèëî ñîëî-
êàëèçàöèþ àêòèíà ñ êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì
(Uchiyama et al., 2005). Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû õî-
ðîøî ñîîòíîñÿòñÿ ñ ýòèìè íàáëþäåíèÿìè. Âìåñòå ñ òåì
âîçìîæíàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü àññîöèàöèè ÿäåðíîãî àê-
òèíà è êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ðàííåì ýìáðèîãå-
íåçå ìûøè îñòàåòñÿ íåÿñíîé. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
ÿäðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê àêòèí ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â
ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû õðîìîñîì è ïðîöåññå êîìïàêòè-
çàöèè õðîìàòèíà (Zheng at al., 2009). Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíûì, ÷òî ñóáïîïóëÿöèÿ ÿäåðíîãî àêòèíà, ðàñïîçíàâà-
åìàÿ AbC, ìîæåò âûïîëíÿòü ñõîäíûå ôóíêöèè â ÿäðàõ çà-
ðîäûøåé ìûøè íà÷àëüíûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ.

Îáíàðóæåíèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â ÿäðàõ 4-êëå-
òî÷íûõ çàðîäûøåé íåçàäîëãî äî íà÷àëà òðåòüåãî ìèòîòè-
÷åñêîãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ áûëî áû íåîæèäàííûì, åñëè
áû íå ïåðåêëèêàëîñü ñ íåäàâíî îïóáëèêîâàííûìè äàííû-
ìè. Ðåçóëüòàòû ýòîé ðàáîòû (Baarlink et al., 2017) ñâèäå-
òåëüñòâóþò î êðàòêîâðåìåííîì ïîÿâëåíèè ÿäåðíûõ àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ âî âðåìÿ âûõîäà êëåòîê èç ìèòîçà. Ïî
ìíåíèþ àâòîðîâ, òàêèå àêòèíîâûå ñòðóêòóðû íåîáõîäè-
ìû äëÿ óâåëè÷åíèÿ îáúåìà ÿäðà è äåêîíäåíñàöèè õðîìà-
òèíà â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà. Êîðîòêîæèâóùèé ïóë
F-àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ áûë îáíàðóæåí íå òîëüêî â ÿä-
ðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, íî òàêæå â ïðîíóêëåóñàõ çèãîò
è ÿäðàõ ýìáðèîíîâ íà ðàííåé ôàçå G1 âòîðîãî êëåòî÷íîãî
öèêëà (Baarlink et al., 2017).
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Ïîëó÷åííûõ â íàøåé ðàáîòå ðåçóëüòàòîâ íåäîñòàòî÷-
íî, ÷òîáû îòâåòèòü íà âîïðîñ, ÿâëÿåòñÿ ëè ïîÿâëåíèå
ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â ÿäðå âî âðåìÿ ïðîôàçû ìèòîçà ó
4-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ èõ
óñïåøíîãî ïåðåõîäà íà ñëåäóþùóþ ñòàäèþ ðàçâèòèÿ.
Â òî æå âðåìÿ îíè óêàçûâàþò íà àêòóàëüíîñòü äàëüíåé-
øåãî èçó÷åíèÿ âîçìîæíîé ðîëè ÿäåðíîãî ôèáðèëëÿðíîãî
àêòèíà â òàêèõ ðàííèõ ñîáûòèÿõ ìèòîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ
áëàñòîìåðîâ çàðîäûøåé, êàê äåçèíòåãðàöèÿ ÿäåðíîé îáî-
ëî÷êè è êîíäåíñàöèÿ õðîìîñîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïî ãî-
ñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ ¹ 0124_2018_003 (ðåã. ÖÈÒèÑ
¹ ÀÀÀÀ-À17- 117032350035-4).
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Intranuclear distribution of actin was studied in the mouse embryos in the middle and at the end of the
4-cell stage of development and also in the blastomeres of uncompacted 8-cell embryos. With the use of several
anti-actin dyes for direct fluorescent and indirect immunofluorescent detection of actin and confocal micro-
scopy, it has been established that embryonic nuclei at the specified stages of development contain monomeric
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actin and polymeric actin differing from conventional filamentous. It has been demonstrated that actin distribu-
tion patterns in the nuclei of middle-stage 4-cell embryos and uncompacted 8-cell embryos do not differ from
each other. Their comparison with the patterns of actin distribution in the nuclei of 2-cell embryos that we had
studied earlier showed that at the early stages of embryo cleavage the intranuclear actin localization is not
stage-specific and is stably replicated in the nuclei of the embryos at transition from earlier to later stage of
embryogenesis. Filamentous actin that has not been found in the nuclei of middle-stage 4-cell embryos was
detected by fluorescent phalloidin in the nuclei of the embryos which are in the end of a 4-cell stage of develop-
ment, shortly before the beginning of the third cleavage division. The appearance of nuclear filamentous actin is
possibly related to the preparation of embryos to the following cleavage division.
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