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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
а.о. – аминокислотный остаток
АТФ – аденозинтрифосфат
БСА – бычий сывороточный альбумин
ВД – веретено деления
ГДФ – гуанозиндифосфат
ГТФ – гуанозинтрифосфат
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
дцРНК – двуцепочечная РНК
е.а. – единица активности
кДНК – комплементарная ДНК
КПРМТ – кинотехор-зависимый повторный рост микротрубочек
мРНК – матричная РНК
МТ – микротрубочка
ПАТ – псевдо-ана-телофаза
п.н. – пара нуклеотидов
ПЦМ – перицентриолярный материал
ПЦР – полимеразная цепная реакция
РНК – рибонуклеиновая кислота
РНКи – РНК-интерференция
APC/C – комплекс стимуляции анафазы/циклосома (anaphase-promotingcomplex/cyclosome)
CCAN – комплекс белков, постоянно ассоциированных с центромерой (the constitutivecentromere-associated network)
CH – (домен) гомологии с кальпонином (calponin homology)
CPC – комплекс белков-пассажиров хромосом (chromosome passenger complex)
DAPI – 4,6-диамидино-2-фенилиндол (4,6-diamidino-2-phenylindole)
γTuRC – кольцевой комплекс γ-тубулина (γ-tubulin ring complex)
dNTP – дезоксирибонуклеозидтрифосфат (deoxyribonucleoside triphosphate)
eGFP – усиленный зелёный флуоресцентный белок (enhanced green fluorescent protein)
FBS – эмбриональная телячья сыворотка (fetal bovine serum)
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IQ – изолейцин-глутаминовые мотивы
k-волокно – кинетохорное волокно
MAP – белки, ассоциированные с микротрубочками (microtubule associated protein)
MCC – комплекс митотической контрольной точки (the mitotic checkpoint complex)
MtnA – Metallothionein A
PBS – натрий-фосфатный буфер (phosphate buffered saline)
+TIP – белки, взаимодействующие с плюс-концами микротрубочек (+tip interacting protein)
˗TIP – белки, взаимодействующие с минус-концами микротрубочек (˗tip interacting protein)
SAC – контрольная точка сборки веретена деления (spindle assembly checkpoint)
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность темы исследования

Митоз является одним из фундаментальных процессов онтогенеза, поскольку
клеточное деление необходимо для развития и роста организма. Биологическое значение
митоза состоит в строго одинаковом распределении хромосом между дочерними ядрами,
что обеспечивает образование генетически идентичных дочерних клеток. При нарушениях
митоза может происходить неправильная сегрегация хромосом и, как результат,
генетический дисбаланс в дочерних клетках (анеуплоидия) (Baudoin, Cimini, 2018).
Анеуплоидия соматических клеток может приводить к возникновению опухолей и
геномной нестабильности, тогда как анеуплоидия зародышевых клеток напрямую связана
с бесплодием, невынашиванием беременности и возникновением пороков развития
(Weaver, Cleveland, 2007; Maiato, Silva, 2023).

Веретено деления (ВД) является динамичной молекулярной машиной, которая
обеспечивает правильное прохождение митоза. Движущей частью ВД являются
микротрубочки (МТ) и МТ-ассоциированные белки. Процесс сборки митотического ВД
является предметом активного изучения. На данный момент известно, что при его сборке
нуклеация МТ может происходить от центросом, кинетохоров или уже существующих
микротрубочек (Kraus et al., 2023). Наличие нескольких независимых друг от друга
способов нуклеации МТ делает сборку веретена деления более надежной и устойчивой к
повреждениям. Исследования, выполненные на культивируемых клетках дрозофилы и
млекопитающих, показали, что образование МТ только от кинетохоров является
необходимым и достаточным для сборки функционального ВД (Meunier, Vernos, 2016).
Однако в настоящее время мало известно о молекулярных участниках процесса кинетохор-
зависимого роста МТ. В разных модельных системах было показано, что в этом процессе
участвует ряд белков и белковых комплексов, которые необходимы для нуклеации МТ
(Mei-38/TPX2, Mars/HURP, Aurora A (Tulu et al., 2006; Torosantucci et al., 2008; Koffa et
al.,2006; Casanova et al., 2008, Popova et al., 2022), γ-тубулин, Nup107-160 (Mishra et al.,
2010)), для полимеризации МТ (Msps/XMAP215 (Bucciarelli et al., 2009), Misato, комплексы
TCP-1 и Tubulin prefoldin (Mottier-Pavie et al., 2011; Palumbo et al., 2015), Ensconsin/MAP7
(Gallaud et al., 2014), Eb1, Mast (Popova et al., 2022)), либо необходимы для сборки
кинетохора (компоненты комплекса CPC – Aurora B, INCENP (Kallio et al., 2002)).
Дополнительно было показано, что кинетохор-зависимый ростМТ нарушается в отсутствие
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белкового комплекса MCRS1-KANSL1-KANSL3, который связывается с минус-концами
МТ в культивируемых клетках человека (Meunier, Vernos, 2011; Meunier et al., 2015).

Белки, связывающиеся с минус-концами МТ, являются одной из наименее изученных
групп белков, ассоциированных с МТ, и довольно малочисленной. К таким белкам
относятся, помимо вышеуказанного комплекса MCRS1-KANSL1-KANSL3, кольцевой
комплекс γ-тубулина (γ-tubulin ring complex, γTuRC), белок Asp/ASPM (здесь и далее
указано название ортолога у дрозофилы/человека) и белок Patronin/CAMSAP (Akhmanova,
Steinmetz, 2019). Участие белка γ-тубулин, ключевого компонента комплекса γTuRC, в
кинетохор-зависимом росте МТ уже была продемонстрирована ранее (Mishra et al., 2010).
Участвуют ли белки Asp/ASPM и Patronin/CAMSAP в процессе кинетохор-зависимого
роста МТ, неизвестно. Оба белка являются высококонсервативными и снижение их
количества или отсутствие у млекопитающих приводит к серьёзным аномалиям развития
нервной системы. Так, потеря функции гена ASPM у мыши и человека является одной из
основных причин развития первичной микроцефалии (Pulvers et al., 2010; O’Neill et al.,
2018). У человека мутации в гене CAMSAP1 приводят к нарушению нейрональной
миграции, которая может сопровождаться микроцефалией (Khalaf-Nazzal et al., 2022). У
мышей потеря функции гена CAMSAP1 приводит к дефектам миграции кортикальных
нейронов (Zhou et al., 2020), а также к бесплодию у самцов (Hu et al., 2023).

Нарушение функции генов, кодирующих белки Asp/ASPM и Patronin/CAMSAP, у
дрозофилы приводит к митотическим фенотипам, которые позволяют предполагать участие
данных белков в процессе кинетохор-зависимого роста МТ. Так, мутация по гену asp
вызывала в эмбриональных нейробластах дрозофилы остановку клеточного цикла на
стадии метафазы вследствие активации контрольной точки сборки ВД (spindle assembly
checkpoint, SAC) (Ripoll et al., 1985; Gonzalez et al., 1998), что является типичнымфенотипом
для генов, задействованных в установлении правильного соединения кинетохор-МТ
(Somma et al., 2008; Renda et al., 2017). Истощение же белка Patronin – единственного
представителя семейства белков CAMSAP у дрозофилы – вызывает фенотип короткого ВД
в митозе и увеличивает деполимеризацию МТ в интерфазе за счёт отсоединения
микротрубочек от центров их нуклеации (Goshima et al., 2007; Goodwin, Vale, 2010).
Подобный фенотип – короткое веретено деления – наблюдался при истощении белков,
входящих в состав вышеупомянутого комплексаMCRS1-KANSL1-KANSL3, участвующего
в процессе кинетохор-зависимого роста МТ в культивируемых клетках человека (Meunier,
Vernos, 2011; Meunier et al., 2015). Таким образом, на момент начала исследования было
неизвестно, участвуют ли белки Asp/ASPM и Patronin/CAMSAP в процессе кинетохор-
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зависимого роста МТ, что и явилось предметом исследования в данной диссертационной
работе на модели культивируемых клеток S2 дрозофилы.

Цели и задачи исследования
Целью данной работы является исследование роли белков Asp и Patronin в процессе

кинетохор-зависимого формирования микротрубочек веретена деления.
Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи:

1. Изучить локализацию белков Asp и Patronin в ходе клеточного цикла и их
возможную функциональную взаимосвязь при сборке веретена деления в
культивируемых клетках S2 дрозофилы.

2. Определить роль белков Asp и Patronin в кинетохор-зависимом росте
микротрубочек после их деполимеризации колцемидом в культивируемых клетках
S2 дрозофилы.

3. Установить внутриклеточную локализацию химерных белков Asp-eGFP и Patronin-
eGFP при деполимеризации микротрубочек веретена деления и в ходе
восстановления веретена деления после обработки колцемидом трансгенных линий
клеток S2 дрозофилы.

Научная новизна работы
Впервые была изучена роль белков Asp и Patronin, связывающихся с минус-концами

МТ, в процессе кинетохор-зависимого роста МТ. Было проанализировано влияние
снижения уровня транскриптов генов asp и Patronin на кинетохор-зависимый повторный
рост МТ после деполимеризации тубулина колцемидом. Показано, что белки Asp и Patronin
необходимы для процесса кинетохор-зависимого роста МТ и их действие различно: белок
Asp не принимает участие в нуклеации МТ вблизи кинетохоров и подавляет рост вновь
сформированных МТ, а белок Patronin, наоборот, участвует в стабилизации новых МТ,
образующихся вблизи кинетохоров, но не оказывает значительного влияния на скорость
роста вновь образованных МТ.

В ходе исследования впервые проанализирована локализация химерного белка Asp-
eGFP во время кинетохор-зависимого формирования ВД в клетках S2
Drosophila melanogaster. Методом повторного формирования ВД после колцемид-
зависимой деполимеризации тубулина впервые показано, что на самых ранних этапах
кинетохор-зависимого формирования МТ белок Asp-eGFP локализуется на кинетохорах.
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На последующих этапах кинетохор-зависимого роста МТ белок Asp-eGFP связывается с
минус-концами МТ и сшивает их между собой с образованием астро-подобных структур,
что говорит о роли данного белка в фокусировке МТ на всех этапах формирования ВД,
начиная с самых ранних.

В данной работе уточнена локализация белка Patronin на протяжении клеточного
цикла в клетках S2. Особое внимание уделено локализации белка в митозе на стадии
прометафазы. Впервые продемонстрировано, как прижизненно, так и на фиксированных
препаратах клеток, что в митозе белок Patronin-eGFP связывается с кинетохорными
волокнами на стадии прометафазы. Проанализирована локализация химерного белка
Patronin-eGFP во время кинетохор-зависимого формирования ВД в клетках S2. Впервые
показано, что белок связывается с МТ, образованными от кинетохоров, на более поздних
стадиях сборки ВД, когда МТ сформировали длинные пучки.

Теоретическая и практическая значимость исследования
Результаты данной работы расширяют список молекулярных участников процесса

кинетохор-зависимой нуклеации МТ в клетках S2, а также позволяют углубить понимание
механики самого процесса кинетохор-зависимого роста МТ. Поскольку изучаемые белки
являются эволюционно консервативными, полученные данные способствуют
формированию более полного представления о протекании митоза у эукариот. Результаты
данного исследования могут быть использованы в учебном процессе высшей школы.

Положение, выносимое на защиту
Белки Asp и Patronin участвуют в процессе кинетохор-зависимого роста

микротрубочек во время митоза клеток S2 дрозофилы: белок Asp необходим для
фокусировки минус-концов микротрубочек с самых ранних стадий их формирования
вблизи хромосом, а белок Patronin – для стабилизации минус-концов микротрубочек,
начиная со стадии прометафазы.

Апробация работы
Результаты работы были представлены на XII Международной конференции

студентов, аспирантов и молодых ученых "Перспективы развития фундаментальных наук"
(Томск, Новосибирск, 2015), международной конференции «Chromosome and mitosis»
(Новосибирск, Россия, 2016, 2019), V Съезде биохимиков России (Сочи, Россия, 2016),
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международной конференции «Chromosome» (Новосибирск, Россия, 2015, 2018), 11th
International conference on Bioinformatics of Genome Regulation and Structure\Systems Biology
«BGRS\SB-2018» (Новосибирск, Россия, 2018):

1. Razuvaeva A.V., Pavlova G.A., Popova J.V., Andreyeva E.N., Gatti M, Pindyurin
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"Хромосома 2018". Новосибирск, 2018. с. 167.

4. Razuvaeva A.V., Pavlova G.A., Munzarova A.F., Popova J.V., Renda F., Somma P.,
Pindyurin A.V., Gatti M. Analysis of the inVvement of kinesin-like proteins in cell
division of Drosophila S2 cells. International mini-conference "Chromosomes and
Mitosis – 2016", November 25, 2016, Novosibirsk.

5. Попова Ю.В., Павлова Г.А., Мунзарова А.Ф., Разуваева А.В., Ренда Ф., Сомма
М.П., Пиндюрин А.В., Гатти М. Исследование генетического контроля кинетохор-
зависимого роста микротрубочек в культуре клеток S2 Drosophila melanogaster
при помощи РНК-интерференции // Научные труды V Съезда Биохимиков России.
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биохимиков России. – 2016. – с. 70.

7. Разуваева А.В. Изучение роли белков Klp67A и Mast в процессе кинетохор-
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1. Митоз

Период существования клетки от момента её образования путём деления материнской
клетки до собственного деления или гибели называется клеточным циклом. Канонический
клеточный цикл делится на интерфазу и митоз. Во время интерфазы происходит рост
клетки (G1 фаза), репликация ДНК и удвоение центриолей (S фаза). После S фазы, во время
фазы G2 происходит быстрый клеточный рост и синтез белка (Malumbres, 2020; Milletti et
al., 2023).

Митоз – это процесс непрямого деления соматических клеток эукариот, в результате
которого из одной диплоидной материнской клетки образуются две дочерние клетки с
таким же набором хромосом. Процесс митоза подразделяют на отдельные фазы: профаза,
прометафаза, метафаза, анафаза (анафаза А и В) и телофаза (Рис. 1) (Walczak et al., 2010;
McIntosh, 2016; Malumbres, 2020). В интерфазе большая часть хроматина деконденсирована
в ядре, микротрубочки в цитоплазме организованы в радиальный массив, исходящий от
центросомы. Во время профазы реплицированные хромосомы, каждая состоящая из двух
тесно ассоциированных сестринских хроматид, конденсируются. Во время поздней
профазы на центромере каждой хромосомы собирается белковая структура, называемая
кинетохором. Снаружи ядра каждая из двух центросом начинает инициировать образование
астральных MT, что приводит к расхождению центросом к противоположным полюсам
клетки. У большинства многоклеточных организмов прометафаза начинается сразу после
распада ядерной оболочки, что позволяет МТ взаимодействовать с конденсированными
хромосомами (Walczak et al., 2010). Присоединение сестринских кинетохоров к МТ,
растущим от противоположных полюсов ВД, приводит к правильной ориентации хромосом
и, в конечном счёте, к их выстраиванию в экваториальной плоскости. Веретено деления
при этом приобретает типичную веретенообразную форму (Marques, Pedrosa-Harand, 2016).
Процесс выравнивания хромосом в экваториальной плоскости клетки происходит во время
метафазы. Специальный белковый комплекс SAC отслеживает присоединение хромосом к
митотическому веретену и не позволяет клетке вступить в анафазу до тех пор, пока каждая
хромосома не будет симметрично присоединена к обоим полюсам ВД. Вскоре после сборки
хромосом в экваториальной плоскости клетка вступает в анафазу, и сестринские хроматиды
начинают расходиться к противоположным полюсам. Начальное движение хромосом к
полюсам происходит в анафазе А и обеспечивается укорочением кинетохорных МТ,
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Рисунок 1. Динамика МТ цитоскелета (обозначены коричневым цветом) во время митоза
((Malumbres, 2020), с изменениями).

которые тянут хромосомы к полюсам ВД (Walczak et al., 2010). Вскоре после того, как
наборы дочерних хроматид несколько дистанцировались друг от друга, начинается
анафаза В, во время которой происходит удлинение веретена деления либо за счет
удлинения межполюсных МТ, либо за счёт кортикальной тянущей силы астральных МТ, в
зависимости от организма (Vukusic, Tolic, 2021). В телофазе, дочерние хромосомы,
разделенные на две равные группы на противоположных концах клетки, начинают
деконденсироваться, и ядерная оболочка вновь собирается вокруг каждой из групп
хромосом, образуя два дочерних ядра (Walczak et al., 2010). После разделения ядра
(кариокинез) в клетках обычно происходит разделение цитоплазмы (цитокинез) между
двумя дочерними клетками. В клетках животных цитокинез опосредован сжатием
сократительного актомиозинового кольца. Оно, как правило, формируется
непосредственно под цитоплазматической мембраной на экваторе делящейся клетки. При
сокращении актомиозинового кольца образуется борозда деления, которая инвагинирует
до тех пор, пока две дочерние клетки не останутся соединены тонким цитоплазматическим
мостиком, называемым средним телом (the midbody). Наконец, расщепление среднего тела
приводит к полному разделению двух дочерних клеток и завершает митоз (Fededa, Gerlich,
2012).
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Вариант митоза, при котором разделение хромосом между дочерними клетками
происходит в цитоплазме после распада ядерной оболочки, называют открытым. Высшие
эукариоты претерпевают открытый митоз, в котором ядерная оболочка полностью
разбирается при переходе G2/M и не собирается до тех пор, пока ДНК не будет
деконденсирована в телофазе/G1. Существует и другой вариант митоза, закрытый, при
котором разделение генетического материала происходит внутри интактной ядерной
оболочки. В таком случае тубулин и митотические киназы перемещаются в ядро только во
время митоза через ядерный поровый комплекс (Boettcher, Barral, 2013; Sazer et al., 2014).
Закрытый митоз происходит у большинства грибов и дрожжей. В раннем эмбриогенезе
дрозофилы встречается промежуточный вариант, когда ядерная оболочка распадается не
полностью, но это не мешает МТ проникнуть внутрь (Stafstrom, Staehelin, 1984).

1.2. Строение веретена деления
1.2.1. Микротрубочки

Основу ВД составляют микротрубочки, которые состоят из полимеров белков α- и β-
тубулина (Kristensson, 2021). Гетеродимеры α- и β-тубулина уложены по принципу «голова
к хвосту» и таким образом формируют протофиламенты. Микротрубочка традиционно
состоит из 13 протофиламентов, однако в клетках, in vivo, протофиламентов в составе МТ
может быть меньше или больше (Goodson, Jonasson, 2018). Внешний диаметр МТ
составляет около 25 нм, внутренний – около 15 нм. Небольшое боковое смещение между
гетеродимерами α- и β-тубулина вызывает псевдо-спиральное расположение с нарушением
непрерывности полотна МТ, называемого швом (Рис. 2). Полученный полимер
(микротрубочка) является полярным: конец МТ, на котором расположен β-тубулин,
называется плюс-концом, а противоположный конец с расположенным там α-тубулином –
минус-концом. МТ может расти или разбираться за счёт добавления или отсоединения
тубулиновых димеров. В экспериментах in vitro в присутствии растворенного тубулина и
гуанозинтрифосфата (ГТФ) микротрубочка может расти с обоих концов, но с разной
скоростью: плюс-конец растёт быстрее, а минус-конец медленнее (Рис. 2). В живых клетках
плюс-конецМТ может и расти, и разбираться, минус же конецМТ преимущественно может
лишь деполимеризоваться, так как его способность к росту сильно ограничена (Dammerman
et al., 2003).

МТ проявляют так называемую динамическую нестабильность, при которой фазы
роста и разборки МТ стохастически сменяются между собой. Взаимодействие между ГТФ-
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связанным β-тубулином на конце существующей МТ и α-тубулином в поступающем αβ-
гетеродимере с некоторой задержкой индуцирует гидролиз ГТФ и высвобождение фосфата,
что приводит к формированию ГТФ-богатого района на растущем конце МТ, называемым
ГТФ-кэпом. Потеря или уменьшение размера этого кэпа индуцирует переход от роста к
разборке МТ, называемый катастрофой. Обратный переход от разборки к росту называется
восстановлением (Nogales, 2015).

Рисунок 2. Строение МТ и её динамика ((Roostalu, Surrey, 2017), с изменениями).
Имеется несколько моделей, объясняющих, почему ГТФ-связанный тубулин

оказывает стабилизирующее действие на структуру МТ. Согласно классической модели
(allosteric model) при гидролизе ГТФ конформация тубулинового димера становится
изогнутой, что дестабилизирует МТ и способствует её разборке. В альтернативной модели
(lattice model) неполимеризованый тубулиновый димер имеет изогнутую конформацию,
вне зависимости от того, связан он с ГТФ или ГДФ, а во время полимеризации его
конформация становится прямой. В рамках этой модели гидролиз ГТФ влияет не на
кривизну димера тубулина, а на гибкость связей между димерами тубулина в одном
протофиламенте или на боковые связи между тубулинами (Brouhard, Rice, 2018;
Gudimchuk, McIntosh, 2021).

Модель ГТФ-кэпа (Рис. 2) объясняет большинство особенностей поведения МТ.
Однако, появляется всё больше свидетельств того, что динамическая нестабильность МТ
дополнительно контролируется ультраструктурой конца МТ. Одним из главных
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наблюдений является феномен, названный “старением МТ” – увеличение вероятности
катастрофы МТ по мере её удлинения (Odde et al., 1995). Считается, что источником этого
является накопление некоторых дефектов или дестабилизирующих событий на конце МТ.
Природа этих событий на данный момент неясна и, чтобы её установить, необходимо
понять структуру конца МТ. Устройство растущего конца МТ активно изучается на данной
момент (Gudimchuk,McIntosh, 2021) и является очень актуальным, поскольку динамическая
нестабильность МТ имеет важное значение для ряда клеточных процессов, таких как
разделение хромосом, ремоделирование организации цитоскелета во время митоза и
исследование внеклеточной среды (Mitchison, Kirschner, 1984).

В зрелом митотическом веретене на основании набора критериев (положение,
организация, функциональность) выделяется три отдельных подкласса МТ: астральные
МТ, межполюсные МТ и кинетохорные волокна (k-волокна) (Meunier, Vernos, 2012).
Астральные МТ берут своё начало от одной из двух центросом и простираются к
клеточному кортексу. Они необходимы для разделения центросом и позиционирования
ВД, а также играют важную роль в поляризованных клетках и во время асимметричных
делений (Meunier, Vernos, 2012). Межполюсные МТ берут начало от центросом и
простираются до центра ВД, где они перекрываются с МТ, растущими от
противоположного полюса. Межполюсные МТ являются наиболее представленным
классом МТ ВД и составляют основное тело ВД в большинстве систем (например, ВД в
ооцитах шпорцевой лягушки Xenopus laevis на 95% состоит из межполюсных МТ).
Межполюсные МТ имеют множество функций, в том числе установление и поддержание
биполярности ВД, а также играют роль в выравнивании хромосом в экваториальной
плоскости (Meunier, Vernos, 2012). k-волокна представляют собой пучки параллельныхМТ,
основная функция которых – прикрепить хромосомы к двум полюсам ВД и разделить
сестринские хроматиды между дочерними клетками. Количество МТ в одном
кинетохорном волокне может различаться в зависимости от организма и типа клеток: у
Saccharomyces cerevisiae k-волокно состоит из одной МТ (Westermann et al., 2007), в
сперматоцитах дрозофилы насчитывается 5-6 МТ (Lin et al., 1981), в клетках S2 дрозофилы
– 11-15 МТ (Maiato et al., 2006; Strunov et al., 2018), у человека – 20-40 МТ (McDonald et al.,
1992; McEwen et al., 1997). Внутри одного k-волокна МТ удерживаются вместе при помощи
специальных белковых комплексов (Booth et al., 2011; Nixon et al., 2015), что обеспечивает
его высокую стабильность. Это необходимо для поддержания правильного присоединения
хромосом к ВД, а также для поддержания организации ВД (Meunier, Vernos, 2012).
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1.2.2. Центросома
Роль полюсов ВД у животных выполняют центросомы – органеллы, которые являются

первичными центрами организации МТ и регулируют их нуклеацию и пространственную
организацию. Центросомы состоят из пары перпендикулярно расположенных центриолей,
окруженных множеством белков – перицентриолярным материалом (ПЦМ). ПЦМ – это
ключевая структура, которая заякоривает и инициирует образование МТ во время
интерфазы и митоза.

Методами микроскопии сверхвысокого разрешения (в частности, 3D SIM и STORM)
было продемонстрировано сложное внутреннее устройство интерфазного ПЦМ в составе
центросомы. Так, интерфазные белки ПЦМ, такие как CEP120, CEP192, CEP152,
CDK5RAP2, NEDD1 и γ-тубулин, образуют концентрические слои вокруг центриолей, а
другой набор белков (Plp и Asl у дрозофилы и PCNT у человека) формирует спицеподобные
структуры, простирающиеся от стенки центриоли до внешнего слоя интерфазного ПЦМ
(Рис. 3) (Lawo et al., 2012; Mennella et al., 2012). Толщина интерфазного ПЦМ составляет
приблизительно 100 нм. Внешние три слоя интерфазного ПЦМ, состоящие из CDK5RAP2,
NEDD1 и γ-тубулина, необходимы для нуклеации и заякоривания МТ (Rale et al., 2018).

Рисунок 3.Организация интерфазной центросомы ((Lawo et al., 2012), с изменениями). «С» и «N» обозначают
С- и N-конец белка PCNT.

При переходе от интерфазы к митозу происходит созревание центросомы – процесс,
при котором увеличивается размер ПЦМ и его способность инициировать рост МТ.
Созревание центросомы начинается на стадии клеточного цикла G2 и характеризуется
постепенным расширением ПЦМ посредством усиленного включения его компонентов, в



20

частности, таких белков как CDK5RAP2 (Cnn у Drosophila), NEDD1 и комплекса γTuRC.
Этот процесс регулируется митотическими киназами Plk (Polo-like kinase) и Aurora A
(Woodroof et al., 2014; Rale et al., 2018). В процессе созревания центросомы митотический
ПЦМ приобретает аморфный и рыхлый внешний вид, сильно отличающийся от
высокоструктурированного интерфазного ПЦМ.

Белок γ-тубулин является одним из основных белков ПЦМ, необходимых для
нуклеации МТ. Большинство молекул γ-тубулина является цитоплазматическими и
существуют в виде кольцевых комплексов γTuRC. Однако комплекс γTuRC лишен
значительной МТ-нуклеирующей активности до тех пор, пока не будет привлечен к
центросоме (Tovey, Conduit, 2018). Комплекс γTuRC позвоночных представляет из себя
конусообразный каркас, состоящий из субъединиц белков GCP2-6 (gamma-tubulin complex
proteins 2-6) в определенной стехиометрии и порядке: (GCP2-3)4-GCP4-GCP5-GCP4-GCP6-
(GCP2-3)1. Каждый GCP белок координирует одну молекулу γ-тубулина через свой С-
концевой мотив. В просвете комплекса γTuRC находится структурный мостик,
образованный двумя молекулами белка MZT1 и молекулой актина (Liu et al., 2021).
Считается, что внешнее кольцо из 14 молекул γ-тубулина в γTuRC обеспечивает матрицу,
которая непосредственно взаимодействует с α-субъединицами первого димера
тубулиновой решетки MT (Bettencourt-Dias, Glover, 2007).

После завершения митоза МТ-опосредованные кортикальные силы разрывают ПЦМ,
и фосфатазы (PP1, PP4 и другие) удаляют опосредованное киназой Plk фосфорилирование
со структурных белков ПЦМ. Эти две активности (кортикальные силы и дефосфо-
рилирование) запускают быструю разборку митотического ПЦМ (Woodruff et al., 2014).

1.2.3. Кинетохор
МТ соединяют полюса ВД с хромосомами, присоединяясь к последним посредством

взаимодействия с кинетохорами, которые являются высококонсервативными мульти-
субъединичными белковыми структурами. Кинетохор позвоночных собирается на
центромере во время митоза и состоит из более чем ста белков (Cheeseman, 2014). При
помощи электронной микроскопии было показано, что кинетохоры позвоночных имеют
слоистую структуру с электронно-плотными внутренней и внешней пластинками и
электронно-прозрачным средним слоем (Brinkley, Stubblefield, 1966; Rieder, 2005) (Рис. 4).
Кинетохоры опосредуют силы для движения хромосом и формирует сигнал SAC,
задерживая вход в анафазу до тех пор, пока все хромосомы не будут прикреплены к ВД.
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Точное взаимодействия кинетохоров и МТ обеспечивает правильное протекание митоза
(O’Connell et al., 2012).

Рисунок 4. Строение кинетохора позвоночных ((Hara, Fukagawa, 2020), с изменениями). А Сегрегация
хромосом во время митоза и трехслойная структура кинетохора. Б Модель базовой структуры кинетохора.
HIKM - субкомплекс белков CENP-H, CENP-I, CENP-K и CENP-M, LN – субкомплекс белков CENP-L и
CENP-N, OPQRU - субкомплекс белков CENP-O, CENP-P, CENP-Q, CENP-R и CENP-U, WSX - субкомплекс
белков CENP-W, CENP-S и CENP-X.

Функциональной основой для формирования кинетохоров в митозе у эукариот
являются центромерные участки хромосом. Центромеры определяются эпигинетечески и
характеризуются наличием варианта гистона H3 – белка CENP-A (Centromere protein A).
Гомологи CENP-A были найдены у всех эукариот от дрожжей до человека. Делеция или
мутация гена CENP-A приводит к тому, что другие кинетохорные компоненты не
привлекаются к центромере (De Wulf, Earnshaw, 2009). У позвоночных вместе с белком
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CENP-A в течение всего клеточного цикла колокализуется ряд кинетохорных белков. Эти
белки образуют комплекс, постоянно ассоциированный с центромерой (the constitutive
centromere-associated network, CCAN) (Рис. 4,5). Комплекс CCAN, состоящий из 16
субъединиц, собирается на центромере до наступления G2 фазы и работает как платформа
для сборки МТ-связывающих белков. Когда клетка вступает в митоз, белки внешнего
кинетохора быстро собираются на этой платформе, а при выходе из митоза – быстро
разбираются (Cheeseman, Desai, 2008; Cheeseman, 2014).

Рисунок 5. Сравнение молекулярного строения внешнего и внутреннего кинетохора человека (слева) и
дрозофилы (справа) ((Kyriacou, Heun, 2023), с изменениями). LN – субкомплекс белков CENP-L и CENP-N,
HIKM - субкомплекс белков CENP-H, CENP-I, CENP-K и CENP-M, SXTW - субкомплекс белков CENP-S,
CENP-X, CENP-T и CENP-W, OPQUR - субкомплекс белков CENP-O, CENP-P, CENP-Q, CENP-U и CENP-R.

Взаимосвязь микротрубочек с комплексом CCAN обеспечивается за счёт комплекса
KMN, который в свою очередь состоит из субкомплексов Knl1, Mis12 и Ndc80 (Hara,
Fukagawa, 2020). Субкомплекс Ndc80 является ключевым консервативным игроком в
установлении прочного взаимодействия с МТ. В состав комплекса входит 4 субъединицы:
белки Spc24, Spc25, Nuf2 и Ndc80. Субкомплекс формирует протяженные
стержнеподобные структуры, где субъединицы Spc24-Spc25 обращены к внутреннему
кинетохору, а Nuf2 и Ndc80 формируют димер, который отвечает за непосредственное
связывание с МТ через домен CH (calponin homology) (Cheeseman, 2014). Нарушение в
клетках функции субкомплекса Ndc80 приводит к значительным дефектам в способности
МТ прикрепляться к хромосомам, что ведет к неправильному разделению хромосом и даже
к полному сбою их сегрегации (DeLuca et al., 2002; Cheeseman, 2014).
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Субкомплекс Mis12, состоящий из 4 субъединиц, связывается с одной стороны с
субкомплексом Ndc80, а с другой – с компонентом комплекса CCAN, белком CENP-C,
путем прямого взаимодействия (Рис. 4,5) (Cheeseman, 2014). Субкомплекс Knl1
привлекается к кинетохору через взаимодействие с субкомплексом Mis12. Субкомплекс
Knl1 состоит из двух компонентов – белков Knl1 и Zwint. Основная роль белка Knl1 – это
регуляция взаимодействия кинетохора с МТ путем привлечения других компонентов
внешнего кинетохора, связанных с динамикой МТ и SAC (Cheeseman, 2014).

Помимо трехслойной структуры кинетохора, ультраструктурный анализ позволил
выявить наличие волокнистой короны, исходящей от дистальной поверхности внешнего
кинетохора и в отсутствии прикрепленных МТ простирающейся более чем на 100 нм в
цитоплазму. Волокнистая корона включает в себя моторные белки (CENP-E, динеин),
комплекс Rod–Zw10–Zwilch (RZZ), белки SAC и белки, ассоциированные с
микротрубочками. При прикреплении МТ к кинетохорам размер волокнистой короны
уменьшается, что позволяет предположить, что морфология кинетохоров может
динамически изменяться во время митоза (Hara, Fukagawa, 2020).

Строение кинетохора у дрозофилы менее сложное по сравнению с их человеческим
аналогом (Рис. 5) (Kyriacou, Heun, 2023). У дрозофилы имеется гомолог CENP-A, который
был описан как H3-подобный белок, специфически локализующийся на центромерах, и
названный Cid (centromere identifier) (Henikoff et al., 2000). Внутренний кинетохор
дрозофилы состоит из белка dCENP-C, в то время как у человека внутренний кинетохор
представлен мультисубъединичным белковым комплексом CCAN, включающим в себя
дополнительно 15 белков помимо CENP-C.

В отличие от внутренних кинетохоров, внешние кинетохоры у дрозофилы и человека,
представленные комплексом KMN, более сходны по составу белков. Первым к центромере
привлекается субкомплекс MIND/Mis12, который присоединяется к основным
кинетохорным белкам Cid и dCENP-C. Затем присоединяется субкомплекс Ndc80
(Schittenhelm et al., 2007). У дрожжей и человека субкомплекс Ndc80 содержит четыре белка
(Ndc80, Nuf2, Spc24 и Spc25). У дрозофилы идентифицировать канонический гомолог
Spc24 не удалось (Cheeseman et al., 2006); по-видимому, субкомплекс dNdc80 связывается
с субкомплексами dKnl1 и dMis-12 только через белок dSpc25. Субкомплекс Knl1,
представленный у человека белками Knl1 и Zwint, у дрозофилы состоит из белка Spc105,
который закрепляет субкомплекс dMis-12 на МТ. Гомолог Zwint не был обнаружен
(Kyriacou, Heun, 2023). Таким образом, внешний слой кинетохора (комплекс KMN) и часть



24

кинетохора, непосредственно отвечающая за прикрепление к микротрубочкам, в
значительной степени сохранены и напоминают эти комплексы у других видов (Kyriacou,
Heun, 2023).

1.2.4. Контрольная точка сборки веретена деления
В клеточном цикле эукариот имеются так называемые «контрольные точки», в

которых с помощью сигнальных путей отслеживается успешное завершение событий в
одной фазе клеточного цикла перед переходом к следующей фазе (Malumbres, 2020).
Функции контрольных точек не ограничиваются мониторингом нормального протекания
клеточного цикла; они могут быть активированы как внешними, так и внутренними
сигналами стресса. В период «контрольной точки» сенсорные белки обнаруживают
повреждения и одновременно запускают два процесса: привлекают дополнительные
эффекторные комплексы для устранения проблем и активируют каскад событий,
вызывающий временную остановку клеточного цикла. В определенных ситуациях, которые
определяются типом клеток и степенью повреждения, временная остановка клеточного
цикла в конечном итоге может стать постоянной (процесс, называемый старением) или
привести к клеточной гибели. Существуют несколько контрольных точек на различных
стадиях клеточного цикла – при переходе G1/S, в S-фазе, при переходе G2/M и в M-фазе
(Malumbres, 2020).

Основной функцией контрольной точки SAC в М-фазе является предотвращение
преждевременной сегрегации хромосом в присутствии неприсоединенных или
неправильно присоединенных к МТ хромосом (Musacchio, 2015; Hayward et al., 2019; Sarkar
et al., 2021). Для корректного прохождения митоза необходимо амфительное
присоединение хромосомы к МТ – такое, при котором кинетохоры сестринских хроматид
прикреплены к МТ, идущим от разных полюсов ВД (Рис. 6). Cуществует два типа
ошибочных присоединения хромосом к МТ, которые периодически возникают при сборке
ВД. Так, при синтельном присоединении хромосом к МТ оба кинетохора прикреплены к
одному полюсу ВД. Если такое присоединение не будет скорректировано, то обе
сестринских хроматиды будут направлены в одну дочернюю клетку. При меротельном
присоединении хромосом к МТ только одна сестринская хроматида прикрепляется своим
кинетохором сразу к обоим полюсам ВД. В анафазе при меротельном присоединении
хромосом к МТ появляются запаздывающие хроматиды, которые остаются на экваторе ВД,
что, в свою очередь, может привести к анеуплоидии (Sarkar et al., 2021) (Рис. 6). Если
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Рисунок 6. Варианты присоединений кинетохоров одной хромосомы к полюсам ВД в метафазе и результат
расхождения сестринских хроматид в анафазе ((Musacchio, Salmon, 2007), с изменениями)

кинетохоры не присоединены к МТ ВД, то активируется так называемый “сигнал
ожидания” SAC, который задерживает наступление анафазы. Это реализуется путем
формирования комплекса митотической контрольной точки (the mitotic checkpoint complex,
MCC). MCC представляет из себя тетрамерный комплекс, состоящий из белков Mad2,
Cdc20, BubR1 и Bub3, и является мощным ингибитором комплекса APC/C (the anaphase-
promoting complex/the cyclosome) (Рис. 7). Комплекс APC/C обладает убиквитин-лигазной
активностью и запускает выход клетки из митоза путем добавления полиубиквитиновой
метки к двум ключевым субстратам – белкам Cyclin В и ингибитору сепаразы Securin, что
приводит к их быстрой деградации в протеасоме. Ингибируя комплекс APC/C, комплекс
MCC стабилизирует эти субстраты, эффективно предотвращая выход из митоза (подробно
рассмотрено в обзорах (Musacchio, 2015; Hayward et al., 2019; Lara-Gonzalez et al., 2021)).

Присоединение кинетохоров к МТ устанавливается поэтапно. Сначала кинетохор
прикрепляется к боковой стороне микротрубочки, отходящей от полюса ВД или
образовавшейся вблизи хромосом (латеральное прикрепление). Затем кинетохор
транспортируется вдоль МТ к полюсу веретена при помощи белка динеина. Во время этой
транспортировки MT разбирается, и ее плюс-конец соприкасается с кинетохором, что
приводит к соединению кинетохора с концом MT (концевое крепление, end-on attachment).
Было показано также, что установлению концевого соединения способствует моторный
белок Cenp-E, который движется по направлению к плюс-концу МТ (Sikirzhytski et al.,
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Рисунок 7. Схемы, иллюстрирующие активное (SAC ON, верхняя панель) и неактивное (SAC OFF, нижняя
панель) состояние контрольной точки сборки ВД SAC ((Sarkar et al., 2021), с изменениями)

2018). Если к сестринскому кинетохору впоследствии присоединяется МТ, отходящая от
того же полюса, образуется аберрантное синтельное присоединение, и это должно быть
устранено с помощью процесса, называемого исправлением ошибок (error correction).
Процесс исправления ошибок прикрепления кинетохор-МТ был подробно изучен в системе
S. cerevisiae, но механизмы являются консервативными от дрожжей до человека (Tanaka,
Zhang, 2022). Центральную роль в этом процессе играет киназа Aurora B. Она входит в
состав комплекса CPC (chromosome passenger complex) наряду с белками INCENP, Borealin
и Survivin (Carmena et al., 2012). Во время прометафазы комплекс CPC рекрутируется на
центромеру и внутренний кинетохор. Если между сестринскими кинетохорами не
возникает напряжения (например, при синтельном присоединении), то Aurora B
фосфорилирует субкомплексы Dam1 (один из основных компонентов внешнего кинетохора
у S. cerevisiae) и Ndc80, что сильно дестабилизирует аберрантное концевое прикрепление
кинетохоров к МТ, но при этом не мешает образовываться новым боковым прикреплениям
(Tanaka, Zhang, 2022). Как только кинетохоры сестринских хроматид присоединяются к
МТ, отходящим от противоположных полюсов ВД, взаимодействия кинетохоры–МТ
стабилизируются благодаря напряжению, приложенному к кинетохорам. Когда все
кинетохоры присоединены к МТ, работа сигнала ожидания SAC прекращается, и это
гарантирует, что анафаза наступает только после того, как все хромосомы будут связаны с
МТ ВД. Удаление с кинетохоров компонентов SAC, таких как комплекс Mad1-Mad2, может
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осуществляться динеин-зависимо или при помощи локализованных на кинетохорах
фосфатаз (Musacchio, Salmon, 2007; Lara-Gonzalez et al., 2021).

1.3. Пути нуклеации микротрубочек во время митоза
1.3.1. Центросом-зависимый путь нуклеации микротрубочек

Долгое время считалось, что основными центрами организации МТ являются
центросомы. Первая модель сборки ВД – «поиск и захват», предложенная в 1986 году,
признаёт за центросомами основную роль в процессе нуклеации МТ (Kirschner, Mitchison,
1986). Согласно данной модели, минус-концы МТ заякорены неподвижно на центросомах,
а плюс-концы МТ направлены в цитоплазму, постоянно полимеризуются/
деполимеризуются и «ищут» хромосомы, до тех пор, пока они не будут захвачены и
стабилизированы кинетохорами. В результате захвата плюс-концов МТ кинетохорами
формируются k-волокна. В рамках этой модели основная роль кинетохоров заключается в
установлении множественных стабильных контактов с плюс-концами астральных МТ
(Meunier, Vernos, 2012).

Дальнейшие исследования, показали, что биполярное веретено деления может
формироваться в клетках с отсутствующими центросомами. Например, сборка биполярного
ВД происходит в норме в митозе у высших растений (Zhang, Dawe, 2011) и в женском
мейозе у животных (дрозофила (Matthies et al., 1996), X. laevis (Heald et al., 1996), мышь
(Calarco-Gillam et al., 1983)). Кроме того, физическое удаление центросом или их
разрушение лазером в соматических клетках обезьяны тоже не нарушало сборку
биполярного ВД (Hinchcliffe et al., 2001; Khodjakov et al., 2000). Позднее при помощи
генетических методов было продемонстрировано, что клетки животных, в норме имеющие
центросомы, могут формировать биполярное ВД и без их участия на фоне мутаций в генах,
нарушающих формирование центриолей или центросом. Так, у дрозофилы мутации в генах
cnn или spd-2, кодирующих центросомальные белки, нарушали способность центросом
нуклеировать МТ, но, тем не менее, митотическое ВД в клетках таких мутантов
формировалось в отсутствие астральных МТ. Нуль-мутанты по генам cnn или spd-2
развивались до взрослого состояния с небольшими видимыми дефектами и задержками
развития (Megraw et al., 2001; Dix, Ruff, 2007; Giansanti et al., 2008). Мутанты с потерей
функции гена Sas-4 (фактору дупликации центриолей) не имеют в клетках центриолей,
однако такие особи развиваются в морфологически нормальных имаго (Basto et al., 2006).
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Все эти данные привели к осознанию того, что существуют различные механизмы
построения и организации ВД.

1.3.2. Хромосом-зависимый путь нуклеации микротрубочек
1.3.2.1. Градиент Ran-ГТФ

Альтернативный путь формирования ВД в клетках животных был впервые описан в
1996 году в экспериментах с использованием экстрактов яиц X. laevis (Heald et al., 1996). В
этой работе добавление магнитных шариков, покрытых хроматином, к экстрактам яиц
X. laevis, лишённых центросом, инициировало образование ВД с двумя сфокусированными
полюсами. Позднее был идентифицирован молекулярный механизм сборки ВД от
хромосом в отсутствии центросом. Оказалось, что такая хроматин-управляемая сборка ВД
зависит от белков Ran и RCC1. Белок Ran известен как малая ГТФаза, которая управляет
молекулярным транспортом между ядром и цитоплазмой в интерфазе и необходима для
диссоциации доставляемых белков из их комплекса с белками-импортинами. Во время
высвобождения переносимого импортинами белка происходит гидролиз ГТФ и белок Ran
оказывается связанным с ГДФ. После этого белок RCC1 (фактор нуклеотидного обмена для
белка Ran) обменивает ГДФ у Ran на ГТФ и комплекс Ran-ГТФ готов к следующему акту
диссоциации транспортируемого белка от импортина (Рис. 8А) (Clarke, Zhang, 2008).

Была выявлена митоз-специфическая роль белка Ran в сборке МТ (Carazo-Salas et al.,
1999; Kalab et al., 1999; Zhang et al., 1999). В конце профазы митоза, после распада ядерной
оболочки, белок RCC1 связывается с конденсированным хроматином и выполняет свою
функцию, обменивая ГДФ на ГТФ у белка Ran, что приводит к формированию градиента
Ran-ГТФ вблизи хромосом. Этот градиент был впервые описан in vitro в бесклеточной
системе X. laevis с использованием биосенсоров на основе механизма Фёрстеровского
переноса энергии (Förster/fluorescence resonance energy transfer, FRET), а затем и в
соматических клетках человека (Kalab et al., 2002; Kalab et al., 2006). Во время митоза
комплекс Ran-ГТФ инициирует высвобождение белковых факторов сборки ВД SAF (spindle
associated factors). Первый белок, для которого была показана регуляция этим путём – TPX2
X. laevis (targeting protein for Xklp2) (Рис. 8А). Он привлекает киназу Aurora A к веретену
деления, где она взаимодействует и фосфорилирует NEDD1 (neural precursor cell-expressed
developmentally down-regulated protein 1), адаптерный белок для γTuRC. Это запускает
сборку МТ около хроматина (Kufer et al., 2002; Sardon et al., 2008; Pinyol et al., 2013). За
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Рисунок 8. Схема, иллюстрирующая способы нецентросомальной нуклеации МТ. А Присутствие RCC1 на
хромосомах создает вблизи хромосом градиент Ran-ГТФ, что обеспечивает высвобождение факторов сборки
ВД, например, TPX2 от их связи с белками импортинами – кариоферином-α (α) и кариоферином-β (β). TPX2
вместе с комплексами γ-тубулина (γTuRC) запускают нуклеацию МТ. Б МТ стабилизируются вблизи
кинетохоров по механизму, зависимому от комплекса CPC. Aurora B фосфорилирует и инактивирует МТ-
дестабилизирующие факторы, такие как MCAK и OP18, что создает локальную среду вокруг кинетохора,
необходимую для стабилизации МТ ((Meunier, Vernos, 2016), с изменениями).
последнее время было идентифицировано несколько факторов сборки ВД, регулируемых
Ran-ГТФ. К ним относятся такие белки как TPX2, NuMA (Nachury et al., 2001; Wiese et al.,
2001), HURP (Silljé et al., 2006; Koffa et al., 2006), ISWI (Yokoyama et al., 2009), MSRC1
(Meunier, Vernos, 2011), KANSL3 (Meunier et al., 2015), Xnf7 (Maresca et al., 2005), Rae1
(Blower et al., 2005), а также моторный белок XCTK2 (Xenopus C-terminal kinesin 2, (Weaver
et al., 2015)). Таким образом, градиент Ran-ГТФ обеспечивает локализацию МТ вблизи
хроматина и оказывает долговременный эффект на их стабилизацию.

Относительный вклад хромосомных плечей и центромер/кинетохоров в сборку ВД
был оценен в экспериментах на клетках яичника китайского хомяка CHO (Brinkley et al.,
1988). Так, клетки были подвергнуты последовательной обработке сначала
гидроксимочевиной (что приводило к остановке всех клеток в S фазе клеточного цикла), а
затем кофеином (для индуцирования входа в митоз). В результате такого воздействия
клетки вступают в митоз с нереплицированным геномом (mitosis with unreplicated genomes,
MUG). Хромосомы после данной обработки становятся сильно фрагментированы и эти
фрагменты распределены по всему объёму клетки. Уникальная особенность MUG-клеток
заключается в том, что сразу после распада ядерной оболочки небольшие фрагменты
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хромосом, которые содержат кинетохоры, достигают выравнивания в метафазе, в то время
как остальной хроматин оказывается пространственно отделен и движется на периферию
клетки. В этой системе можно выявить, от какого именно участка хромосомы растут МТ
ВД. Таким образом, было показано, что именно центромеры/кинетохоры являются так
называемыми «горячими точками» нуклеации МТ (O’Connell et al., 2009).

1.3.2.2. CPC комплекс
Сборка МТ может происходить на хромосомах независимо от градиента Ran-ГТФ с

помощью комплекса CPC (Sampath et al., 2004). Комплекс CPC является
высококонсервативным и состоит из четырех компонентов: каркасного внутреннего
центромерного белка INCENP (an inner centromere protein), киназы Aurora B и
неферментативных субъединиц Borealin и Survivin. CPC привлекается прямо к центромере
посредством связывания белка Survivin с фосфорилированным гистоном Н3 (H3T3P) (Kelly
et al., 2010) и оказывает значительное влияние на стабилизацию МТ. Механизм
стабилизации МТ в митозе также включает в себя Aurora B-зависимое ингибирование
различных МТ-дестабилизирующих факторов, таких как MCAK и Stathmin/OP18 (Prosser,
Pelletier, 2017) (Рис. 8В), что создаёт благоприятствующую сборке МТ локальную среду в
области кинетохора. Возможно, Ran-зависимый и CPC-зависимый пути работают вместе,
сначала инициируя рост МТ около хроматина и затем стабилизируя появляющиеся МТ
вблизи кинетохоров до тех пор, пока они не будут захвачены кинетохором и прикреплены
к нему своим плюс-концом (Meunier, Vernos, 2016).

1.3.3. augmin-зависимый путь формирования микротрубочек
Нуклеация новых МТ может происходит также и внутри веретена деления МТ-

зависимым способом. Предположение, что веретено деления само по себе может служить
источником новых МТ было выдвинуто из тех наблюдений, что в экстрактах яиц X. laevis
комплекс γTuRC, а также плюс-концы МТ, распределены по всему ВД (Lüders et al., 2006;
Mahoney et al., 2006). Позднее в результате массового скрининга при помощи РНК-
интерференции в клетках S2D. melanogaster были идентифицированы гены dgt2, dgt3, dgt4,
dgt5 и dgt6 (dim gamma-tubulin 2-6), которые кодируют белки, необходимые для
локализации γTuRC именно наМТВД, а не на центросомах (Goshima et al., 2007). Снижение
уровня экспрессии этих генов приводило к уменьшению плотности МТ ВД. В другом
исследовании было показано, что белки Dgt2-6 взаимодействуют друг с другом с
образованием стабильного комплекса, связывающегося с МТ. Этот пяти субъединичный
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комплекс был назван augmin и было предположено, что он привлекает γTuRC к уже
существующим МТ и запускает нуклеацию МТ, их амплификацию (увеличение плотности
МТ ВД) и ветвление (Goshima et al., 2008). Впоследствии в клетках человека был обнаружен
8-субъединичный комплекс HAUS (homologous to аugmin subunits) (Lawo et al., 2009;
Uehara et al., 2009). Он состоит из субъединиц HAUS1-8 (обозначаемых H1-8), которые
объединены в два функциональных модуля; один из них (tetramer-II, T-II) связывается с
материнской МТ, в то время как другой (tetramer-III, T-III) взаимодействует с γTuRC,
который инициирует рост дочерней МТ с той же полярностью, что и материнская МТ
(Рис. 9) (Petry et al., 2013; Song et al., 2018).

Рисунок 9. Схема образования новых микротрубочек augmin-зависимым способом
((Song et al., 2018), с изменениями)

1.3.4. Взаимодействие различных путей нуклеации микротрубочек во время
формирования веретена деления

Работы, выполненные на разных модельных организмах, показали, что в ходе
формирования ВД могут реализовываться разные пути нуклеации МТ. Например, МТ ВД
в экстрактах яиц X. laevis изначально формируются хромосом-зависимым способом (Heald
et al., 1996), сборка ВД на ранних эмбриональных стадиях у дрозофилы является центросом-
зависимой (Brust-Mascher et al., 2009), а ооциты млекопитающих, лишенные центросом,
формируют МТ в цитоплазме, которые затем фокусируются в биполярное ВД (Schuh,
Ellenberg, 2007) (Рис. 10). Кроме того, процесс амплификации МТ, катализируемый



32

комплексом augmin, обеспечивает дополнительный путь для увеличения плотности МТ во
всем ВД (Goshima et al., 2007, 2008; Uehara et al., 2009). Принимая во внимание, что в
большинстве митотических клеток животных содержатся как центросомы, так и
хромосомы, а также то, что комплекс augmin является функционально консервативным,
встаёт вопрос, как эти пути сосуществуют в индивидуальной клетке.

Рисунок 10. Различные способы формирования веретена деления. А Центросом-зависимое формирование
ВД по модели “поиск и захват”. Б Хроматин-опосредованная сборка веретена деления, которая реализуется
в клетках, лишенных центросом. В Комбинированная сборка веретена деления. Красным цветом обозначены
МТ, растущие от центросом, голубым – МТ, растущие от хромосом, зелёным обозначены центросомы.
Рисунок адаптирован из статьи (Wadsworth, Khodjakov, 2004).

Предполагается, что центросом-зависимый и центросом-независимые пути сборки
МТ работают в клетке конститутивно и не требуют отдельного генетического
переключения, поскольку потеря центросом, например, приводит только к незначительным
транскрипционным изменениям (Moutinho-Pereira et al., 2013). Вероятно, что пути сборки
МТ регулируются пространственно-временным способом. Было выдвинуто
предположение, что ранние этапы сборки МТ зависят от доступности для хромосом и
центросом димеров α- и β-тубулина (Hayward et al., 2014). В связи с этим хроматин-
опосредованный путь не может играть значительную роль на самых ранних этапах сборки
ВД, поскольку до распада ядерной оболочки недоступны димеры тубулина вблизи
хроматина. Напротив, центросомы ещё до распада ядерной оболочки начинают
инициировать рост МТ благодаря наличию димеров тубулина в цитоплазме. Это
подтверждается экспериментами, в которых зрелое ВД деполимеризовали при помощи
холодовой обработки, в результате чего тубулиновые димеры становились одинаково
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доступны как для центросом, так и для митотического хроматина, а также комплекса
augmin. Количественная оценка повторного роста МТ показала, что в таком случае
хроматин-зависимый путь существует и доминирует над центросом-зависимым, который
тоже присутствует (Hayward et al., 2014).

Были предприняты попытки понять взаимоотношения между различными путями
нуклеации МТ в митотическом ВД (Hayward et al., 2014). Для этого авторы селективно
инактивировали один из путей формирования МТ у дрозофилы. Для инактивации
центросом-зависимого пути формирования МТ были использованы линии мух, несущие
мутации гена cnn, кодирующих один из основных белков ПЦМ. Для изучения хроматин-
индуцированной сборки МТ использовались линии, несущие мутации генов mei-38 и mars,
кодирующих МТ-ассоциированные белки. Было показано, что в эмбрионах дрозофилы на
стадии синцитиальной бластодермы ВД может формироваться в дополнение к центросом-
зависимому пути также и от хромосом. При этом оба пути дополняются augmin-зависимым
формированием МТ. Инактивация комплекса augmin путём введения антител против
субъединицы комплекса augmin Dgt6 нарушает как индуцированную хроматином сборку
МТ, так и уменьшает число центросом-нуклеированных МТ. Также авторы показали, что
существует синергия между тремя направлениями сборки МТ: уменьшение нуклеации МТ
от центросом приводит к увеличению скорости нуклеации МТ от хромосом и, наоборот,
нарушение хроматин- или augmin-зависимого путей нуклеации приводит к увеличению
скорости роста астральных МТ. Таким образом, образование митотических МТ в
развивающемся эмбрионе дрозофилы на стадии синцитиальной бластодермы зависит от
координированных действий различных МТ-нуклеирующих путей, обеспечивая присущие
митотическому ВД прочность и гибкость и делая его способным адаптироваться к ряду
нарушений (Hayward et al., 2014).

Было показано, что вклад хромосомного пути нуклеации микротрубочек в сборку
митотического ВД в культивируемых клетках человека HeLa определяется степенью
созревания центросом (Cavazza et al., 2016). В клетках животных пути нуклеации МТ
активируются последовательно: центросом-зависимый путь активен с самого начала
митоза, а затем, после расхождения центросом и распада ядерной оболочки, начинается
нуклеация МТ хромосом-зависимым способом. Последовательная активация путей
формирования МТ играет важную роль в обеспечении образования биполярного веретена
и точной сегрегации хромосом. Напротив, если в митотических клетках центросом-
зависимый и хромосом-зависимый пути запускают нуклеациюМТ одновременно, то сборка
биполярного веретена нарушается, что приводит к задержке митоза и аномальному
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делению клеток. Используя математическую модель, авторы описывают это явление как
основанное на конкуренции за ограничивающий компонент, в роли которого может
выступать тубулин и белки, участвующие в нуклеации МТ (Cavazza et al., 2016). Таким
образом, авторы показали тесную связь между различными путями нуклеации МТ и её
важность для формирования функционального ВД.

1.3.5. Изучение кинетохор- и/или центросом-зависимого роста микротрубочек
веретена деления

Для исследования механизмов кинетохор- и/или центросом-зависимого роста МТ ВД
используется анализ повторного роста МТ после их деполимеризации в живых клетках.
МТ могут быть деполимеризованы с использованием антимитотических агентов или
холодом (Pavlova et al., 2016, Рис. 11, 12). Антимитотические агенты (митостатики) такие
как колцемид или нокодазол (демеколцин) блокируют полимеризацию МТ путем
обратимого связывания с тубулином (Jordan, Wilson, 1999; Kaur et al., 2014). Холодовая
обработка (0°С или меньше) митотических клеток приводит к тому, что МТ ВД
разбираются, а при возвращении клеток обратно к физиологической температуре быстро
собираются вновь. Достоиинством деполимеризация МТ путём холодовой обработки
является отсутствие влияния каких-либо химических веществ, что может более точно
моделировать ситуацию в клетке, не подвергавшейся никаким манипуляциям.

Оба вышеописанных метода деполимеризации позволяют провести анализ повторной
сборки МТ ВД, однако результаты, полученные этими двумя методами, не идентичны.
Исследования, выполненные на клетках млекопитающих (клеточные линии MRC-5 и
U2OS), показали, что МТ, растущие после нокодазол-индуцированной деполимеризации,
преимущественно происходят от кинетохоров (Tulu et al., 2006; Torosantucci et al., 2008).
Напротив, когда МТ деполимеризованы холодовой обработкой, их повторный рост в
основном центросом-зависимый (Torosantucci et al., 2008). Позднее для клеток S2
Drosophila было показано, что после колцемид-опосредованной деполимеризации
повторный рост МТ происходит преимущественно от кинетохоров (Рис. 11), в то время как
холодовая деполимеризация тубулина каким-то образом нарушает этот путь, и повторный
рост МТ происходит преимущественно от центросом (Рис. 12) (Pavlova et al., 2016,.
Деполимеризация ВД при пониженной температуре (˗2°С) приводила к полной блокировке
роста МТ от кинетохоров и восстановление ВД происходило только за счёт центросом-
зависимого пути (Pavlova et al., 2016). Таким образом, можно заключить, что метод
деполимеризации ВД влияет на характер последующего повторного роста МТ и для
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изучения того или иного пути нуклеации МТ можно выбирать подходящий способ
деполимеризации.

Рисунок 11. Паттерн повторного роста МТ в клетках S2 после деполимеризации колцемидом (Pavlova et al.,
2016). Повторный рост МТ в клетках, фиксированных через 0, 45, 60 и 75 мин после удаления колцемида.
Клетки окрашены на α-тубулин (зелёный), маркер центросом Spd-2 (красный) и ДНК (синий).

Рисунок 12. Паттерн повторного роста МТ в клетках S2 после деполимеризации холодом (Pavlova et al.,
2016). А Метафаза с деполимеризованным тубулином. Б Повторный рост МТ в метафазной клетке,
подвергнутой деполимеризации при 0°C и возвращенной к 22°C на 30 с. В Повторный рост МТ в метафазной
клетке, подвергнутой деполимеризации при -2°C и возвращенной к 22°C на 30с. Клетки окрашены антителами
к α-тубулину (зелёный) и маркеру центросом Spd-2 (красный), ДНК окрашена DAPI (синий).
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1.4. Белковые факторы, способствующие сборке веретена деления
1.4.1. Белки, ассоциированные с микротрубочками

В экспериментах in vitro продемонстрировано, что МТ могут собираться и
разбираться в растворах, содержащих только очищенный тубулин и ГТФ, но для сборки
функционального ВД необходимы дополнительные белки, так называемые MAP
(microtubule associated proteins) (Petry, 2016). Белки MAP в клетках влияют на место и время
нуклеации MT ВД, их динамику и определяют форму и биполярность веретена деления.
Эти белки также участвуют в прикреплении хромосом к МТ, в создании натяжения между
сестринскими кинетохорами и необходимы для коррекции ошибок прикрепления и
сегрегации хромосом (Petry, 2016). Белки MAP могут быть сгруппированы в несколько
классов в зависимости от параметра/свойства МТ, на который эти белки влияют.

Первая группа MAP белков регулирует нуклеацию МТ. Она прежде всего зависит от
белка γ-тубулина, который у многоклеточных существует в форме комплекса γTuRC (Petry,
2016). Кроме того, интенсивность образования новыхМТ зависит от того, какие белкиМАР
находятся в данном локальном объеме клетки. Например, вокруг хроматина кинетический
барьер для нуклеацииМТ может быть значительно уменьшен за счёт активации белка TPX2
в градиенте Ran-ГТФ и инактивации белка MCAK киназой Aurora B (Prosser, Pelletier,
2017), результатом чего становится активный рост МТ от хромосом.

Вторая группа MAP белков влияет на динамическую нестабильность МТ, которая во
время митоза возрастает почти в десять раз. МТ-полимеразы стимулируют рост МТ или
восстанавливают деполимеризующиеся МТ, поддерживая прямую конформацию димера
тубулина. Напротив, деполимеразы МТ способствуют катастрофе, поддерживая
внутреннюю кривизну отдельного тубулинового димера (Brouhard, Rice, 2014).

К МТ-полимеразам относятся белки семейства XMAP215, которые локализуются на
кинетохорах и центросомах, где они способствуют перемещению хромосом, сборке ВД и
тубулиновому потоку. Тубулиновый поток – это движение тубулиновых димеров,
происходящего за счёт роста плюс-концов МТ на кинетохорах и деполимеризации минус-
концов МТ на центросомах. Белок XMAP215 при помощи TOG-доменов катализирует
полимеризацию МТ, многократно связывая димеры тубулина. Одна молекула белка может
добавлять до 25 субъединиц αβ-тубулина. Интересно, что XMAP215 также увеличивает
скорость разборки МТ в отсутствие неполимеризованного тубулина (Brouhard et al., 2008;
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Brouhard, Rice, 2014). Таким образом, в зависимости от доступности димеров тубулина
белки семейства XMAP215 могут способствовать либо росту МТ, либо их разборке.

Другими представителями МТ-полимераз являются белки семейства CLASP
(cytoplasmic linker protein (CLIP)-associated protein), локализующиеся на кинетохорах и
способствующие созданию тубулинового потока. Белки CLASP также содержат домены
TOG, но используют их другим образом, нежели чем XMAP215: CLASP не добавляют
новые димеры тубулина, а вместо этого, по-видимому, регулируют частоту перехода МТ
от разборки к сборке и наоборот (Brouhard, Rice, 2014).

К МТ-дестабилизирующим белкам можно отнести семейство белков Op18/Stathmin.
Кристаллы белка Stathmin в комплексе с димером тубулина были изучены при помощи
рентгеноструктурного анализа. В результате этого исследования была высказана гипотеза,
что Stathmin вызывает катастрофу МТ, ослабляя связи концевых субъединиц путем
индуцирования или стабилизации их кривизны (Brouhard, Rice, 2014). Другая МТ-
деполимераза – MCAK (microtubule centromere-associated kinesin) – является
представителем семейства белков кинезин-13. Это нестандартные кинезины, поскольку
они используют энергию гидролиза АТФ для удаления терминального димера тубулина с
конца МТ, а не для движения вдоль МТ. Кинезины-13 деполимеризуют микротрубочки на
полюсах веретена деления, генерируя тубулиновый поток по направлению к полюсам, и в
кинетохорах, стимулируя сегрегацию хромосом в анафазе (Brouhard, Rice, 2014).

Третья группа MAP определяет расположение МТ в интерфазе и митозе. К таким
белкам относятся моторные белки, которые классифицируются в зависимости от
направления их движения на моторы, движущиеся к плюс-концу МТ, либо к минус-концу
МТ. Моторные белки, движущиеся к плюс-концам MT, относятся к суперсемейству белков
кинезинов, и обладают различными двигательными свойствами и разнообразными
доменами для связывания грузов (Welburn, 2013). В сторону минус-конца МТ движется
только один моторный белок – цитоплазматический динеин. Динеин связывается с нужным
грузом, а затем рекрутируется к МТ специфическими белками-адаптерами и, таким
образом, активируется для последующей транспортировки (McKenney et al., 2014).
Моторные белки могут обеспечивать скольжение МТ вдоль других МТ и таким образом
перемещать МТ внутри клетки. Если у молекулярного мотора существует более одной
двигательной головки, как у динеина или Eg5, то они могут перемещать микротрубочки
антипараллельным образом (Tanenbaum et al., 2013). В клетках, лишенных центросом,
моторные белки, направленные на минус-конецМТ, обеспечивают формирование сфокуси-
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рованных полюсов веретена деления. Эту функцию выполняет динеин в мейотических
клетках животных и кинезин-14 у растений (Dogterom, Surrey, 2013; Petry, 2016).

MAP контролируют расположениеМТ в клетке также и за счет поперечного сшивания
микротрубочек между собой. К таким МТ-сшивающим белкам относится Ase1/PRC1 –
димерный высококонсервативный белок, найденный у многих эукариотических
организмов. Он селективно сшивает антипараллельные МТ в месте их пересечения,
выполняя таким образом важную роль в формировании центрального веретена деления в
анафазе (Dogterom, Surrey, 2013). Сшивание на концах МТ может приводить к образованию
астр – структур, где пучки МТ с одного конца соединены в единый центр, а другими
концами радиально расходятся в стороны (Subramanian, Kapoor, 2012).

В четвертую группу белков MAP выделяют белки, связывающиеся с концами МТ и
регулирующие их динамику. Белки, следующие за растущими плюс-концамиМТ, называют
+TIP (+tip interaction proteins). К +TIP относятся некоторые из наиболее консервативных и
значимых белков МАР, способствующих полимеризации, включая EB1 (end binding
proteins), XMAP215/ch-TOG (Mini spindles или Msps у Drosophila), белки семейства
кинезин-8 (Kif18A у человека и его гомолог у Drosophila Klp67A), белки CLASP и CLIP170
(Akhmanova, Steinmetz, 2015). Важно отметить, что не все +TIP способствуют
полимеризации – некоторые, в том числе белки семейства кинезин-13 (например, MCAK у
млекопитающих и Klp10A у Drosophila), деполимеризуют микротрубочки (Akhmanova,
Steinmetz, 2015; Goodson, Jonasson, 2018). Среди +TIP есть небольшая доля белков, которые
следуют за растущими концами МТ автономно, узнавая структуру ГТФ-кэпа. Например,
белки семейства EB1. Связывание большинства +TIP с концами МТ происходит EB1-
зависимо, поэтому белок EB1 часто называют “главным +TIP”. В соответствии с идеей о
том, что белок EB1 играет центральную роль в динамике микротрубочек, EB1 встречается
во всем спектре эукариотических организмов, от дрожжей до млекопитающих (Goodson,
Jonasson, 2018). Необходимо заметить, что белок EB1 специфичен не только для плюс-
концов, а скорее для растущих концов, поскольку он следует и за растущими минус-
концами, по крайней мере, in vitro (Akhmanova, Steinmetz, 2008). Большинство +TIP
способны взаимодействовать друг с другом, образуя так называемую “сеть +TIP” – сеть
белков, регулирующих динамику микротрубочек и интегрирующих микротрубочки с
остальной частью клетки (Akhmanova, Steinmetz, 2015). Результирующее влияние на
динамику МТ зависит от того набора +TIP, который действует на МТ в данный момент
(Petry, 2016).
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Белков, ассоциированных с минус-концами МТ (˗tip interaction proteins, ˗TIP),
известно гораздо меньше. Основной фактор, специфически взаимодействующий с минус-
концами МТ – белковый комплекс γTuRC, локализация которого на минус-конце МТ
обусловлена его МТ-нуклеирующей активностью. Комплекс γTuRC замедляет динамику
конца МТ, так как блокирует как диссоциацию, так и ассоциацию субъединиц тубулина.
Это, с одной стороны, предотвращает деполимеризацию МТ, а с другой – замедляет или
останавливает полимеризациюМТ. Также он может связывать и блокировать минус-концы
предварительно сформированных микротрубочек (Wiese, Zheng, 2000). Локализация и
активность γTuRC контролируются различными факторами, которые могут привлекать его
к центросомам, мембранным органеллам или, в случае комплекса augmin, к поверхности
уже существующих микротрубочек, что приводит к образованию «разветвленных»
массивов микротрубочек (Petry et al., 2013).

Ещё один ˗TIP белок, который был идентифицирован в культивируемых клетках
человека – это белок KANSL3. Он автономно связывается с минус-концами МТ, входящих
в состав k-волокна, и играет важную роль в сборке ВД (Meunier et al., 2015). Нужно
отметить, что помимо прямой роли в митозе, белок Rcd1/KANSL3 в составе комплекса NSL
(non-specific lethal complex) участвует в регуляции экспрессии генов домашнего хозяйства
в интерфазе дрозофилы (Pavlova et al., 2019).

Следующий фактор, связывающий минус-концы МТ, – белок Asp/ASPM (abnormal
spindle). Он является высококонсервативным белком и имеет ортологи среди всех
многоклеточных организмов. Впервые ген, кодирующий белок Asp/ASPM, был обнаружен
у дрозофилы. Мутация гена asp приводит к формированию аномального ВД у дрозофилы
(Ripoll et al., 1985). Подробнее про белок Asp/ASPM будет написано ниже, в главе 1.4.2.

Другое семейство белков, которое было идентифицировано как ˗TIP, которые
действуют независимо от γTuRC – это Patronin/CAMSAP.Эти белки специфически
взаимодействуют как с динамичными, так и со стабильными минус-концами МТ
(Hendershott, Vale, 2014; Jiang et al., 2014). Подробнее про семейство белков
Patronin/CAMSAP будет написано ниже, в главе 1.4.3.

1.4.2. Характеристика белка Asp/ASPM
Белок Asp дрозофилы и белок ASPM человека имеют одинаковую доменную

структуру. Белок Asp/ASPM содержит N-концевой домен Hydin, который
предположительно выполняет МТ-связывающую функцию (Rujano et al., 2013; Schoborg et
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al., 2015). В центральной части белка располагается несколько доменов CH, которые
необходимы для связывания с МТ и удержания их в пучке (Ito, Goshima, 2015). За доменами
CH следуют множественные изолейцин-глутаминовые мотивы (IQ), которые связываются
с белком Calmodulin (Schoborg et al., 2015; Jiang et al., 2017). Количество мотивов IQ
определяет различие в длине белков: белок Asp дрозофилы содержит 24 мотива IQ, а белок
человека ASPM – 81. Соответственно, длина Asp составляет 1954 аминокислотных остатка
(а.о.), а длина ASPM – 3477 а.о. Мотивы IQ и следующая за ними С-концевая область
необходимы для нацеливания белка на минус-конец MT (Ito, Goshima, 2015). С-концевая
часть белка Asp также содержит Heat/Armadilo-подобные повторы, функция которых на
данный момент неизвестна (Rujano et al., 2013).

Белок Asp/ASPM необходим для правильного течения митоза. Эмбриональные
нейробласты мутантных по гену asp дрозофил демонстрировали высокий митотический
индекс, обусловленный накоплением клеток на стадии метафазы и практически полным
отсутствием анафаз (Ripoll et al., 1985; Gonzalez et al., 1998). В дополнение к этому, часто
наблюдались гиперплоидные и полиплоидные клетки, что предположительно связано с так
называемым «проскальзыванием митоза» (the mitotic slippage) – процессом, посредством
которого клетки, задержанные контрольной точкой SAC в метафазе, выходят из митоза и
вступают в следующий клеточный цикл на стадии G1 будучи тетраплодными клетками
(Morales-Mulia, Scholey, 2005). Увеличение продолжительности прометафазы/метафазы в
сравнении с контрольными клетками наблюдалось и при истощении белка ASPM в
культивируемых клетках человека HCT116 (клетки колоректальной карциномы) (Tungadi
et al., 2017).

Остановка клеточного цикла на стадии метафазы из-за активности сигнала SAC в
клетках мутантных по гену asp делает невозможным изучение роли белка Asp/ASPM на
последующих стадиях митоза. Однако, в мейозе у самцов дрозофилы сигнал SAC ослаблен
и вызывает всего лишь небольшую задержку входа в анафазу. В рамках этой системы было
показано, что белок Asp играет важную роль в цитокинезе. У мутантов по гену asp в
значительной доле телофаз центральное ВД имело нерегулярную организацию и
сократительное кольцо было неправильной формы (Wakefield et al., 2001; Riparbelli et al.,
2002). Нарушения цитокинеза были отмечены и в клетках человека U2OS на фоне нокдауна
гена ASPM (Higgins et al., 2010).

Локализация белка Asp на веретене деления была изучена у дрозофилы в митозе таких
клеток как эмбриональные нейробласты, эпителиальные клетки, а также в мейозе у самок
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и самцов (Saunders et al., 1997; do Carmo Avides, Glover, 1999;Wakefield et al., 2001; Schoborg
et al., 2015; Ito, Goshima, 2015; Bosveld et al., 2017). Было показано, что белок Asp
накапливается на полюсах ВД (богатых минус-концами МТ) c профазы и до анафазы. В
поздней телофазе белок Asp локализуется на внешней части центрального ВД
(межклеточный мостик), которое представляет из себя крупный пучок МТ. Центральное
ВД состоит из антипараллельных МТ, переплетающихся своими плюс-концами в центре
пучка, где они взаимодействуют с множеством различных белков, формируя отдельную
структуру, называемую средним телом (the midbody). Эти белки составляют плотное
скопление, которое препятствует доступу антител к тубулину, что приводит к образованию
темной зоны при иммуноокрашивании на белок тубулин. Белок Asp выявляется в той части
центрального ВД, которая граничит с ядрами (Wakefield et al., 2001; Riparbelli et al., 2002).
Кроме того, в сперматоцитах, эмбриональных нейробластах и клетках S2 непрямое
иммуноокрашивание антителами к белку Asp выявило слабый сигнал непосредственно на
микротрубочках ВД (Wakefield et al., 2001; Riparbelli et al., 2002; Morales-Mulia, Scholey,
2005). Такой же тип сигнала на микротрубочках ВД наблюдался в прометафазах и
метафазах живых эмбриональных нейробластов и клеток S2, нарабатывающих белок Asp-
eGFP (Schoborg et al., 2015; Ito, Goshima, 2015). Локализация белка Asp на минус-концах
МТ была подтверждена также исследованиями in vitro (Jiang et al., 2017). Прижизненное
наблюдение показало, что молекулы белка Asp-eGFP движутся по направлению к полюсам
ВД и, в конечном счёте, включаются в пул белка Asp, локализованного на полюсах ВД.
Скорость движения Asp-eGFP была сопоставима со скоростью тубулинового потока.
Истощение факторов, которые увеличивают скорость тубулинового потока, приводило и к
уменьшению скорости движения молекул Asp-eGFP.Это даёт возможность предположить,
что белок Asp транспортируется к полюсам ВД при помощи тубулинового потока (Ito,
Goshima, 2015).

Показано, что белок Asp/ASPM играет ключевую роль в организации полюсов ВД.
Истощение белка Asp в клетках S2 нарушает фокусировку полюсов ВД и их взаимодействие
с центросомой (Morales-Mulia, Scholey, 2005). Предполагается, что белок напрямую
связывается с минус-концами микротрубочек ВД с ранней прометафазы до метафазы и
«сшивает» МТ друг с другом. Причем белок Asp сшивает минус-концы микротрубочек не
только на полюсах, но и внутри ВД (Ito, Goshima, 2015). В культивируемых клетках
человека HCT116 (клетки колоректальной карциномы) CRISPR/Cas9-опосредованный
нокаут гена ASPM не вызывал аномалий веретена деления. Однако при одновременном
истощении белка ASPM и центросомального белка CDK5RAP2/CEP215, ортолога cnn,
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более 80% клеток демонстрировали несфокусированные ВД, которые практически
отсутствовали при истощении одного из белков (Tungadi et al., 2017). Интересно также, что
истощение обоих этих белков приводило к четырехкратному увеличению
продолжительности прометафазы/метафазы в сравнении с контрольными клетками и
клетками, истощенными по одному из данных белков (Tungadi et al., 2017). Таким образом,
в отсутствии белка CDK5RAP2 белок ASPM необходим для организации полюсов веретена
деления и правильного течения митоза.

Мутации в гене человека ASPM (abnormal spindle-like microcephaly associated)
являются наиболее частой причиной первичной микроцефалии – расстройства,
характеризующегося уменьшенным размером мозга при рождении (Pulvers et al., 2010;
O’Neill et al., 2018). Мутации этого гена встречаются в 25-50% всех случаев заболеваний
(Thornton, Woods, 2009), что указывает на прямое участие белка ASPM в регуляции
размеров головного мозга. Необходимо заметить, что белок ASPM не является жизненно
важным у мыши и человека, т.к. нарушение функции этого белка или его отсутствие не
является летальным (Pulvers et al., 2010; Fujimori et al., 2014; Garrett et al., 2020).

У дрозофилы сильные гипоморфные мутации по гену asp, такие как asp1 или aspE3,
полулетальны. Так, менее 20% гомозигот по этим мутациям доживало до взрослого
состояния. Большинство таких мух демонстрировали значительное уменьшение размеров
головы, хотя абдомен и торакс были неповрежденными. Считается, что данный фенотип у
дрозофилы связан с участием белка Asp в ориентации митотического ВД (Rujano et al.,
2013). Важная роль белка Asp/ASPM в поддержании положения ВД во время митоза была
подтверждена в работах, выполненных на млекопитающих. Так, было показано, что белок
ASPM у мышей необходим для симметричных пролиферативных делений, поскольку
обеспечивает точную ориентацию плоскости цитокинетической бороздки (Fish et al., 2006).
Опосредованный РНК-интерференцией (РНКи) нокдаун гена ASPM человека в U2OS
клетках вызывал неправильную ориентацию ВД, а также ряд других нарушений митоза
(Higgins et al., 2010). Дефекты в ориентации ВД были отмечены и после нокаута гена ASPM
методом CRISPR-Cas9 в клетках HeLa (Jiang et al., 2017). В настоящее время считается, что
нарушения функции или снижения количества белка Asp/ASPM приводят к дефектам в
ориентации ВД, что, в свою очередь, может приводить к преждевременной
дифференциации и, как следствие, к уменьшению финального количества нейронов и
размера мозга (Taverna et al., 2014; Gai et al., 2016). Таким образом, несмотря на то, что у
млекопитающих белок Asp/ASPM не является жизненно важным, он выполняет такие
ключевые функции в митозе у дрозофилы и человека как организация полюсов ВД,
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ориентация ВД, организация центрального ВД в телофазе и правильное протекание
клеточного цикла.

1.4.3. Характеристика белка Patronin/CAMSAP
Семейство белков Patronin/CAMSAP у большинства видов позвоночных представлено

тремя белками: CAMSAP1, CAMSAP2 и CAMSAP3/Nezha (Baines et al., 2009). У
беспозвоночных (D. melanogaster и C. elegans) имеется только один CAMSAP-подобный
ген, который гомологичен гену CAMSAP3. У дрозофилы этот ген называется Patronin/ssp4,
а у нематоды – ptrn-1 (Hendershott, Vale, 2014; Wang et al., 2015).

Все белки семейства Patronin/CAMSAP имеют схожую структурную организацию: N-
концевой домен CH, центральный домен, состоящий из трёх мотивов СС (coiled coils) с
предсказанной неструктурированной частью между витками 2 и 3, и С-концевой
консервативный глобулярный домен, известный как домен СКК (домен общий для
CAMSAP1 и двух других белков млекопитающих, KIAA1078 и KIAA1543) (Baines et al.,
2009). Было показано, что домен CC белка Patronin необходим для связывания с минус-
концами МТ, а домен СКК нужен для регуляции динамики минус-концов МТ (Hendershott,
Vale, 2014). Интересно, что домен CH, который является консервативным у всех белков
CAMSAP беспозвоночных и позвоночных, по-видимому, не является необходимым для
регуляции минус-конца MT и, возможно, имеет какую-то пока неизвестную функцию
(Hendershott, Vale, 2014).

Белки семейства Patronin/CAMSAP (the calmodulin-regulated spectrin-associated
proteins), ассоциируют с минус-концами МТ у позвоночных. Так, белки CAMSAP2 и
CAMSAP3 связывают и стабилизируют минус-концы нецентросомальныхМТ в адгезивных
контактах (Meng et al., 2008; Tanaka et al., 2012). Нецентросомальные МТ – это массивы
МТ, например, в эпителиальных клетках и нейронах, не связанные с центросомой и как
следствие их минус-концы не кэпированы комплексом γTuRC. Исследования in vitro на
изолированных МТ и на интерфазных МТ в клетках дрозофилы S2 показали, что белки
CAMSAP2 и CAMSAP3 связывают растущие минус-концы МТ, подавляя их динамику и
остаются связанными с МТ, пока их минус-концы продолжают полимеризоваться
(Hendershott, Vale, 2014; Jiang et al., 2014; Akhmanova, Hoogenraad, 2015). Протяженные
участки МТ, связанные с белком CAMSAP, защищены от разборки МТ с обоих концов и
могут действовать как затравки для роста новых МТ. Было показано, что белки CAMSAP2
и CAMSAP3 связывают АТФазу katanin, которая разрезает МТ, что ограничивает рост
CAMSAP-позитивных участков (Jiang et al., 2014; Jiang et al., 2018). При вступлении клетки
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в митоз белки CAMSAP2 и CAMSAP3 фосфорилируются и удаляются с МТ (Jiang et al.,
2014; Syred et al., 2013). Белок CAMSAP1, напротив, локализуется на митотических МТ,
где динамически следует за их минус-концами. Однако его потеря в культивируемых
клетках человека RPE-1 в результате CRISPR-Cas9-опосредованного нокаута вызывает
только небольшое уменьшение длины ВД (Hueschen et al., 2017). Позднее было показано,
что у человека и мышей мутации в гене CAMSAP1 ведут к нарушению миграции нейронов
(Zhou et al., 2020; Khalaf-Nazzal et al., 2022). Кроме того, на фоне мутаций в гене CAMSAP1
у человека отмечались случаи микроцефалии (Khalaf-Nazzal et al., 2022), а у самцов мышей
наблюдалась стерильность из-за нарушения сперматогенеза (Hu et al., 2023).

У дрозофилы роль гена Patronin в формировании митотического ВД в клетках
дрозофилы S2 впервые была обнаружена в ходе РНКи скрининга, где он был
идентифицирован в составе группы других генов, РНКи которых приводила к образованию
короткого ВД (гены Ssp (short spindle)) (Goshima et al., 2007). Белок Patronin играет роль как
в митозе, так и в стабилизации МТ в интерфазе. Помимо действия на минус-концах
интерфазных МТ в соматических клетках, в ооцитах дрозофилы белок Patronin заякоривает
и стабилизирует поляризованные нецентросомальные МТ (Nashchekin et al., 2016). В
митотических клетках S2 дрозофилы снижение количества белка Patronin приводит к
короткому ВД – фенотипу, антагонистичному тому, который происходит при снижении
количества деполимеразы МТ Klp10A. Было показано, что белок Patronin кэпирует минус-
концы МТ ВД, защищая их от деполимеризации белком Klp10A in vitro и in vivo (Goodwin,
Vale, 2010). В дополнение к его роли в поддержании длины ВД, белок Patronin вовлечен в
контроль анафазы B в эмбриональных клетках дрозофилы (Wang et al., 2013) и контроль
ориентации центрального ВД в асимметрично делящихся клетках-предшественницах
органов чувств (sensory organ precursor) (Derivery et al., 2015). Таким образом, белки
семейства Patronin/CAMSAP играют важную роль в регуляции динамики микротрубочек,
обеспечивая их стабильность во время митоза, и способствуя стабилизации минус-концов
нецентросомальных МТ в интерфазе.

1.5. Заключение
С момента описания клеточного деления в XIX веке (Paweletz, 2001) был накоплен

огромный массив данных об этом процессе. Несмотря на успехи молекулярной и клеточной
биологии, отдельные аспекты митоза остаются неясными до сих пор. Одной из главных
причин этого является высокая сложность изучения клеточного деления, поскольку
нарушение этого процесса нередко приводит к гибели самих клеток. Кроме того, часть
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белков, задействованных в процессе митоза, выполняет важную роль и в других ключевых
клеточных процессах (репликация и репарация ДНК, транскрипция (Somma et al., 2008)),
что тоже затрудняет изучение клеточного деления. Ещё одним фактором, усложняющим
изучение митоза, является некоторая помехоустойчивость сборки ВД в том числе за счёт
наличия трёх независимых путей нуклеации микротрубочек (Hayward et al., 2014). При
блокировке одного из путей нуклеацииМТ – кинетохор-зависимого, центросом-зависимого
или augmin-зависимого – веретено деления в клетках способно сформироваться (Hayward
et al., 2014; Meunier, Vernos, 2016).

Среди всех белков, ассоциированных с МТ, наименее изученными является группа
белков, взаимодействующая с минус-концамиМТ (-TIPs). Эти белки и белковые комплексы
представляют собой структурно и функционально разнообразную группу факторов,
которые контролируют организацию микротрубочек и, таким образом, играют решающую
роль в организации клеточного цитоскелета в интерфазе и митозе. Ранее было показано,
что такие -TIPs белки как γ-тубулин и KANSL3 участвуют в кинетохор-зависимом росте
микротрубочек (Mishra et al., 2010; Meunier et al., 2015). Для данного исследования были
выбраны белки Asp и Patronin из группы -TIPs, которые принимают непосредственное
участие в сборке митотического веретена деления в клетках S2 дрозофилы.

Белок Asp/ASPM необходим для обеспечения правильной структуры и ориентации
ВД, а также для корректного протекания митоза: истощение белка приводит к остановке
митоза на стадии метафазы (Ripoll et al., 1985; Gonzalez et al., 1998; Tungadi et al., 2017).
Традиционно к белкам, которые необходимы для корректного прохождения метафазы,
относятся белки, участвующие в контрольной точке сборки ВД SAC (Musacchio, 2015;
Hayward et al., 2019; Lara-Gonzalez et al., 2021), а также белки, необходимые для правильной
установки соединения кинетохор-МТ, например, центромерный гистон Cid (CENP-A),
кинетохорные компоненты Ndc80, Nuf2 и Kmn1 или кинетохор-ассоциированная
деполимераза МТ Klp67A (Somma et al., 2008; Renda et al., 2017). Учитывая, что белок Asp
локализуется от прометафазы до анафазы митоза на полюсах ВД, его роль на стадии
метафазы неочевидна и нуждается в дальнейших исследованиях.

Белки семейства CAMSAP у дрозофилы и человека были открыты как основные
регуляторные белки, ответственные за стабильность нецентросомальных МТ в
интерфазных клетках (Goodwin, Vale, 2010; Jiang et al., 2014; Meng et al., 2008). Среди трёх
белков семейства CAMSAP в клетках человека в митозе участвует только один –
CAMSAP1, но его истощение оказывает незначительное влияние на структуру веретена
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деления (Hueschen et al., 2017). В клетках дрозофилы имеется один белок семейства
CAMSAP – Patronin – и его истощение приводит к фенотипу «короткое ВД», который
наблюдался при истощении ряда белков, участвующих в процессе кинетохор-зависимого
роста микротрубочек (Meunier, Vernos, 2011; Meunier et al., 2015).

Подводя итог, остаётся неизвестным, участвуют ли белки Asp и Patronin в процессе
кинетохор-зависимого роста МТ. Для детального изучения роли белков Asp и Patronin в
этом процессе в данной работе выбрано сочетание методов РНКи и повторного роста
микротрубочек после деполимеризации тубулина колцемидом, который блокирует
центросом-зависимый рост МТ. А использование трансгенных линий клеток,
нарабатывающих химерные белки Asp-eGFP или Patronin-eGFP, позволит
проанализировать локализацию изучаемых белков в данном процессе.
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ ИМЕТОДЫ
2.1. Материалы

2.1.1. Список использованных сред для культивирования
· Среда Лурия-Бертани (LB) для культивирования бактериальных клеток

Escherichia coli: 10 г бактериального триптона, 10 г NaCl, 5 г дрожжевого экстракта
на 1 л бидистиллированной воды.

· Агаризованная среда LB для культивирования бактериальных клеток E. coli:
триптозный агар 3.9 г/мл, дистиллированная вода.

· Cреда «Shields and Sang M3 Insect Media» (Sigma #S8398, США) для
культивирования клеток D. melanogaster S2.

2.1.2. Список использованных растворов
· 1× TAE: 40 мМ Трис, 20 мМ уксусная кислота, 1 мМ ЭДТА рН 8.4.
· 1× PBS (Sigma-Aldrich, США): 137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 8 мМ Na2HPO4*2H20,

1.76 мМ KH2PO4, стерилизовано автоклавированием.
· 1×PBST: PBS + 0,1% Triton X-100 (AppliChem, Германия).

2.1.3. Клеточные линии дрозофилы, используемые в работе
В работе использовалась линия клеток Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2),

предоставленная профессором Маурицио Гатти (университет La Sapienza, Рим, Италия).
На основе этой линии сотрудниками лаборатории клеточного деления ИМКБ СО РАН
Яринич Л.А. и Лебедевым М.О. были получены трансгенные линии клеток S2,
экспрессирующие гибридный белок mCherry-α-тубулин и один из исследуемых белков
(Asp или Patronin), слитый в рамке считывания с флуоресцентным белком eGFP.Экспрессия
всех трансгенов находилась под контролем промотора гена Metallothionein A (MtnA)
дрозофилы, индуцируемого сульфатом меди. Кроме того, в работе была использована
трансгенная линия клеток S2, конститутивно нарабатывающая химерный белок тубулин-
eGFP.Клеточная линия была любезно предоставлена профессором Маурицио Гатти
(университет La Sapienza, Рим, Италия).
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2.1.4. Штаммы Escherichia coli, используемые в работе
Для молекулярного клонирования использовали штамм E.coli Top-10 (F–mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK λ–rpsL(StrR)
endA1 nupG).

2.2. Методы
2.2.1. Молекулярно-биологические методы
2.2.1.1. Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Амплификацию фрагментов ДНК проводили в объёме 50 мкл. Реакционная смесь
включала в себя: 10 мкл 5× HF буфера для ДНК-полимеразы Phusion High-Fidelity
(ThermoScientific, США), 4 мкл 2.5 мМ dNTP (дезоксинуклеозидтрифосфаты)
(эквимолярной смеси dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (SibEnzyme, Россия), по 2 мкл 10 мкМ
прямого и обратного праймеров, 0.5 мкл ДНК-полимеразы Phusion High-Fidelity (2 единицы
активности (е.а.)/мкл); 1 пг кДНК-матрицы (или 10 нг геномной ДНК). Реакцию ПЦР
проводили при помощи амплификатора Bio-Rad T100 (Bio-Rad, США) по следующей
программе: денатурация ДНК при 98°C в течение 1 мин с последующей амплификацией
(35 циклов): 98°C 30 сек, 45–62°C (в зависимости от температуры отжига праймеров)
20 сек, 72°C 1.5 мин. Затем следовала финальная элонгация при 72°C в течение 5–10 мин.

2.2.1.2. Гель-электрофорез
Гель-электрофорез нуклеиновых кислот проводился в 1% агарозном геле,

приготовленном на 1× трис-ацетатном (TAE) буфере, при напряженности электрического
поля 2-4 В/см в течение 40-60 мин. Результат электрофореза детектировали под
ультрафиолетовым излучением на приборе ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, США).

2.2.1.3. Выделение ДНК из геля
Фрагмент геля, содержащий нужный ПЦР-продукт, вырезали для дальнейшей

очистки. Выделение фрагмента ДНК из геля проводили при помощи набора «Для элюции
ДНК из агарозного геля» (Биосилика, Россия) согласно инструкции производителя.
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2.2.1.4. Лигирование
ПЦР-продукты, выделенные из геля, затем лигировали в линеаризованный вектор

pGEM®-T Easy Vector (Promega, США). Количество вставки и вектора определяли исходя
из молярного соотношения вектор/вставка, равного 1:3. Лигирование проводили в объёме
20 мкл, при этом реакционная смесь включала в себя: 1 е.а. ДНК-лигазы фага Т4 (Promega,
США), 2 мкл 10× буфер для Т4 ДНК лигазы (Promega, США), 37.5 фмоль встраиваемого
фрагмента ДНК, 12.5 фмоль векторной ДНК pGEM®-T Easy Vector System I (Promega,
США). Лигирование проводили при 4°C в течение 12–14 часов.

2.2.1.5. Очистка лигазной смеси
Для последующей трансформации электрокомпетентных клеток E. coli полученную

лигазную смесь очищали путём переосаждения этанолом. Для этого к лигазной смеси
добавляли 40 мкл деионизованной воды, 5 мкл 3М ацетата аммония (pH 5.2), 125 мкл 96%
этанола. Смесь инкубировали при ˗70°C в течение 30 мин, после центрифугировали (18000g
при 4°C 20 мин). Полученный осадок промывали 500 мкл охлажденного 70% этанола, после
чего центрифугировали (18000g при 4°C 10 мин). Осадок высушили при комнатной
температуре в течение 15–20 мин, после ресуспендировали в 20 мкл деионизованной воды.

2.2.1.6. Приготовление электрокомпетентных клеток E. coli
Для приготовления электрокомпетентных клеток готовили стартовую культуру:

стерильной петлей вносили одну колонию штамма Top-10 бактерий E. coli в пробирку с
10 мл стерильной среды LB, содержащей 12 мкг/мл стрептомицина (Applichem, Германия).
Инкубировали в течение ночи на орбитальном шейкере (37°C, 250 об/мин). Затем 1 мл
стартовой культуры вносили в 1 л свежей среды LB и наращивали на орбитальном шейкере
при 37°C до достижения оптической плотности D600 ~ 0.5–0.7 (около 2.5–3 часов). Клетки
охлаждали на льду 20 мин и центрифугировали (2500–3000g при 4°C 10 мин). Осадок
полученных электрокомпетентных клеток промывали деионизованной водой с
последующим центрифугированием (2500–3000g при 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 до
последующей трансформации.
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2.2.1.7. Электрическая трансформация клеток E. coli
Трансформацию электрокомпетентных клеток E. coli очищенной лигазной смесью

проводили при помощи прибора Gene PulserX cell Microbial System (Bio-Rad, США). Для
этого кювету для электропорации с зазором 0.1 см (Bio-Rad, США), предварительно
охлаждали на льду в течение 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 1.8 кВ, 25 мкФ, 200 Ом, после чего клеточную суспензию немедленно
вымывали из кюветы добавлением 1 мл предварительно нагретой до 37°C среды LB и
переносили в пробирки объемом 1.5 мл. 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 агаризованной питательной средой LB, содержащей 100 мкг/мл
ампициллина (СИНТЕЗ, Россия) и 40 мкг/мл X-gal (Fermentas, США) и распределяли по
чашке стерильным шпателем или стерильными стеклянными шариками. Клетки
выращивали в термостате 16–18 часов при 37°C до появления одиночных колоний. В
дальнейшем чашки Петри хранили при 4°С (не более двух недель).

2.2.1.8. Выделение плазмидной ДНК
Колонии клеток E. coli, содержащие (предположительно) правильные плазмидные

конструкции, вносили к 10 мл среды LB, содержащей 100 мкг/мл ампициллина (СИНТЕЗ,
Россия) и инкубировали на орбитальном шейкере при 37°C 220 об/мин 16–18 часов. Из
полученных клеток выделяли плазмидную ДНК при помощи набора «Для выделения
плазмидной ДНК» (Биосилика, Россия) согласно инструкции, прилагаемой к набору.
Концентрацию полученного раствора ДНК определяли при помощи спектрофотометра
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, США), при этом о чистоте препарата плазмид-
ной ДНК судили по соотношениям А260/А280 (в норме ≥ 1.9) и А260/A230 (в норме ≥ 2).

2.2.1.9. Секвенирование по Сэнгеру
Определение нуклеотидной последовательности ДНК проводили с использованием

набора «BigDye Terminator v3.1 cycle Sequencing Kit» (ThermoScientific, США).
Реакционная смесь объемом 10 мкл включала следующие компоненты: 2 мкл 5× буфера
BigDye Terminator, 0.6 мкл BigDye Terminator v3.1, 1 мкл 10 мкМ праймера, 300 нг ДНК.
Реакцию проводили в следующих условиях: предварительная денатурация ДНК при 96°C
в течение 1 мин, последующая амплификация (35 циклов): 96°C 30 сек, 56°С 15 сек, 60°С
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4 мин. Для секвенирования использовали праймеры pBS-F1 и pBS-R1 (Табл. 1),
специфичные к последовательностям вектора и фланкирующие место встройки. После
окончания реакции полученную смесь очищали переосаждением с изопропанолом. Для
этого к смеси 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. Далее центрифугировали (14000g при 22°C 20 мин). После отбирали
супернатант и промывали осадок 200 мкл охлажденного 70% этанола с последующим
центрифугированием (14000g 4°C 10 мин). Данную процедуру отмывки повторяли еще
один раз. Затем отбирали супернатант и образец высушивали от остатков 70% этанола в
течении 30 мин при помощи ваккуумного концентратора Eppendorf Concentrator Plus
(Eppendorf, Германия) в режиме V-AL при комнатной температуре. Секвенирование
проводили с помощью капиллярного секвенатора Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, США) на базе центра коллективного пользования ИМКБ СО РАН.

2.2.1.10. Получение матрицы для последующей наработки дцРНК
Фрагменты экзонов целевых генов нарабатывались при помощи ПЦР, где в качестве

матрицы использовалась геномная ДНК или кДНК-библиотека, созданная на основе
матричной РНК (мРНК) 0–24-часовых эмбрионов Drosophila melanogaster дикого типа
(Bloomington Stock Center #25211 Oregon-R).
Таблица 1. Специфические последовательности праймеров, использовавшиеся в работе. * Данные праймеры
содержали на 5ʹ-конце сайт связывания Т7 РНК-полимеразы (5ʹ-taatacgactcactatagggagg-3ʹ), за которым
следовала специфическая последовательность.
Название
праймера

Последовательность (5ʹ → 3ʹ) Температура
отжига, °C

Ожидаемый размер
ПЦР-продукта, п.н.

asp-5’ ctgcgatctttcttcag* 61.0 998asp-3’ agatgattacgccaatgc* 61.3
patronin-5’ cgagctacagcacctgtttc* 61.5 965patronin-3’ tgactgattgctgacatcgtcc* 60.6
Klp10A-5’ ttgctgtccatc* 43.9 659Klp10A-3’ cgatccttgtct* 43.7
dgt6-5’ atcggaccataa* 44.1 827dgt6-3’ ttgttctcggct* 48.7
pBS-F1 cagggttttcccagtcacgac 62.6 Зависит от размера

встройкиpBS-R1 ggctttacactttatgcttcc 59.3
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Полученные ПЦР-продукты выделяли из геля и лигировали в плазмидный вектор
pGEM®-T Easy. Лигазную смесь затем очищали путём переосаждения этанолом и
использовали для электропорации компетентных клеток E. coli. Для проверки
бактериальных колоний на наличие целевой вставки проводили ПЦР-контроль с
использованием Taq ДНК-полимеразы и соответствующего буфера (SibEnzyme, Россия). В
качестве ДНК-матрицы при этом использовали одиночные белые колонии, предварительно
ресуспендированые в 10 мкл деионизованной воды. Для проверки использовали праймеры
pBS-F1 и pBS-R1 (Табл. 1), фланкирующее место встройки и специфичные к
последовательности вектора. Размеры вставки определяли при помощи гель-
электрофореза. Нуклеотидную последовательность плазмидной ДНК верифицировали
методом секвенирования по Сенгеру. Отобранные клоны бактерий использовали для
наработки плазмидной ДНК.

2.2.1.11. Синтез и очистка дцРНК
Синтез дцРНК осуществляли методом in vitro транскрипции с использованием ДНК-

зависимой РНК-полимеразы T7. Для синтеза дцРНК в качестве матрицы использовали
ПЦР-продукты, очищенные при помощи набора «Очистка ДНК из реакционных смесей»
(Биосилика, Россия). Реакционная смесь для in vitro транскрипции включала следующие
компоненты: 10 мкл 5× транскрипционного буфера (ThermoScientific, США), 800-1000 нг
ПЦР-продукта, 4 мкл смеси рибонуклеозидтрифосфатов (25 мМ каждого), 1.5 мкл РНК-
полимеразы Т7 (20 е.а./мкл; (ThermoScientific, США)), 0.5 мкл ингибитора РНКаз RiboLock
(40 е.а./мкл; ThermoScientific, США), стерильная вода, свободная от ДНКаз и РНКаз
(Биолабмикс, Россия) до объема 50 мкл. После синтеза РНК реакционную смесь нагревали
до 65°C в течение 30 мин и затем медленно охлаждали до комнатной температуры, чтобы
обеспечить двуцепочечную форму препарата РНК. Качество полученного препарата дцРНК
проверяли при помощи гель-электрофореза. До использования дцРНК хранили при -20°C.

Перед РНК-интерференцией дцРНК очищали от ДНК при помощи эндонуклеазы
ДНКаза I (1 е.а./мкл) (Megascript Kit, Life Technology, Ambion, Литва). К каждым 150 мкл
дцРНК добавляли 2 мкл ДНКазы I и инкубировали смесь при 37°C в течение 15 мин. Далее
очищали РНК переосаждением, для чего добавляли 600 мкл 96% этанола и 150 мкл
раствора, содержащего 5 мМ ацетат аммония и 100 мМ этилендиаминтетрауксусную
кислоту (ЭДТА). Смесь инкубировали при ˗20°С 1 час, затем центрифугировали (18000g
4°С 30 мин). Отбирали супернатант, оставляя ~100 мкл жидкости. Промывали осадок
700 мкл охлажденного (при ˗20°С) 70% этанола, центрифугировали 30 мин при 18000g 4°С.
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Осадок высушивали при 37°С 10–15 мин и растворяли в 50 мкл стерильной воды,
свободной от ДНКаз и РНКаз (Биолабмикс, Россия).

2.2.1.12. Выделение суммарной РНК
После инкубации клеток с дцРНК из 1 мл клеточной суспензии выделяли суммарную

РНК из контрольных и обработанных дцРНК клеток. Для этого клетки центрифугировали
5 мин при 1000g, среду отбирали и добавляли 1 мл реактива «RNAzol® RT» (MRC, США).
Дальнейшие манипуляции выполняли в соответствии с инструкцией производителя. Для
удаления геномной ДНК из полученного препарата РНК использовали набор реактивов
«RapidOut DNARemoval Kit» (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с инструкцией
производителя. Проверку целостности препарата суммарной РНК выполняли при помощи
гель-электрофореза, на дорожку наносили 1 мкг РНК. Концентрацию РНК измеряли с
помощью спектрофотометра NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, США). Аликвоты
суммарной РНК хранили при ˗70°C.

2.2.1.13. Обратная транскрипция
Синтез кДНК проводили методом обратной транскрипции. Для этого к 2 мкг

суммарной РНК, растворенной в 12.5 мкл стерильной воды, свободной от ДНКаз и РНКаз
(Биолабмикс, Россия), добавляли 1 мкл 50 мМ олиго(dT)20 праймера (Биоссет, Россия).
Полученную смесь инкубировали при 65°C 5 мин для отжига праймера и затем быстро
охлаждали на льду в течение 2 мин. К смеси добавляли предварительно подготовленную
реакционную смесь: 4 мкл 5× реакционного буфера (ThermoScientific, США), 1 мкл
рекомбинантного ингибитора РНКаз RNaseOut (2 е.а./мкл; (ThermoScientific, США)),
0.5 мкл обратной транскриптазы RevertAid (200 е.а./мкл, Thermo Fisher Scientific, США),
0.1 мкл 10 мМ dNTP.Инкубировали смесь в течение 1 часа при 42°С. Инактивировали
фермент нагреванием при 70°C в течение 5 мин.

Для контроля на загрязнение геномной ДНК готовили реакционную смесь, не
содержащую обратную транскриптазу и ингибитор РНКаз (NRT, no revertase control).
Вместо этого к смеси добавляли недостающий объём стерильной воды, свободной от
ДНКаз и РНКаз (Биолабмикс, Россия). Препараты кДНК хранили при -20°С.

2.2.1.14. Количественная ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени
В качестве матрицы для количественной ПЦР использовали синтезированную ранее

кДНК, предварительно разбавленную водой в 20 раз. Реакционная смесь для
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количественной ПЦР содержала 12.5 мкл 2× HS-qPCR SYBR Blue (Биолабмикс, Россия),
по 1.25 мкл прямого и обратного праймеров в концентрации 10 мкМ, 5 мкл разведенной
кДНК и 5 мкл деионизованной воды. В ходе количественной ПЦР использовали два типа
контролей: на загрязнение геномной ДНК (NRT), где в качестве матрицы для ПЦР была
использована кДНК, синтезированная в отсутствии обратной транскриптазы, и
отрицательный контроль, где в качестве матрицы для ПЦР использовали деионизованную
воду (NTC, no template control).

Праймеры, использовавшиеся для количественной ПЦР, приведены в таблице 2.
Дизайн праймеров выполняли при помощи программы Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Праймеры для гена Patronin были
подобраны к границе экзонов 2 и 5, которые входят в состав всех 13 изоформ мРНК. Такие
праймеры позволяли оценить общий уровень всех транскриптов гена Patronin в клетке.
Праймеры для гена asp были подобраны к границе экзонов 4 и 5. В качестве референсного
гена использовался Rpl32, кодирующий белок большой субъединицы рибосомы L32 (Yang
et al., 2013). Для каждой пары праймеров предварительно была оценена эффективность
(Табл. 2) путем построения стандартной кривой с использованием серийных разведений
кДНК, полученной из контрольной популяции клеток S2 дрозофилы.
Таблица 2. Праймеры, использовавшиеся для количественной ПЦР
Название
праймера

Последовательность
(5ʹ → 3ʹ)

Температура
отжига, °C

Ожидаемый
размер
ПЦР-продукта,
п.н.

Эффективность,
%

Asp-RT-F aagtcgattggatcgtctttc 60 155 105.1Asp-RT-R aatttaggatgatccggctg
Patronin-RT-F ttttcaaatacaactcaggaggca 60 82 99Patronin-RT-R attgtgaaggcgtcgatggt
Klp10A-RT-F gctgagcgaacacgagatgt 60 115 100.2Klp10A-RT-R cagtgtggcattaacggtgc
Dgt6-RT-F aacagcttactcgcacctgc 60 118 101.3Dgt6-RT-R gcatgggatcgttgatcttg
RpL32-RT-F ctaagctgtcgcacaaatgg 59 148 100RpL32-RT-R aggaacttcttgaatccggtg

Количественную ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени
проводили с помощью амплификатора CFX96 (Bio-Rad, США) по следующей программе:
денатурация ДНК при 95°C в течение 5 мин с последующей амплификацией (39 циклов):
95°C 15 сек, 60°C 30 сек, 72°C 30 сек. Затем следовало аналитическое плавление
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полученного ПЦР-продукта в диапазоне температур от 65°C до 95°C (шаг: + 0,05°C/сек) с
целью определения его температуры плавления и, как следствие, специфичности.
Результаты количественной ПЦР по изменению экспрессии генов анализировали с
помощью программного обеспечения BioRad CFXManager 3.1, которое использует «ΔΔCq»
метод (Livak, Schmittgen, 2001).

2.2.2. Методы работы с клеточными культурами
2.2.2.1. Культивирование клеточных линий дрозофилы S2

Клетки S2 культивировали в стерильных чашках Петри диаметром 10 см при
температуре 25°С в среде «Shields and Sang M3» (Sigma #S8398, США), содержащей 20%
эмбриональной телячьей сыворотки (fetal bovine serum, FBS) (Gibco, Life Technologies,
США), инактивированной нагреванием при 65°С в течение 1 ч. Трансгенные линии клеток
культивировали таким же образом, но в среде «Shields and Sang М3» с добавлением 5%
FBS, инактивированной нагреванием при 65°С в течение 1 ч. При достижении плотности
6–8×106 клеток/мл клетки рассеивали во избежание формирования клеточных аггрегатов.
Все клетки были проверены на заражение Mycoplasma spp.

2.2.2.2. РНК-интерференция
Для РНКи клетки S2 собирали центрифугированием (1000g при 22°C в течение 5 мин)

и ресуспендировали в среде «Shield and Sang М3» (Sigma #S8398, США), не содержащей
FBS. Итоговая плотность клеток составляла 0,9-1 млн/мл. Подготовленную суспензию
вносили в 6-луночный планшет (TPP, Швейцария) из расчёта 1 мл суспензии на лунку и
добавляли дцРНК. После инкубации клеток с дцРНК в течение 1 часа при 25°C вносили в
каждую лунку 2 мл среды для культивирования, содержащей FBS. Условия проведения
РНКи были подобраны экспериментально: для РНКи гена Patronin использовали 2 дозы
дцРНК по 80 мкг каждая и добавляли их в первый и третий день инкубации, а для РНКи
гена asp добавляли однократно 60 мкг дцРНК в первый день. Клетки собирались для
анализа после пяти дней инкубации от момента первого добавления дцРНК. Контрольные
клетки культивировались в таких же условиях, что и экспериментальные, но без добавления
дцРНК. Эффективность РНКи измеряли методом обратной транскрипции с последующей
количественной ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени.
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2.2.2.3. Индукция экспрессии трансгенов
Чтобы индуцировать экспрессию трансгенов, клетки выращивали в присутствии

250 мкМ сульфата меди (Sigma-Aldrich, США) в течение 16-20 ч перед анализом in vivo или
фиксацией.

2.2.2.4. Деполимеризации тубулина колцемидом
Культивируемые клетки дрозофилы переносили в пробирку и осаждали

центрифугированием и ресуспендировали в среде «Shield and Sang М3» (Sigma #S8398,
США) с FBS (Gibco, Life Technologies, США), содержащей 4.5 мкг/мл колцемида
(Calbiochem Merch Millipore, Германия), и инкубировали в течение трёх часов при 25°C.
Объём среды для ресуспендирования клеток определялся исходя из количества
анализируемых временных точек: 2 мл среды на одну временную точку.

2.2.2.5. Приготовление цитологических препаратов
после деполимеризации тубулина колцемидом

Для контроля степени деполимеризации тубулина часть клеток была зафиксирована
перед удалением колцемида (нулевая временная точка). Для этого 2 мл клеток в среде с
колцемидом центрифугировали 5 мин 300g, отбирали среду и затем фиксировали в течение
7 мин в 2 мл 3.7% формальдегида (Sigma, США) в фосфатно-солевом буфере PBS (Sigma,
США). Остальные клетки после инкубации в среде с колцемидом собирали
центрифугированием (300g при 22°C в течение 5 мин) и ресуспендировали в среде для
культивирования, не содержащей колцемид. Повторяли отмывание от колцемида ещё два
раза. Отсчёт времени повторного роста начинали от момента добавления среды после
третьего центрифугирования. Для каждой временной точки вносили по 2 мл клеток в
отдельную чашку Петри диаметром 3 см. Через 15, 20, 30, 45 или 75 мин клетки осаждали
центрифугированием при 300g в течение 5 мин и фиксировали их в 2 мл 3.7%
формальдегида в PBS в течение 7 мин. Затем клетки осаждали центрифугированием, как и
прежде, и промывали в 2 мл PBS. Клеточный осадок после промывания ресуспендировали
в 0.5–1.5 мл PBS (в зависимости от изначальной концентрации суспензии) и полученную
суспензию наносили на предметные стекла при помощи центрифуги Shandon Cytospin 4
(Thermo Scientific, США) при 900 об./мин в течение 4 мин. Готовые препараты погружали
в жидкий азот на 5 мин для фиксации клеток на предметном стекле, затем промывали в
PBS. Пермеабилизовали препараты в буфере PBST (PBS+0.1% Triton X-100 (AppliChem,
Германия)) в течение 30 мин и затем блокировали неспецифическое связывание антител
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путем инкубации в PBS, содержащем 3% бычьего сывороточного альбумина (БСА) в
течение 30 мин. После этого препараты окрашивали первичными антителами (Табл. 3) (в
разных комбинациях), разведёнными в 3% растворе БСА с добавлением 0.1% Triton X-100.
Препараты накрывали плёнкой Parafilm (Bemis, США) и инкубировали во влажной тёмной
камере во избежание высыхания раствора антител в течение ночи при 4°C. После
инкубации препаратов с первичными антителами производили их отмывку следующим
образом: 10 мин в буфере PBS, 2 раза по 10 мин в буфере PBST, 5 мин в буфере PBS.
Таблица 3. Первичные антитела, использовавшиеся в работе.
Название антител Производитель и

каталожный номер
Разведение

Антитела мыши к α-тубулину, моноклональные Sigma T6199 1:600
Антитела курицы к рекомбинантному eGFP,
поликлональные

Invitrogen PA1-9533 1:200
Антитела кролика к Spd-2, поликлональные (Giansanti et al., 2008) 1:4000
Антитела кролика к Cid, поликлональные Abcam 10887 1:300
Антитела кролика к фибрилларину, поликлональные Abcam 226178 1:300

После отмывки инкубировали препараты со вторичными антителами в течение 1 ч
при комнатной температуре (Табл. 4). По истечении времени отмывку антител проводили
так же, как указано выше. Готовые препараты высушивали при комнатной температуре в
течение 1 часа и покрывали средой Vectashield, содержащей DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole) (Vector Laboratories, США), для окраски ДНК и уменьшения выгорания
флуорохромов. В случае, если для окраски использовались антитела, коньюгированные с
флуорохромом Alexa Fluor 660, вместо Vectashield применялась среда Prolong Gold (Life
Technologies, США).
Таблица 4. Вторичные антитела, использовавшиеся в работе.
Название коньюгата и
цвет сигнала

Название антител Производитель и
каталожный номер

Разведение
FITC, зелёный Антитела козы против IgG мыши Sigma F8264 1:40
Alexa Fluor 568,
красный

Антитела козы против IgG мыши Invitrogen
A-11031

1:300
Alexa Fluor 568,
красный

Антитела козы против IgG кролика Invitrogen
A-11036

1:300
Alexa Fluor 660,
дальний красный

Антитела козы против IgG кролика Invitrogen
A-21074

1:300
Alexa Fluor 488,
зелёный

Антитела козы против IgG курицы Invitrogen
A-11039

1:300
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2.2.3. Микроскопические методы анализа
2.2.3.1. Эпифлуоресцентная микроскопия

Препараты фиксированных клеток после непрямого иммунокрашивания
анализировали при помощи микроскопа Zeiss AxioImager.M2 (Carl Zeiss, Германия) с
использованием объектива EC Plan-Neofluar 100x/1.30 Oil M27WD = 0.20 мм (Carl Zeiss,
Германия). Микрофотографии фиксированных клеток были получены при помощи камеры
AxioCam 506 mono (D) (Carl Zeiss, Германия). Полученные изображения редактировались
при помощи программы Adobe Photoshop CS3 Extended.

2.2.3.2. Конфокальная микроскопия
Для исследования прижизненной локализации химерных белков в трансгенных

линиях клеток S2 500 мкл клеточной суспензии (1×106 клеток/мл), переносили в камеру
«Attofluor cell chamber» (Invitrogen, США), содержащую покровное стекло, обработанное
раствором 0.25 мг/мл конканавалина А (Sigma-Aldrich, США). Данная обработка
уменьшает подвижность живых клеток, поскольку конканавалин А связывается с сахарами
на клеточной поверхности, что обеспечивает надежное связывание клеток с поверхностью
стекла и приводит к их распластыванию. При необходимости проводилась прижизненная
визуализация хромосом ДНК-специфичным красителем Hoechst 33342 (конечная
концентрация 20 мкг/мл, Invitrogen, США). Наблюдения производили от 20 до 120 мин
после внесения клеток в камеру.

Изображения живых клеток были получены на конфокальном микроскопе Zeiss LSM
710 (Carl Zeiss, Германия) с использованием масляного объектива plan-apo 63×/1.40 NA
(Carl Zeiss, Германия) и программного обеспечения ZEN 2012.

2.2.4. Измерение количественных параметров клеток на их микрофотографиях
2.2.4.1. Измерение длины веретена деления

Длину ВД в клетках S2 измеряли с помощью программного обеспечения ZEN 2012
(Carl Zeiss Microscopy, Германия) с использованием инструмента “Spline curve” и функции
измерения. При этом измерялась длина линии, проведённой вручную между двумя
полюсами веретена деления, вдоль его оси. Измерения проводились в биполярных клетках
на стадии промета- и метафазы, которые не были полиплоидными по отношению к
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базовому кариотипу клеток S2. Полученные данные использовались для построения
графика с помощью веб-инструмента BoxPlotR (Spitzer et al., 2014).

2.2.4.2. Измерение интенсивности сигнала флуоресцентно меченого тубулина,
ассоциированного с кинетохорами

Интенсивность сигнала флуоресценции пучков МТ, растущих от хромосом после
колцемид-опосредованной деполимеризации тубулина, измеряли с помощью программы
ImageJ (Schneider et al., 2012) с использованием инструмента “Freehand selection” и функции
“Measure”. Учитывались только клетки, демонстрирующие кинетохор-зависимый повтор-
ный рост МТ (КПРМТ). В каждой клетке измеряли интенсивность сигнала флуоресценции
отдельного пучка МТ, ассоциированного с кинетохорами/хромосомами, вычитали из него
фоновую флуоресценцию и затем суммировали полученные значения по всем пучкам МТ
в клетке. Полученные значения для клеток, подвергшихся РНКи, были нормализованы к
медианному значению интенсивности флуоресценции контрольных клеток.

2.2.4.3. Статистический анализ данных
Статистический анализ данных проводили, используя программную среду R.

Достоверность различий оценивали при помощи критерия χ2 (сравнение процентных соот-
ношений) либо при помощи U-критерия Манна-Уитни (оценка различий числовых значе-
ний). Для построения доверительных интервалов расчитывали 95% персентиль по медиане.
Различия считали статистически достоверными при p<0.05 (*), p<0.01 (**) и p<0.001 (***).

http://shiny.chemgrid.org/boxplots/
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ
3.1. Локализация белков Asp и Patronin в клеточном цикле

Первой задачей в данной работе было проанализировать внутриклеточную
локализацию изучаемых белков в культивируемых клетках D. melanogaster на всех стадиях
клеточного цикла. Поскольку коммерчески доступные антитела на белки Asp и Patronin
отсутствуют, то для определения внутриклеточной локализации целевых белков
использовались трансгенные клеточные линии дрозофилы S2, нарабатывающие химерные
белки Asp-eGFP или Patronin-eGFP. В каждой из этих линий помимо одного из исследуемых
белков (Asp или Patronin), слитого в рамке считывания с флуоресцентным белком eGFP,
нарабатывался гибридный белок mCherry-α-тубулин в качестве маркера микротрубочек.
Все трансгены находились под контролем индуцируемого сульфатом меди промотора гена
MtnA D. melanogaster. Концентрация сульфата меди и время индукции подбирались
эмпирически для каждой из двух клеточных линий таким образом, чтобы уже можно было
визуализировать химерный белок и при этом отсутствовали нарушения в формировании
функционального веретена деления вследствие избыточного количества целевых белков.
Тестировали концентрацию сульфата меди в диапазоне от 0 до 500 мМ и время индукции
от 16 до 24 часов. В итоге для индукции экспрессии трансгена Asp-eGFP было выбрано
время индукции 16-18 ч и концентрация сульфата меди 250 мМ. Для индукции экспрессии
трансгена Patronin-eGFP оптимальное время индукции составило 16-20 ч и концентрация
сульфата меди 250 мМ.

После индукции экспрессии трансгенов локализация изучаемых белков оценивалась
при помощи двух подходов: прижизненно и путём непрямого иммуноокрашивания с
использованием антител к eGFP. Прижизненное исследование дает возможность наблюдать
динамическое поведение белка во время клеточного цикла, а непрямое
иммуноокрашивание позволяет усиливать слабый флуоресцентный сигнал. Для
визуализации ДНК использовали специфические красители DAPI (для фиксированных
клеток) или Hoechst 33342 (для живых клеток). При непрямом иммуноокрашивании для
детекции компонентов ВД – центросом и микротрубочек – применяли антитела к белку
Spd-2 и белку α-тубулину, соответственно. Для выявления центромер проводили непрямое
иммуноокрашивание антителами к варианту гистона H3 белку Cid. Сигнал флуоресценции
eGFP усиливали при помощи непрямого иммуноокрашивания антителами к eGFP.
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3.1.1. Локализация химерного белка Asp-eGFP
Для белка Asp в клетках S2 дрозофилы было показано наличие единственной

изоформы длиной 1954 а.о. (Gramates et al., 2017). Для создания трансгенной клеточной
линии была использована последовательность ДНК, кодирующая белок Asp, которая была
амплифицирована методом ПЦР с использованием в качестве матрицы кДНК, полученной
из суммарной РНК клеток S2. Полученная последовательность кодирует белок Asp,
отличающийся двумя заменами в аминокислотной последовательности относительно
аннотированной (GenBank NP_524488.3): W196R и G1662D.

Рисунок 13. Локализация химерного белка Asp-eGFP в клетках S2 (флуоресцентная микроскопия). Клетки,
нарабатывающие белки Asp-eGFP и mCherry-тубулин, были иммуноокрашены антителами к α-тубулину
(красный) и eGFP (зелёный), ДНК окрашена DAPI (синий). Размер шкалы 5 мкм.

Анализ иммуноокрашенных клеток S2, нарабатывающих химерный белок Asp-eGFP,
показал, что этот белок с прометафазы до анафазы локализовался на полюсах ВД, где
большей частью присутствуют минус-концы МТ, и в среднем теле ВД (the midbody) во
время телофазы , за исключением зоны сократительного кольца, которая обогащена плюс-
концами МТ (Рис. 13). Интересно, что во время интерфазы химерный белок Asp-eGFP
локализовался в ядре, за исключением округлой зоны в центре, которая, вероятно, являлась
ядрышком. Дополнительная окраска на маркер плотного фибриллярного компонента
ядрышка фибрилларин, показала, что Asp-eGFP не колокализуется с ним (Рис. 14). Таким
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образом, можно говорить о преимущественно ядерной локализации белка Asp в интерфазе
за исключением плотного фибриллярного компонента ядрышка.

Рисунок 14. Локализация химерного белка Asp-eGFP и фибрилларина в клетках S2 (конфокальная
микроскопия, трёхмерная реконструкция из 4-5 оптических срезов). Клетки, нарабатывающие белки Asp-
eGFP, были иммуноокрашены антителами к eGFP (зелёный) и фибрилларину (белый), ДНК окрашена DAPI
(синий). Размер шкалы 5 мкм.

Рисунок 15. Прижизненная локализация химерного белка Asp-eGFP во время митоза в трансгенной линии
клеток S2, нарабатывающей белки Asp-eGFP (зелёный) и mCherry-тубулин (красный). Конфокальная
микроскопия, трёхмерная реконструкция из 10-15 оптических срезов. Размер шкалы 5 мкм.
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Локализация Asp-eGFP была также проанализирована прижизненно в клетках,
нарабатывающих белки Asp-eGFP и mCherry-α-тубулин (Рис. 15). Распределение белка
Asp-eGFP на митотическом ВД было таким же, как и в фиксированных клетках, за тем
исключением, что во время телофазы белок находился только на той части центрального
ВД, которая прилегает к ядрам – зоне, наиболее богатой минус-концами микротрубочек.
Таким образом, белок Asp, являясь белком, специфичным к минус-концамМТ, связывается
с той популяцией минус-концов МТ, которая представлена на полюсах веретена деления и
в телофазе в среднем теле веретена деления.

3.1.2. Локализация химерного белка Patronin-eGFP
Ген Patronin обеспечивает образование 13 транскриптов за счёт альтернативного

сплайсинга, в результате трансляции которых образуется 13 изоформ белка, отличающихся
по аминокислотной последовательности (Gramates et al., 2017; Рис. 16). Для создания
трансгенной клеточной линии были использованы изоформы I и A, которые содержат 1689
и 1517 а.о., соответственно. Изоформа I была выбрана, поскольку она оказалась основной
изоформой белка Patronin в культивируемых клетках S2. Этот вывод был сделан на основе
данных секвенирования по Сэнгеру бактериальных клонов, несущих вставку ПЦР-
продукта, образованного в результате амплификации с кДНК, полученной из суммарной
РНК клеток S2. Изоформа А была выбрана из-за доступности трансгенных мух,
экспрессирующих её в виде химерного белка, слитого с eGFP. Для каждой из двух изоформ
была сделана плазмидная конструкция и получена трансгенная клеточная линия S2. При
помощи непрямого иммуноокрашивания было показано, что внутриклеточная локализация
изоформ I и A в клетках, нарабатывающих химерный белок PatroninI-eGFP или PatroninA-
eGFP, не отличается друг от друга. В связи с этим во всех последующих экспериментах
была использована клеточная линия, нарабатывающая изоформу I белка Patronin (далее по
тексту будет обозначена как Patronin-eGFP).

Рисунок 16. Структура гена Patronin. Оранжевым цветом обозначена область гена, зелёным – 3’-
нетранслируемые области, серым – экзоны, синим – 5’-нетранслируемые области.
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При непрямом иммуноокрашивании клетки S2 на стадии интерфазы демонстрировали
Patronin-eGFP-позитивные сегменты пучков МТ разной длины (Рис. 17). В профазе белок
Patronin-eGFP связывался с некоторыми, но не всеми пучками МТ, идущими от центросом,
и не по всей длине. В разных клетках количество таких Patronin-eGFP-позитивных пучков
МТ различалось. В прометафазе вариабельность окраски МТ на белок Patronin-eGFP от
клетки к клетке была ещё больше, чем в профазе. Нужно отметить, что в профазе и
прометафазе Patronin-eGFP-позитивные участки в пучках МТ достаточно сильно
различались по длине, и некоторые пучки МТ демонстрировали два или более Patronin-
eGFP-позитивных фрагмента, разделенных Patronin-eGFP-негативным участком. В
метафазе практически все k-волокна были связаны с белком Patronin-eGFP непрерывно или
практически непрерывно. Однако некоторые пучки МТ (преимущественно межполюсные)
не были связаны с белком Patronin-eGFP. В ранней анафазе все k-волокна были покрыты
химерным белком Patronin-eGFP, но тонкие пучки МТ в центре клетки часто были
окрашены хуже или не окрашены вовсе. Возможно, это так называемые соединительные
волокна (bridging fibers) – пучки некинетохорных МТ, которые соединяют между собой
сестринские k-волокна (Vukušić et al., 2017). В поздней анафазе и телофазе большинство
пучков МТ были покрыты химерным белком Patronin-eGFP частично или полностью.
Однако среднее тело ВД, где находятся плюс-концы перекрывающихся МТ, было всегда
лишено белка Patronin-eGFP.

На следующем этапе работы при анализе внутриклеточной локализации химерного
белка Patronin-eGFP был использован центросомальный маркер Spd-2 для того, чтобы
посмотреть на взаимное расположение Patronin-eGFP-позитивных фрагментов МТ и
центросом, которые являются фокусами локализации минус-концов МТ в ВД (Рис. 18)
(Giansanti et al., 2008). Анализ клеток, нарабатывающих химерный белок Patronin-eGFP,
окрашенных антителами к eGFP, Spd-2 и α-тубулину, показал, что на стадии профазы
Patronin-eGFP-позитивные тубулиновые волокна отходят непосредственно от центросом.
В прометафазе, метафазе и ранней анафазе центросомы, наоборот, постоянно отделены от
Patronin-eGFP-позитивных пучков МТ областью, которая окрашивается только антителами
на α-тубулин. В клетках на стадии телофазы химерный белок Patronin-eGFP покрывает
астральные пучки МТ, отходящие от центросом. Это позволяет заключить, что белок
Patronin-eGFP не связывается с минус-концами МТ, закрепленных на центросомах, на
протяжении митоза за исключением профазы и телофазы.
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Рисунок 17. Локализация химерного белка Patronin-eGFP в клетках S2 (флуоресцентная микроскопия).
Клетки, нарабатывающие Patronin-eGFP и mCherry-тубулин, были иммуноокрашены антителами к α-тубу-
лину (красный) и eGFP (зелёный), ДНК окрашена DAPI (синий). В прометафазе (Промета), метафазе (Мета)
и ранней анафазе концы Patronin-eGFP-положительных пучков в основном исключены из полюсов веретена
деления (обозначены стрелками в клетке на стадии метафазы), тогда как в профазе и поздней телофазе
некоторые пучки заканчиваются в центре астр (обозначены наконечниками стрел). В ранней анафазе тонкие
пучки МТ в центре клетки не обогащены Patronin-eGFP (обозначены двумя стрелками). В телофазе средняя
область центрального веретена (отмечено звездочкой) не связана с Patronin-eGFP.Размер шкалы 5 мкм.

Рисунок 18. Локализация химерного белка Patronin-eGFP и центросомального белка Spd-2 в клетках S2
(флуоресцентная микроскопия). Клетки, нарабатывающие Patronin-eGFP и mCherry-тубулин, были
иммуноокрашены антителами к α-тубулину (красный), eGFP (зелёный) и Spd-2 (белый), ДНК окрашена DAPI
(синий). Размер шкалы 5 мкм.
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Для того чтобы лучше понять природу высокой вариабельности локализации
химерного белка Patronin-eGFP, наблюдаемой на стадии прометафазы при непрямом
иммуноокрашивании, было проведено прижизненное наблюдение клеток S2,
нарабатывающих белок Patronin-eGFP, при помощи конфокальной микроскопии (Рис. 19).
Было показано, что в живых клетках на стадии прометафазы белок Patronin-eGFP был
связан со всем веретеном деления, что проявлялось в виде слабой, но равномерной окраски
всего ВД. Однако, спустя некоторое время наблюдения, на веретенах деления в этих
клетках появлялись ярко флуоресцирующие сигналы Patronin-eGFP, расположенные
вблизи хромосом. Эти яркие сигналы распространялись к полюсам клеток вдоль ранее
существовавших k-волокон, но не достигали полюсов веретена деления. Была посчитана
скорость, с которой растут Patronin-eGFP-позитивные участки k-волокна, и она составила
1.44±0.16 мкм/мин. Полученное значение входит в диапазон измеренной ранее скорости
тубулинового потока в прометафазе клеток S2, которая по разным данным составляла 0.75
– 1.44 мкм/мин (Buster et al., 2007; Rath et al., 2009; Goodwin, Vale, 2010, Munzarova et al.,
2016). Такой динамичный паттерн локализации Patronin-eGFP согласуется с нашими
вышеописанными наблюдениями иммуноокрашенных препаратов, показывающими, что в
прометафазе Patronin-eGFP-позитивные микротрубочки никогда не достигают полюса ВД
и отделены от центросом.

Рисунок 19. Динамическая локализация химерного белка Patronin-eGFP в клетке S2 на стадии прометафазы
(конфокальная микроскопия, оптический срез). Покадровая съёмка живой клетки, нарабатывающей белок
Patronin-eGFP (зелёный). Сверху каждой микрофотографии указано время (мин:сек), прошедшее с начала
прижизненной съёмки. Размер шкалы 5 мкм.

Далее было изучено поведение химерного белка Patronin-eGFP во время метафазы,
ранней и поздней анафазы, а также телофазы (Рис. 20). В клетках на стадиях метафазы и
ранней анафазы характер связывания химерного белка Patronin-eGFP с веретеном деления
гораздо менее динамичный, чем в прометафазе: в ранней анафазе (момент времени 0:00)
белок Patronin-eGFP связан с k-волокнами, а позже (0:25 – 2:40) связывается с
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межполюсными МТ, которые впоследствии составляют центральное ВД. В поздней
телофазе (3:25) белок Patronin-eGFP всё больше концентрируется на центральном ВД,
покидая МТ, связанные с центросомами.

Рисунок 20. Локализация химерного белка Patronin-eGFP в клетке S2 на стадии анафазы и телофазы
(конфокальная микроскопия, оптический срез). Покадровая съёмка живой клетки, нарабатывающей белок
Patronin-eGFP (зелёный) и mCherry-тубулин (красный). Сверху каждой микрофотографии указано время
(мин:сек), прошедшее с начала прижизненной съёмки. Размер шкалы 5 мкм.

Таким образом, можно заключить, что белок Patronin-eGFP действительно
демонстрирует динамическое связывание с МТ веретена деления, перемещаясь от одной
популяции микротрубочек к другой в зависимости от фазы митоза.

3.2. Роль белков Asp и Patronin в кинетохор-зависимом росте
микротрубочек в культивируемых клетках S2

3.2.1. РНК-интерференция генов, кодирующих белки Asp и Patronin
Для определения роли белков Asp и Patronin в кинетохор-зависимом росте

микротрубочек в культивируемых клетках S2 дрозофилы, необходимо было изучить
повторный рост МТ после деполимеризации тубулина колцемидом в условиях
значительного снижения уровня транскриптов соответствующих генов методом РНК-
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интерференции. Для этого требовалось отработать процедуру проведения РНКи против
генов asp и Patronin в клетках, не подвергавшихся деполимеризации тубулина. Были
проанализированы фенотипы клеток S2, в которых снижен уровень транскриптов гена asp,
Patronin или уровень двух этих белков одновременно путём РНКи. Эффективность РНКи
оценивалась методом обратной транскрипции с последующей количественной ПЦР в
реальном времени. Для каждого гена относительный уровень транскриптов был рассчитан
как среднее значение, по крайней мере, трёх независимых РНКи экспериментов. Было
установлено, что относительный уровень транскриптов гена asp после РНКи составил
6.4±0.9%, а гена Patronin – 28.0±3.0%. В данной работе не удалось добиться более высокой
эффективности РНКи гена Patronin, но фенотип, который демонстрировали клетки после
РНКи, соответствовал ранее опубликованному (Goodwin, Vale, 2011). Нужно подчеркнуть,
что ранее эффективность РНКи против гена Patronin в клетках S2 не оценивалась ни на
уровне белка, ни на уровне мРНК (Goodwin, Vale, 2011; Gillard et al., 2021).

После каждой процедуры РНКи оценивали влияние снижения уровня транскриптов
исследуемых генов на следующие параметры митоза: распределение клеток по фазам
митоза, доля клеток с псевдо-ана-телофазами (ПАТ), количество центросом в клетке, длина
ВД и другие изменения в морфологии веретена деления (Табл. 5). ПАТ – нарушение митоза,
характеризующееся расхождением хромосом без разделения сестринских хроматид и
одновременно высоким уровнем циклина В, что говорит о том, что метаболически данные
клетки находятся на стадии метафазы (Somma et al., 2008).
3.2.2. Митотические фенотипы клеток S2 после снижения уровня транскриптов

гена asp, Patronin или двух генов одновременно
Клетки S2, в которых посредством РНКи был значительно снижен уровень

транскриптов мРНК гена asp, демонстрировали статистически значимое увеличение доли
ПАТ (Табл. 5, Рис. 21 ПАТ1, ПАТ2), а также некоторое увеличение доли клеток на стадии
метафазы (Табл. 5). Также после РНКи гена asp были отмечены такие изменения в
морфологии ВД как широкие, плохо сфокусированные полюса ВД (Рис. 21 ПМ2, ПМ3, М2)
и центросомы, отсоединенные от полюсов ВД (Рис. 21 ПМ2, ПМ3). Измерения длины ВД
показали статистически значимое увеличение длины по сравнению с контролем (Рис. 23).
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Таблица 5. Распределение клеток по фазам митоза и число центросом, наблюдаемое после РНКи генов,
кодирующих действующие на минус-концах MT белки (asp, Patronin, Klp10A, dgt6). Для определения доли
клеток на каждой стадии митоза использовали только клетки, содержащие две центросомы. Для определения
доли клеток с аномальным числом центросом проверяли все митотические клетки. * и **, статистически
значимо отличается от контроля с p <0.05 и <0.01, соответственно, с помощью критерия χ2.

РНКи
Доля клеток на стадии митоза Число центросом

Числоклеток
Прометафаза(%)

Метафаза(%)
Анафаза(%)

Телофаза(%)

Псевдо-ана-телофаза(%)
Числоклеток 1 (%) >2 (%)

Контроль 573 38.7 16.4 11.5 28.3 5.1 614 2.1 4.6
asp 248 34.3 23.0 7.3 23.4 12.1** 273 5.9** 3.3

Patronin 336 37.5 17.9 8.6 28.9 7.1 430 5.6** 16.3**
asp +Patronin 191 39.8 26.2 1.0** 11.5** 21.5** 272 7.4** 22.4**
Klp10A 203 31.0 16.7 7.9 33.5 10.8** 235 4.3 9.4**
Patronin+Klp10A 231 42.0 19.5 4.8** 23.4 10.4** 251 1.2 6.8
Dgt6 273 45.4 19.0 2.6** 9.2** 23.8** 303 5.9** 4.0

Patronin+dgt6 220 45.0 18.2 5.5* 19.5* 11.8** 260 2.3 13.1**

После РНКи-опосредованного снижения уровня транскриптов гена Patronin различий
в распределении клеток по фазам митоза не было обнаружено (Табл. 5). Было выявлено
достоверное увеличение частоты встречаемости ВД с множественными центросомами
(Табл. 5, Рис.22 ПМ2, М2, А2). Кроме того, в клетках после РНКи гена Patronin веретено
деления имело укороченную длину по сравнению с контролем (Рис. 23). Веретена деления
в клетках на стадии прометафазы и метафазы были плохо организованы: они имели
короткие, рандомно ориентированные пучки МТ (Рис. 22 ПМ2, ПМ3). Это позволяет
предполагать, что белок Patronin необходим для стабилизации пучков МТ и поддержания
их правильной морфологии.

Двойная РНКи генов asp и Patronin приводила к более сильному фенотипу, чем
фенотипы, наблюдаемые при РНКи отдельных генов. Одновременная РНКи двух генов
вызывала блокировку митоза на стадии метафазы и уменьшение доли клеток на стадии ана-
и телофазы по сравнению с контролем и с клетками, подвергшимися РНКи против одного
из генов (Табл. 5). Это коррелирует с высокой долей клеток, демонстрирующих ПАТ при
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Рисунок 21. Митотический фенотип клеток S2 дрозофилы после РНКи гена asp (флуоресцентная
микроскопия). ПМ – прометафаза, М – метафаза, А – анафаза, Т – телофаза, ПАТ – псевдо-ана-телофаза. 1 –
контрольные клетки; 2,3 – клетки после процедуры РНКи. Клетки были иммуноокрашены антителами к α-
тубулину (зелёный) и центросомальному маркеру Spd-2 (красный), ДНК окрашена DAPI (синий). Размер
шкалы 10 мкм.
двойной РНКи, и предполагает, что такие клетки менее успешно проходят контрольную
точку сборки веретена деления SAC. Морфологически веретена деления клеток,
подвергшихся двойной РНКи, демонстрировали аддитивный фенотип с дефектами,
наблюдаемыми в клетках с РНКи отдельных генов: несфокусированные полюса (Рис. 24
ПМ2, А2), дезорганизованные веретена (Рис. 24 ПМ4), центросомы, отделенные от
полюсов ВД (Рис. 24 ПМ2, ПМ3) и множественные центросомы (Рис. 24 ПМ3; Табл. 5).
Дополнительно мы проверили, зависит ли локализация белков Asp и Patronin в митозе друг
от друга. Для этого мы выполнили РНКи против гена Patronin в клетках, нарабатывающих
белок Asp-eGFP, и оказалось, что локализация белка Asp-eGFP не изменяется (Рис. 25).
Аналогичным образом, опосредованное РНКи снижение уровня транскриптов гена asp
существенно не влияло на ассоциацию белка Patronin-eGFP с микротрубочками веретена
деления (Рис. 25).


