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ВВЕДЕНИЕ

В клеточном цикле (КЦ) можно выделить два
определяющих этапа. Один из них – митоз, во
время которого происходят заметные структур&
ные изменения, вызванные равным распределе&
нием между дочерними клетками ядерной ДНК,
упакованной в хромосомы. Название “хромосо&
ма” связано со способностью этих структур ин&
тенсивно окрашиваться цитологическими краси&
телями, что вкупе с их достаточно крупными раз&

мерами уже долгое время определяет
плодотворность исследований хромосом, в
первую очередь различными микроскопически&
ми методами. Второй важный и масштабный про&
цесс – репликация ДНК, проходящий без види&
мых структурных изменений. Именно этот этап
связывает воедино периоды КЦ и определяет
успешность непрерывной передачи идентичной
наследственной информации в ряду поколений.

Безусловно, что возможность оперативной ви&
зуализации клеток, находящихся в периоде ре&
пликации ядерной ДНК (S&периоде/S&фазе КЦ),
важна для различных областей биологии и фи&
зиологии клетки, в том числе при изучении регу&
ляции КЦ, в исследованиях ответа клеток на
стрессорные факторы, в скрининге ингибиторов
репликации ДНК и т.д.

Известно, что клетка требует сбалансирован&
ного снабжения всеми четырьмя дезоксирибону&
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клеозидтрифосфатами – непосредственными
предшественниками синтеза ДНК [1]. Тимин –
уникальное для ДНК азотистое основание, по&
этому его нуклеотиды вовлекаются в построение
только этой макромолекулы, но использование
каким&либо способом маркированного дТТФ для
выявления синтеза ДНК в живых клетках, в том
числе клетках растений, затруднительно из&за
плохой проницаемости плазмалеммы для нуклео&
зидфосфатов. Однако нуклеозиды, в том числе
тимидин (дТ), легко попадают в клетку с помо&
щью соответствующих транспортеров [2]. Посту&
пив в клетку, дТ фосфорилируется специфиче&
ской тимидинкиназой (ТК; КФ 2.7.1.21) либо
дезоксирибонуклеозидкиназой (КФ 2.7.1.145) с
образованием дТМФ и далее в процессе последо&
вательных киназных реакций образуется дТТФ –
субстрат для ДНК&полимеразной реакции.

Классический метод выявления клеток, нахо&
дящихся в S&периоде, связан с использованием
меченного тритием тимидина с последующей ра&
диоавтографической детекцией включившегося в
ДНК предшественника [3]. Этот метод активно
применялся в течение полувека, и на его счету ос&
новные открытия в клеточной кинетике и иссле&
дованиях КЦ. Тем не менее, радиоавтографиче&
ская детекция включившегося в ДНК предше&
ственника достаточно трудоемка и занимает
продолжительное время (до нескольких недель
экспозиции препаратов под фотоэмульсией).
Кроме того, было желание заменить радиоактив&
ный нуклеозид более безопасными соединения&
ми. На помощь пришли 5&галоид&замещенные
аналоги дТ, такие как 5&бром&2'&дезоксиуридин
(BrdU) и 5&йод&2'&дезоксиуридин. Аналоги дТ,
как правило, легко транспортируются в клетку и
вовлекаются в метаболизм дезоксирибонуклео&
зидкиназами и/или ТК. После включения анало&
гов дТ в ДНК их выявляют с помощью специфич&
ных моноклональных антител. Метод занимает
значительно меньше времени, чем радиоавтогра&
фия, но имеет следующие недостатки: (1) требует&
ся денатурация ДНК (соляной кислотой, форма&
мидом, нагреванием и т.п.) для взаимодействия
эпитопов 5&галоид&замещенных аналогов дТ с
антителами, что нарушает структуру ДНК и анти&
генные свойства ядра и клетки; (2) антитела плохо
проникают в объемные образцы, и особое пре&
пятствие для антител создает клеточная стенка
растений, которую необходимо разрушать [4–6].

В последние годы было предложено [4] и ак&
тивно расширяется применение аналога дТ –
5&этинил&2'&дезоксиуридина (EdU) – для выявле&
ния клеток, реплицирующих ДНК. После
включения в ДНК этот предшественник легко
обнаруживается в клик&реакции (реакции, пред&

назначенной для быстрого и надежного получе&
ния новых молекул путем соединения отдельных
элементов) азид&алкинового циклоприсоедине&
ния, катализируемой Cu(I), впервые описанной
в 2002 г. в работах двух независимых групп экспе&
риментаторов [7, 8]. Терминальная алкиновая
группа EdU реагирует с азидами флюорохромов
(например с азидом Alexa Fluor 488), формируя
стабильные ковалентные связи. Этот метод не
требует жесткой денатурации ДНК, разрушения
клеточной стенки, дополнительной пермеабили&
зации плазмалеммы и ядерной мембраны и позво&
ляет сократить время процедуры выявления кле&
ток, реплицирующих ДНК, по крайней мере, в три
раза по сравнению с протоколом, использующим
BrdU и иммунодетекцию [4–6].

После работы Vanstraelen с соавт. [9], в которой
применяли 24&часовую экспозицию корней Ara:
bidopsis с EdU для выяснения роли гена CCS52A2 в
функционировании покоящегося центра мери&
стемы корня, в 2010 г. появилась первая подроб&
ная статья Kotogány с соавт. [5] о методах исполь&
зования EdU в сочетании с клик&реакцией для
мониторинга S&периода КЦ в меристемах корней
и культивируемых in vitro клетках с применением
микроскопии и проточной цитометрии. В обзоре
2014 г. [10] были кратко проанализированы имею&
щиеся к настоящему времени 20 публикаций, в
которых репликацию ДНК в клетках и тканях
растений выявляли с помощью EdU с последую&
щей клик&реакцией с азидами флюорохромов.
Большинство работ было посвящено анализу до&
ли S&фазных клеток в различных тканях; измене&
нию репликации ДНК в мутантных и трансген&
ных растениях; характеристике “образа” репли&
кации на уровне хромосом и хроматина.

Безусловно, практика использования EdU в
экспериментальной биологии растений будет
расширяться. В связи с этим в настоящем иссле&
довании мы сосредоточили внимание на методи&
ческих деталях имеющихся и модифицированных
протоколов, а также попытались дополнить воз&
можные области применения EdU в клик&реак&
ции с азидами флюорохромов для физиологии и
биохимии клеток растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. Суспензионные куль&
туры клеток Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. двух
генотипов: дикого типа Col&0 (экотип Columbia) и
мутанта ein2:1 (EIN2 – один из компонентов пути
передачи сигнала этилена), были получены из
каллусов листового происхождения. Культуры
клеток выращивали в среде Schenk и Hildebrandt
(SH) [11] с 3% сахарозы, 1 мг/л 2,4&Д и 0.1 мг/л ки&
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нетина в стеклянных колбах в темноте при темпе&
ратуре 26°С и постоянном перемешивании
(120 качаний/мин). Период субкультивирования–
10 дней. Семена растений Col&0 [N1092] и ein2:1
[N3071] были предоставлены Nottingham Arabi:
dopsis Stock Centre (NASC, Великобритания).

Штамм Synechocystis sp. PCC 6803 GT был лю&
безно предоставлен Dr. N. Murata (National Insti&
tute for Basic Biology, Okazaki, Япония). Его выра&
щивали на среде BG11 [12], в которую добавляли
необходимое количество 20 мМ Hepes&NaOH до
pH 7.6. Штамм Chlamydomonas reinhardtii 137С+
IPPAS L&1014 выращивали на среде TAP [13].
Культивировали водоросли в 300&миллилитровых
колбах в 80 мл среды при температуре 25°С, по&
стоянном перемешивании (70 качаний/мин) и
постоянном освещении люминесцентными лам&
пами интенсивностью 35 мкмоль фотонов/(м2 с).

Семена Vigna radiata L. сорта Berken промыва&
ли, замачивали в теплой воде на 1 ч, снимали се&
менную кожуру и проращивали в течение суток в
темноте при 25°С в ячейках 12&луночной плашки
в небольшом объеме воды, покрывавшем не бо&
лее половины семени.

Инкубация с EdU и фиксация клеток и тканей. В
логарифмической фазе роста (3–5&е сутки) отби&
рали аликвоты суспензионных культур клеток
Arabidopsis и добавляли 10–20 мкМ EdU (“Invitro&
gen”, кат. № A10044) из 10 мМ раствора в диме&
тилсульфоксиде (ДМСО). Клетки инкубировали
при 26°С на шейкере (120 качаний/мин): для вы&
явления S&фазных клеток – в течение 30–
120 мин, для определения пула клеток, способ&
ных к репликации ДНК, – в течение 2–3 суток.
Клетки водорослей и цианобактерий отбирали на
третьи сутки культивирования и инкубировали
2 ч с 20 мкМ EdU. К проращиваемым семенам
Vigna radiata EdU (10 мкМ) добавляли на сутки
сразу же после снятия семенной кожуры.

Если инкубацию с EdU проводили непродол&
жительное время, то его включение в синтезиру&
ющуюся ДНК останавливали добавлением
200 мкМ тимидина (дТ, “Sigma&Aldrich”,
кат. T9250) в виде водного 10 мМ раствора.
Клетки выдерживали с дТ 5 мин и либо фиксиро&
вали, либо выделяли из них протопласты (см. ни&
же). В качестве фиксатора для клеток Arabidopsis
применяли 4% формалин (использовали забуфе&
ренный 10% раствор “Sigma&Aldrich”, кат.
№ HT50:1:1) в PBS (2.7 мМ KCl, 1.47 мМ
KH2PO4, 137 мМ NaCl, 8 мМ Na2HPO4, pH 7.4) с
0.1% Triton X&100. Водоросли фиксировали
4% формалином в PBS без Triton X&100, либо в
70% холодном метаноле. Корешки Vigna выдер&
живали 1 ч в 0.05% водном растворе колхицина
(“Sigma&Aldrich”, кат. № C3915), затем 1 ч во льду

и фиксировали в смеси метанола и пропионовой
кислоты (3 : 1).

Выделение и фиксация протопластов. В стек&
лянных 100&миллилитровых стаканах смешивали
равные объемы суспензии клеток (обычно 5 мл) и
подогретого до 28°С раствора, содержащего мак&
росоли среды SH, 0.8 М сорбита, 8 мМ CaCl2,
25 мМ Mes&KOH (pH 5.7), 2% целлюлазы Onozuka
R10 (“Kinki Yakult”, Япония), 0.3% пектиназы
Macerozyme R10 (“Kinki Yakult”), 0.8% гемицел&
люлазы Driselase (“Fluka”). Раствор ферментов
готовили заранее, осветляли центрифугировани&
ем и замораживали. Протопласты выделяли при
26°С на шейкере (120 качаний/мин) в течение
1.0–1.5 ч.

Суспензию протопластов пропускали через
нейлоновую сетку с ячейками 40 мкм и переноси&
ли в 10&миллилитровые пластиковые пробирки.
Протопласты осаждали центрифугированием при
100 g в течение 5 мин в бакет&роторе при комнат&
ной температуре, осадок протопластов ресуспен&
дировали в 10 мл 0.5 М сорбита с 2.5 мМ CaCl2

(Сорб&Ca) выдерживали 5 мин и центрифугиро&
вали (100 g, 5 мин), отмывку повторяли, к осадку
добавляли Сорб&Ca до 1.5 мл, суспензию по кап&
лям добавляли к 3.5 мл холодного (4°С) метанола
в 5&миллилитровые пробирки и выдерживали 20–
30 мин. 

Фиксированные в 70% метаноле протопласты
хранятся при 4°С в течение 2–3 недель. Прото&
пласты можно фиксировать 3–4% раствором
формальдегида. Для этого к 2 мл суспензии про&
топластов в Сорб&Ca добавляли 2 мл двукратного
фиксатора, приготовленного следующим обра&
зом: в 5 мл дистиллированной воды растворяли
1.82 г сорбита, добавляли 2 мл Mops (0.5 М,
рН 7.0), 4 мл 36.5% формальдегида (“Sigma&Ald&
rich”, кат. № F8775), 100 мкл 1 М MgCl2 и доводи&
ли объем до 20 мл. Фиксировали протопласты не
менее 15 мин. В формалиновом фиксаторе прото&
пласты можно хранить при 4°С в течение недели,
при необходимости длительного хранения их сле&
дует перевести в 70% метанол.

Основной протокол выявления включившегося в
ДНК EdU при помощи клик�реакции с азидом Alexa
Fluor 488. Включение EdU выявляли при помощи
реакции с азидом Alexa Fluor 488, хотя в настоя&
щее время коммерчески доступны и азиды других
флюорохромов, перекрывающие весь видимый
спектр и пригодные для многоцветного мечения
клеток.

В стандартном протоколе для детекции EdU
мы использовали Click&iT EdU Alexa Fluor 488
HCS assay (“Invitrogen”, кат. № C10350). Фикси&
рованные клетки Arabidopsis три раза отмывали в
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PBS и оставляли по 20–30 мкл упакованного объ&
ема клеток в пробирках Eppendorf. В каждую про&
бирку добавляли по 150 мкл реакционной смеси,
собранной в соответствии с рекомендациями
фирмы&производителя в следующей последова&
тельности: 113.3 мкл H2O + 15 мкл 10× буфера ре&
акции (компонент C) + 6 мкл CuSO4 (компонент
D) + 0.7 мкл азида Alexa Fluor 488 (компонент B)
+ 15 мкл однократного buffer additive (компонент
E; замороженный 10× раствор разводили водой
непосредственно перед окраской). Реакционная
смесь не хранится и должна быть использована
сразу после приготовления. Отметим, во&первых,
что мы увеличили количество флюорохрома в
2 раза (здесь возможна оптимизация) и, во&вто&
рых, во многих публикациях ссылаются на прото&
кол Kotogány с соавт. [5], однако следует обратить
внимание, что в этом тексте [5] перепутаны на&
звания и буквенные обозначения компонентов,
тогда как последовательность их добавления
очень важна.

Клетки после клик&реакции (экспозиция
30 мин при комнатной температуре в темноте)
промывали 200 мкл компонента F или PBS с 2 мМ
азидом натрия, затем 1 мл PBS и для окраски ядер
PBS – со 100 нг/мл DAPI (4',6&диамидино&2&фе&
нилиндол, “Sigma&Aldrich”, кат. № D9542) из
сток&раствора (250 мкг/мл в воде). Окрашенные
клетки можно хранить при 4°С несколько дней.

Клик&реакция катализируется ионами Cu(I),
которые могут легко образовываться при исполь&
зовании CuSO4 в присутствии редуцирующих
агентов, таких как аскорбат натрия. Поэтому кро&
ме реакционного коктейля, предлагаемого “Invit&
rogen”, мы дополнительно применяли еще две
композиции в качестве среды для клик&реакции.

Среда 1. Модифицированная реакционная
среда Salic и Mitchison [4]: вода (до необходимого
финального объем) + 100 мМ Tris&HCl (pH 8.0) +
+ 2 мМ CuSO4 + 5 мкМ азида Alexa Fluor 488 (“In&
vitrogen”, кат. № A10266) из 1 мМ сток&раствора
в ДМСО + 100 мМ аскорбата натрия (“Sigma&Ald&
rich”, кат. № A7631) из 0.5 М свежеприготовлен&
ного раствора.

Среда 2. PBS (до необходимого финального
объема) + 2 мМ CuSO4 + 5 мкМ азида Alexa Fluor
488 + 100 мМ аскорбата натрия.

Отметим, что соблюдение очередности добав&
ления компонентов и использование свежепри&
готовленных растворов – важные факторы
успешной реакции. Ощутимых различий в окрас&
ке при использовании коммерческого набора
“Invitrogen” и предлагаемых реакционных сред 1
и 2 мы не наблюдали. Выбор зависит от совмести&

мости последующих после окраски процедур с
той или иной буферной системой.

Протокол для протопластов. Фиксированные в
метаноле или формалине протопласты два раза
отмывали в 0.5 М сорбите без кальция, центрифу&
гируя по 7–10 мин при 100 g, затем промывали в
PBS c 0.1% Triton X&100 и PBS (между центрифу&
гированиями протопласты инкубировали по
10 мин), к осадку добавляли 1 мл PBS, суспензию
переносили в 1.5&миллилитровые пробирки Ep&
pendorf, центрифугировали и к 20–30 мкл осадка
добавляли 150 мкл реакционной смеси для клик&
реакции. Спустя 30 мин протопласты вновь цен&
трифугировали, промывали 200 мкл компонента
F или PBS с 2 мМ азидом натрия, затем избытком
PBS и 1 мл PBS с одним из флюорохромов, окра&
шивающих ДНК: 100 нг/мл DAPI; 5 мкг/мл PI
(пропидиум йодид, “Fluka”, кат. № 81845) из
сток&раствора 1 мг/мл в воде с 0.1% азидом на&
трия; 25 мкг/мл MMC (митрамицин A, “Serva”,
кат. № 29803.01) из сток&раствора 2.5 мг/мл в во&
де с 10 мМ MgCl2 и 0.1% азидом натрия; 15 мкг/мл
7&AAD (7&аминоактиномицин D, “Molecular
Probes”, кат. № A1310) из сток&раствора
500 мкг/мл в ДМСО. Ядра достаточно окраши&
вать 10–20 мин, но можно оставлять при 4°С на
2–3 суток.

Протокол для протопластов с РНКазной обра�
боткой. Концентрированный раствор РНКазы го&
товили следующим образом: РНКазу А (“Sigma&
Aldrich”, кат. № R5500) в концентрации 10 мг/мл
растворяли в 10 мМ Tris&HCl (pH 7.6) c 15 мМ
NaCl и прогревали 20 мин при 95°С. Затем рас&
твор медленно охлаждали до комнатной темпера&
туры, центрифугировали при 10000 g, разливали
по 200 мкл в 0.5&миллилитровые пробирки Ep&
pendorf и замораживали.

Фиксированные протопласты центрифугиро&
вали 10 мин при 100 g, удаляли фиксатор, добав&
ляли к осадку 5 мл 0.5 М сорбита без кальция, ин&
кубировали 20 мин (периодически суспензию
протопластов аккуратно перемешивали), цен&
трифугировали 10 мин при 120 g, повторяли про&
мывку 0.5 М сорбитом. Затем удаляли сорбит, к
осадку протопластов добавляли 4 мл PBS с 0.5%
Triton X&100 и инкубировали 30 мин. Протопла&
сты центрифугировали 10 мин при 200 g, промы&
вали PBS, к осадку добавляли 0.5 мл раствора
РНКазы (в теплый PBS (37°С) с 2.5 мМ ЭДТА&Na
вносили необходимое количество сток&раствора
РНКазы до конечной концентрации 100 мкг/мл)
и затем инкубировали 1 ч при 37°С. После обра&
ботки РНКазой протопласты осаждали (10 мин
200 g), два раза промывали PBS и переносили в
1.5&миллилитровые пробирки и оставляли по 30–
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50 мкл упакованного объема протопластов. Далее
добавляли 150 мкл реакционной смеси для клик&
реакции. Спустя 30 мин протопласты центрифу&
гировали, промывали 200 мкл компонента F или
PBS с 2 мМ азидом натрия, затем PBS и 1 мл PBS
с флюорохромами: 100 нг/мл DAPI или 5 мкг/мл
PI (10 мкг/мл PI для проточной цитометрии).

Выявление включившегося в ДНК EdU в клет�
ках водорослей и корешках Vigna. Фиксированные
клетки водорослей осаждали (3 мин при 2000 g),
инкубировали 10 мин в 70% метаноле, центрифу&
гировали, промывали дважды по 10 мин 70% ме&
танолом и дважды PBS, затем инкубировали в
PBS c 0.1% Triton X&100, отмывали PBS и перено&
сили в 1.5& миллилитровые пробирки. К 30–
50 мкл осадка клеток добавляли 200 мкл реакци&
онной среды (композиция 1 на Tris&буфере), инку&
бировали 30 мин в темноте. Далее клетки промы&
вали PBS с 2 мМ азида натрия и PBS, затем к осад&
ку добавляли 80% холодный ацетон и
выдерживали 10 мин, центрифугировали, удаляли
ацетон и повторяли процедуру еще 2 раза. После
промывки PBS клетки окрашивали DAPI
(100 нг/мл в PBS).

Фиксированные корешки Vigna два раза отмы&
вали 70% метанолом (по 10 мин), затем водой и
1.5 ч инкубировали в 45% уксусной кислоте. Да&
лее материал дважды отмывали водой, PBS, вы&
держивали 20 мин в PBS с 0.2% Triton X&100, про&
мывали два раза PBS и проводили в течение 1 ч
клик&реакцию с азидом Alexa Fluor 488 в
реакционной среде с PBS (композиция 2). После
промывок в PBS c 2 мМ азида натрия и PBS ко&
решки окрашивали DAPI и готовили давленые
препараты.

Флюоресцентная микроскопия и проточная ци�
тометрия. Непосредственно перед микроскопи&
ческим анализом протопласты, клетки и ткани
отмывали PBS от избытка флюорохромов (DAPI,
PI, MMC, 7&AAD). В работе использовали микро&
скоп Univar (“Reichert&Jung”, Австрия) с цифровой
камерой Canon PowerShot G6 и блоками фильтров:
42 (Ex 18 × 2 UG1; отражение до 420 нм; поглоще&
ние 18 × 3 KV 418/VG) для DAPI; 45 (Ex 18 × 2 BG3;
отражение до 450 нм; поглощение 18 × 3 KV
418/VG) для MMC; 51 (Ex 18 × 4 VG9; отражение
до 510 нм; поглощение 18 × 3 RG645/VG) для Al&
exa Fluor 488, PI и 7&AAD. Микроскоп Axio Imager
Z2 (“Zeiss”, Германия) с цифровой камерой Axio&
Cam MR и блоками фильтров: 44 (Ex BP 475/40;
Em BP 530/50) для Alexa Fluor 488; 02 (Ex G365;
Em LP420) для DAPI; 43 (Ex BP 550/25 HE; Em BP
605/70 HE) для PI. Изображения обрабатывали в
программе AxioVision 4.8.

Для двухпараметрического анализа флюорес&
ценции протопластов окрашенных PI и Alexa Flu&
or 488 использовали проточный цитометр Guava
easyCyte 6HT (“Merck Millipore”, Германия) с ка&
пилляром внутреннего диаметра 100 мкм, воз&
буждающим аргон&ионным лазером 488 нм, дву&
мя детекторами (525/30 нм для Alexa Fluor 488 и
680/30 нм для PI) и программным обеспечением
InCyte.

Определение динамики фосфорилирования EdU
в культуре клеток Arabidopsis. Данный протокол ос&
нован на методике Wolcott и Colacino [14], где ис&
пользовали свойство ионов La осаждать фосфаты,
в том числе и нуклеозидфосфаты, для определения
in vitro тимидинкиназной активности с радиоак&
тивными субстратами. Перед экспериментом
суспензию клеток Arabidopsis Col&0 в логарифми&
ческой фазе роста пропускали через сито с ячей&
ками 1–2 мм в широкий стакан и помещали на
магнитную мешалку.

Отбор и фиксация проб. Два миллилитра сус&
пензии клеток с помощью вакуумного насоса
фильтровали через стекловолоконный фильтр
GF/C (“Whatman”, кат. № 1822:021), закреплен&
ный в разъемном тефлоновом фильтродержателе
на колбе Бунзена. Сырую массу клеток, сформи&
ровавшуюся на фильтре в виде “таблетки”, быст&
ро помещали на латунный столик, охлаждаемый
жидким азотом. Замороженную массу клеток пе&
реносили в полипропиленовую пробирку с филь&
трующей вставкой с порами 10 мкм (VectaSpin Mi&
cro, “Whatman”, кат. № 6838:0002), затем про&
бирку помещали в морозильник (–20°С).
Несколько отфильтрованных проб без заморажи&
вания (до и после окончания эксперимента) взве&
шивали для определения равномерности отбора.

Эксперимент. В стакан с перемешиваемой сус&
пензией клеток добавляли 25 мкМ EdU. Через 2,
4, 6, 8 мин отбирали по 2 мл суспензии, фильтро&
вали, как описано выше, и до формирования на
фильтре плотного осадка клетки промывали 2 мл
1 мМ дТ. Далее – по протоколу отбора и фиксации
проб. Повторный эксперимент проводили через
40 мин на суспензии клеток, параллельно культи&
вируемой в другой колбе.

Пробирки VectaSpin с замороженной массой
клеток оттаивали при 4°С, затем центрифугиро&
вали при 1500 g 30 мин (при 4°С), и отфильтро&
ванный клеточный сок переносили в предвари&
тельно взвешенные 1.5&миллилитровые пробир&
ки Eppendorf. После определения количества
клеточного сока его объем выравнивали холод&
ной деионизованной водой, затем добавляли рав&
ное количество 200 мМ Tris&HCl (pH 8.0) c 10 мМ
NaF и по 200 мкл реакционной среды (компози&
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ция 1 на Tris&буфере). Через 30 мин в пробирки
добавляли необходимый объем 100 мМ раствора
дТМФ (в качестве балластного нуклеозидфосфа&
та) до концентрации 5 мМ, затем 1 мл 100 мМ рас&
твора LaCl3 с 5 мМ триэтаноламином. Образцы
тщательно перемешивали и центрифугировали 10
мин при 1500 g. Осадки промывали 1 мл LaCl3,
растворяли в 200 мкл 0.05 М HCl и раствор пере&
носили в лунки 96&луночной плашки с плоским
дном. Интенсивность флюоресценции Alexa Flu&
or 488, ковалентно связавшейся с EdU&фосфата&
ми, определяли с помощью Typhoon Trio+ Imager
(“GE Healthcare Life Sciences”, Швеция) при Ex
480 и Em BP 520/40. В качестве контроля исполь&
зовали клик&реакцию с клеточным соком без ин&
кубации клеток с EdU.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Наличие ТК определяет фосфорилирование
и включение EdU в реплицирующуюся ДНК

Как уже отмечалось, для включения EdU в мо&
лекулу реплицирующейся ДНК необходимо на&
личие фосфорилирующих его ферментов – ТК
или дезоксирибонуклеозидкиназы, которые от&
сутствуют у многих морских и пресноводных ци&
анобактерий [15, 16]. Например, чтобы выявить
асинхронность репликации мультикопийных
хромосом Synechococcus elongatus PCC 7942 Wa&
tanabe с соавт. [16] сконструировали штамм S.
7942TK, экспрессирующий ген TK вируса герпеса.
Клетки штамма S. 7942TK были способны вклю&
чать BrdU (аналог дТ) в реплицирующиеся моле&
кулы ДНК, затем включение BrdU выявляли с по&
мощью специфичных антител. Выявление и суб&
клеточная локализация репликации ДНК, но уже
с помощью EdU, в клетках Schizosaccharomyces
pombe также были сопряжены с необходимостью
конструирования штамма, экспрессирующего
ген ТК вируса герпеса и ген hENT1, кодирующий
транспортер нуклеозидов. Для гипертермофиль&
ных архей Sulfolobus sp. применение EdU для мо&
ниторинга репликации ДНК стало возможным
после получения штаммов, экспрессирующих ТК
другого рода термоустойчивых архей [17, 18].

В нашей работе мы исследовали возможность
включения EdU в ДНК хорошо известного мо&
дельного штамма Synechocystis sp. PCC 6803 GT,
геном которого не содержит ген ТК. После 2 ч ин&
кубации с 20 мкМ EdU, фиксации (в метаноле
или формалине), клик&реакции с азидом Alexa
Fluor 488 и дополнительного удаления хлорофил&
ла и других пигментов ацетоном не было обнару&
жено ни одной “EdU&позитивной” клетки Syn:
echocystis (рис. 1а–1в).

В отличие от цианобактерий многие однокле&
точные зеленые водоросли вооружены ТК, в том
числе Chlamydomonas reinhardtii, из клеток кото&
рой этот фермент был выделен [19].

С помощью флюоресцентной микроскопии мы
выявили 5–6% “EdU&позитивных” клеток C. rein:
hardtii (рис. 1д) после 2 ч инкубации с 20 мкМ EdU
и последующей клик&реакции с азидом Alexa Fluor
488. При этом отметим, что культуру не синхрони&
зировали и культивировали при слабой интенсив&
ности света. Из&за большого содержания зеленых
пигментов фиксация в метаноле и промывка в ме&
таноле недостаточны для выявления включения
EdU. Только дополнительная трехкратная обра&
ботка холодным ацетоном позволила обнаружить
сигнал Alexa Fluor 488 в клетках C. reinhardtii.

Таким образом, инкубацию клеток цианобак&
терий и зеленых водорослей с EdU с последую&
щей клик&реакцией с азидами флюорохромов
можно применять не только для выявления кле&
ток, реплицирующих ДНК, но и как экспресс&
тест на наличие ТК и/или дезоксирибонуклео&
зидкиназы в исследуемых организмах. Это может
быть полезным первичным признаком при их си&
стематике. Кроме того, следует отметить устойчи&
вость к обработке ацетоном присоединенной к
ДНК метки Alexa Fluor 488.

Успешное полувековое использование дТ и его
аналогов в исследованиях КЦ и репликации ДНК
у высших растений указывает на безусловное на&
личие у этих организмов ферментов, фосфорили&
рующих дТ. Тем не менее, ТК растений свое при&
знание получила не сразу. Ранние работы Hotta и
Stern [20] на микроспорах Lilium longiflorum пока&
зали, что активность ТК появлялась незадолго до
синтеза ДНК и совпадала с нарастанием пула дез&
оксирибонуклеозидфосфатов и индуцировалась
дТ. Затем функционирование ТК в клетках расте&
ний подвергли сомнению [21] и предположили,
что за фосфорилирование дТ отвечает нуклеозид&
фосфотрансфераза (КФ 2.7.1.77). В дальнейшем
удалось выделить и очистить ТК из кормовых бо&
бов [22] и уже совсем недавно идентифицировать
в геноме Arabidopsis два гена TK [23].

Опыт показал, что при анализе количества S&
фазных клеток в экспериментах с большим чис&
лом вариантов (например, при изучении влияния
каких&либо эффекторов на КЦ) и коротких экс&
позициях с EdU необходимо останавливать его
включение в ДНК, инкубируя клетки и ткани c
избытком дТ. Конкурентное ингибирование дТ
включения EdU в ДНК мы продемонстрировали
на культивируемых клетках Arabidopsis Col&0
(рис. 1е). В варианте с предварительной 10&ми&
нутной экспозицией с дТ (400 мкМ) и затем 30&
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минутной инкубацией с EdU (20 мкМ) с последу&
ющим выделением протопластов (1.5 ч) не было
выявлено S&фазных клеток. Если дТ добавляли к
клеткам после 30&минутной инкубации с EdU, то
выявляли 4% S&фазных клеток, а без добавления
дТ их количество возрастало до 10%, т.е. в процес&
се выделения протопластов клетки продолжали
синтезировать ДНК.

Поскольку фосфорилирование EdU необходи&
мо для его включения в ДНК, мы предлагаем ис&
пользовать этот аналог дТ для изучения динами&
ки фосфорилирования дезоксирибонуклеозидов
в клетках in vivo. Сущность метода состоит в инку&
бации клеток с EdU, быстром отборе проб и их

фиксации замораживанием, выделении клеточ&
ного сока, содержащего EdU и его фосфорилиро&
ванные производные, клик&реакции EdU и EdU&
фосфатов с азидом Alexa Fluor 488, избиратель&
ном осаждении фосфорилированных соединений
EdU&Alexa Fluor 488 с помощью LaCl3 и измере&
нии флюоресцентного сигнала. Культивируемые
клетки Arabidopsis Col&0 быстро фосфорилирова&
ли EdU (рис. 1ж). В данном случае интенсивность
флюоресценции измеряли с помощью Typhoon
Trio+ Imager и получили хорошую сходимость
данных из двух независимых экспериментальных
динамик. Очевидно, EdU можно применять вме&
сто меченного тритием дТ для анализа активно&

Рис. 1. Выявление включившегося в ДНК EdU в зависимости от наличия ТК, конкурентное ингибирование дТ вклю&
чения EdU и анализ фосфорилирования EdU в клетках in vivo.
Клетки Synechocystis sp. (а–в) и Chlamydomonas reinhardtii (г, д) инкубировали с 20 мкМ EdU, и включившийся в ДНК
предшественник выявляли в клик&реакции с азидом Alexa Fluor 488. а – проходящий свет; б, г – окраска DAPI; в, д –
Alexa Fluor 488. Клетки Arabidopsis Col&0 (е) перед выделением протопластов инкубировали либо с дТ, затем с EdU (1),
либо с EdU, затем с дТ (2), либо только с EdU (3). Включение EdU выявляли в клик&реакции с азидом Alexa Fluor 488;
ж – динамика образования фосфатов EdU в клетках Arabidopsis Col&0 in vivo (см. раздел МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ).
Масштабная линейка: 2 мкм (а–в) и 30 мкм (г, д).
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сти ТК in vitro, а комбинации EdU с дТ и другими
аналогами дТ – в исследовании субстратной спе&
цифичности ТКаз и дезоксирибонуклеозидкиназ.

Выбор концентрации EdU и времени инкубации

В работе Kotogány с соавт. [5] подробно про&
анализирована зависимость количества выявляе&
мых S&фазных клеток от концентрации EdU и
времени инкубации. Показано, что 15 мин инку&
бации с 10 или 50 мкМ EdU достаточно для выяв&
ления культивируемых клеток Arabidopsis, репли&
цирующих ДНК, тогда как при концентрации 1
мкМ необходима 30&минутная экспозиция. Для
медленно растущих культур клеток было рекомен&
довано использовать, по крайней мере, 10 мкМ
EdU и 30–60&минутную инкубацию.

В наших экспериментах для выявления S&фаз&
ного индекса мы инкубировали клетки с 10–
20 мкМ EdU в течение 30–120 мин с обязательной
остановкой его включения избытком дТ. Для
определения пролиферативного пула популяции
клеток (фракции вовлеченных в деление клеток)
обычно их инкубируют с предшественником син&
теза ДНК (в классических методиках с меченным
тритием дТ) в течение времени, немного превы&
шающего продолжительность КЦ, добавляя
предшественник сразу или в небольших дозах с
интервалами, меньшими продолжительности S&
периода. Так, после инкубации с 10 мкМ EdU в
течение 48 ч практически все ядра культивируе&
мых клеток Arabidopsis Col&0 окрашивались Alexa
Fluor 488 после клик&реакции с азидом флюоро&
хрома (рис. 2а, 2б). Отметим, что даже через 48 ч
можно было обнаружить ядра, вступившие в
S&период КЦ незадолго до фиксации клеток, что

видно по характеру включения метки в виде от&
дельных фокусов (рис. 2б, помечено снежинкой).

В нескольких работах на клетках млекопитаю&
щих установлены факты цитотоксического дей&
ствия EdU, в основном при длительных (более
24 ч) экспозициях, выражающиеся в остановке
КЦ, возникновении двухцепочечных разрывов
ДНК и гибели клеток [24–26], при этом эффекты
EdU зависели от генотипа клеток, в частности от
экспрессии белка p53. Для растений факт нега&
тивного влияния EdU отмечен в одном исследо&
вании, где на корешках Vicia faba наблюдали око&
ло 3% метафаз с аберрациями хромосом после
синхронизации оксимочевиной клеток меристе&
мы в S&периоде КЦ и последующей кратковре&
менной инкубации с EdU [27].

Трехсуточная инкубация с 10 мкМ EdU куль&
тивируемых клеток Arabidopsis не повлияла на их
жизнеспособность, определяемую по исключе&
нию красителя Erythrosin B (в контрольном вари&
анте и в варианте с EdU было около 84% живых
клеток). Экспозиция прорастающих семян Vigna
radiatа с 10 мкМ EdU в течение первых 24 ч после
замачивания не приводила к остановке КЦ на
ранних стадиях, поскольку мы наблюдали окра&
шенные Alexa Fluor 488 профазы и метафазы
(рис. 2в). Тем не менее, при длительных инкуба&
циях следует учитывать возможность цитотокси&
ческого и генотоксического действия EdU и ис&
пользовать его в низких концентрациях.

Использование протопластов для выявления 
клеток, находящихся в S:фазе КЦ, в микроскопии 

и проточной цитометрии

Организм высших растений на протяжении
большинства стадий онтогенеза представлен тка&

Рис. 2. Выявление включившегося в ДНК EdU после длительной инкубации с нуклеозидом.
Клетки Arabidopsis Col&0 (а, б) инкубировали 48 ч и прорастающие семена Vigna radiata (в) 24 ч с 10 мкМ EdU, затем
включившийся в ДНК предшественник выявляли в клик&реакции с азидом Alexa Fluor 488. а – окраска DAPI; б, в –
окраска Alexa Fluor 488. Масштабная линейка 10 мкм для всех фотографий. Снежинкой (б) помечено ядро, вступив&
шее в S&период КЦ незадолго до фиксации клеток.

(а) (б) (в)

*
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нями, индивидуальные клетки которых механи&
чески связаны через общую клеточную стенку.
Наблюдать за индивидуальными клетками в со&
ставе тканей – задача непростая. Более удобными
объектами для исследования определенного кру&
га вопросов, в том числе регуляции КЦ, могут
служить суспензионные культуры клеток, состоя&
щие из небольших клеточных агрегатов. Однако
даже в этом случае из&за наложения клеточных
слоев при раздавливании агрегатов клеток на ци&
тологических препаратах возникают трудности
при подсчете S&фазных клеток, выявляемых по&
сле включения EdU в ДНК и последующей клик&
реакции с азидами флюорохромов. Получение
протопластов представляет собой эффективный
подход преобразования клеточных агрегатов в
суспензию одиночных протопластов, работать с
которыми гораздо удобнее, в том числе и при под&
счете S&фазных клеток.

Следует отметить несколько важных моментов
процедуры. Во&первых, необходимо останавли&
вать включение EdU в реплицирующуюся ДНК
путем добавления дТ к суспензии клеток в кон&
центрации, в 10–20 раз превышающей концен&
трацию EdU, поскольку даже в процессе выделе&
ния протопластов EdU продолжает включаться в
ДНК (рис. 1е). Во&вторых, необходимо сокращать
время выделения протопластов. В предлагаемой
нами смеси ферментов за 1.0–1.5 ч хорошо выде&
ляются протопласты из культивируемых клеток
многих видов растений, но важно постоянно сле&
дить за процессом выделения и не передержать
выделяющиеся протопласты в растворе фермен&
тов (лучше немного не додержать), поскольку
возможно их разрушение. В&третьих, суспензию
протопластов следует фильтровать через нейло&
новую сетку с ячейками, в 1.5 раза превышающи&
ми средний диаметр протопластов данной культу&
ры, для сокращения потерь крупных протопла&
стов и возможности сохранения для анализа
одиночных клеток, из которых протопласты еще
не выделились.

Мы изолировали протопласты из культивируе&
мых клеток Arabidopsis после их инкубации с EdU.
Фиксированные в формалине или метаноле про&
топласты хорошо сохраняли свою форму (рис. 3а,
3г, 3ж, 3з). Вероятно, формалиновая фиксация
будет предпочтительней, если необходимо сохра&
нить структуру и антигенные свойства цитоплаз&
мы клетки. На препаратах протопластов после
клик&реакции с азидом Alexa Fluor 488 и окраски
ядер DAPI легко можно дифференцировать и
подсчитать количество S&фазных клеток после
кратковременной или продолжительной инкуба&
ции с EdU (рис. 3а–3е).

Безусловно, проточная цитометрия – более
мощный инструмент анализа событий КЦ, осо&
бенно в двухпараметрическом варианте, когда па&
раллельно с разделением по плоидности можно
определить фракцию ядер, реплицирующих ДНК
[5, 10, 28]. Для двухпараметрической проточной
цитометрии (ДППЦ), как правило, используют
суспензию ядер, изолированных из свежих или
фиксированных тканей и клеток, предварительно
проинкубированных с BrdU [28]. Для определе&
ния количества ДНК в ядрах обычно применяют
интеркалирующий краситель PI (в отличие от
DAPI, PI не имеет селективного сродства к соста&
ву оснований ДНК), а ядра, находящиеся в S&пе&
риоде КЦ, выявляют с помощью специфичных к
BrdU антител и вторичных антител, меченных ка&
ким&либо флюорохромом. Недавно для клеток
млекопитающих был предложен вариант ДППЦ,
в котором BrdU заменили на EdU, а трудоемкую
процедуру иммунодетекции BrdU на клик&реак&
цию EdU с азидами флюорохромов [24]. Появи&
лись первые работы на клетках и тканях расте&
ний, в которых для ДППЦ применяли EdU и по&
лучали суспензию ядер из свежего или
фиксированного материала [5, 10].

К использованию протопластов для анализа
КЦ методом ДППЦ многие исследователи отно&
сятся скептически [5, 29], указывая на длитель&
ность процесса изолирования протопластов и на
плохое качество гистограмм распределения про&
топластов по количеству ДНК. Как уже рассмат&
ривалось выше, время изолирования протопла&
стов можно значительно сократить, оптимизируя
состав смеси ферментов, однако значительное
влияние на качество гистограмм распределения
протопластов по количеству ДНК оказывает спо&
собность PI окрашивать РНК. Вне зависимости
от способа фиксации протопластов, изолирован&
ных из культивируемых клеток Arabidopsis после
инкубации с EdU, клик&реакция с азидом Alexa
Fluor 488 четко выявляет S&фазные ядра, зеленая
флюоресценция которых окружена красной флю&
оресценцией цитоплазмы, интенсивно прокра&
шиваемой PI (рис. 3ж, 3з). В протопластах, пред&
варительно обработанных РНКазой (до клик&ре&
акции и окраски ДНК), практически полностью
исчезает окрашивание цитоплазмы (рис. 3и), и на
препаратах таких протопластов можно четко
дифференцировать S&фазные ядра (рис. 3л, 3м).
Подготовленные таким образом протопласты и
окрашенные PI или 7&AAD, либо протопласты
без обработки РНКазой и окрашенные DAPI или
MMC (рис. 3б, 3в, 3к) пригодны для ДППЦ. На
однопараметрической гистограмме (рис. 4) рас&
пределения протопластов по количеству ДНК
(окраска PI) хорошо выделяются пики, соответ&
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Рис. 3. Использование протопластов для выявления клеток, находящихся в S&фазе КЦ.
Протопласты изолировали из клеток Arabidopsis Col&0 (а–в, ж, и, л, м) и клеток Arabidopsis ein2:1 (г–е, з, к) после их
инкубации с EdU в концентрации 20 мкМ (а–в, ж–м) или 10 мкМ (г–е) в течение 1 ч (а–г, ж–к), 3 ч (л, м) или 48 ч (г–е).
Протопласты фиксировали в 70% метаноле (а–е, з–м) или в формалине (ж), и включившийся в ДНК EdU выявляли в
клик&реакции с азидом Alexa Fluor 488 без предварительной обработки протопластов РНКазой (ж, з) или после обра&
ботки РНКазой (а–е, и–м). ДНК дополнительно окрашивали DAPI (а–е), PI (ж–и, л, м) или MMC (к). а, г – прохо&
дящий свет; б, д, ж–л – окраска ДНК; в, е, ж, з, к, м – Alexa Fluor 488. Масштабная линейка: 10 мкм (а–в), 50 мкм (г–е)
и 20 мкм (ж–м). Снежинкой (к) помечено ядро с зеленой флюоресценцией Alexa Fluor 488 в окружении ядер с желтой
флюоресценцией MMC.
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ствующие 4С, 8С и 16С. Анализируемая популя&
ция культивируемых клеток Arabidopsis ein2:1
миксоплоидна, и полученные с помощью проточ&
ной цитометрии данные хорошо совпадают с ре&
зультатами двухволновой цитофотометрии кле&
ток этого штамма после окраски по Фельгену
(данные не приведены). Результаты ДППЦ, пред&
ставленные в виде точечной диаграммы (рис. 5),
хорошо демонстрируют наличие кластера прото&
пластов, содержащих метку EdU&Alexa Fluor 488
(S, протопласты, синтезирующие ДНК), интен&
сивность зеленой флюоресценции которых зна&
чительно отличается от флюоресценции плотно
расположенных точек (рис. 5, вверху и внизу от
штриховой линии соответственно).

Таким образом, протопласты, изолированные
из клеток после инкубации с EdU и клик&реакции
с азидами флюорохромов, могут быть с успехом
использованы для выявления S&фазных клеток с
помощью микроскопического анализа и служить
альтернативой изолированным ядрам в ДППЦ
даже при работе с миксоплоидной популяцией
клеток.

Работа выполнена при частичной поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова&
ний (грант № 14&04&00333) и Российского
научного фонда (грант № 14&24&00020).
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пластов (S), содержащих метку EdU&Alexa Fluor 488,
интенсивность зеленой флюоресценции которых
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расположенных точек внизу от штриховой линии.
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