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Îäíîé èç îñîáåííîñòåé îðãàíèçàöèè çàðîäûøåé íà îäíî- è äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèÿõ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå
ïðîÿäðûøåê (Ïß). Èçâåñòíî, ÷òî õðîìîñîìû ïðèëåãàþò öåíòðîìåðíûìè (CEN) è ïåðèöåíòðîìåðíûìè
(ïåðè-CEN) ðàéîíàìè ê ñëîþ õðîìàòèíà, îêðóæàþùåìó Ïß. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ó Mus musculus èçâåñò-
íû 4 òèïà ñàòåëëèòíûõ ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ): â CEN-ðàéîíå — ìèíîðíûé ñàòåëëèò (ÌèÑàò) è ñàòåëëèò ìûøè 3
(MS3), â ïåðè-CEN-ðàéîíå — ìàæîðíûé ñàòåëëèò (ÌàÑàò) è ñàòåëëèò ìûøè 4 (MS4). Ìû èññëåäîâàëè
ëîêàëèçàöèþ îòíîñèòåëüíî Ïß 4 ñàòÄÍÊ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèìè áåëêîâ:
ÐÍÊ-ãåëèêàçó p68, ñóáúåäèíèöû SMC3, Rad21 êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà è ñóáúåäèíèöû SYCP3 ñèíàïòî-
íåìíîãî êîìïëåêñà. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà ïðåïàðàòàõ èíòàêòíûõ è îáðàáîòàííûõ îêàäàåâîé êèñëîòîé
(ÎÀ) çàðîäûøàõ ïåðâîãî è âòîðîãî êëåòî÷íûõ öèêëîâ. Îáíàðóæåíî, ÷òî ñàòÄÍÊ çàíèìàþò ðàçíûå ðàéî-
íû Ïß: ïðàêòè÷åñêè íà âñåé ïîâåðõíîñòè Ïß âûÿâëÿåòñÿ ÌàÑàò ïåðè-CEN-ðàéîíîâ, à ñàòÄÍÊ CEN-ðàé-
îíîâ è MS4 ïåðè-CEN-ðàéîíîâ ðàñïîëàãàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ïî ïåðèôåðèè Ïß. Ñóììàðíûé ñèãíàë
4 ñàòÄÍÊ íå ïîêðûâàåò âñþ îáëàñòü Ïß. Ïîêàçàíî, ÷òî îáÿçàòåëüíûì êîìïîíåíòîì Ïß ÿâëÿþòñÿ ñóáúå-
äèíèöû êîãåçèíîâîãî è ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñîâ è ÐÍÊ-ãåëèêàçà p68. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîä-
òâåðæäàþò òî÷êó çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé Ïß ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè õðîìîöåíòðîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öåíòðîìåðíûé ðàéîí, ïåðèöåíòðîìåðíûé ðàéîí, ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, ïðîÿäðûø-
êè, ÐÍÊ-ãåëèêàçà p68, áåëêè êîãåçèíîâîãî è ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÆÏÍ — æåíñêèé ïðîíóêëåóñ, ÌàÑàò — ìàæîðíûé ñàòåëëèò ìûøè,
ÌèÑàò — ìèíîðíûé ñàòåëëèò ìûøè, ÌÏÍ — ìóæñêîé ïðîíóêëåóñ, ÎÀ — îêàäàåâàÿ êèñëîòà, ïå-
ðè-CEN — ïåðèöåíòðîìåðíûé, ÏÊÕ — ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû, ï. í. — ïàðû
íóêëåîòèäîâ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, Ïß — ïðîÿäðûøêè, ñàòÄÍÊ — ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ,
ÕÃ — õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïíûé ãîðìîí ÷åëîâåêà, CEN — öåíòðîìåðíûé, MS3 — ñàòåëëèò ìû-
øè 3, MS4 — ñàòåëëèò ìûøè 4.

Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ çà-
ðîäûøåé, ïðè ôîðìèðîâàíèè ìóæñêîãî (ÌÏÍ) è æåíñêî-
ãî (ÆÏÍ) ïðîíóêëåóñîâ è èõ ïîñëåäóþùåì ñëèÿíèè, ïðî-
èñõîäÿò äèíàìè÷íûå èçìåíåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé è
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà.
Óíèêàëüíîñòü çàðîäûøåé íà îäíî- è äâóõêëåòî÷íîé ñòà-
äèÿõ ïðîÿâëÿåòñÿ êàê â ôóíêöèîíàëüíîì îòíîøåíèè
(òðàíñêðèïöèîííîé èíåðòíîñòè, ðåïðîãðàììèðîâàíèè
õðîìàòèíà è íà÷àëå àêòèâàöèè ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà),
òàê è â ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÿäåð (îòñóòñòâèè äåôèíè-
òèâíûõ êîìïàðòìåíòîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÿäåð ñîìàòè÷å-
ñêèõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè õðîìîöåíòðîâ è ÿäðûøåê; McLay,
Clarke, 2003; Santos et al., 2005). Âñêîðå ïîñëå îïëîäîòâî-
ðåíèÿ â ïðîíóêëåóñàõ (ÏÍ) ôîðìèðóþòñÿ òàê íàçûâàåìûå
ïðåäøåñòâåííèêè ÿäðûøêà, èëè «ïðîÿäðûøêè» (Ïß). Ïß
îáðàçóþòñÿ â îäíîêëåòî÷íîì çàðîäûøå, êîãäà çèãîòè÷å-
ñêèå ãåíû íå òðàíñêðèáèðóþòñÿ, è ñîõðàíÿþòñÿ äî
4—8-êëåòî÷íîé ñòàäèè. Ïðè âñòóïëåíèè çàðîäûøåé â ìè-
òîç Ïß ðàçðóøàþòñÿ, à ïîñëå äåëåíèÿ îíè âíîâü ôîðìèðó-
þòñÿ â ÿäðàõ çàðîäûøåé (Dyban et al., 1990).

Ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè çàðîäûøåé Ïß
âèäíû êàê ñôåðè÷åñêèå, õîðîøî î÷åð÷åííûå îïòè÷åñêè
ïëîòíûå ñòðóêòóðû ðàçíîãî ðàçìåðà (îò 2 äî 6—8 ìêì),
èíòåíñèâíî îêðàøèâàåìûå 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë
(DAPI). Ïß îáðàçîâàíû ñêîïëåíèåì îäíîðîäíîãî ôèá-
ðèëëÿðíîãî ìàòåðèàëà, òàê íàçûâàåìîé ñåðäöåâèíû, à ïî
ïåðèôåðèè îêðóæåíû ñëîåì êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòè-
íà (Elechon, Kopechny, 1998). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî Ïß ÿâëÿþòñÿ
ñòðóêòóðíîé îñíîâîé äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ àêòèâíîãî ÿä-
ðûøêîâîãî àïïàðàòà. Èññëåäîâàíèÿ çàðîäûøåé ñ ïðèìå-
íåíèåì ìå÷åíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò
ïîêàçàëè, ÷òî ñåðäöåâèíà Ïß ìûøèíûõ çàðîäûøåé íå ñî-
äåðæèò ÄÍÊ íè äî, íè âî âðåìÿ íà÷àëà òðàíñêðèïöèè
ðÄÍÊ, à ñèíòåç ðÐÍÊ (íà÷àëüíûå ýòàïû ôîðìèðîâàíèÿ
ÿäðûøåê) ïðîèñõîäèò íà ïåðèôåðèè Ïß (Baran et al.,
1993; Biggiogera et al., 1994; Flechon, Kopechny, 1998). Âî
âðåìÿ íà÷àëà òðàíñêðèïöèè ïî ïåðèôåðèè Ïß ïîÿâëÿþò-
ñÿ ìíîãî÷èñëåííûå áåëêè çðåëûõ ÿäðûøåê: ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçà I, ôàêòîð UBF, ôèáðèëëàðèí, B23 (íóêëåîôîçìèí) è
íåêîòîðûå äðóãèå (Zatsepina et al., 2003). Îäíàêî ôèáðèë-
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ëÿðíûé ìàòåðèàë Ïß åùå êàêîå-òî âðåìÿ âûÿâëÿåòñÿ â
öåíòðàëüíîé ÷àñòè Ïß íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ êëåòî÷-
íûõ öèêëîâ (Geuskens, Alexandre, 1984; Biggiogera et al.,
1994).

Âûñêàçàíî òàêæå ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ó îäíî-
êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìûøè Ïß ó÷àñòâóþò â ïðîñòðàíñò-
âåííîé îðãàíèçàöèè õðîìîñîì â ÿäðå (Dozortsev et al.,
2000). Â ïðîíóêëåóñàõ õðîìîñîìû â ôàçå G2 ïåðâîãî êëå-
òî÷íîãî öèêëà, à òàêæå ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàí-
íûå èíòåðôàçíûå õðîìîñîìû (ÏÊÕ) ïðèëåãàþò öåíòðî-
ìåðíûìè (CEN) ðàéîíàìè ê ñëîþ õðîìàòèíà, îêðóæàþ-
ùåìó Ïß, à òåëîìåðíûå ðàéîíû õðîìîñîì, êàê ïðàâèëî,
îðèåíòèðóþòñÿ ïî íàïðàâëåíèþ ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå ïðî-
íóêëåóñà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñîñòàâå CEN- è ïåðèöåíòðîìåð-
íûõ (ïåðè-CEN) ðàéîíîâ õðîìîñîì äîìîâîé ìûøè Mus

musculus îòêðûòû è îõàðàêòåðèçîâàíû 4 òèïà ñàòåëëèò-
íûõ ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ): ÀÒ-áîãàòûå ìàæîðíûé (ÌàÑàò) è
ìèíîðíûé (ÌèÑàò) ñàòåëëèòû è GC-áîãàòûå ñàòåëëèòû
ìûøè 3 (MS3) è 4 (MS4). Ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè in situ
íà îäíî- è äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèÿõ áûëà ïîêàçàíà äèíà-
ìè÷íàÿ àññîöèàöèÿ ñ ïîâåðõíîñòüþ Ïß òîëüêî äëÿ ÌàÑàò
è ÌèÑàò (Probst, Almouzni, 2007). Èç áåëêîâ, àññîöèèðî-
âàííûõ ñ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíàìè, íàèáîëåå äåòàëüíî
èçó÷åíî ðàñïðåäåëåíèå áåëêà ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè ÍÐ
1â (Santos et al., 2005; Martin et al., 2006; Probst et al.,
2007).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå
îòíîñèòåëüíî Ïß 4 ÑàòÄÍÊ ìûøè êàê ïåðè-CEN- (ÌàÑàò
è MS4), òàê è CEN- (ÌèÑàò è MS3) ðàéîíîâ è àññîöèèðî-
âàííûõ ñ íèìè áåëêîâ: ÐÍÊ-ãåëèêàçû p68, ñóáúåäèíèö
MS3 è Rad21 êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà è ñóáúåäèíèöû
SYCP3 ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ç à ð î ä û ø è. Îïûòû ïðîâîäèëè íà çàðîäûøàõ ãèá-
ðèäíûõ ìûøåé F1 (C57BL � CBA), ïîëó÷åííûõ èç ïè-
òîìíèêà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî».
Äëÿ òî÷íîãî äàòèðîâàíèÿ âîçðàñòà çàðîäûøåé ïðèìåíÿëè
ãîðìîíàëüíóþ ñòèìóëÿöèþ ñàìîê. Äëÿ ýòîé öåëè ñàìêàì
ââîäèëè 7 åä. ãîíàäîòðîïèíà ñûâîðîòêè æåðåáûõ êîáûë
(Folligon, Intervet, Ãîëëàíäèÿ) è ÷åðåç 46—48 ÷ 10 åä. õî-
ðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà (ÕÃ) ÷åëîâåêà (Chorulon,
Intervet, Ãîëëàíäèÿ). Ñàìîê ïîäñàæèâàëè íà íî÷ü â êëåòêó
ê ñàìöàì. ×åðåç 18 ÷ îòáèðàëè ñàìîê ñ êîïóëÿöèîííûìè
ïðîáêàìè è óìåðùâëÿëè äèñëîêàöèåé øåéíûõ ïîçâîíêîâ.
Âîçðàñò çàðîäûøåé îòñ÷èòûâàëè â ÷àñàõ îò ââåäåíèÿ ÕÃ.
Çàðîäûøè íà 1- è 2-êëåòî÷íîé ñòàäèÿõ ïîëó÷àëè ÷åðåç
18—24 è 42—45 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ ñîîòâåòñòâåííî. Çà-
ðîäûøè, îêðóæåííûå êëåòêàìè êóìóëþñà, âûìûâàëè èç
ÿéöåâîäîâ ñðåäîé Ì2 è ïîìåùàëè â êàïëè ñðåäû Ì2, ñî-
äåðæàùåé 300 åä./ìë ãèàëóðîíèäàçû II èç ñåìåííèêîâ
îâåö (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå îñâîáîæäåíèÿ îò êëåòîê êóìó-
ëþñà îòáèðàëè çàðîäûøåé ñ õîðîøî çàìåòíûì âòîðûì
ïîëÿðíûì òåëüöåì. Ïîëó÷åííûå çàðîäûøè èñïîëüçîâàëè
äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñóõîâîçäóøíûõ ïðåïàðàòîâ. Íà 1-êëå-
òî÷íîé ñòàäèè áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 9 çàðîäûøåé, íà
2-êëåòî÷íîé — 23 çàðîäûøà.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï ð å ï à ð à ò î â. Ïðåïàðàòû çàðîäûøåé
ïîëó÷àëè ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó ðàíåå (Dyban, 1983), ñ
íåáîëüøèìè ìîäèôèêàöèÿìè. Ïîä êîíòðîëåì ñòåðåî-
ìèêðîñêîïà ÌÁÑ10 ïðè ïîìîùè ìèêðîïèïåòêè çàðîäû-
øè ïðîìûâàëè â òå÷åíèå 1—2 ìèí â ãèïîòîíè÷íîì ðàñò-

âîðå, ñîäåðæàùåì 1.93%-íûé ðàñòâîð öèòðàòà íàòðèÿ è
0.56%-íûé ðàñòâîð õëîðèäà êàëèÿ (â ñîîòíîøåíèè 3 : 1)
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì çàðîäûøè ïåðåíîñèëè
â ñîëîíêó ñ îõëàæäåííûì äî +4 °Ñ ñòàíäàðòíûì ôèêñàòî-
ðîì (ñìåñü ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé, 3 : 1).
Ïîñëå ýòîãî çàðîäûøè âìåñòå ñ êàïëåé ôèêñàòîðà ïîìå-
ùàëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî è ðàñïðàâëÿëè, êàïàÿ íà íèõ
ñìåñü ìåòàíîëà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû (1 : 1). Ïîñëå
ýòîãî íà ñòåêëî íàíîñèëè íåñêîëüêî êàïåëü ñòàíäàðòíîãî
ôèêñàòîðà è âûñóøèâàëè ïðåïàðàòû ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå.

Î á ð à á î ò ê à î ê à ä à å â î é ê è ñ ë î ò î é (Î À). Èñõîä-
íûé ðàñòâîð íàòðèåâîé ñîëè ÎÀ (0.8 ìã/ìë) (Calbiochem,
Ãåðìàíèÿ), ïðèãîòîâëåííûé íà äèìåòèëñóëüôîêñèäå, õðà-
íèëè ïðè —20 °Ñ. Çàðîäûøè ïåðåíîñèëè â íåñêîëüêî êà-
ïåëü ñðåäû Ì16, ñîäåðæàùåé ÎÀ â êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 5 ìêÌ, è èíêóáèðîâàëè ïîä ïàðàôèíîâûì ìàñëîì (â
àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ) â òå÷åíèå 45 ìèí. Çàðîäû-
øè îòìûâàëè ñðåäîé Ì16, èíêóáèðîâàëè â íåé 45 ìèí è
ãîòîâèëè ïðåïàðàòû. Ïðè âîçäåéñòâèè íà çàðîäûøè ÎÀ
(ñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì ôîñôîïðîòåèí ôîñôàòàç 1
è 2À) â ÿäðàõ ïðîèñõîäÿò ôðàãìåíòàöèÿ ÿäåðíîé îáîëî÷-
êè, ïðåæäåâðåìåííàÿ êîíäåíñàöèÿ èíòåðôàçíîãî õðîìà-
òèíà è ôîðìèðîâàíèå ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàí-
íûõ õðîìîñîì (ÏÊÕ) (Favre et al., 1997). Ñòåïåíü êîíäåí-
ñàöèè õðîìîñîì çàâèñèò îò ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà
çàðîäûøà â ìîìåíò îáðàáîòêè ÎÀ (Dyban et al., 1993; Do-
zortsev et al., 2000).

Î ê ð à ñ ê à ñ å ð å á ð î ì. Ïðåïàðàòû çàðîäûøåé èíêó-
áèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 40 ñ â
0.125%-íîì ðàñòâîðå òðèïñèíà íà ôîñôàòíî-ñîëåâîì áó-
ôåðå (pH 6.8), íå ñîäåðæàùåì Ca2+ è Mg2+ . Ïðåïàðàòû îò-
ìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì, ïðèãîòîâëåííûì íà ôîñôàò-
íî-ñîëåâîì áóôåðå, è îêðàøèâàëè 5%-íûì ðàñòâîðîì
Ãèìçà. Ñåðåáðåíèå õðîìîñîì ïðîèçâîäèëè 50%-íûì ðàñ-
òâîðîì íèòðàòà ñåðåáðà ïðè 60—70 °Ñ â òå÷åíèå 6 ìèí,
ïîñëå ÷åãî ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè â 3%-íîì ðàñòâîðå
àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà, íåéòðàëèçîâàííîãî ôîðìàëèíîì
(pH 5—6).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ i n s i t u
(F I S H). Â êà÷åñòâå ãèáðèäèçàöèîííûõ çîíäîâ èñïîëüçî-
âàëè 4 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Êëîíèðîâàííûé â âåêòîðå
pBluescript II KS+ ôðàãìåíò ìàæîðíîãî ñàòåëëèòà ìûøè
(471 ï. í.) (Radic et al., 1987). Ïëàçìèäà áûëà ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíà ä-ðîì B. A. Hamcalo (Department of Mole-
cular Biology and Biochemistry, University of California,
ÑØÀ). Êëîíèðîâàííûé â âåêòîðå pGEM7 ôðàãìåíò ìè-
íîðíîãî ñàòåëëèòà ìûøè (362 ï. í.) (Kipling et al., 1995).
Ïëàçìèäà áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ä-ðîì À. Êèïëèí-
ãîì (HGU MRC, Western General Hospital, Ýäèíáóðã, Âå-
ëèêîáðèòàíèÿ). Ïîëó÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè ôðàã-
ìåíòû MS3 (300 ï. í.) è MS4 (1800 ï. í.), êëîíèðîâàííûå
â âåêòîðå pUC19 (Kuznetsova et al., 2005).

Äëÿ ãèáðèäèçàöèè in situ âñòàâêè ÌàÑàò, ÌèÑàò,
MS3, MS4 ìåòèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðÿìîãî è îáðàòíîãî
ïðàéìåðîâ ôàãà Ì13 ìåòîäîì ÏÖÐ â ïðèñóòñòâèè áèî-
òèí-16-dUTP, èëè äèãîêñèãåíèí-11-dUTP (DIG), èëè ôëó-
îðåñöåèíèçîòèîöèàíàò-11-dUTP (FITC) (Roche, Ãåðìà-
íèÿ). Íà ïðåïàðàòû íàíîñèëè ãèáðèäèçàöèîííûé áóôåð
(2-êðàòíûé SSC, 70%-íûé ôîðìàìèä, 1-êðàòíûé äåêñò-
ðàí), ñîäåðæàùèé ìå÷åíûé ôðàãìåíò ÄÍÊ (2 ìêã/ìë).
Â ñëó÷àå äâîéíîé ãèáðèäèçàöèè â ãèáðèäèçàöèîííóþ
ñìåñü îäíîâðåìåííî äîáàâëÿëè áèîòèíèëèðîâàííûé
ôðàãìåíò è ôðàãìåíò, ìå÷åííûé äèãîêñèãåíèíîì èëè
FITC. Äåíàòóðàöèþ ïðîá è ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè îä-
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íîâðåìåííî â òå÷åíèå 3 ìèí ïðè 80 °Ñ. Ãèáðèäèçàöèþ
ïðîâîäèëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è.
Ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ïðåïàðàòû îòìûâàëè ïî 5 ìèí ïðè
òåìïåðàòóðå ãèáðèäèçàöèè â 50%-íîì ôîðìàìèäå, ïðèãî-
òîâëåííîì íà 4-êðàòíîì SSC, çàòåì ïî 5 ìèí â ñìåíàõ
ðàñòâîðîâ 4-êðàòíîãî SSC, 2-êðàòíîãî SSC è 1-êðàòíîãî
SSC ïðè òåìïåðàòóðå ãèáðèäèçàöèè è òðåõ ñìåíàõ áóôåðà
ÊÑÌ (135 ìÌ KCl, 20 ìÌ NaCl, 0.5 ìÌ EDTA, 0.1 %
Òðèòîíà X-100, 10 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5) ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çîíä âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ
àâèäèíà, êîíúþãèðîâàííûõ ñ Cy-5, è àíòèòåë ïðîòèâ äè-
ãîêñèãåíèíà, êîíúþãèðîâàííûõ ñ FITC (Roche, Ãåðìà-
íèÿ), ñîîòâåòñòâåííî. Ïðåïàðàòû äîïîëíèòåëüíî îêðàøè-
âàëè êðàñèòåëåì DAPI (0.5 ìêã/ìë) èëè èîäèäîì ïðîïè-
äèÿ (0.5 ìêã/ìë) è çàêëþ÷àëè â ñðåäó VectaShield (Daco,
ÑØÀ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå à í ò è ò å ë à: ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà êîçû ïðîòèâ ÐÍÊ-ãåëèêàçû p68 (Ab-
Cam, 1 : 200); ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà êðîëèêà ïðîòèâ
ñóáúåäèíèö êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà — K987 ïðîòèâ áåë-
êà SMC3 êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà ÷åëîâåêà, K853 ïðîòèâ
áåëêà Rad21 êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà ÷åëîâåêà, K1037
ïðîòèâ áåëêà SYCP3 ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà êðûñû,
êîòîðûå áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì I. Pietro (Pi-
etro et al., 2004). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà öûïëåíêà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíà G (IgG)
êîçû, êîíúþãèðîâàííûå ñ alexa Fluor™-488 (Molecular
Probes, 1 : 200) è àíòèòåëà öûïëåíêà ïðîòèâ IgG êðîëèêà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ alexa Fluor™-546 (Molecular Probes,
1 : 200).

È ì ì ó í î - F I S H. Ïðè ñî÷åòàíèè ìåòîäà èììóíîôëó-
îðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ è ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçà-
öèè in situ (èììóíî-FISH) ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè â áëî-
êèðóþùåì 5%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà (Sigma, ÑØÀ) íà áóôåðå ÊÑÌ â òå÷åíèå 30 ìèí.
Ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè âî âëàæ-
íîé êàìåðå â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì ïðåïàðàòû äî-
ïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäà íà áóôåðå ÊÑÌ â òå÷åíèå 3 ìèí, îòìûâàëè
â áóôåðå ÊÑÌ (3 ðàçà ïî 15 ìèí) è ïîñëå ôëóîðåñöåíòíîé
ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH), êîòîðóþ ïðîâîäèëè, êàê óêà-
çàíî âûøå, íàíîñèëè âòîðûå àíòèòåëà è èíêóáèðîâàëè
åùå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ïðåïàðàòû îòìûâàëè â áóôåðå ÊÑÌ
(3 ðàçà ïî 15 ìèí) è çàêëþ÷àëè â ñðåäó VectaShield (Daco,
ÑØÀ).

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýïèôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà DMRXA (Leica Wetzlar GmbH, Ãåð-
ìàíèÿ). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ èñïîëüçîâàëè ïðî-
ãðàììíîå îáåñïå÷åíèå QFISH (Leica Cambridge Ltd., Àíã-

ëèÿ). Äëÿ òðåõìåðíîãî àíàëèçà ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâàëè
ëàçåðíûé êîíôîêàëüíûé ñêàíèðóþùèé èíâåðòèðîâàííûé
ìèêðîñêîï Carl Zeiss LSM 5 Pascal (Ãåðìàíèÿ). Ïîëó÷å-
íèå è îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Zeiss LSM Image Browser Ver-
sion 3.0 è KS 100 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåé êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè
ïàêåò ïðîãðàììû Adobe Photoshop™ 6.0.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ ëîêàëèçàöèè ÑàòÄÍÊ è àññîöèèðîâàííûõ ñ íåé
áåëêîâ áûëè èñïîëüçîâàíû ïðåïàðàòû èíòàêòíûõ è îáðà-
áîòàííûõ îêàäàåâîé êèñëîòîé (ÎÀ) çàðîäûøåé ïåðâîãî è
âòîðîãî êëåòî÷íûõ öèêëîâ. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû õàðàê-
òåðíûå âàðèàíòû ðàñïðåäåëåíèÿ õðîìàòèíà â ÿäðàõ ìû-
øèíûõ çàðîäûøåé ïîñëå èõ îáðàáîòêè ÎÀ ÷åðåç 19 (à),
23 (á) è 25 (â) ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ôà-
çàì êëåòî÷íîãî öèêëà G1, S è G2 (Ñàìîøêèíà è äð., 1988).
Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ íèòðàòîì ñåðåáðà è ïî
Ãèìçà âèäíî, ÷òî ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàííûé èí-
òåðôàçíûé õðîìàòèí çàðîäûøåé íà ñòàäèè G1 âûÿâëÿåòñÿ
â âèäå îäíîõðîìàòèäíûõ íèòåé (ðèñ. 1, à). Åñëè çàðîäûø
íàõîäèòñÿ â ïîçäíåé S-ôàçå (ðèñ. 1, á), òî ÏÊÕ áóäóò âû-
ãëÿäåòü êàê òîíêèå íèòè, äèôôóçíî ðàñïîëîæåííûå ïî
âñåìó ÿäðó. ÏÊÕ çàðîäûøåé â ôàçå G2 âûÿâëÿþòñÿ â âèäå
ôèáðèëë, ñîñòîÿùèõ èç 2-õ õðîìàòèä (ðèñ. 1, â). Îáðàáîò-
êà ÎÀ ïîçâîëÿåò ïðîñëåäèòü âçàèìîñâÿçü ÏÊÕ ñ Ïß íà
âñåõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ñïåöèôè÷íîñòü çîíäîâ ïðîâåðÿëè ìåòîäîì äâîéíîé
FISH íà ÏÊÕ 2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé, îáðàáîòàííûõ ÎÀ
÷åðåç 45 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ, êîãäà çàðîäûøè íàõîäè-
ëèñü â êîíöå S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 2). Ñóùåñò-
âåííîé îñîáåííîñòüþ äðîáÿùèõñÿ çàðîäûøåé ìûøè ÿâ-
ëÿåòñÿ àñèíõðîííîå çàâåðøåíèå áëàñòîìåðàìè îäíîãî è
òîãî æå êëåòî÷íîãî öèêëà, ïîýòîìó ÏÊÕ îáëàäàþò ðàçíîé
ñòåïåíüþ êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà (ðèñ. 2, à, á): â ïðàâûõ
ÿäðàõ õðîìîñîìû âûãëÿäÿò â âèäå äèôôóçíî ïåðåïëå-
òàþùèõñÿ íèòåé, òîãäà êàê â ëåâûõ ÿäðàõ óæå íàáëþ-
äàþòñÿ îòäåëüíûå äèñêðåòíûå õðîìîñîìû. Ïîñëå îáðà-
áîòêè ÿäåð ÎÀ ïîëó÷èâøèåñÿ õðîìîñîìû íå äî êîíöà
êîíäåíñèðîâàíû è ðàñïðåäåëåíèå ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèã-
íàëîâ ñàòÄÍÊ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ îòëè÷àåòñÿ
îò êàðòèíû ãèáðèäèçàöèè íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê (Kuznetsova et al., 2005). Íà ðèñ. 2 â
ïðàâûõ ÿäðàõ ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû MS3, ÌèÑàò
(à) è ÌàÑàò (á) âûÿâëÿþòñÿ êàê ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùè-
åñÿ êîìïàêòíûå êëàñòåðû â CEN- (ðèñ. 2, à) è ïåðè-CEN-

Ëîêàëèçàöèÿ ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ è àññîöèèðîâàííûõ ñ íåé áåëêîâ 457

Ðèñ. 1. Ïðåæäåâðåìåííî êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû (ÏÊÕ) 1-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà, îá-
ðàáîòàííûå îêàäàåâîé êèñëîòîé (ÎÀ) è îêðàøåííûå êðàñèòåëåì Ãèìçà è íèòðàòîì ñåðåáðà.

Âîçðàñò çàðîäûøåé îòñ÷èòûâàëè îò ìîìåíòà ââåäåíèÿ õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà (ÕÃ). Îáðàáîòêà ÎÀ: à — ÷åðåç 19 ÷ (ôàçà G1); á — ÷åðåç 23 ÷
(ïîçäíÿÿ S-ôàçà); â — ÷åðåç 25 ÷ (ôàçà G2). Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 5 ìêì.



(á) ðàéîíàõ âñåõ õðîìîñîì. Íà ìåíåå êîíäåíñèðîâàííûõ
õðîìîñîìàõ ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùèåñÿ ãèáðèäèçàöèîí-
íûå ñèãíàëû ÌèÑàò è MS3 (ðèñ. 2, à, ëåâîå ÿäðî) âûÿâëÿ-
þòñÿ â CEN-ðàéîíàõ íåáîëüøèìè ÷åðåäóþùèìèñÿ ãðàíó-
ëàìè.

Íà ñòàäèè, êîãäà ÏÊÕ àññîöèèðîâàíû ñ Ïß (ðèñ. 2, á,
ëåâîå ÿäðî), õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ÌàÑàò è ÌèÑàò
èíîé: á*îëüøàÿ ÷àñòü ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ îáíàðó-
æèâàëàñü íà ïîâåðõíîñòè Ïß è â ÿðêî îêðàøåííûõ DAPI
ðàéîíàõ õðîìîñîì, ïðèëåãàþùèõ ê Ïß. Ïåðåêðûâàþùèå-
ñÿ êëàñòåðû ÌèÑàò è ÌàÑàò ðàñïîëàãàëèñü ïðåèìóùåñò-
âåííî ïî ïåðèôåðèè Ïß, òîãäà êàê á*îëüøóþ ïëîùàäü Ïß
çàíèìàëè òî÷å÷íûå ñèãíàëû è ãðàíóëû ÌàÑàò. ×åðåäóþ-
ùèåñÿ ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû ÌèÑàò è ÌàÑàò âûÿâ-
ëÿëèñü òàêæå âäîëü ÏÊÕ, îòõîäÿùèõ îò Ïß (ðèñ. 2, á,
îáîçíà÷åíû ñòðåëêàìè). Òàêèì îáðàçîì, íà ÏÊÕ ôðàã-
ìåíòû ñàòÄÍÊ, êàê è íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ èç ñîìà-
òè÷åñêèõ êëåòîê, çàíèìàþò ðàçíûå ðàéîíû: îñíîâíàÿ
÷àñòü ñèãíàëîâ ÌèÑàò è MS3 ñîîòâåòñòâóåò CEN-ðàéîíó,
ÿðêî îêðàøåííîìó DAPI, è òîëüêî íåçíà÷èòåëüíàÿ
÷àñòü — ïëå÷àì õðîìîñîì (ðèñ. 2, à), òîãäà êàê ÌàÑàò
(ðèñ. 2, á) è MS4 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû) ëîêàëèçóþòñÿ
â ïåðè-CEN-ðàéîíàõ õðîìîñîì. Êîìïàðòìåíòàëèçàöèÿ
CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ ÏÊÕ ñîõðàíÿåòñÿ ïî îòíîøå-

íèþ ê Ïß: áîëåå êîìïàêòèçîâàííûé ÌèÑàò CEN-ðàéîíîâ
ðàñïîëàãàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ïî ïåðèôåðèè Ïß, òîãäà
êàê ìåíåå êîíäåíñèðîâàííûé ÌàÑàò ïåðè-CEN-ðàéîíîâ
ëîêàëèçóåòñÿ ïî÷òè ïî âñåé ïîâåðõíîñòè Ïß.

Ðàñïðåäåëåíèå ñàòÄÍÊ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ
îïðåäåëÿëè òàêæå â ÿäðàõ èíòàêòíûõ çàðîäûøåé (ðèñ. 3).
Â 1-êëåòî÷íûõ çàðîäûøàõ â íà÷àëå (ðèñ. 3, à) è ñåðåäèíå
(ðèñ. 3, á) S-ôàçû ñàòÄÍÊ, MS4 è ÌèÑàò âûÿâëÿþòñÿ êàê
ïî ïåðèôåðèè, òàê è â öåíòðàëüíîé ÷àñòè Ïß. Îäíàêî
âêëàä ÌàÑàò â ñîñòàâ Ïß ðàçëè÷åí: ãèáðèäèçàöèîííûå
ñèãíàëû MS4 (ðèñ. 3, à) è ÌèÑàò (ðèñ. 3, á) â S-ôàçå ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ êëàñòåðàìè ðàçíîãî ðàçìåðà è íåìíîãî÷èñ-
ëåííûìè òî÷å÷íûìè ñèãíàëàìè ïî ïåðèôåðèè è ðåæå —
â öåíòðàëüíîé ÷àñòè Ïß, ÌàÑàò ìàêñèìàëüíî ïåðåêðûâà-
þòñÿ ñ Ïß. Åñëè â íà÷àëå S-ôàçû áîëüøàÿ ÷àñòü ñèãíàëîâ
ÌàÑàò àññîöèèðîâàíà ñ Ïß (ðèñ. 3, à), òî ê ñåðåäèíå S-ôà-
çû êîëè÷åñòâî ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ ÌàÑàò, âû-
ÿâëÿåìûõ â ïðîíóêëåóñàõ âíå Ïß, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåòñÿ (ðèñ. 3, á). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î äåêîíäåíñàöèè
ïåðè-CEN-ðàéîíîâ â S-ôàçå. Îáðàçóÿñü â 1-êëåòî÷íîì
çàðîäûøå, Ïß ðàçðóøàþòñÿ ïðè âñòóïëåíèè çàðîäûøåé
â ìèòîç, à ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïåðâîãî äåëåíèÿ îíè âíîâü
ôîðìèðóþòñÿ â ÿäðàõ 2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé (ðèñ. 3, á).
Òàê æå êàê è â ÿäðàõ 1-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé, ñàòÄÍÊ
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ ñàòÄÍÊ íà ÏÊÕ 2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé, îáðàáîòàííûõ ÎÀ ÷åðåç 45 (à) è 42 (á) ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ.

à — ðàñïðåäåëåíèå ÌèÑàò (êðàñíûé) è MS3 (çåëåíûé) íà ÏÊÕ çàðîäûøà, íàõîäèâøåãîñÿ â ñåðåäèíå S-ôàçû (ëåâîå ÿäðî) è â êîíöå S—íà÷àëå G2-ôàçû
(ïðàâîå ÿäðî); á — ðàñïðåäåëåíèå ÌèÑàò (êðàñíûé) è ÌàÑàò (çåëåíûé) íà ÏÊÕ çàðîäûøà, íàõîäèâøåãîñÿ â íà÷àëå (ëåâîå ÿäðî) è â êîíöå (ïðàâîå ÿäðî)
S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà. ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò). Ñòðåëêîé îáîçíà÷åíû ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû ÌàÑàò è ÌèÑàò íà ÏÊÕ, îòõîäÿùèõ

îò ïðîÿäðûøåê (Ïß). Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 5 ìêì.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå ñàòÄÍÊ â ÿäðàõ 1- è 2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé.
Âîçðàñò çàðîäûøåé îòñ÷èòûâàëè îò ìîìåíòà ââåäåíèÿ ÕÃ.

à — ðàñïðåäåëåíèå ÌàÑàò (çåëåíûé) è MS4 (êðàñíûé) â ÿäðàõ 1-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà ÷åðåç 20 ÷ (ôàçà G1); á — ðàñïðåäåëåíèå ÌàÑàò (çåëåíûé) è Ìè-
Ñàò (êðàñíûé) â ÿäðàõ 1-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà ÷åðåç 23 ÷ (ñåðåäèíà S-ôàçû); â — ðàñïðåäåëåíèå ÌàÑàò (çåëåíûé) è MS3 (êðàñíûé) â ÿäðàõ 2-êëåòî÷íî-
ãî çàðîäûøà ÷åðåç 43 ÷ (ñåðåäèíà S-ôàçû). ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). ÌÏÍ è ÆÏÍ — ñîîòâåòñòâåííî ìóæñêîé è æåíñêèé ïðîíóêëåóñû. Ìàñ-

øòàáíûå ëèíåéêè — 5 ìêì.



â ñîñòàâå Ïß íà 2-êëåòî÷íîé ñòàäèè êîìïàðòìåíòàëèçî-
âàíà: ïðàêòè÷åñêè íà âñåé ïîâåðõíîñòè Ïß âûÿâëÿåòñÿ
ÌàÑàò ïåðè-CEN-ðàéîíîâ, à MS3 CEN-ðàéîíîâ îòäåëü-
íûìè ãëîáóëàìè è ðåæå òî÷å÷íî ðàñïîëàãàåòñÿ ïðåèìó-
ùåñòâåííî ïî ïåðèôåðèè Ïß. Îòäåëüíûå íåìíîãî÷èñëåí-
íûå òî÷å÷íûå ñèãíàëû MS4 (ðèñ. 3, à), ÌèÑàò (ðèñ. 3, á) è
MS3 (ðèñ. 3, â), ÷åðåäóþùèåñÿ ñ ÌàÑàò, âûÿâëÿþòñÿ òàê-
æå âíå Ïß ïî ïåðèôåðèè ÿäåð 1- è 2-êëåòî÷íûõ çàðî-
äûøåé.

Ïðè àíàëèçå ïðåïàðàòîâ ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè âèäíî, ÷òî ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíà-

ëû ÌàÑàò è ÌèÑàò êîëîêàëèçóþòñÿ ñ ðàéîíàìè ïî ïå-
ðèôåðèè Ïß, ÿðêî îêðàøåííûìè èîäèäîì ïðîïèäèÿ
(ðèñ. 4, à2, á2). ÌàÑàò âûÿâëÿåòñÿ ñåðïîîáðàçíî ëèáî â
âèäå îáîäêà íà îäíîì èç ïîëþñîâ Ïß (ðèñ. 4, à1, á1). Ñèã-
íàë ÌèÑàò âûãëÿäèò áîëåå êîíäåñèðîâàííî è íà ðàçíûõ
ñðåçàõ ëîêàëèçîâàí ãëîáóëàìè, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ ïðå-
èìóùåñòâåííî ïî ïåðèôåðèè Ïß, ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàÿñü
ñ ÌàÑàò (ðèñ. 4, à1—à3). Òàêèì îáðàçîì, ñàòÄÍÊ CEN- è
ïåðè-CEN-ðàéîíîâ êîìïàðòìåíòàëèçîâàíû, õîòÿ îáà ðàé-
îíà òÿãîòåþò ê Ïß. Ñóììàðíûé ñèãíàë 4 ÑàòÄÍÊ ðàéî-
íîâ CEN (ÌèÑàò, MS3) è ïåðè-CEN (ÌàÑàò, MS4) íå ïî-
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Ðèñ. 4. Êîíôîêàëüíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ÌàÑàò (çåëåíûé) è ÌèÑàò (êðàñíûé) â ÿäðàõ çàðîäûøåé íà 2-êëåòî÷íîé ñòàäèè.

Ôîêàëüíûå ñðåçû ÿäåð 2-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà ÷åðåç 43 ÷ (S-ôàçà) ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ. à1—à3 — äâîéíàÿ FISH ñ çîíäàìè ÌàÑàò (çåëåíûé) è ÌèÑàò
(êðàñíûé); á1—á3 — îêðàñêà èîäèäîì ïðîïèäèÿ â ÷åðíî-áåëîì öâåòå. Êîíôîêàëüíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ ñ øàãîì 1.1 ìêì. Ìàñøòàáíàÿ ëè-

íåéêà — 5 ìêì.

Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ ÐÍÊ-ãåëèêàçû p68.

à — èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ÏÊÕ 1-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÐÍÊ-ãåëèêàçû p68 (êðàñíûé); ÏÊÕ ïîëó÷åíû ïîñëå îáðà-
áîòêè 1-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà ÎÀ ÷åðåç 19 ÷ (ôàçà G1) ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ; ÏÊÕ îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). á — èììóíî-FISH ñ çîíäîì ÌàÑàò (çåëåíûé)
è àíòèòåëàìè ïðîòèâ p68 (êðàñíûé) íà ôîêàëüíûõ ñðåçàõ ÿäåð 2-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà. â — ðåêîíñòðóêöèÿ ÿäåð 2-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà ïîñëå êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè, ïîâåðíóòàÿ íà 90°. Êîíôîêàëüíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ ñ øàãîì 0.7 ìêì. ÌÏÍ è ÆÏÍ — ñîîòâåòñòâåííî ìóæñêîé è æåí-

ñêèé ïðîíóêëåóñû. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 5 ìêì.



êðûâàåò âñþ îáëàñòü Ïß, òàê êàê îñòàþòñÿ ìåñòà, ñâîáîä-
íûå îò ãèáðèäèçàöèîííîãî ñèãíàëà.

Ïðè îêðàøèâàíèè çàðîäûøåé àíòèòåëàìè â êà÷åñòâå
ìàðêåðà Ïß èñïîëüçîâàëè ÌàÑàò, ïîñêîëüêó íàèáîëüøåå
ïåðåêðûâàíèå ñ Ïß îáíàðóæèâàåò ÌàÑàò (ðèñ. 3, 4).
Îïðåäåëÿëè ðàñïðåäåëåíèå ÐÍÊ-ãåëèêàçû p68 íà ÏÊÕ
1-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà (ðèñ. 5, à), îáðàáîòàííîãî ÎÀ ÷å-
ðåç 19 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ (ôàçà G1), è â èíòàêòíûõ ÿäðàõ
2-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà (ðèñ. 5, á), ïîëó÷åííîãî ÷åðåç
43 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÕÃ (S-ôàçà). Âèäíî, ÷òî îñíîâíîé
ñèãíàë p68 âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå Ïß (ðèñ. 5, à), âîêðóã êî-
òîðûõ ðàñïîëàãàþòñÿ ðàäèàëüíî îòõîäÿùèå ÏÊÕ. Â ÿäðàõ
çàðîäûøåé íà 2-êëåòî÷íîé ñòàäèè p68, êîëîêàëèçóÿñü ñ
ÌàÑàò, âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå âñåõ Ïß (ðèñ. 5, á). Íà ôî-
êàëüíûõ ñðåçàõ 0.7—1.4 ìêì ïî ïåðèôåðèè Ïß íàáëþäà-
åòñÿ ÷àñòè÷íàÿ êîëîêàëèçàöèÿ p68 è ãèáðèäèçàöèîííûõ
ñèãíàëîâ ÌàÑàò, òîãäà êàê â ñåðåäèíå (ôîêàëüíûå ñðåçû
5.6—7.0 ìêì) è â âåðõíåì îáúåìå ÿäåð (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû) ÐÍÊ-ãåëèêàçà p68 ïîëíîñòüþ êîëîêàëèçóåòñÿ ñ
ãèáðèäèçàöèîííûìè ñèãíàëàìè ÌàÑàò. Äëÿ ëó÷øåé âèçó-
àëèçàöèè ðåçóëüòàòîâ ïðåäñòàâëåíà òðåõìåðíàÿ ðåêîíñò-
ðóêöèÿ òåõ æå ÿäåð, ïîâåðíóòàÿ íà 90° (ðèñ. 5, â).

Îáÿçàòåëüíûìè êîìïîíåíòàìè áîëüøèíñòâà Ïß ÿâëÿ-
åòñÿ òàêæå ðÿä áåëêîâ êîãåçèíîâîãî (ðèñ. 6, à, á, ã) è ñè-
íàïòîíåìíîãî (ðèñ. 6, â) êîìïëåêñîâ. Ðåçóëüòàòû èììó-
íî-FISH ñ ïðîáàìè ÌàÑàò è ÀÒ ïðîòèâ ñóáúåäèíèö
SYCP3 (ðèñ. 6, â) ñèíàïòîíåìíîãî è SMC3 (ðèñ. 6, à, á),
Rad21 (ðèñ. 6, ã) è STAG2 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû) êî-
ãåçèíîâîãî êîìïëåêñîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î ãåòåðîãåííî-
ñòè ðàñïðåäåëåíèÿ èññëåäóåìûõ ïðîá îòíîñèòåëüíî Ïß.
Åñëè â 1-êëåòî÷íîì çàðîäûøå íà ñòàäèè G1 (ðèñ. 6, à) â
ÆÏÍ íàáëþäàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíàÿ êîëîêàëèçàöèÿ
ñèãíàëîâ ÌàÑàò è SMC3 ïî âñåé ïëîùàäè Ïß, òî â ÌÏÍ
SMC3 îáíàðóæèâàåòñÿ â îñíîâíîì ïî ïåðèôåðèè Ïß, ÷àñ-
òè÷íî êîëîêàëèçóÿñü ñ ÌàÑàò. Ãåòåðîãåííîñòü â ðàñïðå-
äåëåíèè SMC3, SYCP3 è ÌàÑàò ñîõðàíÿåòñÿ â ÿäðàõ
2-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà â S-ôàçå (ðèñ. 6, á, â). Íàðÿäó ñ
Ïß, íà êîòîðûõ ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû ÌàÑàò ïîë-
íîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî êîëîêàëèçóþòñÿ ñ ñóáúåäèíèöàìè
SMC3 (ðèñ. 6, á) è SYCP3 (ðèñ. 6, â), â ÿäðàõ çàðîäûøåé
ïðèñóòñòâóþò Ïß, îêðàøåííûå DAPI, íî ñâîáîäíûå îò
ÌàÑàò è SMC3 (ðèñ. 6, á). Ñóáúåäèíèöà Rad21 êîãåçèíî-
âîãî êîìïëåêñà íà ïðåïàðàòàõ ÏÊÕ 2-êëåòî÷íîãî çàðîäû-
øà, îáðàáîòàííîãî ÎÀ â S-ôàçå, òàêæå êîëîêàëèçóåòñÿ ñ
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Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå ÌàÑàò (çåëåíûé) è ñóáúåäèíèö êîãåçèíîâîãî è ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñîâ (êðàñíûé) â ÿäðàõ 1- è 2-êëå-
òî÷íûõ çàðîäûøåé.

à, á — èììóíî-FISH ñ çîíäîì ÌàÑàò (çåëåíûé) è àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà SMC3 (êðàñíûé) â ÿäðàõ 1-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà â ôàçå G1 è â ÿäðàõ 2-êëå-
òî÷íûõ çàðîäûøåé â S-ôàçå ñîîòâåòñòâåííî; â — èììóíî-FISH ñ çîíäîì ÌàÑàò (çåëåíûé) è ÀÒ ïðîòèâ áåëêà SYCP3 (êðàñíûé) â ÿäðàõ 2-êëåòî÷íûõ çà-
ðîäûøåé â S-ôàçå; ã — èììóíî-FISH ñ çîíäîì ÌàÑàò (çåëåíûé) è ÀÒ ïðîòèâ áåëêà Rad21 (êðàñíûé) êîãåçèíîâîãî êîìïëåêñà íà ÏÊÕ 2-êëåòî÷íîãî çà-
ðîäûøà, îáðàáîòàííîãî ÎÀ â êîíöå S-ôàçû. ÌÏÍ è ÆÏÍ — ñîîòâåòñòâåííî ìóæñêîé è æåíñêèé ïðîíóêëåóñû. ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). Ìàñ-

øòàáíûå ëèíåéêè — 5 ìêì.



ãèáðèäèçàöèîííûìè ñèãíàëàìè ÌàÑàò è âûÿâëÿåòñÿ íà
âñåõ Ïß òî÷å÷íî èëè êëàñòåðàìè. Êëàñòåðû, íàèáîëåå èí-
òåíñèâíî îêðàøåííûå DAPI, ñîîòâåòñòâóþò ìåñòàì ïðè-
êðåïëåíèÿ ÏÊÕ ê Ïß (ðèñ. 6, ã). Âäîëü ÏÊÕ, îòõîäÿùèõ
îò Ïß, ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû ÌàÑàò ÷àñòè÷íî êîëî-
êàëèçóþòñÿ ñ Rad21. Êîíôèãóðàöèÿ õðîìàòèíà â âèäå êî-
ëåñà («cartwheel»; Debey et al., 1989), íàáëþäàåìàÿ ïðè
âîçäåéñòâèè ÎÀ íà 1-êëåòî÷íûå çàðîäûøè (ðèñ. 1, à, á;
5, à), õàðàêòåðíà è äëÿ ÏÊÕ 2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé
(ðèñ. 2, á, ëåâîå ÿäðî; 6, ã).

Òàêèì îáðàçîì, îáÿçàòåëüíûìè êîìïîíåíòàìè áîëü-
øèíñòâà Ïß ÿâëÿþòñÿ ÐÍÊ-ãåëèêàçà p68, ñóáúåäèíèöû
SMC3, Rad21, STAG2 êîãåçèíîâîãî è SYCP3 ñèíàïòîíåì-
íîãî êîìïëåêñîâ. Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ è ÌàÑàò îòíîñè-
òåëüíî Ïß ãåòåðîãåííî: â ÿäðàõ çàðîäûøåé ïðèñóòñòâóþò
Ïß, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ ïîëíàÿ èëè ÷à-
ñòè÷íàÿ êîëîêàëèçàöèÿ èññëåäóåìûõ áåëêîâ è ÌàÑàò;
Ïß, íà êîòîðûõ âûÿâëÿþòñÿ ëèáî ÌàÑàò, ëèáî èññëåäóå-
ìûå áåëêè, è Ïß, îêðàøåííûå DAPI è ñâîáîäíûå êàê îò
ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ, òàê è îò áåëêîâ.

Îáñóæäåíèå

Èñïîëüçóÿ ïðåïàðàòû çàðîäûøåé òî÷íî äàòèðîâàí-
íûõ ñðîêîâ ðàçâèòèÿ è ÏÊÕ íà 1- è 2-êëåòî÷íîé ñòàäèÿõ
ðàçâèòèÿ, ìû îïðåäåëÿëè âçàèìîñâÿçü ðàçíûõ ñàòÄÍÊ
CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ îòíîñèòåëüíî Ïß. Ðåçóëüòàòû
ãèáðèäèçàöèè èíòàêòíûõ è îáðàáîòàííûõ ÎÀ çàðîäûøåé
ñ ïðîáàìè ñàòÄÍÊ íà 1- è 2-êëåòî÷íîé ñòàäèÿõ ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíû õðîìî-
ñîì àññîöèèðîâàíû ñ Ïß íà ïðîòÿæåíèè ôàç G1 (ðèñ. 3, à),
S (ðèñ. 2, à; 3, á) è G2 (ðèñ. 2, á; 6, ã) êëåòî÷íîãî öèêëà.
Íàèáîëüøåå ïåðåêðûâàíèå ñ Ïß îáíàðóæèë ïåðè-CEN
ÌàÑàò, äåêîíäåíñèðîàííûå ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû
êîòîðîãî çàíèìàþò á *îëüøóþ ïëîøàäü Ïß, òîãäà êàê CEN
ÌèÑàò, MS3 è ïåðè-CEN MS4 âûÿâëÿþòñÿ ïðåèìóùåñò-
âåííî ïî ïåðèôåðèè Ïß íåáîëüøèìè ãëîáóëàìè è êëàñòå-
ðàìè. Íàøè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ ëèòåðàòóðíûìè äàí-
íûìè î ëîêàëèçàöèè ÌàÑàò è ÌèÑàò îòíîñèòåëüíî Ïß â
ÿäðàõ çàðîäûøåé íà 1- è 2-êëåòî÷íîé ñòàäèÿõ (Probst et
al., 2007). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ðàçëè÷íûå êîìïàðòìåíòû âî-
êðóã Ïß çàíèìàþò íå òîëüêî CEN ÌèÑàò è ïåðè-CEN
ÌàÑàò, íî ÌàÑàò è MS4 ïåðè-CEN-ðàéîíà (ðèñ. 3, à).
Ðàñïðåäåëåíèå ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ ñàòÄÍÊ âíå
Ïß ñîâïàäàåò ñ äàííûìè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèé è èíòåíñèâíîñòè âêëþ÷åíèÿ ìå÷åíûõ íóê-
ëåîòèäîâ â S-ôàçå, ïîêàçàâøèìè â ÿäðàõ çàðîäûøåé ïðè-
ñóòñòâèå ïîçäíîðåïëèöèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà âíå Ïß
(Ferreira, Carmo-Fonseca, 1997).

Ðàñïðåäåëåíèå ñàòÄÍÊ ïî ïåðèôåðèè Ïß ñîâïàäàåò ñ
ðàéîíàìè, èíòåíñèâíî îêðàøåííûìè èíòåðàëèðóþùèìè
êðàñèòåëÿìè (ðèñ. 3, á; 4, à), íî èìåþùèåñÿ ïðîáû íå ïî-
êðûâàþò ïîëíîñòüþ ýòè ðàéîíû. Îñòàåòñÿ îòêðûòûì âî-
ïðîñ î òîì, êàêèå åùå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò áûòü àñ-
ñîöèèðîâàíû ñ ïîâåðõíîñòüþ Ïß. Ìåòîäîì ãèáðèäèçà-
öèè in situ íà ðàñòÿíóòûõ õðîìàòèíîâûõ ôèáðèëëàõ (fiber
FISH) ïîêàçàí ïåðåìåæàþùèéñÿ ïîðÿäîê ôðàãìåíòîâ
càòÄÍÊ â CEN è ïåðè-CEN-îáëàñòÿõ: MS3 ïðåðûâàåò
ïîëå ÌèÑàò, à MS4 ïðåðûâàåò ïîëå ÌàÑàò (Kuznetsova et
al., 2006). Îäíàêî îñòàëèñü ìåñòà õðîìàòèíîâîé ôèáðèë-
ëû, íå ïîêðûòûå íè îäíèì èç 4 ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíà-
ëîâ. Ïîëàãàþò, ÷òî áëîêè ñàòÄÍÊ ïåðåìåæàþòñÿ ñ áëîêà-
ìè íå ñàòÄÍÊ (Radic et al., 1987). Âîçìîæíî òàêæå ñóùå-
ñòâîâàíèå â îáëàñòè CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ õðîìîñîì

ìûøè äðóãèõ, åùå íåèçâåñòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ñàòÄÍÊ.

Ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå î òîì, ÷òî ðèáîñîìíûå ãåíû
è ìîëåêóëÿðíûå êîìïîíåíòû çðåëûõ ÿäðûøåê âûÿâëÿþò-
ñÿ íà ïîâåðõíîñòè Ïß, ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè Ïß â
ñáîðêå àêòèâíîãî ÿäðûøêîâîãî àïïàðàòà (Baran et al.,
1995; Ferreira, Carmo-Fonseca, 1995; Zatsepina et al., 2003).
Îäíàêî ìåòîäîì FISH ñ ìå÷åíûìè ïðîáàìè ðèáîñîìíîé
ÄÍÊ (ðÄÍÊ) ïîêàçàíà ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèè Ïß â
2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøàõ ìûøè ïî íàëè÷èþ ðÄÍÊ è, ñëå-
äîâàòåëüíî, ïî ó÷àñòèþ â îáðàçîâàíèè çðåëûõ ÿäðûøåê
(Êîðîáîâà è äð., 2003; Zatsepina et al., 2003). Ïîêàçàíî,
÷òî íå âñå Ïß, ðàñïîëîæåííûå â îäíîì ÿäðå, àññîöèèðî-
âàíû ñ áåëêàìè, îòâå÷àþùèìè çà òðàíñêðèïöèþ ðÄÍÊ,
ñèíòåç è ïðîöåññèíã íîâîñèíòåçèðîâàííîé ðÐÍÊ. Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, â ñîñòàâå Ïß èëè íà èõ ïîâåðõíîñòè âûÿâëÿ-
þòñÿ áåëêè, à òàêæå ìàëûå ÿäåðíûå ÐÍÊ, êîòîðûå íå èìå-
þò ïðÿìîãî îòíîøåíèÿ ê ñèíòåçó ðÐÍÊ (Biggiogera et al.,
1994; Ferreira, Carmo-Fonseca, 1995; Baran et al., 2001;
Martin et al., 2006). Ýòè ôàêòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî, íå-
ñìîòðÿ íà ñâîå íàçâàíèå, Ïß ìîãóò âûïîëíÿòü ôóíêöèè,
íå ñâÿçàííûå ñ îðãàíèçàöèåé ÿäðûøêà.

Íàøè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îáÿçà-
òåëüíûì êîìïîíåíòîì áîëüøèíñòâà Ïß ÿâëÿþòñÿ
ÐÍÊ-ãåëèêàçà p68 è ðÿä áåëêîâ êîãåçèíîâîãî è ñèíàïòî-
íåìíîãî êîìïëåêñîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî p68 ïðèíèìàåò ó÷àñ-
òèå â ðåãóëÿöèè ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ: ñïëàéñèíãå
è ïðîöåññèíãå ÐÍÊ; ðåãóëÿöèè ïðè èíèöèàöèè è ðåïðåñ-
ñèè òðàíñêðèïöèè; ïðîöåññå ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè, ò. å.
âçàèìîäåéñòâèè ñ áåëêîâûìè êîìïëåêñàìè, îòâå÷àþùè-
ìè çà ìîäèôèêàöèþ ãèñòîíîâ (Wilson et al., 2004; Ful-
ler-Pace, 2006). Ó äðîçîôèëû ãîìîëîã ÐÍÊ-ãåëèêàçû p68
âõîäèò â ñîñòàâ RISC-êîìïëåêñà, èãðàþùåãî êëþ÷åâóþ
ðîëü â ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè. Ðîëü êîðîòêèõ èíòåðôåðèðó-
þùèõ ÐÍÊ (siRNA) îêàçàëàñü âàæíîé äëÿ îðãàíèçàöèè
öåíòðîìåðíîãî êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ó
äðîææåé (Verdel et al., 2004) è âûñøèõ ìëåêîïèòàþùèõ
(Bernstein et al., 2003; Fukagawa et al., 2004). Ó âñåõ èçó-
÷åííûõ îðãàíèçìîâ â ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå áåëêè ñåìåéñòâà ÐÍÊ-ãåëèêàç DEAD. Îäíàêî ìå-
õàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå ðåêðóòèðîâàíèå êîìïîíåíòîâ
siRNA â CEN-ðàéîíû õðîìîñîì, ïîêà åùå ïëîõî èçó÷åíû.
Èçâåñòíî, ÷òî âñêîðå ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ ïîä âîçäåéñò-
âèåì öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ÿéöåêëåòêè íà÷èíà-
åòñÿ äèíàìè÷íîå ðåïðîãðàììèðîâàíèå ãåíîìà ÿéöåêëåòêè
è ñïåðìàòîçîèäà. Îäíèì èç òàêèõ ôàêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ áå-
ëîê íóêëåîïëàçìèí, îòâå÷àþùèé çà äåêîíäåíñàöèþ õðî-
ìàòèíà ñïåðìèÿ, ìîäèôèêàöèþ ãèñòîíîâ è ôîðìèðîâàíèå
ãåòåðîõðîìàòèíà (Mac Arthur, Shackleford, 1997; McLay,
Clarke, 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò áåëîê äåêîíäåíñèðóåò
ïåðè-CEN-ãåòåðîõðîìàòèí (Tamada et al., 2006). Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî â ýòîì âðåìÿ ñ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ
èäåò àêòèâíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, êîòîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ çà-
ïóñêà ïðîöåññîâ ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè, îïîñðåäîâàííîé
ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèåé (Schramke, Allshire, 2003).

Øèðîêèé ñïåêòð ôóíêöèé ïðèñóù òàêæå áåëêàì êîãå-
çèíîâîãî êîìïëåêñà (Ïàâëîâà, Çàêèÿí, 2003). Êîãåçèíî-
âûé êîìïëåêñ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îïðåäåëÿåò ñöåïëåíèå
ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä â ìèòîçå è ìåéîçå (Guacci et al.,
1997; Michaelis et al., 1997). Îáùàÿ ñòðóêòóðà êîìïëåêñà
îïðåäåëÿåòñÿ ãåòåðîäèìåðîì SMC1—SMC3, êîòîðûé âû-
ÿâëÿåòñÿ ïî âñåé äëèíå õðîìîñîì äðîææåé, âêëþ÷àÿ öåí-
òðîìåðû (Watanabe, 2005). Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ãåòåðîäè-
ìåðà SMC ñ ñóáúåäèíèöåé Scc1/Mcd1/Rad21 ïðîèñõîäèò
çàìûêàíèå ñòðóêòóðû â êîëüöî. Â ìåéîçå ñ áåëêàìè
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SMC1á è SMC3 íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóþò áåëêè
SYCP2/SCP2 è SYCP3/SCP3 îñåâûõ ýëåìåíòîâ ñè-
íàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà (Eijpe et al., 2000). Ðåçóëüòàòû
èññëåäîâàíèé ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ êîíäåíñàöèè
îòöîâñêèõ è ìàòåðèíñêèõ õðîìîñîì ïîêàçàëè, ÷òî ðåêðó-
òèðîâàíèå êîíäåíñèíîâîãî êîìïëåêñà â ÆÏÍ è ÌÏÍ
ïðîèñõîäèò ðàçíûìè è íåçàâèñèìûìè ïóòÿìè (Bomar et
al., 2002). Ïîñêîëüêó êîíäåíñèí âûòåñíÿåò êîãåçèíîâûé
êîìïëåêñ âî âðåìÿ êîíäåíñàöèè ÄÍÊ õðîìîñîì, ðåãóëÿ-
öèÿ àññîöèàöèè êîìïîíåíòîâ êîãåçèíîâîãî è ñèíàïòîíåì-
íîãî êîìïëåêñîâ ñ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíàìè õðîìîñîì
â ÿäðàõ çàðîäûøåé, âåðîÿòíî, òàêæå ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò
ðàçíûõ ìåõàíèçìîâ. Âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ êîãåçèíî-
âîãî êîìïëåêñà çàâèñèò îò ìîäèôèêàöèé õðîìàòèíà, ïîý-
òîìó ãåòåðîãåííîñòü â ðàñïðåäåëåíèå SMC3 è Rad21
(ðèñ. 6, à—â) îòíîñèòåëüíî Ïß, ïî-âèäèìîìó, îòðàæàåò
ðàçëè÷èå â ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèÿõ õðîìàòèíà
ðîäèòåëüñêèõ ãåíîìîâ. Â äàëüíåéøåì íåîáõîäèìî èçó÷å-
íèå ó÷àñòèÿ êîìïîíåíòîâ ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà â
ñîñòàâå Ïß, â ÷àñòíîñòè SYCP3 (ðèñ. 6, â), è åãî ðîëè â
ïðîöåññàõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé ðåîðãàíèçàöèè è
ðåãóëÿöèè ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðî-
ôàçå I ìåéîçà ìûøèíûõ îîöèòîâ SYCP3 ëîêàëèçóåòñÿ â
ÿäðûøêå (Prieto et al., 2004), à â ìûøèíûõ ñïåðìàòîöèòàõ
SYCP3 è Rad21 íà ýòîé æå ñòàäèè ëîêàëèçóþòñÿ â
CEN-ðàéîíå (Parra et al., 2004). Ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå
áåëêè êîãåçèíîâîãî è ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñîâ, îáíà-
ðóæåíû â áåëêîâûõ òåëàõ â îîöèòàõ ïòèö (Krasikova et al.,
2005). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îäíîé èç ôóíêöèé íàêîïëåíèÿ
ýòèõ áåëêîâ â CEN-ðàéîíå, ñ êîòîðûìè àññîöèèðîâàíû
áåëêîâûå òåëà, ÿâëÿåòñÿ ïîääåðæàíèå ñòðóêòóðû õðîìî-
ñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê (Krasikova et al., 2005).

Î ñòðóêòóðíîé ðîëè Ïß â ÿäðàõ 1- è 2-êëåòî÷íûõ çà-
ðîäûøåé ñâèäåòåëüñòâóþò òàêæå äàííûå î òîì, ÷òî
ñàòÄÍÊ CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ àññîöèèðîâàíû ñ Ïß
â òå÷åíèå âñåãî êëåòî÷íîãî öèêëà. Âîçìîæíî, ÷òî îäíîé
èç ôóíêöèé Ïß ÿâëÿåòñÿ óäåðæàíèå âñåõ õðîìîñîì â
îïðåäåëåííîé ÷àñòè ÿäðà ïðè ïðîõîæäåíèè çàðîäûøåì
êëåòî÷íîãî öèêëà è ó÷àñòèå â ñòàíîâëåíèè óïîðÿäî÷åí-
íîé îðãàíèçàöèè õðîìîñîì.

Ðàçëè÷èÿ â ðåïðîãðàììèðîâàíèè è ìîäèôèêàöèè õðî-
ìàòèíà CEN- è ïåðè-CEN-ðàéîíîâ â ïðîíóêëåóñàõ (Santos
et al., 2005; Martin et al., 2006; Van der Heijden et al., 2006)
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå ðàçíîãî ýïèãåíå-
òè÷åñêîãî ñòàòóñà Ïß â ÆÏÍ è ÌÏÍ. Ïîñëå îáúåäèíåíèÿ
ðîäèòåëüñêèõ ãåíîìîâ ðàçëè÷èÿ â ñòðóêòóðå Ïß ñîõðàíÿ-
þòñÿ íà äàëüíåéøèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ è, âîçìîæíî, îïðå-
äåëÿþò ó÷àñòèå Ïß â ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé ðåîð-
ãàíèçàöèè ÿäåð çàðîäûøåé, â ÷àñòíîñòè ïðè ãåòåðîõðîìà-
òèíèçàöèè è ôîðìèðîâàíèè õðîìîöåíòðîâ è ÿäðûøêà.
Ïåðåðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà ñ ïîâåðõíîñòè Ïß íà ïðî-
òÿæåíèè 2-êëåòî÷íîé ñòàäèè è ôîðìèðîâàíèå â ÿäðàõ
çàðîäûøåé ïðîõðîìîöåíòðîâ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõî-
äèò ïðåèìóùåñòâåííî ïîçäíî ðåïëèöèðóþùèåñÿ CEN- è
ïåðè-CEN-ðàéîíû õðîìîñîì (Martin et al., 2007), ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî Ïß ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè
íå òîëüêî ÿäðûøåê, íî è õðîìîöåíòðîâ. Ïðèìå÷àòåëüíî,
÷òî íà÷àëüíûå ýòàïû òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ è
ôîðìèðîâàíèå ïðîõðîìîöåíòðîâ ñîâïàäàþò ñ íà÷àëîì òî-
òàëüíîé àêòèâàöèè ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà è ïðîèñõî-
äÿò ñ ñåðåäèíû 2-êëåòî÷íîé ñòàäèè (Lathman, 1999; Êîðî-
áîâà è äð., 2003; Martin et al., 2006). Òàêèì îáðàçîì, â
ÿäðàõ 1- è 2-êëåòî÷íûõ çàðîäûøåé Ïß ÿâëÿþòñÿ ìóëüòè-
ôóíêöèîíàëüíûìè äîìåíàìè. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ
êîìïîíåíòîâ Ïß è ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ è äèíàìè-

êè àññîöèàöèè õðîìîñîì ñ Ïß ïîìîãóò ðàñøèðèòü íàøè
ïðåäñòàâëåíèÿ î çíà÷åíèè è ðîëè Ïß â ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíîé ðåîðãàíèçàöèè ÿäåð çàðîäûøåé íà äîèìïëàí-
òàöèîííûõ ñòàäèÿõ.
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LOCALIZATION OF SATELLITE DNA

AND ASSOCIATED PROTEIN IN RESPECT TO NUCLEOLAR PRECURSOR BODIES

IN ONE- AND TWO-CELL MOUSE EMBRYOS

E. V. Gavrilova,1, * I. S. Kuznetsova,1 N. I. Enukashvily,1 E. M. Noniashvily,2

A. P. Dyban,2 O. I. Podgornaya1
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Nucleolar precursor bodies (NPB) are characteristic structures in the nuclei of one- and two cell mouse em-
bryos. The alignment of centromeric (CEN) and pericentromeric (periCEN) chromosome regions to the chroma-
tin layer surrounding NPB is known. Mus musculus 4 satellite DNA (satDNA) types are known to be located in
CEN region — mouse minor satellite (MiSat) and mouse satellite 3 (MS3); and periCEN region — mouse major
satellite (MaSat) and mouse satellite (MS4). We determined the localization of 4 types of mouse satDNA CEN
and periCEN regions and associated proteins: RNA-helicase p68, SMC3, Rad21 subunits of the cohesin comp-
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lex and SYCP3 subunit of the synaptonemal complex (SC). Partially flattened nuclei of the one- and two-cell
embryos and embryos treated with ocadaic acids (OA) were used. Different satDNA fragments revealed distinct
domains at the surface of NPB: periCEN MaSat was always localized in NPB more internally covering al-
most entire surface of NPB while CEN MiSat, MS3 and periCEN MS4 showed more peripheral localization.
All 4 satDNA did not cover the entire areas of the NPB, indicating the presence of other DNA sequence invol-
ved in its formation. RNA-helicase p68 and components of multiprotein cohesin and synaptonemal complexes
are the necessary components of NPB. Our results support the opinion that NPB serve as a precursor of chromo-
centers.

K e y w o r d s: centromere region, pericentromere region, satellite DNA, nucleolar precursor bodies,
RNA-helicase p68, proteins of cohesin and synaptonemal complexes.
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