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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность исследования. Митоз является одним изфундаментальных процессов онтогенеза, поскольку клеточное делениенеобходимо для развития и роста организма. Биологическое значение митозасостоит в строго одинаковом распределении хромосом между дочернимиядрами, что обеспечивает образование генетически идентичных дочернихклеток. Правильное прохождение митоза и сегрегация хромосом в дочерниеклетки обеспечиваются веретеном деления – динамичной молекулярноймашиной, которая состоит из микротрубочек (МТ) и нескольких сотен МТ-ассоциированных белков. Процесс сборки митотического веретена деления(ВД) является предметом активного изучения.
На данный момент известно, что в ходе сборки веретена делениянуклеация МТ может происходить от центросом, кинетохоров или от ужесуществующих МТ. Наличие нескольких независимых друг от друга способовнуклеации МТ делает сборку веретена деления более надежной и устойчивойк повреждениям. Исследования, выполненные на культивируемых клеткахдрозофилы и млекопитающих, показали, что образование МТ только откинетохоров является необходимым и достаточным для сборкифункционального ВД. В разных модельных системах было показано, что вэтом процессе могут участвовать белки, необходимые для нуклеации МТ,полимеризации МТ или необходимые для сборки кинетохоров. Однако внастоящее время крайне мало известно о роли белков, связывающихся сминус-концами МТ, в процессе кинетохор-зависимого роста МТ. К даннойгруппе белков относятся белок γ-тубулин (ключевой компонент комплексаγTuRC), белки комплекса MCRS1-KANSL1-KANSL3, а также белкиAsp/ASPM (здесь и далее указано название ортолога у дрозофилы/человека) иPatronin/CAMSAP. Показано, что в отсутствии белкового комплекса MCRS1-KANSL1-KANSL3 или белка γ-тубулина снижается формирование МТ откинетохоров в культивируемых клетках человека. Участвуют ли белкиAsp/ASPM и Patronin/CAMSAP в процессе кинетохор-зависимого роста МТ,неизвестно.
Белки Asp/ASPM и Patronin/CAMSAP являются высококонсерва-тивными, и снижение их количества или отсутствие у млекопитающихприводят к серьёзным нарушениям развития нервной системы. Так, потеряфункции гена ASPM у мыши и человека является одной из основных причинразвития первичной микроцефалии (Pulvers et al., 2010; O’Neill et al., 2017). Учеловека мутации в гене CAMSAP1 приводят к нарушению нейрональноймиграции, которая может сопровождаться микроцефалией (Khalaf-Nazzal etal., 2022). У мышей потеря функции гена CAMSAP1 приводит к дефектаммиграции кортикальных нейронов (Zhou et al., 2020), а также к бесплодию усамцов (Hu et al., 2023).
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Нарушение функции генов, кодирующих белки Asp/ASPM иPatronin/CAMSAP, у дрозофилы приводит к митотическим фенотипам,которые позволяют предполагать участие данных белков в процессекинетохор-зависимого роста МТ. В нейробластах эмбрионов дрозофилымутация по гену asp приводит к остановке клеточного цикла на стадииметафазы вследствие активации контрольной точки сборки веретена деленияSAC. При истощении белка Patronin – единственного представителя семействабелков CAMSAP у дрозофилы – наблюдается фенотип короткого веретенаделения в митозе и усиливается деполимеризация МТ в интерфазе за счётотсоединения МТ от центров их нуклеации. Таким образом, на момент началаисследования было неизвестно, участвуют ли белки Asp/ASPM иPatronin/CAMSAP в процессе кинетохор-зависимого роста МТ, что и явилосьпредметом исследования в данной диссертационной работе на моделикультивируемых клеток S2 дрозофилы.
Цели и задачи исследования. Целью данной работы являетсяисследование роли белков Asp и Patronin в процессе кинетохор-зависимогоформирования микротрубочек веретена деления.
Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи:

1. Изучить локализацию белков Asp и Patronin в ходе клеточного цикла и ихвозможную функциональную взаимосвязь при сборке веретена деления вкультивируемых клетках S2 дрозофилы.2. Определить роль белков Asp и Patronin в кинетохор-зависимом ростемикротрубочек после их деполимеризации колцемидом в культивируемыхклетках S2 дрозофилы.3. Установить внутриклеточную локализацию химерных белков Asp-eGFP иPatronin-eGFP при деполимеризации микротрубочек веретена деления и входе восстановления веретена деления после обработки колцемидомтрансгенных линий клеток S2 дрозофилы.
Научная новизна работы и практическая ценность. Впервые былаизучена роль белков Asp и Patronin, связывающихся с минус-концами МТ, впроцессе кинетохор-зависимого роста МТ. Показано, что белки Asp и Patroninнеобходимы для этого процесса и их действие различно: белок Asp подавляетрост вновь сформированных МТ, а белок Patronin участвует в стабилизацииновых МТ, образующихся вблизи кинетохоров.
В ходе исследования впервые проанализирована локализацияхимерного белка Asp-eGFP во время кинетохор-зависимого формирования ВДв клетках S2 Drosophila melanogaster после колцемид-зависимойдеполимеризации тубулина. Показано, что на самых ранних этапах кинетохор-зависимого формирования МТ белок Asp-eGFP локализуется на кинетохорах.На последующих этапах кинетохор-зависимого роста МТ белок Asp-eGFPсвязывается с минус-концами МТ и сшивает их между собой с образованием
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астро-подобных структур, что говорит о роли данного белка в фокусировкеМТ на всех этапах формирования ВД, начиная с самых ранних.
В данной работе уточнена локализация белка Patronin в ходе клеточногоцикла в клетках S2. Особое внимание уделено локализации белка в митозе настадии прометафазы. Впервые продемонстрировано, что в митозе загрузкабелка Patronin-eGFP на минус-концы МТ происходит на стадии прометафазы.Проанализирована локализация химерного белка Patronin-eGFP во времякинетохор-зависимого формирования ВД в клетках S2. Впервые показано, чтобелок связывается с МТ, образованными от кинетохоров, на более позднихстадиях формирования ВД, когда МТ представляют из себя длинные пучки.
Результаты данной работы расширяют список молекулярныхучастников процесса кинетохор-зависимой нуклеации МТ в клетках S2, атакже позволяют углубить понимание механики самого процесса кинетохор-зависимого роста МТ. Поскольку белки Asp/ASPM и Patronin/CAMSAPявляются эволюционно консервативными, полученные данные способствуютформированию более полного представления о протекании митоза у эукариот.Результаты данного исследования могут быть использованы в учебномпроцессе высшей школы.
Положение, выносимое на защиту. Белки Asp и Patronin участвуют впроцессе кинетохор-зависимого роста микротрубочек во время митоза клетокS2 дрозофилы: белок Asp необходим для фокусировки минус-концовмикротрубочек с самых ранних стадий их формирования вблизи хромосом, абелок Patronin – для стабилизации минус-концов микротрубочек, начиная состадии прометафазы.
Апробация работы. Результаты работы были представлены на XIIМеждународной конференции студентов, аспирантов и молодых ученых"Перспективы развития фундаментальных наук" (Томск, Новосибирск, 2015),международной конференции «Chromosome and mitosis» (Новосибирск,Россия, 2016, 2018, 2019), V Съезде биохимиков России (Сочи, Россия, 2016),международной конференции «Chromosome 2018» (Новосибирск, Россия,2018), 11th International conference on Bioinformatics of Genome Regulation andStructure\Systems Biology «BGRS\SB-2018» (Новосибирск, Россия, 2018).
Вклад автора. Автор диссертационной работы самостоятельновыполнила большинство этапов настоящей работы: получение двуцепочечнойРНК, специфичных к исследуемым генам, культивирование клеточных линийS2 дрозофилы, проведение процедуры РНК-интерференции, деполимеризациямикротрубочек колцемидом, индукция синтеза химерных белков втрансгенных линиях клеток, приготовление цитологических препаратов с ихпоследующим непрямым иммуноокрашиванием, флуоресцентная иконфокальная микроскопия препаратов фиксированных клеток, обработка ианализ полученных результатов. Конфокальная прижизненная микроскопия
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была проведена самостоятельно либо совместно с Андреевой Е.Н.Трансгенные клеточные линии были получены Яринич Л.А. и ЛебедевымМ.О. Подготовка публикаций осуществлялась автором совместно с Гатти М.,Пиндюриным А.В., Павловой Г.А, Поповой Ю.В., Андреевой Е.Н.
Структура и объем работы. Диссертация изложена на 117 страницахи состоит из оглавления, списка сокращений, введения, обзора литературы,обзора использованных материалов и методов, результатов, обсуждения,выводов и списка литературы, содержащего 205 наименований. Работасодержит 36 рисунков и 5 таблиц.
Публикации. По теме диссертации опубликовано 3 статьи взарубежных рецензируемых журналах и 7 тезисов международныхконференций.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

Обзор литературы включает четыре раздела и заключение. Подробноописано строение веретена деления и его составных компонентов –микротрубочек, центросом и кинетохоров. Отдельный раздел посвященописанию контрольной точки сборки ВД (SAC). Дано описание различныхпутей нуклеации микротрубочек и их взаимодействия во время формированиямитотического ВД. Приведена классификация белковых факторов,участвующих в сборке ВД, а также имеющиеся на момент выполнения даннойработы сведения об исследуемых белках Asp и Patronin.
ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ ИМЕТОДЫ

В работе были использованы клеточные линии S2 Drosophilamelanogaster дикого типа, любезно предоставленные Маурицио Гатти(университет La Sapienza, Рим, Италия). Определение внутриклеточнойлокализации белков проводилось на трансгенных линиях клеток S2,экспрессирующих гибридный белок mCherry-α-тубулин в сочетании с химер-ными белками Asp-eGFP или Patronin-eGFP. В работе применялись молекуляр-но-биологические методы, методы работы с клеточными культурами, РНК-интерференция, иммуногистохимические методы, флуоресцентная иконфокальная микроскопия, статистическая обработка данных.
ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ

Локализация белков Asp и Patronin в клеточном цикле
Для определения внутриклеточной локализации целевых белковиспользовались трансгенные клеточные линии дрозофилы S2,нарабатывающие химерные белки Asp или Patronin, слитые в одной рамкесчитывания с флуоресцентным белком eGFP. В каждой из этих линий помимоодного из исследуемых белков (Asp-eGFP или Patronin-eGFP),
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экспрессировался гибридный белок mCherry-α-тубулин для детекции МТверетена деления. Все трансгены находились под контролем промотора генаMetallothionein A (MtnA) D. melanogaster, индуцируемого сульфатом меди.После индукции экспрессии трансгенов локализация химерных белковоценивалась при помощи двух подходов: прижизненно и путём непрямогоиммуноокрашивания с использованием антител к eGFP и α-тубулину.
Рисунок 1. Локализация химер-ного белка Asp-eGFP в клетках S2(флуоресцентная микроскопия).Непрямое иммуноокрашиваниеантителами к α-тубулину (крас-ный) и eGFP (зеленый). ДНКокрашена DAPI (синий). Размершкалы 5 мкм.

Анализ клеток S2, нарабатывающих химерный белок Asp-eGFP,показал, что этот белок с прометафазы до анафазы локализовался на полюсахВД и в среднем теле ВД во время телофазы, за исключением зонысократительного кольца (Рис. 1). Во время интерфазы химерный белок Asp-eGFP локали-зовался в ядре. Окраска на маркер плотного фибриллярногокомпонента яд-рышка фибрилларин, показала, что Asp-eGFP неколокализуется с ним (Рис. 2).
На стадии интерфазы клетки S2 демонстрировали Patronin-eGFP-позитивные сегменты пучков МТ разной длины (Рис. 3). В профазе белокPatronin-eGFP связывался с некоторыми, но не всеми пучками МТ, идущимиот центросом, и не по всей длине. В разных клетках количество таких Patronin-eGFP-позитивных пучков МТ различалось. В прометафазе вариабельностьокраски МТ на белок Patronin-eGFP от клетки к клетке была ещё больше, чемв профазе. В метафазе практически все кинетохорные волокна (k-волокна)были связаны с белком Patronin-eGFP непрерывно или практическинепрерывно. В анафазе и телофазе большинство пучков МТ были покрытыхимерным белком Patronin-eGFP частично или полностью. Однако среднеетело ВД, где находятся плюс-концы перекрывающихся МТ, было всегдалишено белка Patronin-eGFP.
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Рисунок 2. Локализация химерного белка Asp-eGFP и фибрилларина в клетках S2 (конфокальнаямикроскопия, трёхмерная реконструкция). Непрямое иммуноокрашивание антителами к eGFP(зеленый) и фибрилларину (белый). ДНК окрашена DAPI (синий). Размер шкалы 5 мкм.

Рисунок 3. Локализация хи-мерного белка Patronin-eGFP вклетках S2 (флуоресцентнаямикроскопия). Непрямое им-муноокрашивание антителамик α-тубулину (красный) иeGFP (зеленый). ДНК окраше-на DAPI (синий). В прометафа-зе (Промета), метафазе (Мета)и ранней анафазе концыPatronin-eGFP-положительныхпучков в основном исключеныиз полюсов ВД (обозначеныстрелками в клетке на стадииметафазы), тогда как в профазеи поздней телофазе некоторыепучки заканчиваются в центреастр (обозначены наконечни-ками стрел). В ранней анафазетонкие пучки МТ в центреклетки не обогащены Patronin-eGFP (обозначены двумястрелками). В телофазе сред-няя область центральноговеретена (отмечено звездоч-кой) не связана с Patronin-eGFP . Размер шкалы 5 мкм.

Для того, чтобы проанализировать взаимное расположение Patronin-eGFP-позитивных фрагментов МТ и центросом, которые являются фокусамилокализации минус-концов МТ в ВД, был использован центросомальныймаркер Spd-2 (Рис. 4). Было выявлено, что в клетках на стадии профазыPatronin-eGFP-позитивные тубулиновые волокна отходят непосредственно отцентросом. В прометафазе, метафазе и ранней анафазе центросомы, наоборот,постоянно отделены от Patronin-eGFP-позитивных пучков МТ областью,которая окрашивается только антителами к α-тубулину. В клетках на стадияхтелофазы химерный белок Patronin-eGFP покрывает астральные пучки МТ,отходящие от центросом.
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Рисунок 4. Локализация химерного белка Patronin-eGFP и центросомального белка Spd-2 вклетках S2 (флуоресцентная микроскопия). Непрямое иммуноокрашивание антителами к α-тубулину (красный), центросомальному маркеру Spd-2 (белый) и eGFP (зеленый). ДНК окрашенаDAPI (синий). Размер шкалы 5 мкм.
Для того чтобы лучше понять природу высокой вариабельностилокализации химерного белка Patronin-eGFP, наблюдаемой на стадии промета-фазы при непрямом иммуноокрашивании, было проведено прижизненноенаблюдение клеток S2, нарабатывающих белок Patronin-eGFP, при помощиконфокальной микроскопии (Рис. 5). Было показано, что в живых клетках настадии прометафазы белок Patronin-eGFP был связан со всем веретеномделения, что проявлялось в виде слабой, но равномерной окраски всего ВД.Однако, спустя некоторое время наблюдения, на веретенах деления в этихклетках появлялись ярко флуоресцирующие сигналы Patronin-eGFP,расположенные вблизи хромосом. Эти яркие сигналы распространялись к

Рисунок 5. Динамическая локализация химерного белка Patronin-eGFP в клетке S2 на стадиипрометафазы (конфокальная микроскопия, оптический срез). Покадровая съёмка живой клетки,нарабатывающей белок Patronin-eGFP (зелёный). Сверху каждой микрофотографии указановремя (мин:сек), прошедшее с начала прижизненной съёмки. Размер шкалы 5 мкм.
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полюсам клеток вдоль ранее существовавших k-волокон, но не достигалиполюсов веретена деления. Была посчитана скорость, с которой растутPatronin-eGFP-позитивные участки k-волокна, и она составила1.44±0.16 мкм/мин. Полученное значение входит в диапазон измереннойранее скорости тубулинового потока в прометафазе клеток S2 (Buster et al.,2007; Rath et al., 2009; Goodwin and Vale, 2010, Munzarova et al., 2016).
РНК-интерференция (РНКи) генов, кодирующих белки Asp и Patronin

Перед изучением роли белков Asp и Patronin в кинетохор-зависимомросте МТ была отработана процедура РНКи-опосредованного сниженияуровня транскриптов генов asp и Patronin в культивируемых клетках S2дрозофилы. Эффективность РНКи оценивалась методом обратнойтранскрипции с последующей количественной ПЦР в реальном времени. Длякаждого гена относительный уровень транскриптов был рассчитан как среднеезначение, по крайней мере, трех независимых РНКи экспериментов. Былоустановлено, что относительный уровень транскриптов гена asp после РНКисоставил 6.4±0.9%, а гена Patronin – 28.0±3.0%. В данной работе не удалосьдобиться более высокой эффективности РНКи гена Patronin, но фенотип,который демонстрировали клетки после РНКи, соответствовал ранееопубликованному (Goodwin and Vale, 2011). Нужно подчеркнуть, чтоэффективность РНКи против гена Patronin в клетках S2 ранее не оцениваласьни на уровне белка, ни на уровне мРНК (Goodwin and Vale, 2011; Gillard et al.,2021).
После каждой процедуры РНКи оценивали влияние снижения уровнятранскриптов 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 вморфологии веретена деления. ПАТ – нарушение митоза, характеризующеесярасхождением хромосом без разделения сестринских хроматид иодновременно высоким уровнем циклина В, что говорит о том, чтометаболически данные клетки находятся на стадии метафазы.
Митотические фенотипы клеток S2 после снижения уровнятранскриптов гена asp, Patronin или двух генов одновременно
Клетки S2, в которых посредством РНКи был значительно сниженуровень транскриптов гена asp, демонстрировали статистически значимоеувеличение частоты встречаемости ПАТ (12.1% против 5.1% в контрольныхклетках), а также некоторое увеличение доли клеток на стадии метафазы (23%против 16.4% в контрольных клетках). Также после РНКи гена asp были отме-чены изменения в морфологии ВД такие как широкие, плохо сфокусированныеполюса ВД и центросомы, отсоединенные от полюсов ВД.
После РНКи-опосредованного снижения уровня транскриптов генаPatronin различий в распределении митотических фаз обнаружено не было.
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Было выявлено достоверное увеличение частоты встречаемости ВД смножественными центросомами (16.3% по сравнению с 4.6% в контроле).Веретена деления в прометафазе и метафазе были плохо организованы: ониимели короткие, случайно ориентированные пучки микротрубочек.
Двойная РНКи против генов asp и Patronin приводила к более сильномумитотическому фенотипу, чем фенотипы, наблюдаемые при РНКи отдельныхгенов. Одновременная РНКи обоих генов вызывала блокировку митоза настадии метафазы (26.2% по сравнению с 16.4% в контрольных клетках) иуменьшение доли клеток на стадии ана- и телофазы по сравнению с контролем(12.5% и 39.8%, соответственно) и с клетками, подвергшимися РНКи противодного из генов (30.7% в случае РНКи гена asp и 37.5% при РНКи генаPatronin). Это коррелирует с высокой частотой встречаемости ПАТ придвойной РНКи (22.4% против 4.6% в контроле). Морфологически веретенаделения клеток, подвергшихся двойной РНКи, демонстрировали аддитивныйфенотип с дефектами, наблюдаемыми в клетках с РНКи отдельных генов:несфокусированные, дезорганизованные пучки MT, центросомы, отделенныеот полюсов веретена деления, и множественные центросомы.
Измерение длины ВД в клетках на стадии промета- и метафазы показалостатистически значимое увеличение длины веретена деления при РНКи генаasp (медианное значение равно 15.0 мкм против 13.7 мкм в контрольныхклетках, p<0.05 согласно U-критерию Манна-Уитни) и уменьшение длиныверетена деления при РНКи гена Patronin (11.7 мкм, p<0.05). Приодновременной РНКи двух генов длина веретена деления составляла 15.0 мкм– как при РНКи против гена asp.

Функциональные взаимоотношениябелка Patronin с белками Klp10A и Dgt6
Ранее было показано, что фенотип короткого митотического веретенаклеток S2, обедненных по белку Patronin, восстанавливается при совместномистощении деполимеразы МТ Klp10A. Чтобы понять, являются ливосстановленные веретена деления функциональными, нами была проведенаРНКи против гена Klp10A и двойная РНКи против генов Patronin и Klp10A ипроанализированы полученные митотические фенотипы. Клетки, в которыхбыл снижен уровень транскриптов гена Klp10A (до 8.0±1.3% по сравнению сконтролем), чаще демонстрировали веретена со множественнымицентросомами (9.4% по сравнению с 4.6% в контроле), а также показывалистатистически значимое увеличение частоты встречамости ПАТ (10.8%против 5.1% в контроле). Длина ВД после РНКи гена Klp10A была достоверновыше, чем в контрольных клетках (медианное значение равно 16.7 мкм и13.7 мкм, соответственно, p<0.05 согласно U-критерию Манна-Уитни). Вклетках, в которых был совместно снижен уровень транскриптов геновPatronin и Klp10A, наряду с увеличенной частотой встречаемости ПАТ,
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наблюдалось уменьшение доли клеток в анафазе (4.8% против 11.5% вконтроле). Доля клеток с множественными центросомами, котораяповышалась при отдельных РНКи, восстановливалась до контрольныхзначений при одновременной РНКи генов Patronin и Klp10A. Веретеноделения после одновременной РНКи двух генов было даже длиннее, чем вконтрольных клетках (медианное значение равно 17.9 мкм по сравнению с13.7 мкм в контроле, p<0.05).
Для того чтобы понять, влияет ли белок Klp10A на локализацию белкаPatronin, были также проанализированы клетки, нарабатывающие белокPatronin-eGFP, в которых была проведена РНКи против гена Klp10A. Былообнаружено, что истощение белка Klp10A не влияет на ассоциацию белкаPatronin с пучками микротрубочек ВД.
Интересно отметить, что выявленный нами паттерн распределенияхимерного белка Patronin-eGFP во время митоза (Рис. 3) сходен слокализацией в клетках S2 белка Dgt6 – одного из компонентов комплексаaugmin, который необходим для нуклеации МТ внутри веретена деления. Дляопределения функциональных взаимосвязей между данными белками, мыисследовали митотический фенотип, возникавший в результате РНКи генаdgt6 и двойной РНКи против генов Patronin и dgt6. После РНКи гена dgt6наблюдалась низкая доля клеток на стадиях ана- и телофазы (11.8% против39.8% в контроле), а также высокая частота встречаемости ПАТ (23.8% против5.1% в контроле). Двойная РНКи против генов Patronin и dgt6 уменьшалаколичество ПАТ (до 11.8%) и увеличивала долю клеток на стадиях ана- ителофазы по сравнению с клетками после РНКи гена dgt6 (до 25%). Веретенаделения в клетках S2 после одновременной РНКи генов Patronin и dgt6соединяли в себе дефекты, наблюдаемые после РНКи отдельных генов: длинаверетена деления была меньше (медианное значение равно 11.9 мкм посравнению с 13.7 мкм в контроле, p<0.05 согласноU-критериюМанна-Уитни),как в случае РНКи гена Patronin, и плотность микротрубочек ВД была ниже,как в случае РНКи гена dgt6. Таким образом, полученные результатыпозволяют предположить, что белки Patronin и Dgt6 преимущественно играютнезависимые роли во время митоза.

Роль белков Asp и Patroninв кинетохор-зависимом росте МТ в культивируемых клетках S2
Для того чтобы проанализировать роль белков Asp и Patronin в процессекинетохор-зависимого формирования МТ, был изучен эффект их РНКи-опосредованного истощения на повторный рост МТ после деполимеризациитубулина, индуцированной колцемидом. Предыдущие работы показали, чтопосле обработки колцемидом центросомы не могут нуклеировать астральныеМТ и можно непосредственно наблюдать кинетохор-зависимый ростмикротрубочек в отсутствии центросомальной активности, что делает такую
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систему очень удобной для изучения процесса кинетохор-зависимойнуклеации МТ (Pavlova et al, 2016).
Клетки S2, контрольные и после РНКи генов asp или Patronin,подвергали воздействию колцемидом в течение 3 ч. Затем клетки тщательнопромывали для удаления колцемида. Предварительные эксперименты показа-ли, что видимый повторный рост после деполимеризации тубулина колцеми-дом начинается через 20 мин после отмывки митостатика, а через 75 мин пос-ле отмывки в 60% клеток обнаруживаются частично или полностью повторносформированные веретена деления. В связи с этим фиксацию клеток формаль-дегидом (3.7%) проводили через 20, 30, 45 и 75 мин после удаления колцемида.Часть клеток фиксировали после обработки колцемидом до удалениямитостатика, чтобы проверить степень деполимеризации МТ (время 0). Всеклетки были иммуноокрашены на α-тубулин и белок Spd-2 (маркеры МТ ицентросом, соответственно), а для детекции ДНК использовали красительDAPI. Была подсчитана доля клеток, демонстрирующих кинетохор-зависимыйповторный ростМТ (КПРМТ) в контроле и после РНКи генов asp или Patronin.Мы ограничили наши наблюдения клетками на стадии промета- и метафазы,поскольку кинетохоры клеток на этих стадиях митоза обладают способностьюстимулировать образование k-волокон и сборку биполярного веретена.Клетками положительными по КПРМТ считались те, которые демонстровалипо крайней мере один яркий сигнал тубулина, связанный с кинетохорами.

Рисунок 6. Относительная доля клеток, демонстрирующих кинетохор-зависимый повторныйрост МТ (КПРМТ), после РНК-интерференции (РНКи) генов asp или Patronin. Столбцыпоказывают частоту встречаемости КПРМТ в клетках относительно контроля в разные временныеточки после отмывки колцемида. Контроль был взят за 100%. ** обозначают статистическизначимые различия со значением p≤0.01 в тесте χ2. Данные получены из трёх независимыхэкспериментов. Общее число клеток, посчитанных в разные временные точки (число РНКиклеток/число контрольных клеток): для гена asp – 20 мин 847/835, 30 мин 630/626, 45 мин 434/420,75 мин 419/419, для гена Patronin – 20 мин 830/865, 30 мин 770/830, 45 мин 579/619, 75 мин594/638.
Доля клеток, демонстрирующих КПРМТ, после РНКи гена asp была вцелом аналогична контрольным значениям (Рис. 6). Исключение составляликлетки через 30 мин повторного роста, где кинетохор-зависимый повторныйрост МТ встречался статистически значимо реже, чем в контроле. После
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75 мин после отмывки колцемида практически все контрольные иподвергшиеся РНКи гена asp клетки демонстрировали КПРМТ. В условияхснижения уровня транскриптов гена Patronin доля клеток, показывающихКПРМТ, через 20, 30 и 45 мин после удаления колцемида была статистическизначимо ниже, чем в контроле (Рис. 6). Через 75 мин после отмывки колцемидадоля клеток с детектируемымКПРМТ практически не отличается от контроля.
Дополнительно был проанализирован паттерн повторного роста МТпосле колцемид-опосредованной деполимеризации. Для этой цели былавведена следующая классификация фигур повторного роста МТ откинетохоров: (1) «короткие пучкиМТ» – кинетохор-ассоцированные точечныесигналы тубулина (Рис.7.1), (2) «длинные пучки МТ» – пучки МТ,образованные в результате элонгации точечных сигналов (Рис.7.2, 7.3); (3)«кластеры МТ/ астры», образованные в результате ассоциации и перекрытияповторно растущих пучков МТ (Рис.7.4). Для анализа паттерна КПРМТиспользовались контрольные клетки и клетки, подвергшиеся РНКи, на стадиипромета- и метафазы, зафиксированные через 30 мин после удаленияколцемида, поскольку клетки в данной временной точке демонстрируютчеткие кинетохор-ассоциированные сигналы тубулина, которые можнодифференцировать и исследовать на морфологию.
Клетки после РНКи гена asp показали значительное увеличениеколичества кластеров МТ/астр по сравнению с контролем (Рис. 8). Всоответствии с этим частота встречаемости коротких пучков МТ в условияхснижения уровня транскриптов гена asp была достоверно ниже, чем вконтроле. В клетках, в которых был снижен уровень транскриптов генаPatronin, частота встречаемости коротких пучков МТ была выше, а длинныхпучков МТ и кластеров МТ/астр – снижена, однако все выявленные различиястатистически незначимы (Рис. 8).
Для более полной характеристики влияния белков Asp и Patronin накинетохор-зависимый рост МТ в клетках, был измерен уровень сигналафлуорецентно меченого тубулина, ассоциированного с хромосомами, вконтрольных клетках и клетках, подвергшихся РНКи. Этот анализ былпроведен на клетках, которые демонстрировали по крайней мере одинкинетохор-ассоциированный сигнал тубулина. Клетки после РНКи гена asp,показали значительное увеличение интенсивности сигнала флуоресценциитубулина, ассоциированного с кинетохорами (в 2.6 раза по сравнению сконтролем, p≤0.05, U–критерийМанна-Уитни), что согласуется с увеличениемчастоты встречаемости кластеров MT/астр по сравнению с контролем (Рис. 8).В клетках, подвергшихся РНКи гена Patronin, которые демонстрировалихарактер повторного роста MT, сравнимый с контролем (Рис. 8), среднеезначение интенсивности флуоресценции было достоверно ниже, чем вконтрольных клетках (70% от контрольного уровня, p≤0.01, U–критерийМанна-Уитни). Это может говорить о том, что в клетках, истощенных по
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белку Patronin, содержится меньше кинетохор-ассоциированных фокусовнуклеации МТ, чем в контрольных клетках. Также возможно, что эти фокусынуклеации содержат в себе меньшее число микротрубочек или более короткиемикротрубочки.

Рисунок 7. Различные паттерны кинетохор-зависимого повторного роста МТ в клетках S2 послеколцемидной обработки (конфокальная микроскопия, трёхмерная реконструкция). Непрямоеиммуноокрашивание антителами к α-тубулину (зеленый), маркеру центромер Cid (красный),маркеру центросом Spd-2 (белый). ДНК окрашена DAPI (синий). Размер шкалы 5 мкм.

Рисунок 8. Среднее число различных фигур кинетохор-зависимого повторного роста МТ(короткие пучки МТ, длинные пучки МТ и кластеры МТ/астры) на клетку, наблюдаемых через30 мин после отмывки колцемида. Данные получены из трёх независимых экспериментов.Пределы погрешностей отражают стандартную ошибку (SEM). Общее число проанализированныхклеток (число РНКи клеток/число контрольных клеток): для гена asp – 123/143, для гена Patronin– 113/124. **, *** обозначают статистически значимые различия со значением p≤0.01 и 0.001,соответственно, согласно U–критерию Манна-Уитни.
Внутриклеточная локализация химерных белковAsp-eGFP и Patronin-eGFP в ходе восстановления веретена деления

Для того чтобы уточнить роль белков Asp и Patronin в процессекинетохор-зависимого формирования МТ, эксперименты по повторномуросту микротрубочек были выполнены в клетках, нарабатывающих mCherry-α-тубулин и Asp-eGFP (или Patronin-eGFP). В этой системе былапроанализирована локализация белков Asp и Patronin в ходе КПРМТ после
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воздействия колцемида в течение 3 ч. Для контроля степени деполимеризациитубулина (временная точка 0) часть клеток была зафиксирована в концеобработки колцемидом, непосредственно перед его удалением. Фиксацияклеток на разных временных точках с момента удаления колцемида (через 30,45, 90 и 120 мин) позволила нам проанализировать локализацию изучаемыхбелков на различных стадиях повторного формирования ВД, начиная с ранних,состоящих в основном из коротких пучков микротрубочек, и заканчиваяпоздними стадиями, содержащими удлиненные пучки МТ, часто сходящиесяв полностью сформированное биполярное веретено.

Рисунок 9. Локализация химерного белка Asp-eGFP после колцемид-опосредованной деполи-меризации тубулина (конфокальная микроскопия, трёхмерная рекострукция). На верхней панелипоказана живая клетка S2, окрашенная прижизненным красителем ДНК Hoechst 33342 (синий).На нижней панели показано непрямое иммуноокрашивание клетки S2, фиксированной передотмывкой колцемида, антителами к eGFP (зеленый), маркеру центромер Cid (белый) и маркерумикротрубочек α-тубулину (красный). ДНК окрашена DAPI (синий). Размер шкалы 5 мкм.
Обнаружено, что в момент времени 0 белок Asp-eGFP былсконцентрирован на кинетохорах или вблизи них в 50% клеток (n = 200;Рис. 9). На самых ранних стадиях КПРМТ белок Asp-eGFP продолжалоставаться на кинетохорах/хромосомах, демонстрируя частичнуюколокализацию с начальными очагами полимеризации тубулина (Рис. 10 А1,Б1). Затем белок Asp-eGFP обнаруживался в центре тубулиновыхкластеров/астр (Рис. 10 А2, Б2-Б3). По мере прогрессирования повторногороста МТ белок Asp-eGFP ассоциировал с удлиненными пучками МТ инакапливался на их минус-концах (Рис. 10 А3-A4,Б4).
В отличие от белка Asp-eGFP белок Patronin-eGFP в момент времени 0или на самых ранних стадиях КПРМТ был диффузно распределен вцитоплазме. Яркие сигналы Patronin-eGFP появлялись на более позднихстадиях восстановления ВД, и паттерн их локализации сильно отличался отраспределения белка Asp-eGFP: Patronin-eGFP-позитивные фрагменты МТрасполагались внутри кластеров МТ или были ассоциированы с удлиненнымипучками МТ, исходящими из тубулиновых кластеров/астр (Рис. 11).
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Рисунок 10. Локализация белка Asp-eGFP во время кинетохор-зависимого повторного роста МТпосле деполимеризации тубулина, индуцированной колцемидом (конфокальная микроскопия,трёхмерная реконструкция). Непрямое иммуноокрашивание антителами к маркерумикротрубочек α-тубулину (красный), eGFP (зеленый), маркеру центромер Cid (белый, панель Б).ДНК окрашена DAPI (синий). Представлены характерные примеры ранней стадии КПРМТ (А1,Б1, Б2), более продвинутых стадий КПРМТ, характеризующихся присутствием кластеровМТ/астер (А2, Б3, Б4) и различные варианты восстановления ВД после колцемид-опосредованнойдеполимеризации тубулина (А3, А4). Размер шкалы 5 мкм.

Рисунок 11. Локализация белка Patronin-eGFP в ходе повторного формирования ВДпосле деполимеризации тубулина, индуци-рованной колцемидом (конфокальная мик-роскопия, трёхмерная реконструкция).Непрямое иммуноокрашивание антителамик α-тубулину (красный) и eGFP (зеленый).ДНК окрашена DAPI (синий). Размершкалы 5 мкм.
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ВЫВОДЫ
1. В клетках S2 дрозофилы белок Asp-eGFP в митозе связан с минус-концамимикротрубочек на полюсах веретена деления с прометафазы и до телофазы,а в интерфазе белок Asp-eGFP находится в ядре, за исключением зоныплотного фибриллярного компонента ядрышка.
2. В клетках S2 дрозофилы в интерфазе и на стадии профазы митозаформируются Patronin-eGFP-позитивные пучки микротрубочек разнойдлины. На минус-концы кинетохорных волокон белок Patronin-eGFPзагружается во время прометафазы и остаётся связанным с ними вплоть дотелофазы.
3. Белки Asp и Patronin необходимы для сборки веретена деления ифункционируют независимо друг от друга, связываясь с минус-концамимикротрубочек разных классов и на разных стадиях клеточного цикла.
4. Белки Asp и Patronin необходимы для процесса кинетохор-зависимогороста микротрубочек и их действие различно. Белок Asp не принимаетучастие в нуклеации микротрубочек вблизи кинетохоров, но подавляет ихполимеризацию. Белок Patronin участвует в стабилизации микротрубочек,образующихся вблизи кинетохоров, но не оказывает значительноговлияния на скорость их полимеризации.
5. В условиях деполимеризации микротрубочек колцемидом белок Asp-eGFPлокализуется на кинетохорах. Начиная с ранних этапов кинетохор-зависимого роста микротрубочек и до полного восстановления веретенаделения белок Asp-eGFP локализован на минус-концах микротрубочек ифокусирует микротрубочки в пучки/астро-подобные структуры.
6. При полной деполимеризации микротрубочек колцемидом белок Patronin-eGFP локализован в клетках диффузно и связывается с минус-концамимикротрубочек только на поздних стадиях кинетохор-зависимоговосстановления веретена деления.
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