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Â ðàáîòå èçó÷åíî âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ (5-àçàöèòèäèíà) è àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñ-
òîíîâ (òðèõîñòàòèíà À) íà ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ áëîêîâ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (õðîìî-
öåíòðîâ) â ÿäðàõ êëåòîê òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè L929. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ 5-àçàöèòè-
äèíîì â 85 % êëåòîê êîìïàêòíûå õðîìîöåíòðû ïðåîáðàçóþòñÿ â ïðîòÿæåííûå ôèáðèëëû. Ãèïîòîíè÷å-
ñêàÿ îáðàáîòêà êëåòîê ïðèâîäèò ê ðàñïàäó ôèáðèëë íà òàíäåìíî ðàñïîëîæåííûå ãëîáóëû, ðàçëè÷èìûå â
ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå ïðè îêðàñêå ÀÒ-ñïåöèôè÷íûìè êðàñèòåëÿìè (DAPI). Àíàëîãè÷íûå ãëîáóëÿðíûå
ñòðóêòóðû âûÿâëÿëè ïðè ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêå èíòàêòíûõ êëåòîê. Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ òðèõî-
ñòàòèíîì À â 25 % êëåòîê õðîìîöåíòðû ïåðåñòàþò âûÿâëÿòüñÿ êàê îáîñîáëåííûå ñòðóêòóðû. Èñêóññò-
âåííàÿ äåêîìïàêòèçàöèÿ ñîõðàíèâøèõñÿ õðîìîöåíòðîâ ïðèâîäèò ê èõ ïðåîáðàçîâàíèþ â êîëüöåâûå
ñòðóêòóðû, â êîòîðûõ íå âûÿâëÿþòñÿ ãëîáóëÿðíûå ýëåìåíòû. Ïîëó÷åííûå äàííûå îáñóæäàþòñÿ â ñâÿçè ñ
ãèïîòåçîé î ðàçëè÷íûõ ôóíêöèÿõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ â ïðîöåññå ìíîãîóðîâíåâîé êîìïàêòèçàöèè
è ïîääåðæàíèè êîìïàêòíîãî ñîñòîÿíèÿ ãåòåðîõðîìàòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåòåðîõðîìàòèí, õðîìîöåíòð, ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ,
àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ, ñòðóêòóðà õðîìàòèíà, èíãèáèòîðíûé àíàëèç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: 5-àçà-Ñ — 5-àçàöèòèäèí; ÁðäÓ — 5-áðîìîäåçîêñèóðèäèí, ÒÑÀ — òðè-
õîñòàòèí À, DABCO — 1,4-äèàçàáèöèêëî[2.2.2]îêòàí, DAPI — 4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë, ÍÐ1á —
heterochromatin protein 1á.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñîñòàâå ãåíîìà ýóêàðèîò ïðèíÿ-
òî âûäåëÿòü òðè ôðàêöèè õðîìàòèíà, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî
ñâîåìó ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîìó ñòàòóñó: êîíñòèòó-
òèâíûé ãåòåðîõðîìàòèí, ôàêóëüòàòèâíûé ãåòåðîõðîìà-
òèí è ýóõðîìàòèí (Craig, 2004). Îñíîâíûå îñîáåííîñòè
êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà — íàëè÷èå íåòðàíñê-
ðèáèðóþùåéñÿ (â òîì ÷èñëå ñàòåëëèòíîé) ãèïåðìåòèëè-
ðîâàííîé ÄÍÊ, ãèïîàöåòèëèðîâàííûõ ãèñòîíîâ, ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíñàìáëåé íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ, îáëàäàþùèõ
ðåïðåññîðíîé è êîìïàêòèçèðóþùåé ôóíêöèÿìè, è òðèìå-
òèëèðîâàííîãî ïî 9-ìó îñòàòêó ëèçèíà ãèñòîíà Í3 (Jeppe-
sen et al., 1992; Eissenberg, Elgin, 2000; Rea et al., 2000; Pe-
ters et al., 2001; Taddei et al., 2001; Craig, 2004; Fuks, 2005;
Metzger et al., 2005; Smallwood et al., 2007).

Ôðàêöèÿ ýóõðîìàòèíà âêëþ÷àåò â ñåáÿ áîëüøèíñòâî
òðàíñêðèïöèîííî-àêòèâíûõ ãåíîâ, ÄÍÊ â åå ñîñòàâå ñëà-
áî ìåòèëèðîâàíà. Ôàêóëüòàòèâíûé ãåòåðîõðîìàòèí — ýòî
âðåìåííî èíàêòèâèðîâàííûå ýóõðîìàòèíîâûå ëîêóñû
õðîìîñîì, êîòîðûå ïî ñâîåìó ìîëåêóëÿðíîìó ñòàòóñó
ñõîäíû ñ êîíñòèòóòèâíûì ãåòåðîõðîìàòèíîì. Íà ýòîì
îñíîâàíèè âðåìåííàÿ èíàêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííî àê-
òèâíûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì èíîãäà ðàññìàòðèâàåòñÿ
êàê «ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèÿ» (Goto, Monk, 1998), ÷òî ïî
ñóùåñòâó ïðåäïîëàãàåò ïîëíóþ èäåíòè÷íîñòü â îðãàíèçà-
öèè ëîêóñîâ êîíñòèòóòèâíîãî è ôàêóëüòàòèâíîãî ãå-
òåðîõðîìàòèíà. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî äîëæíû ñóùåñòâîâàòü

çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå êîìïàêòèçàöèè ÄÍÊ
ýóõðîìàòèíà è îáåèõ ôðàêöèé ãåòåðîõðîìàòèíà. Äåéñò-
âèòåëüíî, îáðàáîòêà íóêëåàçàìè àêòèâèðîâàííûõ, ãå-
òåðîõðîìàòèíîâûõ è «ãåòåðîõðîìàòèíèçèðîâàííûõ» ëî-
êóñîâ õðîìîñîì ïîêàçàëà, ÷òî ÄÍÊ ãåòåðîõðîìàòèíà
îáëàäàåò ìåíüøåé äîñòóïíîñòüþ äëÿ ãèäðîëèçà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ýóõðîìàòèíîì. Íà íóêëåîñîìíîì óðîâíå êîìïàê-
òèçàöèè ÄÍÊ ýòè ðàçëè÷èÿ ïðîÿâëÿþòñÿ â áîëåå ðåãóëÿð-
íîì ðàñïîëîæåíèè îêòàìåðîâ ãèñòîíîâ è â ñòàáèëèçàöèè
äëèíû ëèíêåðíûõ ó÷àñòêîâ ìîëåêóëû ÄÍÊ (Sun et al.,
2001).

Âîïðîñ î òîì, êàê ïðîöåññû «ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè»
è(èëè) àêòèâàöèè õðîìàòèíà âëèÿþò íà áîëåå âûñîêèå
óðîâíè êîìïàêòèçàöèè ÄÍÊ, îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Îäíèì
èç âîçìîæíûõ ïîäõîäîâ ê ðåøåíèþ ýòîé ïðîáëåìû ìîæåò
áûòü äåòàëüíûé àíàëèç õðîìàòèíà, êîòîðûé ïî ñâîåìó
ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîìó ñòàòóñó ñîîòâåòñòâóåò ãåòå-
ðîõðîìàòèíó è êîòîðûé ëåãêî äîñòóïåí äëÿ âèçóàëèçàöèè
ïðè ñâåòîîïòè÷åñêîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Íàèáî-
ëåå ïåðñïåêòèâíûì â ýòîì îòíîøåíèè ÿâëÿåòñÿ êîíñòèòó-
òèâíûé ãåòåðîõðîìàòèí, âûÿâëÿåìûé â ÿäðàõ êëåòîê íå-
êîòîðûõ ãðûçóíîâ â âèäå êðóïíûõ áëîêîâ — õðîìîöåíò-
ðîâ (Ïðîêîôüåâà-Áåëüãîâñêàÿ, 1986).

Çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäè-
ôèêàöèé ãèñòîíîâ íà ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ êîíñòè-
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òóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (õðîìîöåíòðîâ) â ÿäðàõ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè L929.

Â ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ìàêðîìîëåêóëÿðíàÿ îðãàíèçà-
öèÿ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â ñîñòàâå õðîìî-
öåíòðîâ ñâÿçàíà ñ óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è õàðàê-
òåðîì ýíçèìàòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâ. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû îáñóæäàþòñÿ â ñâÿçè ñ ïðåäïîëîæåíèåì î
òîì, ÷òî àðõèòåêòóðà áëîêîâ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðî-
ìàòèíà îïðåäåëÿåòñÿ è ïîääåðæèâàåòñÿ íåñêîëüêèìè ðàç-
ëè÷íûìè è îòíîñèòåëüíî íå çàâèñèìûìè äðóã îò äðóãà
ìîëåêóëÿðíûìè ìåõàíèçìàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Ìûøèíûå ôèáðîáëà-
ñòû L929 (Ðîññèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïî-
çâîíî÷íûõ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå
DMEM (Ïàí-Ýêî) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Hy-Clone, ÑØÀ) è ïðîòèâîìèêðîá-
íî-ïðîòèâîãðèáêîâîãî ïðåïàðàòà (Sigma, ÑØÀ) ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàññàæèâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà.
Ñïóñòÿ 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê âíîñèëè 50 ìêÌ 5-àçàöèòèäèíà (5-àçà-Ö) ëèáî
50 íã/ìë òðèõîñòàòèíà À (ÒÑÀ). Äëÿ ïîääåðæàíèÿ ïîñòî-
ÿííîé êîíöåíòðàöèè 5-àçà-Ö è ÒÑÀ êàæäûå 24 ÷ ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ çàìåíÿëè íà ñâåæóþ è âíîâü âíîñèëè
ñîîòâåòñòâóþùèå àëèêâîòû èíãèáèòîðîâ. Òàêæå ïðîâîäè-
ëè ýêñïåðèìåíòû ñ óäàëåíèåì èíãèáèòîðîâ èç ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå 24-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ ïîñëåäó-
þùèì êóëüòèâèðîâàíèåì â òå÷åíèå 24 ÷ â ÷èñòîé ñðåäå.

Ã è ï î ò î í è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðå-
àêöèè õðîìàòèíà íà ãèïîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â 30%-íîì ðàñòâîðå Õåíêñà ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå
60 ìèí èíêóáàöèè â ãèïîòîíè÷åñêèõ óñëîâèÿõ êëåòêè
ôèêñèðîâàëè ôîðìàëüäåãèäîì, ïðèãîòîâëåííûì íà òîì
æå ðàñòâîðå, ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ è ïå-
ðåâîäèëè â PBS.

Ïàðàëëåëüíî êëåòêè ïåðåíîñèëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâà-
íèÿ íà ñðîê äî 2 ÷, ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ôîð-
ìàëüäåãèäîì íà PBS è îáðàáàòûâàëè, êàê îïèñàíî íèæå.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å â û ÿ â ë å í è å Í Ð 1 á.
Àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêà ÍÐ1á (heterochromatin protein 1á) èñ-
ïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàðêåðà ãåòåðîõðîìàòèíà. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì íà PBS 10 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ôèêñàöèè êëåòî÷íûå ìåìá-
ðàíû ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 10 ìèí 0.5%-íûì ðàñòâîðîì Tri-
ton X -100 íà PBS è òùàòåëüíî ïðîìûâàëè PBS. Ôèêñèðî-
âàííûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â 1%-íîì ðàñò-
âîðå BSA íà PBS ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè
ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ HP1á (Euromedex, êëîí 2Hp-1H5-As,
òèòð 1 : 100, ðàçâåäåíèå íà PBS ñ äîáàâëåíèåì 0.05 % ïî
îáúåìó Tween-20 (PBS-T)) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, ïðîìûâàëè PBS-Ò 3 ðàçà ïî 5 ìèí è ïåðåíîñèëè â
ðàñòâîð àíòèòåë ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþ-
ãèðîâàííûõ ñ Alexa 488 (Invitrogen, òèòð 1 : 100, ðàçâåäåíèå
íà PBS-Ò), íà 60 ìèí, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè PBS-Ò 3 ðàçà
ïî 5 ìèí. Çàòåì êëåòêè îêðàøèâàëè 4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíè-
ëèíäîëîì (DAPI) íà PBS (0.1 ìêã/ìë). Ïðåïàðàòû çàêëþ÷à-
ëè â MOVIOL (Calbiochem) ñ äîáàâëåíèåì 1,4-äèàçàáèöèê-
ëî[2.2.2]îêòàíà (DABCO).

Ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
ôèêñàöèþ è îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ïðîòèâ
ÍÐ1á ïðîâîäèëè â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è äëÿ ôëóîðåñ-

öåíòíîé èììóíîöèòîõèìèè. Äëÿ âèçóàëèçàöèè èñïîëüçî-
âàëè Fab-ôðàãìåíòû àíòèòåë ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
ìûøè, êîâàëåíòíî ñâÿçàííûå ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà
(NanoProbe, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 250. Îêðàøèâàíèå
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå óäàëåíèÿ èç-
áûòêà êîíúþãàòà PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % BSA (6 ñìåí ïî
10 ìèí), êëåòêè ôèêñèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðî-
âîãî àëüäåãèäà â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ñåðåáðÿíîå óñèëåíèå ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäè-
êå (Gilerovitch et al., 1995), ïîñëå ÷åãî îáðàçöû îáåçâîæè-
âàëè è çàêëþ÷àëè â Ýïîí-812.

À í à ë è ç ä è í à ì è ê è ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à. Äëÿ
òîãî ÷òîáû èçó÷èòü ñâÿçü ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé â
ÿäðàõ, âûçûâàåìûõ ñíèæåíèåì óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ, ñ ïðîõîæäåíèåì êëåòêàìè ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàóí-
äîâ ðåïëèêàöèè è êëåòî÷íûõ äåëåíèé, áûëè ïðîâåäåíû
ýêñïåðèìåíòû ñ âèçóàëèçàöèåé ðåïëèêàöèîííîé ìåòêè,
âêëþ÷àåìîé íà âñåì ïðîòÿæåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Äëÿ
ýòîãî 50 ìêìîëü 5-áðîìîäåçîêñèóðèäèíà (ÁðäÓ) âíîñèëè
íà 24 ÷ ïàðàëëåëüíî ñ 5-àçà-Ñ â 1-å ñóò èíêóáàöèè. Äàëåå
êëåòêè ôèêñèðîâàëè íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå çàâåðøåíèÿ
ïåðèîäà ìå÷åíèÿ è ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ ÁðäÓ èç
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ îáíàðóæåíèÿ âòîðîãî öèêëà
ðåïëèêàöèè ïîñëå âíåñåíèÿ 5-àçà-Ñ âíîñèëè ÁðäÓ ñïóñòÿ
24 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ñ 5-àçà-Ñ íà 24 ÷.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÁðäÓ êëåòêè ôèêñèðîâàëè è ïåðìåà-
áèëèçèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ïîñëå ïåðìåàáèëèçà-
öèè èõ îáðàáàòûâàëè 4 Ì HCl â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è òùàòåëüíî îòìûâàëè â 4 ñìåíàõ
PBS â òå÷åíèå 20 ìèí. Èíêóáàöèþ â ðàñòâîðå BSA íå
ïðîâîäèëè. Äàëåå èíêóáèðîâàëè â àíòèòåëàõ òàê æå, êàê è
äëÿ âûÿâëåíèÿ áåëêà ÍÐ1á. Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðî-
òèâ ÁðäÓ (Sigma, ÑØÀ), êëîí BU -33, ðàçâåäåíèå 1 : 100,
è àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ Alexa 488, â ðàçâåäåíèè 1 : 100 (Invitrogen,
ÑØÀ). Àíàëèçèðîâàëè õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ìå÷åíîãî
ìàòåðèàëà â ÿäðàõ ïàðàëëåëüíî ñ àíàëèçîì ôîðìû èíäè-
âèäóàëüíûõ õðîìîöåíòðîâ.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê, îáðà-
áîòàííûõ 5-àçà-Ñ, è êîíòðîëüíûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
îêðàøèâàíèå DAPI. Ïðåïàðàòû êëåòîê ôîòîãðàôèðîâàëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà 63� (NA 1.3) è èçìåðÿëè
ñóììàðíóþ ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíöèè èíäèâèäóàëüíûõ
ÿäåð, âû÷èòàÿ ñóììàðíóþ ÿðêîñòü ó÷àñòêà ôîíà òîé æå
ïëîùàäè. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
ImageJ v1.37. Ñïåêòðû èíòåíñèâíîñòåé ñòðîèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû Microcal Origin 4.

Àíàëîãè÷íî îöåíèâàëè ñîäåðæàíèå ÍÐ1á â êëåòêàõ.
Äëÿ èçìåðåíèé áðàëè ïðåïàðàòû êîíòðîëüíûõ êëåòîê è
êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ ÒÑÀ, îêðàøåííûå àíòè-
òåëàìè â îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ.

Ï î ë ó ÷ å í è å è î á ð à á î ò ê à è ç î á ð à æ å í è é. Ïðå-
ïàðàòû èçó÷àëè ïðè ïîìîùè èíâåðòèðîâàííîãî ñâåòîâîãî
ìèêðîñêîïà Zeiss Axiovert 200M, îñíàùåííîãî êàìåðîé
AxioCam HRm, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 100� 1.3 Plan NeoFlu-
ar è ïðîìåæóòî÷íóþ ëèíçó 1.6. Ñåðèè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ
ðåãèñòðèðîâàëè ñ øàãîì 0.25 ìêì ïî âûñîòå. Ðàçðåøåíèå
â ïëîñêîñòè X/Y ñîñòàâëÿëî 0.067 ìêì íà 1 ïèêñåëü.
Òðåõìåðíóþ äåêîíâîëþöèþ ñåðèé îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ
îñóùåñòâëÿëè ïî àëãîðèòìó Regularized Inverse Filter ñ ïî-
ìîùüþ äåìîíñòðàöèîííîé âåðñèè ïðîãðàììû AxioVisi-
on 3.1. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ ìîíòèðîâàëè ñ ïðèìåíå-
íèåì ïðîãðàììû Adobe Photoshop.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êëåòêè ôèêñèðîâà-
ëè 2.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì

Ðîëü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ 973



áóôåðå Çåðåíñåíà (ðÍ 7.4) â òå÷åíèå 60 ìèí, à çàòåì
1%-íûì âîäíûì òåòðîêñèäîì îñìèÿ 60 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå â òåìíîòå. Ôèêñèðîâàííûå îáðàçöû
îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè. Â
õîäå îáåçâîæèâàíèÿ êëåòêè êîíòðàñòèðîâàëè 2%-íûì
ðàñòâîðîì óðàíèë-àöåòàòà â 70%-íîì ñïèðòå. Çàòåì ïðå-
ïàðàòû ïîäâåðãàëè ñòàíäàðòíûì ïðîöåäóðàì àöåòîíîâîãî
îáåçâîæèâàíèÿ è ïðîïèòêè Ýïîíîì-812 (Fluka). Ïîëèìå-
ðèçàöèþ ñìîëû ïðîâîäèëè ïðè 60 °Ñ.

Óëüòðàòîíêèå ñðåçû ãîòîâèëè ñ ïðèìåíåíèåì ñòåê-
ëÿííîãî íîæà íà óëüòðàìèêðîòîìå Reichert Jung Ultra-
cut E. Ñðåçû äîïîëíèòåëüíî êîíòðàñòèðîâàëè 2%-íûì
âîäíûì ðàñòâîðîì óðàíèë-àöåòàòà 20 ìèí è öèòðàòîì
ñâèíöà ïî Ðåéíîëüäñó (Reynolds, 1963). Èçó÷àëè è ôîòî-
ãðàôèðîâàëè ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ïðè ïîìîùè ïðîñâå-
÷èâàþùèõ ýëåêòðîííûõ ìèêðîñêîïîâ HU-11B è H-700
(Hitachi, ßïîíèÿ). Íåãàòèâû ñêàíèðîâàëè ñ ðàçðåøåíèåì
1200 ïèêñåëåé íà 1 äþéì.

Ðåçóëüòàòû

Õ ð î ì î ö å í ò ð û è í ò à ê ò í û õ ê ë å ò î ê Ä929, ôèê-
ñèðîâàííûõ in situ, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ÿðêî îêðàøèâàþ-
ùèåñÿ êðàñèòåëåì DAPI ïëîòíûå, êðóïíûå (äî 1.5 ìêì
äèàìåòðîì) îêðóãëîé ôîðìû áëîêè, õîðîøî ðàçëè÷èìûå
íà ôîíå îñòàëüíîãî õðîìàòèíà, ïðåäñòàâëåííîãî òîíêèìè
òÿæàìè è ãëîáóëàìè îäèíàêîâîãî äèàìåòðà. Êàê ïðàâèëî,
õðîìîöåíòðû ðàñïîëàãàþòñÿ âáëèçè ÿäðûøåê è íà ïåðè-
ôåðèè ÿäåð (ðèñ. 1, à). Îêðàøèâàíèå êëåòêè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ÍÐ1á, îäíîãî èç îñíîâíûõ ìàðêåðîâ êîíñòèòóòèâ-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, äåìîíñòðèðóåò îäíîðîäíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå ýòîãî áåëêà âíóòðè èíäèâèäóàëüíûõ õðîìî-
öåíòðîâ (ðèñ. 1, àR, àS). Â òî æå âðåìÿ îáëàñòè õðîìîöåíò-
ðîâ, äåêîðèðîâàííûå àíòèòåëàìè ê ÍÐ1á, èìåþò áîëåå
÷åòêèå êîíòóðû, ÷åì ñîîòâåòñòâóþùèå èì DAPI-ïîçèòèâ-
íûå áëîêè.

Ïîìèìî õðîìîöåíòðîâ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ÍÐ1á
âûÿâëÿåòñÿ â âèäå òî÷å÷íûõ íóêëåîïëàçìàòè÷åñêèõ ôîêó-
ñîâ ñ íèçêîé ïî ñðàâíåíèþ ñ õðîìîöåíòðàìè èíòåíñèâ-
íîñòüþ îêðàøèâàíèÿ (ðèñ. 1, àR).

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â
ÿäðàõ êëåòîê L929 ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü òðè ôðàêöèè
êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà: õðîìàòèí, ïðèìûêàþùèé
ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå, çîíû êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà,
ðàñïîëîæåííûå â êàðèîïëàçìå, è êðóïíûå áëîêè, ïðèìû-
êàþùèå ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå è àññîöèèðîâàííûå ñ ÿäðûø-
êàìè. Ñòðóêòóðà è ïëîòíîñòü óïàêîâêè ÄÍÏ-ôèáðèëë â
ýòèõ ôðàêöèÿõ õðîìàòèíà èäåíòè÷íû (ðèñ. 2, à). Ïî ôîð-
ìå, õàðàêòåðíîìó ðàñïîëîæåíèþ â êàðèîïëàçìå è ðàçìå-
ðàì ýòè áëîêè êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà íàèáîëåå
õîðîøî ñîîòâåòñòâóþò õðîìîöåíòðàì, âûÿâëÿåìûì íà
ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå. Äëÿ áîëåå òî÷íîé èäåíòèôèêà-
öèè õðîìîöåíòðîâ íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå áûëà
ïðîâåäåíà èììóíîýëåêòðîííàÿ âèçóàëèçàöèÿ ðàñïðåäåëå-
íèÿ ÍÐ1á (ðèñ. 2, á). Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò,
÷òî ãðàíóëû çîëîòà, äåêîðèðóþùèå àíòèòåëà ïðîòèâ
ÍÐ1á, ïðåèìóùåñòâåííî âûÿâëÿþòñÿ â ñîñòàâå îêðóãëûõ
áëîêîâ êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà, ÷òî ïîçâîëÿåò íà-
äåæíî îòîæäåñòâèòü èõ ñ õðîìîöåíòðàìè.

Èíòåðåñíî, ÷òî îáëàñòè êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòè-
íà, íå âõîäÿùèå â ñîñòàâ õðîìîöåíòðîâ, ïðàêòè÷åñêè íå
äåêîðèðóþòñÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÍÐ1á. Â òî æå âðåìÿ
çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî çîëîòûõ ÷àñòèö âûÿâëÿåòñÿ â
íóêëåîïëàçìå, ïðåèìóùåñòâåííî íà ïåðèôåðèè íåáîëü-

øèõ áëîêîâ êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà èëè â îáëàñ-
òÿõ, çàïîëíåííûõ òîíêîôèáðèëëÿðíûì ìàòåðèàëîì, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò íàëè÷èþ íóêëåîïëàçìàòè÷åñêîãî îêðàøè-
âàíèÿ, âûÿâëÿåìîãî ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêî-
ïèè. Íåçíà÷èòåëüíî êîëè÷åñòâî ãðàíóë çîëîòà îáíàðóæè-
âàåòñÿ òàêæå â ÿäðûøêàõ è â öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, á).

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê 5-àçà-Ñ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî íåîá-
õîäèìûì óñëîâèåì äëÿ ãèïîìåòèëèðîâàíèÿ âñåé (èëè
áîëüøåé ÷àñòè) ÄÍÊ ãåíîìà ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê
ïðîõîäèòü äâà ðàóíäà ðåïëèêàöèè â ïðèñóòñòâèè èíãèáè-
òîðà ÄÍÊ-ìåòèëàçû 5-àçà-Ñ (Castilho et al., 1999; Christ-
man, 2002; Bailis, Forsburg, 2003).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ââåäåíèå 5-àçà-Ñ ïðèâîäèò ê
ðåçêîìó ñíèæåíèþ óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè: ÷åðåç 24 ÷ ïî-
ñëå âíåñåíèÿ 5-àçà-Ñ â ïîïóëÿöèè ïåðåñòàþò âûÿâëÿòüñÿ
äåëÿùèåñÿ êëåòêè. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî 5-àçà-Ñ îáëàäàåò âû-
ðàæåííûì öèòîñòàòè÷åñêèì äåéñòâèåì. Â ñâÿçè ñ ýòèì
âîçíèêàåò ïðèíöèïèàëüíûé âîïðîñ î ñïîñîáíîñòè êëåòîê
ëèíèè L929 â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ îñóùåñòâëÿòü ðåïëèêà-
öèþ ÄÍÊ. Äëÿ îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ áûë ïðîâåäåí àíàëèç
äèíàìèêè âêëþ÷åíèÿ ðåïëèêàöèîííîé ìåòêè (ÁðäÓ) â
êîíòðîëå è íà ôîíå äåéñòâèÿ 5-àçà-Ñ (ðèñ. 3, à).

Â êîíòðîëå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ ÁðäÓ èç ñðåäû
èíêóáàöèè ïîÿâëÿþòñÿ äâà òèïà ÿäåð: ÿäðà, â êîòîðûõ
ìåòêà ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿåòñÿ â îáúåìå êàðèîïëàçìû
(ðèñ. 3, á), è ÿäðà, â êîòîðûõ ìåòêà âûÿâëÿåòñÿ â âèäå äè-
ñêðåòíûõ ôëóîðåñöèðóþùèõ îáëàñòåé (ðèñ. 3, â). Çîíàëü-
íîå ðàñïðåäåëåíèå ìå÷åíîé ÄÍÊ õàðàêòåðíî äëÿ ÿäåð
êëåòîê, ïðîøåäøèõ äâà äåëåíèÿ ïîñëå óäàëåíèÿ ÁðäÓ èç
ñðåäû, à ãîìîãåííîå ðàñïðåäåëåíèå ìåòêè — äëÿ êëåòîê,
ïðîøåäøèõ îäíî äåëåíèå èëè íå äåëèâøèõñÿ.

Â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ 5-àçà-Ñ, ìåòêà ðàñïðåäåëÿ-
åòñÿ â ÿäðå ïðåèìóùåñòâåííî ãîìîãåííî, ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î áëîêèðîâàíèè äåëåíèé, íî íå î ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.

Äëÿ ïðîâåðêè ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðîõîäèòü äâà ïî-
ñëåäîâàòåëüíûõ ðàóíäà ðåïëèêàöèè â ïðèñóòñòâèè
5-àçà-Ñ ÁðäÓ ââîäèëè íà 2-å ñóò ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè
ñ 5-àçà-Ñ. Ïðè òàêîì ïðîòîêîëå â ïîïóëÿöèè âûÿâëÿþòñÿ
ãîìîãåííî ìå÷åííûå ÿäðà (èíäåêñ ìå÷åíèÿ — 87 %). Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ êëåòêè íå óòðà÷èâàþò
ñïîñîáíîñòè ê ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.

Âêëþ÷åíèå ìåòêè ñïóñòÿ 24 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ 5-àçà-Ñ
íà ôîíå ïàäåíèÿ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü êëåòîê ñòàíî-
âÿòñÿ ïîëèïëîèäíûìè, íà ÷òî óêàçûâàåò è óâåëè÷åíèå
ðàçìåðîâ êëåòîê, íàáëþäàåìîå â ýêñïåðèìåíòàõ (ðèñ. 4,
à—â). Äëÿ ïðîâåðêè áûëà ïðîâåäåíà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåí-
êà êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ êîíòðîëüíûõ êëåòîê è êëåòîê,
èíêóáèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ â òå÷åíèå 24 è
48 ÷. Óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð îá-
ðàáîòàííûõ êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîÿâëåíèè â ïîïó-
ëÿöèè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, ã—å).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå ïðåäâàðèòåëüíûå ýêñïå-
ðèìåíòû ïîêàçàëè àäåêâàòíîñòü èñïîëüçîâàííîé íàìè ìî-
äåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû õðîìîöåíòðîâ â óñëîâèÿõ
ãèïîìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ãåíîìà.

Èíêóáàöèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ â òå÷åíèå
24 ÷ ïðèâîäèò ê ðàçðûõëåíèþ ìàòåðèàëà õðîìîöåíòðîâ,
îäíàêî íàèáîëåå îò÷åòëèâî èçìåíåíèÿ â èõ ìîðôîëîãèè
âûÿâëÿþòñÿ ñïóñòÿ 48 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ ðåàêòèâà â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 1, á—ã).

Ïî õàðàêòåðó îêðàøèâàíèÿ ÄÍÊ ôëóîðîõðîìîì DAPI
è àíòèòåëàìè ê áåëêó ÍÐ1á ìîæíî âûäåëèòü äâà òèïà êëå-
òîê, ÿäðà êîòîðûõ ðàçëè÷àþòñÿ ïî îðãàíèçàöèè õðîìàòè-
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íà (ðèñ. 1). Â ÿäðàõ ÷àñòè êëåòîê (îêîëî 15 %) íå íàáëþ-
äàåòñÿ âèäèìûõ èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå õðîìàòèíà è õðî-
ìîöåíòðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 1, á). Â
áîëüøåé ÷àñòè êëåòîê (îêîëî 85 %) ôîðìà è ñòðóêòóðà
õðîìîöåíòðîâ ðåçêî ìåíÿþòñÿ: îíè äåêîìïàêòèçèðóþòñÿ
è ïðèîáðåòàþò âèä òÿæåé (ðèñ. 1, â). Èíîãäà õðîìîöåíòðû
ïðèîáðåòàþò âèä êëàñòåðîâ ìåëêèõ ãëîáóë ñ íåîäíîðîä-

íûì â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê ðàñïðåäåëåíèåì
ÍÐ1á âíóòðè DAPI-ïîçèòèâíîé îáëàñòè (ðèñ. 1, ã). Ýòè èç-
ìåíåíèÿ íå çàòðàãèâàþò õðîìàòèíà, êîòîðûé íå âõîäèò â
ñîñòàâ õðîìîöåíòðîâ.

Èçìåíåíèå ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè õðîìîöåíòðîâ
ïîñëå 2 ñóò èíêóáàöèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè 5-àçàöèòèäè-
íà ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ðîëü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ 975

Ðèñ. 1. Õðîìîöåíòðû è ðàñïðåäåëåíèå HP1á â êëåòêàõ L929 â êîíòðîëå è ïîñëå èíêóáàöèè ñ 5-àçàöèòèäèíîì.

à—àS — êîíòðîëü; á—áS, ã—ãS — õàðàêòåðíûå êëåòî÷íûå òèïû, âûÿâëÿþùèåñÿ â ïîïóëÿöèè ïîñëå 48 ÷ èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ; á—áS —
êëåòêè ñ õðîìîöåíòðàìè, íå ïðåòåðïåâøèìè èçìåíåíèé; â—âS — êëåòêè ñ ÷àñòè÷íî äåêîìïàêòèçèðîâàííûìè (óäëèíåííûìè) õðîìîöåíòðàìè; ã—ãS —
êëåòêè ñ äèñêðåòíûì ðàñïðåäåëåíèåì HP1á â õðîìîöåíòðàõ. à—ã — îêðàñêà DAPI; à�—ã�— îêðàñêà àíòèòåëàìè ïðîòèâ HP1á; à;—ãS — óâåëè÷åííûå

èçîáðàæåíèÿ îòäåëüíûõ õðîìîöåíòðîâ ïðè îêðàñêå àíòèòåëàìè ïðîòèâ HP1á. Îá. 100�, âñïîìîãàòåëüíàÿ ëèíçà 1.6�.



Íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ ÿäåð õðîìîöåíòðû èìåþò âèä âû-
òÿíóòûõ òÿæåé, â êîòîðûõ âûÿâëÿþòñÿ äèñêðåòíûå çîíû
ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèè ÄÍÏ-ôèáðèëë (ðèñ. 2, â).

È í ê ó á à ö è ÿ ê ë å ò î ê â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è Ò Ñ À â òå-
÷åíèå 48 ÷ ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â ïîïóëÿöèè äâóõ òèïîâ
êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñòðóêòóðå õðîìàòèíà. Â áîëü-
øèíñòâå êëåòîê (îêîëî 75 %) îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà è
õðîìîöåíòðîâ íå èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.
Â òàêèõ êëåòêàõ õðîìîöåíòðû îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè
ê áåëêó ÍÐ1á, îäíàêî èíòåíñèâíîñòü èõ ôëóîðåñöåíöèè
ðåçêî ïàäàåò (ðèñ. 5, á). Óëüòðàñòðóêòóðíûé àíàëèç íå âû-

ÿâëÿåò îòëè÷èé îò êîíòðîëÿ â îðãàíèçàöèè õðîìîöåíòðîâ
â òàêèõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, ã ). Â òî æå âðåìÿ ñëîé ïåðèôåðè-
÷åñêîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ ÒÑÀ,
èñòîí÷àåòñÿ è ïðåäñòàâëåí 2—3 ñëîÿìè ýëåêòðîííî-ïëîò-
íûõ ãðàíóë (ðèñ. 2, ã).

Â êëåòêàõ âòîðîãî òèïà, ñîñòàâëÿþùèõ 25 % ïîïóëÿ-
öèè, áóëüøàÿ ÷àñòü õðîìàòèíà, âêëþ÷àÿ õðîìîöåíòðû,
ïåðåõîäèò â äèôôóçíîå ñîñòîÿíèå, è õðîìîöåíòðû íå âû-
ÿâëÿþòñÿ ïðè îêðàøèâàíèè ÀÒ-ñïåöèôè÷íûì êðàñèòåëåì
(DAPI). Ïðè ýòîì ïðîäîëæàþò âûÿâëÿòüñÿ íåáîëüøèå
áëîêè êîíäåíñèðîâàííîãî ìàòåðèàëà íà ïåðèôåðèè ÿäðà è
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Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðà õðîìîöåíòðîâ.

à — õðîìîöåíòð â ÿäðå êîíòðîëüíîé êëåòêè; á — èììóíîýëåêòðîííàÿ âèçóàëèçàöèÿ HP1á â õðîìàòèíå êîíòðîëüíûõ êëåòîê; â — õðîìîöåíòð â ÿäðå
êëåòêè, èíêóáèðîâàííîé 48 ÷ â ïðèñóòñòâèè 5-àçàöèòèäèíà; ã — õðîìîöåíòð â ÿäðå êëåòêè, èíêóáèðîâàííîé 48 ÷ â ïðèñóòñòâèè òðèõîñòàòèíà À; ä —

ÿäðî êëåòêè, íå ñîäåðæàùåå ìîðôîëîãè÷åñêè îáîñîáëåííûõ õðîìîöåíòðîâ (èíêóáàöèÿ ñ ÒÑÀ). ßê — ÿäðûøêè, çâåçäî÷êè — õðîìîöåíòðû.



âáëèçè ÿäðûøåê. Ðàçìåðû ýòèõ áëîêîâ ñóùåñòâåííî ìåíü-
øå ðàçìåðîâ õðîìîöåíòðîâ â èíòàêòíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 5,
â). ßäðà òàêèõ êëåòîê ñëàáî îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ÍÐ1á. Áëîêè êîíäåíñèðîâàííîãî ìàòåðèàëà äåêî-
ðèðóþòñÿ àíòèòåëàìè, ÷òî ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü
èõ êàê îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû. Óëüòðàñòðóêòóðíûé
àíàëèç íå ïîçâîëÿåò íàäåæíî âûÿâèòü ýòè çîíû ïî ìîðôî-
ëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì (ðèñ. 2, ä).

Òàêàÿ ìîðôîëîãèÿ õðîìàòèíà è êàðòèíà ðàñïðåäåëå-
íèÿ ÍÐ1á ôîðìèðóþòñÿ ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè ÒÑÀ. Ïîñëå óäàëåíèÿ èíãèáèòîðà èç ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå ñîñòîÿíèÿ
êëåòîê, õàðàêòåðíîå äëÿ êîíòðîëÿ (íå èëëþñòðèðîâàíî).

È ñ ê ó ñ ñ ò â å í í à ÿ ä å ê î ì ï à ê ò è ç à ö è ÿ õðîìàòèíà
â æèâûõ êëåòêàõ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé
âûÿâèòü «ïðîìåæóòî÷íûå» óðîâíè êîìïàêòèçàöèè
ÄÍÏ-ôèáðèëë, êîòîðûå ìîãóò áûòü ìàñêèðîâàíû çà ñ÷åò
âûñîêîé ïëîòíîñòè óïàêîâêè ìàòåðèàëà â õðîìîöåíòðàõ.
Âîïðîñ îá èõ ñóùåñòâîâàíèè è îðãàíèçàöèè ÿâëÿåòñÿ
ïðèíöèïèàëüíûì äëÿ ïîíèìàíèÿ ðîëè ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ â
ìàêðîìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ãåòåðîõðîìàòèíà.

Äëÿ äåêîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà æèâûå êëåòêè (êîíò-
ðîëüíûå è ïîäâåðãíóòûå âîçäåéñòâèþ 5-àçà-Ñ è ÒÑÀ) îá-
ðàáàòûâàëè 30%-íûì ðàñòâîðîì Õåíêñà â òå÷åíèå 1 ÷.
Äëÿ ïðîâåðêè âîçìîæíîñòè ñòðóêòóðíîé ðåêîíñòðóêöèè
áëîêîâ ãåòåðîõðîìàòèíà êëåòêè ïåðåâîäèëè â íîðìîòîíè-
÷åñêóþ ñðåäó ñòàíäàðòíîãî ñîñòàâà.

Ãèïîòîíè÷åñêàÿ îáðàáîòêà êîíòðîëüíûõ (èíòàêòíûõ)
êëåòîê ïðèâîäèò ê äåêîìïàêòèçàöèè õðîìîöåíòðîâ: êîì-
ïàêòíûå îêðóãëûå õðîìîöåíòðû (ðèñ. 6, à) ðàçðûõëÿþòñÿ,
ïðèíèìàÿ âèä êëàñòåðîâ, ñîñòîÿùèõ èç äèñêðåòíûõ ãëî-
áóë è ôèáðèëë (ðèñ. 6, á). Ïðè ïîìåùåíèè òàêèõ êëåòîê â
íîðìîòîíè÷åñêóþ ñðåäó õðîìîöåíòðû âîññòàíàâëèâàþò
èñõîäíóþ êîìïàêòíóþ êîíôîðìàöèþ (ðèñ. 6, â).

Â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ ãèïîòîíè÷åñêîìó âîçäåéñò-
âèþ ïîñëå 48-÷àñîâîé èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ
(ðèñ. 6, ã), õðîìîöåíòðû ïðèîáðåòàþò ñõîäíóþ ãëîáóëÿð-
íî-ôèáðèëëÿðíóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 6, ä). Ïîñëå ïåðåíîñà
êëåòîê â íîðìîòîíè÷åñêóþ ñðåäó ìàòåðèàë õðîìîöåíòðîâ
êîìïàêòèçèðóåòñÿ â ïðîòÿæåííûå ôèáðèëëû (ðèñ. 6, å).

Ãèïîòîíè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêè, èíêóáèðîâàí-
íûå â òå÷åíèå 2 ñóò â ïðèñóòñòâèè ÒÑÀ, âûçûâàåò ðàçâî-
ðà÷èâàíèå áîëüøèíñòâà õðîìîöåíòðîâ â çàìêíóòûå êîëü-
öåâûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 6, ç). Îíè ìîãóò áûòü êàê îäèíî÷-
íûìè, òàê è ñîáðàííûìè â êðóïíûå è ìåëêèå òåñíî
ñáëèæåííûå ãðóïïû. Â 20 % êëåòîê õðîìîöåíòðû ïåðå-
ñòàþò îò÷åòëèâî âûÿâëÿòüñÿ íà ôîíå ïðî÷åãî õðîìàòèíà
ïðè îêðàøèâàíèè DAPI (íå èëëþñòðèðîâàíî). Ýòè êëåòêè
ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþò òîé ïîïóëÿöèè, â êîòî-
ðîé õðîìîöåíòðû ïîëíîñòüþ ðàçðóøàþòñÿ ïîä âîçäåéñò-
âèåì ÒÑÀ. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â öåëîì ïðî÷èé õðîìàòèí
òàêèõ êëåòîê òàêæå äåìîíñòðèðóåò «ÿ÷åèñòóþ» ñòðóêòóðó
(ðèñ. 6, ç). Ïðè ïåðåíîñå â èçîòîíè÷åñêóþ ñðåäó õðîìî-
öåíòðû âîññòàíàâëèâàþò ïëîòíóþ óïàêîâêó ñïóñòÿ
60 ìèí. Ïðè ýòîì ïðî÷èé õðîìàòèí êîëëàïñèðóåò è â ÿä-
ðàõ íà÷èíàþò âûÿâëÿòüñÿ ïóñòîòû è òîëñòûå ïðîòÿæåí-
íûå DAPI-ïîçèòèâíûå òÿæè (ðèñ. 6, è).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî ïðîöåññ èíàêòè-
âàöèè òðàíñêðèïöèè ÄÍÊ èíèöèèðóåòñÿ êàñêàäîì ñîáû-
òèé, â õîäå êîòîðûõ îñóùåñòâëÿþòñÿ ýíçèìàòè÷åñêàÿ ìî-

äèôèêàöèÿ ãèñòîíîâ è ôîðìèðîâàíèå ìàêðîìîëåêó-
ëÿðíûõ êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñïåöèôè÷åñêèå
áåëêè, íèçêîìîëåêóëÿðíûå ÐÍÊ è ðÿä äðóãèõ ôàêòîðîâ
(Huisinga et al., 2006). Ðàíåå áûëî ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî
ñïåöèôè÷åñêèìè ìàðêåðíûìè êîìïîíåíòàìè, õàðàêòåðè-
çóþùèìè èíàêòèâèðîâàííûé õðîìàòèí, ïîìèìî ìåòè-
ëèðîâàííîé ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ áåëêè — ãèñòîí Í3, ìåòè-
ëèðîâàííûé ïî 9-ìó îñòàòêó ëèçèíà (H3Kme), è áåëîê
ÍÐ1 (Craig, 2004). Îäíàêî íåäàâíî ïîëó÷åíû äàííûå,
ïî êîòîðûì îáà áåëêà (H3KMe è ÍÐ1) ìîãóò ðåêðóòè-
ðîâàòüñÿ â òðàíñêðèáèðóþùèåñÿ îáëàñòè àêòèâíûõ ãå-
íîâ (Vakoc et al., 2005). Â ñâÿçè ñ ýòèì îñîáûé èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿþò âîïðîñû î ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè àêòèâ-
íîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî õðîìàòèíà è î ðîëè ìåòèëèðî-
âàíèÿ ÄÍÊ è ýíçèìàòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè áåëêîâ â ñî-
çäàíèè è ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû èíàêòèâèðîâàííîãî
õðîìàòèíà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ
áëîêîâ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (õðîìîöåíò-
ðîâ) ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà è â óñëîâè-
ÿõ èõ èñêóññòâåííîé äåêîìïàêòèçàöèè in vivo. Â êà÷åñòâå
àãåíòà, äåêîíäåíñèðóþùåãî õðîìàòèí, èñïîëüçîâàëè ãè-
ïîòîíè÷åñêóþ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ, äëÿ ìîäóëÿöèè ýí-
çèìàòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè õðîìàòèíà õðîìîöåíòðîâ èñ-
ïîëüçîâàëè 5-àçàöèòèäèí — èíãèáèòîð ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñ-
ôåðàçû (Creusot et al., 1982) — è òðèõîñòàòèí À —
èíãèáèòîð äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ (Hoshikava et al., 1994;
Yoshida et al., 1995).

Èçâåñòíî, ÷òî 5-àçàöèòèäèí âêëþ÷àåòñÿ êîðåïëèêà-
òèâíî â ñîñòàâ ÄÍÊ âìåñòî öèòîçèíà. Èìåþùèåñÿ äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âêëþ÷åíèå ýòîãî îñíîâàíèÿ â
ñîñòàâ ÄÍÊ â õîäå ðåïëèêàöèè ñíèæàåò îáùèé óðîâåíü
ìåòèëèðîâàíèÿ è ìîæåò ïðèâîäèòü ê àêòèâàöèè ýêñïðåñ-
ñèè ðàíåå íå àêòèâíûõ ãåíîâ (Castilho et al., 1999; Christ-
man, 2002). Âêëþ÷åíèå 5-àçàöèòèäèíà â ñîñòàâ ìîëåêóëû
ÄÍÊ òàêæå ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ãåòåðîõðîìàòèí, îáû÷íî
ðåïëèöèðóþùèéñÿ â ïîçäíåé S-ôàçå, âñòóïàåò â ðåïëèêà-

Ðîëü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ 977

Ðèñ. 3. Ýêñïåðèìåíò äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ ïðîõîæäåíèÿ êëåòêà-
ìè äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé; îêðàñêà àí-

òèòåëàìè ïðîòèâ ÁðäÓ.

à — ñõåìà ñåãðåãàöèè ìå÷åííîé ÁðäÓ ÄÍÊ, ïðèâîäÿùåé ê ïîÿâëåíèþ
ÿäåð ñ çîíàëüíûì ðàñïðåäåëåíèåì ðåïëèêàöèîííîé ìåòêè; á — êëåòêà,
âêëþ÷àâøàÿ ÁðäÓ â òå÷åíèå 24 ÷, íå äåëèâøàÿñÿ èëè ïðîøåäøàÿ îäíî
äåëåíèå ïîñëå óäàëåíèÿ ÁðäÓ èç ñðåäû; â — êëåòêà, ïðîøåäøàÿ äâà ïî-
ñëåäîâàòåëüíûõ ìèòîçà ïîñëå óäàëåíèÿ ÁðäÓ èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îá. 100�, âñïîìîãàòåëüíàÿ ëèíçà 1.6�.



öèþ ðàíüøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, íå îáðàáîòàí-
íûõ 5-àçàöèòèäèíîì (Bailis, Forsburg, 2003).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî äåìåòèëè-
ðîâàíèå ÄÍÊ, îïîñðåäîâàííîå âêëþ÷åíèåì 5-àçà-Ñ, âû-
çûâàåò ðåçêèå èçìåíåíèÿ â ìàêðîìîëåêóëÿðíîé îðãàíèçà-
öèè ãåòåðîõðîìàòèíà â ñîñòàâå õðîìîöåíòðîâ. Ïîêàçàíî,
÷òî äåìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííûì èç-
ìåíåíèÿì â ïîçèöèîíèðîâàíèè íóêëåîñîì â ëîêàëüíûõ
ó÷àñòêàõ «ýëåìåíòàðíûõ» ÄÍÏ-ôèáðèëë (Gilbert et al.,
2007). Èç ïîëó÷åííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûõ ñëåäó-
åò, ÷òî óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì,
îïðåäåëÿþùèì ñòðóêòóðó ãåòåðîõðîìàòèíèçèðîâàííûõ
ëîêóñîâ õðîìîñîì íå òîëüêî íà íóêëåîñîìíîì, íî è íà
âûñøèõ óðîâíÿõ êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà.

Ïðè÷èíû, ïî êîòîðûì èçìåíåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ ïðèâîäèò ê äåêîìïàêòèçàöèè ãåòåðîõðîìàòèíà

íà ìàêðîìîëåêóëÿðíîì óðîâíå, îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.
Ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèëüíûå ãðóïïû íà îñòàòêàõ öèòîçèíà
ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè, ñâÿçûâàþùèìè îïðåäåëåííûå áåëêè,
èçâåñòíûå ïîä ñîáèðàòåëüíûì íàçâàíèåì MeCP (Boyes,
Bird, 1992; Craig, 2004). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íåêî-
òîðûå èç íèõ âûïîëíÿþò ôóíêöèþ «ñêðåïîê», óäåðæèâà-
þùèõ ÄÍÏ-ôèáðèëëû â ñáëèæåííîì ñîñòîÿíèè. Êîñâåí-
íî íàëè÷èå òàêèõ «ñêðåïîê» ïîêàçàíî â ôîòîñòàáèëèçèðî-
âàííîì õðîìàòèíå (Sheval et al., 2002). Ðåçêîå ñíèæåíèå
êîëè÷åñòâà ìåòèëüíûõ ãðóïï è ñîîòâåòñòâåííî áåëêîâûõ
«ñêðåïîê» â ãèïîìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ ìîæåò ïðèâîäèòü
ê òîìó, ÷òî ïîñëå ðåïëèêàöèè â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ ÄÍÊ
ãåòåðîõðîìàòèíà òåðÿåò ñïîñîáíîñòü ê êîìïàêòèçàöèè äî
óðîâíÿ õðîìîöåíòðà.

Ïðèíöèïèàëüíî âàæíî, ÷òî äåêîìïàêòèçèðóþùåå
äåéñòâèå 5-àçà-Ñ äîñòàòî÷íî ñïåöèôè÷íî èìåííî äëÿ

978 Ñ. À. Ãîëûøåâ, Ï. Í. Âèõðåâà è äð.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ðàçìåðîâ êëåòîê è íàêîïëåíèå ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ.

à, à�— êîíòðîëü; á, á�— 24 ÷ èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ; â, â�— 48 ÷ èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ. à—â — îêðàñêà DAPI; à�—â�— ôàçîâûé
êîíòðàñò. Îá. 63�, âñïîìîãàòåëüíàÿ ëèíçà 1.6�. ã—å — ñïåêòðû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DAPI â êîíòðîëå (ã) è â ðàçëè÷íûå ñðîêè èíêóáàöèè â

ïðèñóòñòâèè 5-àçà-Ñ: ä — 24 ÷ èíêóáàöèè, å — 48 ÷ èíêóáàöèè. Âûáîðêà — 150 êëåòîê íà ñïåêòð.



ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà è íå ðàñïðîñòðàíÿåò-
ñÿ íà õðîìàòèí, íå âõîäÿùèé â ñîñòàâ õðîìîöåíòðîâ.

Ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ ïðîèñõîäèò êîðåïëèêàöèîííî,
÷òî ÿâëÿåòñÿ ìåõàíèçìîì íàñëåäîâàíèÿ ñèãíàëîâ ðåïðåñ-
ñèè òðàíñêðèïöèè. Âòîðûì ïðîöåññîì, óïðàâëÿþùèì àê-
òèâíîñòüþ ãåíîâ, ÿâëÿåòñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííàÿ ìîäèôè-
êàöèÿ ãèñòîíîâ, îñóùåñòâëÿåìàÿ ïîñëå èõ âêëþ÷åíèÿ â
ñîñòàâ õðîìàòèíà. Â ñâÿçè ñ ýòèì áîëüøîé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîâîêóïíîñòü ôàêòîâ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì,
÷òî äëÿ íîðìàëüíîãî çàâåðøåíèÿ ïðîöåññà «ñîçðåâàíèÿ»
õðîìàòèíà ïîñëå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ íåîáõîäèìî äåàöåòè-
ëèðîâàíèå ãèñòîíîâ.

Òàê, èçâåñòíî, ÷òî ãèñòîí Í4 âõîäèò â ñîñòàâ íîâîñèíòå-
çèðîâàííûõ íóêëåîñîì, àöåòèëèðîâàííûõ ïî íåñêîëüêèì
ïîëîæåíèÿì (Perry et al., 1993a, 1993b). Òàêæå ïîêàçàíî,
÷òî â ïðèñóòñòâèè äðóãîãî èçâåñòíîãî èíãèáèòîðà äåàöå-
òèëàç ãèñòîíîâ — áóòèðàòà íàòðèÿ — «ñîçðåâàíèå» õðî-
ìàòèíà íàðóøàåòñÿ, â ðåçóëüòàòå ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå
àöåòèëèðîâàííûõ ôîðì ãèñòîíîâ Í3 è Í4 (Vidali et al.,
1978), à õðîìàòèí íå âîññòàíàâëèâàåò íîðìàëüíóþ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ê íóêëåàçàì (Annunziato, Seale, 1983).

Èíêóáàöèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÒÑÀ, êàê ìîæíî çà-
êëþ÷èòü ïî âûÿâëåííîé íàìè ðåëîêàëèçàöèè áåëêà ÍÐ1á,
ïðèâîäèò ê íåäîìåòèëèðîâàíèþ N-êîíöåâûõ äîìåíîâ ìî-
ëåêóë ãèñòîíà Í3. Ýòîò ôàêò ïîäòâåðæäàåò ïðàâîìî÷-
íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ÒÑÀ äëÿ àíàëèçà ðîëè ìåòèëèðîâà-
íèÿ ãèñòîíîâ â îðãàíèçàöèè ãåòåðîõðîìàòèíà.

Ïðåäñòàâëåííûå â ðàáîòå äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í3 ïî 9-ìó îñòàòêó ëè-
çèíà, ôîðìèðóþùåå ñàéò ñâÿçûâàíèÿ äëÿ ÍÐ1á, èãðàåò
îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè êîìïàêòíîé ñòðóêòó-
ðû õðîìîöåíòðîâ. Ýòî íàáëþäåíèå, îäíàêî, íå ïðîòèâî-
ðå÷èò ðåçóëüòàòàì ðàáîòû, â êîòîðîé ïîêàçàíî, ÷òî õðî-
ìîöåíòðû ñîõðàíÿþò ïðîñòðàíñòâåííóþ îáîñîáëåííîñòü
è õàðàêòåðíóþ ìîðôîëîãèþ â îòñóòñòâèå íàêîïëåíèÿ â
íèõ ÍÐ1á (Mateos-Langerak et al., 2007), è ñîãëàñóåòñÿ ñ
äàííûìè î òîì, ÷òî îäíèì èç âåäóùèõ ôàêòîðîâ ãåòåðî-
õðîìàòèíèçàöèè ÿâëÿåòñÿ ðàáîòà ìåòèëòðàíñôåðàçû
SUV39H1, îòâåòñòâåííîé çà ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í3
(Vaquero et al., 2007).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ çàâåð-
øàþùèì ýòàïîì ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè ÄÍÊ, â òî âðåìÿ
êàê ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í3 è ñâÿçûâàíèå ÍÐ1á ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ïðîìåæóòî÷íóþ ñòàäèþ ýòîãî ïðîöåññà
(Smallwood et al., 2007). Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ãèïåðàöåòè-
ëèðîâàíèå ãèñòîíîâ ïðèâîäèò ê äåêîìïàêòèçàöèè íå ñâÿ-
çàííûõ ñ õðîìîöåíòðàìè áëîêîâ êîíäåíñèðîâàííîãî õðî-
ìàòèíà. Ýòîò ðåçóëüòàò ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè
öèòèðîâàííîé ðàáîòû.

Â ðàííèõ ðàáîòàõ íà ìîäåëè ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ
êëåòîê ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèöåíòðîìåðíîì ðàéîíå ìèòîòè-
÷åñêèõ õðîìîñîì ìûøè îòñóòñòâóþò âûñøèå óðîâíè êîì-
ïàêòèçàöèè ÄÍÊ è õðîìàòèí ïðåäñòàâëåí ïëîòíî óïàêî-
âàííûìè íóêëåîñîìíûìè ôèáðèëëàìè (Ôðîëîâà è äð.,
1989).

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèìè äàííûìè ñâåòîîïòè÷åñêèé è
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç äåìîíñòðèðóåò îä-
íîðîäíóþ è êîìïàêòíóþ óïàêîâêó ÄÍÏ-ôèáðèëë â õðî-
ìîöåíòðàõ, îáîãàùåííûõ ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ. Îäíàêî ïðî-
âåäåííûå íàìè ýêñïåðèìåíòû ïî èñêóññòâåííîé äåêîì-
ïàêòèçàöèè õðîìàòèíà â æèâûõ êëåòêàõ ïîêàçàëè, ÷òî
ÄÍÊ â ñîñòàâå õðîìîöåíòðîâ èìååò íåñêîëüêî óðîâíåé
èåðàðõè÷åñêîé îðãàíèçàöèè.

Èçâåñòíî, ÷òî â óñëîâèÿõ ãèïîòîíèè âñå êîìïàðòìåí-
òû èíòåðôàçíîãî ÿäðà, âêëþ÷àÿ õðîìàòèí è ÿäðûøêè, à

òàêæå õðîìîñîìû ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê, äåêîìïàêòèçèðó-
þòñÿ (Çàöåïèíà è äð., 1982; Êèðååâ è äð., 1990). Âîçâðà-
ùåíèå êëåòîê â íîðìîòîíè÷íóþ ñðåäó ïðèâîäèò ê
ïîýòàïíîé ñòðóêòóðíîé «ðåêîíñòðóêöèè» ÿäåð. Ïðè ýòîì
â ñîñòàâå õðîìàòèíà âûÿâëÿþòñÿ «ïðîìåæóòî÷íûå» óðîâ-
íè êîìïàêòèçàöèè ÄÍÊ — õðîìîíåìû è ýëåìåíòàðíûå
õðîìîìåðû (Ïîëÿêîâ è äð., 2006). Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü,
÷òî ýòèì ñòðóêòóðàì ñîîòâåòñòâóþò íàáëþäàåìûå â ÷àñ-
òè÷íî äåêîìïàêòèçèðîâàííûõ õðîìîöåíòðàõ ãëîáóëû è
ôèáðèëëû.

Âîïðîñ î âîçìîæíîé àðòåôàêòíîñòè ýòèõ ñòðóêòóð-
íûõ êîìïëåêñîâ ñíèìàåòñÿ ïî äâóì ïðè÷èíàì. Âî-ïåð-

Ðîëü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ 979

Ðèñ. 5. Õðîìîöåíòðû è ðàñïðåäåëåíèå HP1á â êîíòðîëå è ïðè
èíêóáàöèè ñ ÒÑÀ.

à, à�— êîíòðîëü; á, á�, â, â�— êëåòêà ïîñëå 48 ÷ èíêóáàöèè â ïðèñóòñò-
âèè ÒÑÀ; ã, ä — ñïåêòðû èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ êëåòîê àíòèòåëà-
ìè ïðîòèâ HP1á â êîíòðîëå è ïîñëå 48 ÷ èíêóáàöèè ñ ÒÑÀ (âûáîðêà —
50 êëåòîê íà ñïåêòð). à—â — îêðàñêà DAPI; à�—â�— îêðàñêà àíòèòåëà-

ìè ïðîòèâ HP1á. Îá. 100�, âñïîìîãàòåëüíàÿ ëèíçà 1.6�.



âûõ, èäåíòè÷íûå ñòðóêòóðû ìîæíî íàáëþäàòü â ñîñòàâå
õðîìîöåíòðîâ ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ 5-àçà-Ñ, áåç èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ãèïîòîíè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Â ýòîì ñëó÷àå
ìû èìååì ñîâåðøåííî äðóãîé ìåõàíèçì äåêîìïàêòèçà-
öèè, íèêàê íå ñâÿçàííûé ñ èçìåíåíèåì ñîñòàâà âíóòðè-
êëåòî÷íîé ñðåäû. Âî-âòîðûõ, ïîñëå èñêóññòâåííîé äå-
êîìïàêòèçàöèè õðîìîöåíòðû ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâà-
þò èñõîäíóþ ñòðóêòóðó.

Åùå áîëåå îò÷åòëèâî ôèáðèëëÿðíàÿ ñòðóêòóðà õðî-
ìîíåì ïîñëå ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêè âûÿâëÿåòñÿ â
êëåòêàõ, èíêóáèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè ÒÑÀ. Êîëüöåâàÿ
êîíôîðìàöèÿ ÄÍÏ-ôèáðèëëû â ýòèõ óñëîâèÿõ ìîæåò
ïðåäïîëîæèòåëüíî îáóñëîâëèâàòüñÿ èçáûòî÷íûì îòðèöà-
òåëüíûì çàðÿäîì ÄÍÏ, âîçíèêøèì çà ñ÷åò ãèïåðàöåòèëè-
ðîâàíèÿ ãèñòîíîâ (Vidali et al., 1978). Îòñóòñòâèå ýòîãî

ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ýôôåêòà â êëåòêàõ, íå ïîäâåðãíóòûõ
ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêå, ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ íàëè÷èåì
÷óâñòâèòåëüíûõ ê èçìåíåíèþ èîííûõ óñëîâèé «ñêðåïî÷-
íûõ áåëêîâ» (Ïîëÿêîâ è äð., 2006) è(èëè) êîìïåíñàöèåé
îòðèöàòåëüíûõ çàðÿäîâ îäíî- è äâóõâàëåíòíûìè êàòèîíà-
ìè (Amchenkova et al., 1998).

Íåòðèâèàëüíàÿ êîëüöåâàÿ êîíôîðìàöèÿ ðàçâåðíóòûõ
õðîìîöåíòðîâ ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ âçàèìîäåéñòâèåì áåë-
êîâûõ êîìïëåêñîâ, ðåêðóòèðîâàííûõ íà ëîêóñàõ, ôëàíêè-
ðóþùèõ áëîêè ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ. Òàêèå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè è àññîöèèðîâàííûå ñ íèìè áåëêè îáíàðóæåíû ó
äðîææåé (Meneghini et al., 2003; Scott et al., 2006). Èõ ïðè-
ñóòñòâèå áëîêèðóåò ðàñïðîñòðàíåíèå ãåòåðîõðîìàòèíîâî-
ãî ìèêðîîêðóæåíèÿ âäîëü õðîìîñîìû. Íåëüçÿ èñêëþ÷àòü,
÷òî ôóíêöèîíèðîâàíèå ïîäîáíîãî ðîäà êîìïëåêñîâ è èõ
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Ðèñ. 6. Äåêîìïàêòèçàöèÿ èíòàêòíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå è ñòðóêòóðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ ïðè
ïîñëåäóþùåì ïåðåâîäå â íîðìàëüíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à—â — êëåòêè ñ èíòàêòíûì õðîìàòèíîì (à — êîíòðîëü, á — â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå, â — ïîñëå ïåðåíîñà èç ãèïîòîíè÷åñêîé â íîðìîòîíè÷åñêóþ ñðå-
äó); ã—å — êëåòêà, îáðàáîòàííàÿ 5-àçà-Ñ (ã — êîíòðîëü, ä — â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå, å — ïîñëå ïåðåíîñà èç ãèïîòîíè÷åñêîé â íîðìîòîíè÷åñêóþ ñðå-
äó); æ—è — êëåòêà, îáðàáîòàííàÿ òðèõîñòàòèíîì À (æ — êîíòðîëü, ç — â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå, è — ïîñëå ïåðåíîñà èç ãèïîòîíè÷åñêîé â íîðìîòîíè-

÷åñêóþ ñðåäó). Íà âðåçêàõ — óâåëè÷åííûå èçîáðàæåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîöåíòðîâ. Îêðàñêà DAPI. Îá. 100�, âñïîìîãàòåëüíàÿ ëèíçà 1.6�.



ëîêàëèçàöèÿ îïðåäåëÿþòñÿ íå òîëüêî ñïåöèôè÷åñêèìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, íî è óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ, êîòîðûé äëÿ ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ — îñíîâíîãî êîìïî-
íåíòà ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà — âî ìíîãî
ðàç ïðåâûøàåò óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ òîòàëüíîãî õðîìà-
òèíà (Salomon et al., 1969; Selig et al., 1988; Grunau et al.,
2006).

Âñÿ ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñâèäåòåëüñòâó-
åò î òîì, ÷òî ñëåäóþùèì çà «êîìïàêòíûì õðîìîöåíòðîì»
óðîâíåì êîìïàêòèçàöèè ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìà-
òèíà â èíòåðôàçíîì ÿäðå ÿâëÿåòñÿ ôèáðèëëà äèàìåòðîì
100—200 íì èëè òàíäåìíî ðàñïîëîæåííûå ãëîáóëÿðíûå
îáðàçîâàíèÿ òîãî æå äèàìåòðà, óñòîé÷èâûå ê ãèïîòîíè÷å-
ñêîìó âîçäåéñòâèþ. Ìåõàíèçìû, ïîääåðæèâàþùèå ýòîò
óðîâåíü, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèé õðîìîíåì-
íîìó (Tumbar et al., 1999), îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü À. Â. Ëàçàðåâó è
Å. Ï. Ñåí÷åíêîâó çà ïîìîùü â ðàáîòå ñ ýëåêòðîííûìè
ìèêðîñêîïàìè è çà ïîääåðæêó ðàáîòîñïîñîáíîñòè ïðè-
áîðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49560).
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THE ROLE OF DNA METHYLATION AND HISTONE MODIFICATIONS
IN STRUCTURAL MAINNTAINANCE OF HETEROCHROMATIN DOMAINS (CHROMOCENTERS)

S. A. Golyshhev,1 P. N. Vichreva, E. V. Sheval, G. I. Kiryanov, V. Yu. Polyakov

A. N. Belozerski Institute of Physico-Ñhemical Biology, Moscow State University;
1 e-mail:sergei.golyshev@mail.genebee.msu.ru

The effects of DNA methylation inhibitor 5-azacytidine (5-aza-C) and histone acetylation inhibitor trichos-
tatine A (TSA) on the structure of pericentric heterochromatin in cultured mouse cells (L929) has been studied.
After 48 h of 5-aza-C treatment, about 85 % of the cells demonstrate transformation of chromocenters from ovo-
id to elongated structures. Hypotonic treatment of these cells reveals tandemly arranged DAPI-positive globu-
les, well distinguishable by light microscopy. The same globular units can be revealed in hypotonic-treated con-
trol cells. 48 h of TSA treatment causes dramatic decrease in HP1á content in the cells. Chromocenters in 25 %
of treated cells became highly decondenced and can not be reliably detected by light and electron microscopy.
85 % of cells demonstrate globular chromocenters with low HP1á content. Hypotonic treatment causes transfor-
mation of compact chromocenters into ring-like structures, which can be either single or clustered. Rings are
formed by uniform fiber, in which no globular subunits are detected. The data obtained are discussed concerning
several mechanisms of heterochromatin structure maintenance and the roles of epigenetic marks in them.

K e y w o r d s: heterochromatin, chromocenter, DNA methylation, histone methylation, histone acetylation,
chromatin structure, inhibition analysis.
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