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Äëÿ èçó÷åíèÿ òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíûõ ÿäåð ó äâóõ âèäîâ-áëèçíåöîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ — áóðîçóáîê Sorex araneus (ðàñà Cordon) è S. granarius — áûëè èñïîëüçîâàíû ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèá-
ðèäèçàöèÿ in situ ñ ÄÍÊ-ïðîáàìè ê òåëîìåðíîé è ðèáîñîìíîé ÄÍÊ è èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ ñ àíòèòåëà-
ìè ê áåëêó B23, ÿâëÿþùåìóñÿ îäíèì èç áåëêîâ ÿäðûøêà. Êàðèîòèïû ýòèõ âèäîâ ñîñòàâëåíû ïðàêòè÷å-
ñêè èç èäåíòè÷íûõ õðîìîñîìíûõ ïëå÷, íî ðàçëè÷àþòñÿ ÷èñëîì ìåòàöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì è
ñòðóêòóðîé òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì. Ó S. granarius íà êîíöàõ êîðîòêèõ ïëå÷ 32 àêðîöåíòðèêîâ
ëîêàëèçîâàíû äëèííûå òåëîìåðû, ñîäåðæàùèå â ñðåäíåì 218 òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ òåëîìåðíîãî ïîâòî-
ðà. ×àñòü òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ â íèõ ïåðåìåæàåòñÿ ñ ðèáîñîìíûìè. Â ýòèõ æå ðàéîíàõ áûëè âûÿâëåíû
ßÎ-ðàéîíû. Â îòëè÷èå îò S. granarius ó S. araneus ßÎ-ðàéîíû ëîêàëèçîâàíû íà òåðìèíàëüíûõ êîíöàõ 8
õðîìîñîìíûõ ïëå÷ (Zhdanova et al., 2005, 2007b). Äëÿ îáîèõ âèäîâ áóðîçóáîê õàðàêòåðíû àññîöèàöèÿ
õðîìîñîì òåëîìåðíûìè ðàéîíàìè è êîíòàêò ÷àñòè òåëîìåðíûõ êëàñòåðîâ ñ ÿäåðíîé ìåìáðàíîé è ñ ÿä-
ðûøêàìè. Êðîìå òîãî, íàìè áûëè âûÿâëåíû ñîëîêîëèçàöèÿ è ÷àñòè÷íîå ïåðåêðûâàíèå êëàñòåðîâ òåëî-
ìåðíîé è ðèáîñîìíîé ÄÍÊ, à òàêæå ïðîñòðàíñòâåííàÿ áëèçîñòü öåíòðîìåðíûõ è òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ
õðîìîñîì â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ S. granarius. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñâÿçü ñ ÿäðûøêîì
ïðîÿâëÿþò òîëüêî òå êëàñòåðû òåëîìåðíîé ÄÍÊ, â êîòîðûõ íàõîäèòñÿ äîñòàòî÷íîå ÷èñëî ðèáîñîìíûõ
ãåíîâ. Èçó÷åíû ïðîöåññû ðàçáîðêè ÿäðûøêà ïðè ïåðåõîäå ôèáðîáëàñòîâ ê ìèòîòè÷åñêîìó äåëåíèþ,
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ðîëü â ýòîì ïðîöåññå áåëêà B23.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðåõìåðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ, áóðîçóáêè, òåëîìåðû, ÿäðûøêî, áåëîê
B23, öåíòðîìåðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ßÎ-ðàéîíû — ÿäðûøêîîáðàçóþùèå ðàéîíû õðîìîñîì, Ag-áýíäû —
ðàéîíû õðîìîñîì, îêðàøèâàþùèåñÿ ñåðåáðîì, FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ.

Áóðîçóáêè Sorex granarius è S. araneus ÿâëÿþòñÿ âèäà-
ìè-áëèçíåöàìè, äèâåðãèðîâàâøèìè íåñêîëüêî ñîòåí ëåò
òîìó íàçàä (Taberlet et al., 1994). Çà èñêëþ÷åíèåì ñäâèãà
öåíòðîìåðû â îäíîé èç ìåòàöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì, èõ
êàðèîòèïû ñîñòàâëåíû èç èäåíòè÷íûõ õðîìîñîìíûõ ïëå÷
(Ye et al., 2006). S. araneus õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëüøèì ÷èñ-
ëîì õðîìîñîìíûõ ðàñ, ñôîðìèðîâàâøèõñÿ â ðåçóëüòàòå
Ðîáåðòñîíîâñêèõ ñëèÿíèé, òàê ÷òî ðàçíûå ðàñû ðàçëè÷à-
þòñÿ ÷èñëîì è ñîñòàâîì ìåòàöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì.
Ðàñà Cordon õàðàêòåðèçóåòñÿ íàèáîëåå ïðèìèòèâíûì ñðå-
äè äðóãèõ ðàñ êàðèîòèïîì. Ãàïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì
ñàìêè èç ðàñû Cordon ñîñòîèò èç 5 ìåòàöåíòðèêîâ è 10 àê-
ðîöåíòðèêîâ. Ãàïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì ñàìêè S. gra-
narius ñîäåðæèò 2 ìåòàöåíòðèêà, êîòîðûå ãîìîëîãè÷íû
ìåòàöåíòðèêàì de è tu S. araneus, è 16 àêðîöåíòðèêîâ
(Wojcik et al., 2003). Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà î÷åâèäíîå ñõîä-
ñòâî êàðèîòèïîâ S. granarius è S. araneus ðàñû Cordon,
îíè ðàçëè÷àþòñÿ òîëüêî òðåìÿ Ðîáåðòñîíîâñêèìè ñëèÿíè-
ÿìè — ñòðóêòóðà òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ â èõ õðîìîñîìàõ
ñóùåñòâåííî ðàçíèòñÿ.

Òåðìèíàëüíûå ðàéîíû õðîìîñîì S. granarius èìåþò
íåîáû÷íóþ äëÿ õðîìîñîì ìëåêîïèòàþùèõ îðãàíèçàöèþ.
Ó ýòîãî âèäà íà êîíöàõ êîðîòêèõ ïëå÷ 32 àêðîöåíòðèêîâ

ëîêàëèçîâàíû äëèííûå òåëîìåðû, ñîäåðæàùèå äî
300 òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ (ò. ï. í.) òåëîìåðíîãî ïîâòîðà (â
ñðåäíåì 218 ò. ï. í.), ïðè÷åì ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü òåëî-
ìåðíûõ ïîâòîðîâ â íèõ ÷åðåäóåòñÿ ñ ðèáîñîìíûìè.
Â ýòèõ æå ðàéîíàõ áûëè âûÿâëåíû ïîçèòèâíûå Ag-áýíäû,
÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ïðèñóòñòâèÿ â íèõ àêòèâ-
íûõ ßÎ-ðàéîíîâ. Îñòàëüíûå òåëîìåðû ó ýòîãî âèäà íåáî-
ëüøèå, â ñðåäíåì 3.6 ò. ï. í. Â îòëè÷èå îò S. granarius ó
S. araneus ßÎ-ðàéîíû ëîêàëèçîâàíû íà êîíöàõ äëèííûõ
ïëå÷ âîñüìè õðîìîñîì íåçàâèñèìî îò òîãî, ÿâëÿþòñÿ ëè
îíè â ðàçíûõ õðîìîñîìíûõ ðàñàõ àêðîöåíòðèêàìè èëè
âõîäÿò â ñîñòàâ ìåòàöåíòðèêîâ. Ðàçìåð òåëîìåð ó ýòîãî
âèäà òèïè÷åí äëÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Â ðàñå Cordon òåëîìå-
ðû ñîäåðæàò â ñðåäíåì 7.0—9.5 ò. ï. í. òåëîìåðíîãî ïî-
âòîðà (Zhdanova et al., 2005, 2007a, 2007b).

Èçâåñòíî, ÷òî òåëîìåðíûå, öåíòðîìåðíûå è ßÎ-ðàéî-
íû õðîìîñîì èãðàþò îñîáóþ ðîëü â àðõèòåêòîíèêå êëå-
òî÷íîãî ÿäðà (Dundr, Misteli, 2001; Weierich et al., 2003).
Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðî-
ñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíûõ ÿäåð ïåðâè÷íûõ
ôèáðîáëàñòîâ S. granarius è S. araneus (õðîìîñîìíàÿ ðàñà
Cordon), èñïîëüçóÿ òðåõìåðíóþ ëàçåðíóþ ìèêðîñêîïèþ
èíòåðôàçíûõ ÿäåð ïîñëå FISH ñ ÄÍÊ-ïðîáàìè ê òåëîìåð-
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íîé è ðÄÍÊ, à òàêæå èììóíîîêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê
áåëêàì öåíòðîìåð è ÿäðûøêà. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü
ëîêàëèçàöèþ êëàñòåðîâ ðÄÍÊ â ÿäðàõ, 3D-FISH ïðîâîäè-
ëè íà ïðåïàðàòàõ, îáðàáîòàííûõ è íå îáðàáîòàííûõ
ÐÍÊàçîé À.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û: îëèãîíóêëåîòèäû (ÒÒÀÃÃÃ)5 è
(ÖÖÖÒÀÀ)5, áèî-16-1äÓÒÔ è íàáîð ðåàêòèâîâ äëÿ
íèê-òðàíñëÿöèè (ÎÎÎ Ìåäèãåí, Ðîññèÿ); äèãîêñèãå-
íèí-11-äÓÒÔ (Roche, Ãåðìàíèÿ); íàáîð ðåàêòèâîâ äëÿ
ÏÖÐ, ôîðìàìèä, Tris-HCl, Tris-îñíîâàíèå, Òðèòîí X-100,
àíòèòåëà ANA CREST, àíòèòåëà êîçû ê èììóíîãëîáóëè-
íàì ÷åëîâåêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ Cy5, àíòèòåëà ìûøè ê
áåëêó B23 êðûñû è äåêñòðàíñóëüôàò (Sigma, Ãåðìàíèÿ);
àíòèòåëà êîçû ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ FISH (Invitrogen, ÑØÀ); àâèäèí-FISH (Vector,
ÑØÀ); PBS â òàáëåòêàõ (Helicon, Ðîññèÿ); áèîòèíèëèðî-
âàííûå àíòèòåëà ìûøè ê àâèäèíó, êîíúþãèðîâàííûå ñ
Alexa 488 (Invitrogen, ÑØÀ).

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè ôèáðîáëàñòû áóðîçóáîê íà
3—10-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê ïðîâîäèëè â CO2-èíêóáàòîðå íà ïîêðîâíûõ ñòåê-
ëàõ, ïîìåùåííûõ â ÷àøêè Ïåòðè, äî ñîñòîÿíèÿ ðåäêîãî
ìîíîñëîÿ.

Â êà÷åñòâå ÄÍÊ-ïðîáû, ñïåöèôè÷íîé òåëîìåðíûì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì, èñïîëüçîâàëè ìå÷åííûé áèîòèíîì
èëè äèãîêñèãåíèíîì ïðîäóêò ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàê-
öèè (ÏÖÐ) â ïðèñóòñòâèè îëèãîíóêëåîòèäîâ (ÒÒÀÃÃÃ)5 è
(ÖÖÖÒÀÀ)5 (Ijdo et al., 1991). Ìå÷åíèå ÄÍÊ îñóùåñòâëÿ-
ëè â äîïîëíèòåëüíûõ öèêëàõ ÏÖÐ ñ äîáàâëåíèåì
áèî-16-äÓÒÔ èëè äèãîêñèãåíèí-11-äÓÒÔ. Â êà÷åñòâå
ÄÍÊ-ïðîáû äëÿ âûÿâëåíèÿ ðÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ôðàãìåíò
18S ðÄÍÊ ðàçìåðîì 3.2 ò. ï. í., êëîíèðîâàííûé â pHr13
(Ìàëûãèí è äð., 1992). Ìå÷åíèå áèîòèíîì èëè äèãîêñèãå-
íèíîì ïðîâîäèëè â ðåàêöèè íèê-òðàíñëÿöèè.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ öåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà ANA CREST, à äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäðûøåê —
àíòèòåëà ìûøè ê ôîñôîïðîòåèíó B23 êðûñû.

FISH è èììóíîîêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè òàê, êàê îïè-
ñàíî ðàíåå (Solovei et al., 2002). Âûðàùåííûå íà ïîêðîâ-
íûõ ñòåêëàõ ôèáðîáëàñòû áóðîçóáîê íà 3—6-ì ïàññàæàõ
ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå
10 ìèí. Çàòåì îáðàáàòûâàëè 0.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòî-
íà X-100 â òå÷åíèå 10 ìèí è íà íî÷ü ïîìåùàëè â ôîñôàò-
íûé áóôåðíûé ðàñòâîð (åñëè ïðîâîäèëè èììóíîîêðàøè-
âàíèå) èëè â 20%-íûé ðàñòâîð ãëèöåðèíà (pH 7.0) (åñëè
ïðîâîäèëè FISH). Êëåòêè, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ èììóíî-
îêðàøèâàíèÿ, èíêóáèðîâàëè ñíà÷àëà ñ àíòèòåëàìè ANA
CREST èëè àíòèòåëàìè ìûøè ê áåëêó B23, à çàòåì ñ ñîîò-
âåòñòâóþùèìè âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðî-
âàííûìè ñ ôëóîðîõðîìàìè. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì FISH ïî-
êðîâíûå ñòåêëà ïîäâåðãàëè ÷åòûðåõêðàòíîìó çàìîðàæè-
âàíèþ—ðàçìîðàæèâàíèþ â æèäêîì àçîòå è èíêóáèðîâàëè
â 0.1 í. HCl â òå÷åíèå 5 ìèí. Íà íî÷ü îñòàâëÿëè â
50%-íîì ôîðìàìèäå â 2-êðàòíîì áóôåðå SSC (pH 7.0).
Ñîâìåñòíóþ äåíàòóðàöèþ ÄÍÊ èíòåðôàçíûõ ÿäåð ôèá-
ðîáëàñòîâ è ÄÍÊ-ïðîá ïðîâîäèëè ïðè 75 °Ñ â òå÷åíèå
5 ìèí â ãèáðèäèçàöèîííîé ñìåñè ñòàíäàðòíîãî ñîñòàâà
(50%-íûé ôîðìàìèä, 2-êðàòíûé áóôåð SSC è 10%-íûé
äåêñòðàíñóëüôàò).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ êëàñòåðîâ ðÄÍÊ ïîêðîâíûå ñòåêëà ïå-
ðåä ãèáðèäèçàöèåé îáðàáàòûâàëè ÐÍÊàçîé À â êîíöåíò-

ðàöèè 0.1 ìã/ìë. Â ýêñïåðèìåíòàõ, ãäå ïðîâîäèëè îäíî-
âðåìåííóþ âèçóàëèçàöèþ àíòèòåë è ÄÍÊ-ïðîá, âíà÷àëå
ïðîâîäèëè èììóíîîêðàøèâàíèå, à çàòåì FISH, êàê îïèñà-
íî âûøå.

Ëàçåðíóþ ñêàíèðóþùóþ ìèêðîñêîïèþ ïðîâîäèëè íà
LSM510META (ZEISS) â Öåíòðå êîëëåêòèâíîãî ïîëüçî-
âàíèÿ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà áèîëîãè÷åñêèõ îáúåê-
òîâ ÑÎ ÐÀÍ (ÈÖèÃ ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê).

Ðåçóëüòàòû

Ê ë à ñ ò å ð û ò å ë î ì å ð í û õ ï î â ò î ð î â â è í ò å ð -
ô à ç í û õ ÿ ä ð à õ ï å ð â è ÷ í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â S. g r a -
n a r i u s è S. a r a n e u s. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ FISH ñ
òåëîìåðíîé ïðîáîé â ÿäðàõ S. granarius áûëî âûÿâëåíî îò
7 äî 24 âàðüèðóþùèõ ïî ðàçìåðó êðóïíûõ áëîêîâ òåëî-
ìåðíûõ ïîâòîðîâ (ðèñ. 1). Ïîñêîëüêó ó S. granarius ñ ïî-
ìîùüþ èñïîëüçîâàííîé íàìè ïðîáû äåòåêòèðóþòñÿ äëèí-
íûå òåëîìåðû íà êîðîòêèõ ïëå÷àõ àêðîöåíòðè÷åñêèõ õðî-
ìîñîì (Zhdanova et al., 2005), ÷èñëî êîòîðûõ ðàâíî 32,
ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ôîðìèðîâàíèè â
èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ àññîöèàöèé êîðîòêèõ ïëå÷ àêðîöåíò-
ðèêîâ. Âîçìîæíî, ÷òî â ýòèõ àññîöèàöèÿõ ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå è êîðîòêèå òåëîìåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ìåòàöåíò-
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Ðèñ. 1. Îðòîãîíàëüíàÿ ïðîåêöèÿ ÿäðà ôèáðîáëàñòà Sorex gra-
narius ïîñëå 3D-FISH ñ ÄÍÊ-ïðîáîé ê òåëîìåðíûì ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿì (öâåò ñèãíàëà êðàñíûé) è ñ ðÄÍÊ-ïðîáîé (öâåò

ñèãíàëà çåëåíûé).

Îáùàÿ îêðàñêà ÄÍÊ êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé ñèãíàë). Îïòè÷åñêèé ñðåç
ïî ïëîñêîñòè XZ (à), ïëîñêîñòè XY (á) è ïëîñêîñòè YZ (â). Ëèíèè óêàçû-
âàþò íà ïîëîæåíèå îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ. Îá. 100�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâà-
íèÿ: ëàçåðíûå ëèíèè 405, 488 è 633; ôèëüòðû: BP 420—480 IR, LP 650 è
BP 505—570; òîëùèíà îïòè÷åñêîãî ñðåçà 0.6 ìêì; øàã ïðè ñêàíèðîâà-

íèè 0.3 ìêì.



ðèêîâ è äëèííûõ ïëå÷ àêðîöåíòðèêîâ. Â ÿäðàõ S. araneus
èç ðàñû Cordon âûÿâëåííûå êëàñòåðû òåëîìåðíîé ÄÍÊ
òàêæå âàðüèðîâàëè ïî ÷èñëó è ðàçìåðó; îäíàêî ðàçìåð èõ
áûë çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ
S. granarius (ðèñ. 1, 2). Ýòè ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñó-
þòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå äàííûìè î òîì, ÷òî ðàçìåð òå-
ëîìåð ó S. araneus â 20 ðàç ìåíüøå, ÷åì äëèííûõ òåëîìåð
ó S. granarius. ×èñëî âûÿâëåííûõ êëàñòåðîâ òåëîìåðíîé
ÄÍÊ â ÿäðàõ S. araneus âàðüèðîâàëî îò 9 äî 38, ÷òî ñóùå-
ñòâåííî ìåíüøå ÷èñëà òåëîìåð ó ýòîãî âèäà. Òàêèì îáðà-
çîì, â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ áóðîçóáîê çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî
õðîìîñîì àññîöèèðîâàíî òåðìèíàëüíûìè ðàéîíàìè.

Ó áóðîçóáîê îêîëî 80 % âûÿâëåííûõ êëàñòåðîâ òåëî-
ìåðíîé ÄÍÊ íàõîäèëîñü â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê
îáîëî÷êå ÿäðà (ðèñ. 1). Ðàçðåøåíèå èñïîëüçîâàííîé ëà-
çåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè (ðàçìåð âîêñåëà îêîëî

200 íì ïî îñÿì X è Y è îêîëî 600 íì ïî îñè Z) íå ïîçâîëÿ-
åò óòâåðæäàòü, ÷òî ýòè êëàñòåðû íàõîäÿòñÿ â íåïîñðåäñò-
âåííîì êîíòàêòå ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé. Áîëåå òîãî,
óïëîùåííàÿ ôîðìà èíòåðôàçíûõ ÿäåð ôèáðîáëàñòîâ â ñî-
÷åòàíèè ñ êðóïíûìè ðàçìåðàìè òåëîìåðíûõ êëàñòåðîâ â
ÿäðàõ S. granarius ñîçäàâàëà äîïîëíèòåëüíûå ïðîáëåìû â
îöåíêå ïîëîæåíèÿ êëàñòåðà òåëîìåð îòíîñèòåëüíî ÿäåð-
íîé îáîëî÷êè. Áîëüøîé ðàçìåð òàêèõ êëàñòåðîâ ó S. grana-
rius èíîãäà ïîçâîëÿë èì «êîíòàêòèðîâàòü» êàê ñ âåðõíåé,
òàê è ñ íèæíåé ïîâåðõíîñòÿìè ÿäåð. Âåðîÿòíî, â ðÿäå ñëó-
÷àåâ ðåãèñòðèðóåìûå «êîíòàêòû» ÿâëÿëèñü ðåçóëüòàòîì
íåäîñòàòî÷íîãî ðàçðåøåíèÿ ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèê-
ðîñêîïèè, íî âñå æå ìû ïîëàãàåì, ÷òî çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî
âûÿâëåííûõ «êîíòàêòîâ» ïðåäñòàâëÿëî ñîáîé ðåàëüíûå
êîíòàêòû êëàñòåðîâ òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ è îáîëî÷êè ÿäðà.

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ ö å í ò ð î ì å ð í û õ ð à é î í î â õ ð î -
ì î ñ î ì S. g r a n a r i u s. Îäíîâðåìåííîå âûÿâëåíèå êëàñ-
òåðîâ òåëîìåðíîé ÄÍÊ è öåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìî-
ñîì ñ ïîìîùüþ FISH ñ ÄÍÊ-ïðîáîé ê òåëîìåðíîé ÄÍÊ è
èììóíîîêðàøèâàíèÿ ANA CREST âûÿâèëî ñîâìåñòíóþ
ëîêàëèçàöèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ñèãíàëîâ â èíòåðôàçíûõ
ÿäðàõ (ðèñ. 3). Äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïåðè-
öåíòðîìåðíûå ðàéîíû àêðîöåíòðèêîâ è ëîêàëèçîâàííûå
íà êîðîòêèõ ïëå÷àõ ýòèõ õðîìîñîì äëèííûå òåëîìåðû â
èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ïðîñòðàíñòâåííî ñáëèæåíû. Âîçìîæ-
íî, òî, ÷òî ìû íàçûâàåì êîðîòêèìè ïëå÷àìè àêðîöåíòðè-
êîâ, ó S. granarius ñîäåðæàò òåëîìåðíóþ è ðèáîñîìíóþ
ÄÍÊ, íåïîñðåäñòâåííî ïðèëåãàþùèå ê ïåðèöåíòðîìåð-
íûì ðàéîíàì ýòèõ õðîìîñîì. Ñõîæàÿ ñòðóêòóðà ïðîêñè-
ìàëüíûõ ðàéîíîâ àêðîöåíòðèêîâ áûëà íåäàâíî îïèñàíà ó
ìûøè (Kalitsis et al., 2006).

Ê ë à ñ ò å ð û ò å ë î ì å ð í î é Ä Í Ê è ÿ ä ð û ø ê è.
Äâóõöâåòíàÿ FISH ñ òåëîìåðíîé ïðîáîé è ïðîáîé ê
ðÄÍÊ, à òàêæå ñ òåëîìåðíîé ïðîáîé è àíòèòåëàìè ê
B23-áåëêó ÿäðûøêà ïîçâîëèëà ïðîâåñòè àíàëèç ïðîñòðàí-
ñòâåííîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ìàòåðèàëà òåëîìåð, ðÄÍÊ è íå-
êîòîðûõ áåëêîâ ÿäðûøåê â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ ó èññëåäî-
âàííûõ âèäîâ áóðîçóáîê è ïðîñëåäèòü âçàèìîñâÿçü ìåæäó
ÿäðûøêàìè è òåðìèíàëüíûìè ðàéîíàìè õðîìîñîì (ðèñ. 1,
2, 4, 5). Íàïîìèíàåì, ÷òî äëÿ áóðîçóáîê õàðàêòåðíà òåðìè-
íàëüíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ßÎ-ðàéîíîâ, îäíàêî ÷èñëî ßÎ-ðàéî-
íîâ è õàðàêòåð èõ ðàñïðåäåëåíèÿ ïî êîíöàì õðîìîñîì ó
S. granarius è S. araneus ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ.

FISH ñ ðÄÍÊ-ïðîáîé è èììóíîîêðàøèâàíèå àíòèòå-
ëàìè ê áåëêó B23 âûÿâèëè â ÿäðàõ áóðîçóáîê êðóïíûå ëî-

432 Í. Á. Ðóáöîâ, Ò. Â. Êàðàìûøåâà è äð.

Ðèñ. 2. Îðòîãîíàëüíàÿ ïðîåêöèÿ ÿäðà ôèáðîáëàñòà Sorex arane-
us (ðàñà Cordon) ïîñëå èììóíîîêðàøèâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê
áåëêó B23 (öâåò ñèãíàëà êðàñíûé) è 3D-FISH ñ ïðîáîé ê òåëî-

ìåðíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì (öâåò ñèãíàëà çåëåíûé).

Îáùàÿ îêðàñêà ÄÍÊ êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé ñèãíàë); îïòè÷åñêèé ñðåç ïî
ïëîñêîñòè XZ (à), ïëîñêîñòè XY (á) è ïëîñêîñòè YZ (â). Ëèíèè óêàçûâàþò
íà ïîëîæåíèå îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ. Îá. 100�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâàíèÿ: ëà-
çåðíûå ëèíèè 405, 543 è 633; ôèëüòðû LP 420, LP 650 è BP 560—615; òîë-
ùèíà îïòè÷åñêîãî ñðåçà 0.9 ìêì; øàã ïðè ñêàíèðîâàíèè 0.5 ìêì; ÷èñëî

ñðåçîâ 19, ïðåäñòàâëåí ñðåç ¹ 10.

Ðèñ. 3. Îïòè÷åñêèé ñðåç ÿäðà ôèáðîáëàñòà Sorex granarius ïîñëå 3D-FISH ñ ïðîáîé ê òåëîìåðíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì (á, êðàñ-
íûé ñèãíàë) è ñ èììóíîîêðàøèâàíèåì ANA CREST (â, çåëåíûé ñèãíàë).

à — îáùàÿ îêðàñêà ÄÍÊ êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé ñèãíàë), ã — ñîâìåùåíèå èçîáðàæåíèé. Îá. 63�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâàíèÿ: ëàçåðíûå ëèíèè 405, 543 è
633; ôèëüòðû BP 420—480 IR, LP 560 è LP 650; òîëùèíà îïòè÷åñêîãî ñðåçà 0.6 ìêì; øàã ïðè ñêàíèðîâàíèè 0.3 ìêì; ÷èñëî ñðåçîâ 41, ïðåäñòàâëåí ñðåç

¹ 22.



ïàñòíûå ÿäðûøêè (ðèñ. 2, 4, 5). Åñëè ïî ðàçìåðó òåëîìåð-
íûõ êëàñòåðîâ ìîæíî áûëî áåçîøèáî÷íî äèôôåðåíöèðî-
âàòü ÿäðà èçó÷àåìûõ âèäîâ, òî ïî ðàçìåðó ÿäðûøåê îíè
îêàçàëèñü î÷åíü áëèçêèìè. Îáà âèäà õàðàêòåðèçîâàëèñü
êðóïíûìè ÿäðûøêàìè è áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ðÐÍÊ.
Âîçìîæíî, ÷òî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðÐÍÊ â êëåòêàõ áóðî-
çóáîê ñâÿçàíî ñ âûñîêîé èíòåíñèâíîñòüþ îáìåííûõ ïðî-
öåññîâ ó ýòèõ âèäîâ. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ òðåõìåðíîé
ðåêîíñòðóêöèè ïî äàííûì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè
áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ñëó÷àè, êîãäà êëàñòåðû òåëîìåð-
íîé ÄÍÊ áûëè ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîãðóæåíû â ÿä-
ðûøêî (ðèñ. 5). Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ òåëîìåðíûå êëàñòåðû è
ÿäðûøêè ïðîñòî íàõîäèëèñü â êîíòàêòå. Ê ñîæàëåíèþ,
ðàçðåøåíèå ñòàíäàðòíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðî-
ñêîïèè íå ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè àíàëèç ñòðóêòóðíîé îðãà-
íèçàöèè ìåñòà êîíòàêòà òåëîìåð è ÿäðûøåê. ×åðåäîâàíèå
â êîðîòêèõ ïëå÷àõ òðýêîâ òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ è ðÄÍÊ
(Zhdanova et al., 2007b) ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü äâà âîç-
ìîæíûõ âàðèàíòà ñòðóêòóðíîé îðãàíèàçöèè: 1) òåëîìåð-
íàÿ ÄÍÊ êîìïàêòíî ëîêàëèçîâàíà íà ãðàíèöå ÿäðûøêà,
ó÷àñòâóÿ â åãî ïðîñòðàíñòâåííîì âûäåëåíèè èç îñòàëüíîé
÷àñòè ÿäðà, â òî âðåìÿ êàê ïåòëè ðÄÍÊ óõîäÿò íåïîñðåä-
ñòâåííî â ÿäðûøêî; 2) ïåòëè òåëîìåðíîé ÄÍÊ âìåñòå ñ
ðÄÍÊ íàõîäÿòñÿ âíóòðè ÿäðûøêà. Ðåçóëüòàòû êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ïðåäïîëîæå-
íèå î ëîêàëèçàöèè òåëîìåðíîé ÄÍÊ ïðåèìóùåñòâåííî íà
ãðàíèöå ÿäðûøåê áîëåå âåðîÿòíûì.

Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî âî âñåõ èññëåäîâàííûõ
ÿäðàõ ëèøü ÷àñòü âûÿâëåííûõ êëàñòåðîâ òåëîìåðíîé
ÄÍÊ íàõîäèëàñü â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêàìè, âûÿâëåííûìè
èììóíîîêðàøèâàíèåì àíòèòåëàìè ê áåëêó B23. Ó S. ara-
neus â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêàìè íàõîäèëèñü íå áîëåå 8 òåëî-
ìåð. Ýòî ñîâïàäàåò ñ ÷èñëîì àêòèâíûõ ßÎ-ðàéîíîâ õðî-
ìîñîì ó ýòîãî âèäà, âûÿâëåííûõ ïðè Ag-NOR-îêðàøè-
âàíèè. Áîëåå ñëîæíàÿ êàðòèíà áûëà îáíàðóæåíà ó
S. granarius. Ó ýòîãî âèäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðÄÍÊ ëèáî
ïåðåìåæàþòñÿ ñ òåëîìåðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
êðóïíûõ òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ, ëèáî íåïîñðåäñòâåííî
ïðèëåãàþò ê íèì â 32 ðàéîíàõ õðîìîñîì. Â ýòèõ æå ðàéî-
íàõ áûëè âûÿâëåíû Ag-NOR-ïîçèòèâíûå áýíäû. Îäíàêî
ïðè àíàëèçå ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäåð ôèáðîá-
ëàñòîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêàìè íàõî-
äèëîñü íå áîëåå 12 òåëîìåðíûõ êëàñòåðîâ. Âñòðå÷àëèñü
êëåòêè, â ÿäðàõ êîòîðûõ â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêîì íàõîäè-
ëèñü ëèøü äâà òåëîìåðíûõ êëàñòåðà, â òî âðåìÿ êàê îñòà-
ëüíûå áûëè ëîêàëèçîâàíû îò íåãî íà çíà÷èòåëüíîì ðàñ-
ñòîÿíèè. Ïî-âèäèìîìó, ñâÿçü ñ ÿäðûøêîì èìåþò â îñíîâ-
íîì òå òåëîìåðíûå ðàéîíû, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò
àêòèâíûå ðèáîñîìíûå ãåíû. Îäíàêî íåëüçÿ èñêëþ÷èòü,
÷òî â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêàìè ìîãóò íàõîäèòüñÿ è òåëîìåð-
íûå ðàéîíû, íå ñîäåðæàùèå íè àêòèâíûõ ãåíîâ ðÄÍÊ, íè
äàæå ÄÍÊ, èìåþùåé ÷àñòè÷íóþ ãîìîëîãèþ ðÄÍÊ. Òàêèå
ðàéîíû ìîãóò îêàçàòüñÿ â êîíòàêòå ñ ÿäðûøêàìè çà ÷åò
ôîðìèðîâàíèÿ èìè àññîöèàöèé ñ òåëîìåðíûìè ðàéîíàìè,
íåñóùèìè àêòèâíûå ãåíû ðÄÍÊ.

Ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü íå-
àêòèâíûõ èëè ÷àñòè÷íî äåãåíåðèðîâàííûõ ãåíîâ ðÄÍÊ
ìîæåò íå ó÷àñòâîâàòü â ôîðìèðîâàíèè ÿäðûøåê, ïîëíî-
ñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè àíàëèçà ñîëîêàëèçàöèè
â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ òåëîìåðíûõ êëàñòåðîâ è ðÄÍÊ, ïî-
ëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ äâóõöâåòíîé 3D-FISH ÄÍÊ-ïðîá,
âûÿâëÿþùèõ ðèáîñîìíóþ è òåëîìåðíóþ ÄÍÊ. Ïîñëå îá-
ðàáîòêè ÐÍÊàçîé äâóõöâåòíàÿ FISH â ÿäðàõ S. granarius
âûÿâëÿëà ñîëîêàëèçàöèþ èëè êàê ìèíèìóì ÷àñòè÷íîå ïå-
ðåêðûâàíèå ñèãíàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ òåëîìåðíîé è

ðÄÍÊ. Ñòðóêòóð, íàïîìèíàþùèõ ÿäðûøêè, âûÿâëåíî íå
áûëî (ðèñ. 6). Ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ñèãíàë FISH
ðÄÍÊ-ïðîáû ñ îòäåëüíûìè íèòÿìè ðÄÍÊ âíóòðè ÿä-
ðûøåê ìîæåò îêàçàòüñÿ ñëèøêîì ñëàáûì èç-çà íèçêîé
êîíöåíòðàöèè. Âûÿâëåííûå æå ñèãíàëû ðÄÍÊ, ñîëîêà-
ëèçîâàííûå ñ êëàñòåðàìè òåëîìåð èëè ðàñïîëîæåííûå
â êîíòàêòå ñ íèìè, ìîãóò ñîîòâåòñòâîâàòü îñòàâøåéñÿ
êîìïàêòèçîâàííîé ÄÍÊ òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ, ñîäåðæà-
ùåé ëèáî íåàêòèâíûå, ëèáî íåïîëíîöåííûå ãåíû ðèáî-
ñîìíîé ÄÍÊ. Âîçìîæíî, ýòîò ìàòåðèàë ñîâìåñòíî ñ òåëî-
ìåðíîé ÄÍÊ ó÷àñòâóåò â ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÿäðû-
øåê, ñîçäàâàÿ ñïåöèôè÷åñêèé êîìïàðòìåíò íà èõ
ãðàíèöå.

Ä è í à ì è ê à ñ á î ð ê è —ð à ç á î ð ê è ÿ ä ð û ø å ê
ô è á ð î á ë à ñ ò î â ó á ó ð î ç ó á î ê. Èììóíîîêðàøèâàíèå
àíòèòåëàìè ê áåëêó B23 è 3D-ìèêðîñêîïèÿ êëåòîê, íàõî-
äÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, ïîçâîëèëè
ïðîñëåäèòü çà äèíàìèêîé ñáîðêè—ðàçáîðêè ÿäðûøåê ïðè
ïðîõîæäåíèè êëåòêàìè ìèòîçà. Â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ìû
íàáëþäàëè ðàâíîìåðíîå è èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå ÿä-
ðûøåê. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿëè îòäåëüíûå êëåòêè, â êî-
òîðûõ èíòåðôàçíûå ÿäðà áûëè îêðàøåíû ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîñòüþ. Íåîêðàøåííîé îñòàâàëàñü ëèøü íåáîëüøàÿ
÷àñòü ïðèëåãàþùåé ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå íóêëåîïëàçìû.
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Ðèñ. 4. Îðòîãîíàëüíàÿ ïðîåêöèÿ ÿäðà ôèáðîáëàñòà Sorex grana-
rius ïîñëå èììóíîîêðàøèâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê áåëêó B23 (ñèã-
íàë êðàñíûé) è 3D-FISH ñ ïðîáîé ê òåëîìåðíûì ïîñëåäîâàòå-

ëüíîñòÿì (ñèãíàë çåëåíûé).

Îáùàÿ îêðàñêà ÄÍÊ êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé ñèãíàë). Îïòè÷åñêèé ñðåç
ïî ïëîñêîñòè XZ (à), ïëîñêîñòè XY (á) è ïëîñêîñòè YZ (â). Ëèíèè óêàçû-
âàþò íà ïîëîæåíèå îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ. Îá. 100�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâà-
íèÿ: ëàçåðíûå ëèíèè 405, 488 è 633; ôèëüòðû LP 420, BP 505—530 è LP
650; òîëùèíà îïòè÷åñêîãî ñðåçà 0.9 ìêì; øàã ïðè ñêàíèðîâàíèè 0.5 ìêì;

÷èñëî ñðåçîâ 21, ïðåäñòàâëåí ñðåç ¹ 11.



Â ýòèõ êëåòêàõ èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ñóùåñòâåííî âàðü-
èðîâàëà â ðàçíûõ îáëàñòÿõ ÿäðà (ðèñ. 5). Èç-çà íåðåøåí-
íîé ïðîáëåìû èäåíòèôèêàöèè êîíêðåòíîé ñòàäèè èíòåð-
ôàçû ðåîðãàíèçàöèÿ ÿäðûøåê â ýòîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèê-
ëà îñòàëàñü íåèçó÷åííîé. Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ
áóðîçóáîê íàáëþäàëñÿ ðàñïàä ÿäðûøåê, à â äî÷åðíèõ
êëåòêàõ — èõ âîññòàíîâëåíèå. Âîçìîæíî, ÷òî êëåòêè,
ÿäðà êîòîðûõ áûëè îêðàøåíû ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ
ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòè-B23-àíòèòåë, íàõîäèëèñü ëèáî
íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ íîðìàëüíîé ñòðóê-
òóðû èíòåðôàçíîãî ÿäðà ïîñëå çàâåðøåíèÿ êëåòî÷íîãî äå-
ëåíèÿ, ëèáî â ñàìîì êîíöå èíòåðôàçû. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî â äðóãèõ èññëåäîâàííûõ êóëüòóðàõ êëåòîê, íàïðèìåð
â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà, ìû íå íà-
áëþäàëè òàêîãî ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà B23 â èíòåðôàçíûõ
ÿäðàõ.

Ïåðåðàñïðåäåëåíèå áåëêà B23 íàèáîëåå ÷åòêî ïðîèñ-
õîäèëî ïðè âõîæäåíèè êëåòêè â ìèòîç. Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ
ìèòîçà ïîâûøàëàñü êîíöåíòðàöèÿ áåëêà B23 â ìåæõðîìà-
òèíîâîì ïðîñòðàíñòâå, êîòîðûé çàòåì îêàçûâàëñÿ ëîêàëè-

çîâàííûì ïðåèìóùåñòâåííî â ïåðèõðîìîñîìíîì ñëîå ìè-
òîòè÷åñêèõ õðîìîñîì (ðèñ. 7). Ïðè îêîí÷àíèè ìèòîçà è
ôîðìèðîâàíèè â äî÷åðíèõ êëåòêàõ ÿäåð íàáëþäàëàñü îá-
ðàòíàÿ êàðòèíà: ñíà÷àëà ïîâûøàëàñü êîíöåíòðàöèÿ áåëêà
B23 â ìåæõðîìàòèíîâîì ïðîñòðàíñòâå, à çàòåì îí îêàçû-
âàëñÿ ñîáðàííûì â ôîðìèðóþùèõñÿ ÿäðûøêàõ.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èíòåðôàçíîå ÿäðî ìîæíî ïðåäñòà-
âèòü êàê ñîâîêóïíîñòü îòäåëüíûõ êîìïàðòìåíòîâ, êîòî-
ðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ ïðèñóòñòâèåì â íèõ ñïåöèàëüíûõ
íàáîðîâ áåëêîâ è îïðåäåëåííîãî ðîäà ÐÍÊ è ÄÍÊ. Â îò-
ëè÷èå îò öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îðãàíåëë îíè íå ñîäåðæàò
îãðàíè÷èâàþùèõ èõ ìåìáðàí è ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äèíà-
ìè÷åñêèå ýëåìåíòû (Dundr, Misteli, 2001). Íàèáîëåå êðóï-
íûìè ÿäåðíûìè êîìïàðòìåíòàìè ÿâëÿþòñÿ ÿäðûøêè è
õðîìîñîìíûå òåððèòîðèè. Ó÷àñòèå îòäåëüíûõ ðàéîíîâ
õðîìîñîì â ôîðìèðîâàíèè è ïîääåðæàíèè ÿäðûøåê,
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Ðèñ. 5. ×àñòè÷íàÿ ãàëåðåÿ ñðåçîâ ÿäðà ôèáðîáëàñòà Sorex granarius ïîñëå èììóíîîêðàøèâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê áåëêó B23 (ñèãíàë
êðàñíûé) è 3D-FISH ñ ïðîáîé ê òåëîìåðíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì (ñèãíàë çåëåíûé).

Îáùàÿ îêðàñêà ÄÍÊ êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé ñèãíàë). Îá. 100�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâàíèÿ: ëàçåðíûå ëèíèè 405, 488 è 633; ôèëüòðû LP 420, BP 505—530
è LP 650; òîëùèíà îïòè÷åñêîãî ñðåçà 0.9 ìêì; øàã ïðè ñêàíèðîâàíèè 0.5 ìêì.



ïî-âèäèìîìó, âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò ñòðóêòóðó èíòåðôàç-
íûõ ÿäåð.

Îäíèì èç âàæíûõ êîìïîíåíòîâ ÿäðûøêà ÿâëÿåòñÿ
ôîñôîïðîòåèí B23 (íóêëåîôîñìèí). ßâëÿÿñü ìóëüòèôóí-
êöèîíàëüíûì áåëêîì, îí ó÷àñòâóåò â áèîãåíåçå ðèáîñîì
(Negi, Olson, 2006). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà
òî ÷òî äëÿ áåëêà B23 õàðàêòåðíà âûñîêàÿ ñêîðîñòü îáìåíà
ìåæäó ÿäðûøêîì è íóêëåîïëàçìîé, â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ
îí ñêîíöåíòðèðîâàí â îñíîâíîì â ÿäðûøêàõ (Chen, Hu-
ang, 2001), â èõ ôèáðèëëÿðíîì è ãðàíóëÿðíîì êîìïîíåí-
òàõ (Mukharyamova et al., 1999; Martin et al., 2007). Â ñèëó
ýòîãî îí ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå ìàðêåðà â èñ-
ñëåäîâàíèÿõ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ÿäðûøêà.

Èçó÷àÿ òðåõìåðíóþ îðãàíèçàöèþ èíòåðôàçíûõ ÿäåð
áóðîçóáîê ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê áåëêó B23, ìû ïîêàçàëè,
÷òî ïðè âõîæäåíèè ôèáðîáëàñòîâ â ìèòîç, äåçèíòåãðàöèè
ÿäðûøåê è ïîñòóïëåíèè èõ ìàòåðèàëà â ìåæõðîìîñîìíîå
ïðîñòðàíñòâî ïðîèñõîäèò òðàíñëîêàöèÿ áåëêà B23 â ïå-
ðèõðîìîñîìíûé ñëîé. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ïîëó-
÷åííûå ðàíåå ñ ïîìîùüþ îáû÷íîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè
îïóõîëåâûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Â ýòèõ ðàáî-
òàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ðàñïàäà ÿäðûøåê íàáëþäà-
åòñÿ ïåðåìåùåíèå èõ êîìïîíåíòîâ, â òîì ÷èñëå è áåëêà
B23, â öèòîïëàçìàòè÷åñêèå äåðèâàòû ÿäðûøêà è â ïåðè-
õðîìîñîìíûé ñëîé (Dundr et al., 1997; Mukharyamova et
al., 1999; Æàðñêàÿ, Çàöåïèíà, 2007). Íåäàâíî áûëà âûÿâ-
ëåíà ðîëü â ýòîì ïðîöåññå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà B23
(Negi, Olson, 2006). Ïî-âèäèìîìó, òàêèì ñïîñîáîì îáåñ-
ïå÷èâàþòñÿ ñîõðàíåíèå è äîñòàâêà êîìïîíåíòîâ ÿäðûøêà
â ñîîòâåòñòâóþùèå êîìïàðòìåíòû äî÷åðíèõ êëåòîê, ãäå
îíè âíîâü èñïîëüçóþòñÿ ïðè ñáîðêå ÿäðûøåê.

Ëîêàëèçàöèÿ ßÎ-ðàéîíîâ â õðîìîñîìàõ áîëüøîãî
÷èñëà âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïîêàçàëà, ÷òî äëÿ íèõ íàè-
áîëåå õàðàêòåðíà ëèáî òåðìèíàëüíàÿ ëîêàëèçàöèÿ, ëèáî
ëîêàëèçàöèÿ â ðàéîíå ãðàíèöû áëîêîâ ïðèöåíòðîìåðíîãî
ãåòåðîõðîìàòèíà. Ðåæå âñòðå÷àþòñÿ ßÎ-ðàéîíû, ëîêàëè-
çîâàííûå âíóòðè ýóõðîìàòèíîâûõ ïëå÷ õðîìîñîì. Ïðè-
ìåðîì ïîñëåäíåãî ìîæåò ñëóæèòü ëîêàëèçàöèÿ ßÎ-ðàéî-
íà â ñåðåäèíå p-ïëå÷à õðîìîñîìû 8 àìåðèêàíñêîé íîðêè.
Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî èìåííî ýòîò ðàéîí ÿâëÿ-
åòñÿ ãðàíèöåé, äåëÿùåé 8p àìåðèêàíñêîé íîðêè íà äâà
ó÷àñòêà, êîòîðûå ó ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëåíû êîðîòêèì è
äëèííûì ïëå÷àìè õðîìîñîìû 17, à ó ëèñèöû ðàçíåñåíû â
ðàçíûå õðîìîñîìû (VVU2 è VVU12) (Rubtsov et al.,
2000).

Â îòíîøåíèè ëîêàëèçàöèè ßÎ-ðàéîíîâ èçó÷àåìûå
âèäû áóðîçóáîê ÿâèëèñü òèïè÷íûìè ïðåäñòàâèòåëÿìè
ìëåêîïèòàþùèõ. Ó S. araneus ßÎ-ðàéîíû ëîêàëèçîâàíû â
òåðìèíàëüíûõ ðàéîíàõ 8 õðîìîñîìíûõ ïëå÷ íåçàâèñèìî
îò òîãî, ÿâëÿþòñÿ îíè àêðîöåíòðèêàìè èëè âõîäÿò â ñî-
ñòàâ ìåòàöåíòðèêîâ â ðàçíûõ õðîìîñîìíûõ ðàñàõ, ò. å. ó
ýòîãî âèäà îíè íàõîäÿòñÿ íà îãðîìíîì ðàññòîÿíèè îò öåí-
òðîìåðíîãî ðàéîíà. Ó S. granarius, íàïðîòèâ, ßÎ-ðàéîíû
ëîêàëèçîâàíû â êîðîòêèõ ïëå÷àõ 32 àêðîöåíòðè÷åñêèõ
õðîìîñîì. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî íà õðîìîñîìàõ ýòèõ
âèäîâ ßÎ-ðàéîíû íåïîñðåäñòâåííî ïðèëåãàþò ê òåëîìå-
ðàì, à â ïðîêñèìàëüíîé ÷àñòè äëèííûõ òåëîìåð àêðîöåíò-
ðèêîâ S. granarius òåëîìåðíûå ïîâòîðû ïåðåìåæàþòñÿ ñ
ðèáîñîìíûìè, îáðàçóÿ åäèíûé òåðìèíàëüíûé äîìåí
(Zhdanova et al., 2005, 2005a, 2007b). Ïîëó÷åííûå ïðè èçó-
÷åíèè òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíûõ ÿäåð áóðî-
çóáîê äàííûå ïîäòâåðæäàþò ýòîò âûâîä è ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ S. granarius êëàñòåðû
òåëîìåðíîé è ðèáîñîìíîé ÄÍÊ òàêæå ïðîñòðàíñòâåííî
ñáëèæåíû.

S. araneus è S. granarius õàðàêòåðèçóþòñÿ ÷åòûðåõ-
êðàòíûìè ðàçëè÷èÿìè â ÷èñëå àêòèâíûõ ßÎ-ðàéîíîâ, âû-
ÿâëÿåìûõ íà õðîìîñîìàõ ñ ïîìîùüþ êàê FISH, òàê è
îêðàñêè ñåðåáðîì (Zhdanova et al., 2007b). Â òî æå âðåìÿ
èõ êëåòêè ñîäåðæàò ñîïîñòàâèìîå êîëè÷åñòâî ðÐÍÊ. Âå-
ðîÿòíî, çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ðÄÍÊ ó S. granarius, âîçíèê-
øàÿ â ðåçóëüòàòå ãëîáàëüíîé ðåîðãàíèçàöèè òåëîìåðíûõ
ðàéîíîâ, ëèáî íåàêòèâíà, ëèáî ôóíêöèîíàëüíî íåïîëíî-
öåííà. Âîçìîæíî, ÷òî âûÿâëÿåìàÿ FISH ÄÍÊ êàê ðÄÍÊ
ëèáî ïðåäñòàâëåíà ôðàãìåíòàìè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ, ëèáî
èíàêòèâèðîâàíà êàêèì-òî íåèçâåñòíûì ìåõàíèçìîì. Ïî-
ëó÷åííûå íåäàâíî äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ôîðìèðî-
âàíèå òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ êîðîòêèõ ïëå÷ àêðîöåíòðè-
êîâ ïðîõîäèëî â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèè õðîìîñîìíûõ
ïëå÷ (Æäàíîâà è äð., 2007). Â ñâÿçè ñ ýòèì áîëåå ëîãè÷íî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü «èçáûòî÷íîé ðÄÍÊ»
ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé íåñîâåðøåííûå êîïèè ðèáî-
ñîìíûõ ãåíîâ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêàïëèâàåòñÿ âñå áîëüøå äàí-
íûõ, óêàçûâàþùèõ íà êîýâîëþöèþ òåëîìåðíûõ è ðèáî-
ñîìíûõ ïîâòîðîâ (Meyne et al., 1990; Dobigny et al., 2003),
à òàêæå íà íàëè÷èå ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíàëüíîé ñâÿ-
çåé ìåæäó ÿäðûøêàìè è òåëîìåðàìè. Îïèñàíû âèäû ðàñ-
òåíèé, ó êîòîðûõ ðèáîñîìíûå ïîâòîðû âûïîëíÿþò ôóíê-
öèþ òåëîìåðíûõ (Fajkus et al., 2005). Êðîìå òîãî, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî òåëîìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò
áûòü ñòàáèëüíî ñâÿçàíû ñî ñêåëåòîì ÿäðûøêà (Weipolts-
hammer et al., 1999). È õîòÿ ñâÿçü ìåæäó òåëîìåðíîé ÄÍÊ
è ÄÍÊ, âõîäÿùåé â ñîñòàâ ÿäðûøêà, íåÿñíà, ïðåäïîëàãà-
åòñÿ, ÷òî òåëîìåðíàÿ ÄÍÊ ìîæåò èãðàòü íåêóþ ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ÿäðûøêà (Liu,
Fredga, 1999; Weipoltshammer et al., 1999). Íàèáîëåå èíò-
ðèãóþùèìè ÿâëÿþòñÿ ïîëó÷åííûå íåäàâíî äàííûå, ñâè-
äåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
ìåæäó ÿäðûøêîì è òåëîìåðîé ñóùåñòâóåò ôóíêöèîíàëü-
íàÿ ñâÿçü, îïèñàííàÿ ðàíåå äëÿ êëåòîê äðîææåé (Johnson
et al., 1998). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðûøêàõ ñîäåðæàòñÿ
ôàêòîðû, íåîáõîäèìûå äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ òåëîìåð,
òàêèå êàê TRF2 (Zhang et al., 2004), èãðàþùèé âàæíóþ
ðîëü â ïîääåðæàíèè äëèíû òåëîìåð, è òåëîìåðàçà, îáåñ-
ïå÷èâàþùàÿ ðåïëèêàöèþ òåëîìåð. Òåëîìåðàçà áûëà âû-
ÿâëåíà â ÿäðûøêå â îñíîâíîì íà G1- è S-ñòàäèÿõ êëåòî÷-
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Ðèñ. 6. Îïòè÷åñêèé ñðåç (0.6 ìêì) ÿäðà ôèáðîáëàñòà Sorex gra-
narius ïîñëå 3D-FISH ñ áèîòèíèëèðîâàííîé ïðîáîé ê òåëîìåð-
íûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì (ñèãíàë çåëåíûé) è ñ ïðîáîé ê 18S

ðÄÍÊ (ñèãíàë êðàñíûé).

Îêðàñêà DAPI ñèíåãî öâåòà. Îá. 100�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâàíèÿ: ëàçåðíûå
ëèíèè 405, 488 è 543; ôèëüòðû BP 420—480 IR, BP 505—530 è BP

560—615.



íîãî öèêëà. ÐÍÊ-ñóáúåäèíèöà òåëîìåðàçû îáðàçîâûâàëà
êîìïëåêñ ñ êîðîòêèìè ÐÍÊ ÿäðûøêà (snoRNA) òèïà
H/ACA (Narayanan et al., 1999; Dunhr, Misteli, 2001), à îá-
ðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà ñâÿçûâàëàñü ñ îäíèì èç ãëàâíûõ
áåëêîâ ÿäðûøêà — íóêëåîëèíîì (áåëîê C25) (Khurts et
al., 2004).

Â òðàíñôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, äëÿ
êîòîðûõ õàðàêòåðíû ðåçêèå íàðóøåíèÿ â äëèíå òåëîìåð,
ñâÿçü òåëîìåðàçû ñ ÿäðûøêàìè áûëà íàðóøåíà (Wong et
al., 2002). Íåÿñíî, èãðàþò ëè ýòè ôàêòîðû, ñòîëü íåîáõî-
äèìûå äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ òåëîìåð, êàêóþ-ëèáî ðîëü
â ôóíêöèîíèðîâàíèè ñàìîãî ÿäðûøêà, îäíàêî ñêëàäûâà-
åòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî ÿäðûøêî — ýòî òà îðãàíåëëà, êîòî-
ðàÿ ñâÿçûâàåò è(èëè) ñîõðàíÿåò íåêîòîðûå òåëîìåðíûå
ôàêòîðû è ðåãóëèðóåò èõ ïîñòóïëåíèå â òåëîìåðû â çàâè-
ñèìîñòè îò ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà (Zhang et al., 2004).
Òàêèì îáðàçîì, ÿäðûøêî ìîæåò èãðàòü êîîðäèíèðóþùóþ
ðîëü ïî îòíîøåíèþ ê ôóíêöèîíèðóþùåé òåëîìåðå, è òîã-
äà ïðèáëèæåíèå ßÎ-ðàéîíîâ ê òåëîìåðàì ìîæåò áûòü íå
ñëó÷àéíûì (îïðàâäàííûì). Èìåííî òàêîé ñëó÷àé ìû íà-
áëþäàåì, ïî-âèäèìîìó, ó çåìëåðîåê, ó êîòîðûõ ßÎ-ðàéî-
íû è òåëîìåðû íàõîäÿòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè
äðóã ê äðóãó, òàê ÷òî â íåêîòîðûõ òåëîìåðàõ ðèáîñîìíûå
ïîâòîðû âûÿâëÿþòñÿ íåïîñðåäñòâåííî â òåëîìåðàõ.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, äëÿ ÷àñòè òåëî-
ìåðíûõ êëàñòåðîâ â ÿäðàõ áóðîçóáîê õàðàêòåðåí êîíòàêò
ñ ÿäåðíîé ìåìáðàíîé. Âîçìîæíî, ÷òî ýòî îáóñëîâëåíî ÷à-
ñòè÷íîé àêðîöåíòðè÷åñêîé îðãàíèçàöèåé õðîìîñîì. Äëÿ
áîëüøèíñòâà èññëåäîâàííûõ âèäîâ òèïè÷íà ëîêàëèçàöèÿ
öåíòðîìåð â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê îáîëî÷êå ÿäðà,
â òî âðåìÿ êàê òåëîìåðû ó ýòèõ âèäîâ ìîãóò áûòü ðàñïðå-
äåëåíû ïî âñåìó ïðîñòðàíñòâó ÿäðà (Weierich et al., 2003).
Òàê, â ëåéêîöèòàõ è ÷åëîâåêà, è äîìîâîé ìûøè áîëüøèí-
ñòâî öåíòðîìåð íàõîäèòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê
îáîëî÷êå ÿäðà, îäíàêî åñëè êëàñòåðû òåëîìåð ÷åëîâåêà
ðàñïîëîæåíû â ÿäðå îòíîñèòåëüíî ñëó÷àéíûì îáðàçîì, òî
ó ìûøè èõ çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü íàõîäèòñÿ íåäàëåêî îò
ÿäåðíîé ìåìáðàíû. Âåðîÿòíî, ýòî îáóñëîâëåíî ïðàêòè÷å-
ñêèì îòñóòñòâèåì ó õðîìîñîì ìûøè êîðîòêèõ ïëå÷. Ó áó-
ðîçóáîê öåíòðîìåðû è òåëîìåðû òàêæå ïðîñòðàíñòâåííî
ñáëèæåíû êàê íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ, òàê è â èí-
òåðôàçíûõ ÿäðàõ. Âåðîÿòíî, ýòî è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé
«êîíòàêòà» ÷àñòè òåëîìåðíûõ êëàñòåðîâ ñ ÿäåðíîé îáî-
ëî÷êîé ó ýòèõ âèäîâ.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ñó-
ùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè è ÷èñëå ßÎ-ðàéîíîâ,
à òàêæå â îðãàíèçàöèè òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ êîðîòêèõ
ïëå÷ àêðîöåíòðèêîâ ó äâóõ âèäîâ-áëèçíåöîâ áóðîçóáîê
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Ðèñ. 7. Òðåõìåðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ ëîêàëèçàöèè áåëêà B23 (çåëåíûé ñèãíàë) â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ Sorex granarius: â ìåæõðîìàòèíî-
âîì ïðîñòðàíñòâå â ïðîôàçå (à), â ïåðèõðîìîñîìíîì ñëîå â ìèòîçå (á) è àíàôàçå (â, ã).

Îáùàÿ îêðàñêà ÄÍÊ êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé ñèãíàë). Îá. 100�. Óñëîâèÿ ñêàíèðîâàíèÿ: ëàçåðíûå ëèíèè 405 è 488; ôèëüòðû LP 420 è BP 505—530;
òîëùèíà îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ 0.9 ìêì; øàã ïðè ñêàíèðîâàíèè 0.5 ìêì.



S. granarius è S. araneus (ðàñà Cordon), òðåõìåðíàÿ îðãà-
íèçàöèÿ èõ èíòåðôàçíûõ ÿäåð îêàçàëàñü äîñòàòî÷íî ñõî-
æåé. Ïî-âèäèìîìó, ìåõàíèçìû, îïðåäåëÿþùèå îáùèé
ïëàí òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà, íå ëèìèòèðîâàíû îò-
íîñèòåëüíûì ðàñïîëîæåíèåì â õðîìîñîìàõ öåíòðî-
ìåðíûõ è òåëîìåðíûõ ðàéîíîâ. Áîëåå çíà÷èìûì ìîæåò
îêàçàòüñÿ îòíîñèòåëüíîå ïîëîæåíèå â õðîìîñîìàõ òåëî-
ìåðíûõ è ßÎ-ðàéîíîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì îñîáûé èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿþò èññëåäîâàíèÿ âèäîâ ñ ëîêàëèçàöèåé
ßÎ-ðàéîíîâ âíóòðè õðîìîñîìíûõ ïëå÷ íà äîñòàòî÷íîì
óäàëåíèè îò áëèæàéøåé òåëîìåðû.

Ìû âûðàæàåì íàøó ãëóáîêóþ ïðèçíàòåëüíîñòü
Â. Ò. Âîëîáóåâó çà ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ
S. araneus è S. granarius.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-48221 è 07-04-00513).
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3D ORGANIZATION OF INTERPHASE FIBROBLAST NUCLEI IN TWO CLOSELY RELATED

SHREW SPECIES, SOREX GRANARIUS AND S. ARANEUS, DIFFERED BY

THE STRUCTURE OF CHROMOSOME TERMINI

N. B. Rubtsov, T. V. Karamisheva, Yu. M. Minina, N. S. Zhdanova1

Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of RAS, Novosibirsk; 1 e-mail: zhdanova@bionet.nsc.ru

To study 3D organization of fibroblast interphase nuclei in two sibling shrew species, Sorex araneus from
Cordon race and S. granarius, FISH with probe to telomeric and rDNA repeats, and immunofluorescence with
ANA CREST and antibodies to nucleolus protein B23 were used. Karyotypes of studied species are composed
of near identical chromosomal arms and differ by the number of metacentrics and the structure of terminal chro-
mosome regions. The large telomeres containing on the average 218 kbp of telomere repeats characterize the
short arms in all of 32 S. granarius acrocentrics. Telomere repeats in them alternate with nbosomal repeats. The-
se regions also contain active NORs. In contrast, active NORs in S. araneus are localized at the terminal regions
of 8 chromosomal arms (Zhdanova et al., 2005, 2007b). We have shown that telomere associations of chromoso-
mes and contacts of a part of telomere clusters with inner nuclear membrane and nucleolus characterize inter-
phase nuclei of both S. granarius and S. araneus. Moreover, the partial colocalization of telomere and ribosomal
clusters, and spatial nearness of centomeric and telomeric regions were revealed in the interphase nuclei of
S. granarius. Evidently, only those ribosomal clusters that contain a number of active ribosomal genes display
connection with nucleolus. The stripping of nucleolus materials during transition of fibroblasts to mitosis and
the role of B23 protein in this process has been studied.

K e y w o r d s: 3D fibroblast organization, shrew, telomere, nucleolus, B23 protein, centromere.
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