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Å. Â. Øåâàëü, Â. Þ. Ïîëÿêîâ
Ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà õðîìîöåíòðîâ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè

Èçó÷åíà ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ãîìîãåííûõ ïî ñîñòàâó õðîìàòèíîâûõ ëîêó-
ñîâ — áëîêîâ ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (õðîìîöåíòðîâ) â êëåòêàõ êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ìûøè. Â ÿäðàõ êëåòîê ïîñëå ýêñòðàêöèè 2 Ì NaCl áåç îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé I õðîìîöåíòðû ñèëüíî
íàáóõàþò è íå âûÿâëÿþòñÿ ïðè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Èììóíîýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ òîïîèçîìåðàçû IIa ïîêàçàëà, ÷òî â òàêèõ óñëîâèÿõ îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû
ðàñïàäàþòñÿ íà ìíîæåñòâî äèñêðåòíûõ àãðåãàòîâ. Ïîñëå ýêñòðàêöèè áåç ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè
ÄÍÊàçîé I îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû îáðàçîâàíû ïëîòíîé ñåòüþ òîíêîôèáðèëëÿðíîãî ìàòåðèàëà è ïî
ýòîìó ïðèçíàêó íàäåæíî ìîðôîëîãè÷åñêè îòëè÷àþòñÿ îò îñòàëüíîé ñåòè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà. Ïîñëå ýêñò-
ðàêöèè ñìåñüþ ñóëüôàòà äåêñòðàíà è ãåïàðèíà õðîìîöåíòðû äåêîíäåíñèðóþòñÿ, ïðè ýòîì â èõ ñîñòàâå
âûÿâëÿþòñÿ õðîìàòèíîâûå êîìïëåêñû, îáðàçîâàííûå ðàäèàëüíîðàñõîäÿùèìèñÿ èç îäíîãî öåíòðà ôèá-
ðèëëàìè ÄÍÊ. Ýòè êîìïëåêñû, âåðîÿòíî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ðåçóëüòàò ÷àñòè÷íîé äåêîìïàêòèçàöèè
ïåòëåâûõ äîìåíîâ. Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî îòëè÷èå ìîðôîëîãèè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà îïðåäåëåííîãî
ðàéîíà õðîìîñîì (õðîìîöåíòðîâ) îò îáùåé ñåòè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäåðíûé ìàòðèêñ, ïðèöåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, õðîìîöåíòðû.

Â ðàìêàõ ðàäèàëüíî-ïåòåëüíîé ìîäåëè îñòàòî÷íûì
áåëêàì (óñòîé÷èâûì ê ñîëåâîé ýêñòðàêöèè) ïðèïèñûâàåò-
ñÿ âàæíàÿ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè õðîìàòèíà, ïîääåðæàíèè
ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè ðàçëè÷íûõ ÿäåðíûõ êîìïàðò-
ìåíòîâ è òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ÿäåð. Ðàñïðîñòðàíåíî
ìíåíèå î òîì, ÷òî ýòè áåëêè ôîðìèðóþò îñîáûå ñòðóêòó-
ðû: â ñîñòàâå èíòåðôàçíûõ ÿäåð — ÿäåðíûé ìàòðèêñ (ñì.
îáçîðû: Çáàðñêèé, Êóçüìèíà, 1991; Tsutsui et al., 2005), è
ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì — õðîìîñîìíûé ñêýôôîëä (ñì.
îáçîð: Øåâàëü, Ïîëÿêîâ, 2006). Äðóãîé âçãëÿä íà ïðèðîäó
îñòàòî÷íûõ ñòðóêòóð ñîñòîèò â òîì, ÷òî ÿäåðíûé ìàòðèêñ
è ñêýôôîëä âîçíèêàþò â õîäå ýêñòðàêöèè ïîä äåéñòâèåì
ñîëåâîãî ðàñòâîðà èç òåõ áåëêîâ è ÐÍÊ, êîòîðûå â ìîìåíò
ýêñòðàêöèè áûëè ñâÿçàíû ñî ñâîèìè ôóíêöèîíàëüíûìè
ñàéòàìè (Hancock, 2000; Tan et al., 2000; Sheval et al.,
2009).

Ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà èçó÷åíà
äîñòàòî÷íî ïîäðîáíî (Çáàðñêèé, Êóçüìèíà, 1991), îäíàêî
â ëèòåðàòóðå ìîæíî íàéòè åäèíè÷íûå ðàáîòû, ïîñâÿùåí-
íûå àíàëèçó îðãàíèçàöèè ìàòðèêñà îïðåäåëåííûõ ëîêó-
ñîâ õðîìîñîì (Gerdes et al., 1994; Bickmore, Oghene, 1996;
Rätsch et al., 2002; Iarovaia et al., 2004). Â ýòèõ ðàáîòàõ
îñíîâíîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ âèçóàëèçàöèè ïåòåëü ÄÍÊ
îïðåäåëåííûõ ãåíîâ èëè ëîêóñîâ õðîìîñîì (öåíòðîìåðû,
òåëîìåðû) â ñîñòàâå ýêñòðàãèðîâàííûõ áåç îáðàáîòêè
íóêëåàçîé ÿäåð (íóêëåîèäîâ). Ïðè ýòîì îñîáåííîñòè
ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà êàêèõ-ëèáî
ëîêàëüíûõ ëîêóñîâ õðîìîñîì îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíà ñòðóêòóðà
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà õðîìîöåíòðîâ ìûøè, êîòîðûå ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ñêîïëåíèÿ áëîêîâ ïðèöåíòðîìåðíîãî ãå-
òåðîõðîìàòèíà â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êóëüòèâèðóåìûõ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû (ëèíèÿ L929) êóëüòèâèðîâà-
ëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà è àíòèáèîòèêîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ õðîìî-
ñîìíûõ ïðåïàðàòîâ ê êëåòêàì äîáàâëÿëè 0.1 ìêã/ìë íîêî-
äàçîëà íà 2 ÷, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ âåðñåíà
è òðèïñèíà, èíêóáèðîâàëè 10 ìèí â 0.075 Ì ðàñòâîðå KCl
è ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñ-
ëîòû (3 : 1). Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ðàñêàïûâàëè íà âëàæ-
íûå õîëîäíûå ïîêðîâíûå ñòåêëà, êîòîðûå â äàëüíåéøåì
èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðîâåäåíèÿ ãèáðèäèçàöèè.

Ïðîöåäóðó ýêñòðàêöèè áåëêîâ èç èíòåðôàçíûõ ÿäåð è
ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì â ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ êëåò-
êàõ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ïîäðîáíî ðàíåå
(Øåâàëü è äð., 2005; Sheval, Polyakov, 2006). Êëåòêè, ðàñ-
òóùèå íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïåðìåàáèëèçèðîâàëè
10 ìèí â òðåõ ñìåíàõ ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 50 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 7.6, 5 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ CuSO4, 1 ìÌ PMSF è
1 % Òðèòîíà Õ-100. Çàòåì êëåòêè áûñòðî ïðîìûâàëè â
òðåõ ñìåíàõ òîãî æå áóôåðà áåç äåòåðãåíòà, ïîñëå ÷åãî áó-
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ôåð çàìåùàëè íà ýêñòðàãèðóþùèé ðàñòâîð. Ýêñòðàêöèþ
ïðîâîäèëè îäíèì èç äâóõ ðàñòâîðîâ: 1) 2 Ì NaCl, 10 ìÌ
ÝÄÒÀ è 20 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 7.6); 2) 2 ìã/ìë ñóëüôàòà
äåêñòðàíà, 0.2 ìã/ìë ãåïàðèíà, 10 ìÌ ÝÄÒÀ è 20 ìÌ
Òðèñ-HCl (pH 7.6). Â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè
îáðàáàòûâàëè ñðàçó ïîñëå ïåðìåàáèëèçàöèè ÄÍÊàçîé I
(100 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ.

Äëÿ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè ôèêñàöèþ ïðîèçâîäèëè
2%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, ïðèãîòîâëåííûì íà ýêñò-
ðàãèðóþùåì ðàñòâîðå, â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Èíêóáàöèþ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ òîïîèçî-
ìåðàçû IIa (1 : 50) ïðîâîäèëè ïðè 25 °C â òå÷åíèå 45 ìèí.
Ïîñëå îòìûâêè êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ Àëåêñà488-êîíú-
þãèðîâàííûìè àíòèòåëàìè (Molecular Probes, ÑØÀ), äî-
êðàøèâàëè ðàñòâîðîì Õ¸õñòà 33258 (0.1 ìêã/ìë; Sigma,
ÑØÀ) è çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë (Calbiochem, ÑØÀ).

Äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïðåïàðàòû ôèêñèðîâà-
ëè 1%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì, ïðèãîòîâëåííûì íà áóôå-
ðå 1 èëè 2, â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, äî-
ïîëíèòåëüíóþ ôèêñàöèþ ïðîâîäèëè â 1%-íîì ðàñòâîðå
OsO4, ïîñëå ÷åãî êëåòêè çàêëþ÷àëè â Ýïîí 812 (Fluka,
ÑØÀ). Óëüòðàòîíêèå ñðåçû èçó÷àëè â ýëåêòðîííîì ìèê-
ðîñêîïå HU-11B (Hitachi, ßïîíèÿ).

Èììóíîýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàíîçîëîòà (äèàìåòð ÷àñòèö 1.4 íì) è ðåàê-
öèè ñåðåáðÿíîãî óñèëåíèÿ. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ôèêñèðîâàëè
è îêðàøèâàëè ïåðâûìè àíòèòåëàìè òàê æå, êàê è äëÿ ñâå-
òîâîé ìèêðîñêîïèè, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè èíêóáàöèþ ñ
êîíúþãèðîâàííûìè ñ íàíîçîëîòîì Fab-ôðàãìåíòàìè (Na-
noprobes, ÑØÀ). Ïîñëå îòìûâêè êëåòêè ïîâòîðíî ôèêñè-
ðîâàëè 1%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 2 ÷. Ðåàêöèþ
ñåðåáðÿíîãî óñèëåíèÿ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäè-
êå (Gilerovitch et al., 1995).

Çîíä äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ãîòî-
âèëè ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè, ïîëó÷åí-
íûé ôðàãìåíò ìåòèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äëÿ ìå÷å-
íèÿ ULS (Fermentas, Ëèòâà).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Õðîìîöåíòðû â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ìûøè îò-
÷åòëèâî âèäíû ïðè îêðàøèâàíèè ÄÍÊ ôëóîðîõðîìîì
Õ¸õñòîì 33258 êàê îêðóãëûå áëîêè, áîëåå ÿðêèå íà ôîíå
îñíîâíîé ìàññû äèôôóçíîãî õðîìàòèíà (ðèñ. 1, à). Áîëåå
àêêóðàòíî õðîìîöåíòðû ìîãóò áûòü âûÿâëåíû ëèáî ñ ïî-
ìîùüþ àíòèòåë ê áåëêàì ãåòåðîõðîìàòèíà, ëèáî ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ãèáðèäèçàöèè in situ. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ãèáðèäèçàöèè âûáðàí áîëüøîé ñàòåëëèò ïðèöåíòðîìåð-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà. Â êëåòêàõ ëèíèè L929 áîëüøîé ñà-
òåëëèò ñîäåðæèòñÿ íå òîëüêî â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéî-
íàõ, íî è â íåñêîëüêèõ êðóïíûõ èíòåðêàëÿðíûõ áëîêàõ
îäíîé èç õðîìîñîì, ìàðêåðíîé äëÿ ýòîé ëèíèè êëåòîê
(ðèñ. 1, á, á R). Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ñóììàðíîå ÷èñëî
õðîìîöåíòðîâ ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì îáùåå êîëè÷åñòâî
öåíòðîìåð âî âñåõ õðîìîñîìàõ â ìèòîçå. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ
àññîöèàöèåé ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì, âåäó-
ùåé ê ôîðìèðîâàíèþ êðóïíûõ õðîìîöåíòðîâ èíòåðôàç-
íûõ ÿäåð. Õðîìîöåíòðû ìîãóò ëîêàëèçîâàòüñÿ â íóêëå-
îïëàçìå, íà ïåðèôåðèè ÿäåð ëèáî íà ïîâåðõíîñòè èëè
âíóòðè ÿäðûøåê (ðèñ. 1, à, àR), ïðè÷åì íàèáîëåå êðóïíûå
áëîêè âûÿâëÿþòñÿ â àññîöèàöèè ñ ÿäðûøêàìè. Òàêæå íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî åñëè ïðè îêðàøèâàíèè Õ¸õñòîì
33258 êðóïíûå õðîìîöåíòðû èìåþò ãîìîãåííóþ ñòðóêòó-
ðó, ò. å. ÄÍÊ ðàñïðåäåëåíà â ñîñòàâå õðîìîöåíòðîâ ãîìî-
ãåííî (ðèñ. 1, à), òî áîëüøîé ñàòåëëèò ðàñïðåäåëåí â íèõ
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Ðèñ. 1. Õðîìîöåíòðû â êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ëèíèè L929.

à—àS — îáùàÿ ìîðôîëîãèÿ õðîìîöåíòðîâ è ëîêàëèçàöèÿ â íèõ áîëüøîãî ñàòåëëèòà. Ïðåäñòàâëåííûå èçîáðàæåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ïðîåêöèåé îïòè÷åñêèõ
ñå÷åíèé âñåãî îáúåìà êëåòêè ïîñëå äåêîíâîëþöèè. à — îêðàøèâàíèå Õ¸õñòîì 33258, à�— îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê B23 (îáùàÿ ìîðôîëîãèÿ ÿäðû-
øåê), àS — âûÿâëåíèå áîëüøîãî ñàòåëëèòà. Íà âðåçêå óâåëè÷åí îäèí èç õðîìîöåíòðîâ. Áîëüøîé ñàòåëëèò ðàñïðåäåëåí â ñîñòàâå õðîìîöåíòðà íåðàâíî-
ìåðíî. á—á� — ëîêàëèçàöèÿ áîëüøîãî ñàòåëëèòà â ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ. Áîëüøîé ñàòåëëèò ëîêàëèçóåòñÿ â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ (ãîëîâêè

ñòðåëîê) è â èíòåðêàëÿðíûõ ðàéîíàõ ìåòàôàçíîé õðîìîñîìû, õàðàêòåðíîé äëÿ ýòîé ëèíèè ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ (ñòðåëêè).



íåðàâíîìåðíî (ðèñ. 1, àS). Íåîäíîðîäíîñòü ðàñïðåäåëå-
íèÿ áîëüøîãî ñàòåëëèòà â õðîìîöåíòðàõ ìîæåò îïðåäå-
ëÿòüñÿ òåì, ÷òî ýòî íå åäèíñòâåííûé òèï ñàòåëëèòà, îïè-
ñàííûé â ñîñòàâå ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà
(Kuznetsova et al., 2005), ïðè÷åì ïîêàçàíî, ÷òî ðàçíûå ñà-
òåëëèòû ñãðóïïèðîâàíû â îòäåëüíûå êëàñòåðû (Kuznetso-
va et al., 2006).

Ýêñòðàêöèþ áåëêîâ èç ÿäåð ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ
êëåòîê ïðîâîäèëè äâóìÿ ñïîñîáàìè: ñ èñïîëüçîâàíèåì
2 M NaCl è ñìåñè ïîëèàíèîíîâ (ñóëüôàòà äåêñòðàíà è ãå-
ïàðèíà). Ãèáðèäèçàöèÿ in situ ïîêàçàëà, ÷òî ïðè èñïîëüçî-
âàíèè îáîèõ ïðîòîêîëîâ ïðîèñõîäèò ðàçðóøåíèå ïëîò-
íûõ õðîìîöåíòðîâ (ðèñ. 2, à) è ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ âûÿâëÿ-
åòñÿ â âèäå ìíîãî÷èñëåííûõ òî÷åê â ëîêàëüíûõ çîíàõ
îñòàòî÷íûõ ÿäåð (ðèñ. 2, á, â). Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìàð-
êåðà íà õðîìîöåíòðû áûëè èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ê òî-
ïîèçîìåðàçå IIa — îäíîìó èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ áåëêîâ
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà. Ýòîò áåëîê íàêàïëèâàåòñÿ â õðîìî-
öåíòðàõ ìûøè íà ñòàäèè G2 êëåòî÷íîãî öèêëà (Rattner
et al., 1996), è èìåííî òàêèå êëåòêè áûëè îòîáðàíû äëÿ
àíàëèçà. Â êëåòêàõ, ôèêñèðîâàííûõ in situ, òîïîèçîìåðàçà

IIa âûÿâëÿåòñÿ â õðîìîöåíòðàõ è â íóêëåîïëàçìå (ðèñ. 3,
à). Õðîìîöåíòðû îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè ïðàêòè÷åñêè
ãîìîãåííî. Ïîñëå ñîëåâîé ýêñòðàêöèè (áåç äîïîëíèòåëü-
íîé íóêëåàçíîé îáðàáîòêè) èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ
íóêëåîïëàçìû ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòåíñèâíîñòüþ îêðàøè-
âàíèÿ õðîìîöåíòðîâ óìåíüøàåòñÿ, ÷òî ãîâîðèò î ÷àñòè÷-
íîé ýêñòðàêöèè áåëêà (ðèñ. 3, á). Ïîñëå ýêñòðàêöèè ìîð-
ôîëîãèÿ ìåëêèõ õðîìîöåíòðîâ íå èçìåíÿåòñÿ, â òî âðåìÿ
êàê êðóïíûå õðîìîöåíòðû ñèëüíî íàáóõàþò è òåðÿþò ãî-
ìîãåííîñòü ñòðóêòóðû — â èõ ñîñòàâå âûÿâëÿþòñÿ îò-
äåëüíûå ãðàíóëû, îáû÷íî ñâÿçàííûå â öåïî÷êè. ÄÍÊ ïî-
ñëå ýêñòðàêöèè âûõîäèò çà ïðåäåëû ÿäåð, îäíàêî â ðàéî-
íàõ õðîìîöåíòðîâ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Õ¸õñòà
33258 îñòàåòñÿ ïîâûøåííîé (ðèñ. 3, áR). Òàêèì îáðàçîì,
ýêñòðàêöèÿ áåëêîâ íå ïðèâîäèò ê ïîëíîìó ðàçðóøåíèþ
õðîìîöåíòðîâ. Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå ôàêò, ÷òî ðàç-
ìåðû ýêñòðàãèðîâàííûõ õðîìîöåíòðîâ, îêðàøåííûõ ôëó-
îðîõðîìîì Õ¸õñòîì 33258, âèçóàëüíî áîëüøå ðàçìåðîâ
òåõ æå ñòðóêòóð, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê òîïîèçîìåðà-
çå IIa. Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Õ¸õ-
ñòà 33258 â ðàéîíàõ îñòàòî÷íûõ õðîìîöåíòðîâ íå êîððå-
ëèðóåò ñ èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè àíòèòåë (ò. å. ñ
ñîäåðæàíèåì òîïîèçîìåðàçû IIa).

Îêðàøèâàíèå êëåòîê, îáðàáîòàííûõ 2 M NaCl ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé I, òàêæå ïîêàçûâà-
åò, ÷òî òîïîèçîìåðàçà IIa âõîäèò â ñîñòàâ ÿäåðíîãî ìàò-
ðèêñà õðîìîöåíòðîâ, îäíàêî íàáóõàíèÿ õðîìîöåíòðîâ,
ñòîëü òèïè÷íîãî äëÿ ýêñòðàêöèè áåç ïðåäâàðèòåëüíîé
íóêëåàçíîé îáðàáîòêè, íå ïðîèñõîäèò (ðèñ. 3, â).

Êðîìå ñîëåâîé ýêñòðàêöèè ìû èñïîëüçîâàëè ýêñòðàê-
öèþ ñìåñüþ ïîëèàíèîíîâ (ñóëüôàòà äåêñòðàíà è ãåïàðè-
íà). Ýêñòðàêöèÿ áåç íóêëåàçíîé îáðàáîòêè ïðèâîäèò ê íà-
áóõàíèþ õðîìîöåíòðîâ, îäíàêî õàðàêòåð ýòîãî íàáóõàíèÿ
ðåçêî îòëè÷àåòñÿ îò íàáóõàíèÿ õðîìîöåíòðîâ ïîñëå ñîëå-
âîé ýêñòðàêöèè (ðèñ. 3, ã). Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå êîíöåíòðà-
öèÿ ÄÍÊ ñíèæàåòñÿ ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò öåíòðà îñòàòî÷-
íûõ õðîìîöåíòðîâ è çîíû ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèè
ÄÍÊ íå èìåþò ÷åòêîé ãðàíèöû. Íàáóõøèå â ðåçóëüòàòå
ýêñòðàêöèè ïîëèêàòèîíàìè õðîìîöåíòðû ñîõðàíÿþò ðàâ-
íîìåðíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ è ÷åòêèå êîíòóðû. Òîïî-
èçîìåðàçà IIa âûÿâëÿåòñÿ âî âñåì îáúåìå íàáóõøèõ õðî-
ìîöåíòðîâ, íî ðàñïðåäåëåíèå áåëêà íåðàâíîìåðíîå. Åñëè
ýêñòðàêöèè ïðåäøåñòâóåò îáðàáîòêà ÄÍÊàçîé I, òî âûÿâ-
ëÿþòñÿ ïëîòíûå îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû, â êîòîðûõ ëî-
êàëèçàöèÿ òîïîèçîìåðàçû IIa èäåíòè÷íà íàáëþäàåìîé
ïîñëå ñîëåâîé ýêñòðàêöèè (ðèñ. 3, ä).

Òàêèì îáðàçîì, ïðè àíàëèçå ëîêàëèçàöèè òîïîèçî-
ìåðàçû IIa â ýêñòðàãèðîâàííûõ êëåòêàõ âûÿâëåíî, ÷òî
äâà ðàçíûõ òèïà ýêñòðàêöèè ïðèâîäÿò ê ðàçëè÷íûì
ðåçóëüòàòàì, åñëè íå ïðîâîäèëàñü îáðàáîòêà ÄÍÊàçîé I.
Ïðè ñîëåâîé ýêñòðàêöèè ôîðìèðóþòñÿ ñòðóêòóðû, êîòî-
ðûå ìîæíî íàçâàòü «ìèíè-íóêëåîèäàìè». Ýòè îáðàçî-
âàíèÿ ñîñòîÿò èç öåíòðàëüíîé îáëàñòè, ñîäåðæàùåé
òîïîèçîìåðàçó IIa, è îêðóæàþùåãî ãàëî èç ïåòåëü ñàòåë-
ëèòíîé ÄÍÊ. Öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü (ò. å. ñîáñòâåííî ÿäåð-
íûé ìàòðèêñ) íåñêîëüêî äåêîíäåíñèðóåòñÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò
âûÿâèòü òîïîèçîìåðàçà IIa-ñîäåðæàùèå ãðàíóëû è öåïî÷-
êè ãðàíóë, â òî âðåìÿ êàê ñòðóêòóðà íåýêñòðàãèðîâàííûõ
õðîìîöåíòðîâ ïðàêòè÷åñêè ãîìîãåííà. Ýêñòðàêöèÿ ïîëè-
àíèîíàìè âåäåò ê çàìåòíîìó íàáóõàíèþ õðîìîöåíòðîâ,
íî «ìèíè-íóêëåîèäû» íå ôîðìèðóþòñÿ. Ýòî êîñâåííî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êàê ïîëíîé ýêñòðàêöèè áåëêîâ
ïåòëåâûõ äîìåíîâ, òàê è ïîëíîé ðåëàêñàöèè ÄÍÊ â äàí-
íîì ñëó÷àå íå ïðîèñõîäèò. Åñëè ýêñòðàêöèè ïðåäøåñòâî-
âàëà îáðàáîòêà íóêëåàçîé, òî ñòðóêòóðà ÿäåðíîãî ìàòðèê-
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ áîëüøîãî ñàòåëëèòà â êóëüòèâèðóåìûõ
ôèáðîáëàñòàõ ìûøè.

à — ôèêñàöèÿ in situ; á — ýêñòðàêöèÿ 2 Ì NaCl; â — ýêñòðàêöèÿ ñìåñüþ
ïîëèàíèîíîâ (ñóëüôàò äåêñòðàíà è ãåïàðèí). Íà âðåçêàõ — óâåëè÷åííûå

ôîòîãðàôèè îäíîãî èç õðîìîöåíòðîâ.



ñà íå çàâèñèò îò èñïîëüçîâàâøåãîñÿ äëÿ ýêñòðàêöèè ðàñò-
âîðà.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ìîðôîëîãèè îñòàòî÷íûõ ñòðóêòóð ìû
ïðîâåëè óëüòðàñòðóêòóðíîå èçó÷åíèå êëåòîê ïîñëå ïðî-
öåäóðû ýêñòðàêöèè. Â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ 2 M NaCl
áåç ÄÍÊàçû, âíóòðè îñòàòî÷íûõ ÿäåð âûÿâëÿþòñÿ îñ-
òàòî÷íûå ÿäðûøêè è ôðàãìåíòû âíóòðåííåé ñåòè ÿäåð-
íîãî ìàòðèêñà (ðèñ. 4, à). Âûÿâèòü îñòàòî÷íûå õðîìî-
öåíòðû íå óäàåòñÿ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðàíåå ìû óæå
ñòàëêèâàëèñü ñ òåì, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðò-

íîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè âûÿâëåíèå îñòàòî÷íûõ
ñòðóêòóð íå âñåãäà âîçìîæíî. Òàê, íàì íå óäàëîñü ìîð-
ôîëîãè÷åñêè èäåíòèôèöèðîâàòü ýëåìåíòû õðîìîñîìíî-
ãî ñêýôôîëäà â ìåòàôàçíûõ êëåòêàõ ïîñëå îáðàáîòêè 2 M
NaCl (Øåâàëü è äð., 2005), õîòÿ ïîçäíåå ñ èñïîëüçî-
âàíèåì óëüòðàñòðóêòóðíîé èììóíîöèòîõèìèè ýòè ýëå-
ìåíòû áûëè íàäåæíî îïðåäåëåíû (Sheval, Polyakov,
2006). Ïîýòîìó äëÿ óòî÷íåíèÿ íàáëþäåíèé, ñäåëàííûõ
ìîðôîëîãè÷åñêè, áûëà ïðîâåäåíà èììóíîýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ.

Ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà õðîìîöåíòðîâ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè 415

Ðèñ. 3. Ëîêàëèçàöèÿ òîïîèçîìåðàçû â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè.

à — êëåòêè, ôèêñèðîâàííûå in situ; á — êëåòêè ïîñëå ýêñòðàêöèè 2 Ì NaCl; â — êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé I è ýêñòðàêöèè 2 Ì NaCl; ã — êëåòêè
ïîñëå ýêñòðàêöèè ïîëèàíèîíàìè; ä — êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé I è ýêñòðàêöèè ïîëèàíèîíàìè. Íà âðåçêàõ — óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå îäíî-

ãî èç õðîìîöåíòðîâ. à�—ä�— ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ (îêðàøèâàíèå êðàñèòåëåì Õ¸õñòîì 33258); àS—äS — ôàçîâûé êîíòðàñò.



Ïîñëå ýêñòðàêöèè 2 M NaCl áåç ïðåäâàðèòåëüíîé îá-
ðàáîòêè íóêëåàçîé â ÿäðàõ âûÿâëÿþòñÿ ñêîïëåíèÿ òîïî-
èçîìåðàçû IIa, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò õðîìîöåíòðàì
(ðèñ. 4, á). Îò ýòèõ ñêîïëåíèé âî âñå ñòîðîíû ðàñõîäÿòñÿ
íèòè äåãèñòîíèçèðîâàííîé ÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò ÿâëÿòüñÿ
÷àñòüþ «ìèíè-íóêëåîèäîâ», âûÿâëÿåìûõ ïðè ãèáðèäèçà-
öèè in situ (ðèñ. 4, â). Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå, ÷òî òî-
ïîèçîìåðàçà IIa âûÿâëÿåòñÿ íå â ñîñòàâå ïëîòíîãî ìàòå-
ðèàëà (îñòàòî÷íûõ ÿäðûøåê èëè âíóòðåííåé ñåòè ÿäåðíî-
ãî ìàòðèêñà), à â ñîñòàâå îòäåëüíûõ, íåáîëüøèõ àãðåãàòîâ
óñòîé÷èâîãî ê ýêñòðàêöèè ìàòåðèàëà, ïðè÷åì îòäåëüíûå
àãðåãàòû ìîðôîëîãè÷åñêè íå ñâÿçàíû äðóã ñ äðóãîì. Ýòî
ïîäòâåðæäàåò, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå îñòàòî÷íûå õðîìîöåí-
òðû î÷åíü ñèëüíî íàáóõàþò â õîäå ýêñòðàêöèè, ÷òî è çà-
òðóäíÿåò èõ âèçóàëèçàöèþ áåç ïðèìåíåíèÿ èììóíîõèìè-
÷åñêèõ ìåòîäèê.

Â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ ÄÍÊàçîé I ïåðåä ýêñòðàê-
öèåé, îñòàòî÷íûå ÿäðûøêè ïëîòíûå, âíóòðåííÿÿ ñåòü
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñôîðìèðîâàíà òîëñòûìè ôèáðèëëàìè,
îáðàçóþùèìè ïëîòíóþ ñåòü (ðèñ. 4, ã). Ðÿäîì ñ ÿäðûøêà-
ìè è íà ïåðèôåðèè ÿäåð îáíàðóæèâàþòñÿ ìåíåå ïëîòíûå
îêðóãëûå îáðàçîâàíèÿ, ëîêàëèçàöèÿ êîòîðûõ ñîâïàäàåò ñ
ëîêàëèçàöèåé õðîìîöåíòðîâ â íàòèâíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 4,
ä). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýòî îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû,
â ïîëüçó ÷åãî ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå ïî îêðàøèâàíèþ
àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ çîëîòîì (ðèñ. 4, å).
Îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû îáðàçîâàíû òîíêèìè ôèáðèë-
ëàìè, ôîðìèðóþùèìè ïëîòíóþ ãîìîãåííóþ ñåòü.

Ïîñëå ýêñòðàêöèè ñìåñüþ ïîëèàíèîíîâ ÿäðà ðåçêî íà-
áóõàþò (ðèñ. 5, à). Âíóòðè îñòàòî÷íûõ ÿäåð õðîìîöåíòðû
ëåãêî âûÿâëÿþòñÿ êàê îêðóãëûå ñêîïëåíèÿ òîíêîôèáðèë-
ëÿðíîãî ìàòåðèàëà (ðèñ. 5, á), ñîäåðæàùèå òîïîèçîìåðàçó
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîííûå ìèêðîôîòîãðàôèè êëåòîê ïîñëå ýêñòðàêöèè 2 Ì NaCl áåç ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé I (à—â) èëè
ïîñëå íóêëåàçíîé îáðàáîòêè (ã—å).

Çäåñü è íà ðèñ. 5: äëÿ èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê òîïîèçîìåðàçå IIá (á, â, å); ñòðåëêè — îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû, ãî-
ëîâêè ñòðåëîê — ÿäðûøêè. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 2 (à, á, ã), 0.5 (â) èëè 1 (ä, å) ìêì.



IIa (ðèñ. 5, â). Àíàëèç ìàòåðèàëà îñòàòî÷íûõ õðîìîöåíò-
ðîâ ïðè áîëüøîì óâåëè÷åíèè ïîêàçûâàåò, ÷òî îíè îáðàçî-
âàíû ìíîãî÷èñëåííûìè ôîêóñàìè ðàäèàëüíîñõîäÿùèõñÿ
õðîìàòèíîâûõ ôèáðèëë (ðèñ. 5, á). Åñëè êëåòêè ïðåäâàðè-
òåëüíî îáðàáàòûâàþò ÄÍÊàçîé, òî ìîðôîëîãèÿ îñòàòî÷-
íûõ ÿäåð ñõîäíà ñ òàêîâîé äëÿ ñëó÷àÿ ñîëåâîé ýêñòðàêöèè
(ðèñ. 5, ã).

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî ñîëåâàÿ ýêñòðàêöèÿ áåç
ïðåäâàðèòåëüíîé íóêëåàçíîé îáðàáîòêè âåäåò ê ðåçêîìó
íàáóõàíèþ îñòàòî÷íûõ õðîìîöåíòðîâ. Ñõîäíîå íàáó-
õàíèå áûëî îïèñàíî ðàíåå äëÿ öåëûõ õðîìîñîì ìåòà-
ôàçíûõ è àíàôàçíûõ êëåòîê (Sheval, Polyakov, 2006). Íåî-
æèäàííîé îêàçàëàñü íåâîçìîæíîñòü âûÿâèòü ÿäåðíûé
ìàòðèêñ õðîìîöåíòðîâ â òàêîé ñèòóàöèè, òåì áîëåå ÷òî
â ÿäðàõ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÄÍÊàçîé I ïåðåä ýêñòðàê-
öèåé, îñòàòî÷íûå õðîìîöåíòðû âûÿâëÿþòñÿ î÷åíü ÷åòêî.
Âåðîÿòíåå âñåãî, ìû èìååì äåëî èìåííî ñî ñëîæíîñòüþ
âûÿâëåíèÿ, òàê êàê, ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì èììóíî-
öèòîõèìèè, ýòè ýëåìåíòû îñòàþòñÿ. Âèäèìûå ýëåìåíòû

âíóòðåííåé ñåòè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ìîãóò ñîîòâåòñò-
âîâàòü îñòàòî÷íûì êîìïîíåíòàì (îñàæäàåìûì â õîäå
ñîëåâîé îáðàáîòêè) èíòåðõðîìàòèíîâîãî ìàòåðèàëà
(òðàíñêðèáèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà, êîìïîíåíòîâ ïðîöåñ-
ñèíãà ÐÍÊ è ò. ä.), êàê ýòî îáñóæäàëîñü â ëèòåðàòóðå (Be-
rezney, Coffey, 1977; Sheval et al., 2002). Ðàíåå ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî íàáóõàíèå õðîìîñîìíîãî ñêýôôîëäà â õîäå ýêñò-
ðàêöèè (âûðàæàþùååñÿ, â ÷àñòíîñòè, â òîì, ÷òî äëèíà
îñòàòî÷íûõ õðîìîñîì â íåñêîëüêî ðàç áîëüøå, ÷åì äëèíà
èíòàêòíûõ õðîìîñîì) ñîïðîâîæäàåòñÿ åãî ðàñïàäîì íà
îòäåëüíûå ýëåìåíòû (Sheval, Polyakov, 2006). Ïî-âèäèìî-
ìó, ýòî ïðîèñõîäèò ïîä äàâëåíèåì ïåòåëü äåãèñòîíèçèðî-
âàííîé ÄÍÊ. Â ðàìêàõ ýòîãî ëåãêî îáúÿñíèìî, ïî÷åìó
ïëîòíûìè îñòàþòñÿ îñòàòî÷íûå ñòðóêòóðû èíòåðõðîìà-
òèíîâîãî ìàòåðèàëà, êîòîðûé íå ñîäåðæèò áîëüøîãî êî-
ëè÷åñòâà êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà. Äåéñòâèòåëüíî,
åñëè íàáóõàíèå ïðîèçâîäèò äàâëåíèå ïåòåëü äåãèñòîíèçè-
ðîâàííîé ÄÍÊ, òî èíòåðõðîìàòèíîâûé ìàòåðèàë, êîòî-
ðûé ñîäåðæèò íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ, íå áóäåò
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çàìåòíî äåêîíäåíñèðîâàòüñÿ. Íàïðîòèâ, áëîêè ãåòåðîõðî-
ìàòèíà äîëæíû äåêîíäåíñèðîâàòüñÿ î÷åíü ñèëüíî, ÷òî è
íàáëþäàëîñü â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Â ñëó÷àå ýêñòðàêöèè ïîëèàíèîíàìè âûÿâèòü ìàòåðè-
àë, êîòîðûé ìîæíî áûëî áû íàäåæíî îòîæäåñòâèòü ñ
ÿäåðíûì ìàòðèêñîì, íå óäàåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ðàññóæ-
äåíèÿ, ñäåëàííûå äëÿ ñîëåâîé ýêñòðàêöèè, ìîæíî ðàñïðî-
ñòðàíèòü è íà ýòó ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü. Îäíàêî
çîíà îñòàòî÷íûõ õðîìîöåíòðîâ ïðîíèçàíà ôèáðèëëàìè
ÄÍÊ, ôîðìèðóþùèìè ïëîòíóþ ñåòü. Â ñîñòàâå ñåòè ìîæ-
íî áûëî âûäåëèòü îòäåëüíûå êîìïëåêñû ðàäèàëüíîñõîäÿ-
ùèõñÿ ôèáðèëë. Ýòî íàáëþäåíèå ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü î òîì, ÷òî â ñëó÷àå òàêîé îáðàáîòêè ýêñòðàãèðóþòñÿ
íå âñå áåëêè è êàê ñëåäñòâèå ïåòëåâûå äîìåíû ïîëíîñòüþ
íå ðàçâîðà÷èâàþòñÿ, ò. å. òàêèì ñïîñîáîì âèçóàëèçèðóþò-
ñÿ èíòåðìåäèàòû êîìïàêòèçàöèè ïåòëåâûõ äîìåíîâ.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ôîðìèðîâàíèè è ïîääåðæà-
íèè ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè õðîìîöåíòðîâ çàìåòíóþ
ðîëü ìîãóò èãðàòü êîìïîíåíòû, ýêñòðàãèðóåìûå â õîäå
ñòàíäàðòíîé ñîëåâîé ýêñòðàêöèè.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Å. Ï. Ñåí÷åíêîâó
è À. Â. Ëàçàðåâó (Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåð-
ñèòåò) çà ïîìîùü â ïðîâåäåíèè ýëåêòðîííîé ìèêðîêî-
ïèè, K. Tsutsui (Okayama University Graduate School
of Medicine, Dentistry and Pharmaceutical Sciences, ßïî-
íèÿ) çà ïðåäîñòàâëåíèå àíòèòåë ê òîïîèçîìåðàçå IIa,
Ë. Â. Èñàåâîé (Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñè-
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NUCLEAR MATRIX ORGANIZATION OF THE CHROMOCENTERS
IN CULTURED MURINE FIBROBLASTS
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In the current work, the structural organization of nuclear matrix of pericentromeric heterochromatin blocks
(chromocenters) inside cultured murine fibroblasts was investigated. After 2 M NaCl extraction without DNa-
se I treatment, chromocenters were extremely swelled, and it was impossible to detect them using conventional
electron microscopy. Using immunogolding with anti-topoisomerase IIá antibody, we demonstrated that resi-
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dual chromocenters were subdivided into numerous discrete aggregates. After 2 M NaCl extraction with DNa-
se I treatment, the residual chromocenters appeared as a dense meshwork of thin fibers, and using this feature,
the residual chromocenters were easily distinguished from the rest of nuclear matrix. After extraction with dext-
ran sulfate and heparin, the chromocenters were decondensed, and chromatin complexes having rosette organi-
zation (central core from which numerous DNA fibers radiated) were seen. Probably, the appearance of these ro-
settes was a consequence of incomplete chromatin extraction. Thus, the nuclear matrix of pericentromeric chro-
mosome regions in cultured murine fibroblasts differs morphologically from the rest of nuclear matrix.

K e y w o r d s: nuclear matrix, pericentromeric heterochromatin blocks, murine fibroblasts.
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