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Èññëåäîâàíà îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà ìàêðîíóêëåóñà èíôóçîðèé Didinium nasutum, ãåíîì êîòîðîãî
ñîñòîèò èç ìîëåêóë ÄÍÊ ñóáõðîìîñîìíîãî ðàçìåðà. Â èíòåðôàçå õðîìàòèí ìàêðîíóêëåóñà îðãàíèçîâàí â
ãëûáêè ðàçìåðîì ~100—200 íì, ÷àñòü èç íèõ îáúåäèíåíà â êîðîòêèå õðîìîíåìîïîäîáíûå ôèáðèëëû ïå-
ðåìåííîé òîëùèíû. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ñåëåêòèâíîãî îêðàøèâàíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò íà ïîâåðõíîñòè
áîëüøèíñòâà õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê âûÿâëåíû ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû è ãðàíóëû. Ñ ïîìîùüþ
òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè íà îñíîâå ñåðèéíûõ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ ïîñòðîåíû ìîäåëè ðàñïîëîæåíèÿ
õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê â ïðîñòðàíñòâå ìàêðîíóêëåóñà è âûÿâëåíû îñîáåííîñòè èõ îðãàíèçàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíôóçîðèè, ìàêðîíóêëåóñ, õðîìàòèí, ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû, òðåõìåð-
íàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ.

Didinium nasutum, êàê è äðóãèå èíôóçîðèè, ñîäåðæèò
äâà ìîðôîëîãè÷åñêè è ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûõ ÿäðà:
áîãàòîå ÄÍÊ ñîìàòè÷åñêîå ÿäðî — ìàêðîíóêëåóñ, õàðàê-
òåðèçóþùååñÿ âûñîêîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ,
è ïðåäïîëîæèòåëüíî äèïëîèäíîå ãåíåðàòèâíîå ÿäðî —
ìèêðîíóêëåóñ, â êîòîðîì âíå ïåðèîäà ïîëîâîãî ïðîöåññà
àêòèâíîñòü ãåíîâ ïîëíîñòüþ (èëè ïî÷òè ïîëíîñòüþ) ðå-
ïðåññèðîâàíà. Â îòëè÷èå îò ÿäåð âûñøèõ ýóêàðèîò ìàêðî-
íóêëåóñû ÿâëÿþòñÿ âûñîêîïîëèïëîèäíûìè ÿäðàìè, èõ ãå-
íîì ïðåäñòàâëåí íàáîðîì îòíîñèòåëüíî êîðîòêèõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ âûñøèìè ýóêàðèîòàìè ìîëåêóë ÄÍÊ, ðàçìåð
êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò 5—20 ò. ï. í. äëÿ âèäîâ ñ êîðîòêèìè
ìîëåêóëàìè ÄÍÊ èëè íåñêîëüêî ñîòåí ò. ï. í. äëÿ âèäîâ ñ
ñóáõðîìîñîìíûì ðàçìåðîì ÄÍÊ. Â òî æå âðåìÿ ïî áèî-
õèìè÷åñêîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèí ìàêðîíóêëåóñîâ è
ÿäåð âûñøèõ ýóêàðèîò î÷åíü ñõîäåí (Raikov, 1995).
Îñíîâíàÿ ÷àñòü õðîìàòèíà èíòåðôàçíîãî ìàêðîíóêëåóñà
áîëüøèíñòâà èçó÷åííûõ èíôóçîðèé îðãàíèçîâàíà â âèäå
õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê ðàçìåðîì îò 50 äî 200 íì, è ëèøü
íåáîëüøàÿ ÷àñòü õðîìàòèíà íàõîäèòñÿ â äåêîìïàêòèçî-
âàííîì ñîñòîÿíèè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî õðîìàòèí, îáðàçóþùèé
ãëûáêè, íàõîäèòñÿ â òðàíñêðèïöèîííî-íåàêòèâíîì ñîñòî-
ÿíèè, ò. å. ÷àñòü ãåíîìà ìàêðîíóêëåóñà íå ó÷àñòâóåò â
òðàíñêðèïöèè íà ïðîòÿæåíèè âñåé èíòåðôàçû (Raikov,
1996). Â ýòîì îòíîøåíèè ìàêðîíóêëåóñû èíôóçîðèé íå
îòëè÷àþòñÿ îò ÿäåð äðóãèõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëå-
òîê, â êîòîðûõ äîëÿ òðàíñêðèáèðóåìîé ÄÍÊ òàêæå íåçíà-
÷èòåëüíà.

Â èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ íà âûäåëåííîì õðî-
ìàòèíå (Ìàðòûíêèíà è äð., 1984; Karajan et al., 1995) è íà
óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ (Ïîïåíêî è äð., 1988; Èâàíîâà è äð.,
2002), áûëî ïîêàçàíî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîå ñîîò-
âåòñòâèå õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê ìàêðîíóêëåóñîâ èíôóçî-
ðèé è õðîìîìåðîâ — äèñêðåòíûõ ñòðóêòóð õðîìàòèíà â

ÿäðàõ âûñøèõ ýóêàðèîò, îðãàíèçîâàííûõ ïî ïåòåëüíîìó
ïðèíöèïó. Â ñâîþ î÷åðåäü õðîìîìåðû ñïîñîáíû ñîåäèíÿ-
òüñÿ â ñòðóêòóðû áîëåå âûñîêîãî óðîâíÿ îðãàíèçàöèè —
õðîìîíåìû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé òîëñòûå òÿæè òîëùè-
íîé 100—200 íì (Zatsepina et al., 1983; ×åíöîâ, 1995).
Â äàííîé ðàáîòå ìû îáîáùàåì ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîãî õðîìàòèíà ìàêðîíóêëåóñà èí-
ôóçîðèè D. nasutum.

D. nasutum îáëàäàåò îòíîñèòåëüíî êîðîòêèì êëåòî÷-
íûì öèêëîì: ãåíåðàöèîííîå âðåìÿ èíôóçîðèè èçó÷åííî-
ãî êëîíà ðàâíî 5 ÷ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èíôóçîðèé ïðè
22 °Ñ, ïðè÷åì G1-ïåðèîä çàíèìàåò 10 % ãåíåðàöèîííîãî
âðåìåíè, S-ïåðèîä — 80—85 %; ïåðèîä G2 ëèáî îòñóòñò-
âóåò, ëèáî î÷åíü êîðîòêèé (Êàðàäæÿí, 1987). Ðàíåå ïðè
èçó÷åíèè îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà èíòåðôàçíîãî ìàêðî-
íóêëåóñà D. nasutum ñ ïîìîùüþ ìåòîäà äèñïåðñèè õðîìà-
òèíà â ðàñòâîðå íèçêîé èîííîé ñèëû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà èíòåðôàçíûõ ìàêðî-
íóêëåóñîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçëè÷íûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî
öèêëà, â öåëîì ìàëî ðàçëè÷àåòñÿ (Karajan et al., 1995).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èíôóçîðèè D. nasutum êóëüòèâèðîâàëè íà êèïÿ÷åíîé
âîäîïðîâîäíîé âîäå, â êà÷åñòâå êîðìà èñïîëüçîâàëè èí-
ôóçîðèé Paramecium caudatum.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Äëÿ ôèêñàöèè èñ-
ïîëüçîâàëè 2%-íûé ðàñòâîð OsO4 â 0.05 Ì êàêîäèëàòíîì
áóôåðå (pH 7.2, 30 ìèí, ëåä) èëè ñâåæåïðèãîòîâëåííóþ
ñìåñü 1%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà è 1%-íîãî OsO4 â 0.05 Ì
ôîñôàòíîì áóôåðå (1 ÷, ëåä, òåìíîòà), èëè 2.5%-íûé ðàñò-
âîð ãëóòàðàëüäåãèäà â 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7.5,
1 ÷, 4 °Ñ). Ïîñëå îòìûâàíèÿ â 2—3 ïîðöèÿõ ñîîòâåòñòâó-
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þùåãî áóôåðà èíôóçîðèé ïðåäçàêëþ÷àëè â 2%-íûé àãàð.
Àãàðîâûå áëîêè äåãèäðàòèðîâàëè â ðàñòâîðàõ ýòàíîëà
âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè è çàêëþ÷àëè â Ýïîí—Àðàë-
äèò ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå.

Ñðåçû ïîëó÷àëè íà óëüòðàòîìå LKB III. Îêðàøèâàíèå
ñðåçîâ óðàíèë-àöåòàòîì è öèòðàòîì ñâèíöà ïðîâîäèëè ïî

ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Äëÿ ðåãðåññèâíîé îêðàñêè ñðåçîâ
(Bernhard, 1969) èõ ïîìåùàëè â 2%-íûé âîäíûé ðàñòâîð
óðàíèë-àöåòàòà, çàòåì ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âî-
äîé, îáðàáàòûâàëè 0.2 Ì ðàñòâîðîì ÝÄÒÀ â òå÷åíèå
30 ìèí è ïîñëå ïðîìûâàíèÿ äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé
îêðàøèâàëè öèòðàòîì ñâèíöà â òå÷åíèå 15 ìèí.
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Ðèñ. 1. Ó÷àñòîê ìàêðîíóêëåóñà ñ õðîìàòèíîâûìè ãëûáêàìè (ÕÃ) èíôóçîðèè Didinium nasutum.

à — óëüòðàòîíêèé ñðåç; ñòðåëêè — ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû, ãîëîâêè ñòðåëîê — ïåðèõðîìàòèíîâûå ãðàíóëû, á — õðîìàòèí ìàêðîíóêëåóñà, äèñ-
ïåðãèðîâàííûé â òå÷åíèå 5 ìèí; âèäíû îäèíî÷íûå õðîìàòèíîâûå ãëûáêè (ÕÃ) è ãëûáêè, ñîåäèíåííûå äðóã ñ äðóãîì òÿæàìè íàäíóêëåîñîìíîé îðãà-
íèçàöèè (ñòðåëêè); äâîéíûå ñòðåëêè — ãëîáóëÿðíûå ñòðóêòóðû íà ïîâåðõíîñòè õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê. â — ó÷àñòîê ìàêðîíóêëåóñà ïîñëå äèôôåðåí-
öèàëüíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò (Bernhard, 1969); âîêðóã îòáåëåííûõ õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê âèäíà ñîõðàíÿþùàÿ êîíòðàñò ïåðèõðî-

ìàòèíîâàÿ çîíà ñ ÐÍÊ-ñîäåðæàùèìè ñòðóêòóðàìè (ñòðåëêè — ïåðèõðîìàòèíîâûå ãëûáêè). ßÊ — ÿäðûøêè. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.



Ïðåïàðàòû èçó÷àëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå
JEM-100CX ïðè 80 êÂ. Ðàçìåðû ñòðóêòóð èçìåðÿëè íà
ñêàíèðîâàííûõ ôîòîãðàôèÿõ (êîíå÷íîå óâåëè÷åíèå
33 200—50 000) è íåãàòèâàõ (8300�—20 000�) ñ ïî-
ìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ImageJ.

Ä è ñ ï å ð ã è ð î â à í è å õ ð î ì à ò è í à â ðàñòâîðå íèç-
êîé èîííîé ñèëû ïðîâîäèëè íà âûäåëåííûõ ìàêðîíóêëå-
óñàõ ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Karajan et al., 1995).

Ò ð å õ ì å ð í ó þ ð å ê î í ñ ò ð ó ê ö è þ ñòðóêòóð ïðîâî-
äèëè íà ñåðèéíûõ óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ (òîëùèíîé
50—70 íì, 15—25 øò.) ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé
ïðîãðàììû STERM, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü òðàññè-
ðîâêó (âåêòîðèçàöèþ) êîíòóðîâ îáúåêòîâ, âûðàâíèâàíèå
ñìåæíûõ ñðåçîâ îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà, ñîçäàâàòü ïî-
âåðõíîñòè, ìîäåëèðóþùèå ãðàíèöû ðåêîíñòðóèðóåìûõ
îáúåêòîâ, è ïðîâîäèòü èõ ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç (Ëå-
îíîâà è äð., 2003). Ó÷èòûâàëè ñòðóêòóðû õðîìàòèíà ðàç-
ìåðîì áîëåå 50 íì. Îáúåìû ðåêîíñòðóèðîâàííûõ ó÷àñò-
êîâ ìàêðîíóêëåóñîâ ñîñòàâëÿëè îò 5 äî 20 ìêì3.

Ðåçóëüòàòû

Õðîìàòèí èíòåðôàçíîãî ìàêðîíóêëåóñà D. nasutum íà
óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ è íà ïðåïàðàòàõ ñëàáîäèñïåðãèðî-
âàííîãî õðîìàòèíà ïðåäñòàâëåí ìíîæåñòâîì ýëåêòðîí-

íî-ïëîòíûõ ãëûáîê ðàçìåðîì ~100—200 íì, áîëåå èëè
ìåíåå ðàâíîìåðíî çàïîëíÿþùèõ âñå ïðîñòðàíñòâî ÿäðà.
×àñòü ãëûáîê ðàñïîëàãàåòñÿ ïîîäèíî÷êå, à ÷àñòü îáúåäè-
íÿåòñÿ â öåïî÷êè èç äâóõ-òðåõ õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê. Îò-
äåëüíûå ãëûáêè õðîìàòèíà ñîåäèíåíû äðóã ñ äðóãîì îä-
íèì èëè íåñêîëüêèìè òÿæàìè íàäíóêëåîñîìíîé îðãàíè-
çàöèè. Ïîâåðõíîñòü õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê íåðîâíàÿ, â èõ
ñîñòàâå ïî÷òè âñåãäà ïðèñóòñòâóåò êîìïîíåíò, â êîòîðîì
ðàçëè÷èìû ðûõëî ðàñïîëîæåííûå ôèáðèëëû äèàìåòðîì
8—10 íì è ãëîáóëÿðíûå ñòðóêòóðû äèàìåòðîì 10—25 íì
(ðèñ. 1, à, á). Á*îëüøàÿ ÷àñòü ãðàíóë èìååò òåñíûé êîíòàêò
ñ ïåðèõðîìàòèíîâûìè ôèáðèëëàìè, íåçíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü
èõ ðàñïîëîæåíà èçîëèðîâàííî îò ôèáðèëëÿðíîãî ìàòåðè-
àëà. Ñåëåêòèâíîå êîíòðàñòèðîâàíèå ÐÍÊ-ñîäåðæàùèõ
ñòðóêòóð (Bernhard, 1969) ïîêàçàëî, ÷òî ïîñëå îáðàáîòêè
ñðåçîâ EDTA ïîëíûé êîíòðàñò ñîõðàíÿåò ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûé ôèáðîãðàíóëÿðíûé ìàòåðèàë, ëîêàëèçîâàí-
íûé íà âíåøíåé ïîâåðõíîñòè îáåñöâå÷åííûõ õðîìàòèíî-
âûõ ãëûáîê (ðèñ. 1, â). Ýòîò ìàòåðèàë, ïî-âèäèìîìó, ñîîò-
âåòñòâóåò ïåðèõðîìàòèíîâûì ôèáðèëëàì è ãðàíóëàì,
êîòîðûå áûëè âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàíû â ÿäðàõ ñîìà-
òè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà äèô-
ôåðåíöèàëüíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò
(Moneron, Bernhard, 1969). Ãîìîãåííûå ñêîïëåíèÿ ãðàíóë
äèàìåòðîì îêîëî 20 íì, êîòîðûå ïåðåìåæàþòñÿ ñî ñêîï-
ëåíèÿìè íóêëåîñîìíûõ ôèáðèëë õðîìàòèíà, îáíàðóæèâà-
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Ðèñ. 2. Õðîìàòèí ìàêðîíóêëåóñà Didinium nasutum ïîñëå äèñïåðãèðîâàíèÿ â ðàñòâîðå ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé â òå÷åíèå 90 ìèí (à,
á) è óëüòðàòîíêèå ñðåçû ïåðèôåðè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ ìàêðîíóêëåóñà (â, ã).

à — ãðàíóëû (20—25 íì), ïåðåìåæàþùèåñÿ ñ õðîìàòèíîâûìè ôèáðèëëàìè (ñòðåëêè); á — ñâÿçü õðîìàòèíîâûõ ôèáðèëë ñ ïîðîâûìè êîìïëåêñàìè
(ÏÊ) ÿäåðíîé îáîëî÷êè; â, ã — õðîìàòèíîâûå ãëûáêè â ïåðèôåðè÷åñêîé çîíå ìàêðîíóêëåóñà. ßÎ — ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà, ñòðåëêè — õðîìàòèíîâàÿ ãëûá-

êà, «çàÿêîðåííàÿ» íà ÿäåðíîé îáîëî÷êå ìàêðîíóêëåóñà ïó÷êàìè ìèêðîôèëàìåíòîâ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 0.5 (à), 1 (á, â) è 0.2 (ã) ìêì.



þòñÿ è íà ïðåïàðàòàõ äèñïåðãèðîâàííîãî èíòåðôàçíîãî
õðîìàòèíà (ðèñ. 2, à).

Íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ âèäíî, ÷òî ÷àñòü õðîìàòèíî-
âûõ ãëûáîê ðàñïîëàãàåòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè
îò âíóòðåííåé ìåìáðàíû ÿäåðíîé îáîëî÷êè ìàêðîíóêëåó-
ñà (ðèñ. 2, â). ßäåðíàÿ îáîëî÷êà èìååò òèïè÷íîå äâóõìåì-
áðàííîå ñòðîåíèå è ñíàáæåíà äîâîëüíî ÷àñòûìè ïîðà-
ìè — ñðåäíÿÿ êîíöåíòðàöèÿ ïîð â èíòåðôàçíîì ìàêðî-
íóêëåóñå D. nasutum ñîñòàâëÿåò ~100 øò./ìêì2. Ïîðû
ðàñïîëîæåíû ïî ïîâåðõíîñòè ìàêðîíóêëåóñà áîëåå èëè
ìåíåå ðàâíîìåðíî, õîòÿ âñòðå÷àþòñÿ íåáîëüøèå ó÷àñòêè
ÿäåðíîé îáîëî÷êè, ëèøåííûå ÿäåðíûõ ïîð. Íà ñðåçàõ
âèäíî, ÷òî õðîìàòèíîâûå ãëûáêè «çàÿêîðåíû» íà âíóò-
ðåííåé ìåìáðàíå ÿäåðíîé îáîëî÷êè èëè ñîåäèíåíû ñ íåé
ñåòüþ ôèëàìåíòîâ ðàçìåðîì ~10 íì (ðèñ. 2, ã). Áîëåå îò-
÷åòëèâî ñâÿçü õðîìàòèíà ñ ýëåìåíòàìè ÿäåðíîé îáîëî÷êè
îáíàðóæåíà íà ïðåïàðàòàõ äèñïåðãèðîâàííîãî õðîìàòè-
íà — íà âûäåëåííîì õðîìàòèíå èíòåðôàçíîãî õðîìàòèíà,
ïðèãîòîâëåííîãî ïî ìåòîäó Ìèëëåðà, âèäíà íåïîñðåäñò-
âåííàÿ ñâÿçü íóêëåîñîìíûõ ôèáðèëë õðîìàòèíà è ïîðî-
âûõ êîìïëåêñîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè; â ïîðîâûõ êîìïëåê-
ñàõ îò÷åòëèâî âèäíû öåíòðàëüíûå ãðàíóëû äèàìåòðîì
îêîëî 25 íì (ðèñ. 2, á). Íà ýòèõ æå ïðåïàðàòàõ ïî ïåðèôå-
ðèè àãðåãàòîâ äèñïåðãèðîâàííîãî õðîìàòèíà âèäíû äëèí-
íûå ïåòëè, îáðàçîâàííûå íóêëåîñîìíûìè ôèáðèëëàìè
õðîìàòèíà. Òî÷íî îïðåäåëèòü äëèíó íóêëåîñîìíûõ ôèá-
ðèëë áûëî íåâîçìîæíî, òàê êàê íè íà îäíîì èç èçó÷åííûõ
ïðåïàðàòîâ ìû íå ñìîãëè îáíàðóæèòü íóêëåîñîìíûå ôèá-
ðèëëû ñ îáîèìè ñâîáîäíûìè êîíöàìè. Òåì íå ìåíåå âèä
ïðåïàðàòîâ äèñïåðãèðîâàííîãî õðîìàòèíà ïîçâîëÿåò ñäå-
ëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ìàêðîíóêëåóñ D. nasutum ïðåäñòàâ-
ëåí ìîëåêóëàìè ñóáõðîìîñîìíîãî ðàçìåðà.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû òðåõìåðíûå ðåêîíñòðóêöèè
õðîìàòèíà ôðàãìåíòà èíòåðôàçíîãî ìàêðîíóêëåóñà D. na-
sutum. Íà ìîäåëÿõ ðåêîíñòðóèðîâàííîãî õðîìàòèíà âèä-
íî, ÷òî â îäíèõ è òåõ æå ó÷àñòêàõ ÿäðà ÷àñòü ãëûáîê ðàñ-
ïîëàãàåòñÿ ïîîäèíî÷êå, à ÷àñòü îáúåäèíÿåòñÿ â êîðîòêèå
ôèáðèëëû, òîëùèíà êîòîðûõ (100—200 íì) ñîîòâåòñòâó-

åò òîëùèíå õðîìîíåì â ÿäðàõ âûñøèõ ýóêàðèîò. Äîëÿ
õðîìàòèíîâûõ òåëåö, îáúåäåííåííûõ â öåïî÷êè èç
äâóõ-òðåõ õðîìàòèíîâûõ òåëåö, çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì
ýòî ìîæíî âèäåòü íà äâóõìåðíûõ ñðåçàõ. Îáû÷íî õðîìà-
òèíîâûå ãëûáêè ñîåäèíÿþòñÿ â ôèáðèëëû ëèíåéíî, îäíà-
êî âñòðå÷àþòñÿ è ñòðóêòóðû â ôîðìå «áóáëèêà», à òàêæå
«ïëîñêèå» ó÷àñòêè, îáðàçîâàííûå èç íåñêîëüêèõ ãëûáîê
õðîìàòèíà (ðèñ. 3). Äëèíà õðîìàòèíîâûõ ôèáðèëë â ìàê-
ðîíóêëåóñå D. nasutum, îïðåäåëåííàÿ ëèíåéíûìè èçìåðå-
íèÿìè íà ïîëó÷åííûõ ìîäåëÿõ èëè êàê ÷àñòíîå îò äåëå-
íèÿ îáúåìà ôèáðèëëû íà ñðåäíþþ ïëîùàäü åå ïîïåðå÷-
íîãî ñå÷åíèÿ, ñîñòàâèëà 450—700 íì.

Îáñóæäåíèå

Õðîìàòèí ìàêðîíóêëåóñà D. nasutum, êàê ó ìíî-
ãèõ âèäîâ èíôóçîðèé (Raikov, 1995), â èíòåðôàçå óïàêî-
âàí â êîìïàêòíûå õðîìàòèíîâûå ãëûáêè ðàçìåðîì
~100 íì. Íà òðåõìåðíûõ ìîäåëÿõ âèäíî, ÷òî â èíòåð-
ôàçíûõ ìàêðîíóêëåóñàõ D. nasutum çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü
õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê ñîåäèíåíà â êîðîòêèå ôèáðèëëû.
Íà îñíîâå èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ íà âûäåëåí-
íîì õðîìàòèíå è íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ èíôóçîðèé
(Ìàðòûíêèíà è äð., 1984; Karajan et al., 1995; Popenko
et al., 1998; Èâàíîâà è äð., 2002), áûëî âûñêàçàíî ïðåä-
ïîëîæåíèå î ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîì ñîîòâåòñòâèè
õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê ìàêðîíóêëåóñîâ èíôóçîðèé è õðî-
ìîìåðîâ — äèñêðåòíûõ ñòðóêòóð õðîìàòèíà â ÿäðàõ âû-
ñøèõ ýóêàðèîò, îðãàíèçîâàííûõ ïî ïåòåëüíîìó ïðèíöè-
ïó (Zatsepina et al., 1983; ×åíöîâ, 1995). Ýòî ïðåäïîëî-
æåíèå ïîëó÷èëî â äàëüíåéøåì ïîäòâåðæäåíèå â ðå-
çóëüòàòå èññëåäîâàíèé (Ïîïåíêî è äð., 2005), ïîêàçàâøèõ
ñïîñîáíîñòü õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê èíòåðôàçíûõ ìàêðî-
íóêëåóñîâ D. nasutum êîìïàêòèçîâàòüñÿ ïîñëå îáðàáîòêè
èîíàìè Mg2+ â òîëñòûå ïðîòÿæåííûå òÿæè, ïîäîáíûå
õðîìîíåìàì, îïèñàííûì â ÿäðàõ ðàñòåíèé è õðîìîñîìàõ
æèâîòíûõ.
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Ðèñ. 3. Òðåõìåðíàÿ ìîäåëü õðîìàòèíà â èíòåðôàçíîì ìàêðîíóêëåóñå èíôóçîðèè Didinium nasutum.

Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà êîëüöåâóþ ôèáðèëëó â ôîðìå «áóáëèêà».



Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîãî êîíòðà-
ñòèðîâàíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ïîçâîëèëî íàì îáíàðó-
æèòü ïðîäóêòû òðàíñêðèïöèè â âèäå òèïè÷íûõ ïåðèõðî-
ìàòèíîâûõ ôèáðèëë è ãðàíóë íà ïîâåðõíîñòè áîëüøèíñò-
âà õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê D. nasutum. Ïåðèõðîìàòèíîâûå
ôèáðèëëû è ãðàíóëû áûëè âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàíû â
ÿäðàõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ (Watson,
1962; Moneron, Bernhard, 1969), çàòåì â ðàçíûõ îáúåêòàõ
æèâîòíîãî è ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ñì. îáçîðû:
Spector et al., 1993; Fakan, 1994; Cmarco et al., 1999). Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû áûñòðî
âêëþ÷àþò ïðåäøåñòâåííèêè ñèíòåçà ÐÍÊ — ìå÷å-
íûé óðèäèí è áðîìóðèäèíôîñôàò — è ÷óâñòâèòåëüíû ê
äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ òðàíñêðèïöèè. Â ñîâîêóïíîñòè
ýòè ðàáîòû ïðèâåëè ê îáùåïðèíÿòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïðåäñòàâëåíèþ î òîì, ÷òî ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû
ÿâëÿþòñÿ ïåðâè÷íûìè òðàíñêðèïòàìè ïðå-ìÐÍÊ. Ïðåä-
ïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû ìî-
ãóò áûòü ìîðôîëîãè÷åñêèì âûðàæåíèåì âíîâü ñèíòåçèðî-
âàííûõ òðàíñêðèïòîâ ãåòåðîãåííîé ÿäåðíîé ÐÍÊ, áûëî
âûñêàçàíî åùå â 1970-å ãîäû (Bernhard, 1977; Smetana,
1977). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî íàëè÷èå â ÿäðå çíà÷èòåëüíîãî êîëè-
÷åñòâà ïåðåõðîìàòèíîâûõ ôèáðèëë ñâèäåòåëüñòâóåò î
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿäðà (Cmarco et al., 1999).

Ïåðèõðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû â ìàêðîíóêëåóñå D. na-
sutum íåñêîëüêî òîëùå (îêîëî 10 íì), ÷åì òèïè÷íûå ïåðå-
õðîìàòèíîâûå ôèáðèëëû, íî èõ ëîêàëèçàöèÿ ïî ïåðèôå-
ðèè õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê àáñîëþòíî òèïè÷íà. Ïåðèõðî-
ìàòèíîâûå ôèáðèëëû è ãðàíóëû âîêðóã õðîìàòèíîâûõ
ãëûáîê èíòåðôàçíîãî ìàêðîíóêëåóñà D. nasutum ñîîòâåò-
ñòâóþò, ïî-âèäèìîìó, ÐÍÏ-ñòðóêòóðàì íà ó÷àñòêàõ
òðàíñêðèïöèîííî-àêòèâíîãî õðîìàòèíà. Ýòî ïðåäïîëîæå-
íèå õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ èìåþùèìèñÿ äàííûìè î òîì,
÷òî òðàíñêðèïöèÿ â ìàêðîíóêëåóñå èíôóçîðèé ïðîèñõî-
äèò ïîäîáíî òðàíñêðèïöèè êëåòîê ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãà-
íèçìîâ — íà ïåòëÿõ õðîìàòèíà, îòõîäÿùèõ îò ÷àñòè÷íî
äåêîìïàêòèçîâàííûõ õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê (Òèõîíåíêî
è äð., 1984). Áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïåðèõðîìàòèíîâûõ ôèá-
ðèëë è ãðàíóë â ìàêðîíóêëåóñå D. nasutum, ïî-âèäèìîìó,
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â èíòåðôàçíîì ìàêðîíóêëåóñå
ýòîé èíôóçîðèè çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü õðîìàòèíîâûõ ãëû-
áîê íàõîäèòñÿ â òðàíñêðèïöèîííî-àêòèâíîì ñîñòîÿíèè.

Â èíòåðôàçíîì ìàêðîíóêëåóñå D. nasutum ÷àñòü õðî-
ìàòèíîâûõ ãëûáîê ðàñïîëàãàåòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé
áëèçîñòè îò ÿäåðíîé îáîëî÷êè — õðîìàòèíîâûå ãëûáêè
«çàÿêîðåíû» íà âíóòðåííåé ìåìáðàíå ÿäåðíîé îáîëî÷êè
èëè ñîåäèíåíû ñ íåé ñåòüþ ôèëàìåíòîâ ðàçìåðîì 10 íì.
Ðàáîòû ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè ó÷àñòèå ÿäåðíîé îáîëî÷-
êè â îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà, îäíàêî ìåõàíèçì ýòèõ âçàè-
ìîäåéñòâèé îñòàåòñÿ âî ìíîãîì íåèçó÷åííûì (ñì. îáçîð:
Ãóáàíîâà, Êèñåëåâà, 2007). ßâëÿÿñü âàæíûì ñòðóêòóðíûì
ýëåìåíòîì êëåòî÷íîãî ÿäðà, ÿäåðíàÿ îáîëî÷êà íå òîëüêî
âûïîëíÿåò ôóíêöèþ ôèçè÷åñêîãî áàðüåðà, íî è îáåñïå÷è-
âàåò èçáèðàòåëüíîå ðåãóëèðîâàíèå òðàíñïîðòà âåùåñòâ
ìåæäó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ â íåé ïî-
ðîâûõ êîìïëåêñîâ, à òàêæå ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ ðåïëè-
êàöèè è òðàíñêðèïöèè. Âíóòðåííÿÿ ìåìáðàíà ÿäåðíîé
îáîëî÷êè òåñíî ñâÿçàíà ñ ÿäåðíîé ëàìèíîé, íà êîòîðîé
«çàÿêîðèâàþòñÿ» ôèáðèëëû õðîìàòèíà (ñì. îáçîðû: Gold-
man et al., 2002; Gruenbaum et al., 2003).

Öèòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî â
ñðåäíåì êîëè÷åñòâî ÿäåðíûõ ïîð íà åäèíèöó ïëîùàäè
îáîëî÷êè õîðîøî êîððåëèðóåò ñ ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòüþ êëåòîê è ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå êðèòå-
ðèÿ ïðè îöåíêå èíòåíñèâíîñòè ñèíòåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ

â ÿäðå. Â èíòåðôàçíîì ìàêðîíóêëåóñå D. nasutum ñðåäíÿÿ
êîíöåíòðàöèÿ ïîð äîâîëüíî âåëèêà, â òî æå âðåìÿ ïî ïî-
âåðõíîñòè ÿäðà ïîðû ðàñïîëîæåíû íåðàâíîìåðíî. Èçâå-
ñòíî, ÷òî â ÿäðàõ ìëåêîïèòàþùèõ ÷èñëî ïîð óìåíüøàåòñÿ
â ðàéîíàõ ðàñïîëîæåíèÿ ãåòåðîõðîìàòèíà, ïîýòîìó ìîæ-
íî áûëî îæèäàòü, ÷òî ÷èñëî ïîð â ìàêðîíóêëåóñå D. nasu-
tum áóäåò óìåíüøàòüñÿ âáëèçè ó÷àñòêîâ ñêîïëåíèÿ êîì-
ïàêòíûõ õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê. Îäíàêî, êàê ïîêàçûâàþò
äàííûå òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè ó÷àñòêîâ ìàêðîíóêëå-
óñà â öèñòàõ ïîêîÿ (Ëåîíîâà è äð., 2005), âêëþ÷àþùèå â
ñåáÿ ÿäåðíóþ îáîëî÷êó è ïðèëåãàþùåå ê íåé ïðîñòðàíñò-
âî ìàêðîíóêëåóñà, î÷åâèäíîé êîððåëÿöèè ìåæäó ÷èñëîì
ïîð è ðàñïîëîæåíèåì õðîìàòèíîâûõ ãëûáîê â ìàêðîíóê-
ëåóñå D. nasutum íå íàáëþäàåòñÿ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî
ñ îñîáåííîñòÿìè îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà ìàêðîíóêëåóñà
èíôóçîðèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01731a).
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CHARACTERISTICS OF CHROMATIN STRUCTURAL ORGANIZATION

IN SOMATIC NUCLEUS OF THE CILIATE DIDINIUM NASUTUM
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Structural organization of macronuclear chromatin of the ciliate Didinium nasutum was studied. Macronuc-
lear genome of D. nasutum is represented by DNA molecules of subchromosomal size. At interphase, macro-
nuclear chromatin is organized into chromatin clumps �100—200 nm in size and some of them form short thick
fibres consisting of several chromatin clumps. Using differential staining of nucleic acids on ultrathin sections
we revealed perichromatin fibres and granules on the surface of many chromatin clumps. 3D models of spatial
distribution of chromatin clumps in the macronucleus were reconstructed on the basis of serial ultrathin sections
and peculiar features of their organization were studied.

K e y w o r d s: ciliates, macronucleus, chromatin, perichromatin fibrils, 3D reconstruction.
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