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Представители подсемейства Казеин киназа 1 ( СК1) 
отличаются межвидовым консерватизмом и обшир­
ным набором субстратов фосфорилирования. Недавно 
появились доказательства того, что СК1 способны 
непосредственно фосфорилировать тубулин. Таким об­
разом, СК1 вносят вклад в тубулиновый код и функ­
циональную специализацию микротрубочек. В данной 
работе мы представляем результаты исследования от­
ветной реакции тубулинового цитоскелета растений 
на обработку СК1 -специфичным ингибитором 04476. 
Было показано, что 04476 оказывает сильный до­
зозависимый эффект на рост и морфологию корней 
АгаЫдорш МаНапа. Эксперименты на растениях, экс- 
пресирующих химерный ген уфр-тар4, доказали взаимо­
связь наблюдаемых морфологических реакций с прост­
ранственной реорганизацией микротрубочек вызван­
ной избирательным ингибированием протеинкиназ СК1.
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Введение. Представители группы протеинки­
наз СК1 (семейство серин-треониновых казе­
ин киназ 1, подсемейство казеинкиназ 1/СК1) 
отличаются эволюционным консерватизмом и 
обширным набором белковых субстратов. Все 
известные протеинкиназы СК1 являются мо­
номерами, несущими единственный киназ­
ный домен, специфичный к остаткам серина 
и треонина, а их экспрессия является обли­
гатной и в большей или меньшей степени 
наблюдается во всех клетках организма [1]. 
Данные протеинкиназы занимают лидирую­
щие позиции по числу целевых субстратов 
фосфорилирования и играют фундаменталь-
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ную роль в самых разнообразных и зачастую, 
жизненно важных процессах эукариот [2]. Об­
наружено, что протеинкиназы СК1 животных 
и грибов имеют непосредственное отноше­
ние к регуляции клеточного цикла, сегрегации 
хромосом, дифференциации и морфогенезу 
клетки, апоптозу, мембранному транспорту, 
регуляции циркадных ритмов и т.д. [3—9]. В 
частности, показано, что протеинкиназы СК1 
млекопитающих колокализуются с цитоскеле­
том, влияют на динамику микротрубочек, а их 
субстратами являются такие белки, как тубу­
лин и тау [9—14]. Так, протеинкиназа СК1а 
является одним из ферментов, участвующих 
в гиперфосфорилировании тау-белков, сопро­
вождающего формирование телец спорадиче­
ского миозита (sIBM) и болезни Альцгейме­
ра [13]. Доказано, что протеинкиназа СК15 
животных способна избирательно взаимодей­
ствовать с микротрубочками, влияя на их ди­
намику и регулируя аппарат веретена деле­
ния [15]. Одновременно, протеинкиназы СК18 
млекопитающих и дрожжей способны фосфо­
рилировать ЕВ1 (MAPI) [16, 17]. Во время ми­
тоза протеинкиназа СК15 животных проявля­
ет выраженную ассоциацию с митотическим 
веретеном деления, сетью аппарта Гольджи и 
ассоциированными с микротрубочками цито­
плазматическими гранулярными частицами 
[18]. Экспериментально доказана ассоциация 
и субстратная специфичность протеинкиназы 
СК15 мыши по отношению к a/ß-тубулину, 
MAPI А, МАР4, тау-белку, статмину и АРС 
[16—22]. Установлено, что один из основных 
механизмов стабилизации микротрубочек жи­
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вотных реализуется через СК 15-зависимое 
фосфорилирование ряда аминокислотных ос­
татков а- и [3-тубулина. [20, 23, 24]. Пред­
полагается, что это может влиять на скорость 
оборота микротрубочек, и тем самым, влиять 
на сборку микротрубочек во время митоза 
[21]. Кроме того, есть основания полагать, что 
протеинкиназа СК15 может выступать в каче­
стве одного из ключевых факторов, обеспечи­
вающих характерную для М-фазы перестройку 
сети микротрубочек [21].

В настоящее время в клетках млекопитаю­
щих идентифицировано семь изотипов про- 
теинкиназы СК1 (СК1а, СК1Р, СК1у1, 
СК1у2, СК1уЗ, СК15 и СК1е), являющиеся 
отдельными генами, которые отличаются ло­
кализацией и уровнем экспрессии [25—27]. 
Все известные протеинкиназы СК1 несут кон­
сервативный каталитический домен в М-кон- 
цевой части, а также, вариабельный С-хвост, 
аминокислотный состав которого в значитель­
ной мере детерминирует субстратную специ­
фичность разных изотипов [28—30].

В случае растений, очевиден тот факт, что 
группа растительных СК1-подобных (СК1- 
Ыке) протеинкиназ несомненно сложнее и 
больше чем у животных и грибов. Известно, 
что геном гИаНапа кодирует, по
меньшей мере, 14 генов СК1-Пке (СКЬ) про­
теинкиназ. Кроме того, их продукты отлича­
ются внутриклеточной локализацией (цито­
плазма, ядро, эндоплазматический ретикулум, 
везикулоподобные гранулированные структу­
ры и т.д.) и экспрессией [27]. Общий план 
доменной организации и состава раститель­
ных протеинкиназ СКЬ аналогичен СК1 жи­
вотных и дрожжей, а их каталитические до­
мены сохраняют значительное сходство с жи­
вотными и грибными СК1 [31, 32]. Послед­
нее обосновывает применение ингибиторов, 
специфичных по отношению протеинкиназам 
СК1 животного и грибного происхождения, 
для исследования функции их растительных 
гомологов. Тем не менее, многие функции 
СК1-подобных протеинкиназ растений пока 
не изучены [33]. Известно, что растительные 
протеинкиназы СКЬ вовлечены в регуляциюи 
метаболизма брассиностероидов [34], гибберел- 
линовый сигналинг, процессы регуляции онто­
генеза [35] и межклеточной передачи сигналов

[36]. Было показано, что у Arabidopsis актив­
ность протеинкиназы CKL6 — наиболее веро­
ятного функционального гомолога животной 
СК18, — связана с поздней фазой регуляции 
эндосомального компартмента, а также влия­
ет на мембранный транспорт [37]. Как и 
протеинкиназа СК15, растительная CKL6 свя­
зана с кортикальными микротрубочками, а 
также фосфорилирует тубулин in vitro [38]. 
Опыты с применением доминантно-негатив­
ных мутантов и сверэкспрессирующих линий, 
несущих нокаутную или эктопическую форму 
гена CKL6, показали, что фосфорилирование 
растительного тубулина протеинкиназой CKL6 
может играть решающую роль в регуляции ди­
намики микротрубочек в интерфазе [38]. Экс­
периментально доказано, что протеинкиназа 
CKL6 фосфорилирует растительный Р-тубу- 
лин in vitro по остаткам Ser413 и Ser420. Кро­
ме того, гиперэкспрессия CKL6 изменяет ин­
терфазную организацию кортикальных микро­
трубочек. Это, несомненно, идентифицирует 
данную нротеинкиназу как новый белок ассо­
циированный с микротрубочками [38, 39].

Тем не менее, многие функциональные ас­
пекты СК1-зависимой регуляции микротру­
бочек растений пока не ясны. В настоящее 
время известно всего несколько сильных и 
одновременно селективных ингибиторов про­
теинкиназы СК1 животных [14, 40]. Одним 
из наиболее перспективных является D4476 
(4-[4-(2,3-дигидро-бензо[ 1,4]диоксин-6-ил)- 
5-пиридин-2-ил-1 Н-имидазол-2-ил]бензамид) 
[14, 41]. Результаты масштабного биохимиче­
ского профилирования против панели проте­
инкиназ человека свидетельствуют о том, что 
D4476 в концентрации 10 мкМ ингибирует 
протеинкиназу СК15 более чем на 90 %, и 
практически не влияет на активность других 
протеинкиназ [14, 41]. Было предположено, 
что D4476 аналогичным образом ингибирует 
активность всех изотипов протеинкиназы СК1 
человека. Данное допущение основывалось на 
значительной идентичности последовательно­
стей и сходном эффекте, оказываемом D4476 
на протеинкиназу СК1 млекопитающих и S. 
pombe. [14] Однако данное предположение не 
является однозначным, поскольку другими ав­
торами был подтвержден ингибирующий эф­
фект D4476 по отношению к прогеинкиназе



СК1е человека при отсутствии такового в слу­
чае CKlyl (CSNK1G1) и СК1у2 (CSNK1G2) 
[42]. Также ингибирующий эффект D4476 был 
доказан для протеинкиназы СК1а эритроци­
тов человека |43]. Таким образом, существуют 
определенные отличия ингибирующего дейст­
вия D4476 на уровне изотипов казеинкиназы 
1 человека, хотя на сегодняшний день по ин­
гибирующей способности и избирательности 
действия, D4476 является одним из наиболее 
надежных агентов для прижизненного иссле­
дования роли протеинкиназ СК1.

Как уже упоминалось выше, существуют 
данные о том, что растительные казеинки­
назы 1 способны фосфорилировать тубулин 
[38, 39], внося таким образом непосредствен­
ный вклад в функциональную специализацию 
микротрубочек [44]. Поэтому в настоящей ра­
боте нами была исследована ответная реакция 
микротрубочек в клетках корня A. thaliana на 
обработку растений ингибитором D4476. Пред­
ставленные данные направлены на выявление 
связи между действием различных концентра­
ций D4476, пространственной реорганизацией 
микротрубочек, и морфологических ответных 
реакций, вызванных избирательным ингиби­
рованием группы растительных СК1 -подобных 
протеинкиназ.

Материалы и методы. Объектом исследова­
ния являлись проростки A. thaliana (экотип 
Landsberg erecta (Ler)), экспрессирующие хи­
мерный белок GFP-MAP4 [45]. Проращивание 
семян и культивирование растений осущест­
влялось в асептических условиях согласно ра­
нее описанному протоколу [46]. В физиоло­
гических экспериментах были использованы 
четырехдневные проростки.

Для изучения влияния ингибирования про­
теинкиназ СК1 на морфлогию корней A. tha­
liana:, а также организацию микротрубочек при­
меняли ингибитор D4476 (CAS 301836-43-1 ; 
4-[4-(2,3-дигидро-1,4-бензодиоксин-6-ил)-5- 
(2-п иридии ил )-1 Н-имидазол-2-ил]бензамид) 
(«Sigma», США). Для приготовления стоково­
го раствора (10 мМ) D4476 использовали диме- 
тилсульфоксид (ДМСО). Приготовленный раст­
вор хранили при —20 °С, а его разведение 
до рабочих концентраций выполняли непо­
средственно перед началом экспериментов. 
Для обработки растительного материала ис­

пользовали растворы, содержащие D4476 в 
концентрациях 0,1; 1; 10 и 50 мкМ. Корни 
обрабатывали согласно ранее разработанному 
протоколу [46]. Замеры длины первичного 
корня проростков осуществляли через 6, 24 и 
48 ч с момента обработки ингибитором. Ана­
логичные концентрации D4476 и контрольные 
точки обработки соблюдались при исследова­
нии ответа кортикальных микротрубочек на 
целевое подавление активности протеинкина­
зы СК1. Все морфометрические исследования 
сопровождались фотофиксацией, а экспери­
менты были выполнены минимум в трех пов­
торностях.

Фотофиксацию растущих корней выпол­
няли с использованием цифровой фотокаме­
ры Canon Power Shot G6. Прирост длины 
корней измеряли непосредственно на фото­
снимках с использованием программы ImageJ 
(версия 1.44) [47]. Оценку прироста корня 
осуществляли согласно ранее описанной мето­
дике [46], результаты измерений представлены 
в виде средних значений с учетом разброса 
показателя стандартной ошибки (М ± т).

Прижизненная визуализация микротрубо­
чек достигалась за счет GFP-флуоресценции 
ассоциированного с микротрубочками химер­
ного белка GFP-MAP4 [45]. GFP-меченые 
микротрубочки визуализировали в клетках 
апикальной меристемы, зоны элонгации и 
зоны созревания/дифференциации первично­
го корня проростков A. thaliana [48]. Для этих 
исследований использовали конфокальный ла­
зерный сканирующий микроскоп LSM 510 
МЕТА («Carl Zeiss», Германия). При наблюде­
нии и фотофиксации был использован им­
мерсионный объектив Zeiss 63х Plan-Apochro- 
mat NA 1.4. Возбуждение свечения GFP до­
стигалось за счет применения аргонового ла­
зера с длиной волны 488 нм.

Результаты исследований и их обсуждение. 
Для первоначальной оценки влияния СК1- 
специфичного ингибитора D4476 на развитие 
и морфологию первичного корня А. thaliana, 
был выполнен ряд экспериментов, направлен­
ных на выявление взаимосвязи ингибирова­
ния растительных СК1 и наличия специфи­
ческого морфо-физиологического ответа. Ис­
следования выполняли с использованием пер­
вичного корня проростков А. thaliana. Конт-



Рис. 1. Влиние 04476 на рост первичного корня 
А. МаИапа; по вертикали — прирост длины пер­
вичного корня, %, по горизонтали — экспозиция 
Э4476, ч

ролем служили проростки А. 1ИаИапа, не под­
вергавшиеся воздействию ингибитора. В ре­
зультате применения различных концентраций 
(0,1; 1,0; 10 и 50 мкМ) 04476 и временных 
экспозиций (6, 24 и 48 ч) выявлен дозо­
зависимый морфо-физиологический ответ. Та­
ким образом, данный аспект действия 04476 
на растения А. ШаИапа согласуется с ранее 
описанным эффектом на клетках животных 
[41, 49—51]. Кроме того, эти результаты можно 
рассматривать как косвенное доказательство 
консервативности протеинкиназ СК1 живот­
ного и растительного происхождения [31]. 
При этом рост первичных корней А. ЖаНапа, 
обработанных 0,1 и 1 мкМ 04476 в течение 6 
и 24 ч, практически не отличался от контроля. 
В то же самое время, применение более высо­
ких концентраций 04476 (10 и 50 мкМ) при­
водило к угнетению роста первичного корня 
и через 24 ч данный показатель уступал кон­
тролю в 1,3 и 2,2 раза, соответственно (рис. 1). 
Кроме того, в случае 24-х часовой экспозиции 
наблюдали заметное снижение роста обра­
ботанных корней не зависимо от концентра­
ции раствора ингибитора. Наблюдаемый эф­
фект 04476 на ростовые процессы носил ку­
мулятивный характер, что полностью согласу­
ется с ранее описанными особенностями дей­
ствия данного ингибитора [41, 52].

Помимо непосредственного влияния на 
рост корней обработка 04476 в различных кон­
центрациях приводила к нарушению морфо­
логии первичного корня. Наиболее замет­

ный морфологический ответ на воздействие 
D4476 наблюдался при формировании кор­
невых волосков. Результаты экспериментов 
свидетельствуют о том, что рост первичного 
корня и морфология корневых волосков яв­
ляются наиболее чувствительными к дейст­
вию D4476. Наблюдавшийся морфо-физиоло­
гический ответ зависел от концентрации и 
экспозиции ингибитора (рис. 2), что под­
тверждает аналогичные данные, полученные 
ранее на примере Leishmania [53].

Так, обработка 0,1 мкМ D4476 в течение 
24 ч не вызывало явных изменений общей 
морфологии корней проростков А. thaliana. 
Однако уже в концентрации 1 мкМ D4476 
и аналогичной экспозиции (24 ч) наблю­
далось появление первых признаков угне­
тения роста корневых волосков (рис. 2, б, 
з). Обработка 10 мкМ D4476 (24 ч) приво­
дила к появлению заметных отклонений в 
морфологии трихобластов, формировавшихся 
в условиях данного эксперемента. Из наиболее 
выраженных морфологических ответов следует 
отметить склонность корневых волосков к 
формированию изгибов и ветвлению (рис. 2, 
в, и). Максимальная из использованных кон­
центраций D4476 (50 мкМ) оказалась критич­
ной для развития трихобластов. При данной 
концентрации, уже в первые часы обработки, 
наблюдалось полное угнетение роста и нару­
шение морфогенеза корневых волосков, хотя 
начальная специализация клеток эпидермиса 
присутствовала (рис. 2, г, к). Нами не было 
обнаружено изменений в таком показателе, 
как соотношение трихобластов и атрихобла- 
стов эпидермиса [54]. Это позволяет связывать 
наблюдавшуюся остановку развития трихо­
бластов непосредственно со специфичным ин­
гибированием протеинкиназы СК1.

Для подтверждения взаимосвязи наблюдав­
шихся морфо-физиологических изменений 
корня с перестройками микротрубочек было 
исследовано действие различных концентра­
ций D4476 на их пространственную органи­
зацию. Изучение изменений в организации 
микротрубочек в клетках первичных корней 
проростков А. thaliana проводили с использо­
ванием конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии. Контролем в наших исследова-



Рис. 2. Морфология первичного корня А. ЗкаНапа после 24-х часовой обработки различными кон­
центрациями 04476: а — контроль; б, д — ингибирование роста корневых волосков 04476 (1 мкМ) (/яА); 
в, и — ингибирование роста первичного корня 04476 (10 мкМ) с одновременным закручиванием (сиг) 
и ветвлением (Ьг) корневых волосков; г, к — ингибирование роста первичного корня 04476 (50 мкМ) с 
остановкой роста корневых волосков (аг). Масштаб =  200 мкм

ниях служила организация микротрубочек в 
клетках различных типов зон корней А. гАа- 
Иапа, не подвергавшихся воздействию инги­
битора и описанная нами ранее [55]. Допол­
нительно, особенности организации системы 
кортикальных микротрубочек в клетках кон­
трольных растений, несущих СРР-МАР4 мар­
кер, и использовавшихся в настоящих исследо­
ваниях, представлены на рис. 3, а, Ь. Результаты 
этих наблюдений полностью согласуются с ра­
нее полученными данными [55].

Под влиянием 04476 в растениях А МаНапа, 
экспрессирующих химерный ген ф-т ар4, на­
блюдалась четкая корреляция между инги­
бированием протеинкиназ СК1 и перестрой­
ками системы кортикальных микротрубочек. 
Как и в случае морфо-физиологического отве­
та, наиболее чувствительной моделью для 
ис-следования влияния 04476 оказалась сеть 
микротрубочек трихобластов и атрихобластов 
эпидермиса проростков в зоне дифференциа­
ции корня.

Обработка проростков А. /АаЧапа 04476 в 
концентрации 0,1 мкМ не приводила к види­
мым изменениям организации микротрубочек 
в сравнении с клетками контрольных растений 
(таблица). Анализ проростков обработанных 
04476 в концентрации 1 мкМ на протяжении 
24 и 48 ч, выявил отдельные клетки зоны диф­
ференциации корня, отличавшиеся значитель­
ной неупорядоченностью расположения микро­
трубочек (рис. 3, в). Кроме того, в отдельных 
клетках из различных зон корня проростков, 
обработанных 04476 (1 цМ) в течение 48 ч, 
отмечена переориентация микротрубочек с по­
перечно-наклонной на продольную (рис. 3, г), 
что отчетливо видно при сравнении с клетками 
контрольных растений (рис. 3, а).

Обнаружено, что при 6-ти часовой обработ­
ке проростков 10 мкМ ингибитора отдельные 
клетки зоны дифференциации меняют упоря­
доченную наклонную ориентацию микротру­
бочек на хаотическую (рис. 3, д). Кроме того, по­
следующее увеличение экспозиции ингибитора



до 24-х и 48-ми часов приводило к появлению 
аналогичных нарушений в клетках переходной 
зоны и зоны растяжения. Одновременно было 
обнаружено появление отдельных клеток зоны 
дифференциации, менявших ориентацию микро­
трубочек с поперечно-наклонной на хаоти­
ческую или продольную (таблица, рис. 3, е).

Для всех исследованных типов клеток корня 
А. ШаИапа дестабилизирующий эффект 04476 в 
концентрации 50 мкМ на систему микротрубо­
чек был значительно более выраженным, чем в 
случае использования 1 и 10 мкМ 04476. Так, 
уже после 6-часовой обработки 50 мкМ 04476 
микротрубочки трихобластов дестабилизиро­
вались и приобретали явную хаотическую ори­
ентацию (рис. 3, ж). Под воздействием 04476

в данной концентрации микротрубочки клеток 
переходной зоны и зоны растяжения меняли 
поперечно-наклонную ориентацию на хаотиче­
скую. При увеличении времени воздействия до 
24 и 48 ч клетки с хаотической или продольной 
ориентацией микротрубочек также появлялись 
в менее восприимчивых клетках эпидермиса и 
кортекса переходной зоны, зон растяжения и 
дифференциации первичного корня.

В таблице представлена обобщающая ин­
формация относительно эффектов, вызванных 
ингибитором 04476 при использовании его в 
различных концентрациях и при различной 
длительности обработки на организацию и ори­
ентацию микротрубочек в клетках первичного 
корня А. МаНапа (таблица). Представленные

Ориентация кортикальных микротрубочек клеток первичного корня А. 1ИаНапа 
после обработки ингибитором протеинкиназы СК1 04476

04476 Корневые аспекты Зона перехода Зона растяжения Зона дифференциации
концент­

рация,
мкМ
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Примечание: схематические обозначения ориентации микротрубочек относительно главной оси первично­
го корня: — хаотическая; = — поперечная; / / /  / / / -  наклонная; ^ - —хаотическая; ||| — продольная; 
(̂ іч — деполимеризированные микротрубочки.



Рис. 3. Организация кортикальных микротрубочек в клетках первичного корня контрольных (а, б) и 
обработанных ингибитором 04476 (в—з) проростков А. 1НаНапа (линия, экспрессирующая СРР-МАР4): а — 
зона перехода/растяжения; б — зона дифференциации; в — зона дифференциации (обработка 1 мкМ 04476 в 
течение 24 ч) — легкая дезорганизация микротрубочек в отдельных клетках; г — зона растяжения (обработка 
1 мкМ 04476 в течение 48 ч) — переориентация организации микротрубочек с поперечно-наклонного типа 
на продольный; д — зона дифференциации (обработка 10 мкМ 04476 в течение 6 ч ) — дезориентация 
микротрубочек; е ~  зона дифференциации (обработка 10 мкМ 04476 в течение 24 ч) — хаотическая и 
продольная ориентация микротрубочек в отдельных клетках; ж — зона дифференциации (обработка 50 
мкМ 04476 в течение 6 ч ) — дезориентация микротрубочек в трихобластах; з — зона дифференциации 
(обработка 50 мкМ 04476 в течение 24 ч) — дезориентация микротрубочек в трихобластах, а также в 
клетках зоны элонгации. Масштаб =20 мкм



Рис. 4. Оорганизация микротрубочек в трихобластах первичного корня проростков А. ОшИапа (линия, 
экспрессирующая р-тар4) после воздействия ингибитора 04476 в течение 24 ч: а — контроль; б — 1 мкМ 
04476; в — стабилизация микротрубочек; г — 50 мкМ 04476 — инициация деполимеризации микротрубочек

данные наглядно демонстрируют, что органи­
зация микротрубочек после обработки корней 
ингибитором кардинально отличается от кон­
троля (таблица, рис. 3, з). Полученные данные 
позволяют утверждать, что микротрубочки три- 
хобластов проявляет наибольшую чувствитель­
ность к действию всех концентраций данного 
специфического ингибитора протеинкиназ СК1 
(рис. 4). Обработка проростков A thaliana D4476 
в концентрациях 1 — 10 мкМ вызывает явную 
дезориентацию и стабилизацию микротрубочек 
клеток корневых волосков (рис. 4, б, в), а уве­
личение концентрации до 50 мкМ приводит к 
частичной деполимеризации (рис. 4, г).

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что специфический ингибитор протеин­
киназ СК1 D4476 оказывает значительное вли­
яние на морфологию и рост первичного корня 
проросткової, thaliana. Выраженное ингибиро­
вание роста корней было зафиксировано в слу­
чае всех проростков, обработанных 10 и 50 мкМ 
D4476. При этом визуально заметные отличия 
фиксировались для всех сроков обработки: 6, 24 
и 48 ч. Результаты проведенных исследований 
подтверждают выраженную дозовую зависи­
мость эффектов D4476. Это согласуется с ана­
логичными данными о воздействии D4476 на 
протеинкиназы СК1 линии опухолевых клеток 
человека RAS (НСТ-116, Т24, и NCI-H1299) и 
LSC (leukemia stem cells) [56, 57].

Полученные данные с использованием рас­
тений, экспрессирующих ассоциированный с 
микротрубочками химерный белок СРР-МАР4, 
подтверждают, что вызванное 04476 ингиби­
рование протеинкиназ СК1 приводит к зна­
чительным перестройкам микротрубочек. Эти 
результаты позволяют утверждать, что ингиби­
рование протеинкиназ СК1 приводит к изме­
нению ориентации микротрубочек (от наклон­
ной к хаотической или продольной) в клетках 
зоны дифференциации корня. Подтверждено, 
что переориентация микротрубочек также за­
висит от концентрации и времени воздействия 
ингибитора, а наиболее чувствительными к 
04476 являются кортикальные микротрубоч­
ки трихобластов. Так, после обработки этим 
ингибитором микротрубочки корневых волос­
ков дезориентируются, стабилизируются или 
полностью деполимеризуются. Все наблюдав­
шиеся перестройки микротрубочек четко кор­
релировали с соответствующими морфологи­
ческими изменениями корней, обработанны­
ми 04476.

Ранее было показано, что растительная про- 
теинкиназа СК1-Нке 6 (СКТб) фосфорилиру- 
ет р-тубулин, а нарушение ее экспрессии вы­
зывает перестройки микротрубочек в клетках 
А. 1каИапа и увеличение общей гетерогенности 
клеток [381. Как известно, система микротру­
бочки играют фундаментальную роль в управ­
лении морфогенезом высших растений [58]. В



частности, микротрубочки принимают непо­
средственное участие в формировании корне­
вых волосков и детерминируют их апикальный 
рост [59—62]. Кроме того, известно, что сни­
жение экспрессии генов а-тубулина вызывает 
ветвление корневых волосков трихобластов, 
а также аномальное формирование корне­
вых волосков клетками тканей, для которых в 
норме это не свойственно [63]. Показано, что 
деполимеризация или стабилизация микро­
трубочек может нарушать полярность роста 
трихобластов. В свою очередь, такое измене­
ние полярности и приводит к формированию 
множественных точек независимого роста в 
пределах одного корневого волоска [64]. Все 
вышесказанное, в совокупности с результата­
ми нашего исследования позволяет предпо­
ложить, что наблюдавшиеся изменения 
ориентации микротрубочек, а также сопут­
ствующий морфо-физиологический ответ 
клеток трихобластов и атрихобластов самым 
прямым образом связаны с направленным 
ингибированием протеинкиназ СК1.

Разумеется, данные эффекты могут быть 
комплексными. Как известно, Э4476 является 
АТФ-конкурентным ингибитором, и несмот­
ря, на достаточно высокую специфичность в 
отношении протеинкиназ СК1, его избира­
тельность на уровне изотипов достаточно низ­
кая [41]. Так, число изотипов протеинкиназы 
СК1 у растений выше, чем у млекопитающих 
и дрожжей. Результаты предварительного ана­
лиза информации представленной в СепеВапк 
[651 и итРгсйКВ [66] позволили нам выявить 
не менее 18-ти протеинкиназ, относящихся к 
СК1 и СК1-подобным (СК1-Ыке) протеин- 
киназам. Согласно данным Бен-Ниссана и 
соавт. взаимодействие протеинкиназы СКЬб 
из А. МаНана с микротрубочкой происходит 
за счет домена, расположенного в С-конце- 
вой области, и данный участок молекулы не 
перекрывается с каталитическим (киназным) 
доменом [38|. Из этого следует, что оконча­
тельный ответ, на вопрос, какие из раститель­
ных СК1-подобных протеинкиназ, помимо 
СКБ6, принимают участие в вышеописанных 
ответах на обработку И4476 может быть дан 
только на основании комплексного анализа 
лиганд-белкового взаимодействия, анализа С- 
концевых доменов и отбора изотипов этих

протеинкиназ, экспрессирующихся в тканях 
первичного корня. Тем не менее, уже сейчас 
можно утверждать, что растительные казеин- 
киназы 1 являются важными «агентами влия­
ния» на структуру и динамику микротрубочек. 
Кроме того, протеинкиназы СК1 относятся к 
той малой группе протеинкиназ, которые спо­
собны непосредственно фосфорилировать мо­
лекулы тубулина.

Соответствие этическим стандартам. На­
стоящая статья не содержит каких-либо ис­
следований с использованием людей и живот­
ных в качестве объектов.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов. 
Финансирование. Это исследование не полу­
чало какого-либо конкретного гранта от фи­
нансирующих учреждений в государственном, 
коммерческом или некоммерческом секторах.

ARABIDOPSIS ROOT MORPHOLOGY 
AND ITS CORRELATION WITH CORTICAL 
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CAUSED BY SPECIFIC INHIBITION 
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The members of the casein kinase 1 (CK1) subfamily 
are distinguished by strong interspecific conservatism 
and huge number of phosphorylation substrates. Re­
cent data demonstrate evidence of direct CK1- 
dependent phosphorylation of tubulin. Consequently, 
CK1 protein kinases can contribute in the tubulin 
code and functional specialization of microtubules 
(MT). In this paper, we present new data on the plant 
tubulin cytoskeleton response provoked by treatment 
with D4476 — specific inhibitor of CK1. It was found 
that D4476 demonstrate a strong and dose-dependent 
effect on the growth and morphology of primary 
roots in Arabidopsis thaliana seed-lings. Subsequent 
experiments, on plants expressing a MT-associated 
fluorescent marker (GFP-Map4), have shown a 
pronounced correlation between morphological reac­
tions and cortical rearrangements of microtubules 
caused by D4476-dependent inhibition of protein 
kinases CK1.
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ВПЛИВ ІНГІБУВАННЯ ПРОТЕЇНКІНАЗ 
СК1 НА МОРФОЛОГІЮ КОРЕНЯ 
І ПРОСТОРОВУ ОРГАНІЗАЦІЮ 
КОРТИКАЛЬНИХ МІКРОТРУБОЧОК 
В КЛІТИНАХ ARABIDOPSIS THAL/ANA

П.А. Карпов, Я.О. Шеремет, Я.Б. Блюм, А.І. Ємець

Представники підродини Казеїн кіназа 1 (СК1) від­
різняються міжвидовим консерватизмом і значною 
кількістю субстратів фосфорилювання. Нещодав­
но з’явились докази того, що протеїнкінази СК1 
здатні безпосередньо фосфорилювати тубулін. Та­
ким чином, СК1 можуть вносити певний вклад в 
тубуліновий код і функціональну спеціалізацію мік- 
ротрубочек. В даній роботі представлено результа­
ти дослідження відповіді тубулінового цитоскелету 
рослин на дію СКІ-специфічного інгібітору D4476. 
Встановлено, що D4476 має потужний дозозалеж- 
ний ефект на ріст і морфологію коріння Arabidopsis 
thaliana. Експерименти на рослинах, що експресу- 
ють асоційований з мікротрубочками флуоресцент­
ний GFP-маркер (GFP-MAP4), довели існування 
зв’язку виявлених морфологічних реакцій з просто­
ровою реорганізацією мікротрубочок, що була ви­
кликана фактором селективного інгібування протеїн- 
кіназ СК1.
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