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Ïàðàìåòðû, âëèÿþùèå íà îöåíêó ïîäâèæíîñòè áåëêîâ ÿäðûøêà â æèâûõ êëåòêàõ

Ìåòîä FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) â ñî÷åòàíèè ñ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêà-
íèðóþùåé ìèêðîñêîïèåé ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ïîäõîäîâ ê èçó÷åíèþ ñâîéñòâ áåëêîâ â æèâûõ
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Îäíàêî äàííûå ðàçíûõ àâòîðîâ î äèíàìè÷åñêîì ñîñòîÿíèè îäíîãî è òîãî æå
áåëêà äàæå â êëåòêàõ îäíîãî òèïà ìîãóò ñèëüíî ðàçëè÷àòüñÿ. Ïðè÷èíû òàêèõ ðàñõîæäåíèé äî ñèõ ïîð
ñïåöèàëüíî íå àíàëèçèðîâàëèñü. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðèìåðå áåëêà ÿäðûøêà ôèáðèëëàðèíà, ñëèòîãî
ñ EGFP, èçó÷åíî âëèÿíèå ïëîùàäè îáëó÷àåìîé îáëàñòè (region of interest, ROI) è òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèé
ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà íà îñíîâíûå äèíàìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè áåëêà — äîëþ ìîáèëüíîé ôðàê-
öèè è âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (t1/2) ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ïîêàçàëè, ÷òî îáà ïàðàìåòðà çàìåòíî âëèÿþò íà îöåíêó ïîäâèæíîñòè ôèáðèëëàðèíà-EGFP â êëåòêàõ
HeLa. Ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî ïðè ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòîâ ìåòîäîì FRAP ïëîùàäü ROI äîë-
æíà áûòü ñòàíäàðòèçèðîâàíà è ïî âîçìîæíîñòè ìèíèìèçèðîâàíà. Êðîìå òîãî, ïðè àíàëèçå äèíàìè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèê áåëêîâ ÿäðûøêà, ó÷àñòâóþùèõ â òåìïåðàòóðîçàâèñèìûõ ýíçèìàòè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ, íåîá-
õîäèìî ïðèäåðæèâàòüñÿ ñòàíäàðòíûõ òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: FRAP, ôèáðèëëàðèí, ìîáèëüíàÿ ôðàêöèÿ áåëêà, âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè (t1/2), ïëîùàäü ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ ROI, òåìïåðàòóðíûå óñëîâèÿ.

Ìåòîä FRAP (fluorescence recovery of photobleaching,
âîññòàíîâëåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâà-
íèÿ) âïåðâûå ïðåäëîæåí â 1970 ã. äëÿ èçó÷åíèÿ ïîäâèæ-
íîñòè ìåìáðàííûõ áåëêîâ â æèâûõ êëåòêàõ. Áåëêè ïðåä-
ëàãàëîñü ìåòèòü ñèíòåòè÷åñêèìè ôëóîðîôîðàìè, òàêèìè
êàê ôëóîðåñöåèí, ðîäàìèí, öèàíèí è äð. è ââîäèòü â êëåò-
êó ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêöèé (Axelrod et al., 1976). Îäíà-
êî, íåñìîòðÿ íà ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî
ïîäõîäà äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ íå òîëüêî ìåìáðàííûõ, íî
è äðóãèõ áåëêîâ, ìåòîä îáëàäàë äâóìÿ ñóùåñòâåííûìè
íåäîñòàòêàìè — ïîáî÷íûì öèòîòîêñè÷íûì äåéñòâèåì
õèìè÷åñêèõ êðàñèòåëåé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ìå÷åíèÿ áèî-
ìîëåêóë, à òàêæå òðóäîåìêîñòüþ è íåäîñòàòî÷íîé âîñ-
ïðîèçâîäèìîñòüþ ðåçóëüòàòîâ (Dobrucki et al., 2007). Ýòè
íåäîñòàòêè áûëè ïðåîäîëåíû ïîñëå ââåäåíèÿ â ïðàêòèêó
ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ôëóîðåñöåíòíûõ áåë-
êîâ, êîäèðóåìûõ ãåíåòè÷åñêèìè êîíñòðóêöèÿìè, êîòîðûå
ìîæíî ââîäèòü â êëåòêè ïóòåì òðàíñôåêöèé.

Êëîíèðîâàíèå ãåíà çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà
(green fluorescent protein, GFP èëè avGFP) èç ìåäóçû
Aequorea victoria â 1992 ã. (Prasher et al., 1992) è åãî äå-
ìîíñòðàöèÿ êàê âîçìîæíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêåðà
(Chalfie et al., 1994) ïðåäîñòàâèëè íîâûå ïîäõîäû ê èçó-
÷åíèþ ëîêàëèçàöèè è ïîäâèæíîñòè áåëêîâ â æèâûõ êëåò-
êàõ (Chudakov et al., 2010). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ñâîðà÷èâà-
íèå GFP ñ îáðàçîâàíèåì ôëóîðîôîðà ìîæåò ïðîèñõîäèòü
áåç ó÷àñòèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ
òîëüêî â A. victoria (Tsien, 1998), ýêñïðåññèÿ ýòîãî áåëêà

îêàçàëàñü âîçìîæíîé âî âñåõ òèïàõ êëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Ôëóîðîôîð GFP íàõîäèòñÿ âíóòðè «öèëèíäðà» áåë-
êîâîé îáîëî÷êè ìîëåêóëû, ïîýòîìó ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêà
ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèé è pH
âíóòðèêëåòî÷íîé ñðåäû (Çóáîâà è äð., 2003).

Â íàøå âðåìÿ øèðîêîå ïðèìåíåíèå ïîëó÷èë óëó÷-
øåííûé âàðèàíò GFP — áåëîê EGFP (Enhanced GFP), îá-
ëàäàþùèé ñïîñîáíîñòüþ ê áûñòðîé ýêñïðåññèè è áîëåå
ÿðêîé ôëóîðåñöåíöèåé (Yang et al., 1996). Îòíîñèòåëüíî
ìàëûé ðàçìåð (27 êÄà) è ôóíêöèîíàëüíàÿ èíåðòíîñòü
EGFP â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü
åãî äëÿ ìàðêèðîâàíèÿ ïðàêòè÷åñêè ëþáîãî áåëêà áåç íà-
ðóøåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè (Tsien, 1998). Äî-
ñòîèíñòâîì EGFP ÿâëÿþòñÿ òàêæå ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ
(ìàêñèìóì ïðè 434 íì) è ýìèññèè (ìàêñèìóì ïðè 477 íì),
áëèçêèå ê àíàëîãè÷íûì ïàðàìåòðàì ôëóîðåñöåèíà, ÷òî
îáëåã÷àåò åãî èñïîëüçîâàíèå âî ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðî-
ñêîïèè. Ïðè îáëó÷åíèè ëàçåðîì âûñîêîé ìîùíîñòè ôëóî-
ðîôîð EGFP ïîäâåðãàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ìîìåíòàëüíîìó
ôîòîõèìè÷åñêîìó ðàçëîæåíèþ, à îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì
ñâîáîäíûå ðàäèêàëû íå ïîïàäàþò â êëåòêó èç-çà íàëè÷èÿ
îêðóæàþùåé ôëóîðîôîð áåëêîâîé îáîëî÷êè è, òàêèì îá-
ðàçîì, íå ïðîÿâëÿþò öèòîòîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ (White,
Stelzer, 1999; Çóáîâà è äð., 2003; Tsien et al., 2006; Stase-
vich et al., 2010). Îòêðûòèå EGFP, à ïîçäíåå è äðóãèõ ôëó-
îðåñöåíòíûõ áåëêîâ (Chudakov et al., 2010) ñóùåñòâåííî
ðàñøèðèëî âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà FRAP â ìå-
äèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ. Ê ñåãîäíÿøíåìó
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äíþ ìàðêèðîâàíèå áåëêîâ ñ ïîìîùüþ EGFP áûëî èñïîëü-
çîâàíî äëÿ èçó÷åíèÿ áîëüøèíñòâà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
îðãàíåëë (ëèçîñîì, ìèòîõîíäðèé, àïïàðàòà Ãîëüäæè è
äð.), à òàêæå ìíîãèõ ÿäåðíûõ ñòðóêòóðíûõ äîìåíîâ,
âêëþ÷àÿ ÿäðûøêè (Olson et al., 2000; Gerbi et al., 2003; Le-
ung et al., 2003; Lam et al., 2005). Ìåòîä FRAP ïðèìåíÿåò-
ñÿ íå òîëüêî äëÿ àíàëèçà ñâîéñòâ áåëêîâ â æèâûõ êëåòêàõ,
íî è äëÿ âûÿñíåíèÿ èõ ôóíêöèé (Rizzuto et al., 1995; Phair,
Misteli, 2000; Snaar et al., 2000; Hoogstraten et al., 2002).

Òåîðèÿ ìåòîäà FRAP ïîäðîáíî îïèñàíà âî ìíîãèõ èñ-
÷åðïûâàþùèõ îáçîðàõ (Lippincott-Schwartz et al., 2003;
Houtsmuller, 2005; van Royen et al., 2008, 2009), ïîýòîìó â
äàííîé ðàáîòå ìû îãðàíè÷èìñÿ ëèøü êðàòêèì èçëîæåíè-
åì åãî îñíîâíûõ ïðèíöèïîâ. Ìåòîä FRAP îñíîâàí íà
êðàòêîâðåìåííîì (150—250 ìñ) îáëó÷åíèè îáëàñòè èíòå-
ðåñà (region of interest, ROI) ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû, ñî-
îòâåòñòâóþùåé äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè ìàðêåðíîãî áåëêà (íàïðèìåð, EGFP), ñëèòîãî ñ áåë-
êîì èíòåðåñà, è íà ìîùíîñòè, âûçûâàþùåé ïðàêòè÷åñêè
ìãíîâåííîå è ïîëíîå ãàøåíèå ôëóîðåñöåíöèè ìàðêåðíî-
ãî áåëêà (White, Stelzer, 1999; Çóáîâà è äð., 2003; Stasevich
et al., 2010). Çàòåì ñ âûáðàííûì èíòåðâàëîì ïðîèçâîäÿò
ñåðèþ ñêàíèðîâàíèé êëåòêè (èëè òîëüêî ROI) ëàçåðîì
íèçêîé ìîùíîñòè äëÿ ìîíèòîðèíãà âîññòàíîâëåíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè. Òàêîå ñêàíèðîâàíèå ìû áóäåì íàçûâàòü ìîíè-
òîðèíãîâûì ñêàíèðîâàíèåì. Â ñëó÷àå åñëè â ROI è âîêðóã
íåãî ïðèñóòñòâóþò ïîäâèæíûå (ò. å. íå èììîáèëèçîâàí-
íûå áåëîê-áåëêîâûìè èëè èíûìè âçàèìîäåéñòâèÿìè) ìî-
ëåêóëû, â îáëàñòè ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ ïðîèçîéäåò âîñ-
ñòàíîâëåíèå ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷åò äèôôóçèè «îáåñöâå-
÷åííûõ» áåëêîâûõ ìîëåêóë èç çîíû îáëó÷åíèÿ, à
«èíòàêòíûõ» (ôëóîðåñöèðóþùèõ) ìîëåêóë — â çîíó îá-
ëó÷åíèÿ èç ñîñåäíèõ îáëàñòåé. Âîññòàíîâëåíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè áóäåò íàáëþäàòüñÿ äî òåõ ïîð, ïîêà ïåðåðàñïðåäå-
ëåíèå «îáåñöâå÷åííûõ» è «èíòàêòíûõ» ìîëåêóë íå çàâåð-
øèòñÿ. Õàðàêòåð âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè â ROI
çàâèñèò îò ïðî÷íîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ èçó÷àåìîãî áåëêà ñ
äðóãèìè ìàêðîìîëåêóëàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè êàê â ROI,
òàê è â îêðóæàþùèõ ðàéîíàõ (Verkman, 2002; Sprague
et al., 2004; Sprague, McNally, 2005). Ïîäâèæíûå ìîëåêó-
ëû ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî áåëêà ñîñòàâëÿþò ïîä-
âèæíóþ, èëè ìîáèëüíóþ, ôðàêöèþ (ÌÔ) áåëêà, òîãäà
êàê íåïîäâèæíûå (ò. å. íåçàìåùàåìûå ïîñëå ôîòîîáåñö-
âå÷èâàíèÿ) — íåïîäâèæíóþ, èëè íåìîáèëüíóþ, ôðàêöèþ

(ÍÌÔ) áåëêà. ÌÔ è ÍÌÔ ÿâëÿþòñÿ ïàðàìåòðàìè, ëåãêî
îïðåäåëÿåìûìè ïî êðèâîé âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè, à èõ ñîäåðæàíèå âûðàæàþò â ïðîöåíòíûõ äîëÿõ îò
îáùåãî ïóëà áåëêà, ïðèíèìàåìîãî çà 100 % (ðèñ. 1). Ñî-
ãëàñíî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, ÌÔ è ÍÌÔ îä-
íîãî è òîãî æå áåëêà ìîãóò âûïîëíÿòü â êëåòêå ðàçíûå
ôóíêöèè. Íàïðèìåð, ÌÔ ìîæåò áûòü ïðåäñòàâëåíà ìîëå-
êóëàìè, âûïîëíÿþùèìè ýíçèìàòè÷åñêóþ ôóíêöèþ, à
ÍÌÔ — ìîëåêóëàìè, èãðàþùèìè ñòðóêòóðíóþ ðîëü
(Snaar et al., 2000; Reits, Neefjes, 2001). Îäíàêî ñïðàâåäëè-
âîñòü ýòèõ ïðåäñòàâëåíèé ïðèìåíèòåëüíî ê ÿäðûøêîâûì
áåëêàì íóæäàåòñÿ â äîïîëíèòåëüíîì èçó÷åíèè.

Ñêîðîñòü îáìåíà «îáåñöâå÷åííûõ» ìîëåêóë ñ «èíòàê-
òíûìè» ìîëåêóëàìè õàðàêòåðèçóåò òàêæå òàêîé ïàðàìåòð,
êàê âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (t1/2) â ROI
(Lippincott-Schwartz et al., 2001). Ïàðàìåòð t1/2 ðàññ÷èòûâà-
åòñÿ ïî êðèâîé âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 1) è
âõîäèò â ñîñòàâ ôîðìóë äëÿ ðàñ÷åòà êîýôôèöèåíòà äèô-
ôóçèè (D) áåëêà. Ïðè èçó÷åíèè ïîäâèæíîñòè áåëêîâ â æè-
âûõ êëåòêàõ îáû÷íî ðàññ÷èòûâàþò êîýôôèöèåíò «ýôôåê-
òèâíîé» äèôôóçèè (Dýô), êîòîðûé ó÷èòûâàåò çàìåäëåíèå
äèôôóçèè áåëêà, âîçíèêàþùåå â ðåçóëüòàòå ìàêðîìîëåêó-
ëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé (Sprague, McNally, 2005). Êëàñ-
ñè÷åñêîé ôîðìóëîé äëÿ ðàñ÷åòà Dýô ÿâëÿåòñÿ ôîðìóëà Àê-
ñåëüðîäà, êîòîðàÿ ïðèìåíÿåòñÿ â ñëó÷àå äâóõìåðíîé äèô-
ôóçèè áåëêîâ â ìåìáðàíàõ è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
îòíîøåíèå êâàäðàòà ðàäèóñà îáëó÷àåìîé îáëàñòè (w2) ê
çíà÷åíèþ t1/2: Dýô = g(w2/4t1/2), ãäå g — êîíñòàíòà, ðàâíàÿ
0.88 äëÿ ñëó÷àÿ êðóãîâîé îáëàñòè ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ
(Axelrod et al., 1976). Â îñòàëüíûõ ñòðóêòóðàõ êëåòêè, â
òîì ÷èñëå â ÿäðûøêå, äèôôóçèÿ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ òðåõìåð-
íîé, ïîýòîìó äëÿ ðàñ÷åòà Dýô ïðåäëîæåíî ó÷èòûâàòü
áîëüøåå êîëè÷åñòâî ïàðàìåòðîâ (Braga et al., 2004), îäíà-
êî ñòàíäàðòíàÿ ôîðìóëà äëÿ ðàñ÷åòà Dýô ÿäðûøêîâûõ áåë-
êîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ îòñóòñòâóåò.

Àêòèâíîå ÿäðûøêî — ýòî íàèáîëåå êðóïíûé ñòðóê-
òóðíûé äîìåí êëåòî÷íîãî ÿäðà, äî 60 % ñóõîé ìàññû êî-
òîðîãî ñîñòàâëÿþò áåëêè (Lam et al., 2005). Ìåòîäîì
FRAP ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèíñòâî ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ ÿâ-
ëÿþòñÿ âûñîêîïîäâèæíûìè è õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé
ñêîðîñòüþ îáìåíà ìåæäó ÿäðûøêîì è íóêëåîïëàçìîé.
Ñðàâíèòåëüíî âûñîêîé ïîäâèæíîñòüþ îáëàäàþò áåëêè,
âîâëå÷åííûå â òðàíñêðèïöèþ ðÄÍÊ (íàïðèìåð, ñïåöèôè-
÷åñêèé êîôàêòîð ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû I — UBF), à òàêæå ïðàê-
òè÷åñêè âñå áåëêè, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ïðîöåññèíãå ðÐÍÊ,
âêëþ÷àÿ íóêëåîëèí, ôèáðèëëàðèí è íóêëåîôîçìèí (Phair,
Misteli, 2000; Chen, Huang, 2001; Áàðûãèíà è äð., 2010). Íà-
ïðîòèâ, ïîäâèæíîñòü ðèáîñîìíûõ áåëêîâ â ÿäðûøêå (íà-
ïðèìåð, S5 è L9) îêàçûâàåòñÿ áîëåå íèçêîé. Íà îñíîâàíèè
ýòèõ íàáëþäåíèé áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ñèíòåç è ñî-
çðåâàíèå ðÐÍÊ ïðîèñõîäÿò èíòåíñèâíåå, ÷åì ïðîöåññ ñáîð-
êè ðèáîñîì (Phair, Misteli, 2000; Chen, Huang, 2001).

Ôèáðèëëàðèí — îäèí èç íàèáîëåå ýâîëþöèîííî-êîí-
ñåðâàòèâíûõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ, ãîìîëîãè êîòîðîãî ïðè-
ñóòñòâóþò â êëåòêàõ ðàçíûõ áèîëîãè÷åñêèõ âèäîâ îò
àðõåîáàêòåðèé äî ÷åëîâåêà. Ó ýóêàðèîò ôèáðèëëàðèí âõî-
äèò â ñîñòàâ ìàëûõ ÿäðûøêîâûõ ÐÍÊ (ìÿêÐÍÊ) è ÿâëÿåò-
ñÿ îñíîâíîé ÿäðûøêîâîé ìåòèëòðàíñôåðàçîé, ïðèíèìàþ-
ùåé ó÷àñòèå â ìåòèëèðîâàíèè è ïðîöåññèíãå ïðå-ðÐÍÊ
(Lischwe et al., 1985; Tollervey, 1993; Wang et al., 2000).
Ïîìèìî ýíçèìàòè÷åñêîé ôóíêöèè ôèáðèëëàðèí ìîæåò
èãðàòü òàêæå ñòðóêòóðíóþ ðîëü, ïîñêîëüêó ñîõðàíÿåòñÿ â
íåàêòèâíûõ îñòàòî÷íûõ ÿäðûøêàõ (Hernandez-Verdun,
2006). Ôèáðèëëàðèí îòíîñèòñÿ ê áåëêàì ÿäðûøêà, äèíà-
ìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êîòîðîãî îïèñàíû â íåñêîëüêèõ
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Ðèñ. 1. Êðèâàÿ âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ôîòîîáåñ-
öâå÷èâàíèÿ, èëëþñòðèðóþùàÿ ïðèíöèï ðàñ÷åòà ìîáèëüíîé
(ÌÔ) è íåìîáèëüíîé (ÍÌÔ) ôðàêöèé áåëêà è âðåìåíè ïîëóâîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (t1/2), îïðåäåëÿåìûõ ìåòîäîì

FRAP.

Çà åäèíèöó ïðèíèìàåòñÿ óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè â ROI äî ôîòîîáåñöâå-
÷èâàíèÿ (Iäî). Ñðàçó ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (t0) èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè â ROI ïðèíèìàåòñÿ çà íîëü (I0). I∞ — çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè
â ROI ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùåå âûõîäó êðèâîé íà

ïëàòî, t1/2 ñîîòâåòñòâóåò çíà÷åíèþ ôëóîðåñöåíöèè I∞ 2 .



ðàáîòàõ (Phair, Misteli, 2000; Snaar et al., 2000; Chen, Hu-
ang, 2001; Gurskaya et al., 2006; Tripathi, Parnaik, 2008; Áà-
ðûãèíà è äð., 2010). Îäíàêî ïî äàííûì ðàçíûõ àâòîðîâ,
åãî ïîäâèæíîñòü âàðüèðóåò â çíà÷èòåëüíûõ ïðåäåëàõ
äàæå â êëåòêàõ îäíîãî òèïà. Òàê, äîëÿ ÌÔ ôèáðèëëàðè-
íà-EGFP â ÿäðûøêàõ êëåòîê HeLa êîëåáëåòñÿ îò 53 (Snaar
et al., 2000) äî ~70 % (Tripathi, Parnaik, 2008), à âðåìÿ ïî-
ëó-âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè õèìåðíîãî áåëêà ïî-
ñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ — îò 3 (Phair, Misteli, 2000) äî
17.5 ñ (Tripathi, Parnaik, 2008). Áîëåå ÷åì íà ïîðÿäîê ðàç-
ëè÷àþòñÿ òàêæå êîýôôèöèåíòû Dýô ôèáðèëëàðèíà — îò
0.02 (Snaar et al., 2000) äî 0.53 ìêì2/ñ (Phair, Misteli, 2000).
Çàìåòíûå ïðîòèâîðå÷èÿ ìîæíî îòìåòèòü òàêæå ïðè õà-
ðàêòåðèñòèêå äèíàìè÷åñêèõ ñâîéñòâ äðóãèõ áåëêîâ ÿä-
ðûøêà. Íàïðèìåð, âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè íóêëåîôîçìèíà/Â23 êîëåáëåòñÿ îò 5 (Louvet et al.,
2005) äî ~20 ñ (Chen, Huang, 2001; Negi, Olson, 2006), à
äëÿ UBF1 — îò 4 (Gorski et al., 2009) äî 9 ñ (Chen, Huang,
2001), äîëÿ ÌÔ íóêëåîëèíà — îò 25 (Gaume et al., 2011)
äî ~90 % (Chen, Huang, 2001).

Ïðè÷èíû òàêèõ ðàçíîãëàñèé îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.
Àíàëèç ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ïîäâèæíîñòè ôèáðèëëàðèíà,
ïðîâåäåííûé íàìè, âûÿâèë áîëüøîé ðàçáðîñ â óñëîâèÿõ
ïîñòàíîâêè FRAP, èñïîëüçóåìûõ ðàçíûìè àâòîðàìè. Íà-
ïðèìåð, çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàëà ïëîùàäü îáëó÷àåìîé
îáëàñòè (îò íåáîëüøîãî ROI, ðàçìåðîì 1 ìêì2 äî öåëîãî
ÿäðûøêà ñ ðàçìåðîì ïëîùàäè íå ìåíåå 3 ìêì2). Â áîëü-
øèíñòâå ñëó÷àåâ èçìåðåíèÿ ïðîèçâîäèëè ïðè ôèçèîëîãè-
÷åñêîé òåìïåðàòóðå (37 °Ñ), îäíàêî â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ
óêàçàíèÿ íà òåìïåðàòóðíûé ðåæèì îòñóòñòâóþò (Tripathi,
Parnaik, 2008).

Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àåòñÿ â àíà-
ëèçå âëèÿíèÿ äâóõ ïàðàìåòðîâ — ïëîùàäè ROI è òåìïå-
ðàòóðíûõ óñëîâèé — íà äèíàìè÷åñêèå ñâîéñòâà áåëêà ÿä-
ðûøêà ôèáðèëëàðèíà-EGFP â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåò-
êàõ HeLa ÷åëîâåêà, îïðåäåëÿåìûå ñ ïîìîùüþ FRAP è
êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ñòàíäàðòèçà-
öèè ìåòîäà FRAP è ïîëó÷åíèþ âîñïðîèçâîäèìûõ ðåçóëü-
òàòîâ ïðè àíàëèçå ïîäâèæíîñòè áåëêîâ ÿäðûøêà â ðàç-
ëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåìàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è H e L a âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåð-
æàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòî-
ãî ñêîòà, ãëóòàìèí, ñòðåïòîìèöèí è ïåíèöèëëèí â ñòàí-
äàðòíûõ êîíöåíòðàöèÿõ, ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2. Òðàíñôåê-
öèþ ïðîèçâîäèëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà, êîãäà êëåòêè
íàõîäèëèñü â ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà è äîñòèãàëè
80 % êîíôëþýíòíîñòè. Äëÿ òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè
ðåàãåíò LipofectaminTM 2000 (Invitrogen, Âåëèêîáðèòàíèÿ),
ñëåäóÿ ðåêîìåíäàöèÿì ïðîèçâîäèòåëÿ. ×åðåç 36 ÷ ïîñëå
òðàíñôåêöèè ýêñïðåññèþ ôèáðèëëàðèíà-EGFP íàáëþäà-
ëè â 80 % êëåòîê.

À í ò è ò å ë à. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ôèáðèëëàðèíó (Abcam, ÑØÀ) è
àôèííîî÷èùåííûå àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì êðîëè-
êà, êîíúþãèðîâàííûå ñ Òåõàññêèì êðàñíûì. Âñå àíòèòåëà
èñïîëüçîâàëè â îïòèìàëüíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Äëÿ èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëà ðàçâîäèëè â
ñòàíäàðòíîì ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS), ðÍ
7.2—7.4 (0.14 M NaCl, 2.7 ìM KCl, 8.1 ìM Na2HPO4 è
1.5 ìM KH2PO4).

Í å ï ð ÿ ì à ÿ è ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Êëåòêè âûðà-
ùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ è èñïîëüçîâàëè â ýêñïîíåí-
öèàëüíîé ôàçå ðîñòà. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäîì, ïðèãîòîâëåííûì íà PBS, â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî îáðàáàòû-
âàëè 0.5%-íûì Òðèòîíîì Õ-100 íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí,
ïðîìûâàëè â PBS è èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòè-
òåëàìè âî âëàæíîé êàìåðå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Ïîñëå ïðîìûâêè â PBS êëåòêè èíêóáèðîâàëè
ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå, îêðàøèâàëè 0.1 ìêã/ìë DAPI
(4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë; Sigma, ÑØÀ) è çàêëþ÷à-
ëè â Ìîâèîë, ñîäåðæàùèé DABCO (1,4-äèàçîáèöèê-
ëî[2,2,2]îêòàí; Sigma, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû èçó÷àëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðî-
ñêîïà DuoScanMETA LSM510 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ),
èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 63�/×À 1.25 PlanNeofluar. Èçîáðàæå-
íèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Adobe Photo-
shop CS (âåðñèÿ 10.0).

Ó ñ ë î â è ÿ ï ð è æ è ç í å í í û õ í à á ë þ ä å í è é è
ï ð è ì å í å í è ÿ ì å ò î ä à F R A P. Ìèêðîñêîï DuoScan-
META LSM510 îñíàùåí èíêóáàòîðîì äëÿ ïðèæèçíåííûõ
íàáëþäåíèé (IncubatorXL LSM S, Carl Zeiss), íàãðåâà-
òåëüíûì ýëåìåíòîì è òåðìîêîíòðîëëåðîì, ÷òî ïîçâîëÿëî
ïîääåðæèâàòü â èíêóáàòîðå íóæíóþ òåìïåðàòóðó. Êëåòêè
HeLa âûñåâàëè â ÷àøêè äëÿ ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé è
òðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäàìè, êîäèðóþùèìè íàòèâíûé
ôèáðèëëàðèí (ôèáðèëëàðèí-EGFP) èëè EGFP. Ñðåäà äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñîäåðæàëà 25 ìÌ áóôåðà HEPES
äëÿ ïîääåðæàíèÿ ñòàáèëüíîãî çíà÷åíèÿ pH.

Òåìïåðàòóðíûå óñëîâèÿ â êàìåðå äëÿ ïðèæèçíåííûõ
íàáëþäåíèé ñîçäàâàëè ïóòåì åå íàãðåâàíèÿ ñ ïîìîùüþ
òåðìîêîíòðîëëåðà â òå÷åíèå 1.5 ÷. Â ñëó÷àå ïðîâåäåíèÿ
èçìåðåíèé ïðè 37 °Ñ ÷àøêó ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â êàìå-
ðó è ñðàçó ïðèñòóïàëè ê ýêñïåðèìåíòó FRAP. Ïðè ïðîâå-
äåíèè ýêñïåðèìåíòîâ ïðè 27 °Ñ ÷àøêó ñ êëåòêàìè ïðåäâà-
ðèòåëüíî ïîìåùàëè â êàìåðó íà 30 ìèí ïðè 27 °Ñ, çàòåì
ïðèñòóïàëè ê èçìåðåíèÿì.

Â íà÷àëå êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà FRAP ñíà÷àëà ïðî-
èçâîäèëè 2—3 ñêàíèðîâàíèÿ âñåãî ÿäðà ñ ïîìîùüþ àð-
ãîíîâîãî ëàçåðà (äëèíà âîëíû 488 íì, ìàêñèìàëüíàÿ
ìîùíîñòü 200 ìÂò), èñïîëüçóÿ íèçêóþ ìîùíîñòü ëàçåðà,
ñîñòàâëÿâøóþ 0.5 % îò ìàêñèìàëüíîé. Ôîòîîáåñöâå÷èâà-
íèå âûáðàííîãî ó÷àñòêà ïðîèçâîäèëè 5 èìïóëüñàìè ïðè
âûñîêîé ìîùíîñòè ëàçåðà, ñîñòàâëÿâøåé 50 % îò ìàêñè-
ìàëüíîé. Äëèòåëüíîñòü ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ è ýôôåêòèâ-
íîñòü ãàøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ
ñîñòàâëÿëè ñîîòâåòñòâåííî 200—250 ìñ è 86 � 2 %.

Äëÿ îáëó÷åíèÿ âûáèðàëè ROI ñ ðàçìåðîì ïëîùà-
äè 0.9 ìêì2, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ñðåäíåìó ðàçìåðó
ôèáðèëëàðèí-ïîçèòèâíûõ ôîêóñîâ â ÿäðûøêå, èëè
3.2 ìêì2, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñîîòâåòñòâîâàëî
ïëîùàäè ìàëåíüêîãî ÿäðûøêà. Âîññòàíîâëåíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè ðåãèñòðèðîâàëè ïðè 0.5%-íîé ìîùíîñòè ëàçåðà â
òå÷åíèå 2.5—5 ìèí; èíòåðâàë ìîíèòîðèíãîâîãî ñêàíèðî-
âàíèÿìè ñîñòàâëÿë 2 ñ äëÿ ôèáðèëëàðèíà-EGFP è 100 ìñ
äëÿ GFP.

Äëÿ ðàñ÷åòà äîëè ÌÔ è âðåìåíè ïîëóâîññòàíîâëå-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (t1/2) äàí-
íûå ñíà÷àëà íîðìàëèçîâàëè ïî îáùåïðèíÿòîé ôîðìóëå
Iíîðì,t = (It – I0)/(Iäî – I0), ãäå It — çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè
â êàæäûé ìîìåíò âðåìåíè; I0 — çíà÷åíèå ôëóîðåñöåí-
öèè ñðàçó ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ; Iäî — çíà÷åíèå ôëó-
îðåñöåíöèè ïåðåä ôîòîîáåñöâå÷èâàíèåì (ðèñ. 1) (Hout-
smuller, 2005). Äîëþ ÌÔ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
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(1 – I×)�100 %, ãäå I× — óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè ïðè âû-
õîäå êðèâîé íà ïëàòî. Äîëÿ ÍÌÔ ñîñòàâëÿëà ðàçíèöó:
100 % — ÌÔ (%). Âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ t1/2 ñîîòâåòñòâîâàëî çíà÷å-
íèþ ôëóîðåñöåíöèè I×/2. Äëÿ êàæäîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé
òî÷êè ñäåëàëè 20—40 èçìåðåíèé (ñì. òàáëèöó). Ðàçëè÷èÿ
ìåæäó çíà÷åíèÿìè îöåíèâàëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà.
Â ðàñ÷åòû ïîäâèæíîñòè ôèáðèëëàðèíà ââîäèëè ïîïðàâêè
íà ãàøåíèå ôëóîðåñöåíöèè â õîäå ìîíèòîðèíãîâîãî ñêà-
íèðîâàíèÿ, ñîñòàâëÿâøåå 8� 2 % îò íà÷àëüíîãî (Iäî) óðîâ-
íÿ ôëóîðåñöåíöèè, îöåíåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðò-
íîãî ïîäõîäà (Houtsmuller, 2005). Äëèòåëüíîñòü ìîíèòî-
ðèíãîâîãî ñêàíèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 3 ìèí.

Ï ë à ç ì è ä í û å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è. Â ðàáîòå èñïîëüçî-
âàëè ïëàçìèäû, êîäèðóþùèå çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé
áåëîê EGFP è íàòèâíûé ôèáðèëëàðèí ÷åëîâåêà, ñëèòûé ñ
EGFP ñ C-êîíöà (ôèáðèëëàðèí-EGFP; Dundr et al., 2000).
Îáå ïëàçìèäû ïðåäîñòàâëåíû Dr. Ì. Î. Olson (Óíèâåðñè-
òåò ã. Äæåêñîí, Ìèññèñèïïè, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ ë î ê à ë è ç à ö è ÿ
ô è á ð è ë ë à ð è í à â ê ë å ò ê à õ H e L a. Ìåòîäîì êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè â ÿäðûøêàõ êëåòîê ôèáðèëëàðèí

îò÷åòëèâî âûÿâëÿëñÿ â äèñêðåòíûõ ðîçåòêîïîäîáíûõ ôî-
êóñàõ ïëîùàäüþ îêîëî 0.9 ìêì2 (ðèñ. 2, à). Ðàíåå ïîêàçà-
íî, ÷òî òàêèå ôîêóñû êîëîêàëèçóþòñÿ ñ ìåñòàìè ñèíòåçà
ïðå-ðÐÍÊ, âûÿâëÿåìûìè ñ ïîìîùüþ áðîìèðîâàííîãî
óðèäèíôîñôàòà è, ñêîðåå âñåãî, ñîîòâåòñòâóþò ïëîòíîìó
ôèáðèëëÿðíîìó êîìïîíåíòó (ÏÔÊ) ÿäðûøêà, îêðóæàþ-
ùåìó ôèáðèëëÿðíûå öåíòðû (Ìóõàðüÿìîâà, Çàöåïèíà,
2001). Ïîìèìî ÿäðûøêà ôèáðèëëàðèí îò÷åòëèâî âû-
ÿâëÿëñÿ òàêæå â îäèíî÷íûõ ãðàíóëàõ â íóêëåîïëàçìå —
òåëüöàõ Êàõàëà (Aris, Blobel, 1991), ÷èñëî êîòîðûõ ñî-
ñòàâëÿëî îò 3 äî 5 íà ÿäðî (ðèñ. 2, à).

Ê î ë î ê à ë è ç à ö è ÿ ý í ä î ã å í í î ã î ô è á ð è ë ë à -
ð è í à è ô è á ð è ë ë à ð è í à - E G F P. ×åðåç 36 ÷ ïîñëå
òðàíñôåêöèè â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå êëåòîê ôèá-
ðèëëàðèí-EGFP ðàñïîëàãàëñÿ â ÿäðûøêàõ è òåëüöàõ Êà-
õàëà, ãäå ïîëíîñòüþ êîëîêàëèçîâàëñÿ ñ ýíäîãåííûì ôèá-
ðèëëàðèíîì (ðèñ. 2, á). Â åäèíè÷íûõ êëåòêàõ ïðîÿâëÿëàñü
òàêæå ãîìîãåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ôèáðèëëàðèíà-EGFP â
íóêëåîïëàçìå (íå èëëþñòðèðóåòñÿ). Òàêèå êëåòêè îòíîñè-
ëè ê êëåòêàì ñ ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé ïëàçìèäû è â ýê-
ñïåðèìåíòàõ ñ FRAP íå èñïîëüçîâàëè.

Ä è í à ì è ÷ å ñ ê è å ñ â î é ñ ò â à ô è á ð è ë ë à ð è í à ,
è ç ó ÷ å í í û å ì å ò î ä î ì F R A P ï ð è ì à ë î é ï ë î ù à -
ä è î á ë ó ÷ å í è ÿ è ò å ì ï å ð à ò ó ð å 3 7 °Ñ. Â êà÷åñòâå
ROI äëÿ îáëó÷åíèÿ âûáèðàëè îäèí èç ÿäðûøêîâûõ ôîêó-
ñîâ, ìàðêèðîâàííûõ ôèáðèëëàðèíîì-EGFP. Òàê æå êàê è
ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì îêðàøèâàíèè, ñðåäíèé ðàç-
ìåð ýòèõ ôîêóñîâ ñîñòàâëÿë 0.89 � 0.05 ìêì2. Äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ íà÷àëüíîãî óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè (Iäî) âûáðàí-
íîãî ôîêóñà ïðîâîäèëè 2—3 êîíòðîëüíûõ ñêàíèðîâàíèÿ
êëåòêè ïðè ìîùíîñòè ëàçåðà 0.5 % îò ìàêñèìàëüíîé
(ðèñ. 3, à), ïîñëå ÷åãî âûáðàííûé ó÷àñòîê ïîäâåðãàëè ôî-
òîîáåñöâå÷èâàíèþ ïÿòüþ ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè ìîù-
íîñòüþ 50 % îò ìàêñèìàëüíîé (ðèñ. 3, á). Ñðàçó ïîñëå ôî-
òîîáåñöâå÷èâàíèÿ ïðîèçâîäèëè ìîíèòîðèíãîâîå ñêàíèðî-
âàíèå êëåòêè ïðè ìîùíîñòè ëàçåðà 0.5 % äî òåõ ïîð, ïîêà
êðèâàÿ âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè íå âûõîäèëà íà
ïëàòî, ÷òî â ñðåäíåì çàíèìàëî 120 ñ (ðèñ. 3, â, ã; 4, êðèâàÿ
1). Ïî êðèâîé âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îïðåäåëÿëè
ýìïèðè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïîäâèæíîñòè ôèáðèëëàðèíà.
Äîëÿ ÌÔ ôèáðèëëàðèíà-EGFP ñîñòàâèëà 60.3 %, à âðåìÿ
t1/2 — 17 ñ (ñì. òàáëèöó).

20 Â. Â. Áàðûãèíà, À. À. Ìèðîíîâà, Î. Â. Çàöåïèíà

Äèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ôèáðèëëàðèíà â êëåòêàõ HeLa,
ðåãèñòðèðóåìûå ïðè ðàçíûõ óñëîâèÿõ

ïîñòàíîâêè ýêñïåðèìåíòîâ FRAP

Íîìåð
ýêñïåðè-

ìåíòà
T, °C

Ïëîùàäü
ROI, ìêì2 ÌÔ, % t1/2, ñ n

1 37 0.9 60.30 � 6.58à, á 16à, á 20

2 37 3.2 37.96 � 5.25à 22á 20

3 27 0.9 50.26 � 6.42á 21à 40

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ROI — ðàéîí èíòåðåñà (îáëàñòü ôîòîîáåñöâå÷èâà-
íèÿ), ÌÔ — äîëÿ ìîáèëüíîé ôðàêöèè, t1/2 — âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè, n — êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé. Ïàðû çíà÷åíèé, èìåþùèõ
îäèíàêîâûé èíäåêñ (à, á), ðàçëè÷àþòñÿ ñ äîñòîâåðíîñòüþ P < 0.001.

Ðèñ. 2. Êîëîêàëèçàöèÿ ýíäîãåííîãî ôèáðèëëàðèíà (à) è ôèáðèëëàðèíà-EGFP (á) â êëåòêàõ HeLa.

Êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ôèáðèëëàðèí-EGFP (á), ôèêñèðîâàëè 3 %-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì è èììóíîöèòîõèìè÷åñêè ìåòèëè àíòèòåëàìè (AT)
ê ôèáðèëëàðèíó (à). Èçîáðàæåííûå íà ôîòîãðàôèè äâà ÿäðûøêà (ßÊ) è òåëüöå Êàõàëà (ñòðåëêà) íàõîäÿòñÿ â îäíîì ÿäðå. Êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêà-

íèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 1 ìêì.



Â ë è ÿ í è å ð à ç ì å ð à R O I í à ï î ä â è æ í î ñ ò ü
ô è á ð è ë ë à ð è í à ï ð è 3 7 °Ñ. Äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ ïëî-
ùàäè ROI íà äîëþ ìîáèëüíîé ôðàêöèè ôèáðèëëàðèíà è
çíà÷åíèå t1/2 ôèáðèëëàðèíà-EGFP â íåêîòîðûõ êëåòêàõ
ôîòîîáåñöâå÷èâàíèþ ïîäâåðãàëè íåáîëüøèå ÿäðûøêè
ïëîùàäüþ îêîëî 3.2 ìêì2 (ðèñ. 3, ä—ç). Êàê ïîêàçàíî íà
ðèñ. 4 (êðèâàÿ 2) è âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû, óâåëè÷åíèå
ïëîùàäè ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ ïðèâîäèëî ê çàìåòíîìó çà-
ìåäëåíèþ âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðûøêàõ,
òàê ÷òî êðèâàÿ âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè âûõîäèëà
íà ïëàòî â ñðåäíåì ÷åðåç 150 ñ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ïðè ýòîì
t1/2 óâåëè÷èâàëîñü ñ 17 äî 22 ñ, à äîëÿ ìîáèëüíîé ôðàêöèè
ôèáðèëëàðèíà-EGFP ñíèæàëàñü ñ 60.30 äî 37.96 % ïî
ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíèÿìè, ïîëó÷åííûìè ïðè îáëó÷åíèè
îäèíî÷íûõ ôîêóñîâ.

Ä ë ÿ â û ÿ ñ í å í è ÿ â ë è ÿ í è ÿ ò å ì ï å ð à ò ó ð í û õ
ó ñ ë î â è é í à ä è í à ì è ÷ å ñ ê è å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è
ô è á ð è ë ë à ð è í à ýêñïåðèìåíòû ñ FRAP ïðîâîäèëè ïðè
27 °Ñ. Âñå îñòàëüíûå ïàðàìåòðû èçìåðåíèé, âêëþ÷àÿ ïëî-
ùàäü îáëàñòè ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (~0.9 ìêì2), îñòàâà-
ëèñü íåèçìåííûìè. Íà ðèñ. 3, è ïðåäñòàâëåí òèïè÷íûé âà-
ðèàíò ëîêàëèçàöèè ôèáðèëëàðèíà ïîñëå èíêóáàöèè êëå-
òîê ïðè 27 °Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí. Ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû

ïðàêòè÷åñêè íå âûçûâàëî èçìåíåíèé â ðàçìåðàõ è ëîêàëè-
çàöèè ôèáðèëëàðèíà â ÿäðûøêàõ. Îäíàêî äèíàìè÷åñêèå
õàðàêòåðèñòèêè áåëêà ñ ïîíèæåíèåì òåìïåðàòóðû èçìåíÿ-
ëèñü: âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè óâåëè÷è-
âàëîñü ñ 17 äî 21 ñ, à äîëÿ ìîáèëüíîé ôðàêöèè ñíèæàëàñü ñ
60.30 äî 50.26 % ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåçóëüòàòàìè ýêñïåðè-
ìåíòîâ, ïðîâîäèìûõ ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîé òåìïåðàòóðå
(ðèñ. 3, è—ì; 4, êðèâàÿ 3). Îöåíêà ïàðàìåòðîâ ïî êðèòåðèþ
Ñòüþäåíòà ïîêàçàëà, ÷òî ÌÔ ôèáðèëëàðèíà-EGFP è âðåìÿ
ïîëó-âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè 37 è 27 °Ñ ðàçëè-
÷àþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî (ñì. òàáëèöó).

Èç çàêîíà Ýéíøòåéíà—Ñòîêñà èçâåñòíî, ÷òî äèôôó-
çèÿ áåëêà â êëåòêå ïîäëåæèò îáùåìó çàêîíó äèôôóçèè ÷à-
ñòèöû â ñâîáîäíîì îáúåìå è ñíèæàåòñÿ ïðè ïîíèæåíèè
òåìïåðàòóðû. Äëÿ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ ñíèæå-
íèÿ òåìïåðàòóðû íà ñâîáîäíóþ äèôôóçèþ ôèáðèëëàðèíà
â óñëîâèÿõ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ìû ñðàâíèëè ïîäâèæ-
íîñòü EGFP — áåëêà, êîòîðûé â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ñâîáîäíîé äèôôóçèè (Mueller et al.,
2010), ïðè 37 è 27 °Ñ. Îáëó÷àåìûå çîíû ðàñïîëàãàëèñü
ëèáî â ÿäðå, ëèáî â öèòîïëàçìå, íî âî âñåõ ñëó÷àÿõ èõ
ïëîùàäü ñîñòàâëÿëà ~0.9 ìêì2. Èíòåðâàë ìîíèòîðèíãîâî-
ãî ñêàíèðîâàíèÿ áûë ñíèæåí äî 100 ìñ èç-çà âûñîêîé ïî-

Ïàðàìåòðû, âëèÿþùèå íà îöåíêó ïîäâèæíîñòè áåëêîâ ÿäðûøêà â æèâûõ êëåòêàõ 21

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå òåìïåðàòóðû è ïëîùàäè ôîòîîáåñöâå÷èâàåìîé îáëàñòè íà ïîäâèæíîñòü íàòèâíîãî ôèáðèëëàðèíà-EGFP, âûÿâëÿå-
ìóþ ìåòîäîì FRAP â êëåòêàõ HeLa.

à—ã: òåìïåðàòóðà 37 °Ñ, ïëîùàäü ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ 0.9 ìêì2; ä—ç: òåìïåðàòóðà 37 °Ñ, ïëîùàäü ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ 3.2 ìêì2 (çàêëþ÷åíà â áå-
ëûé êðóæîê); è—ì: òåìïåðàòóðà 27 °Ñ, ïëîùàäü ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ 0.9 ìêì2; à, ä, è — èçîáðàæåíèÿ ÿäðûøåê äî ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (ãîëîâêè

ñòðåëîê); á, å, ê — èçîáðàæåíèÿ ÿäðûøåê ñðàçó ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (I0) (ãîëîâêè ñòðåëîê); â, æ, ë — èçîáðàæåíèÿ ÿäðûøåê íà ïðîìåæóòî÷íûõ
ñòàäèÿõ âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (çíà÷åíèå I∞ 2) (ãîëîâêè ñòðåëîê); ã, ç, ì — èçîáðàæåíèÿ ÿäðûøåê â ìîìåíò âûõîäà êðèâoé âîññòàíîâëåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè íà ïëàòî (çíà÷åíèå I∞)(ãîëîâêè ñòðåëîê). Â êàæäîì ñëó÷àå ïîêàçàíû ÿäðûøêè, íàõîäÿùèåñÿ â îäíîì ÿäðå. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —

1 ìêì.



äâèæíîñòè EGFP. Êðîìå òîãî, äëÿ óñêîðåíèÿ ïðîöåññà
ñêàíèðîâàíèÿ ìîíèòîðèíãîâîìó ñêàíèðîâàíèþ ïîäâåð-
ãàëñÿ òîëüêî ó÷àñòîê ROI.

Â êëåòêàõ HeLa EGFP ðàñïîëàãàëñÿ ðàâíîìåðíî â öè-
òîïëàçìå è íóêëåîïëàçìå, íî îòñóòñòâîâàë â ÿäðûøêàõ
(ðèñ 5, à). Íà ðèñ. 5, á ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå âàðèàíòû
êðèâûõ âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè EGFP ïðè 37 è
27 °Ñ. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ äîëÿ ÌÔ áåëêà EGFP ñîñòàâëÿëà
100 %, à âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ — îêîëî 150 ìñ. Äè-
íàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû EGFP íå çàâèñåëè îò ìåñòà ôîòî-
îáåñöâå÷èâàíèÿ (öèòîïëàçìà èëè íóêëåîïëàçìà). Òàêèì
îáðàçîì, ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû íà 10 °Ñ íå îêàçûâàëî
çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà äèíàìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè
EGFP â öèòîïëàçìå è íóêëåîïëàçìå êëåòîê HeLa.

Îáñóæäåíèå

Â ýêñïåðèìåíòàõ FRAP âîññòàíîâëåíèå ôëóîðåñöåí-
öèè ìàðêèðîâàííûõ áåëêîâ ÷àñòî îïèñûâàåòñÿ äâóìÿ ïà-
ðàìåòðàìè: äîëåé ÌÔ áåëêà (%) è êîýôôèöèåíòîì ýô-

ôåêòèâíîé äèôôóçèè (Dýô, ìêì2/c). Îäíàêî â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò åäèíîãî ðàñ÷åòà Dýô áåëêà, äèôôó-
çèÿ êîòîðîãî èìååò ìåñòî â òðåõìåðíûõ ñòðóêòóðàõ êëåò-
êè, âêëþ÷àÿ ÿäðûøêî. Ïîýòîìó â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå
ìû íå ðàññ÷èòûâàëè Dýô ôèáðèëëàðèíà-EGFP è ó÷èòûâà-
ëè ëèøü âðåìÿ t1/2 õèìåðíîãî áåëêà ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷è-
âàíèÿ. Ýòîò ïàðàìåòð ÿâëÿåòñÿ îäíîçíà÷íûì, âõîäèò â
ðàñ÷åò êîýôôèöèåíòîâ äèôôóçèè ïî ðàçíûì ôîðìóëàì è,
ïîäîáíî Dýô, õàðàêòåðèçóåò ñêîðîñòü îáìåííûõ ïðîöåñ-
ñîâ, ïðîèñõîäÿùèõ ñ ó÷àñòèåì èññëåäóåìîãî áåëêà.

Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ôèçèîëî-
ãè÷åñêîé òåìïåðàòóðå (37 °Ñ) óâåëè÷åíèå ïëîùàäè îáåñ-
öâå÷èâàåìîé îáëàñòè ïðèâîäèò ê ñòàòèñòè÷åñêè äîñòî-
âåðíîìó óâåëè÷åíèþ âðåìåíè t1/2 ôèáðèëëàðèíà-EGFP.
Äîëÿ åãî ÌÔ ïðè ýòîì ñíèæàåòñÿ áîëåå ÷åì â 1.5 ðàçà — ñ
60.30 � 6.58 äî 37.96 � 5.25 % (ñì. òàáëèöó).

Èçâåñòíî, ÷òî â ãîìîãåííûõ ñèñòåìàõ, â êîòîðûõ ïî-
äâèæíîñòü áåëêà â êàæäîé òî÷êå îäèíàêîâà è íåîãðàíè-
÷åííà, óâåëè÷åíèå ïëîùàäè îáëó÷àåìîé îáëàñòè ïðèâî-
äèò ê ïðîïîðöèîíàëüíîìó âîçðàñòàíèþ âðåìåíè t1/2 (Puca-
dyil, Chattopadhyay, 2007; Saxena, Chattopadhyay, 2011).
Íàïðîòèâ, åñëè îáëó÷àåìàÿ îáëàñòü íåîäíîðîäíà, óâå-
ëè÷åíèå ROI íå ïðèâåäåò ê ïðîïîðöèîíàëüíîìó óâåëè÷å-
íèþ t1/2. Äåéñòâèòåëüíî, åñëè ñðàâíèòü t1/2 ôèáðèëëàðè-
íà-EGFP äëÿ ROI äâóõ ðàçìåðîâ (0.9 è 3.2 ìêì2) ïðè îä-
íîé òåìïåðàòóðå (37 °Ñ) (ñì. òàáëèöó), òî âèäíî, ÷òî t1/2

óâåëè÷èâàåòñÿ íåïðîïîðöèîíàëüíî óâåëè÷åíèþ ïëîùàäè
ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (16/0.9 � 22/3.2). Íàáëþäàåìîå íå-
ñîîòâåòñòâèå ìîæíî îáúÿñíèòü íåñêîëüêèìè ïðè÷èíàìè:
íåðàâíîìåðíûì ðàñïðåäåëåíèåì ôèáðèëëàðèíà-EGFP
âíóòðè îáëó÷àåìîé ïëîùàäè á*îëüøåãî ðàçìåðà, ðàçëè-
÷èÿìè â äèíàìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèêàõ áåëêà â ðàçíûõ
ðàéîíàõ êðóïíîãî ROI è îáåñöâå÷èâàíèåì áîëüøåé äîëè
ìîëåêóë õèìåðíîãî áåëêà, îáùèé ïóë êîòîðûõ â êîðîò-
êèé îòðåçîê âðåìåíè íàáëþäåíèé îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè
íåèçìåííûì. Âêëàä êàæäîé èç ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ïðè-
÷èí òðåáóåò äîïîëíèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ. Îäíàêî â öåëîì
ðåçóëüòàòû, îïèñàííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, óêàçûâàþò
íà öåëåñîîáðàçíîñòü ñòàíäàðòèçàöèè è ïî âîçìîæíî-
ñòè óìåíüøåíèÿ ïëîùàäè ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ (ROI)
ïðè ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòîâ FRAP. Ïðè àíàëèçå áåë-
êîâ, ðàñïîëàãàþùèõñÿ â ÿäðûøêàõ íåðàâíîìåðíî, íåîá-
õîäèìî, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, ñòðåìèòüñÿ ê îáåñöâå÷è-
âàíèþ îäèíî÷íûõ «ôîêóñîâ» êîíöåíòðàöèè áåëêà, ãäå
åãî ðàñïîëîæåíèå, ïî îöåíêå îïåðàòîðà, ÿâëÿåòñÿ îäíî-
ðîäíûì.
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Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå äèíàìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ôèáðèëëàðè-
íà-EGFP ïðè ðàçíûõ óñëîâèÿõ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ

FRAP.

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ñ; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè, èñõîäíûé óðîâåíü êîòîðîé ïðèíÿò çà 1. Êðèâàÿ 1 — òåìïåðàòóðà
37 °Ñ, ïëîùàäü îáëó÷àåìîé îáëàñòè 0.9 ìêì2; êðèâàÿ 2 — òåìïåðàòóðà
37 °Ñ, ïëîùàäü îáëó÷àåìîé îáëàñòè 3.2 ìêì2; êðèâàÿ 3 — òåìïåðàòóðà
27 °Ñ, ïëîùàäü îáëó÷àåìîé îáëàñòè 0.9 ìêì2; âåðòèêàëüíûå îòðåçêè —
ñðåäíåå êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå, èíòåðâàë ñêàíèðîâàíèÿ — 2 ñ. ×èñëî
èçìåíåíèé äëÿ ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé óêàçàíî â òàáëèöå.

Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ (à) è ïîäâèæíîñòü áåëêà EGFP (á) â êëåòêàõ HeLa ïðè 37 è 27 °Ñ.

à — EGFP ëîêàëèçóåòñÿ â öèòîïëàçìå è íóêëåîïëàçìå è ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò â ÿäðûøêàõ, ß — ÿäðî, ßê — ÿäðûøêî; ïîäâèæíîñòè EGFP â íóêëå-
îïëàçìå è â öèòîïëàçìå íå ðàçëè÷àþòñÿ. á: ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ñ; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, îòí. åä.; ïîêàçàíû êðèâûå âîñ-

ñòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè EGFP ïðè 37 °Ñ (÷åðíàÿ) è 27 °Ñ (ñåðàÿ). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 1 ìêì.



Äðóãèì ïàðàìåòðîì, êîòîðûé ìîæåò âëèÿòü íà îöåíêó
äèíàìè÷åñêèõ ñâîéñòâ áåëêîâ ÿäðûøêà â æèâûõ êëåòêàõ,
ÿâëÿþòñÿ òåìïåðàòóðíûå óñëîâèÿ ïîñòàíîâêè ýêñïåðè-
ìåíòà. Íàøè íàáëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ñíèæåíèå òåìïå-
ðàòóðû íà 10 °Ñ îòíîñèòåëüíî ôèçèîëîãè÷åñêîé òåìïå-
ðàòóðû (37 °C) ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ äîëè ÌÔ ôèáðèë-
ëàðèíà-EGFP è óâåëè÷åíèþ âðåìåíè t1/2 (ñì. òàáëèöó).
Òàê, ïðè ïîíèæåíèè òåìïåðàòóðû äî 27 °Ñ äîëÿ ÌÔ ôèá-
ðèëëàðèíà-EGFP ñíèæàëàñü ñ 60.30 äî 50.26 %, à
âðåìÿ t1/2 óâåëè÷èâàëîñü ñ 16 äî 21 ñ. Ýòè èçìåíåíèÿ
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îêîëî 10 % ÌÔ ôèáðèëëàðè-
íà (60.30—50.26) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òåìïåðàòóðî÷óâñò-
âèòåëüíóþ ôðàêöèþ áåëêà. Âîçìîæíî, ÷òî òåìïåðàòó-
ðî-÷óâñòâèòåëüíûå ìîëåêóëû ôèáðèëëàðèíà ó÷àñòâóþò â
ýíçèìàòè÷åñêèõ ïðîöåññàõ (íàïðèìåð, ïðîöåññèíãå
ïðå-ðÐÍÊ), ñêîðîñòü êîòîðûõ, ïîäîáíî áîëüøèíñòâó ýí-
çèìàòè÷åñêèõ ðåàêöèé, ñíèæàåòñÿ ïðè ïîíèæåíèè òåìïå-
ðàòóðû.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè
íåñêîëüêèõ îñíîâíûõ ôðàêöèé áåëêà ÿäðûøêà ôèáðèëëà-
ðèíà â êëåòêàõ HeLa. 1. Ìîáèëüíàÿ (ñâîáîäíî äèôôóíäè-
ðóþùàÿ) ôðàêöèÿ, êîòîðàÿ íå ÿâëÿåòñÿ òåìïåðàòóðî÷óâñò-
âèòåëüíîé. Åå äîëÿ ñîñòàâëÿåò îêîëî 50 % îò îáùåãî ïóëà
áåëêà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòà ôðàêöèÿ âðåìåííî
íå íåñåò ôèçèîëîãè÷åñêîé íàãðóçêè è ñîñòàâëÿåò çàïàñ-
íîé ïóë áåëêà. 2. Ìîáèëüíàÿ, íî òåìïåðàòóðî÷óâñòâè-
òåëüíàÿ ôðàêöèÿ ôèáðèëëàðèíà. Åå äîëÿ ñîñòàâëÿåò îêîëî
10 %. Ýòà ôðàêöèÿ ìîæåò áûòü âîâëå÷åíà â ýíçèìàòè÷å-
ñêèå ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå ñ ó÷àñòèåì ôèáðèëëàðèíà.
3. Íåìîáèëüíàÿ (èììîáèëèçîâàííàÿ) ôðàêöèÿ ôèáðèëëà-
ðèíà. Åå ñîäåðæàíèå ñîñòàâëÿåò îêîëî 40 %. Âûñêàçàíî
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî íåìîáèëüíàÿ ôðàêöèÿ ôèáðèë-
ëàðèíà èãðàåò ñòðóêòóðíóþ ðîëü (Snaar et al., 2000).

Â çàêëþ÷åíèå õîòåëîñü áû åùå ðàç îòìåòèòü, ÷òî ìå-
òîä FRAP â ñî÷åòàíèè ñ EGFP-ìàðêèðîâàíèåì áåëêîâ è
êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèåé — ýòî øèðîêî èñ-
ïîëüçóåìûé ïîäõîä äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ áåëêîâ â æèâûõ
êëåòêàõ. Îäíàêî äëÿ ïîëó÷åíèÿ âîñïðîèçâîäèìûõ è ñîïî-
ñòàâèìûõ ðåçóëüòàòîâ íåîáõîäèìà ñòàíäàðòèçàöèÿ óñëî-
âèé åãî ïðèìåíåíèÿ. Âàæíîñòü ñòàíäàðòèçàöèè óñëîâèé
ïðîâåäåíèÿ FRAP îòìå÷àëàñü òàêæå äðóãèìè àâòîðàìè
ïðè àíàëèçå äèíàìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ áåëêîâ (Meyvis et al., 1999; Klonis et al., 2002; Car-
rero et al., 2003; Sprague et al., 2004; Stasevich et al., 2010).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðèìåðå áåëêà ÿäðûøêà ôèáðèë-
ëàðèíà ïðîäåìîíñòðèðîâàíî çíà÷èìîå âëèÿíèå òåìïåðà-
òóðíûõ óñëîâèé è ïëîùàäè îáëó÷àåìîé îáëàñòè íà äîëþ
ÌÔ è âðåìÿ ïîëóâîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ôèáðèë-
ëàðèíà-EGFP â êëåòêàõ HeLa.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÃÊ
¹ 14.740.11.0121 è 14.740.11.0171.
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PARAMETERS WHICH AFFECT THE ESTIMATION OF PROTEIN MOBILITY

BY METHOD FRAP IN LIVING CELLS ON THE EXAMPLE OF PROTEIN FIBRILLARIN
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Method FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) in combination with confocal laser scanning
microscopy represents one of the principal approaches in studying the properties of proteins in living mammal
cells. However, the data of different authors on the dynamic properties of the same protein and even in cells of
the same type can differ greatly. The reasons of such discrepancies were not specifically analyzed yet. In the
present work, on the example of the nucleolar protein fibrillarin fused to EGFP, was studied the impact of area
of the region of interest (ROI) and temperature conditions on the main dynamic characteristics of the protein,
such as mobile fraction and time for half-time of fluorescence recovery after photobleaching (t1/2). Obtained re-
sults suggest that both parameters have a great impact on the estimation of mobile properties of fibrillarin-EGFP
in HeLa cells. Was concluded that during FRAP experiments the area of ROI has to be standardized and, as po-
ssible, minimized. Moreover, analyzing the dynamic properties of the nucleolar proteins, which take part in the
temperature-sensitive reactions, the standard temperature conditions should also be standardized.

K e y w o r d s: FRAP, fibrillarin, mobile fraction, half-time of recovery (t1/2), area of bleaching, temperatu-
re conditions.
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