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СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

а.о. – аминокислотный остаток 

ВД – веретено деления 

гДНК – геномная ДНК 

ГДФ – гуанозиндифосфат 

ГТФ – гуанозинтрифосфат 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

дцРНК – двухцепочечная РНК 

е.а. – единица активности 

кДа – килодальтон 

кДНК – комплементарная ДНК 

КСС – контрольная система сборки (веретена деления) 

МТ – микротрубочка(и) 

о.е. – относительные единицы 

ПАТ – псевдо-ана-телофаза 

п.н. – пар(а) нуклеотидов 

ПРМТ – повторный рост микротрубочек 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

РНК-и – РНК-интерференция 

УФ – ультрафиолетовое (излучение) 

ЦКП – центр коллективного пользования (ИМКБ СО РАН) 

ЭДТА – этилендиаминтетраацетат 

BSA (bovine serum albumin) – белок плазмы крови крупного рогатого скота 

DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) – 4,6-диамидино-2-фенилиндол 

dNTP (deoxynucleoside triphosphate) – дезоксинуклеозидтрифосфат 

eGFP (enhanced green fluorescent protein) – усиленный зеленый 

флуоресцентный белок 

FBS (fetal bovine serum) – эмбриональная сыворотка крупного рогатого скота 

GST (glutathione S-transferase) – глутатион-S-трансфераза 
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MAP (microtubule-associated proteins) – белки, взаимодействующие с 

микротрубочками 

MTOC (microtubule organization center) – центр организации микротрубочек 

NLS (nuclear localization signal) – сигнал ядерной локализации 

PBS (phosphate-buffered saline) – фосфатно-солевой буфер 

SDS (sodium dodecyl sulfate) – додецилсульфат натрия 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность 

Клеточное деление – естественный процесс, необходимый для увеличения 

числа клеток (рост тканей), поддержания гомеостаза и полового размножения 

(передача наследственной информации). Митоз – основной способ деления 

соматических клеток эукариот, обеспечивающий точную передачу генетической 

информации. Точность протекания данного процесса крайне важна для нормального 

развития многоклеточных организмов. Нарушения в расхождении хромосом во 

время митоза приводят к онкологическим заболеваниям и врожденным дефектам.  

Веретено деления (ВД) представляет собой высокодинамичную клеточную 

структуру, которая обеспечивает правильную сегрегацию хромосом как во время 

митоза, так и во время мейоза. ВД состоит преимущественно из микротрубочек 

(МТ), растущих как от центросом (в случае их наличия), так и от хромосом и/или 

кинетохоров. В клетках, содержащих центросомы, формирование МТ происходит на 

центросомах, рядом с хромосомами и/или кинетохорами и внутри ВД посредством 

кольцевого комплекса γ-тубулина (γ-TuRC; γ-tubulin ring complex), который встроен 

в центросомы, обогащен вблизи кинетохор и связан с МТ ВД за счет взаимодействия 

с белковым комплексом augmin. Исследования, проведенные на культивируемых 

клетках млекопитающих и на различных типах соматических клеток дрозофилы, 

показали, что образование МТ только от хромосом и/или кинетохоров является 

достаточным для сборки функционального ВД. Однако на сегодняшний день знания 

о факторах, регулирующих данный процесс, ограничены и фрагментарны. 

Существуют две основные сложности при изучении процесса кинетохор-

зависимого формирования МТ в клетках: во-первых, данный процесс в норме 

протекает очень быстро; во-вторых, формирование МТ от центросом и кинетохоров 

происходит почти одновременно. Для решения этих проблем используются 

различные подходы, позволяющие замедлить скорость данного процесса, физически 

разделить повторный рост МТ от центросом и от хромосом и/или кинетохоров либо 

визуализировать их по отдельности. В настоящее время используется три основных 

подхода для изучения кинетохор-зависимого формирования МТ. Первым является 

прижизненное изучение формирования кинетохорных МТ (k-волокон) в центросом-
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содержащих клетках, экспрессирующих GFP-меченый тубулин. Вторым методом 

является использование клеточных моделей, лишенных функциональных 

центросом, такие как цитоплазматические экстракты зрелых ооцитов Xenopus laevis, 

или клетки, дефектные по наиболее важным центросомным белкам, необходимым 

для формирования МТ. Третий способ заключается в анализе повторного роста МТ 

ВД после деполимеризации МТ, вызванной обработкой клеток митостатиками 

(колцемидом, нокодазолом и т. д.) либо холодовой обработкой.  

В настоящей работе исследование кинетохор-зависимого роста МТ 

проводилось на культуре клеток S2 D. melanogaster. Использование метода РНК-

интерференции (РНК-и) клеток S2 дрозофилы в исследованиях митоза имеет ряд 

преимуществ по сравнению с клетками млекопитающих. Во-первых, процедура 

РНК-и в клетках S2 дрозофилы очень проста, ее можно проводить путем обработки 

клеток двуцепочечными РНК (дцРНК) большого размера (400–800 п.н.) без 

использования трансфекционных агентов. Во-вторых, клетки S2 дрозофилы имеют 

очень «удобную» морфологию для визуализации ВД и хромосом как в 

фиксированных, так и в живых клетках. В-третьих, геном дрозофилы полностью 

секвенирован и хорошо аннотирован, а гены, контролирующие митоз, эволюционно 

высококонсервативны, что позволяет экстраполировать полученные в клетках S2 

дрозофилы результаты РНК-и исследуемых генов на клетки млекопитающих. Ранее 

с помощью метода РНК и в клетках S2 дрозофилы был идентифицирован ряд 

консервативных белков, которые влияют на морфологию ВД.  

 

Цели и задачи исследования 

Целью данной работы является исследование участия белков Eb1, Mars, Non3, 

Mei-38 и Mast в процессе кинетохор-зависимого формирования микротрубочек 

веретена деления в культивируемых клетках S2 Drosophila melanogaster. 

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Сравнить характер повторного роста микротрубочек после их 

деполимеризации, вызванной обработкой колцемидом либо низкой 

температурой, в культивируемых клетках S2 дрозофилы. 

2. Определить роль белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в кинетохор-

зависимом росте микротрубочек после их деполимеризации, вызванной 
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обработкой колцемидом либо низкой температурой, в культивируемых 

клетках S2 дрозофилы. 

3. Установить внутриклеточную локализацию гибридных флуоресцентных 

белков Eb1-eGFP, Mars-eGFP, Non3-eGFP, Mei-38-eGFP и Mast-eGFP при 

деполимеризации микротрубочек веретена деления и в процессе повторного 

роста микротрубочек после колцемидной обработки соответствующих 

трансгенных линий клеток S2 дрозофилы. 

 

Научная новизна работы 

В работе впервые изучено влияние использования различных отрицательных 

температур (0, ˗1 или ˗2°C) или колцемидной обработки, которые используются для 

деполимеризации МТ, на характер повторного роста МТ в клетках S2 дрозофилы. 

Использование холодовой (0°C) либо колцемидной обработки совместно с 

процедурой РНК-и генов, кодирующих исследуемые белки Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и 

Mast, позволило впервые провести детальные исследования влияния данных белков 

на повторный рост МТ. Впервые показано, что РНК-и гена mast, mei-38 или mars 

снижает динамику повторного роста МТ от хромосом и/или кинетохоров как после 

колцемидной, так и после холодовой (0°C) обработок по сравнению с контролем, а 

также влияет на характер данного процесса. РНК-и гена Eb1 снижает динамику 

кинетохор-зависимого повторного роста МТ и влияет на характер данного процесса 

только после колцемидной обработки. Снижение количества белка Non3 практически 

не влияет на динамику повторного роста МТ как после колцемидной, так и после 

холодовой обработок. Впервые продемонстрирована локализация гибридных 

флуоресцентных белков Eb1-eGFP, Mars-eGFP, Mei-38-eGFP и Mast eGFP при полной 

деполимеризации МТ и в процессе восстановления ВД после колцемидной обработки 

соответствующих трансгенных линий клеток S2 дрозофилы. 

 

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Результаты данной работы способствуют расширению фундаментальных 

знаний о формировании микротрубочек и веретена деления в процессе митоза на 

модели культивируемых клеток S2 дрозофилы. Материалы работы могут быть 

использованы в курсах лекций для студентов биологических факультетов. 
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Практическая значимость данной научной работы заключается в подробном 

описании процедуры и результатов проведения холодовой и колцемидной обработок 

клеток S2 дрозофилы для деполимеризации микротрубочек. Данные методы могут 

быть использованы при дальнейшем изучении молекулярных механизмов 

формирования веретена деления. 

 

Положения, выносимые на защиту 

На защиту выносятся следующие положения: 

1. Реализация кинетохор- либо центросом-зависимого механизма повторной 

сборки веретена деления в клетках S2 дрозофилы определяется способом 

деполимеризации микротрубочек. 

2. Корректная сборка и стабильность кинетохорных микротрубочек веретена 

деления в клетках S2 дрозофилы обеспечивается экспрессией генов, 

кодирующих белки Mast, Mars, Mei-38, но практически не зависит от белка Non3. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Клеточный цикл 

Клеточный цикл – последовательность строго скоординированных по 

времени процессов, которые предшествуют последующему делению или гибели 

клетки. Эукариотический клеточный цикл подразделяют на четыре фазы: G1, S и G2 

(обобщенно называемые интерфазой) и M (митоз). Фаза митоза состоит из двух 

тесно связанных между собой процессов – конденсации и сегрегации хромосом и 

цитокинеза (процесса разделения цитоплазмы и органелл между двумя дочерними 

клетками) (подробнее митоз описан ниже). После деления каждая из дочерних 

клеток вступает в интерфазу и может начать новый цикл деления. Хотя различные 

стадии интерфазы обычно не являются морфологически различимыми, каждая ее 

фаза имеет отдельный набор специализированных биохимических процессов, 

которые готовят клетку к инициированию клеточного деления (Lodish et al., 2008). 

После митоза, как правило, клетка вступает в G1-фазу (от англ. gap – 

промежуток; ее также называют фазой роста) интерфазы. На этом этапе 

биосинтетическая активность клетки, которая значительно замедлилась в ходе 

предшествующей М-фазы, возобновляется с высокой скоростью. В G1-фазе клетка 

увеличивается в размерах, происходит синтез мРНК и белков, увеличивается 

количество органелл (таких как митохондрии, рибосомы). При этом на протяжении 

всей G1-фазы клетка остается диплоидной (содержит двойной набор хромосом, 

специфический для конкретного вида), то есть в G1-фазе клетка еще только 

готовится к репликации ДНК (которая происходит в S-фазе) (Lodish et al., 2008).  

G1-фаза имеет важное значение, так как во время этого периода клетка определяет 

свои возможные пути развития: 1) продолжать клеточный цикл и впоследствии 

вступить в S-фазу (переход между фазами контролируется с помощью G1/S-

контролирующей системы) или 2) вступить в G0-фазу (фазу покоя) (Morgan, 2007).  

Последующая S-фаза начинается одновременно с началом репликации ДНК. 

После того, как этот процесс завершен, все хромосомы полностью реплицированы 

(то есть каждая хромосома удвоена и, соответственно, состоит из двух (сестринских) 

хроматид). Таким образом, количество ДНК в клетке на данном этапе увеличивается 
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вдвое, при этом плоидность клетки остается неизменной (Nelson et al., 2002). 

Помимо удвоения ДНК, во время данной клеточной фазы в большинстве случаев 

происходит удвоение каждой из центриолей (внутриклеточных органелл 

эукариотической клетки, принимающих участие в формировании ВД) в случае их 

наличия. Находящаяся в клетке центриоль дуплицируется по консервативному 

механизму и образует новую дочернюю. Однако в формировании МТ (на стадии 

профазы) участвует только материнская центриоль (Билич, Крыжановский, 2009). 

Еще одним немаловажным событием во время S-фазы является синтез РНК и белков, 

связанных с ДНК (в том числе гистонов), необходимых для включения в состав новых 

хроматид (Билич, Крыжановский, 2009).  

G2-фаза (также называемая премитотическая или постсинтетическая) является 

последней из трех фаз интерфазной стадии клеточного цикла, не очень 

продолжительной по времени. Во время данной фазы происходит подготовка клетки 

к митозу за счет синтеза необходимых белков, в том числе тубулина, необходимого 

для формирования ВД, увеличение энергетических запасов (деление митохондрий и 

хлоропластов (у растений)). Также во время данной фазы происходит проверка 

целостности и отсутствия ошибок репликации ДНК (Lodish et al., 2008).  

Фаза G0 является периодом клеточного цикла, во время которого клетки не 

делятся, находятся в состоянии покоя. Клетки многоклеточных эукариот входят в фазу 

G0 из контрольной точки в фазе G1 либо в фазе G2 и могут оставаться в таком состоянии 

в течение длительных периодов времени, часто навсегда, при этом они продолжают 

выполнять свои функции (как это бывает в случае нейронов). Некоторые клетки 

постепенно входят в фазу G0 и считаются постмитотическими, к примеру, некоторые 

клетки печени, почек, желудка. Многие клетки не входят в G0 и продолжают делиться 

в течение всей жизни организма, как в случае эпителиальных клеток (Cooper, 2000). 

 

1.2. Митоз 

Митоз – процесс непрямого деления соматических клеток эукариот, 

обеспечивающий точную передачу генетической информации дочерним клеткам 

(Ganem et al., 2005). Правильное протекание и завершение митоза зависит от 

определенных последовательных событий, которые тонко скоординированы во 
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времени и пространстве. Традиционно выделяют пять стадий митоза: профазу, 

прометафазу, метафазу, анафазу и телофазу (Рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1. Стадии митоза (Walczak et al., 2010; с модификациями). Интерфаза – клетка 

готовится к будущему делению: происходит удвоение количества цитоплазмы, ДНК, 

клеточных белков и органелл. Профаза – хромосомы конденсируются и становятся 

различимыми, в цитоплазме начинает формироваться веретено деления. Прометафаза – 

ядерная оболочка распадается, микротрубочки веретена деления начинают 

взаимодействовать с хромосомами. Метафаза – хромосомы выстраиваются в экваториальной 

плоскости (на равном расстоянии от полюсов) веретена деления. Анафаза А – за счет 

деполимеризации плюс-концов кинетохорных микротрубочек происходит расхождение 

сестринских хроматид. Анафаза Б – сборка плюс-концов полюсных микротрубочек приводит 

к расхождению полюсов веретена деления. Телофаза – начинается деконденсация хромосом, 

вокруг сгруппированных хромосом возле каждого полюса деления формируется ядерная 

оболочка. Цитокинез (не показан на рисунке) – происходит распределение цитоплазмы и 

органелл материнской клетки между дочерними клетками. Плюсом обозначен плюс-конец 

микротрубочек; минусом – минус-конец микротрубочек. 

 

На стадии профазы происходит конденсация хромосом, каждая из которых 

состоит из двух сестринских хроматид. В конце профазы на центромерах 

(специфичных участках хромосом) формируется белковый комплекс, называемый 

кинетохором. Последующая стадия прометафазы начинается с распада ядерной 

оболочки, что позволяет полюсным (также называемых астральными) МТ 

взаимодействовать с конденсированными хромосомами и с МТ, растущими от 

кинетохоров. Это взаимодействие приводит к формированию кинетохорных МТ (также 
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называемые k-, кинетохорными или хромосомными волокнами), которые соединяют 

хромосомы с полюсами ВД (Gadde, Heald, 2004). Прикрепление кинетохоров 

сестринских хроматид к противоположным полюсам ВД посредством волокон МТ 

приводит к правильной ориентации хромосом, когда сестринские хроматиды 

ориентированы в направлении противоположных полюсов ВД. Начало выстраивания 

хромосом в экваториальной плоскости клетки является началом следующей стадии 

клеточного цикла – метафазы. Во время данной стадии клеточного деления в 

дополнение к кинетохорным МТ, правильная биполярная структура ВД обеспечивается 

и другими группами МТ, которые формируются от центросом: межполюсными МТ, 

направленными к противоположным полюсам ВД и перекрывающимися в районе 

экватора ВД и полюсными МТ, которые направлены в сторону клеточного кортекса и 

могут взаимодействовать с ним (Gadde, Heald, 2004) (Рисунок 1).  

После окончания выстраивания хромосом в экваториальной плоскости клетки 

(когда завершено обособление сестринских хроматид и их плечи расположены 

параллельно друг другу) начинается стадия анафазы, в которой сестринские 

хроматиды разделяются и двигаются в направлении противоположных полюсов ВД. 

Переход из стадии метафазы в стадию анафазы находится под строгим контролем и 

осуществляется при условии отсутствия нарушений в сборке ВД (Musacchio, 2011), 

а также при условии целостности ДНК и завершенности репликации. Выделяют два 

этапа анафазы – А и Б, которые отличаются механизмами, отвечающими за 

расхождение сестринских хроматид. В анафазе А хроматиды расходятся к полюсам 

за счет деполимеризации кинетохорных МТ на плюс-концах. Во время анафазы Б 

происходит расхождение самих полюсов ВД, что, в отличие от анафазы А, 

происходит за счет полимеризации плюс-концов полюсных МТ. Соответственно, в 

анафазе А участвуют моторные белки (белки, способные перемещаться по МТ, 

например, динеины и кинезины, использующие в качестве источника энергии АТФ 

(Kashina et al., 1996)), связанные с кинетохорами, а в анафазе Б – моторные белки, 

располагающиеся как на полюсах, так и в центре ВД. К концу анафазы сестринские 

хроматиды разделяются на две равные группы, расположенные в противоположных 

сторонах клетки. В телофазе, заключительной стадии митоза, ядерная оболочка 

собирается вокруг каждой группы хромосом с образованием двух дочерних ядер, 

внутри которых начинается деконденсация хромосом. 
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Как правило, окончание митоза совпадает с разделением тела материнской 

клетки (процессом цитокинеза). В клетках животных цитокинез опосредуется 

сужением актомиозинового сократительного кольца – промежуточной структуры, 

которая начинает формироваться в профазе и прометафазе и становится полностью 

функциональной в конце телофазы, и содержит F-актиновые нити и активный 

миозин II. Сократительное кольцо образуется прямо под плазматической мембраной 

на экваторе делящейся клетки, его активность приводит к образованию борозды 

деления, которая углубляется до тех пор, пока две дочерние клетки не окажутся 

полностью разделенными (Fededa, Gerlich, 2012). 

 

1.2.1. Формирование митотического веретена деления 

Митотическое ВД является высокодинамичной молекулярной машиной, 

преимущественно состоящей из МТ, который обеспечивает сегрегацию хромосом во 

время клеточного деления. Сборка ВД требует массовой полимеризации МТ и их 

организации в веретенообразную структуру с участием белков, взаимодействующих 

с МТ (microtubule-associated proteins; MAP) (Lemos et al., 2000).  

В настоящее время существуют несколько моделей формирования ВД. Согласно 

классической модели «поиска и захвата» (Рисунок 2 А), МТ начинают формироваться 

от центросом, которые у высших эукариот являются основными местами 

формирования MT ВД. Центросомы состоят из пары центриолей, окруженных 

перицентриолярным веществом; они содержат сотни различных белков, включая те, 

которые необходимы для удвоения центросом и инициации роста MT. В клетках, 

содержащих центросомы, сборка ВД начинается с расхождения дочерних центросом к 

противоположным сторонам клетки на стадии профазы митоза, при этом полюсные МТ 

могут случайным образом наталкиваться на кинетохоры после начала разрушения 

ядерной оболочки. В таком случае эти МТ захватываются и стабилизируются 

кинетохорными белками, превращаясь в кинетохорные МТ (Kirschner, Mitchison, 1986). 

Таким образом, функцией кинетохоров является формирование устойчивых контактов 

с полюсными МТ (Рисунок 2 А) (O’Connell, Khodjakov, 2007). 

Однако модель «поиска и захвата» не объясняет сборку ВД в клетках, 

лишенных центросом (например, в клетках высших растений или в мейотических 
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клетках животных). В таких клетках формирование ВД начинается с образования 

МТ в непосредственной близости от хромосом с помощью процесса, зависящего от 

активности белка ГТФазы Ran (Clarke, Zhang, 2008). Такие МТ вначале растут в 

случайных направлениях, но постепенно собираются вместе в биполярное ВД за 

счет активности моторных белков (Рисунок 2 Б).  

 
 

 

Рисунок 2. Способы формирования веретена деления (Wadsworth, Khodjakov, 2004). 

А. Сборка веретена деления путем «поиска и захвата». Б. Сборка веретена деления в 

клетках, лишенных центросом. В. Комбинированный вариант образования веретена 

деления. Красным цветом показаны микротрубочки, инициировавшие свой рост от 

центросом, синим – от кинетохоров; зеленым – центросомы; желтым – центриоли. 

 

Недавние исследования выявили, что и в клетках животных МТ начинают 

формироваться не только от центросом, но и в непосредственной близости от 

кинетохоров. Такие кинетохор-зависимые пучки МТ наблюдали как в клетках 

млекопитающих, так и в клетках дрозофилы (Khodjakov et al., 2003; Maiato et al., 

2004). В результате была предположена комбинированная модель формирования ВД 

(Рисунок 2 В). Согласно этой модели, МТ, начавшие формироваться от кинетохоров, 
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взаимодействуют с полюсными МТ, что и приводит к образованию кинетохорных 

волокон, которые соединяют хромосомы с полюсами ВД (Maiato et al., 2004). 

 

1.2.2. Регуляция динамики микротрубочек 

Митотическое ВД отличается высокой динамичностью, что обеспечивается 

постоянной полимеризацией и деполимеризацией составляющих его МТ. Динамичность 

МТ крайне важна для выполняемых ими функций в митозе: для формирования и 

позиционирования ВД, поиска кинетохоров и связывания с ними, выстраивания 

хромосом в экваториальной плоскости ВД и разделения сестринских хроматид. Помимо 

этого, динамичность МТ также играет ключевую роль в работе контрольной системы 

сборки (КСС) ВД (spindle assembly checkpoint; SAC) (Kline-Smith, Walczak, 2004). 

МТ представляют собой полые цилиндрическими филаменты, состоящие из 

13 протофиламентов, расположенных по кругу. Каждый протофиламент состоит из 

гетеродимеров, образованных α- и β-субъединицами тубулина, которые всегда 

единообразно ориентированы друг к другу по принципу «голова к хвосту», что 

обеспечивает полярность МТ. Скорости полимеризации на противоположных концах 

МТ сильно различаются. Рост (полимеризация) МТ преобладает на концах с  

β-субъединицами тубулина, в то время как для концов с α-субъединицами более 

характерен процесс диссоциации. Соответственно, первые концы МТ называются плюс-

концами, а вторые – минус-концами. Менее динамичные минус-концы МТ 

располагаются на полюсах ВД возле центросом, в то время как более динамичные плюс-

концы контактируют с кинетохорами. При наличии достаточного количества свободных 

гетеродимеров тубулина рост МТ происходит спонтанно. Формирование МТ зависит от 

ГТФ, для чего перед присоединением свободных гетеродимеров к протофиламенту, ГТФ 

гидролизуется до ГДФ (Kline-Smith, Walczak, 2004) (Рисунок 3). Помимо 

продолжительной полимеризации, на плюс-концах МТ может проходить и 

продолжительная деполимеризация (разборка). Динамическая нестабильность 

заключается том, что переход между двумя данными состояниями носит стохастический 

характер. Переключение МТ с роста на разборку называется «катастрофой», а с разборки 

на рост – «спасением» (Mitchison, Kirschner, 1984) (Рисунок 3). 
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Рисунок 3. Схема динамической нестабильности микротрубочек (Conde, Caceres, 2009). 

 

Одновременная разборка МТ на минус-концах и сборка на плюс-концах приводят 

к возникновению потока гетеродимеров тубулина внутри МТ в направлении полюсов ВД 

(Rogers et al., 2004; Mitchison, 2005). Добавление новых гетеродимеров тубулина со 

стороны кинетохоров и одновременная равнозначная их утрата на полюсах ВД приводит 

к стационарной длине МТ, наблюдаемой на стадии метафазы. Это состояние сохраняется 

до тех пор, пока «контрольная точка» сборки ВД не будет пройдена и клетка не вступит 

в анафазу. Предполагается, что функция потока гетеродимеров тубулина внутри МТ 

состоит в контролировании длины ВД и в перемещении сестринских хроматид к 

противоположным полюсам ВД на стадии анафазы. Количественное определение 

скорости потока гетеродимеров тубулина внутри ВД является важным параметром для 

понимания поведения МТ во время митоза (Buster et al., 2007). 

Исследования динамики ВД в культивируемых клетках S2 дрозофилы при 

помощи методов РНК-и и восстановления флуоресценции после обесцвечивания 

(fluorescent recovery after photobleaching; FRAP) показали, что баланс динамики 

плюс- и минус-концов МТ контролируется деятельностью по крайней мере шести 

различных белков (Fernandez et al., 2009). Белки Eb1 (End-Binding protein 1) (Rogers 

et al., 2002) и Mast (Inoue, et al., 2000; Maiato et al., 2005) взаимодействуют с плюс-
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концами МТ и способствуют их полимеризации. Белки Klp10A и Klp59C (оба из 

семейства кинезинов-13) и белок Klp67A (из семейства кинезинов-8), наоборот, 

способствуют деполимеризации МТ (Rogers et al., 2004; Goshima, Vale, 2005). Белок 

Msps (Mini spindles) минимизирует стадию «паузы», во время которой не происходит 

ни полимеризации, ни деполимеризации МТ (Рисунок 3), и тем самым способствует 

их динамичности (Brittle, Ohkura, 2005).  

Механизм деполимеризации кинетохорных МТ на минус-концах, 

локализующихся на полюсах ВД, относительно прост и зависит, прежде всего, от 

белка Klp10A. Снижение количества этого белка посредством РНК-и приводит к 

существенному снижению потока гетеродимеров тубулина внутри МТ, значительно 

замедляет скорость движения сестринских хроматид к полюсам деления и 

стимулирует удлинение ВД (Рисунок 4) (Ganem et al., 2005). 

 

 

Рисунок 4. Скорость потока гетеродимеров тубулина внутри микротрубочек в направлении 

полюсов веретена деления после снижения количества указанных на рисунке белков 

посредством РНК-интерференции в клетках S2 дрозофилы (Buster et al., 2007). 

Статистически значимые различия по сравнению с контролем обозначены зеленым 

(больше, чем контроль) и красным (меньше, чем контроль) цветами, черным цветом 

обозначено статистически значимое отсутствие различия с контролем.  

 

Регулирование динамики плюс-концов МТ является более сложным 

процессом и управляется с помощью группы совместно действующих белков. Во 

время метафазы гетеродимеры тубулина непрерывно присоединяются и 

отсоединяются от плюс-концов кинетохорных МТ. Скорость полимеризации этих 

концов МТ контролируется посредством функционального антагонизма между 
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белками, которые способствуют полимеризации или деполимеризации МТ. Так, 

снижение количества белка Mast (который способствует полимеризации МТ) 

приводит к укорачиванию и полному разрушению ВД, а также существенно снижает 

поток гетеродимеров тубулина внутри МТ. Одновременное снижение количества 

белков Mast и Klp10A приводит к полному блокированию потока гетеродимеров 

тубулина внутри МТ (Рисунок 4), но при этом восстанавливает нормальную длину 

ВД (Buster et al., 2007). Подобно белку Mast, белок Eb1, взаимодействующий с плюс-

концами МТ, стабилизирует МТ за счет увеличения частоты стадии «спасения» и 

снижая время, проведенное МТ в состоянии «паузы». Снижение активности белка 

Eb1 увеличивает частоту аберрантных фенотипов ВД и значительно сокращает его 

длину (Rogers et al., 2002; Maiato et al., 2005), но не оказывает существенного 

влияния на скорость потока гетеродимеров тубулина внутри МТ (Рисунок 4). 

Белки Klp67A и Klp59C локализуются на кинетохорах и способствуют 

деполимеризации кинетохорных МТ. Снижение количества белка Klp67A приводит 

к удлинению ВД и ускорению скорости потока гетеродимеров тубулина внутри МТ 

в полтора раза (Рисунок 4). Это указывает на то, что белок Klp67A является сильным 

супрессором потока гетеродимеров тубулина внутри МТ (Buster et al., 2007). 

Экспериментальные данные указывают на то, что белок Klp67A уменьшает общую 

скорость полимеризации плюс-концов МТ ВД посредством содействия разборке МТ 

(Gandhi et al., 2004). На основе этих наблюдений была предложена гипотеза о том, 

что поток гетеродимеров тубулина внутри МТ в направлении полюсов деления 

регулируется антагонистическими активностями на плюс-концах МТ, которые 

стабилизируют и дестабилизируют МТ. В соответствии с этой гипотезой, 

совместное снижение количества белков Klp67A и Mast восстанавливает скорость 

потока (Рисунок 4). В отличие от белка Klp67A, белок Klp59C существенно не 

влияет на поток гетеродимеров тубулина внутри МТ в направлении полюсов ВД. 

Тем не менее, белок Klp59C функционально противодействует белку Mast в 

регуляции этого потока, поскольку одновременное снижение количества этих 

белков приводит к картине, практически не отличающейся от контроля (Рисунок 4). 

По этой причине предполагается, что в иерархии белков, регулирующих динамику 

плюс-концов МТ, белок Klp59C находится ниже белка Klp67A и его функцией 

является поддержка разборки МТ после стадии «катастрофы» (Buster et al., 2007). 
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Также было предположено, что регуляторы динамичности МТ, но не потока 

гетеродимеров тубулина внутри МТ в направлении полюсов ВД как такового, 

ответственны за выстраивания хромосом в экваториальной плоскости ВД и 

установление нормальной длины ВД на стадиях профазы и метафазы. Поток 

гетеродимеров тубулина внутри МТ в направлении полюсов ВД, напротив, является 

важным фактором в регулировании движения сестринских хроматид на стадии 

анафазы А (Buster et al., 2007). 

 

1.2.3. Регуляция длины митотического веретена деления 

Нормальная длина митотического ВД достигается за счет координации между 

динамичностью МТ и силами, создаваемыми моторными белками. 

Цитогенетические скрининги выявили ряд факторов, регулирующих длину ВД. 

Среди выявленных факторов оказались белки, способствующие полимеризации и 

деполимеризации МТ, а также белки, способные связываться с соседними МТ и 

перемещать их друг относительно друга. Эти факторы действуют как по 

отдельности, так и совместно, для установления биполярности ВД и для 

поддержания его постоянной длины во время метафазы. 

Было предложено несколько моделей поддержания и регулирования длины 

митотического ВД (Goshima, Scholey, 2010). Модулирование процессов 

полимеризации и деполимеризации МТ является важнейшим фактором, 

определяющим длину ВД. Как правило, снижение количества белков, усиливающих 

полимеризационную активность МТ, приводит к укорочению длины ВД, а снижение 

количества белков, усиливающих деполимеризационную активность МТ, – к 

удлинению ВД (Рисунок 5 А, Б).  

Другой механизм, регулирующий длину ВД, заключается в скольжении 

смежных МТ друг относительно друга. Такое скольжение происходит, например, 

между межполюсными МТ, взаимодействующими друг с другом в 

антипараллельной ориентации в центральной части ВД, и опосредуется моторными 

белками, такими как Klp61F и Ncd дрозофилы (Рисунок 5 В). Белок Klp61F – это 

плюс-концевой моторный белок (Cole et al., 1994; Kashina et al., 1996), который 

связывает волокна МТ и опосредует их антипараллельное расхождение, тем самым 
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создавая усилие на полюса ВД (Goshima, Scholey, 2010) (Рисунок 5 В). Активность 

белка Klp61F имеет важное значение для биполярности ВД, но не для определения его 

длины, возможно, из-за того, что расхождение полюсных МТ компенсируется их 

деполимеризацией на полюсах ВД (Goshima et al., 2005) (Рисунок 5 А). 

 

 

Рисунок 5. Механизмы, регулирующие длину веретена деления (Goshima, Scholey, 2010). 

Динамика длины веретена деления. А. Влияние полимеризации и деполимеризации минус-

концов смежных, антипараллельных полюсных микротрубочек на длину веретена деления. 

Б. Полимеризация и деполимеризация плюс-концов микротрубочек на кинетохорах может 

удлинять и сокращать веретено деления. В. Скольжение наружу и внутрь антипараллельных 

смежных полюсных микротрубочек может удлинять и сокращать веретено деления. 

Г (верхняя часть). Полимеризация полюсных микротрубочек на клеточном кортексе 

оказывает воздействие на полюса веретена деления и приводит к его укорочению. Г (нижняя 

часть). Влияние моторных белков (расталкивающие усилие) на полюсные микротрубочки на 

клеточном кортексе удлиняют веретено деления. Д. Взаимодействия между сестринскими 

хроматидами и между кинетохорами и микротрубочками противодействует силе, вызванной 

скольжением антипараллельных полюсных микротрубочек. S(t) – константная длина 

(расстояние) между полюсами веретена деления. 
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Эмбрионы дрозофилы, мутантные по гену ncd, характеризуются удлиненными 

ВД, что указывает на роль белка Ncd в обеспечении схождения внутрь межполюсных 

МТ (Рисунок 5 В). Таким образом, белок Ncd – это минус-концевой моторный белок, 

который соединяет смежные параллельные или антипараллельные МТ и опосредует их 

скольжение друг относительно друга. Снижение количества белка Ncd в 

культивируемых клетках S2 дрозофилы вызывает серьезные нарушения в организации 

полюсов ВД (Goshima et al., 2005). Предполагается, что в некоторых случаях белки 

Klp61F и Ncd могут выполнять антагонистические функции во время сборки и 

поддержания ВД (Brust-Masher et al., 2009).  

Ещё одним белком, влияющим на скольжение МТ, является динеин. 

Цитоплазматический динеин является процессивным минус-концевым моторным 

белком, который локализуется на ВД, на клеточном кортексе и кинетохорах, и 

выполняет множественные функции в митозе. Предполагается, что динеин 

связывает антипараллельные межполюсные МТ и способствует их скольжению 

внутрь (Kardon, Vale, 2009) (Рисунок 5 В, Г). Молекулы динеина, располагающиеся 

на клеточном кортексе, предположительно, тянут полюсные МТ, что необходимо 

как для разделения полюсов, так и для удлинения ВД (Sharp et al., 2000). Снижение 

количества динеина приводит к возникновению различных дефектов при 

формировании ВД. В частности, в культивируемых клетках S2 дрозофилы снижение 

количества динеина препятствует взаимодействию МТ, формирующихся на разных 

полюсах ВД, и приводит к отсоединению центросом от ВД (Goshima et al., 2005). 

Хромосомы также играют существенную роль в регуляции длины метафазного 

ВД во всех исследованных типах клеток эукариот. Рассмотрим упрощенную модель, 

в которой имеются только две пары межполюсных МТ, отходящих от 

противоположных полюсов ВД и одна пара кинетохорных МТ (Рисунок 5 Д). 

Полюсные МТ соединены друг с другом посредством моторных белков, которые 

расталкивают эти МТ. На стадии метафазы это расталкивающие усилие 

компенсируется натяжением между сестринскими хроматидами и кинетохор-

зависимой регуляций динамичности плюс-концов кинетохорных МТ. Нарушения 

взаимодействия между кинетохорами и МТ, а также ослабление связи между 

сестринскими хроматидами приводит к тому, что силы, вызванные работой моторных 

белков на антипараллельных полюсных МТ, начинают доминировать и расстояние 
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между полюсами ВД увеличивается (Рисунок 5 Д). Мутации генов, кодирующих как 

компоненты кинетохоров, так и белков, необходимых для удержания сестринских 

хроматид вместе (например, мутации гена vtd, кодирующего белок Ncd), как правило, 

приводят к удлинению ВД на стадии метафазы (Goshima et al., 2005). 

 
 

1.2.4. Структура и функции кинетохора 

Кинетохор – сложно организованная структура, которая функционирует как 

молекулярный каркас и как генератор силы при передвижении хромосом. Кроме того, 

кинетохоры также выполняют сигнальную функцию в регуляции расхождения 

сестринских хроматид (Foley, Kapoor, 2012). Электронно-микроскопические 

исследования показали, что кинетохор имеет трехслойную структуру, состоящую из 

электронно-плотных внутреннего и наружного слоев (O’Connell et al., 2012). 

Цитогенетические скрининги, биохимические и протеомные анализы выявили более 

сотни белков, локализующихся в кинетохоре (Takeuchi, Fukagawa, 2012) (Рисунок 6).  

 

 

Рисунок 6. Структура кинетохора (Musacchio, Salmon, 2007; с модификациями). 

Описание в тексте. 
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Ключевым элементом формирования кинетохора является специфический 

вариант гистона H3 (CENH3 или CENP-A у млекопитающих, CID у дрозофилы, Cse4 

у S. cerevisiae), создающего уникальную конфигурацию хроматина в центромерных 

районах хромосом. Гистон CENP-A у млекопитающих требуется для привлечения в 

определенном порядке дополнительных центромерных белков, которые 

необходимы для сборки кинетохора (Verdaasdonk, Bloom, 2011). Внешняя 

кинетохорная пластинка и располагающаяся снаружи от нее волокнистая корона 

собираются при вступлении клетки в митоз. Они содержат большое количество 

различных белковых комплексов, необходимых для осуществления трех основных 

функций кинетохора: 1) взаимодействие с МТ; 2) контроль прикрепления МТ; 

3) регуляция динамики МТ. 

Связывание МТ с кинетохором прежде всего зависит от белковой сети KMN 

(KNL1-Mis12-Ndc80) у C. elegans (Cheeseman et al., 2006), комплекса Ska1 у человека 

(Welburn et al., 2009) белка CENP-E у Xenopus (Wood et al., 1997), комплекса Ndc80 

у дрозофилы (Maiato et al., 2006) (Рисунок 6). Белковый комплекс Mis12 служит 

основой для образования белковой сети KMN. Комплекс Ndc80, состоящий из 

белков Ndc80/Hec1, Nuf2, Spc24 и Spc25, способен непосредственно 

взаимодействовать с МТ и является ключевым связующим звеном между МТ и 

остальными компонентами кинетохора у эукариот (Foley, Kapoor, 2012). 

Кинезиноподобный плюс-концевой моторный белок CENP-E (CENP-meta у 

дрозофилы) также необходим для стабильного прикрепления МТ к кинетохорам при 

выравнивании хромосом на экваторе ВД (Kapoor et al., 2006). 

В кинетохоре также локализованы и сигнальные молекулы, составляющие КСС 

ВД. Задача этого механизма заключается в запрете вступления клетки в стадию анафазы 

до тех пор, пока все хромосомы не сориентируются правильным образом на ВД (в 

экваториальной пластинке). Дефекты в работе КСС ВД приводят к преждевременному 

наступлению анафазы и в результате к анеуплоидии (Fang, Zhang, 2011). Основными 

компонентами КСС ВД являются эволюционно консервативные белки Bub1, Bub3, 

Mad1, Mad2, Mad3/BubR1, Mps1 и Aurora B у S. cerevisiae, Xenopus и дрозофилы (Foley, 

Kapoor, 2012; Basu et al., 1999; Chen et al., 1996, 1998). Дополнительными белками, 

регулирующими работу КСС ВД в клетках высших эукариот, являются белковый 

комплекс RZZ (ROD-ZW10-ZWILCH) (Foley, Kapoor, 2012), минус-концевой моторный 
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белковый комплекс динеин/динактин, и взаимодействующие с ними белки CLIP-170, 

ZW10 и ROD у млекопитающих (Musacchio, Salmon, 2007). 

Все эти белки КСС ВД локализуются на кинетохорах (Рисунок 6) и способны 

детектировать, все ли кинетохоры связаны с полюсами ВД посредством МТ 

правильным образом. До тех пор, пока это условие не выполнено, белки КСС ВД 

остаются активными. Основным эффектором КСС ВД является комплекс 

митотической «контрольно-пропускной точки» (mitotic checkpoint complex; MCC), 

который содержит белки Mad2, Mad3/BubR1, Bub3 у S. cerevisiae (Musacchio, Salmon, 

2007). Комплекс MCC подавляет белок Cdc20, являющийся активатором комплекса 

APC/C (anaphase-promoting complex / cyclosome), содержащий митоз-специфичную 

убиквитин-лигазу E3, ответственную за переход из метафазы в анафазу (Рисунок 7).  

 

 

Рисунок 7. Функция контрольной системы сборки веретена деления (Musacchio, Salmon, 

2007; с модификациями). Описание в тексте. 
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После того, как последняя хромосома располагается должным образом в ВД, 

КСС ВД выключается, что вызывает высвобождение белка Cdc20 и последующую 

активацию комплекса APC/C (Рисунок 7), и, в конечном счете, убиквитинирование 

белков Securin и Cyclin B. Убиквитинированные белки разрушаются белковыми 

комплексами, такими как протеосома 26S. Разрушение белка Securin, который 

является ингибитором протеазы Separase, приводит к протеолизу когезина и 

разделению сестринских хроматид, в то время как разрушение белка Cyclin B 

вызывает выход клетки из митоза (Kops, Shah, 2012) (Рисунок 7). 

 

1.3. Белки, участвующие в сборке веретена деления 

1.3.1. Белок Eb1 

По своей природе МТ ВД являются динамичными структурами, что позволяет 

цитоскелету перестраиваться в ответ на внутренние и внешние сигналы. В 

стационарном состоянии отдельные МТ претерпевают переходы между фазами 

длительной полимеризации и деполимеризации. Такое поведение, известное как 

динамическая нестабильность (Conde, Caceres, 2009), обеспечивается гидролизом 

ГТФ после того, как происходит встраивание мономерного тубулина в МТ (Desai, 

Mitchison, 1997). Динамическая нестабильность регулируется различными белками 

семейства MAP, а также моторными белками, некоторые из которых способствуют 

сборке и стабильности МТ, тогда как другие отвечают за деполимеризацию МТ 

(Desai et al., 1999). Хотя большинство MAP связываются с МТ по всей длине, два 

семейства таких белков локализуются исключительно на плюс-концах растущих 

МТ: белки семейства CLASP (например, описанный ниже белок Mast) и белки 

семейства EB1 (end­binding proteins) (Schuyler, Pellman, 2001). 

Впервые человеческий белок Eb1 был обнаружен в дрожжевом двугибридном 

скрининге по способности взаимодействовать с человеческим белком-супрессором 

APC (adenomatous polyposis coli; аденоматозный полипоз толстой кишки) (Su et al., 

1995). Впоследствии гомологичные белки были обнаружены во многих организмах, 

включая S. pombe, S. cerevisiae, D. melanogaster, C. elegans (Tirnauer, Bierer, 2000; Su, 
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Qi., 2001). Белки семейства EB1 представляют собой небольшие (~35 кДа) белки, 

которые специфически распознают полимеризующиеся плюс-концы МТ (Tirnauer, 

Bierer, 2000; Schuyler, Pellman, 2001a). Такое взаимодействие белков Eb1 с МТ 

приводит к изменению структуры концов последних, вследствие чего происходит 

регуляция динамики полимеризации МТ, а также это служит «меткой» плюс-концов 

МТ в качестве сайта связывания для прочих белков (Schroer, 2001). 

В клетках млекопитающих белок Eb1 взаимодействует с комплексом 

динеин/динактин (Berrueta et al., 1999). В цитоплазматических экстрактах ооцитов 

Xenopus белок Eb1 выполняет роль фактора, предотвращающего стадии «спасения» и 

«катастрофы» (Tirnauer et al., 2002a) (описание выше в тексте). Белок Mal3 S. pombe – 

гомолог белка Eb1 – также участвует в процессе митоза (Beinhauer et al., 1997). Хорошо 

изученным в настоящее время является гомолог белка Eb1 у S. cerevisiae – белок 

Bim1p. Данный белок выполняет, по крайней мере, три связанные функции: 

1) локализуется на плюс-концах полюсных МТ, тем самым увеличивая динамическую 

нестабильность МТ (Tirnauer et al., 1999); 2) посредством взаимодействия с 

кортикальным белком Kar9 и белком миозином (Myo2p) связывает концы МТ с 

кортикальным слоем клетки для правильной ориентации ВД (Korinek et al., 2000; Lee 

et al., 2000; Miller et al., 2000; Yin et al., 2000); 3) косвенно участвует в КСС, которая 

регулирует процесс выхода клетки из митоза на стадию цитокинеза (Muhua et al., 1998).  

Белки семейства ЕB1 содержат высококонсервативные N- и С-концевые 

домены. N-концевой домен необходим для связывания МТ (Juwana et al., 1999). 

С-конец белков семейства ЕB1 содержит coiled-coil домен, который обеспечивает 

параллельную димеризацию мономеров белка Eb1, а также может опосредовать 

белок-белковые взаимодействия (Akhmanova, Steinmetz, 2008). Так, для белка Bim1p 

S. cerevisiae показано, что его C-терминальный coiled-coil домен связывается с 

белком Kar9 (Miller et al., 2000). 

Исследование локализации белка Eb1 в культивируемых клетках S2 

дрозофилы, обработанных конканавалином А (для их фиксации на предметном 

стекле и приобретения уплощенной, дисковидной морфологии), показало, что она 

полностью совпадает с отдельными МТ и демонстрирует кометоподобный (comet-

like) градиент окрашивания на полимеризующемся дистальном конце МТ (Rogers et 

al., 2002), что характерно и для других плюс-концевых белков (Mimori-Kiyosue et al., 
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2000). Такая локализация белка Eb1 на плюс-концах МТ сохраняется на протяжении 

всех стадий митоза. Помимо этого, наблюдается связывание белка Eb1 с 

дуплицированными центросомами в профазных клетках. Во время метафазы 

наиболее сильное связывание белка Eb1 происходит с плюс-концами полюсных МТ. 

На стадии телофазы белок Eb1 обогащен на межполюсных МТ, которые участвуют 

в процессе расхождения сестринских хроматид (Rogers et al., 2002). Данная 

локализация белка Eb1 в клетках S2 дрозофилы очень схожа с локализацией белков 

семейства EB1, которые ранее изучались на различных клеточных линиях 

позвоночных (Morrison et al., 1998; Tirnauer et al., 1999; Mimori-Kiyosue et al., 2000b). 

Исследование распределения белка Eb1 в эмбрионах дрозофилы на стадии 

синцитиальной бластодермы выявило схожую картину: данный белок локализуется 

на полюсах ВД и полюсных МТ, а также на межполюсных МТ и поперечной 

перетяжке (midbody) во время поздней анафазы и телофазы (Rogers et al., 2002). 

Снижение количества белка Eb1 приводит к появлению аберрантных 

фенотипов ВД в метафазных клетках, которые можно классифицировать по четырем 

категориям. Наиболее часто встречающимся фенотипом является полное отсутствие 

полюсных МТ, при этом клетки сохраняют свою биполярную симметрию, однако 

наблюдается «отсоединение» центросом от ВД. Следующим видом нарушений 

является отсутствие полюсных МТ, а также компактизация ВД в корзиноподобную 

(basket-like) сеть МТ, которая окружает хромосомы. В таких клетках полюса ВД почти 

неразличимы, но митотические хромосомы сохраняют свое положение в центре ВД. 

Третий тип нарушения формирования ВД характеризуется полным отсоединением 

полюсов ВД от пучков кинетохорных МТ, что приводит к формированию 

аберрантных ВД. Четвертая категория нарушений характеризуется клетками с 

бочковидными (barrel-shaped) ВД, которые сохраняют симметричность, но при этом 

МТ не сфокусированы на полюсах ВД, а также отсутствуют полюсные МТ. 

Наблюдаемые фенотипы, по-видимому, не связаны с грубыми дефектами центросом, 

так как иммунофлуоресцентное окрашивание к белку Centrosomin показало наличие 

полюсов ВД и их функциональность (Rogers et al., 2002). Во время интерфазы 

отсутствие белка Eb1 не влияет на длину или распределение МТ и не оказывает 

очевидного влияния на морфологию клеток. Таким образом, белок Eb1 играет важную 

роль прежде всего в процессе сборки митотического ВД. 
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1.3.2. Белок Mars 

Одним из белков, регулирующих клеточный цикл у млекопитающих (в том 

числе и у человека), является белок HURP (Hepatoma Up-Regulated Protein), впервые 

обнаруженный в гепатоклеточной карциноме человека из-за высокого уровня 

активности в данном типе опухоли (Tsou et al., 2003). Пептидный анализ показал, 

что белок HURP содержит домен GKAP (guanylate kinase associated protein) (Kim et 

al., 1997; Tsou et al., 2003). Домен GKAP был первоначально идентифицирован в 

белке, являющемся членом семейства MAGUK (membrane-associated guanylate kinase 

homologue family), играющем роль в цитоскелетной сигнализации и межклеточных 

контактах между синапсами и эпителиальными клетками (Sheng, Kim, 2000; Tepass 

et al., 2001; Caruana, 2002). Биохимические исследования показали, что белок HURP 

является потенциальной мишенью киназы Aurora-A – серин/треониновой киназы, 

регулирующей вступление клетки в митоз, созревание центросом и сборку ВД 

(Crane et al., 2004; Ducat et al., 2004; Yu et al., 2005). Также было показано, что белок 

HURP связан с белком ГТФазой Ran, который принадлежит к семейству Ras 

ГТФ-связывающих белков и высвобождает факторы, необходимые для сборки ВД, 

из комплекса Importin (Kalab, Heald, 2008). Белок HURP контролирует стабильность 

МТ для обеспечения правильного формирования ВД, что, таким образом, 

способствует прикреплению кинетохорных МТ к кинетохору (Wong, Fang, 2006). Из 

этого следует, что белок HURP участвует в сборке ВД, необходим для роста и 

стабилизации МТ (и, следовательно, для формирования ВД), а также регулирует 

выстраивание хромосом в экваториальной плоскости ВД во время митоза (Koffa et 

al., 2006; Sillje et al., 2006; Wong, Fang, 2006; Yang et al., 2008). 

Белок Mars, дрозофилиный гомолог белка HURP, принадлежит к семейству 

белков GKAP и является фактором сборки ВД (Cesario, McKim, 2011). Было 

показано, что белок Mars экспрессируется в эмбрионах (в центральной нервной 

системе и головном мозге) и клетках зародышевого пути (высокий уровень 

экспрессии в предмейотических зародышевых клетках, но не был обнаружен в 

соматических и постмейотических клетках) (Bennett, Alphey, 2004). Исследования 

(как с использованием трансгенных мух, так и культивируемых клеток S2 

дрозофилы) показали, что субклеточная локализация белка Mars динамически 
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изменяется во время клеточного деления. В интерфазных клетках белок Mars 

локализуется в ядре, но при этом не связывается с интерфазными МТ (Zhang et al., 

2009). В клетках, находящихся на стадии профазы, белок Mars равномерно 

распределен в цитоплазме; при этом небольшое количество белка локализуется на 

митотическом ВД. С наступлением прометафазы количество белка на ВД 

значительно увеличивается рядом с центросомами (Zhang et al., 2009). В метафазных 

клетках белок Mars концентрируется на межполюсных МТ, а также на полюсах ВД, 

при этом отсутствует на полюсных МТ (Yang et al., 2008; Zhang et al., 2009). Во время 

анафазы белок Mars локализуется только на минус-концах межполюсных МТ, после 

чего, начиная со стадии телофазы, происходит перемещение белка Mars в ядра 

дочерних клеток, при этом белок отсутствует на ВД (Zhang et al., 2009).  

В клетках со сниженным количеством белка Mars (после процедуры РНК-и) 

нарушается формирование кинетохорных МТ, при этом полюсные и межполюсные 

МТ остаются нормальными. Из-за ошибок в сборке ВД наблюдались нарушения в 

выстраивании хромосом в экваториальной плоскости ВД на стадиях от профазы до 

метафазы и уменьшение длины ВД по сравнению с контролем (Yang et al., 2008). 

Помимо влияния на формирование кинетохорных МТ, снижение количества белка 

Mars влияет на локализацию γ-тубулина на ВД. Это указывает на то, что белок Mars 

может регулировать сборку ВД через активность γ-тубулина, чья функция в сборке 

ВД контролируется ГТФазой Ran (Carazo-Salas et al., 1999; Kalab et al., 1999; Wilde, 

Zheng, 1999; Schiebel, 2000). При этом в настоящее время механизм участия белка 

Mars в сборке кинетохорных МТ остается неясным. 

 

1.3.3. Белок Non3 

Многие аспекты организации и функции ядрышка эукариот консервативны от 

дрожжей до человека (Kressler et al., 2010). В настоящее время принято считать, что 

ядрышко является многофункциональной органеллой (Pederson, 1998; Boisvert et al., 

2007; Shaw, Brown, 2012). При этом его первичная функция заключается в быстром 

производстве субъединиц рибосом. Однако 70% белков ядрышка задействованы в 

процессах, напрямую не имеющих отношения к биогенезу рибосом, а именно в 
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процессах метаболизма информационной РНК, формировании хроматина, репликации 

и репарации ДНК, контроле клеточного цикла (Scherl et al., 2002; Tafforeau et al., 2013). 

У дрозофилы обнаружена прямая взаимосвязь между ядрышком и окружающим 

его гетерохроматином (Peng, Karpen, 2007; Paredes, Maggert, 2009). Белок 

гетерохроматина SUUR регулирует время репликации рибосомной ДНК, у мутантов 

по гену SuUR увеличивается число копий данной ДНК в политенных хромосомах 

слюнных желез (Belyaeva et al., 1998). Специфическая иммунопреципитация с 

последующим масс-спектрометрическим анализом, использованные для 

идентификации состава комплексов, содержащих белок SUUR, показала, что в состав 

SUUR-содержащих белковых комплексов с высокой вероятностью входит белок Non3 

(Кожевникова Е.Н. и др., неопубликованные данные).  

Белок Non3 дрозофилы и его ортолог у человека – белок RPF2 (Ribosome 

production factor 2 homolog) – относятся к семейству BRIX-домен-содержащих 

белков и мало изучены. Белки с BRIX-доменом (biogenesis of ribosomes in Xenopus) 

консервативны и встречаются от архей до человека (Eisenhaber et al., 2001). 

Биологическая функция некоторых таких белков лучше всего изучена у дрожжей. В 

частности, у S. cerevisiae белок RPF2 участвует в процессинге 27S предшественника 

рибосомной РНК в 25S рибосомную РНК и необходим для сборки 60S субъединицы 

рибосом (Morita et al., 2002). Кроме того, у S. cerevisiae и A. nidulans белок RPF2 

связывается с белком RRS1 и в комплексе с рибосомными белками RpL5 и RpL11 

участвует в связывании 5S рРНК, которая входит в большую 60S субъединицу 

рибосом (Zhang et al., 2007; Asano et al., 2015). 

Показано, что ген Non3 экспрессируется повсеместно и имеет наибольший 

уровень экспрессии в эмбрионах (0–12 ч), яичниках и семенниках дрозофилы 

(Gramates et al., 2017). Единственная мутация по гену Non3, которая была известна на 

начало выполнения данной работы, вызвана встраиванием трансгенной конструкции 

на основе Р-элемента в 5ʹ-некодирующую область этого гена. Мухи, гомозиготные по 

этой мутации, погибают, в то время как гетерозиготы не имеют никаких видимых 

нарушений развития. Отрывочные экспериментальные данные по белкам Non3 и 

RPF2 получены только для культивируемых клеток дрозофилы и человека, но не для 

целого организма или отдельных тканей (Hirano et al., 2009; Moutinho-Pereira et al., 

2013). В культивируемых клетках S2 дрозофилы гибридный флуоресцентный белок 
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Non3-eGFP выявляется исключительно в ядрышке на стадии интерфазы, причем его 

локализация не совпадает с маркером плотного фибриллярного компонента – белком 

Fibrillarin (Moutinho-Pereira et al., 2013). Было показано, что снижение количества 

белка Non3 посредством РНК-и приводит к формированию короткого ВД в клетках 

S2 дрозофилы (Moutinho-Pereira et al., 2013). Это единственный, описанный на момент 

выполнения данной работы, фенотип при РНК-и гена Non3. Ранее для целого ряда 

белков с ядрышковой локализацией было показано, что снижение их количества в 

культивируемых клетках S2 дрозофилы посредством РНК-и приводит к фенотипу 

«короткое ВД» (Moutinho-Pereira et al., 2013). В частности, это показано для 

ядрышкового белка NUCLEOSTEMIN 1 (NS1; ортолог у человека – 

NUCLEOSTEMIN) (Moutinho-Pereira et al., 2013). Однако, в настоящий момент не ясна 

природа данных нарушений – влияет ли отсутствие данных белков на сборку ВД 

напрямую либо опосредованно через нарушение биогенеза рибосом. 

 

1.3.4. Белок Mei-38 

Формирование нормального биполярного ВД является важным процессом, 

необходимым для правильной сегрегации хромосом. Сборка ВД зависит от 

совместного взаимодействия ряда MAP, что приводит к формированию МТ, а также 

влияет на динамику и организацию МТ (Karsenti, Vernos, 2001). Одним из таких 

высококонсервативных MAP, активность которого строго регулируется стадией 

клеточного цикла, является белок TPX2 у млекопитающих (targeting protein for Xklp2 

[Xenopus kinesin-like protein 2]) (Wittmann et al., 2000; Alfaro-Aco et al., 2017). У 

дрозофилы ортологом белка TPX2 является белок Mei-38 (Meiotic 38)/Ssp1/D-TPX2 

(Wu et al., 2008; Goshima, 2011). У человека белок TPX2 также известен как REPP86 

(restricted-expressed proliferation-associated protein 86) (Yao et al., 2018). 

Кинезин-подобный белок Xklp2, содержащий N-терминальный моторный 

домен и C-терминальный домен, отвечающий за направленность полюсов ВД, 

является плюс-конец-направляющим МТ моторным белком. Тем не менее, белок 

Xklp2 накапливается на минус-концах МТ ВД во время митоза (Boleti et al., 1996; 

Wittmann et al., 1998). При помощи белка GST-Xklp2-Tail, содержащего 250 а.о. 

C-терминального домена белка Xklp2, было показано, что белок TPX2 опосредует 
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локализацию белка Xklp2 на минус-концах МТ во время митоза в экстрактах 

ооцитов X. laevis, а также влияет на правильное разделение и перемещение 

центросом к полюсам ВД (Wittmann et al., 1998).  

Исследование локализации белка TPX2 в культивируемых клетках X. laevis 

показало, что во время интерфазы белок TPX2 в небольшом количестве присутствует 

в ядре (имеет сигнал ядерной локализации; NLS). С началом митоза белок TPX2 

располагается на митотическом ВД, а именно: во время профазы и прометафазы белок 

TPX2 располагается на полюсных МТ; во время метафазы полностью покрывает 

межполюсные МТ, однако отсутствует на полюсных МТ. В начале анафазы белок 

TPX2 сконцентрирован на полюсах ВД, во время поздней анафазы происходит его 

перераспределение в среднюю зону ВД (midzone), что приводит в дальнейшем на 

стадии телофазы к локализации белка TPX2 по обе стороны от поперечной перетяжки 

(midbody), при этом белок TPX2 отсутствует на центросомах (Wittmann et al., 2000). 

Исследование локализации белка TPX2 в клетках HeLa показало схожую картину – 

данный белок локализуется в ядре во время S- и G2-фазы, на МТ и полюсах ВД во 

время митоза (Perez, Malumbres, 2012; Neumayer et al., 2014). 

Было показано, что N-терминальный домен белка TPX2 непосредственно 

взаимодействует с киназой Aurora-A (Kufer et al., 2002; Bayliss et al., 2003; Eyers et 

al., 2003; Tsai et al., 2003; Giubettini et al., 2011). В результате происходит процесс 

связывания, активации и локализации белка Aurora-A на ВД, что необходимо для 

правильной сборки ВД, функционирования центросом и активации комплекса  

γ-TuRC (γ-tubulin ring complex) (Tsai, Zheng, 2005; Pinyol et al., 2013; Scrofani et al., 

2015). Часть C-терминального домена белка TPX2 содержит α-спиральные повторы, 

которые необходимы для опосредованной белковым комплексом augmin 

стимуляции формирования МТ в экстрактах ооцитов X. laevis (Sanchez-Pulido et al., 

2016; Alfaro-Aco et al., 2017). C-терминальный домен белка TPX2 взаимодействует с 

двумя митотическими кинезинами – Kif11/Eg5 и Kif15/Xklp2 (Wittmann et al., 2000; 

Eckerdt et al., 2008; Tanenbaum et al., 2009; Ma et al., 2010), опосредуя правильную 

локализацию данных моторных белков на ВД (Wittmann et al., 1998, 2000; Ma et al., 

2010; Helmke, Heald, 2014). Хотя организация доменов белка TPX2 обычно схожа 

для всех многоклеточных организмов, все же есть исключения. У белка TPXL-1 
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(TPX2-like protein 1) C. elegans присутствует только домен, ответственный за 

активацию киназы Aurora-A (Ozlu et al., 2005).  

Для D. melanogaster ортологом белка TPX2 является белок Mei-38, у которого 

отсутствуют домены, схожие с перечисленными выше, при этом белок Mei-38 имеет 

хоть и небольшую, но существенную гомологию с белком TPX2 (Goshima, 2011). Ген 

mei-38/Ssp1 был идентифицирован в двух независимых исследованиях. Аллель гена 

mei-38 впервые был обнаружен при генетическом скрининге самок D. melanogaster с 

повышенным уровнем нерасхождения X-хромосом (Baker, Carpenter; 1972). При 

полногеномном РНК-и скрининге, при котором изучалась морфология ВД, нокдаун 

гена mei-38 приводил к повышению процента клеток с нарушениями морфологии ВД: 

короткое, моноастральное биполярное и монополярное ВД (Goshima et al., 2007). Во 

время митоза и мейоза белок Mei-38 ко-локализуется с МТ ВД, при этом более 

активно с МТ, которые взаимодействуют с хромосомами и кинетохорными МТ. В 

клетках со сниженным количеством белка Mei-38 существенно снижена 

ко-локализация этого белка с кинетохорными МТ, что указывает на то, что белок Mei-

38 необходим для стабильности кинетохорных МТ (Wu et al., 2008).  

Прижизненная съемка гибридного флуоресцентного белка Mei-38-GFP в 

клетках S2 дрозофилы показала, что данный белок отсутствует в ядре, но 

ко-локализуется с центрами организации МТ (microtubule organization center; MTOC) 

во время профазы. На стадии прометафазы и метафазы связывание белка Mei-38-

GFP с MTOC становится менее сильным, при этом отмечается ко-локализация с МТ 

ВД, в том числе и с кинетохорными, при этом белок Mei-38-GFP отсутствует на 

полюсах ВД (как наблюдалось для белка TPX2 у позвоночных). Во время анафазы 

белок Mei-38-GFP равномерно покрывает МТ ВД, при этом предпочтительнее 

связываясь с кинетохорными, а не с полюсными МТ (Goshima, 2011). 

 

1.3.5. Белок Mast 

Динамичность МТ регулируется MAP, в том числе ключевыми регуляторами – 

белками семейства CLASP. Белки семейства CLASP человека впервые были 

идентифицированы как CLIP (cytoplasmic linker protein)-ассоциированные белки 

(Akhmanova et al.; 2001). Они образуют семейство с двумя ранее 
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идентифицированными белками: белком Stu1 (супрессор мутации β-тубулина) у 

S. cerevisiae и белком Mast (Multiple asters)/Orbit/Chromosome bows (Chb) (названный 

так из-за специфического фенотипа ВД у мутантов) у дрозофилы (Pasqualone, Huffaker, 

1994; Fedorova et al., 1997; Inoue et al., 2000; Lemos et al., 2000). Гомологичные члены 

семейства CLASP были идентифицированы у эукариот в качестве консервативных 

регуляторов динамики МТ (Hannak, Heald, 2006; Bratman, Chang, 2007). 

В клетках млекопитающих белки семейства CLASP (белок CLASP1 и 

CLASP2) локализуются на полимеризующихся плюс-концах МТ. Связывание 

белков семейства CLASP с плюс-концами МТ зависит от белка Eb1, которое 

опосредуется через Eb1-связывающий SxPI мотив (Mimori-Kiyosue et al., 2005). На 

плюс-концах МТ белок CLASP2 снижает динамику МТ, активирует стадии «паузы», 

«стабилизации» и «спасения» МТ во время интерфазы (Akhmanova et al., 2001; 

Drabek et al., 2006; Sousa et al., 2007). Во время митоза белок CLASP1 локализуется 

на кинетохорах и способствует включению гетеродимеров тубулина в кинетохорные 

МТ (Maiato et al., 2003, 2005; Cheeseman et al., 2005; Pereira et al., 2006). Белок 

CLASP2 имеет консервативный С-терминальный домен, необходимый для 

связывания белка CLIP-170, а также N-терминальный домен TOG (Akhmanova et al.; 

2001). Домен TOG выполняет функцию тубулин-связывающей платформы, в 

совокупности снижая динамику МТ (Widlund et al., 2011; Ayaz et al., 2012). В целом, 

белки семейства CLASP млекопитающих являются ключевыми пространственными 

регуляторами динамики интерфазных МТ, структуры и динамики ВД.  

Белок Mast дрозофилы, входящий в семейство белков CLASP, индуцирует 

полимеризацию МТ на кинетохор-ассоциированных плюс-концах МТ (Inoue et al., 

2000; Lemos et al., 2000; Fedorova et al., 1997). Филогенетический анализ показал, что 

белок Mast является высококонсервативным белком-ортологом человеческих 

белков (CLASP1 и CLASP2) и белков C. elegans (cls-1, cls-2 и cls-3), поскольку 

наблюдается высокая гомология а.о. между представителями семейства CLASP 

белков (D. melanogaster, человек, C. elegans).  

Впервые мутантный аллель гена Mast, mastP1, был идентифицирован 

Омельянчуком Л.В. и коллегами (Omelyanchuk et al., 1997). В дальнейшем было 

идентифицировано еще два аллеля, индуцированных встройкой Р-элемента: mastP2 

и mastP3 (Lemos et al., 2000). Четвертый аллель, mastP4, был получен путем 
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ремобилизации Р-элемента в линии mastP1 (Lemos et al., 2000). Количественная 

оценка распределения клеток по стадиям митоза указывает на то, что все мутантные 

аллели гена mast приводят к уменьшению числа клеток в профазе, значительному 

увеличению числа клеток в промета- и метафазе и уменьшению доли клеток, 

находящихся на стадии анафазы и телофазы. Количественная оценка различных 

типов митотических аномалий показала, что большинство аллелей гена mast 

значительно увеличивает долю полиплоидных клеток, а также приводит к 

образованию большого количества как монополярных, так и мультиполярных ВД 

(Inoue et al., 2000; Lemos et al., 2000). По степени влияния на жизнеспособность и 

возникновение специфических митотических фенотипов мутантные аллели 

располагаются в следующем порядке: mastP2 < mastP1 < mastP3 < mastP4 (от меньшей 

к большей) (Lemos et al., 2000). В совокупности эти данные указывают на то, что 

мутации в гене mast вызывают серьезные нарушения в сегрегации хромосом, что 

приводит к аресту клеток на стадии промета- и метафазы.  

Исследования внутриклеточной локализации белка Mast как в клетках 

дрозофилы, так и в клетках млекопитающих показали, что в интерфазе данный белок 

сосредоточен на MTOC и ко-локализуется с α-тубулином. Во время профазы белок 

Mast накапливается в MTOC, а со стадии метафазы ˗ локализуется на центросомах, 

ВД, центромерах, сохраняя такую локализацию до стадии анафазы Б. При 

наступлении анафазы Б белок Mast концентрируется в центральной зоне ВД, 

ассоциированной с межполюсными МТ, при этом локализация на центросомах 

остается слабой вплоть до наступления телофазы. Во время поздней телофазы белок 

Mast локализуется по обе стороны от поперечной перетяжки, локализация на 

центросомах становится едва заметной (Inoue et al., 2000; Lemos et al., 2000; Maiato 

et al., 2003; D’Avino et al., 2005). В итоге такая локализация белка Mast указывает на 

то, что он ассоциируется с МТ в течение всего клеточного деления.  

 

1.4. Методы деполимеризации микротрубочек 

Многие годы для изучения процесса клеточного деления используются различные 

методы деполимеризации МТ ВД; это позволяет более детально изучать скорость 

пролиферации клеток, исследовать механизмы формирования ВД, идентифицировать 
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белки, участвующие в данном процессе. Природные вещества, способные связываться с 

тубулином или МТ, первоначально были выделены в виде экстрактов из различных 

растений. Они использовались в качестве лекарственных средств в течение тысячелетий, 

а в последние семь десятилетий приобрели первостепенное значение как в терапии рака, 

так и в качестве экспериментальных инструментов для понимания биологии МТ. 

Колхицин (colchicine), выделенный из безвременника осеннего (Colchicum 

autumnale) (Santavy, Reichstein, 1950), известен дольше других митостатиков и играет 

центральную роль в появлении первых исследований МТ и молекулярных аспектов 

митоза. Использование колхицина впервые позволило провести процедуру ареста 

пролиферирующих клеток на стадии митоза (Pernice, 1889), и это открытие дало 

начало новой области исследования митоза в 1930-х годах, когда колхицин 

использовался для оценки скорости пролиферации у растений и животных. Колхицин 

является характерным анти-МТ и антимитотическим препаратом. Он способен 

связываться с β-тубулином, располагающимся рядом с α-тубулином в гетеродимере, 

в результате чего происходит изменение в конфигурации β-тубулина, что в итоге 

приводит к нарушению процесса полимеризации МТ (Ravelli et al., 2004; Barbier et al., 

2010). Деполимеризующее действие колхицина является субстехиометрическим – 

только ~5% гетеродимеров тубулина должны быть связаны с колхицином для 

остановки клеток в митозе (Taylor, 1965), и подобное фракционное заполнение 

ингибирует полимеризацию оставшегося «чистого» (без воздействия колхицина) 

тубулина (Olmsted et al, 1973; Bergen, Borisy, 1983). Однако при добавлении к клеткам 

колхицина важно следить за временем инкубации и концентрацией, так как 

необходимо соблюдать равновесие между количеством препарата и тубулином. 

Медленная скорость связывания и диссоциации колхицина стала основной 

причиной для использования колцемида (colcemid) и нокодазола (nocodazole) для 

рутинной деполимеризации МТ. Колцемид (также называемый демеколцин; 

demecolcine) – синтетический аналог колхицина. Первоначально использовался в 

качестве лекарственного препарата против рака из-за его низкой токсичности, в 

настоящее же время используется только в качестве инструмента для остановки 

клеток на стадии митоза в различных цитогенетических исследованиях. Связывание 

колцемида с тубулином происходит таким же образом, как и колхицина, но скорость 

связывания и диссоциации выше в 10 раз (Ray et al., 1984). 
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Колхицин и близкие к нему производные (в том числе и колцемид) 

эффективно преобразуются при воздействии длинноволнового УФ излучения в ряд 

сильно перегруппированных молекул (когда происходит изменение взаимного 

расположения атомов в молекуле, места кратных связей и их кратности), 

называемых люмиколхицинами (lumicolchicines) (Chapman et al., 1963). 

Люмиколхицины используются в качестве отрицательного контроля в 

исследованиях с использованием колхицина. 

Еще одним препаратом, структурно напоминающим колхицин, является 

комбретастатин A4 (combretastatin A4), выделенный путем фракционирования 

экстрактов Combretum cuffrum (Pettit et al., 1995). Он связывается с тубулином 

быстрее, чем колхицин, но при этом показывает схожую картину деполимеризации 

МТ (Lin et al., 1989). Также было обнаружено нитробензольное производное 

комбретастатина A4 («клетчатый» комбретастатин; “caged” combretastatin), которое 

является удобным инструментом для пространственно-временного контроля 

полимеризации МТ с противоположными свойствами колцемида, поскольку данное 

вещество не инактивируется при воздействии УФ излучения, а наоборот происходит 

его активация (Wuhr et al., 2010). Так, фотоактивация «клетчатого» комбретастатина 

при использовании конфокальной микроскопии позволила осуществить локальную 

индукцию деполимеризации МТ в эмбрионах рыбок zebrafish, что выявило динеин-

опосредуемую силу, которая «тянет» МТ к центросомам (Hamaguchi, Hiramoto, 1986). 

Нокодазол был разработан De Brabander и коллегами (De Brabander et al., 

1976) и является, пожалуй, наиболее используемым препаратом для 

деполимеризации МТ клеточными биологами (не используется в качестве 

клинического препарата). Нокодазол связывается с β-тубулином и блокирует 

полимеризацию МТ, но механизм связывания изучен не так хорошо, как в случае 

колхицина. Добавление нокодазола к клеткам млекопитающих применяется для 

клеточного ареста в митозе, а при вымывании препарата происходит высвобождение 

клеток и их переход на стадию цитокинеза и G1. Однако использование нокодазола 

с концентрацией выше ~500 нМ приводит к митотическому аресту, причем в клетках 

снижается количество либо совсем отсутствуют МТ, а также нарушена регуляция 

митотических киназ (De Brabander et al., 1976). 
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Помимо описанных выше способов деполимеризации МТ химическими 

веществами, существует иной метод – холодовая обработка, которую также активно 

применяют для исследования структуры и функций МТ. В основе данного метода 

находится теория динамического равновесия, разработанная Inoue (Inoue, 1952, 

1964), согласно которой при любой обработке (холодом, колхицином и т. д.) 

происходит нарушение равновесия в гетеродимерах тубулина между  

α- и β-субъединицами. Однако так как холодовая обработка исключает воздействие 

каких-либо веществ на клетку, полученные результаты (при исследовании митоза, 

функций МТ, воздействия снижения количества белков на сборку ВД и т. д.) 

отображают картину, более схожую с той, что происходит в клетке, с которой не 

совершалось каких-либо манипуляций. 

 

1.5. Культивируемые клеточные линии D. melanogaster 

Культивируемые культуры клеток D. melanogaster стали неотъемлемой 

частью в разного рода исследованиях и являются удобной модельной системой для 

исследования процесса клеточного деления. Митоз дрозофилы – полузакрытый. 

Особенность данного типа митоза заключается в том, что в прометафазе ядерная 

оболочка не разрушается полностью, а лишь фрагментируется, образуя при этом 

контур из мембран, которые ограничивают область ВД, – так называемую оболочку 

ВД (Sazer et al., 2014; Strunov et al., 2016).  

Клеточные линии дрозофилы первоначально были получены из эмбрионов, 

находящихся на разных стадиях развития (Echalier et al., 1969; Kakpakov et al., 1969; 

Mosna, Dolfini, 1972; Schneider, 1972), которые по-прежнему являются наиболее 

распространенным исходным материалом для создания новых клеточных линий (Simcox 

et al., 2008; Lecland et al., 2013). Было обнаружено, что некоторые из этих клеточных 

линий обладают свойствами, характерными для гемоцитов (Lunstrum et al., 1988; Andres, 

Cherbas, 1992). В 80-90-е годы XX века клеточные линии также были получены из тканей 

личинок третьего возраста: имагинальных дисков (Ui et al., 1987; Currie et al., 1988) и 

нервных ганглиев (Ui et al., 1994). Например, клеточная линия fGS/OSS была получена 

из смеси зародышевых и соматических клеток оболочки яичников особей, мутантных по 



46 

 

гену bam (Niki et al., 2006); две производные линии клеток, полученные из fGS/OSS, 

содержат только соматические клетки (Saito et al., 2009). 

Созданный в 2003 году центр «The Drosophila Genomics Resource Center» 

(DGRC) сделал доступными для научного сообщества более 150 разнообразных 

клеточных линий. Помимо этого, реализация проекта «Model Organism Encyclopedia 

of DNA elements» (modENCODE, 2007-2012) привела к получению огромного 

количества высококачественных общедоступных геномных данных о клеточных 

линиях дрозофилы, включая данные о хроматиновых метках (Kharchenko et al., 2011; 

Riddle et al., 2011, 2012), инсуляторах (Schwartz et al., 2012) и вариантах гистонов 

(Henikoff et al., 2009) для четырех «основных» клеточных линий: Kc167 и S2-DRSC 

(получены из эмбрионов); CME Cl.8+ (получена из крыловых имагинальных 

дисков); ML-DmBG3-c2 (получена из нервных ганглиев). Помимо этого, были 

получены данные относительно транскрипционной активности генов в 

четырех «основных» и 23 дополнительных клеточных линиях (Cherbas et al., 2011; 

Wen et al., 2014; Brown et al., 2014). Только около 3000 генов экспрессируются на 

достаточном для идентификации уровне в клеточных линиях, на которых были 

проведены исследования проекта modENCODE (Cherbas et al., 2011). Некоторые из 

этих генов повсеместно экспрессируются во всех клеточных линиях на более 

высоком уровне, чем в интактном (не подвергавшемся экспериментальному 

воздействию) организме, что, вероятно, связано с пролиферацией и бессмертием 

данных клеточных линий. В целом, клеточные линии демонстрируют признаки и 

свойства, характерные для клеток-прародителей с наложением транскрипционных 

свойств, характерных для клеточных линий (Cherbas, Gong, 2014). 

Клеточные линии, без сомнения, не являются «нормальными» клетками в 

классическом понимании этого слова. Так, при долгосрочном культивировании 

может происходить элиминация хромосом либо полиплоидизация (например, линии 

клеток S2 и Кс167 являются тетраплоидными), а также возникновение мутантных 

субпопуляций, из-за чего культура клеток становится неоднородной (Baust et al., 

2017). Из-за отсутствия гуморального контроля со стороны организма повышается 

доля клеток с нарушением митоза (трех- и четырехполюсные ВД, асимметричное 

расхождение хромосом). По этим причинам необходимо тщательно подходить к 

выбору экспериментов, для которых конкретная клеточная линия подходит, а также 
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подтверждать полученные результаты in vivo (на уровне организма), так как во всех 

клеточных линиях произошли существенные геномные перестройки (Lee et al., 2014; 

Cherbas L, Cherbas P, 1997), из-за чего характеристики и свойства данных клеток не 

схожи с таковыми у исходных клеток.  

В настоящее время культивируемые клетки S2 (Schneider’s 2) дрозофилы 

широко используются многими лабораториями для изучения клеточной морфологии 

и процесса митоза благодаря простоте выполнения и высокой эффективности 

процедуры РНК-и. Важно отметить, что была описана вариабельность митоза даже 

в клетках, не подвергавшихся РНК-и, и поэтому при работе с данной культурой 

клеток рекомендуется тщательнее подходить к выбору контроля (Goshima, 2010). 

Линия S2 получена из поздних эмбрионов дрозофилы (20-24 часа после 

оплодотворения) в 1970 г. Было показано, что исходные клетки линии S2 имеют 

диаметр 5-11 мкм (Schneider, 1972); кариотип женский, тетраплоидный (Lee et al., 

2014); клетки имеют округлую форму, иногда образуют небольшие выросты; 

митотический индекс составляет 6,05 ± 0,77 (Strunov et al., 2016). Данные 

транскриптомного анализа показали, что клетки линии S2 дрозофилы произошли из 

клеток гемоцитарного ряда и экспрессируют некоторые маркеры, характерные для 

кристаллических и плазматических клеток (Cherbas et al., 2011). При использовании 

световой микроскопии было установлено, что ВД в линии клеток S2, как и во многих 

других клетках дрозофилы (за исключением мейоза ооцитов), является 

амфиастральным, то есть формируется центросомо-зависимым способом, но в 

случае утраты MTOC клетки способны прибегать к альтернативному, 

анастральному кинетохор-зависимому способу (Kwon et al., 2004). 

 

1.6. Заключение 

Кинетохор-зависимое формирование МТ вносит большой вклад в процесс 

сборки функционального ВД, играющего ключевую роль в клеточном делении. В 

последние годы появляется все больше данных о множестве белков и белковых 

комплексах, задействованных в формировании кинетохорных волокон МТ, для 

которых характерна определенная локализация и функции на каждой стадии 

клеточного деления. Так, в исследованиях на клетках человека, лягушки и дрозофилы 
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был идентифицирован ряд белков, контролирующих кинетохор-зависимое 

формирование МТ. В исследованиях на клетках человека было показано, что данный 

процесс ингибируется при снижении количества белков TPX2, HURP, Aurora A, 

Aurora B или INCENP, но при этом не происходит нарушения формирования МТ от 

центросом (Tulu et al., 2006; Torosantucci et al., 2008; Kallio et al., 2002; Koffa et al., 

2006; Casanova et al., 2008). В клетках мозга личинок дрозофилы кинетохор-

зависимый повторный рост МТ ингибируется снижением количества белка Misato 

(Mst), взаимодействующего с комплексами Tubulin Chaperone Protein-1 (TCP-1) и 

Tubulin Prefoldin, которые также необходимы для кинетохор-зависимого повторного 

роста МТ (Mottier-Pavie et al., 2011; Palumbo et al., 2015). Другими факторами, 

необходимыми для эффективного повторного роста МТ от хромосом и/или 

кинетохоров в соматических клетках дрозофилы являются MT-связывающий белок 

Ensconsin (Ens), гомологичный белку MAP7 человека (Gallaud et al., 2014), γ-тубулин 

и MT-полимераза Msps (TOGp) (Bucciarelli et al., 2009). Также в клетках 

млекопитающих при снижении количества комплекса MCRS1-KANSL1-KANSL3, 

взаимодействующего с минус-концами МТ (Meunier, Vernos, 2011; Meunier et al., 

2015), и из-за нарушений в привлечении тубулина на кинетохоры комплексом 

Nup107-160 (Mishra et al., 2010) кинетохор-зависимый повторный рост МТ снижается. 

Результаты вышеописанных исследований указывают на то, что факторы, 

участвующие в кинетохор-зависимом росте МТ, активно изучаются на момент 

написания данной работы. Однако, несмотря на это, механизм и большинство белков-

участников кинетохор-зависимого формирования ВД в настоящее время все еще 

остаются плохо изученными и требуют тщательного исследования. 

По результатам анализа литературных данных, для данного исследования были 

отобраны следующие белки:1) для которых ранее было показано участие в сборке ВД, 

таких как белки Mars (HURP; здесь и далее в скобках указан человеческий гомолог) и 

Mei-38 (TPX2); 2) факторов, связанных с плюс-концами МТ – белков Eb1 

(MAPRE1/EB1) и Mast (CLASP1); 3) малоизученного белка Non3 (RPF2), который 

вероятно играет роль в формировании ВД. Использование процедуры РНК-и в 

сочетании с методом колцемидной либо холодовой обработки клеток позволит 

детально изучить роль белков Eb1, Mars, Non3, Mei 38 и Mast в процессе повторного 

роста МТ от хромосом и/или кинетохоров в культивируемых клетках S2 дрозофилы.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы 

В качестве материала для исследования были использованы эмбриональные 

клеточные линии S2 D. melanogaster дикого типа (Schneider, 1972), любезно 

предоставленные профессором Маурицио Гатти (университет La Sapienza, Рим, Италия) 

и трансгенные линии клеток S2 дрозофилы, экспрессирующие гибридный белок 

mCherry-α-тубулин либо mScarlet-α-тубулин в сочетании с исследуемыми белками, 

слитыми с флуоресцентным белком eGFP, полученные Яринич Л.А. (сотрудник 

лаборатории клеточного деления (ЛКД) ИМКБ СО РАН) (Таблица 6, см. п. 2.2.3.3.). 

 

2.2. Методы 

2.2.1. Молекулярно-биологические методы 

2.2.1.1. Амплификация ДНК при помощи ПЦР 

Фрагменты ДНК изучаемых генов (для последующего синтеза молекул 

дцРНК и выполнения процедуры РНК-и) получали при помощи метода 

полимеразной цепной реакции (ПЦР), используя в качестве матрицы геномную ДНК 

(гДНК) или кДНК-библиотеку, созданную на основе мРНК 0–24-часовых эмбрионов 

D. melanogaster, а также специфические олигонуклеотидные праймеры (Таблица 1; 

кроме праймеров pBS-F1 и pBS-R1). 

Реакционная смесь объемом 50 мкл включала в себя: 10 мкл 5× буфера HF для 

Phusion-полимеразы (ThermoScientific, США); 4 мкл 2,5 мМ dNTP 

(дезоксинуклеозидтрифосфата) (эквимолярной смеси dATP, dCTP, dGTP, dTTP); по 

2 мкл 10 мкМ прямого и обратного праймера; 0,5 мкл Phusion-полимеразы 

(2 е.а./мкл); 1 пг кДНК-матрицы (в случае гДНК использовали 10 нг). Реакцию ПЦР 

проводили на амплификаторе Bio-Rad (США) по следующей программе: 

денатурация ДНК 98°C – 1 мин с последующей амплификацией (35 циклов):  
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98°C – 30 сек; 45–62°C (в зависимости от температуры отжига праймеров) – 20 сек; 

72°C – 1,5 мин. После циклической амплификации – элонгация при 72°C – 5–10 мин. 

 

Таблица 1. Характеристика олигонуклеотидных праймеров, использованных для 

амплификации интересующих фрагментов ДНК.  

Название 

праймера 

Последовательность 

праймера (5′->3′) * 

Температура 

отжига, °C ** 

Ожидаемый размер 

продукта ПЦР, п.н. 

Mars-5' *tgaactcgcgct 54,1 614  

(гДНК или кДНК) Mars-3' *aactgctgcaga 46,5 

Mast-5' *cgttctcggagc 66,4 950 

(гДНК или кДНК) Mast-3' *atgtccacgaag 53,9 

Non3-5' *tgttgctggccag 59,8 770 (гДНК) 

724 (кДНК) Non3-3' *gcgtctgtgctaatg 60,5 

mei-38-5' *cgtccaaggatg 45,1 653 

(гДНК или кДНК) mei-38-3' *tggaagggtctg 45,7 

Eb1-5' *tgctgccgcgca 63,4 547 (гДНК) 

363 (кДНК) **** Eb1-3' *tggtgcatcgtcaggc 60,2 

pBS-F1 *** cagggttttcccagtcacgac 62,6 зависит от размера  

встройки pBS-R1 *** ggctttacactttatgcttcc 59,3 

* На 5ʹ конце олигонуклеотидных праймеров располагается последовательность 

TAATACGACTCACTATAGGGAGG (5′->3′) – последовательность промотора 

РНК-полимеразы T7 (Milligan et al., 1987) (не показана в таблице). ** Расчетная температура 

отжига уникальных частей олигонуклеотидных праймеров (без последовательности промотора 

РНК-полимеразы T7). Расчет температуры производился при помощи онлайн-ресурса New 

BioLabs Tm Calculator v.1.9.7 (http://tmcalculator.neb.com). *** Данные праймеры специфичны 

к векторной ДНК pGEM®-T Easy Vector System I (Promega, США), они фланкируют место 

клонирования встройки в данный вектор. **** При амплификации ПЦР-фрагмента с 

использованием данных праймеров в качестве матрицы использовали кДНК-библиотеку. 

 

2.2.1.2. Электрофорез в агарозном геле 

Фрагменты ДНК, полученные после амплификации, смешивали с 

10× раствором для нанесения (50% глицерин; 0,2% бромфеноловый синий) в 

соотношении 10:1 и разделяли в 1% агарозном геле, приготовленном на 1× ТАЕ 

буфере (40 мМ Трис-HCl (pH 8,0); 20 мM уксуснокислый натрий; 1 мM ЭДТА) с 

10 мкг/мкл бромистого этидия, при напряженности поля 2,5 В/см 40–60 мин. 

Результат электрофореза детектировали под УФ излучением на приборе ChemiDoc 
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XRS System (Bio-Rad, США). Фрагмент геля, содержащий нужный ПЦР-продукт, 

вырезали для дальнейшей очистки. 

 

2.2.1.3. Выделение ДНК из агарозного геля 

Выделение фрагмента ДНК из агарозного геля проводилось с использованием 

набора «Для элюции ДНК из агарозного геля» (Биосилика, Россия) по прилагаемой 

фирмой-производителем методике. 

 

2.2.1.4. Лигирование фрагментов ДНК 

Расчет соотношения количества вектора и вставки осуществляли исходя из 

молярного соотношения вектор/вставка, равного 1:3. Реакцию лигирования 

проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, включающей в себя: 1 е.а./мкл 

ДНК-лигазы фага Т4; 2 мкл 10× реакционного буфера (50 мМ Трис-HCl (pH 7,8 при 

25°С); 10 мМ МgCl2; 10 мМ ДТТ; 1 мМ ATФ; 25 мкг/мл БСА); 37,5 фмоль 

встраиваемого фрагмента ДНК; 12,5 фмоль векторной ДНК pGEM®-T Easy Vector 

System I (Promega, США). Лигирование проводили при 4°C 12–14 часов. 

 

2.2.1.5. Очистка лигазной смеси осаждением этанолом 

Так как лигазная смесь является токсичной для клеток E. сoli, то перед 

трансформацией ее необходимо очистить. Для этого к лигазной смеси добавляли: 

40 мкл деионизованной воды; 5 мкл 3М NaAc (pH 5,2); 125 мкл 96% этанола. Затем 

смесь инкубировали при ˗70°C 30 мин, после центрифугировали (18×103 g, 4°C, 

20 мин). Полученный осадок промывали 500 мкл охлажденного 70% этанола, после 

чего центрифугировали (18×103 g, 4°C, 10 мин). Осадок сушили при комнатной 

температуре 15–20 мин, после ресуспендировали в 20 мкл деионизованной воды. 
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2.2.1.6. Электрокомпетентные клетки E. coli 

Приготовление стартовой культуры: петлей либо стерильной зубочисткой 

вносили одну колонию штамма Top-10 бактерий E. coli в пробирку с 10 мл среды LB 

(10 г/л NaCl; 10 г/л триптон; 5 г/л дрожжевой экстракт; рН 7,5), стерилизованной 

автоклавированием, содержащей 12 мкг/мл тетрациклина (Applichem, Германия). 

Инкубировали в течение ночи на орбитальном шейкере (37°C, 250 об/мин). Затем 

1 мл стартовой культуры вносили в 1 литр свежей среды LB и наращивали на 

орбитальном шейкере при 37°C до лог-фазы D600 ~ 0,5–0,7 (около 2,5–3 часов). 

Клетки охлаждали на льду 20 мин и центрифугировали (2,5–3×103 g, 4°C, 10 мин). 

Осадок полученных электрокомпетентных клеток промывали деионизованной 

водой с последующим центрифугированием (2,5–3×103 g, 4°C, 5 мин). Осадок 

клеток разводили в 1 мл 10% глицерина и аликвотировали получившуюся 

клеточную суспензию по 40 мкл в пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf, Германия), 

после чего хранили при ˗70°С для последующей трансформации. 

 

2.2.1.7. Трансформация электрокомпетентных клеток E. coli 

Кювету с зазором 0,1 см, используемую для электропорации (Bio-Rad, США), 

предварительно охлаждали на льду 10 мин. ~1,5×108 электрокомпетентных клеток 

E. coli в объеме 40 мкл оттаивали на льду 10 мин, добавляли к ним 1 мкл очищенной 

лигазной смеси и выдерживали на льду 5 мин. Затем переносили смесь в 

охлажденную кювету и подвергали электропорации при помощи прибора Gene 

PulserX cell Microbial System (Bio-Rad, США) при 1,8 кВ, 25 мкФ, 200 Ом, после чего 

клеточную суспензию немедленно вымывали из кюветы добавлением 500–1000 мкл 

предварительно нагретой до 37°C среды LB и переносили в пробирки объемом 

1,5 мл (Eppendorf, Германия). Клетки инкубировали на орбитальном шейкере при 

37°С и 220 об/мин 45–60 мин. Далее 100 мкл полученной клеточной суспензии 

высевали на чашки Петри с селективной питательной средой (LB-агар) содержащей 

100 мкг/мл ампициллина (СИНТЕЗ, Россия) и 40 мкг/мл X-gal (Fermentas, США) и 

растирали стерильным шпателем или стерильными стеклянными шариками. Клетки 
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выращивали в термостате 16–18 часов при 37°C до появления колоний, чашки с 

которыми затем хранили при 4°С (не более двух недель). 

 

2.2.1.8. ПЦР-проверка трансформированных клеток E. coli  

Проверку наличия встраивания фрагмента в плазмидный вектор pGEM®-T Easy 

Vector System I (Promega, США) в колониях, полученных после трансформации 

бактерий E. coli, проверяли методом ПЦР (см. п. 2.2.1.1.). В качестве матрицы 

использовались отдельные колонии, предварительно ресуспендированные в 10 мкл 

деионизованной воды, пробирки с которыми во время проведения ПЦР-проверки 

хранились при 4°C. Для проверки использовались праймеры pBS-F1 и pBS-R1, 

специфичные к последовательности вектора и фланкирующие место клонированной 

встройки (Таблица 1). Размеры вставки определяли с помощью электрофореза в 

1% агарозном геле (см. п. 2.2.1.2.). Отобранные клоны бактерий использовали для 

наработки плазмидной ДНК. 

 

2.2.1.9. Выделение плазмидной ДНК 

Колонии клеток E. coli, содержащие (предположительно) правильные 

плазмидные конструкции, инкубировали на орбитальном шейкере в 10 мл среды LB, 

содержащей 100 мкг/мл ампициллина (СИНТЕЗ, Россия), при 37°C и 220 об/мин  

16–18 часов. Плазмидную ДНК из полученных клеток выделяли набором «Для 

выделения плазмидной ДНК» (Биосилика, Россия) по прилагаемому фирмой-

производителем протоколу. Концентрацию полученного раствора ДНК определяли 

при помощи спектрофотометра NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, США), 

чистоту препарата плазмидной ДНК определяли по соотношениям А260/А280  

(в норме ≥ 1,9) и А260/A230 (в норме ≥ 2). 

 

2.2.1.10. Определение нуклеотидной последовательности ДНК (по Сэнгеру) 

Определение нуклеотидной последовательности ДНК проводили с 

использованием набора «BigDye Terminator v3.1 cycle Sequensing Kit» 
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(ThermoScientific, США). Реакционная смесь объемом 10 мкл включала: 2 мкл 

5× буфера BigDye Terminator; 0,6 мкл BigDye Terminator v3.1; 1 мкл 10 мкМ 

праймера; 300 нг ДНК. Условия реакции: предварительная денатурация ДНК при 

96°C – 1 мин с последующей амплификацией (35 циклов): 96°C – 30 сек,  

56°С – 30 сек, 60°С – 4 мин. Для секвенирования использовались праймеры pBS-F1 

и pBS-R1, специфичные к последовательностям вектора и фланкирующие место 

клонированной встройки (Таблица 1). 

После окончания реакции полученную смесь очищали следующим образом: 

добавляли 50 мкл деионизованной воды, затем образец переносили в 

микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf, Германия) и добавляли 

90 мкл изопропанола (конечная концентрация в растворе 60%), инкубировали при 

комнатной температуре 20 мин, предварительно закрыв образцы от воздействия 

света фольгой. Далее центрифугировали (14×103 g, 22°C, 20 мин). После отбирали 

супернатант и промывали осадок 200 мкл охлажденного 70% этанола с 

последующим центрифугированием (14×103 g, 4°C, 10 мин). Данную процедуру 

отмывки повторяли еще один раз. Затем отбирали супернатант, оставляя ~15–20 мкл 

жидкости. Полученный фрагмент ДНК высушивали при помощи центрифуги 

Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf, Германия) в режиме V-AL 30 мин при 

комнатной температуре. Секвенирование проводили с помощью капиллярного 

секвенатора Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) на 

базе центра коллективного пользования (ЦКП) ИМКБ СО РАН. 

 

2.2.1.11. Синтез дцРНК 

Синтез дцРНК осуществляли методом in vitro транскрипции при 

использовании ДНК-зависимой РНК-полимеразы T7 (ThermoScientific, США) и 

RiboLock RNase Inhibitor (40 е.а./мкл) (ThermoScientific, США) согласно 

прилагаемым фирменным протоколам. При этом соблюдался ряд правил 

(применялись для всех процедур, связанных с работой с РНК): работа в специальном 

ламинарном боксе для работ только с РНК, обработанном реагентом RNase Zap 

(Ambien, Литва), использование отдельного набора пипеток (для работ только с 

РНК) и наконечников с фильтрами. 
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2.2.1.12. Очистка дцРНК перед проведением РНК-интерференции 

Очистку дцРНК от ДНК проводили с использованием фермента DNase I 

(1 е.а./мкл) (Megascript Kit, Life Technology, Ambion, Литва). К каждым 150 мкл дцРНК 

добавляли 2 мкл фермента DNase I и инкубировали смесь при 37°C 15 мин. Далее 

добавляли 600 мкл 96% этанола и 150 мкл раствора, содержащего 5 мМ ацетат аммония 

и 100 мМ ЭДТА. Смесь инкубировали при ˗20°С 1 час, затем центрифугировали 

(18×103 g, 4°С, 30 мин). Отбирали супернатант, оставляя ~100 мкл жидкости. 

Промывали осадок 700 мкл охлажденного (при ˗20°С) 70% этанола, центрифугировали 

(18×103 g, 4°С, 30 мин). Осадок сушили при 37°С 10–15 мин и растворяли в 50 мкл 

стерильной воды, свободной от ДНКаз и РНКаз (Биолабмикс, Россия).  

 

2.2.1.13. Выделение тотальной РНК 

Для выделения тотальной РНК использовали 2–3×106 клеток S2 дрозофилы и 

реагент «RNAzol® RT» (Molecular Research Center, Inc., США). Процедуру 

выполняли в полном соответствии с инструкцией производителя. Геномную ДНК 

удаляли при помощи «RapidOut DNA Removal Kit» (ThermoScientific, США) в 

соответствии с инструкцией производителя. После концентрацию РНК измеряли на 

спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, США), и по 

соотношению А260/А280 (в норме ≥ 1,9) оценивали чистоту выделенного препарата. 

Чистоту и качество полученной тотальной РНК также проверяли при помощи 

электрофореза в 1% агарозном геле (см. п. 2.2.1.2.). Пробы тотальной РНК хранили 

при ˗70°C в течение 1 года. 

 

2.2.1.14. Обратная транскрипция 

Синтез кДНК проводили методом обратной транскрипции в 20 мкл 

реакционной смеси с использованием «RevertAid reverse transcriptase» 

(ThermoScientific, США) и «RNaseOut Recombinant RNase Inhibitor» 

(ThermoScientific, США). 2 мкг тотальной РНК, растворенной в 12,5 мкл стерильной 

воды, свободной от ДНКаз и РНКаз (Биолабмикс, Россия), смешивали с 1 мкл 50 мМ 
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олиго-(dT)20 праймера (Биоссет, Россия), с последующим отжигом праймеров на 

матрице РНК при 65°C 5 мин в амплификаторе с последующим немедленным 

охлаждением в течение 2 мин на льду. Далее 13,5 мкл полученного образца 

добавляли к реакционной смеси, содержащей: 4 мкл 5× First-Strand Buffer 

(ThermoScientific, США); 1 мкл RNaseOut Recombinant RNase Inhibitor; 0,5 мкл 

RevertAid reverse transcriptase (200 е.а./мкл); 1 мкл 10 мМ dNTP. Реакцию проводили 

1 час при 42°С. Для приготовления контроля на загрязнение гДНК (no-reverse 

transcription control; NRT) к образцу кДНК добавлялась реакционная смесь, в 

которой RNaseOut Recombinant RNase Inhibitor и RevertAid reverse transcriptase были 

заменены на эквивалентное количество воды, свободной от ДНКаз и РНКаз 

(Биолабмикс, Россия). Пробы кДНК хранили при ˗20°C. 

 

2.2.1.15. Количественная ПЦР с детекцией результатов  

в режиме реального времени 

Полученную в ходе обратной транскрипции кДНК разводили в 20 раз 

деионизованной водой и в количестве 5 мкл раствора кДНК добавляли к реакционной 

смеси объемом 20 мкл, содержащей: 12,5 мкл 2× HS-qPCR SYBR Blue (Биолабмикс, 

Россия); по 1,25 мкл 10 мкМ праймеров (Таблица 2); 5 мкл деионизованной воды. 

Количественную ПЦР в реальном времени проводили в амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, 

США) согласно протоколу производителя. Дизайн праймеров (Таблица 2) выполняли, 

используя программы Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) и 

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/).  

Для каждой пары праймеров эффективность определяли путем построения 

стандартной кривой с использованием разведений кДНК, полученной из клеток S2 

дрозофилы дикого типа, в соответствии с ранее опубликованными рекомендациями 

(Bustin et.al., 2009). Уровень экспрессии мРНК исследуемых генов был 

нормализован относительно уровня экспрессии гена домашнего хозяйства RpL32. В 

качестве контроля на загрязнение гДНК использовались образцы, которые были 

синтезированы в отсутствие ревертазы (NRT); образцы, в которых кДНК была 

заменена деионизованной водой (no-template control; NTC), использовались в 

качестве отрицательного контроля. Температурный режим ПЦР включал начальную 
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денатурацию 5 мин при 95°C и последующие 39 циклов: 95°C – 15 сек; 60°C – 30 сек; 

72°C – 30 сек. Специфичность целевого продукта устанавливали с помощью 

аналитического плавления по завершении процесса амплификации в диапазоне 

температур от 65°C до 95°C (шаг: + 0,05°C/сек). Обработку результатов проводили 

с использованием программного обеспечения Bio-Rad CFX Manager 2.1. Количество 

продукта амплификации рассчитывали по формуле N = ∆∆Cq с учетом разведения, 

где N – число копий гена, присутствовавших в реакции, Cq (quantification cycle) – 

количество циклов амплификации (Bustin et.al., 2009). 

 

Таблица 2. Характеристика праймеров, использованных для анализа уровня экспрессии 

генов с помощью количественной ПЦР в реальном времени. 

Название 

праймера 

Последовательность 

праймера (5′->3′) 

Температура 

отжига, °C  

Размер ПЦР-

продукта, п.н. 

Эффективность, 

% 

RpL32-RT-F ctaagctgtcgcacaaatgg 
59 148 100,0 

RpL32-RT-R aggaacttcttgaatccggtg 

Mast-RT-F agacgctgagaaataaactagatgc 
60 147 106,6 

Mast-RT-R gcagctttggtgcatgtgta 

Mars-RT-F cagacgacggttaaagaagaca 
60 121 105,9 

Mars-RT-R gcgagacactaacaaacgga 

mei-38-RT-F tttggccagtcggacttcga 
60 

165 (mei-38-A) 

168 (mei-38-B)  
101,7 

mei-38-RT-R ctgttcccggccgatcttct 

Eb1-RT-F tctgcacaggtgcagcttactgtca 
60 140 102,9 

Eb1-RT-R cttcttgaagcccgcctgca 

Non3-RT-F cgcttttacgcatcaggaaacc 
60 113 102,8 

Non3-RT-R cttccttccgtccaaaaacagc 

 

2.2.2. Биохимические методы 

2.2.2.1. Приготовление белковых лизатов из клеток S2 D. melanogaster  

после процедуры РНК-интерференции 

Исследуемые образцы клеток промывали буфером 1× PBS (137 мМ NaCl; 

2,7 мМ KCl; 10 мМ Na2HPO4; 2 мМ KH2PO4) (Sigma-Aldrich, США) с последующим 

лизисом в буфере RIPA (50 мМ Трис-HCl (pH 8,0); 150 мМ NaCl; 1% TritonX-100; 
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0,5% дезоксихолат натрия; 0,1% SDS; 1 мM ЭДТА; 0,5 мМ ЭГТА 

(этиленгликольтетрауксусная кислота)) в присутствии 1 мМ ДТТ, 1 мМ Na2S2O5 и 

«Halt Protease and Phosphatase Inhibitor cocktail» (ThermoScientific, США). Клеточный 

детрит удаляли центрифугированием (15×103 g, 4°C, 15 мин). Концентрацию белка в 

полученных лизатах определяли по методу Лоури с использованием набора «Pierce 

Microplate BCA Protein assay Kit – Reducing Agent Compatible» (ThermoScientific, 

США) согласно протоколу производителя. 

 

2.2.2.2. Электрофорез и Вестерн-блоттинг 

Электрофоретическое разделение белков проводили в 

10% полиакриламидном геле в денатурирующих условиях (в присутствии SDS) с 

использованием камеры для вертикального электрофореза (Bio-Rad, США). Состав 

электродного буфера: 2,5 мМ Трис-HCl; 1,92 мМ глицин; 0,01% SDS. Электрофорез 

осуществляли при постоянном напряжении 100 B в концентрирующем геле,  

110–120 B в разделяющем геле (Таблица 3). 

 

Таблица 3. Составы концентрирующего и разделяющего полиакриламидных гелей. 

Компоненты 
Концентрирующий 

гель (5%) 

Разделяющий  

гель (10%) 

деионизованная вода 2,85 мл 4,1 мл 

30% акриламид: бисакриламид (37,5:1) 0,85 мл 3,3 мл 

0,5 М Tрис-HCl (pH 6,8) 1,25 мл – 

1,5 М Tрис-HCl (pH 8,8) – 2,5 мл 

10% SDS 50 мкл 100 мкл 

10% персульфат аммония 25 мкл 50 мкл 

TEMED 5 мкл 10 мкл 

 

Разделенные в полиакриламидном геле белки переносили на нитроцеллюлозную 

мембрану (размер пор 0,45 мкм) (Bio-Rad, США). Мокрый перенос белков с геля на 

нитроцеллюлозную мембрану осуществляли в буфере для переноса (2,5 мМ Трис-HCl; 

19,2 мМ глицин; 20% метанол) при постоянном токе 250 мА 1,5 часа. Далее мембрану 

блокировали в растворе PBST (1× PBS; 0,1% Triton-X100), содержащем 2% сухого 
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молока, 30 мин при комнатной температуре. Инкубацию с поликлональными 

первичными антителами (Таблица 4) проводили в течение 12–14 часов при 4°С. После 

трехкратной промывки в растворе PBST мембраны инкубировали с вторичными 

антителами (антитела козы против мыши IgG, разведение 1:3500; Life Technology, 

кат. № G-21040), конъюгированными с пероксидазой хрена (HRP-конъюгаты), при 

комнатной температуре 1 час. Детекция производилась после трехкратной промывки 

мембран раствором PBST с использованием набора реагентов «Novex® ECL» 

(Invitrogen, США) и системы для хемилюминесцентной детекции Amersham™ 

Imager 600 (GE HealthCare, Великобритания). 

 

Таблица 4. Первичные антитела, использованные для Вестерн-блот анализа.  

Название Организм Источник Разведение 

Anti-β-tubulin (Bx69) мышь Предоставлены H. Saumweber * 1:1000 

Anti-Lamin Dm0 мышь Hybridoma Bank (кат. № ADL67.10) 1:6000 

Anti-Non3 (M4) мышь ЛКД ИМКБ СО РАН 1:5000 

* Humboldt-Universität zu Berlin, Берлин, Германия. 

 

2.2.3. Методы работы с клеточными культурами 

2.2.3.1. Культивирование клеточных линий S2 D. melanogaster 

Клеточная линия, используемая при колцемидной обработке (см. п. 2.2.3.4.), 

культивировалась при 25°C в среде Shields and Sang M3 (Sigma-Aldrich, США), 

содержащей 20% эмбриональной бычьей сыворотки (fetal bovine serum; FBS) (Gibco, 

Life Technologies, США), инактивированной тепловой обработкой (65°C, 1 час). 

Клеточная линия, используемая при холодовой обработке (см. п. 2.2.3.4.), 

культивировалась при 25°C в среде Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich, США), 

содержащей 10% FBS (Gibco, Life Technologies, США), инактивированной тепловой 

обработкой (65°C, 1 час). Трансгенные линии клеток (см. п. 2.2.3.3.) культивировались 

при 25°C в среде Shields and Sang M3 (Sigma-Aldrich, США), содержащей 5% FBS 

(Gibco, Life Technologies, США), инактивированной тепловой обработкой (65°C, 1 час).  
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2.2.3.2. РНК-интерференция 

Суспензию клеток S2 дрозофилы дикого типа в концентрации  

0,9–1×106 клеток/мл центрифугировали (1×103 g, 22°C, 5 мин), осадок 

ресуспендировали в 10 мл соответствующей среды для культивирования, не 

содержащей сыворотки. Подготовленную суспензию клеток вносили в 6-луночный 

планшет (TPP, Швейцария) из расчета 1 мл на лунку и добавляли к ней дцРНК в 

количестве, необходимом для снижения количества транскриптов конкретного гена 

(Таблица 5). После инкубации в течение 1 часа при 25°C доводили объем в каждой 

лунке до 3 мл средой для культивирования, содержащей FBS (Gibco, Life Technologies, 

США). Выбор среды для культивирования и процентного содержания сыворотки 

описан в п. 2.2.2.1. При необходимости, процедуру повторной интерференции 

проводили через несколько дней (Таблица 5). С контрольными образцами проводили 

те же манипуляции, не добавляя дцРНК. Условия проведения РНК-и были подобранны 

экспериментально (см. п. 3.2.1.). 

 

Таблица 5. Условия проведения РНК-интерференции для каждого исследуемого гена.  

Ген 
Однократная доза 

дцРНК, мкг 
Количество доз 

Длительность, 

дни 

mast 70 1 5 

mars 80 1 4 или 5 

Non3 25* 3 8 (3+2+3) 

Eb1 60 1 5 

mei-38 60 2 5 (3+2) 

* Очищенная дцРНК. 

 

2.2.3.3. Индукция экспрессии трансгенов в культивируемых  

клетках S2 D. melanogaster 

Перед проведением экспериментов в трансгенных линиях клеток S2 

дрозофилы экспрессия генов целевых белков индуцировалась раствором сульфата 

меди (II) (CuSO4) (Sigma-Aldrich, США). Условия проведения индукции (Таблица 6) 

были подобранны экспериментально (см. п. 3.2.2.). 
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Также в работе была использована трансгенная линия клеток S2+tubulin-GFP, 

любезно предоставленная профессором Маурицио Гатти (университет La Sapienza, 

Рим, Италия), для работы с которой не требуется проведение процедуры индукции. 

 

Таблица 6. Условия индукции транскрипции генов целевых белков в трансгенных линиях 

клеток S2 дрозофилы.  

Название клеточной линии 
Концентрация 

индуктора, мМ 

Время индукции, 

часы 

S2 ~ pPB-pBac-MtnA[C273G]-mCherry-

AlphaTub84B-pCoBlast-MtnA-Mast-eGFP 
200 16 

S2 ~ pPB-MtnA[C273G]-mCherry-

AlphaTub84B-pCoBlast-MtnA-Eb1-eGFP 
250 24 

S2 ~ pPB-pBac-MtnA[C273G]-mCherry-

AlphaTub84B-pCoBlast-MtnA-Mei-38A-eGFP 
100 16 

S2 ~ pPB-pBac-MtnA[C273G]-mCherry-

AlphaTub84B-pCoBlast-MtnA-Mars-eGFP  
200 22 

S2 ~ pPB-MtnA[C273G]-mScarlet-

AlphaTub84B-pCoBlast-MtnA-Non3-eGFP 
100 22,5 

 

2.2.3.4. Деполимеризация микротрубочек колцемидом либо холодом 

При колцемидной обработке клеточную суспензию центрифугировали 

(1×103 g, 22°C, 5 мин), осадок ресуспендировали в среде для культивирования 

Shields and Sang M3 (Sigma-Aldrich, США) c добавлением 20% FBS (либо 5% FBS в 

случае трансгенных линий), содержащей 4 мкг/мл митостатика колцемида 

(Calbiochem, Merck Millipore, Германия). Конечный объем используемой клеточной 

суспензии и среды с добавлением колцемида зависел от количества временных 

точек; на один образец конечный объем – 2 мл. Далее клетки инкубировали в 

течение 3 часов при 25°C в инкубаторе для культивирования в чашке Петри (TPP, 

Швейцария). Концентрация колцемида и время индукции были подобраны 

экспериментально (см. п. 3.1.1.). 

В случае экспериментов по холодовой обработке клеточную суспензию 

собирали в пробирки типа Falcon (объемом 15 мл) (Eppendorf, Германия) (для 

каждой временной точки отдельная пробирка), центрифугировали (1×103 g, 22°C, 

5 мин). После чего отбирали среду, промывали клетки в 2 мл буфера 1× PBS (Sigma-

Aldrich, США) и центрифугировали (1×103 g, 22°C, 5 мин). Затем убирали почти весь 
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буфер 1× PBS (оставляя ~100–150 мкл), аккуратно ресуспендировали осадок. Далее 

в случае холодовой обработки при 0°С пробирки, в которых проводилась процедура 

центрифугирования и отмывки, помещались в емкость со льдом, которая затем все 

3 часа инкубирования находилась в холодильнике при 4°C (время инкубации было 

подобрано экспериментально, см. п. 3.1.2.). В случае обработки более низкими 

температурами (˗1°C либо ˗2°C) пробирки с суспензией клеток после 

центрифугирования и отмывки помещались на 3 часа в спиртовую баню с 

охлаждением, находящуюся в помещении с температурой +16-18°C. Спиртовую 

баню предварительно охлаждали до требуемой температуры; во время инкубации 

клеток постоянно осуществлялся мониторинг температуры. 

 

2.2.3.5. Приготовление цитологических препаратов 

2.2.3.5.1. Приготовление цитологических препаратов после 

колцемидной обработки 

После инкубации клеток с колцемидом для приготовления образцов нулевой 

точки отбирали часть клеточной суспензии (2 мл/образец) без отмывки клеток от 

колцемида в пробирки типа Falcon (объемом 15 мл) (Eppendorf, Германия) и 

центрифугировали (1×103 g, 22°C, 5 мин). Затем, перед фиксацией (описание ниже), 

осадок клеток промывали от возможных остатков колцемида в 2 мл буфера 1× PBS 

(Sigma-Aldrich, США) и центрифугировали (1×103 g, 22°C, 5 мин).  

Оставшуюся суспензию клеток промывали средой Shields and Sang M3 

(Sigma-Aldrich, США), содержащей 20% FBS (либо 5% FBS в случае трансгенных 

линий) (объем среды равен ранее добавленному объему смеси «среда + колцемид» 

без вычитания объема, отобранного для нулевой точки), центрифугировали (1×103 g, 

22°C, 5 мин) и удаляли среду. Данный шаг повторяли еще два раза, после чего к 

клеткам добавляли свежую аликвоту среды Shields and Sang M3 (Sigma-Aldrich, 

США), содержащей 20% FBS (либо 5% FBS в случае трансгенных линий). Конечный 

объем добавляемой к клеткам среды рассчитывался исходя из количества временных 

точек, на каждую из которых добавляли по 2 мл среды. Далее для удобства сбора и 

фиксации отдельных временных точек (20, 30, 45 и 75 мин после последней отмывки 
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клеток от колцемида; время было подобрано экспериментально, см. п. 3.1.1.) 

суспензия клеток разделялась по отдельным чашкам Петри диаметром 3 см (TPP, 

Швейцария) в объеме 2 мл/образец. По истечении времени после последней 

отмывки образцы клеток собирали в пробирки типа Falcon (объемом 15 мл) 

(Eppendorf, Германия) и центрифугировали (1×103 g, 22°C, 5 мин). 

Для дальнейшего микроскопического анализа клетки фиксировали 7 мин 

3,7% формальдегидом (Sigma-Aldrich, США) (разведен в буфере 1× PBS (Sigma-

Aldrich, США)) в количестве 2 мл на образец. После фиксации образцов клеточную 

суспензию центрифугировали (1×103 g, 22°C, 5 мин), затем максимально убирали весь 

раствор фиксатора. Отмывка клеток после фиксации в буфере 1× PBS и дальнейшее 

осаждение осуществлялось путем центрифугирования (1×103 g, 22°C, 5 мин). После к 

осадку клеток добавлялось небольшое количество буфера 1× PBS (~300–500 мкл, в 

зависимости от исходной концентрации клеток), полученную суспензию 

использовали для создания монослоя клеток на предметном стекле с помощью 

центрифуги Cytospin™ 4 Cytocentrifuge (ThermoScientific, США) (900 g, 22°C, 4 мин).  

Готовые препараты замораживали в жидком азоте для фиксации клеток на 

предметном стекле, после чего промывали буфером 1× PBS 10 мин, 

пермеабилизовали в буфере PBST 30 мин, затем 30 мин блокировали 

неспецифическое связывание антител 3% BSA (bovine serum albumin; белок плазмы 

крови крупного рогатого скота) (разведен в буфере 1× PBS). Для разведения 

первичных (Таблица 7) и вторичных (Таблица 8) антител от стоковой концентрации 

до рабочей использовалась смесь 1:1 PBST и 3% BSA. Итоговый объем готовой смеси 

антител зависел от количества препаратов: первичные антитела – 15 мкл/препарат, 

вторичные антитела – 14 мкл/препарат. После нанесения антител препараты 

накрывали пленкой Парафилм M (Bemis, США) (размером около 20×20 мм) и 

помещали во влажную камеру во избежание высыхания смеси антител. Инкубацию 

препаратов с первичными антителами (Таблица 7) проводили в течение ночи при 4°С. 
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Таблица 7. Первичные антитела, использованные при иммуноокрашивании  

клеток S2 дрозофилы.  

Название 

антител 
Организм Источник Разведение 

Anti-α-tubulin Мышь Sigma (кат. № T6199) 1:500 

Anti-DSpd2 Кролик Предоставлены M. Gatti * 1:4000 

Anti-eGFP Курица Invitrogen (кат. № PA1-9533) 1:100–1:200 

* Университет La Sapienza, Рим, Италия. 

 

После инкубации препаратов с первичными антителами проводилась их 

отмывка (10 мин в буфере 1× PBS; 2 раза по 10 мин в буфере PBST; 5 мин в буфере 

1× PBS) и последующая инкубация с соответствующими вторичными антителами 

(Таблица 8). После нанесения вторичных антител препараты накрывали пленкой 

Парафилм M (Bemis, США) (размером около 20×20 мм) и убирали во влажную 

камеру, закрытую от воздействия света, на 1 час при комнатной температуре.  

 

Таблица 8. Вторичные антитела, конъюгированные с флуорофорами, использованные для 

детекции первичных антител. 

Флуорофор Тип антител 
Сигнал 

флуорофора 
Источник Разведение 

FITC 
Антитела козы 

против мыши 
Зеленый 

Sigma,  

(кат. № F8264) 
1:40 

Alexa Fluor 568 
Антитела козы 

против кролика 
Красный 

Invitrogen,  

(кат. № A11036) 
1:300 

Alexa Fluor 488 
Антитела козы 

против курицы 
Зеленый 

Invitrogen,  

(кат. № A11039) 
1:300 

 

Затем проводилась отмывка препаратов (10 мин в буфере 1× PBS; 2 раза по 

10 мин в буфере PBST; 5 мин в буфере 1× PBS). Готовые препараты высушивали при 

комнатной температуре в течение 1 часа и заключали в среду Vectashield, 

содержащую 1,5 мкг/мл DAPI (Vector laboratories, США) в количестве 

13 мкл/препарат. Дальнейший анализ осуществлялся с использованием 

оборудования, описанного в п. 2.2.4. 
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2.2.3.5.2. Приготовление цитологических препаратов  

после холодовой обработки 

После 3 часов инкубации на льду клетки помещались на короткое время  

(на 30, 45, 60 и 180 сек) на 22°C в водяную баню, которая использовалась для 

удобства контроля постоянства температуры (температура и время были подобраны 

экспериментально, см. п. 3.1.2.). По истечении времени образцы без вынимания из 

водяной бани немедленно фиксировали 7 мин 3,7% формальдегидом (Sigma-Aldrich, 

США) (разведен в буфере 1× PBS (Sigma-Aldrich, США)) в количестве 2 мл на 

образец. Образцы нулевой точки фиксировали, не вынимая из льда, 2 мл/образец 

3,7% формальдегида (Sigma-Aldrich, США) (разведен в буфере 1× PBS (Sigma-

Aldrich, США)) 7 мин. Последующие после фиксации процедуры выполнялись по 

протоколу, описанному выше (см. п. 2.2.3.5.1.). 

 

2.2.4. Микроскопия 

2.2.4.1. Флуоресцентная микроскопия 

Образцы клеток после фиксации и непрямого иммуноокрашивания 

(см. п. 2.2.3.5.) анализировали на микроскопе ZeissAxioImager.M2, используя 

объектив EC Plan-Neofluar 100×/1.30 Oil M27WD = 0,20 мм (CarlZeiss, Германия). 

Для съемки использовалась камера 506 mono (D) HighPerformance (CarlZeiss, 

Германия). Полученные изображения редактировались с помощью программы 

Adobe Photoshop CS3 Extended. 

 

2.2.4.2. Конфокальная микроскопия 

При исследовании прижизненной локализации белков суспензию клеток 

трансгенной линии S2 дрозофилы (Таблица 6) в концентрации ~1×106 клеток/мл в 

объеме 500 мкл переносили на покровные стекла, обработанные 0,25 мг/мл 

конконавалина А (Sigma-Aldrich, США), установленные на дно камеры «Attofluor 

cell chamber» (Invitrogen, США), совместимой с конфокальным микроскопом. При 
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необходимости производилась прижизненная детекция хромосом 

ДНК-специфическим красителем Hoechst 33342 (конечная концентрация 20 мкг/мл; 

Invitrogen, кат. № H3570).  

Эксперименты осуществлялись с использованием лазерного сканирующего 

конфокального микроскопа LSM-710 (Carl Zeiss, Германия) с объективом Plan-

Apochromat oil 63× 1.4 NA (Carl Zeiss, Германия) на базе ЦКП ИМКБ СО РАН. 

 

2.2.5. Измерения количественных параметров клеток на  

основе их микрофотографий 

2.2.5.1. Измерение размера полюсных микротрубочек после  

холодовой обработки 

Размер полюсных МТ (также называемых астральными МТ или астрами) в 

контрольных и РНК-и клетках после холодовой обработки (через 30 сек после 

возвращения на 22°C) измеряли с помощью программного обеспечения ZEN 2012 

(Carl Zeiss, Германия), используя инструмент «Draw Circle» и функцию измерения 

площади. Для измерения использовались только клетки, подходящие по следующим 

параметрам: не полиплоидные; находящиеся на стадии прометафазы или метафазы; 

биполярные; центросомы примерно одинакового размера, расположены не на одном 

полюсе ВД. Полученные значения для РНК-и клеток были нормализованы 

относительно медианного значения соответствующего контроля. После этого 

нормализованные данные использовали для построения графика с помощью 

программы BoxPlotR (http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/). Статистическую 

обработку данных осуществляли по описанному в п. 2.2.6. протоколу. 

 

2.2.5.2. Измерение длины веретена деления 

Длину ВД контрольных клеток и клеток после процедуры РНК-и исследуемых 

генов измеряли с помощью программного обеспечения ZEN 2012 (Carl Zeiss, 

Германия) с использованием инструмента «Spline curve» и функции измерения. При 
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измерении длины ВД использовалось кратчайшее расстояние между полюсами ВД. 

Для измерения использовались промета- и метафазные клетки, не полиплоидные, 

биполярные. Полученные данные использовали для построения графика с помощью 

программы BoxPlotR (http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/). Статистическую 

обработку данных осуществляли по описанному в п. 2.2.6. протоколу. 

 

2.2.5.3. Измерение интенсивности флуоресценции тубулина 

Интенсивность флуоресценции повторно растущих пучков МТ от хромосом 

и/или кинетохоров после колцемидной обработки измеряли в программе ImageJ 

(Schneider et al., 2012) с помощью инструмента «Freehand selection tool» и функции 

«Measure». Для измерения использовались промета- и метафазные контрольные и 

РНК-и клетки через 30 мин после отмывки от колцемида. Для каждой клетки 

измерялась интенсивность флуоресценции всех связанных с хромосомами и/или 

кинетохорами пучков повторно растущих МТ, считалось среднее значение по 

нескольким измерениям в одной клетке, после чего вычиталась фоновая 

интенсивность флуоресценции. Полученные значения для РНК-и клеток были 

нормализованы относительно медианного значения соответствующего контроля. 

После этого нормализованные данные использовали для построения графика с 

помощью программы BoxPlotR (http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/). Статистическую 

обработку данных осуществляли как описано в п. 2.2.6. 

 

2.2.6. Статистическая обработка данных 

Статистическую обработку проводили с помощью программной среды R 

(http://www.r-project.org/). Достоверность различий оценивали при помощи критерия 

χ2 (сравнение процентного соотношения) и двупарного U-критерия Манна - Уитни 

(оценка различий числовых значений). При построении доверительных интервалов 

на графиках рассчитывали 95% перцентиль по медиане. Различия являлись 

статистически достоверными при p <0,05 (*), p <0,01 (**) и p <0,001 (***). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

Для понимания механизмов, лежащих в основе кинетохор-зависимого 

формирования МТ, используется подход, основанный на изучении повторного роста 

МТ (ПРМТ) от хромосом и/или кинетохоров после деполимеризации МТ 

колцемидной либо холодовой обработкой. Считается, что такой ПРМТ имитирует 

формирование кинетохорных пучков МТ в клетках, которые не подвергались 

воздействию холода или колцемидной обработке (Bucciarelli et al., 2009). Метод 

деполимеризации ВД был применен по причине того, что в клетках рост МТ от 

центросом и кинетохоров происходит почти одновременно и очень быстро, и 

соответственно практически невозможно исследовать формирование МТ только от 

хромосом и/или кинетохоров.  

Анализ ПРМТ проводился на клетках, находящихся на стадиях промета- и 

метафазы, поскольку кинетохоры в клетках на данных стадиях митоза обладают 

способностью управлять образованием k-волокон и, следовательно, сборкой ВД 

(Pavlova et al., 2016). Для визуализации хромосом использовался 

ДНК-специфический краситель DAPI, а для компонентов ВД – непрямое 

иммуноокрашивание антителами к центросомальному белку DSpd2 и компоненту 

микротрубочек белку α-тубулину. 

 

3.1. Подбор условий проведения колцемидной или холодовой обработки 

клеток S2 D. melanogaster 

3.1.1. Повторный рост микротрубочек от хромосом и/или кинетохоров после 

колцемидной обработки клеток S2 D. melanogaster 

В первую очередь были проведены эксперименты по подбору условий 

деполимеризации МТ с помощью колцемидной обработки (сравнение различных 

концентраций колцемида (3, 4 либо 5 мкг/мл) и времени обработки клеток (2, 3 либо 

4 часа)). Двух часов обработки оказалось недостаточно для полной 

деполимеризации МТ колцемидом, а при сравнении результатов обработок клеток 

на протяжении 3 и 4 часов не было обнаружено разницы. В результате подбора 
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концентрации колцемида было показано, что через 3 часа обработки клеток 

колцемидом с концентрацией 3, 4 либо 5 мкг/мл доля клеток с деполимеризацией 

МТ составила 80%, 95% и 96%, соответственно. Поэтому в дальнейшей работе 

клетки S2 дрозофилы обрабатывали колцемидом с конечной концентрацией 

4 мкг/мл на протяжении 3 часов. 

Вдобавок был проанализирован ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров на 

различных временных точках после отмывки клеток от колцемида 

(5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 и 75 мин). Точка 0 мин использовалась для оценки 

эффективности деполимеризации МТ колцемидом. При подсчете доли клеток с 

ПРМТ на временных точках 5 и 10 мин было обнаружено, что ПРМТ происходит в 

менее чем в 1,5% и 3% клеток, соответственно; для точек 15 и 20 мин, а также 

45 и 60 мин не было показано существенной разницы между друг другом. Поэтому 

точки 5, 10, 15 и 60 мин в дальнейших экспериментах не использовались.  

В нулевой момент времени ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров 

отсутствует, тубулин равномерно распределен в цитоплазме (Рисунок 8 Б, 0 мин). 

Через 20–30 мин после удаления колцемида в контрольных клетках возобновление 

роста МТ происходит только на хромосомах и/или кинетохорах (в 28,3% клеток через 

20 мин и в 77% клеток через 30 мин), при этом ПРМТ вокруг центросом отсутствует 

(Рисунок 8 Б). Через 45 мин после удаления колцемида в клетках наблюдаются 

инициированные кинетохорами пучки МТ (в 95,3% случаев), которые еще через 

30 мин (точка «75 мин») сближаются на полюсах ВД, давая начало двухполюсным 

ВД (72% клеток) (Рисунок 8 Б), в остальных клетках (28%) – сформирован как 

минимум один полюс ВД, второй начинает формироваться (Рисунок 8 Б). 

Примечательно, что почти не наблюдалось явного возобновления 

формирования МТ от центросом (только в 5% клеток); в большинстве клеток были 

обнаружены ВД с полюсными МТ, не связанными с одной или с обеими 

центросомами (Рисунок 8 Б). Таким образом, было установлено что колцемидная 

обработка нарушает способность клеток формировать МТ от центросом, но не от 

кинетохоров. Полученные данные хорошо согласуются с исследованиями ПРМТ на 

клетках млекопитающих (Tulu et al., 2006; Torosantucci et al., 2008). 
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Рисунок 8. Повторный рост митотических микротрубочек от хромосом и/или кинетохоров 

в контрольных клетках S2 дрозофилы после обработки колцемидом. А. Схема повторного 

роста микротрубочек после деполимеризации тубулина из (Gallaud et al., 2014; с 

модификациями). Зеленый цвет – микротрубочки, красный – центросомы, синий – 

хромосомы. Б. Иммуноокрашенные клетки, зафиксированные через 0, 20, 30, 45 и 75 мин 

после отмывки клеток от колцемида. Непрямым иммуноокрашиванием антителами 

детектировали белок центросом DSpd2 (красный цвет), компонент микротрубочек белок 

α-тубулин (зеленый цвет), а также ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли 

хромосомы (синий цвет) (флуоресцентная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

3.1.2. Повторный рост микротрубочек после холодовой обработки  

клеток S2 D. melanogaster 

Метод холодовой обработки для изучения ПРМТ от хромосом и/или 

кинетохоров использовался для подтверждения результатов, полученных после 

колцемидной обработки клеток S2 дрозофилы, поскольку холодовая обработка 

исключает воздействие каких-либо веществ на клетку. Таким образом, можно 

ожидать, что полученные результаты в большей степени отображают картину, 

происходящую в клетке, с которой не совершалось каких-либо манипуляций.  

Перед началом исследования ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров с помощью 

холодовой обработки были подобраны условия проведения эксперимента. Так, было 
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показано, что необходимое время инкубации клеток на низкой температуре составляет 

3 часа. При более коротких инкубациях доля клеток с полной деполимеризацией МТ 

составляет около 50–60%. Исследование промета- и метафазных клеток через 30 сек 

после возвращения на 22°C (описание подбора температуры обработки клеток и 

последующих временных точек их анализа см. ниже) показало, что характер ПРМТ 

зависит от температуры деполимеризации (0, ˗1 или ˗2°C) (Рисунок 9). 

 

 

Рисунок 9. Повторный рост микротрубочек после холодовой обработки клеток S2 

дрозофилы. А. Клетка с деполимеризованными микротрубочками (временная точка 0 сек). 

Б-Г. Повторный рост микротрубочек от хромосом и/или кинетохоров и центросом после 

обработки клеток холодом (временная точка 30 сек после возвращения клеток на 22°С): 

Б. при температуре 0°C; В. при температуре ˗1°C; Г. при температуре ˗2°C. Непрямым 

иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 (красный цвет), 

компонент микротрубочек белок α-тубулин (серый/зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (серый/синий цвет) 

(флуоресцентная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. Д. Доля клеток с повторным ростом 

микротрубочек через 30 сек после возвращения на 22°C от центросом («центросомы») либо 

как от центросом, так и от хромосом и/или кинетохоров («центросомы + кинетохоры»), а 

также доля клеток с отсутствием повторного роста микротрубочек («нет микротрубочек»). 

Указаны 95% доверительные интервалы для медиан.  

 

Доля клеток с полностью деполимеризованными МТ (Рисунок 9 А) при 

использовании температур 0, ˗1 или ˗2°C составила 90%, 93% и 95% соответственно. 

Большинство клеток (65%), инкубированных при 0°C, демонстрировали как 
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зарождающиеся на хромосомах и/или кинетохорах пучки МТ, так и короткие, 

инициированные на центросомах полюсные МТ (21% случаев) (Рисунок 9 Б, Д). 

Использование температуры ˗1°C для деполимеризации МТ приводит к увеличению 

доли клеток с ПРМТ только от центросом (50% случаев) (Рисунок 9 В, Д). Однако в 

случае понижения температуры деполимеризации до ˗2°C наблюдается сильное 

изменение характера ПРМТ – 70% клеток демонстрировали инициирование ПРМТ 

только от центросом (Рисунок 9 Г, Д). Таким образом, температура 0°C является 

самой удачной для экспериментов по изучению ПРМТ от хромосом и/или 

кинетохоров, так как доля клеток с ПРМТ от центросом значительно ниже, чем при 

использовании температуры ˗1°C или ˗2°C. 

При подборе временных точек было установлено, что ПРМТ после холодовой 

обработки происходит намного быстрее, чем после колцемидной. По этой причине 

были использованы временные точки 20, 30, 40, 60 и 180 сек после возвращения 

клеток на 22°C. Точка 0 сек использовалась для оценки эффективности 

деполимеризации МТ холодом. Температура 22°C была подобранна 

экспериментально. Было показано, что использование стандартной температуры 

культивирования клеток S2 дрозофилы (25°C) приводит к более быстрому ПРМТ. 

В нулевой момент времени наблюдается практически полная деполимеризация 

МТ, белок тубулин равномерно распределяется в цитоплазме (Рисунок 9 А, 10 Б, 0 сек). 

Через 20–30 сек после возвращения клеток на 22°С наблюдается ПРМТ в виде коротких 

пучков, растущих от хромосом и/или кинетохоров, рост МТ от центросом отсутствует 

либо пучки МТ очень короткие, выглядят как отдельные точки и/или короткие пучки 

МТ (Рисунок 10 Б). Через 40 сек после возвращения клеток на 22°С ПРМТ наблюдается 

уже и от центросом. После 1–3 мин уже сложно определить, откуда берет начало тот 

или иной пучок МТ (Рисунок 10 Б). Через 3–5 мин инкубации клеток на 22°С ВД 

полностью восстанавливается. 

По причине того, что на временной точке 20 сек количество клеток, 

демонстрирующих ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров очень небольшое 

(около 20%), а через 40 сек повторно растущие от центросом МТ становятся 

слишком большими и очень часто перекрывают таковые от хромосом и/или 

кинетохоров, то в дальнейшем для изучения процесса ПРМТ от хромосом и/или 

кинетохоров, использовалась временная точка 30 сек. 
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Рисунок 10. Повторный рост микротрубочек в клетках S2 дрозофилы после холодовой 

обработки (0°C). А. Схема повторного роста микротрубочек после деполимеризации 

тубулина (Gallaud et al., 2014; с модификациями). Зеленый цвет – микротрубочки, 

красный – центросомы, синий – хромосомы. Б. Иммуноокрашенные клетки, 

зафиксированные через 0, 20, 30, 40, 60 и 180 сек после возвращения клеток на 22°С. 

Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 

(красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) 

(флуоресцентная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

3.2. Исследование роли белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в кинетохор-

зависимом формировании микротрубочек веретена деления  

в культуре клеток S2 D. melanogaster 

3.2.1. РНК-интерференция генов, кодирующих исследуемые белки, 

в клетках S2 D. melanogaster 

Перед изучением роли исследуемых белков в кинетохор-зависимом формировании 

МТ ВД была отработана процедура снижения уровня транскриптов генов Eb1, mars, Non3, 
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mei-38 и mast с помощью метода РНК-и по описанной выше методике на клеточной 

культуре S2 дрозофилы (см. п. 2.2.3.2.). Для этого сначала для каждого исследуемого гена 

были экспериментально определены оптимальные параметры процедуры (концентрация 

и количество доз дцРНК, продолжительность проведения РНК-и), позволяющие 

максимально снизить количество транскриптов исследуемых генов при сохранении 

жизнеспособности клеток и их способности к делению (Таблица 5). 

 

3.2.1.1. Оценка эффективности процедуры РНК-интерференции 

Эффективность процедуры РНК-и проверяли при помощи обратной 

транскрипции с последующей количественной ПЦР в реальном времени (Рисунок 11) 

с использованием специфических праймеров (Таблица 2). В качестве контроля 

использовались клетки S2 дрозофилы, которые не подвергались обработке дцРНК.  

 

 

Рисунок 11. Оценка эффективности процедуры РНК-интерференции. А. Относительная 

доля мРНК генов Eb1, mars, Non3, mei-38 либо mast в контрольных клетках и клетках после 

процедуры РНК-интерференции, оцененная с использованием обратной транскрипции с 

последующей количественной ПЦР в реальном времени. В качестве контроля 

использованы клетки S2 дрозофилы, которые не подвергались обработке дцРНК. Указаны 

95% доверительные интервалы для медиан. Б. Вестерн-блот анализ экстрактов клеток S2 

дрозофилы после разделения белков в 10% полиакриламидном геле, показывающий 

снижение уровня белка Non3 после РНК-интерференции. В качестве контроля 

использованы клетки S2 дрозофилы, которые не подвергались обработке дцРНК. Белки 

Lamin Dm0 и β-тубулин были использованы в качестве контроля загрузки.  
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В результате было показано, что после РНК-и количество транскриптов 

исследуемых генов существенно снизилось по сравнению с контрольными клетками: 

до 2,8% при РНК-и гена Eb1, до 3% при РНК-и гена mars, до 5,5% при РНК-и гена 

Non3, до 5% при РНК-и гена mei-38, до 8,4% при РНК-и гена mast (Рисунок 11 А). В 

случае РНК-и гена Non3 также была выполнена оценка снижения количества белка 

посредством полуколичественного Вестерн-блот анализа с помощью 

специфических антител к белку Non3 (Таблица 4), полученных сотрудниками ЛКД 

ИМКБ СО РАН. Было показано, что в результате РНК-и гена Non3 произошло 

существенное снижение (на более чем 90%) количества белка Non3 по сравнению с 

контрольными клетками (Рисунок 11 Б). 

 

3.2.1.2. Митотические фенотипы, наблюдаемые после РНК-интерференции 

генов, кодирующих исследуемые белки, в клетках S2 D. melanogaster 

При отработке процедуры РНК-и гена Eb1, mars, Non3, mei-38 или mast в 

клетках S2 дрозофилы были проанализированы митотические фенотипы, 

возникающие в этих клетках. Сравнение полученных фенотипов с ранее 

описанными в литературе позволило удостовериться в эффективности снижения 

количества исследуемых белков при помощи РНК-и. Определение стадий митоза в 

контрольных клетках и клетках после РНК-и проводилось согласно ранее 

описанным характеристикам (Strunov et al., 2016). Для каждого из исследуемых 

генов было посчитано распределение клеток по стадиям митоза как минимум в двух 

биологических повторах (минимум 100 клеток/эксперимент), итоговое количество 

проанализированных клеток указано в Таблице 9.  

Для каждой из РНК-и исследуемых генов было отмечено наличие каких-либо 

нарушений протекания митоза: фрагментация центросом, изменение размера ВД, 

задержка клеток на стадии промета- и метафазы, увеличение доли монополярных 

клеток, клеток с отстающими хромосомами и псевдо-ана-телофаз (ПАТ) 

(Таблица 9). ПАТ –аномальная митотическая клетка, для которой характерно наличие 

удлиненного ВД, свойственного стадиям анафазы и телофазы, однако хромосомы 

(ДНК) при этом визуализируются либо как на стадии прометафазы, либо отмечается 

нарушение в расхождении сестринских хроматид к полюсам ВД (Рисунок 12–16 Д). 



76 

 

Таблица 9. Распределение клеток по стадиям митоза после РНК-интерференции гена Eb1, 

mars, Non3, mei-38 или mast в клетках S2 дрозофилы.  

РНК- 

интерференция 

Количество 

клеток 

Распределение клеток по стадиям митоза, % 

Промета Мета Ана Тело ПАТ 

Контроль 584 
37,0 

(± 1,9) 

20,9 

(± 2,1) 

12,2 

(± 1,7) 

23,6 

(± 2,4) 

6,3 

(± 1,2) 

Eb1 213 
39,4 

(± 5,8) 

24,9 

(± 3,2) 

7,5 

(± 1,0) 

16,4 * 

(± 3,2) 

11,7 * 

(± 0,4) 

mars 200 
38,5 

(± 6,8) 

21,5 

(± 2,4) 

8,5 

(± 1,0) 

23,5 

(± 3,9) 

8,0 

(± 1,5) 

Non3 470 
31,1 * 

(± 2,4) 

28,5 ** 

(± 1,7) 

8,5 * 

(± 1,8) 

21,5 

(± 0,4) 

10,4 * 

(± 1,3) 

mei-38 213 
46,0 * 

(± 4,2) 

17,8 

(± 1,9) 

5,2 ** 

(± 2,1) 

22,1 

(± 4,4) 

8,9 

(± 0,0) 

mast 325 
69,2 *** 

(± 3,2) 

16,3 

(± 0,5) 

0,6 *** 

(± 0,4) 

9,2 *** 

(± 2,9) 

4,6 

(± 1,1) 

В качестве контроля использованы клетки S2 дрозофилы, не подвергавшиеся обработке 

дцРНК. Промета – прометафаза; Мета – метафаза; Ана – анафаза; Тело – телофаза; ПАТ – 

псевдо-ана-телофаза (описание ниже в тексте). Представлены средние значения как минимум 

двух биологических повторов (минимум 100 клеток/эксперимент) с указанием в скобках 

стандартной ошибки среднего (standard error of the mean; SEM). * p <0,05; ** p <0,01; 

*** p <0,001 (χ2 тест). 

 

Одновременно с анализом распределения клеток по стадиям митоза был 

выполнен подсчет количества и частоты возникновения фрагментации центросом 

после РНК-и для оценки участия белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в процессе 

расхождения дочерних центросом во время митоза, а также подсчитано количество 

клеток с отстающими хромосомами (Таблица 10). Данный анализ проводился на тех 

же клетках, которые использовались для подсчетов в Таблице 9. 
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Таблица 10. Подсчет количества и фрагментации центросом и доли клеток с 

отстающими хромосомами после РНК-интерференции гена Eb1, mars, Non3, mei-38 или 

mast в клетках S2 дрозофилы.  

Р
Н

К
- 

и
н

т
ер

ф
ер

ен
ц

и
я

 

К
о

л
и

ч
е
с
т
в

о
 

к
л

е
т
о

к
 Количество центросом, % 

Фрагментация 

центросом, % 

Отстающие 

хромосомы, 

% 
1 2 > 2 

Контроль 584 
3,4 

(± 1,6) 

87,0 

(± 3,4) 

7,2 

(± 2,4) 

1,2 

(± 0,9) 

1,2 

(± 0,7) 

Eb1 213 
2,8 

(± 1,0) 

79,3 ** 

(± 2,7) 

13,1 ** 

(± 3,7) 

1,9 

(± 0,9) 

2,8 

(± 0,9) 

mars 200 
5,0 

(± 0,1) 

80,0 ** 

(± 2,5) 

9,0 

(± 1,4) 

2,0 

(± 0,4) 

4,0 * 

(± 1,3) 

Non3 470 
4,7 

(± 1,7) 

82,8 

(± 3,7) 

5,3 

(± 1,0) 

0,0 

(± 0,0) 

7,2 *** 

(± 2,4) 

mei-38 213 
10,8 *** 

(± 2,7) 

70,4 *** 

(± 4,6) 

14,1 ** 

(± 2,1) 

3,3 * 

(± 0,3) 

1,4 

(± 0,5) 

mast 325 
34,5 *** 

(± 8,4) 

52,9 *** 

(± 6,8) 

10,5 

(± 1,2) 

1,5 

(± 0,4) 

0,6 

(± 0,4) 

В качестве контроля использованы клетки S2 дрозофилы, не подвергавшиеся обработке 

дцРНК. Представлены средние значения как минимум двух биологических повторов 

(минимум 100 клеток/эксперимент) с указанием в скобках стандартной ошибки среднего 

(standard error of the mean; SEM). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 (χ2 тест). 

 

После РНК-и гена Eb1 было отмечено снижение количества клеток, 

находящихся на стадии телофазы (16,4% против 23,6% в контрольных клетках) 

(Таблица 9), а также было обнаружено повышение доли клеток с увеличением 

количества центросом (13,1% против 7,2% в контрольных клетках) (Таблица 10). 

Помимо этого, было показано, что РНК-и гена Eb1 приводит к отсутствию полюсных 

и межполюсных МТ (Рисунок 12 Б.2, Б.3; стрелки). Обнаружено повышение 

количества клеток с фенотипом ПАТ (с 6,3% в контрольных клетках до 11,7% в 

РНК-и клетках) (Таблица 9). 
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Рисунок 12. Митотический фенотип после процедуры РНК-интерференции гена Eb1 в 

клетках S2 дрозофилы. А. Прометафаза. Б. Метафаза. В. Анафаза. Г. Телофаза. Д. Псевдо-

ана-телофаза. 1 – контрольные клетки; 2, 3 – клетки после процедуры РНК-интерференции. 

Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 

(красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) 

(флуоресцентная микроскопия). Стрелки – отсутствие полюсных (астральных) 

микротрубочек. Масштаб – 10 мкм. 

 

При РНК-и гена mars не было отмечено разницы в распределении клеток по 

стадиям митоза по сравнению с контрольными клетками (Таблица 9). Однако было 

обнаружено небольшое повышение доли клеток на стадии анафазы и телофазы с 

отстающими хромосомами (4% против 1,2% в контрольных клетках) (Таблица 10, 

Рисунок 13 В.2, Г.2; стрелки). 
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Рисунок 13. Митотический фенотип после процедуры РНК-интерференции гена mars в 

клетках S2 дрозофилы. А. Прометафаза. Б. Метафаза. В. Анафаза. Г. Телофаза. Д. Псевдо-

ана-телофаза. 1 – контрольные клетки; 2 – клетки после процедуры РНК-интерференции. 

Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 

(красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) 

(флуоресцентная микроскопия). Стрелками – отстающие хромосомы. Масштаб – 10 мкм. 

 

РНК-и гена mei-38 приводит к повышению доли клеток, находящихся на 

стадии прометафазы (46% против 37% в контроле) (Таблица 9), клеток с одной 

центросомой (10,8% против 3,4% в контроле) (Рисунок 14 А.3), клеток с 

множеством центросом (14,1% против 7,2% в контроле), клеток с фрагментацией 

центросом (3,3% по сравнению с 1,2% в контроле) (Таблица 10). Выявлены клетки 

с нарушением расхождения центросом (Рисунок 14 Г.2). 
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Рисунок 14. Митотический фенотип после процедуры РНК-интерференции гена mei-38 в 

клетках S2 дрозофилы. А. Прометафаза. Б. Метафаза. В. Анафаза. Г. Телофаза. Д. Псевдо-

ана-телофаза. 1 – контрольные клетки; 2, 3 – клетки после процедуры РНК-интерференции. 

Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 

(красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) 

(флуоресцентная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

РНК-и гена mast вызывает частое (34,5% против 3,4% в контроле) образование 

монополярного ВД (Рисунок 15 А.3, Таблица 10). Помимо этого, происходит остановка 

деления клеток на стадии промета- и метафазы (69,2% по сравнению с 37% в контроле), 

из-за чего существенно снижается количество анафаз (0,6%) и телофаз (9,2%) по 

сравнению с контрольными клетками (12,2% и 23,6%, соответственно) (Таблица 9). 
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Рисунок 15. Митотический фенотип после процедуры РНК-интерференции гена mast в 

клетках S2 дрозофилы. А. Прометафаза. Б. Метафаза. В. Анафаза. Г. Телофаза. Д. Псевдо-

ана-телофаза. 1 – контрольные клетки; 2, 3 – клетки после процедуры РНК-интерференции. 

Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 

(красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) 

(флуоресцентная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

Снижение количества белка Non3 вызывает повышение доли клеток, 

находящихся на стадии метафазы (28,5% против 20,9% в контрольных клетках), клеток 

с отстающими хромосомами (7,2% против 1,2% в контроле) (Рисунок 16 Б.4; стрелкой) 

и клеток с фенотипом ПАТ (10,4% по сравнению с 6,3% в контроле) (Таблица 9). Еще 

одной характерной особенностью являются визуально бо́льшие по размеру полюсные 
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МТ на всех стадиях митоза в сравнении с контролем, вне зависимости от количества 

центросом (Рисунок 16 Б.3). 

 

 

Рисунок 16. Митотический фенотип после процедуры РНК-интерференции гена Non3 в 

клетках S2 дрозофилы. А. Прометафаза. Б. Метафаза. В. Анафаза. Г. Телофаза. Д. Псевдо-

ана-телофаза. 1 – контрольные клетки; 2, 3, 4 – клетки после процедуры РНК-интерференции. 

Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 

(красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), а также 

ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) (флуоресцентная 

микроскопия). Стрелка – отстающая хромосома. Масштаб – 10 мкм. 

 

Вдобавок к подсчету распределения клеток по стадиям митоза, была измерена 

длина ВД клеток S2 дрозофилы в контроле и после РНК-и исследуемых генов. 
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Измерения производились в промета- и метафазных клетках с биполярными ВД. Для 

контрольных клеток медианная длина ВД составила 14,05 мкм. При подавлении 

экспрессии гена mars или Non3 происходит незначительное изменения длины ВД 

(12,71 мкм и 13,71 мкм, соответственно). РНК-и гена mei-38 или Eb1 приводит к 

небольшому уменьшению длины ВД по сравнению с контролем (11,92 мкм и 

10,84 мкм, соответственно). РНК-и гена mast приводит к формированию короткого 

ВД (4,27 мкм) (Рисунок 17).  

 

 

Рисунок 17. Длина веретена деления после процедуры РНК-интерференции гена Eb1, mars, 

Non3, mei-38 или mast в клетках S2 дрозофилы. Под графиком указано количество клеток, 

использованных для измерения длины веретена деления. Красная линия – медиана 

контрольных клеток. *** p <0,001 (U-критерия Манна - Уитни). 

 

3.2.2. Локализация eGFP-меченых белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast  

в культуре клеток S2 D. melanogaster 

Для более полного изучения роли белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в 

кинетохор-зависимом формировании МТ ВД в клетках S2 дрозофилы Яринич Л.А. 

(сотрудник ЛКД ИМКБ СО РАН) были получены трансгенные линии клеток S2 

дрозофилы, экспрессирующие исследуемые белки в виде гибридов с 

флуоресцентным белком eGFP, а также гибридный белок mCherry-α-тубулин либо 
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mScarlet-α-тубулин (Таблица 6, см. п. 2.6.3.3.) (далее в тексте будет использоваться 

сокращенный вариант написания названия линий «белок-eGFP»).  

Экспрессия трансгенов проводилась под контролем индуцируемого ионами 

меди промотора MtnA. Для каждой из трансгенных линий был выполнен 

тщательный подбор условий индукции для наработки гибридных флуоресцентных 

белков. Для этого подбиралась такая концентрация CuSO4 и время индукции, 

которые позволяли прижизненно визуализировать сшитый с eGFP исследуемый 

белок, при этом должны были отсутствовать нарушения в формировании 

функционального ВД и в последующем делении трансгенных клеток из-за 

сверхэкспрессии гибридных белков. Подобранные условия описаны в Таблице 6.  

 

 

Рисунок 18. Прижизненная локализация белка Eb1-eGFP в трансгенной линии клеток S2 

дрозофилы. А. Интерфаза. Б. Прометафаза. В. Метафаза. Г. Анафаза. Д (1, 2). Телофаза. 

Зеленый цвет – белок Eb1-eGFP, красный – белок mCherry-α-тубулин (конфокальная 

микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 



85 

 

Используя прижизненную конфокальную микроскопию трансгенных клеток S2 

дрозофилы, несущих конструкции Eb1-eGFP, Mars-eGFP, Non3-eGFP, Mei-38-eGFP и 

Mast-eGFP, была исследована локализация гибридных eGFP-белков. Было отмечено, 

что локализация данных гибридных белков совпадает с локализацией эндогенных 

белков, описанной ранее в литературе. Для белка Eb1-eGFP показано, что он связан со 

всеми МТ ВД на всех стадиях клеточного деления и обогащен на растущих плюс-

концах МТ (Рисунок 18). Ранее Mimori-Kiyosue с коллегами (Mimori-Kiyosue et al., 

2000) показали, что в культивируемых клетках S2 дрозофилы, обработанных 

конканавалином А, локализация белка Eb1 полностью совпадает с МТ с обогащением 

сигнала на плюс-концах МТ на всех стадиях митоза. 

 

 

Рисунок 19. Прижизненная локализация белка Mars-eGFP в трансгенной линии клеток S2 

дрозофилы. А. Интерфаза. Б. Прометафаза. В. Метафаза. Г. Анафаза. Д (1, 2). Телофаза. 

Зеленый цвет – белок Mars-eGFP, красный – белок mCherry-α-тубулин (конфокальная 

микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 
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Белок Mars-eGFP во время интерфазы локализуется в ядрышке, после чего, 

начиная со стадии прометафазы и заканчивая стадией анафазы, ко-локализуется с МТ 

ВД, в основном с кинетохорными (Рисунок 19 А-Г). Начиная со стадии телофазы, белок 

Mars-eGFP локализуется сначала на хромосомах (ранняя телофаза; Рисунок 19 Д.1), а 

затем в ядрышке (поздняя телофаза; Рисунок 19 Д.2). Прежде в исследованиях с 

использованием трансгенных мух либо клеток S2 дрозофилы было показано, что белок 

Mars в интерфазных клетках локализуется в ядре (Zhang et al., 2009), с наступлением 

прометафазы и на последующих стадиях митоза начинает локализоваться на ВД и в 

области центросом при этом отсутствует на полюсных МТ (Yang et al., 2008; Zhang et 

al., 2009), с наступлением анафазы белок Mars визуализируется только на минус-концах 

межполюсных МТ, после чего, начиная со стадии телофазы, происходит перемещение 

белка Mars в ядра дочерних клеток (Zhang et al., 2009).  

 

 

Рисунок 20. Прижизненная локализация белка Mei-38-eGFP в трансгенной линии клеток 

S2 дрозофилы. А. Интерфаза. Б. Прометафаза. В. Метафаза. Г. Анафаза. Д. Телофаза. 

Зеленый цвет – белок Mei-38-eGFP, красный – белок mCherry-α-тубулин (конфокальная 

микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 
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Исследование прижизненной локализации белка Mei-38-eGFP показало, что 

данный белок ко-локализуется с МТ ВД (в большей степени с кинетохорными МТ) 

на стадиях промета-, мета- и анафазы (Рисунок 20). Начиная со стадии телофазы 

белок Mei-38-eGFP локализуется в области поперечной перетяжки (midbody) 

(Рисунок 20 Д). Ранее прижизненная съемка гибридного флуоресцентного белка 

D-TPX2-GFP в клетках S2 дрозофилы показала, что белок Mei-38 ко-локализуется с 

МТ ВД начиная со стадии прометафазы, при этом предпочтительнее связываясь с 

кинетохорными, а не с полюсными МТ (Goshima, 2011). 

 

 

Рисунок 21. Прижизненная локализация белка Mast-eGFP в трансгенной линии клеток S2 

дрозофилы. А. Интерфаза. Б. Прометафаза. В. Метафаза. Г. Анафаза. Д. Телофаза. Зеленый 

цвет – белок Mast-eGFP, красный – белок mCherry-α-тубулин (конфокальная микроскопия). 

Масштаб – 10 мкм. 

 

Было показано, что на стадии интерфазы белок Mast-eGFP ко-локализуется с МТ. 

На стадиях промета-, мета- и анафазы данный белок специфически обогащен на 
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хромосомах в области кинетохоров (Рисунок 21), а также на полюсах ВД на стадии мета- 

и анафазы (Рисунок 21 В, Г). Далее, на стадии телофазы, белок Mast-eGFP, подобно 

белку Mei-38-eGFP, локализуется в области поперечной перетяжки (midbody) 

(Рисунок 21 Д). Исследования внутриклеточной локализации белка Mast как в клетках 

дрозофилы, так и в клетках млекопитающих показали, что, начиная со стадии 

прометафазы, белок Mast локализуется на центросомах, ВД, центромерах, сохраняя 

такую локализацию до стадии анафазы Б, после чего концентрируется в центральной 

зоне ВД, ассоциированной с межполюсными МТ. Локализация на центросомах остается 

слабой вплоть до наступления телофазы, во время которой белок Mast локализуется по 

обе стороны от поперечной перетяжки, локализация на центросомах становится едва 

заметной (Inoue et al., 2000; Lemos et al., 2000; Maiato et al., 2003; D’Avino et al., 2005).  

 

 

Рисунок 22. Прижизненная локализация белка Non3-eGFP в трансгенной линии клеток S2 

дрозофилы. А. Профаза. Б. Метафаза. В. Анафаза. Г. Телофаза. Зеленый цвет – белок Non3-eGFP, 

красный – белок mScarlet-α-тубулин (конфокальная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

На момент настоящего исследования данные о локализации белка Non3 во 

время митоза отсутствовали; было лишь известно, что белок гибридный 

флуоресцентный белок Non3-eGFP выявляется в ядрышке в интерфазе (Moutinho-

mScarlet-α-тубулин 
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Pereira et al., 2013). Нами впервые показано, что белок Non3-eGFP в профазе 

выявляется в основном в ядрышке (Рисунок 22 А). Во время метафазы белок 

Non3-eGFP не ко-локализуется с МТ ВД, однако присутствует небольшое обогащение 

eGFP сигнала вокруг хромосом (Рисунок 22 Б). Начиная со стадии анафазы белок 

Non3-eGFP ко-локализуется сначала на хромосомах, а затем начиная со стадии 

телофазы – в ядрышке (Рисунок 22 В, Г). 

 

3.2.3. Роль белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в кинетохор-зависимом 

формировании микротрубочек после колцемидной обработки  

клеток S2 D. melanogaster 

Изучение роли белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в процессе ПРМТ от 

хромосом и/или кинетохоров в клетках S2 дрозофилы после колцемидной обработки 

показало, что снижение количества только некоторых из них влияет на данный 

процесс (Таблица 11). Для каждого из исследуемых генов (и соответствующего 

контроля) была посчитана частота ПРМТ после колцемидной обработки как 

минимум в трех биологических повторах (минимум 200 клеток/эксперимент), 

итоговое количество проанализированных клеток указано в Таблице 11. 

При РНК-и гена Eb1 динамика ПРМТ в клетках снижается примерно вдвое по 

сравнению с контролем на временных точках 20, 30 и 45 мин. При РНК-и гена mars или 

mei-38 происходит снижение доли клеток с ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров 

лишь на начальных стадиях восстановления МТ ВД (точки 20 и 30 мин), при этом на 

поздних временных точках (45 и 75 мин) разница между РНК-и и контрольными 

клетками отсутствует. Самое сильное влияние на динамику ПРМТ от хромосом и/или 

кинетохоров было отмечено при РНК-и гена mast, где доля клеток, демонстрирующих 

ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров, в 5,5 раз меньше, чем в контрольных клетках. 

Разница в динамике ПРМТ в точках 20 и 30 мин для РНК-и гена mast объясняется тем, 

что в каждой отдельной временной точке производилась индивидуальная нормировка 

значения, полученного в РНК-и исследуемого гена, на соответствующий этой 

временной точке контроль (принятый за 1) (Таблица 11). 
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Таблица 11. Частота повторного роста микротрубочек от хромосом и/или кинетохоров 

после РНК-интерференции гена Eb1, mars, Non3, mei-38 или mast в клетках S2 дрозофилы 

после колцемидной обработки.  

РНК- 

интерференция 

Время после отмывки клеток от колцемида 

20 мин 30 мин 45 мин 75 мин 

∑ 
ПРМТ, 

о.е. 
∑ 

ПРМТ, 

о.е. 
∑ 

ПРМТ, 

о.е. 
∑ 

ПРМТ, 

о.е. 

Контроль 3004 1,00 2539 1,00 2007 1,00 1487 1,00 

Eb1 866 0,43 * 617 0,57 * 413 0,66 * 412 0,97 

mars 1045 0,21 * 973 0,34 * 842 0,90 * 613 0,99 

Non3 1046 0,81 * 713 0,94 614 0,96 424 0,98 * 

mei-38 707 0,19 * 714 0,28 * 510 0,93 * 400 0,96 

mast 713 0,37 * 725 0,18 * 512 0,74 * 404 1,00 

В качестве контроля использованы клетки S2 дрозофилы, не подвергавшиеся обработке 

дцРНК. Представлены средние значения как минимум трех биологических повторов после 

нормирования на соответствующий контроль, принятый за 1. ∑ – суммарное количество 

подсчитанных клеток (включает в себя клетки без повторного роста микротрубочек). 

ПРМТ – доля клеток с повторным ростом микротрубочек от хромосом и/или кинетохоров. 

о.е. – относительные единицы. * p <0,05 (χ2 тест). 

Снижение количества белка Non3 статистически значимо влияет на процесс 

кинетохор-зависимого формирования МТ только во временной точке 20 мин, в которой 

отмечено небольшое уменьшение доли клеток с ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров 

по сравнению с контролем. По сравнению с результатами динамики ПРМТ от 

хромосом и/или кинетохоров после РНК-и других изученных в настоящей работе генов, 

можно считать вклад белка Non3 в процесс восстановления ВД очень слабым. 

Наряду с изучением динамики ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров был 

исследован характер ПРМТ после колцемидной обработки, для чего была введена 

следующая классификация: а) очень короткие пучки MT, связанные с кинетохорами 

(«одиночные точечные» и «двойные точечные» пучки) (Рисунок 23 А); б) относительно 

длинные пучки МТ (Рисунок 23 Б); в) кластеры МТ (Рисунок 23 В). Подсчет характера 

ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров выполнялся на клетках на стадии промета- и 

метафазы, зафиксированных через 30 мин после отмывки клеток от колцемида. 
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Рисунок 23. Различный характер повторного роста микротрубочек от хромосом и/или 

кинетохоров после колцемидной обработки контрольных клеток S2 дрозофилы, временная 

точка 30 мин. А. Короткие (одинарные или двойные) пучки микротрубочек. Б. Удлиненные 

пучки микротрубочек (стрелки). В. Кластеры микротрубочек. Непрямым 

иммуноокрашиванием антителами детектировали белок центросом DSpd2 (красный цвет), 

компонент микротрубочек белок α-тубулин (зеленый цвет), ДНК-специфическим красителем 

DAPI выявляли хромосомы (синий цвет) (флуоресцентная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

Обнаружено, что контрольные и РНК-и клетки демонстрируют схожий характер 

ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров после колцемидной обработки, но доля клеток 

с тем или иным типом повторно сформированных МТ варьируется по частоте в 

зависимости от РНК-и конкретного гена (Таблица 12). Так, было показано, что в 

клетках S2 дрозофилы после РНК-и гена mast, mars, mei-38 либо Eb1 частота 

удлиненных пучков MT и кластеров MT (характеризуют поздние стадии кинетохор-

зависимого ПРМТ) значительно снижена по сравнению с контролем (Таблица 12). При 

снижении количества белка Non3 не было отмечено влияния на характер ПРМТ от 

хромосом и/или кинетохоров, так как полученные значения достоверно не отличаются 

от таковых в контрольных клетках (Таблица 12). Данный анализ проводился на тех же 

клетках, которые использовались для подсчетов в Таблице 11.  
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Таблица 12. Характер повторного роста и интенсивность флуоресценции повторно 

растущих от хромосом и/или кинетохоров микротрубочек после РНК-интерференции гена 

Eb1, mars, Non3, mei-38 или mast в клетках S2 дрозофилы после колцемидной обработки 

(30 мин после отмывки клеток от колцемида).  

РНК-

интерференция 

Характер повторного роста микротрубочек 

от хромосом и/или кинетохоров, о.е. Интенсивность 

флуоресценции, 

о.е. короткие 

пучки МТ 

длинные 

пучки МТ 
кластеры МТ 

Eb1 1,14 0,53 *** 0,51 ** 0,71 *** 

mars 1,11 0,57 *** 0,35 *** 0,42 *** 

Non3 1,16 0,99 1,05 0,61 

mei-38 1,22 ** 0,33 *** 0,31 *** 0,30 *** 

mast 0,93 0,25 *** 0,08 *** 0,31 *** 

В качестве контроля использованы клетки S2 дрозофилы, не подвергавшиеся обработке 

дцРНК. Представлены средние значения как минимум трех биологических повторов после 

нормирования на соответствующий контроль, значение которого было принято равным 1. 

Данные по интенсивности флуоресценции получены с использованием программы ImageJ. 

МТ – микротрубочки; о.е. – относительные единицы. ** p <0,01, *** p <0,001 (χ2 тест). 

 

Снижение доли клеток с «длинными пучками МТ» и «кластерами МТ» 

(Таблица 12) на поздних стадиях сборки ВД при РНК-и исследуемых генов может быть 

объяснено участием кодируемых этими генами белков в процессе присоединения 

субъединиц тубулина на плюс-концы растущих от хромосом и/или кинетохоров МТ. И 

чем больше вклад конкретного белка в данный процесс, тем сильнее будет снижена 

способность клеток при РНК-и гена, кодирующего этот белок, на формирование 

«длинных пучков МТ» и «кластеров МТ» при ПРМТ. Для проверки этой гипотезы по 

изменению интенсивности флуоресценции пучков ПРМТ было оценено, какое 

количество тубулина (а, следовательно, и МТ) содержится в кинетохорных пучках МТ в 

клетках при РНК-и исследуемых генов в сочетании с колцемидной обработкой клеток S2 

дрозофилы (Таблица 12). Измерения интенсивности флуоресценции производились на 

тех же клетках, которые были использованы при подсчете характера ПРМТ Таблице 12. 

В результате было показано, что в клетках S2 дрозофилы при РНК-и гена mast 

или mei-38 интенсивность флуоресценции тубулина снижается в три раза, а при 

РНК-и гена mars – в 2,5 раза по сравнению с контролем. РНК-и гена Eb1 либо Non3 

приводит к уменьшению интенсивности флуоресценции кинетохор-зависимых 

ПРМТ после колцемидной обработки примерно в 1,5 раза по сравнению с 
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контрольными клетками (Таблица 12). Полученные данные хорошо согласуются с 

результатами анализа динамики и характера ПРМТ при РНК-и гена Eb1, mars, Non3, 

mei-38 или mast после колцемидной обработки (Таблица 11, 12). 

 

3.2.4. Локализация белков Eb1-eGFP, Mars-eGFP, Mei-38-eGFP и Mast-eGFP 

при повторном росте микротрубочек после колцемидной обработки 

трансгенных линий клеток S2 D. melanogaster 

Для более полного изучения роли белков, регулирующих процесс кинетохор-

зависимого ПРМТ, была проанализирована их локализация до начала и в процессе 

восстановления ВД после обработки клеток колцемидом. Была изучена локализация 

белков Eb1-eGFP, Mars-eGFP, Mei-38-eGFP и Mast-eGFP. Для белка Non3-eGFP 

данный эксперимент не был выполнен, поскольку по результатам анализа 

локализации данного гибридного белка в необработанных клетках было показано, 

что на всех стадиях митоза белок Non3-eGFP не ко-локализуется с МТ и не 

обнаруживается в области кинетохоров (Рисунок 22), а также по данным 

колцемидной (Таблица 11, 12) и холодовой (Рисунок 26, Таблица 13, см. п. 3.2.5.) 

обработок клеток S2 дрозофилы дикого типа снижение количества белка Non3 

практически или совсем не влияет на ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров.  

При исследовании процесса ПРМТ в линиях клеток S2 дрозофилы, 

экспрессирующих eGFP-меченые белки, было отмечено, что ПРМТ от хромосом 

и/или кинетохоров начинается позже, чем в клетках S2 дрозофилы дикого типа. 

Показано, что в трансгенных линиях клеток S2 дрозофилы ВД полностью 

формируется через 120–160 мин после их отмывки от колцемида, а в клетках S2 

дрозофилы дикого типа – примерно через 75 мин. Гипотеза о возможном влиянии 

использованного индуктора (CuSO4) на динамику ПРМТ не подтвердилась. Так, при 

изучении динамики ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров в трансгенной линии 

S2+tubulin-GFP (см. п. 2.2.3.3.), для которой не требуется добавление индуктора, 

также была показана временная задержка в формировании ВД по сравнению с 

клетками S2 дрозофилы дикого типа. Наиболее вероятно, это связано с разницей в 

процентном содержании сыворотки в средах, использованных для культивирования 

данных клеток (см. п. 2.2.3.1.).  
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Рисунок 24. Локализация белка Mast-eGFP во время повторного роста микротрубочек 

после колцемидной обработки. А. Локализация белка Mast-eGFP до отмывки клеток от 

колцемида. Б-Г. Локализация белка Mast-eGFP во время восстановления веретена деления. 

Синий цвет – ДНК-специфический краситель Hoechst (33342), красный – белок 

mCherry-α-тубулин, зеленый – белок Mast-eGFP (прижизненная конфокальная 

микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

Показано, что белок Mast-eGFP локализуется на хромосомах в области 

кинетохоров в нулевой момент времени (до отмывки клеток от колцемида) 

(Рисунок 24 А), когда ПРМТ отсутствует. Это значит, что белок Mast-eGFP остается 

связанным с кинетохорами на протяжении всего процесса деполимеризации МТ. 

Накопление белка Mast-eGFP в области кинетохоров сохранялось на протяжении всего 

процесса сборки ВД, и сигналы белка Mast-eGFP окружали кластеры/астры MT 

(Рисунок 24 Б, В). Данный белок также ко-локализуется с отрастающими пучками MT, 

однако на данных МТ интенсивность флуоресценции eGFP была значительно ниже, чем 

в области кинетохоров (Рисунок 24 Г).  
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Рисунок 25. Локализация белков Mars-eGFP, Mei-38-eGFP, Eb1-eGFP в трансгенных линиях 

клеток S2 дрозофилы во время повторного роста микротрубочек после колцемидной 

обработки. А. Начальные фазы повторного роста микротрубочек от хромосом и/или 

кинетохоров с небольшими сигналами тубулина, которые ко-локализуются с eGFP-мечеными 

белками. Б, В. Более поздние фазы повторного роста микротрубочек, характеризующиеся 

наличием кластеров/астр микротрубочек. Г. Полностью сформированное веретено деления 

после колцемидной обработки клеток. 1. Локализация белка Mars-eGFP. 2. Локализация белка 

Mei-38-eGFP. 3. Локализация белка Eb1-eGFP. Синий цвет – ДНК-специфический краситель 

DAPI, красный –белок α-тубулин (компонент микротрубочек), зеленый – «белок-eGFP» (GFP) 

(конфокальная микроскопия). Масштаб – 10 мкм. 

 

Однако, в отличие от белка Mast-eGFP, при полной деполимеризации МТ ВД 

(нулевой момент времени) белки Mars-eGFP, Mei-38-eGFP и Eb1-eGFP не были 

выявлены на кинетохорах. Установлено, что белки Mars-eGFP и Mei-38-eGFP 

начинают ко-локализоваться с короткими кинетохорными пучками от начала ПРМТ 

(соответственно Рисунок 25 А.1 и А.2) и сохраняют свою локализацию в течение 
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всего процесса восстановления ВД (соответственно Рисунок 25 Б.1–Г.1 и Б.2–Г.2). 

Для белка Eb1-eGFP показано, что он ко-локализуется с вновь растущими МТ на 

протяжении всего процесса ПРМТ (Рисунок 25 А.3–Г.3). 

 

3.2.5. Роль белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в кинетохор-зависимом 

формировании микротрубочек после холодовой обработки  

клеток S2 D. melanogaster 

Исследование ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров после РНК-и гена Eb1, 

mars, Non3, mei-38 или mast методом холодовой обработки (0°C) проводилось для 

подтверждения результатов, полученных после колцемидной обработки клеток S2 

дрозофилы, так как холодовая обработка исключает воздействие каких-либо 

веществ на клетку. Анализ ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров выполнялся на 

временной точке 30 сек (см. п. 3.1.2.). Для каждого из исследуемых генов (и 

соответствующего контроля) была посчитана частота ПРМТ после холодовой 

обработки в двух биологических повторах (минимум 100 клеток/эксперимент), 

итоговое количество проанализированных клеток указано в подписи к Рисунку 26.  

 

 

Рисунок 26. Повторный рост микротрубочек (ПРМТ) от хромосом и/или кинетохоров после 

РНК-интерференции гена Eb1, mars, Non3, mei-38 или mast в клетках S2 дрозофилы после 

холодовой обработки (0°C) (временная точка 30 сек после возвращения клеток на 22°С). В 

качестве контроля использованы клетки S2 дрозофилы, не обработанные дцРНК, но 

прошедшие процедуру обработки холодом. Для каждого исследуемого гена была произведена 

нормировка полученных значений на соответствующий контроль, значение которого было 

принято равным 1. Все представленные подсчеты сделаны в двух биологических повторах 

(приведены средние значения). Указаны 95% доверительные интервалы для медиан. Общее 

количество проанализированных клеток (в том числе без повторного роста микротрубочек) в 

контроле – 664, в клетках после РНК-интерференции гена Eb1 – 211, гена mars – 200, 

гена Non3 – 212, гена mei-38 – 245 и гена mast – 225. о.е. – относительные единицы.  
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Показано, что РНК-и гена Eb1 или Non3 практически не влияет на ПРМТ от 

хромосом и/или кинетохоров после холодовой обработки. При РНК-и гена mars 

происходит небольшое снижение доли клеток, демонстрирующих ПРМТ от 

хромосом и/или кинетохоров, по сравнению с контролем. Самый сильный эффект на 

динамику ПРМТ был обнаружен при снижении уровня экспрессии гена mei-38 либо 

mast (Рисунок 26). Отличия в результатах, полученных с помощью колцемидной и 

холодовой обработок (особенно для РНК-и гена Eb1) могут быть вызваны тем, что 

при колцемидной обработке блокируется ПРМТ от центросом, который также 

вносит существенный вклад в формирование ВД. 

 

 

Рисунок 27. Различный характер повторного роста микротрубочек от хромосом и/или 

кинетохоров после холодовой обработки (0°C) контрольных клеток S2 дрозофилы, 

временная точка 30 сек после возвращения клеток на 22°С (флуоресцентная микроскопия). 

А. Один или несколько коротких пучков микротрубочек. Б. Длинные случайно 

ориентированные пучки микротрубочек. В. Пучки микротрубочек, ориентированные в 

веретено-подобную форму. Непрямым иммуноокрашиванием антителами детектировали 

белок центросом DSpd2 (красный цвет), компонент микротрубочек белок α-тубулин 

(зеленый цвет), а также ДНК-специфическим красителем DAPI выявляли хромосомы 

(синий цвет). Масштаб – 10 мкм. 

 

Для изучения характера ПРМТ после обработки клеток низкой температурой 

(0°C) (Таблица 3) была введена следующая классификация: а) один или несколько 

коротких пучков МТ (Рисунок 27 А); б) длинные случайно ориентированные пучки 
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МТ (Рисунок 27 Б); в) пучки МТ, ориентированные так же, как в ВД (Рисунок 27 В). 

Подсчет характера ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров выполнялся на клетках на 

стадии промета- и метафазы, зафиксированных через 30 сек после их возвращения на 

22°С. Обнаружено, что контрольные и РНК-и клетки демонстрируют схожий характер 

ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров после холодовой обработки, но его типы 

варьируются по частоте в зависимости от РНК-и конкретного гена (Таблица 13). 

Показано, что в клетках после РНК-и гена mast, mars или mei-38 почти в 4 раза 

увеличена доля клеток с короткими пучками ПРМТ по сравнению с контролем 

(Таблица 13). При этом формирование более длинных пучков МТ при РНК-и указанных 

генов значительно снижено, что свидетельствует о том, что клеткам требуется больше 

времени для формирования функционального ВД либо же оно в части клеток не может 

быть сформировано вовсе.  

 

Таблица 13. Характер повторного роста микротрубочек от хромосом и/или кинетохоров 

после РНК-интерференции гена Eb1, mars, Non3, mei-38 или mast в клетках S2 дрозофилы 

после холодовой обработки (0°C) (временная точка 30 сек после возвращения клеток на 22°С).  

РНК- 

интерференция 

Характер повторного роста микротрубочек  

от хромосом и/или кинетохоров, о.е. 

короткие пучки 

МТ 

длинные случайно 

ориентированные 

пучки МТ 

пучки МТ, 

ориентированные как 

в веретене деления 

Eb1 1,09 *** 1,33 ** 0,52 ** 

mars 3,66 ** 1,22 0,20 *** 

Non3 1,10 0,98 0,83 

mei-38 3,78 *** 0,85 0,19 *** 

mast 3,57 *** 0,81 0,23 *** 

В качестве контроля использованы клетки S2 дрозофилы, не подвергавшиеся обработке 

дцРНК. Представлены средние значения как минимум двух биологических повторов после 

нормирования на соответствующий контроль, значение которого было принято равным 1. 

МТ – микротрубочки, о.е. – относительные единицы. ** p <0,01, *** p <0,001 (χ2 тест). 

 

При РНК-и гена Eb1 примерно на треть увеличивается количество клеток с 

длинными, случайным образом ориентированными повторно растущими МТ от 

хромосом и/или кинетохоров, при этом доля клеток с повторно растущими 

кинетохорными пучками, ориентированных как в ВД, снижена вдвое. РНК-и гена 

Non3 статистически значимо не влияет на характер ПРМТ от хромосом и/или 
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кинетохоров (Таблица 13). Измерения интенсивности флуоресценции тубулина в 

экспериментах по холодовой обработке клеток S2 дрозофилы не выполнялись по 

причине того, что в большинстве клеток ПРМТ от центросом накладывались на 

ПРМТ от хромосом и/или кинетохоров. Это не затрудняло подсчет характера и 

динамики ПРМТ, однако вносило большую вероятность ошибки при анализе 

интенсивности флуоресценции тубулина. 

Отмечена вариативность характера кинетохор-зависимого ПРМТ в 

зависимости от РНК и генов, кодирующих исследуемые белки – в клетках 

формируются либо преимущественно короткие повторно растущие пучки МТ от 

хромосом и/или кинетохоров, либо же появляется больше клеток с длинными 

кинетохорными пучками. Было выдвинуто предположение, что наблюдаемые 

изменения могут отражать либо только специфические дефекты формирования МТ 

от хромосом и/или кинетохоров, либо же быть следствием эффекта РНК-и 

исследуемых генов на восстановление всего ВД (в том числе и на центросом-

зависимое повторное формирование МТ). Как результат, снижение эффективности 

кинетохор-зависимого ПРМТ в клетке может приводить к увеличению доступных 

димеров тубулина, которые могут пассивно включаться в полюсные МТ (астры), что 

приведет к увеличению их размера. Однако следует учитывать, что размер повторно 

сформированных полюсных МТ может зависеть не только от доступности димеров 

тубулина, но и от участия конкретного белка в процессе центросом-зависимого 

формировании МТ. Исходя из этих соображений, данные о размере полюсных МТ 

интерпретируются с осторожностью. 

Влияние РНК-и исследуемых генов на размер полюсных МТ (астр) изучалось 

с использованием холодовой обработки (0°C) для деполимеризации МТ, поскольку 

данный подход не влияет на процесс центросом-зависимого ПРМТ (Рисунок 28). 

Измерения производились в промета- и метафазных клетках с биполярными ВД по 

описанному в п. 2.2.5.1. протоколу. Было показано, что РНК-и гена Eb1 приводит к 

небольшому, однако статистически значимому уменьшению размера полюсных МТ. 

РНК-и гена Non3 или mast приводит к увеличению размера полюсных МТ. Для РНК-

и гена Non3 увеличение размера астр соотносится с наблюдаемым фенотипом, при 

котором визуально наблюдалось увеличение размера полюсных МТ по сравнению с 
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контрольными клетками. РНК-и гена mars либо mei-38 немного уменьшает размер 

полюсных МТ после холодовой обработки (Рисунок 28). 

 

 

Рисунок 28. Относительный размер полюсных микротрубочек (астр) при 

РНК-интерференции генов Eb1, mars, Non3, mei-38 или mast в сочетании с методом 
холодовой обработки (0°C) в клетках S2 дрозофилы (временная точка 30 сек после 

возвращения клеток на 22°С). Представлены медианные значения как минимум двух 

биологических повторов после нормирования на соответствующий контроль, значение 

которого было принято равным 1. Под графиком указано количество измеренных астр. 

Красная линия – медианное значение для контрольных клеток. о.е. – относительные 

единицы. * p <0,05, *** p <0,001 (U-критерий Манна - Уитни). 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1. Деполимеризация микротрубочек веретена деления 

Одним из способов изучения механизмов кинетохор-зависимого 

формирования МТ является анализ повторного роста МТ (ПРМТ) после 

деполимеризации МТ антимитотическими препаратами либо воздействием низких 

температур. Настоящее исследование демонстрирует то, что метод деполимеризации 

влияет на характер ПРМТ и процесс повторной сборки ВД в клетках S2 дрозофилы. 

Ранее в работах, проведенных на клетках млекопитающих, показано, что первые 

повторно растущие МТ после индуцированной нокодазолом деполимеризации 

образуются около кинетохоров (Tulu et al., 2006; Torosantucci et al., 2008). При 

деполимеризации МТ, вызванной воздействием холода, полюсные МТ, 

формирующиеся центросом-зависимым образом, образуются в первую очередь 

(Torosantucci et al., 2008) (Рисунок 26). При анализе характера ПРМТ после холодовой 

обработки различными низкими температурами нами было отмечено увеличение 

длины полюсных МТ в клетках, инкубированных при ˗2°C, по сравнению с клетками, 

инкубированными при 0°C, что может отражать наличие повышенного пула 

неполимеризованного тубулина (Tulu et al., 2006; Bucciarelli et al., 2009; Hayward et al., 

2014). Вероятнее всего, это происходит из-за ингибирования кинетохор-зависимого 

ПРМТ, и по этой причине наблюдается его серьезное снижение. При этом инкубация 

клеток при ˗2°C не влияет на центросом-зависимое формирование МТ.  

Иная ситуация обстоит с характером ПРМТ после колцемидной обработки 

клеток S2 дрозофилы. Нами было отмечено возобновление ПРМТ только от 

кинетохоров, при этом центросом-зависимый ПРМТ отсутствовал практически во 

всех клетках (Рисунок 23). Формирование анастрального биполярного ВД 

происходило исключительно за счет вновь сформированных кинетохорных волокон. 

Есть предположение, что в результате обработки колцемидом ингибируется 

центросом-зависимое формирование МТ из-за фрагментации перицентриолярного 

материала, как это наблюдается в клетках млекопитающих, обработанных низкими 

концентрациями колцемида либо нокодазола (Sellitto, Kuriyama, 1988; Jordan et al., 

1992). Однако, при анализе иммуноокрашенных клеток S2 дрозофилы антителами 
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против DSpd2 (маркера центросом) и γ-тубулина (маркер комплекса γ-TuRC) после 

колцемидной обработки нами было показано, что перицентриолярный материал 

остается компактным, даже если центросомы утратили способность к формированию 

МТ (Pavlova et al., 2016). Может ли в таком случае ПРМТ от центросом 

ингибироваться каким-то другим образом? При исследовании ПРМТ после 

колцемидной обработки клеток S2 дрозофилы с РНК-и гена Klp10A нами было 

отмечено, что большая часть центросом (55%) формировали пучки МТ (Popova et al., 

2022). Ранее для белка Klp10A из семейства кинезинов-13 было показано, что он 

играет роль в деполимеризации МТ (Rogers et al., 2004; Goshima, Vale, 2005). 

Примечательно, что мы отметили, что центросомы клеток с РНК-и гена Klp10A 

показали те же количества белка DSpd2, что и контрольные клетки (Popova et al., 

2022). Это предполагает, что способность клеток с РНК-и гена Klp10A стимулировать 

ПРMT после колцемидной обработки не зависит от изменения количества белков 

перицентриолярного материала, таких как белок DSpd2. На основе этих данных был 

сделан вывод, что центросомы клеток, обработанных колцемидом, сохраняют некую 

способность к формированию МТ, но при этом повторно растущие МТ особенно 

чувствительны к деполимеразе Klp10A. Альтернативное предположение состоит в 

том, что центросомы после обработки колцемидом утрачивают способность 

защищать минус-концы МТ от активности белка Klp10A. Так или иначе, данные 

гипотезы требуют дальнейшего детального исследования. 

 

4.2. Роль белков Eb1, Mars, Non3, Mei-38 и Mast в кинетохор-зависимом 

формировании микротрубочек веретена деления  

в культуре клеток S2 D. melanogaster 

В рамках данной работы было показано, что механизмы, лежащие в основе 

кинетохор-зависимого формирования МТ после деполимеризации тубулина могут 

быть исследованы с помощью метода РНК-и в клетках S2 дрозофилы. Однако 

неожиданно обнаружено, что характер кинетохор-зависимого ПРМТ 

(Рисунок 23, 27) в контрольных клетках и клетках после РНК-и при 

деполимеризации МТ одинаков как при обработке колцемидом, так и при 

использовании низкой температуры (0°C), и, следовательно, не зависит от способа 
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деполимеризации МТ. Основное отличие между контрольными образцами и 

образцами после РНК-и заключается в доле клеток с тем или иным типом повторно 

сформированных МТ (Таблица 12, 13). Таким образом, можно сделать заключение, 

что РНК-и исследуемых генов влияет только на динамику полимеризации тубулина, 

но не на процесс кинетохор-зависимого ПРМТ в принципе. Это наблюдение может 

указывать на особую генетическую устойчивость процесса формирования МТ от 

хромосом и/или кинетохоров, поскольку этот процесс находится под контролем 

многих генов, которые, по крайней мере, частично функционально избыточны. Это 

неудивительно, учитывая тот факт, что эффективность и надежность процесса 

клеточного деления является ключевым фактором для развития и существования 

организмов, а кинетохор-зависимый способ формирования МТ не только 

необходим, но и достаточен для сборки ВД в большинстве эукариотических клеток. 

Ранее было обнаружено, что длина ВД в клетках с РНК-и гена Eb1, mars, 

mei-38 или mast значительно меньше чем в контрольных клетках S2 дрозофилы. 

Полученные нами результаты показывают, что фенотип «короткое ВД» после РНК-и 

исследуемых генов в клетках S2 дрозофилы обусловлен нарушением динамики и 

характера кинетохор-зависимого формирования МТ в промета- и метафазных 

клетках после холодовой или колцемидной обработки. Для дрозофилы также 

известны другие белки, влияющие на кинетохор-зависимый ПРМТ, и снижение 

количества которых приводит к укорочению ВД. Это такие белки, как белок Misato 

(Mst) и взаимодействующие с ним белки комплексов TCP-1 и Prefoldin (Mottier-Pavie 

et al., 2011; Palumbo et al., 2015), белок Ensconsin, имеющий гомологию к белку 

MAP7 человека (Gallaud et al., 2014), и МТ-полимераза Msps (TOGp у человека) 

(Bucciarelli et al., 2009; Goshima et al., 2005). По данным скринингов на основе РНК-и 

метода в клетках S2 дрозофилы идентифицировано множество других генов, 

связанных с фенотипом короткого ВД (Somma et al., 2008; Goshima et al., 2007), но 

приводит ли снижение количества белков, кодируемых этими генами, к нарушению 

кинетохор-зависимого ПРМТ на момент выполнения данного исследования, не 

известно. Таким образом, высока вероятность выявления при дальнейших 

исследованиях других белков, также играющих роль в кинетохор-зависимом 

формировании МТ ВД. 
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Данная работа дает представление о генетическом/молекулярном контроле 

процесса кинетохор-зависимого ПРМТ. Ранее на клетках S2 дрозофилы было 

показано, что белок Mast обеспечивает включение субъединиц тубулина в плюс-

концы зрелых пучков МТ, соединенных с кинетохорами (Maiato et al., 2005). Было 

высказано предположение, что белок CLASP1 человека выполняет схожую 

функцию (Maiato et al., 2003). Однако, опубликованные доказательства того, что 

белки семейства CLASP контролируют кинетохор-зависимое образование МТ в 

клетках млекопитающих, отсутствуют. У Xenopus ген Xorbit, ортолог гена mast 

дрозофилы, необходим для индуцированного хроматином формирования МТ 

(Hannak et al., 2006). В настоящем исследовании показано, что РНК-и гена mast 

приводит к сильному снижению динамики ПРМТ от кинетохоров, а также что белок 

Mast-eGFP локализуется в области кинетохоров на всех этапах ПРМТ. Это может 

свидетельствовать о том, что белок Mast является ключевым регулятором удлинения 

плюс-концов МТ при кинетохор-зависимом ПРМТ.  

В ходе данного исследования нами обнаружено, что для кинетохор-

зависимого процесса ПРМТ необходимы белки Mars (гомолог белка HURP 

человека) и Mei-38 (гомолог белка TPX2 человека). Ранее исследования на клетках 

млекопитающих показали, что белок TPX2 взаимодействует со множеством 

митотических белков, включая белок Aurora A (AURKA) и белковый комплекс 

augmin, способствуя зарождению и связыванию МТ. Также показано, что белок 

TPX2 необходим как для образования k-волокон, так и для кинетохор-зависимого 

роста МТ (Petry, 2016; Tulu et al., 2016; Liu et al., 2021). Белок HURP обладает 

МТ-связывающей активностью и необходим для стабильности кинетохорных 

волокон и кинетохор-зависимого формирования МТ (Torosantucci et al., 2008; Sillje 

et al., 2006). Предыдущие работы показали, что в клетках S2 дрозофилы, лишенных 

функциональных центросом, кинетохор-зависимое образование МТ не 

контролируется путем RCC1-RanGTP (Moutinho-Pereira et al., 2013). Тем не менее, в 

данном исследовании показано, что гомологи белков TPX2 (Mei-38) и HURP (Mars) 

у дрозофилы необходимы для кинетохор-зависимого ПРМТ, так же, как и их аналоги 

у позвоночных, которые регулируются ГТФазой Ran (Tulu et al., 2006; Casanova et 

al., 2008). В настоящей работе показано, что белки Mars-eGFP и Mei-38-eGFP 

ко-локализуются с кинетохорными МТ с самых ранних стадий ПРМТ до полной 
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сборки ВД. Это говорит о том, что оба этих белка выполняют функции, необходимые 

для правильной сборки и стабильности k-волокон после деполимеризации МТ ВД.  

В данном исследовании показано, что белок Eb1-eGFP ко-локализуется с 

повторно-формирующимися МТ от хромосом и/или кинетохоров с самых ранних 

стадий ПРМТ до полной сборки ВД, а также что РНК-и гена Eb1 подавляет процесс 

кинетохор-зависимого ПРМТ. У позвоночных информация о роли ортолога белка Eb1 

в процессе кинетохор-зависимого ПРМТ отсутствуют на момент выполнения данного 

исследования. Белок EB1 был обнаружен в каждом организме и почти в каждом 

исследованном типе клеток, включая нейрональные, лимфоцитарные и 

эпителиальные клетки (Tirnauer et al., 2000). Для S. cerevisiae был выявлен 

единственный белок, названный BIM1 (binding to microtubules 1), гомологичный 

последовательности белка EB1 млекопитающих, и показано, что он взаимодействует 

с α-тубулином в дрожжевом двугибридном скрининге (Schwartz et al., 1997), что схоже 

с белком Eb1 дрозофилы. У человека описаны две группы белков-ортологов белку Eb1 

дрозофилы на момент выполнения данного исследования, а именно сообщалось о 

белках EB1, EB2, EB3 и EBF3, а также о высокородственных белках RP1, RP2 и RP3 

(Su et al., 1995; Renner et al., 1997; Juwana et al., 1999, Nakagawa et al., 2000). Учитывая, 

что белок Eb1, по-видимому, выполняет консервативные митотические функции у 

различных организмов, то мы можем предположить, что его ортологи у позвоночных 

также могут контролировать кинетохор-зависимое формирование МТ. 

Что же касается белка Non3, то с ним немного иная ситуация. Показано, что 

белок Non3 является одним из белков, локализующихся в ядрышке дрозофилы 

(Andreyeva et al., 2019). Изменения в морфологии и функции ядрышка тесно связаны с 

ростом и пролиферацией клеток (Scherl et al., 2002; Tafforeau et al., 2013). Ранее в 

литературе было показано, что РНК-и гена Non3 приводит к формированию короткого 

ВД в клетках S2 дрозофилы предположительно из-за нарушения общего уровня синтеза 

белка тубулина (Moutinho-Pereira et al., 2013), поскольку белок Non3 вероятно вовлечен 

в синтез рибосом (Morita et al., 2002; Zhang et al., 2007; Asano et al., 2015). В настоящем 

исследовании нами было отмечено, что при РНК-и гена Non3 происходит 

статистически незначимое уменьшение длины ВД по сравнению с контролем, что не 

согласуется с ранее опубликованными данными (Moutinho-Pereira et al., 2013). Важно 

отметить, что нами не было обнаружено снижения общего количества тубулина 
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(основного составляющего белка МТ) при РНК-и гена Non3 в клетках S2 дрозофилы 

(Andreyeva et al., 2019). Таким образом, ранее опубликованные в статье научной группы 

Moutinho-Pereira (Moutinho-Pereira et al., 2013) результаты о том, что РНК-и этого гена 

в клетках S2 дрозофилы приводит к формированию короткого ВД, а также 

предполагаемый механизм формирования короткого ВД вследствие нарушения общего 

уровня синтеза белка тубулина, нами не подтвердились.  

В работе Андреевой Е.Н. и коллег показано, что в клетках вентрально-

мозгового ганглия личинок дрозофилы третьего возраста белок Non3 является 

компонентом ядрышка, и у мутантов по гену Non3 происходят изменения в 

функционировании ядрышка, поскольку нарушается локализация белка Fibrillarin в 

плотном фибриллярном компоненте ядрышка (Andreeva et al., 2019), важного для 

пост-трансляционной модификации и процессинга рРНК (Henras et al., 2008; Trinkle-

Mulcahy, 2018). Известно, что порядка 70% белков ядрышка задействованы в 

процессах, напрямую не имеющих отношения к биогенезу рибосом, и часть из них 

может быть задействованным в клеточном делении (Scherl et al., 2002; Tafforeau et 

al., 2013). К таким белкам относятся белки Modulo и CAL1, обеспечивающие 

функциональную связь между ядрышком и формированием центромер у дрозофилы 

(Chen et al., 2012; Perrin et al., 1998; Chen et al., 2014). Белок Modulo дрозофилы близок 

по своей структуре и функциям белку Nucleolin млекопитающих, выполняющему 

функцию регулятора структуры хроматина (Ginisty et al., 1999; Chen et al., 2012). У 

дрозофилы белок Modulo образует комплекс с шапероном CAL1 – показано, что 

данные белки физически взаимодействуют преимущественно внутри ядрышка, но не 

в центромере (Chen et al., 2012; Padeken and Heun, 2013; Chen et al., 2014). Шаперон 

CAL1 является лимитирующим фактором для загрузки в центромеры белка CID у 

дрозофилы (Erhardt et al., 2008) – одного из ключевых элементов в формировании 

кинетохора. Белки Modulo, CAL1 и CID являются взаимозависимыми, поскольку 

снижение уровня белка CID в клетках наблюдается при нокдауне гена, кодирующего 

белок Modulo либо CAL1 (Chen et al., 2012; Chen et al., 2014). Можно предположить, 

что РНК-и гена Non3 приводит к нарушению функций ядрышка по депонированию 

белков Modulo и CAL1 в интерфазе, вследствие чего белки могут находиться в другом 

клеточном компартменте и/или снижаться их количество в клетке. По этой причине 

может быть нарушено формирование кинетохоров из-за невозможности загрузки 
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белка CID в центромеры. Таким образом, нарушение формирования центромер, и, 

следовательно, сборки белкового кинетохорного комплекса может являться одной из 

причин обнаруженного нами при холодовой обработке (0°C) клеток с РНК-и гена 

Non3 увеличения размера астральных МТ (которое также было отмечено при 

исследовании фенотипа клеток S2 дрозофилы после снижения количества белка 

Non3). Это может происходить из-за увеличения пула неполимеризованного тубулина 

вследствие ингибирования ПРМТ от кинетохор, что подтверждается снижением 

интенсивности флуоресценции пучков МТ, вновь формирующихся от кинетохоров 

после колцемидной обработки клеток S2 дрозофилы с РНК-и гена Non3.  

Тот факт, что снижение количества белка Non3 статистически значимо влияет 

на процесс кинетохор-зависимого ПРМТ после колцемидной обработки только на 

ранних стадиях повторного формирования МТ, может свидетельствовать о том, что 

белок Non3 не является критически важным на всем протяжении процесса кинетохор-

зависимого формирования МТ за счет компенсации его функций другими белками в 

клетке. Поскольку влияние РНК-и гена Non3 на сборку ВД все же отмечено, то вопрос 

о роли данного белка в митозе клеток S2 дрозофилы остается открытым. В данном 

исследовании при изучении локализации белка Non3-eGFP во время митоза 

наблюдалось некоторое обогащение eGFP сигнала вокруг хромосом на стадии 

метафазы, при этом ко-локализации гибридного белка с МТ не выявлено. 

Обнаружено, что, начиная со стадии телофазы, белок Non3-eGFP локализуется в 

ядрышке, где предположительно необходим для биосинтеза рибосом (Morita et al., 

2002; Zhang et al., 2007; Asano et al., 2015). Это обстоятельство наталкивает на мысль, 

что белок Non3 может являться так называемым «moonlighting» белком. В 1999 г. 

Констанс Дж. Джеффри ввела термин «moonlighting proteins» для описания белков, 

которые при одной и той же аминокислотной последовательности способны 

выполнять одну или несколько дополнительных функций помимо своей первично 

описанной (Jeffery, 1999). Показано, что «moonlighting» белок может выполнять 

различные функции в разных клеточных компартментах и/или в сочетании с разными 

партнерами по связыванию (Somma et al., 2020). Митоз является идеальным 

процессом, благоприятствующим приобретению «moonlighting» функций, поскольку 

он сопровождается серьезной перестройкой клеточных структур, что позволяет 

многим белкам изменять локализацию в клетке. Например, во время конденсации 
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хромосом многие белки хроматина высвобождаются сначала в нуклеоплазму, затем 

при разрушении ядерной оболочки оказываются в цитоплазме и вновь связываются с 

хроматином только тогда, когда хромосомы деконденсируются во время телофазы. В 

следствии этого, в митозе с компонентами ВД могут связываться белки, которые во 

время интерфазы выполняют внутриядерные функции (Somma et al., 2020). Показано, 

что факторы ремоделирования хроматина ISWI и CHD4 связываются с МТ как в 

клетках S2 дрозофилы, так и в клетках Xenopus и необходимы для сборки и 

функционирования ВД (Yokoyama et al., 2009; Yokoyama et al., 2013). 

Во время митоза некоторые клеточные процессы, такие как транскрипция и 

сплайсинг, сильно редуцированы (Gottesfeld, 1997; Hofmann et al., 2010; Palozola et al., 

2017), поэтому белки, участвующие в этих процессах, находятся в очень 

благоприятной ситуации для приобретения дополнительных функций в митозе. 

АТФаза INO80 человека, участвующая как в репликации ДНК, так и в 

ремоделировании хроматина, связывается с митотическим ВД и необходима для 

сегрегации хромосом (Hur et al., 2010; Park et al., 2011). Для млекопитающих было 

показано, что во время открытого митоза, когда ядрышко разбирается, многие 

ядрышковые белки и РНК вокруг хромосом образуют перихромосомный 

компартмент (также называемый «периферия хромосом», «митотический 

хромосомный клей») (Booth et al., 2014). Периферия хромосом представляет собой 

сложную сеть белков и молекул РНК (преимущественно рибосомных РНК), функция 

которой остается загадочной. Удвоение и разделение генома на две дочерние клетки 

требует резкой реорганизации ядра с превращением хроматиновой сети в характерные 

конденсированные митотические хромосомы, сопровождающейся разборкой 

ядрышка. Ядрышковые белки Fibrillarin, Nucleolin, Nucleophosmin, Peripherin и Ki-67 

известны у млекопитающих в качестве компонентов периферии хромосом (Yasuda, 

Maul, 1990; Hernandez-Verdun, Gautier, 1994; Van Hooser et al., 2005; Jansen et al., 1991; 

Tollervey, Kiss, 1997; Jiang et al., 2000). Белок Ki-67 является ключевым белком 

периферии хромосом у млекопитающих, и для него не показано наличие ортологов у 

дрозофилы. Отмечено, что белок Ki-67 во время интерфазы локализуется в 

фибриллярном компоненте ядрышка, а во время митоза происходит 

перераспределение данного белка с последующей его локализацией на периферии 

митотических хромосом, где он обеспечивает пространственное отделение хромосом 
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друг от друга в ходе митоза в клетках человека (Isola et al., 1990; Cuylen et al., 2016). 

РНК-и гена MKI67, кодирующего белок Ki-67 у человека, приводит к слипанию 

хромосом в единую неподвижную массу на стадии метафазы, из-за чего они не могут 

нормально разделяться в анафазе (Booth et al., 2016), а также приводит к тому, что 

другие периферийные белки хромосом теряют свою локализацию в митозе (Booth et 

al., 2014). Эти данные позволяют сделать предположение о возможном 

взаимодействии белков хромосомной периферии и структурных белков хромосом. 

Мы предполагаем, что во время митоза с белком Non3 происходит схожая ситуация, 

и, вероятно, он выполняет роль так называемого «митотического хромосомного 

клея». Так или иначе, участие белка Non3 во время митоза требует дальнейшего 

детального исследования. 

 

4.3. Модель кинетохор-зависимого формирования микротрубочек  

веретена деления 

Один из основных вопросов при изучении формирования МТ от кинетохоров 

заключается в том, насколько соответствует формирование МТ во время 

нормального клеточного деления тому, что происходит при ПРМТ после 

деполимеризации ВД. Maiato и коллеги (Maiato et al., 2004) сформировали модель 

кинетохор-зависимого формирования МТ. В ней говорится, что формирование 

k-волокон начинается с генерации коротких, беспорядочно ориентированных МТ 

вблизи кинетохор. Плюс-концы этих МТ затем захватываются кинетохорами и 

продолжают там полимеризоваться, что приводит к удлинению k-волокон. В 

результате минус-концы МТ будут отталкиваться от кинетохоров и накапливаться 

на концах отрастающих k-волокон (Maiato et al., 2004). При этом, механизм, 

лежащий в основе начального повторного роста MT, является предметом активного 

исследования. Mishra и соавт. (Mishra et al., 2010) обнаружили, что белки Nup107-160 

и γ-тубулин локализуются рядом с кинетохорами в клетках HeLa на ранних стадиях 

ПРMT после индуцированной нокодазолом деполимеризации MT. Они также 

показали, что кинетохор-зависимый ПРМТ снижается в отсутствие белков 

Nup107-160 или γ-тубулина. Они пришли к выводу, что, хотя эти результаты 

совместимы с моделью Maiato (Maiato et al., 2004), они также согласуются с 
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возможностью того, что МТ закрепляются на кинетохорах минус-концами и 

полимеризуются на дистальных плюс-концах на начальных стадиях повторного 

кинетохор-зависимого роста, образуя промежуточный продукт сборки, который 

исчезает по мере удлинения k-волокон (Mishra et al., 2010). Сходная временная 

инверсия полярности кинетохорных МТ была описана у S. cerevisiae, где 

кинетохоры, как полагают, формируют МТ с минус-концами, встроенными в 

кинетохоры, и плюс-концами, направленными наружу. Однако эти МТ не 

способствуют формированию метафазного веретена, так как они исчезают, когда 

плюс-концы МТ, исходящие из полюсов ВД, захватываются кинетохорами 

(Kitamura et al., 2010). Полученные в данном исследовании результаты 

подтверждают модель Maiato и соавт. (Maiato et al., 2004), поскольку по результатам 

исследования кинетохор-зависимого ПРМТ после колцемидной обработки было 

обнаружено, что первые короткие пучки МТ формируются в области хромосом, 

после чего происходит удлинение МТ с последующим восстановлением 

биполярного ВД, что повторяет процесс образования MT, управляемого 

кинетохорами, в интактных клетках.  

По результатам данного исследования мы предполагаем, что кинетохоры 

захватывают плюс-концы МТ, зародившихся поблизости от них, и что удлинение 

этих МТ первоначально происходит под действием белка Mast. Последующее 

формирование, удлинение и стабилизация отрастающих пучков k-волокон 

регулируется также при участии белков Mars, Mei-38 и Eb1.  
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ВЫВОДЫ 

1. Холодовая деполимеризация микротрубочек при температуре 0°C позволяет 

изучить кинетохор-зависимое формирование веретена деления, в то время как 

деполимеризация микротрубочек при температуре ˗1°C и ˗2°C приводит к 

блокировке кинетохор-зависимого формирования микротрубочек  

в клетках S2 дрозофилы. 

2. Деполимеризация микротрубочек веретена деления колцемидом позволяет 

изучать кинетохор-зависимый рост микротрубочек, поскольку колцемид 

препятствует центросом-зависимому повторному формированию 

микротрубочек веретена деления в клетках S2 дрозофилы. 

3. Белки Mast, Mei-38, Mars и Eb1 необходимы для кинетохор-зависимого роста 

микротрубочек веретена деления в клетках S2 дрозофилы, поскольку при 

уменьшении количества транскриптов кодирующих их генов снижается 

динамика кинетохор-зависимой полимеризации тубулина, что приводит к 

формированию укороченного веретена деления. 

4. Белок Non3 слабо влияет на повторный кинетохор-зависимый рост 

микротрубочек после колцемидной или холодовой обработки  

клеток S2 дрозофилы. 

5. Белок Mast – ключевой регулятор кинетохор-зависимого формирования 

микротрубочек, поскольку только белок Mast-eGFP ко-локализуется с 

хромосомами и/или кинетохорами до момента начала повторного роста 

микротрубочек после колцемидной обработки трансгенной линии  

клеток S2 дрозофилы.  

6. Белки Eb1-eGFP, Mast-eGFP, Mars-eGFP, Mei-38-eGFP ко-локализуются с 

вновь растущими микротрубочками на протяжении всего процесса 

повторного формирования веретена деления после колцемидной обработки 

трансгенных линий клеток S2 дрозофилы.  

7. Впервые показано, что белок Non3-eGFP во время митоза не ко-локализуется 

с микротрубочками веретена деления, однако присутствует небольшое 

обогащение сигнала белка Non3-eGFP вокруг хромосом на стадии метафазы.  
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