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ßäåðíûé áåëêîâûé ìàòðèêñ ãèãàíòñêèõ ÿäåð Chironomus plumosus

Ãèãàíòñêèå ÿäðà ñëþííûõ æåëåç Chironomus plumosus ïîäâåðãàëè in situ ïðîöåäóðå ïî âûÿâëåíèþ
ÿäåðíîãî áåëêîâîãî ìàòðèêñà (ßÁÌ), êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ îáðàáîòêó äåòåðãåíòîì, 2 Ì NaCl è íóêëå-
àçàìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ñëó÷àå ïðåäâàðèòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ 2 ìÌ CuCl2 òå-
ëî ïîëèòåííîé õðîìîñîìû ñîõðàíÿåò ñâîþ ìîðôîëîãè÷åñêóþ öåëîñòíîñòü è äèñêîâûé ðèñóíîê äàæå ïî-
ñëå óäàëåíèÿ âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ. ßÁÌ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ìîæíî íàáëþäàòü êàê ïîä ñâåòîâûì, òàê
è ïîä ýëåêòðîííûì ìèêðîñêîïîì; ïðè ýòîì â ÿäðå íå âûÿâëÿåòñÿ íèêàêèõ ìåæõðîìàòèíîâûõ ôèáðèëëÿð-
íî-ãðàíóëÿðíûõ ñòðóêòóð, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèôåðè÷åñêîé ëàìèíû. Ìåòîäîì èììóíîöèòîõèìèè óäà-
ëîñü âûÿâèòü â ñîñòàâå ßÁÌ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ìàæîðíûå íåãèñòîíîâûå áåëêè (òîïîèçîìåðàçó IIa è
SMC 1) è ÐÍÊ-êîìïîíåíòû. Êðîìå òîãî, â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ ëè÷èíîê ðàííèõ ñòàäèé íàáëþäàåòñÿ âêëþ-
÷åíèå BrDU, ïîêàçûâàþùåå ó÷àñòêè ñèíòåçà ÄÍÊ, êîòîðûå òàêæå ñâÿçàíû ñ ßÁÌ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì.
Òàêèì îáðàçîì, ßÁÌ ãèãàíòcêèõ ÿäåð Ch. plumosus îáëàäàåò âñåìè ñâîéñòâàìè ßÁÌ îáû÷íûõ èíòåðôàç-
íûõ ÿäåð è ïðè ýòîì îïðåäåëÿåò ñïåöèôè÷åñêóþ ñòðóêòóðó ïîëèòåííîé õðîìîñîìû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïîëèòåííàÿ õðîìîñîìà, íåãèñòîíîâûå áåëêè, ÿäåðíûé áåëêîâûé ìàòðèêñ, ñòà-
áèëèçàöèÿ, òîïîèçîìåðàçà IIa, SMC 1.

Â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ, îáðàáîòàííûõ íåèîííûìè äå-
òåðãåíòàìè, ðàñòâîðàìè NaCl âûñîêîé êîíöåíòðàöèè è
íóêëåàçàìè (Çáàðñêèé, Äåáîâ, 1951; Ãåîðãèåâ, ×åíöîâ,
1960, 1963; Berezney, 1974), ìîæíî âûÿâèòü îñòàòî÷íóþ
ñòðóêòóðó, êîòîðàÿ ïîâòîðÿåò îáùèå î÷åðòàíèÿ ÿäðà è
âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïåðèôåðè÷åñêóþ ëàìèíó, îñòàòî÷íîå ÿä-
ðûøêî è âíóòðåííþþ ãðàíóëÿðíî-ôèáðèëëÿðíóþ ñåòü
(Berezney, Coffey, 1976, 1977). Ýòà ñòðóêòóðà áûëà íàçâà-
íà ÿäåðíûì áåëêîâûì ìàòðèêñîì (ßÁÌ), òàê êàê åå ãëàâ-
íûì êîìïîíåíòîì ÿâëÿþòñÿ íåãèñòîíîâûå áåëêè. Òàêæå â
ñîñòàâ ßÁÌ âõîäèò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ, ÐÍÊ è
ëèïèäîâ (Berezney, Coffey, 1977).

Â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ áåëêè ßÁÌ ñâÿçûâàþòñÿ ñ îñî-
áûìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ — MARs (matrix assotiated regions).
MARs ðàñïîëîæåíû â òåõ ó÷àñòêàõ õðîìîñîì, êîòîðûå
ëèáî êîíòàêòèðóþò ñ ïåðèôåðè÷åñêîé ëàìèíîé (íàïðè-
ìåð, öåíòðîìåðû è òåëîìåðû), ëèáî íàõîäÿòñÿ â îñíîâà-
íèè õðîìàòèíîâûõ ïåòåëü (Ðàçèí è äð., 1980; ßðîâàÿ, Ðà-
çèí, 1983). Òàêèì îáðàçîì, ßÁÌ ó÷àñòâóåò â òðåõìåðíîé
îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîãî ÿäðà. Ïåðâîíà÷àëüíî ñ÷èòà-
ëîñü, ÷òî ßÁÌ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïðî÷íûé âíóòðèÿäåð-
íûé êàðêàñ — ñêåëåò (Ãåîðãèåâ, ×åíöîâ, 1963), îäíàêî
âïîñëåäñòâèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòðóêòóðà âûÿâëÿåìîãî
ßÁÌ î÷åíü ëàáèëüíà è ñèëüíî çàâèñèò îò óñëîâèé ïîëó÷å-
íèÿ ïðåïàðàòà (Okada, Comings, 1980; Lebkowski, Laem-
mli, 1982; Lewis, Laemmli, 1982; Strick et al., 2001), ò. å.
ßÁÌ ÿâëÿåòñÿ âåñüìà äèíàìè÷íûì îáðàçîâàíèåì. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ó÷àñòêè èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèï-
öèè, ñ êîòîðûìè áåëêè ßÁÌ ïðî÷íî ñâÿçàíû (Ðàçèí è äð.,
1985, 1986), èçìåíÿþò ñâîþ ëîêàëèçàöèþ â ÿäðå (Hozak et
al., 1994), ÷òî ãîâîðèò î ïåðåîðãàíèçàöèè ýëåìåíòîâ ßÁÌ

â õîäå ðàáîòû ÿäðà. Â õèìè÷åñêîì îòíîøåíèè áåëêè ßÁÌ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé âåñüìà ðàçíîðîäíóþ ãðóïïó, íàñ÷è-
òûâàþùóþ ñâûøå 100 ðàçëè÷íûõ òèïîâ áåëêîâ (Zbarsky,
1998). Íåêîòîðûå èç íèõ ÿâëÿþòñÿ ìàæîðíûìè êîìïîíåí-
òàìè ßÁÌ, ò. å. ïðèñóòñòâóþò âî âñåõ ÿäðàõ íåçàâèñèìî
îò òèïà êëåòîê. Ê òàêèì áåëêàì, â ÷àñòíîñòè, îòíîñÿò òî-
ïîèçîìåðàçó IIa (Halligan et al., 1984; Earnshaw et al.,
1985) è áåëêè ãðóïïû SMC (Hirano, Mitchison, 1994; Sai-
toh et al., 1994). Òàêèì îáðàçîì, ßÁÌ èãðàåò âàæíóþ ðîëü
â îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîãî ÿäðà. Îäíàêî äåòàëüíî èçó-
÷èòü ñòðóêòóðó ßÁÌ â îòäåëüíî âçÿòîé èíòåðôàçíîé õðî-
ìîñîìå íå óäàåòñÿ, òàê êàê â îáû÷íûõ èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ
õðîìîñîìû ìîðôîëîãè÷åñêè íåðàçëè÷èìû, è íà ïðåïàðà-
òàõ, ïîäâåðãøèõñÿ ïðîöåäóðå âûÿâëåíèÿ ßÁÌ, íåâîçìîæ-
íî âûÿâèòü ßÁÌ îäíîé îòäåëüíî âçÿòîé õðîìîñîìû.

Ðåøèòü ýòó ïðîáëåìó ìîæíî, èñïîëüçóÿ îñîáûé òèï
èíòåðôàçíûõ ÿäåð, âíóòðè êîòîðûõ ñîäåðæàòñÿ ãèãàíò-
ñêèå ïîëèòåííûå õðîìîñîìû (Balbiani, 1881). Ïîëèòåí-
íûå õðîìîñîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîïåðå÷íî èñ÷åð÷åí-
íûå ñòðóêòóðû, îáðàçîâàííûå ìíîãîêðàòíî óäâîåííûìè
ñåñòðèíñêèìè õðîìàòèäàìè (Painter, 1934; Êèêíàäçå,
1972; Æèìóëåâ, 1992), ïîýòîìó îíè î÷åíü õîðîøî ðàçëè-
÷èìû äàæå ïðè íåáîëüøîì óâåëè÷åíèè.

Íàøåé çàäà÷åé áûëî èçó÷èòü ßÁÌ è åãî îòäåëüíûå
êîìïîíåíòû â ÿäðàõ ñ ïîëèòåííûìè õðîìîñîìàìè, èñ-
ïîëüçóÿ êëàññè÷åñêèé ìåòîä âûÿâëåíèÿ ßÁÌ (Berezney,
1974) è ìåòîä ïðåäâàðèòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè íåãèñòîíî-
âûõ êîìïîíåíòîâ (Lebkowski, Laemmli, 1982) ñ ïðèìåíå-
íèåì ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò. Èññëåäîâàëè ñëþííûå æåëåçû ëè÷èíîê
Chironomus plumosus (forma larvae) 1-ãî âîçðàñòà (ìåëêèé
ìîòûëü), à òàêæå 3-ãî è 4-ãî âîçðàñòîâ (êðóïíûé ìîòûëü).
Ëè÷èíîê, îáåðíóòûõ âî âëàæíóþ ìàðëþ, äåðæàëè â ÷àø-
êàõ Ïåòðè ïðè 4 °Ñ, ïðîìûâàÿ êàæäûå 3—4 ñóò îñòóæåí-
íîé êèïÿ÷åíîé èëè îòñòîÿâøåéñÿ âîäîé. Æåëåçû ïîëó÷à-
ëè ïóòåì óäàëåíèÿ ãîëîâíîé êàïñóëû ëè÷èíêè è âûäåëå-
íèÿ èõ â êàïëå ãåìîëèìôû. Ïðè âûäåëåíèè æåëåç
ëè÷èíîê ñîäåðæàëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå äëÿ áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ. Äëÿ çàêðåïëåíèÿ æåëåç íà ïðåäìåòíîì
ñòåêëå èñïîëüçîâàëè ìåòîä, ðàçðàáîòàííûé Àáóìóñëèìî-
âûì (1991): æåëåçû ïåðåíîñÿò ïèïåòêîé íà ÷èñòîå ïðåä-
ìåòíîå ñòåêëî, íàêðûâàþò ïîêðîâíûì ñòåêëîì, çàâåðíó-
òûì â ïëåíêó (Parafilm, ÑØÀ), è ïðèäàâëèâàþò ãðóçèêîì
ìàññîé 25—30 ã. Ðàñïëàñòàííûå òàêèì îáðàçîì æåëåçû
ïðî÷íî çàêðåïëÿþòñÿ íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï ð å ï à ð à ò à ß Á Ì (Berezney, 1974).
Â êà÷åñòâå äåòåðãåíòà èñïîëüçîâàëè 1%-íûé ðàñòâîð Òðè-
òîíà Õ-100, 0.1 Ì NaCl â PBS, â êîòîðîì æåëåçû äåðæàëè
20 ìèí. Äëÿ óäàëåíèÿ ãèñòîíà Í1 æåëåçû îáðàáàòûâàëè
ðàñòâîðîì 0.6 Ì NaCl â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí. Äëÿ óäàëå-
íèÿ âñåõ ãèñòîíîâ èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð 2 Ì NaCl â PBS â
òå÷åíèå 20 ìèí. ÄÍÊ óäàëÿëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊàçû I (Sig-
ma, ÑØÀ) (250 ìêã/ìë) â PBS ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï ð å ï à ð à ò à ß Á Ì ñ ò à á è ë è ç è ð î-
â à í í û õ ÿ ä å ð. Æåëåçû îáðàáàòûâàëè 1%-íûì ðàñòâî-
ðîì òðèòîíà Õ-100 â ïðèñóòñòâèè 2 ìÌ CuCl2 â PBS â òå-
÷åíèå 20 ìèí. Ãèñòîí Í1 óäàëÿëè ñ ïîìîùüþ 0.6 Ì NaCl
â ïðèñóòñòâèè 2 ìÌ CuCl2 â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí. Äëÿ
óäàëåíèÿ âñåõ ãèñòîíîâ èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð 2 Ì NaCl,
2 ìÌ CuCl2 â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí. ÄÍÊ óäàëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ÄÍÊàçû I (Sigma, ÑØÀ) (250 ìêã/ìë) â ïðèñóòñò-
âèè 2 ìÌ CuCl2 â PBS â òå÷åíèå 15 ìèí.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ïðåïàðàòû ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì
ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà è ïðîñìàòðèâàëè â ìèêðî-
ñêîïå ñèñòåìû AxioVert 100 (Êàðë Öåéñ, Ãåðìàíèÿ) êàê
â ôàçîâî-êîíòðàñòíîì ðåæèìå (îá. 63�1.25), òàê è ïðè
ïðîâåäåíèè èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèé. Â íå-
êîòîðûõ ñëó÷àÿõ èñïîëüçîâàëè îêðàñêó íà îáùèé áåëîê
êðàñèòåëåì áðèëëèàíòîâûì ñèíèì (Pena, 1980), ïðè ýòîì
æåëåçû, ôèêñèðîâàííûå 2.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëü-
äåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí, îêðàøèâàëè 0.1%-íûì ðàñòâî-
ðîì êðàñèòåëÿ èç ðàñ÷åòà 1—2 êàïëè íà æåëåçó â òå÷åíèå
20 ìèí.

Îêðàñêà íà ÄÍÊ — ôëóîðîõðîì DAPI (Sigma, ÑØÀ):
ôèêñèðîâàííûå 2.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà
æåëåçû îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 2 ìèí ðàñòâîðîì DAPI (5
ìã/ìë) ïî 100 ìêë íà æåëåçó, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì PBS è çàêëþ÷àëè â ôèçèîëîãè÷åñêèé
ðàñòâîð ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî. Äëÿ ñîâìåñòíîãî âûÿâëå-
íèÿ ÄÍÊ è ÐÍÊ èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü àêðèäèíîâûé
îðàíæåâûé: 0.1%-íûé ðàñòâîð êðàñèòåëÿ â äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäå ðàçâîäèëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì äëÿ
íàñåêîìûõ â ñîîòíîøåíèè 1 : 40 000 è îêðàøèâàëè
20 ìèí. Ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè ïîä îáúåêòèâîì
63�1.25 ñî ñâåòîôèëüòðîì ¹ 488002 (ìàêñèìóì ïðîïóñ-
êàíèÿ 365 íì).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ òîïîèçîìåðàçû IIa, ëàìèíà B1 è ñóáú-
åäèíèöû êîãåçèíà SMC 1 èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå àíòèòå-
ëà ê ýòèì áåëêàì (Sigma, ÑØÀ). Ïåðåä îáðàáîòêîé àíòè-
òåëàìè æåëåçû ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ðàñòâîðîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì êëåòêè
îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí â ðàñòâîðå PBS. Äëÿ èììóíîõè-

ìè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè áåëêîâ ßÁÌ êëåòêè
îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 °Ñ ïåðâè÷íûìè
àíòèòåëàìè ê äàííûì áåëêàì, ðàçâåäåííûìè â PBS (MP
Biomedicals, Inc., Ãåðìàíèÿ), ñîäåðæàùåì 0.1 % Tween 20
(MP Biomedicals, Inc., Ãåðìàíèÿ) è 1 % BSA (Sigma,
ÑØÀ), â ñîîòíîøåíèè 1 : 50. Çàòåì êëåòêè îáðàáàòûâàëè
âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè FITC (Amersham
Life Science, ÑØÀ), ðàçâåäåííûìè òåì æå ðàñòâîðîì â ñî-
îòíîøåíèè 1 : 75, ïðè 37 °C â òå÷åíèå 30 ìèí.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ íà÷àëüíûõ òî÷åê ðåïëèêàöèè èñïîëü-
çîâàëè àíòèòåëà ê áðîìäåçîêñèóðèäèíó (BrDU). Ãîòîâèëè
0.1 Ì ðàñòâîð BrDU íà ôèçèîëîãè÷åñêîì áóôåðå äëÿ íà-
ñåêîìûõ è îáðàáàòûâàëè èì âûäåëåííûå æåëåçû ëè÷èíîê
1-ãî âîçðàñòà ïðè 25 °C â òå÷åíèå 24 ÷ èç ðàñ÷åòà 200 ìêë
íà æåëåçó. Çàòåì æåëåçû ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 20 ìèí, îáðàáàòûâàëè 1 N ðàñ-
òâîðîì HCl ïðè 4 °C â òå÷åíèå 10 ìèí è 2 N HCl ïðè
37 °C â òå÷åíèå 20 ìèí. Îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè
37 °Ñ àíòèòåëàìè ê BrDU (Amersham Life Science, ÑØÀ),
ðàçâåäåííûìè â PBS (MP Biomedicals, Inc., Ãåðìàíèÿ), ñî-
äåðæàùåì 0.1 % Tween 20 (MP Biomedicals, Inc., Ãåðìà-
íèÿ) è 1 % BSA (Sigma, ÑØÀ), â ñîîòíîøåíèè 1 : 50. Ïðå-
ïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè ñî ñâåòîôèëüòðîì FITC ¹ 488010
(ìàêñèìóì ïðîïóñêàíèÿ 510 íì).

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Äëÿ ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè âñå ïðîöåäóðû âûïîëíÿëè íà ïîêðîâíûõ
ñòåêëàõ. Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ âñåõ îáðàáîòîê ñëþííûå æå-
ëåçû ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà
íà ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå äëÿ áåñïîçâîíî÷íûõ â òå÷å-
íèå 3 ÷. Çàòåì ïðîâîäèëè ïîñòôèêñàöèþ 1%-íûì ðàñòâî-
ðîì OsO4 â òå÷åíèå 3 ÷ è ïîäâåðãàëè ñòàíäàðòíîé ïðîöå-
äóðå îáåçâîæèâàíèÿ: 40%-íûé ýòàíîë (2 ÷)—60%-íûé
ýòàíîë (2 ÷)—óðàíèë-àöåòàò (íà íî÷ü)—96%-íûé ýòàíîë
(2 ÷)—100%-íûé ýòàíîë (1 ÷)—àöåòîí (30 ìèí)—àöåòîí
(30 ìèí). Çàòåì ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â ñìåñü Ýïîíà è
Àðàëäèòà. Ïîñëå çàëèâêè ñíèìàëè ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ ïî-
ìîùüþ ïëàâèêîâîé êèñëîòû. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû èçãî-
òàâëèâàëè íà óëüòðàòîìå Reichert-Jung Ultracut E (Ãåðìà-
íèÿ), ïðåäâàðèòåëüíî îðèåíòèðóÿ ïëîñêîñòü ñðåçà ñ ïîìî-
ùüþ ïèðàìèòîìà Reichert-Jung. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû
îêðàøèâàëè ïî Ðåéíîëüäñó è ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîí-
íîì ìèêðîñêîïå (Hitachi HU-11B, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Â èñõîäíûõ ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ ñëþííûõ æåëåç õîðîøî
âèäíû ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ñ ïîïåðå÷íîé èñ÷åð÷åííî-
ñòüþ. Â ôàçîâîì êîíòðàñòå è ïðè îêðàøèâàíèè DAPI îò-
÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ äèñêîâûé ðèñóíîê õðîìîñîì (ðèñ. 2,
à; 3, à, àR). Ïðè óäàëåíèè ãèñòîíà Í1 ñ ïîìîùüþ 0.6 Ì
NaCl õðîìîñîìû íàáóõàþò, îäíàêî ñîõðàíÿþò ìîðôîëî-
ãè÷åñêóþ îáîñîáëåííîñòü è ýëåìåíòû äèñêîâîãî ðèñóíêà.
Ýòî èçìåíåíèå ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì: åñëè ïîñëå óäàëåíèÿ
ãèñòîíà Í1 ãèãàíòñêèå ÿäðà âíîâü ïîìåñòèòü â èçîòîíè÷å-
ñêèé ðàñòâîð, òî õðîìîñîìû âîçâðàùàþò ïðåæíþþ òîë-
ùèíó è äèñêîâûé ðèñóíîê ñòàíîâèòñÿ áîëåå âûðàæåííûì.
Óäàëåíèå âñåõ ãèñòîíîâ 2 Ì ðàñòâîðîì NaCl ïðèâîäèò ê
òîìó, ÷òî òåëà ïîëèòåííûõ õðîìîñîì è ÿäðûøêî ñòàíî-
âÿòñÿ íåðàçëè÷èìû â ôàçîâîì êîíòðàñòå è ïðè îêðàøèâà-
íèè DAPI. Îêðàñêà DAPI ïîêàçûâàåò, ÷òî ÄÍÊ äèôôóçíî
ðàñïðåäåëåíà ïî âñåìó ÿäðó. Ïðè ñóììàðíîé îáðàáîòêå
ÿäåð äåòåðãåíòîì, 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé õðîìîñîìíûå ýëå-
ìåíòû ßÁÌ íå âèäíû â ôàçîâîì êîíòðàñòå: íå óäàåòñÿ
âûÿâèòü íè âíóòðåííþþ ôèáðèëëÿðíóþ ñåòü, íè îñòàòî÷-
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íîå ÿäðûøêî (ðèñ. 1, à—â). Â ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêî-
ïå ñâå÷åíèÿ ÄÍÊ òîæå íå íàáëþäàåòñÿ (ðèñ. 1, àR).

Âûÿâëåíèå ïåðèôåðè÷åñêîé ëàìèíû ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
ê ëàìèíó Â1 ïîêàçûâàåò, ÷òî ëàìèíîâàÿ ÷àñòü ßÁÌ ðàñïðåäå-
ëåíà ïî ïåðèôåðèè ÿäðà êàê â èñõîäíûõ ÿäðàõ ñ ïîëíûì íà-
áîðîì ãèñòîíîâ, òàê è ïîñëå óäàëåíèÿ âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ è
íå âõîäèò â ñîñòàâ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì (ðèñ. 1, áR).

Ñ ò à á è ë è ç à ö è ÿ í å ã è ñ ò î í î â û õ á å ë ê î â. Ïðåä-
âàðèòåëüíàÿ ñòàáèëèçàöèÿ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ñ ïî-
ìîùüþ 2 ìM ðàñòâîðà CuCl2 íå âûçûâàåò èçìåíåíèé â
ìîðôîëîãèè ïîëèòåííîé õðîìîñîìû: â ôàçîâîì êîíòðàñòå
è ïðè îêðàøèâàíèè DAPI îò÷åòëèâî âèäíû òåëà õðîìîñîì
è èõ èñ÷åð÷åííîñòü (ðèñ. 2, à, á). Ïðè óäàëåíèè èç ñòàáèëè-
çèðîâàííûõ ÿäåð ãèñòîíà Í1 ñ ïîìîùüþ 0.6 Ì NaCl â ôà-
çîâîì êîíòðàñòå âèäíî, ÷òî ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ìîð-
ôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷èìû è ñîõðàíÿþò äèñêîâûé ðèñóíîê,
ïðè ýòîì îíè íå íàáóõàþò â îòëè÷èå îò õðîìîñîì, îáðàáî-
òàííûõ 0.6 Ì NaCl áåç äîáàâëåíèÿ 2 ìM CuCl2.

Ïîñëå óäàëåíèÿ âñåõ ãèñòîíîâ ñ ïîìîùüþ 2 Ì NaCl
âèä ÿäåð, ïðåäâàðèòåëüíî ñòàáèëèçèðîâàííûõ 2 ìM
CuCl2, ñóùåñòâåííî îòëè÷àåòñÿ îò òîãî, ÷òî íàáëþäàëîñü
áåç ñòàáèëèçàöèè. Â äàííîì ñëó÷àå ïîä ôàçîâûì êîíòðà-
ñòîì âèäíû òåëà õðîìîñîì ñ ýëåìåíòàìè äèñêîâîé èñ÷åð-
÷åííîñòè, êîòîðûå íå óäàåòñÿ âûÿâèòü â ÿäðàõ, íå îáðàáî-
òàííûõ ïðåäâàðèòåëüíî 2 ìM CuCl2. Îêðàñêà DAPI ïðè
ýòîì âûÿâëÿåò äèñêîâûé ðèñóíîê õðîìîñîì, à íå ðàñ-
ïðåäåëåíà äèôôóçíî ïî ÿäðó, êàê â ñëó÷àå îòñóòñòâèÿ
ïðåäâàðèòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè. Ýòî çàìåòíîå ðàçëè÷èå
ñîõðàíÿåòñÿ è ïðè ïîñëåäóþùåì óäàëåíèè ÄÍÊ: â ÿäðàõ,
ïðåäâàðèòåëüíî ñòàáèëèçèðîâàííûõ 2 ìM CuCl2, ïîñëå îá-

ðàáîòêè 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé â ôàçîâîì êîíòðàñòå ìîæíî
âèäåòü òåëî õðîìîñîìû ñ ýëåìåíòàìè äèñêîâîé èñ÷åð÷åí-
íîñòè (ðèñ. 2, â; 3, â), ïðè òîì ÷òî ÿäðà íå îêðàøèâàþòñÿ ñ
ïîìîùüþ DAPI (ðèñ. 3, â’). Ïîñêîëüêó áûëè óäàëåíû ãèñ-
òîíû è ÄÍÊ, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî íà ðèñ. 2, â è 3, â ìû âè-
äèì òåëî õðîìîñîìû, îáðàçîâàííîå òîëüêî îñòàòî÷íûìè
íåãèñòîíîâûìè áåëêàìè — áåëêàìè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà.

Î ê ð à ñ ê à ï ð å ï à ð à ò î â ß Á Ì ñ ò à á è ë è ç è ð î-
â à í í û õ ï î ë è ò å í í û õ õ ð î ì î ñ î ì ñ ï î ì î ù ü þ
á ð è ë ë è à í ò î â î ã î ñ è í å ã î ï î ì å ò î ä ó Ï å í à. Äëÿ
ïîäòâåðæäåíèÿ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè íàáëþäåíèè ïîä
ôàçîâî-êîíòðàñòíûì ìèêðîñêîïîì, áûëà ïðèìåíåíà îêðà-
ñêà íà îáùèé áåëîê áðèëëèàíòîâûì ñèíèì ïî ìåòîäó
Ïåíà. Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî ìîðôîëîãèÿ òàêèõ õðîìîñîì
ñõîäíà ñ òîé êàðòèíîé, êîòîðàÿ íàáëþäàåòñÿ â ôàçîâîì
êîíòðàñòå. Â èñõîäíûõ õðîìîñîìàõ îò÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ
äèñêîâûé ðèñóíîê (ðèñ. 2, ã). Ïðè ñòàáèëèçàöèè ÿäåð
2 ìM CuCl2 ìîðôîëîãèÿ õðîìîñîì íå ìåíÿåòñÿ (ðèñ. 2, ä);
ïðè îáðàáîòêå 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé ñòàáèëèçèðîâàííûå
õðîìîñîìû íàáóõàþò çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì áåç ïðåä-
âàðèòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè, òåëî õðîìîñîìû è ýëåìåíòû
äèñêîâîãî ðèñóíêà ðàçëè÷èìû (ðèñ. 2, å).

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ýëåêòðîííî-ìèê-
ðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ïî-
çâîëÿåò óâèäåòü êàðòèíû, ñõîæèå ñ òåìè, ÷òî íàáëþäàëè â
ôàçîâîì êîíòðàñòå. Ïîä ýëåêòðîííûì ìèêðîñêîïîì èñõîä-
íûå ïîëèòåííûå õðîìîñîìû õîðîøî ðàçëè÷èìû, îò÷åòëè-
âî âèäíû äèñêîâûå è ìåæäèñêîâûå ó÷àñòêè (ðèñ. 2, æ).
Ïðè ñòàáèëèçàöèè çàìåòíûõ èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå õðîìî-
ñîì íå ïðîèñõîäèò, çà èñêëþ÷åíèåì íåáîëüøîãî óïëîòíå-

ßäåðíûé áåëêîâûé ìàòðèêñ ãèãàíòñêèõ ÿäåð Chironomus plumosus 609

Ðèñ. 1. Ãèãàíòñêèå ÿäðà ñëþííûõ æåëåç Chironomus plumosus, îáðàáîòàííûå äåòåðãåíòîì, 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé.

à—â — ôàçîâûé êîíòðàñò; à�— îêðàñêà DAPI, á�— âûÿâëåíèå ëàìèíà B1, â�— âûÿâëåíèå SMC1. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.



íèÿ õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà; ïðè ýòîì ñïåöèôè÷åñêîå
ñòðîåíèå ïîëèòåííûõ õðîìîñîì ñîõðàíÿåòñÿ (ðèñ. 2, ç).

Íà ðèñ. 2, è ìû âèäèì óëüòðàòîíêèé ñðåç ïðåïàðàòà
ßÁÌ, ãäå îò÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ òåëî õðîìîñîìû ñ ýëå-
ìåíòàìè äèñêîâîé èñ÷åð÷åííîñòè. Ïðè ýòîì â ìåæõðîìî-
ñîìíûõ ðàéîíàõ ãèãàíòñêîãî ÿäðà íå âûÿâëÿåòñÿ íèêàêèõ
ñòðóêòóð, çà èñêëþ÷åíèåì ïåðèôåðè÷åñêîé ëàìèíû. Òà-
êèì îáðàçîì, áåëêè ßÁÌ ãèãàíòñêèõ ÿäåð íå îáðàçóþò
âíóòðåííåé ôèáðèëëÿðíîé ñåòè (êàê â îáû÷íûõ èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ), à öåëèêîì âõîäÿò â ñîñòàâ òåëà ïîëèòåííîé
õðîìîñîìû.

Î ê ð à ñ ê à à ê ð è ä è í î â û ì î ð à í æ å â û ì. Ïðè
îêðàøèâàíèè èñõîäíûõ ãèãàíòñêèõ ÿäåð àêðèäèíîâûì
îðàíæåâûì â ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå âèäíî äâîé-
íîå ñâå÷åíèå ÄÍÊ è ÐÍÊ. Ñâå÷åíèå ÄÍÊ îò÷åòëèâî âûÿâ-
ëÿåò òåëî õðîìîñîìû è åå äèñêîâûé ðèñóíîê, à ñâå÷åíèå
ÐÍÊ î÷åíü èíòåíñèâíî âûÿâëÿåò ìåæäèñêîâûå ó÷àñòêè è
ÿäðûøêî (ðèñ. 4, àR). Íà ïðåïàðàòàõ ÿäåðíîãî áåëêîâîãî
ìàòðèêñà ñòàáèëèçèðîâàííûõ ÿäåð ñâå÷åíèå ÄÍÊ íå âû-
ÿâëÿåòñÿ, îäíàêî ìîæíî âèäåòü êðàñíîå ñâå÷åíèå ÐÍÊ,
äèôôóçíî ðàñïðåäåëåííîå ïî òåëó õðîìîñîìû (ðèñ. 4, áR).
Ïðè îáðàáîòêå ÐÍÊàçîé ñâå÷åíèå èñ÷åçàåò.
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Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå ÿäåðíîãî áåëêîâîãî ìàòðèêñà â ñòàáèëèçèðîâàííûõ ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ Chironomus plumosus.

1-é ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, 2-é ðÿä — îêðàñêà íà îáùèé áåëîê ïî ìåòîäó Ïåíà (ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì), 3-é ðÿä — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ (ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 2 ìêì); à, ã, æ — èñõîäíûå ãèãàíòñêèå ÿäðà; á, ä, ç — ÿäðà, ïðåäâàðèòåëüíî ñòàáèëèçèðîâàííûå 2 ìÌ CuCl2; â, å, è —

ßÁÌ ñòàáèëèçèðîâàííûõ ãèãàíòñêèõ ÿäåð.



Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å à í ò è ò å ë ê B r D U. Â ãèãàíò-
ñêèõ ÿäðàõ ëè÷èíîê 1-ãî âîçðàñòà (äëèíà ëè÷èíêè
� 7—8 ìì) ñòåïåíü ïîëèòåíèçàöèè åùå íå äîñòèãëà ìàê-
ñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ, ïîýòîìó âíóòðè íèõ ïðîäîëæàåòñÿ
ñèíòåç ÄÍÊ. Ìû âûÿâëÿëè òî÷êè íà÷àëà ðåïëèêàöèè è èõ
âîçìîæíóþ ñâÿçü ñ ßÁÌ ñ ïîìîùüþ BrDU. Â èñõîäíûõ
ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ ëè÷èíîê 1-ãî âîçðàñòà â ëþìèíåñöåíò-
íîì ìèêðîñêîïå ìîæíî âûÿâèòü ìíîæåñòâî ñâåòÿùèõñÿ
çîí, ðàñïðåäåëåííûõ ïî âñåé äëèíå õðîìîñîìû. Ñîâìåñò-
íîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê BrDU è òîïîèçîìåðàçå IIa
ïîêàçûâàåò, ÷òî ó÷àñòêè âêëþ÷åíèÿ BrDU ðàñïîëîæåíû
ãëàâíûì îáðàçîì â äèñêàõ, õîòÿ ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü è â
ìåæäèñêîâûõ ðàéîíàõ (ðèñ. 5, à). Êðîìå òîãî, íàáëþäàåò-
ñÿ èíòåíñèâíîå ñâå÷åíèå â çîíå ÿäðûøêà, íå âûÿâëÿåìîå
ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê òîïîèçîìåðàçå IIa. Íà ïðåïàðàòàõ
ßÁÌ ñòàáèëèçèðîâàííûõ ÿäåð ñâå÷åíèå àíòèòåë ê BrDU
âûðàæåíî ñëàáåå, ÷åì â èñõîäíûõ ÿäðàõ, îäíàêî òîæå
ïðèñóòñòâóåò. Íà ðèñ. 5, á âèäíî, ÷òî ñâåòÿùèåñÿ çîíû
ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó îñòàòî÷íîìó òåëó õðîìîñîìû,
âñòðå÷àÿñü êàê â äèñêàõ, òàê è â ìåæäèñêàõ. Ïðè ýòîì ðàé-
îí ÿäðûøêà íå âûÿâëÿåòñÿ.

Ë î ê à ë è ç à ö è è î ò ä å ë ü í û õ á å ë ê î â ß Á Ì â
ñ ò à á è ë è ç è ð î â à í í û õ ï î ë è ò å í í û õ õ ð î ì î ñ î -
ì à õ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê òîïîèçîìåðàçå
IIa è áåëêó SMC 1. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå àí-
òèòåë ê ýòèì áåëêàì ïîâòîðÿåò äèñêîâûé ðèñóíîê õðîìî-
ñîì â íîðìå (ðèñ. 6, àR; 7, àR), ïðè ñòàáèëèçàöèè (ðèñ. 6, áR;
7, áR) è ïðè ïîëó÷åíèè ñòàáèëèçèðîâàííîãî ÿäåðíîãî áåë-
êîâîãî ìàòðèêñà: â ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå îò÷åò-

ëèâî âûÿâëÿþòñÿ òåëî õðîìîñîìû è äèñêîâûé ðèñóíîê äà-
æå ïîñëå óäàëåíèÿ âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ (ðèñ. 6, âR; 7, âR).
Ñëåäîâàòåëüíî, áåëêè òîïîèçîìåðàçà IIa è SMC 1 ÿâëÿþò-
ñÿ íåîòúåìëåìûìè êîìïîíåíòàìè ßÁÌ ïîëèòåííûõ õðî-
ìîñîì.

Îêàçàëîñü, ÷òî ìîæíî âûÿâèòü òåëî õðîìîñîìû ïîñëå
óäàëåíèÿ âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ äàæå áåç èñïîëüçîâàíèÿ
ñòàáèëèçèðóþùåãî ðàñòâîðà 2 ìM CuCl2. Ïðè îêðàøèâà-
íèè ãèãàíòñêèõ ÿäåð, îáðàáîòàííûõ 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé
â îòñóòñòâèå 2 ìÌ CuCl2, òåëà õðîìîñîì íå âèäíû â ôàçî-
âîì êîíòðàñòå, îäíàêî ðàçëè÷èìû ïðè ëþìèíåñöåíöèè
àíòèòåë ê SMC 1. Àíòèòåëà ê êîãåçèíîâîé ñóáúåäèíèöå
SMC 1 âûÿâëÿþò òåëà ìîðôîëîãè÷åñêè îáîñîáëåííûõ
õðîìîñîì (ðèñ. 1, âR). Ïðè ýòîì òåëî êàæäîé õðîìîñîìû
íàáóõëî è ëèøåíî äèñêîâîãî ðèñóíêà.

Îáñóæäåíèå

Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èíòåð-
ôàçíóþ ôîðìó õðîìàòèíà, ïîýòîìó èññëåäîâàíèå ßÁÌ â
èõ ñîñòàâå ïîçâîëèò ïîëó÷èòü áîëåå ïîëíîå ïðåäñòàâëå-
íèå îá îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì â îáû÷íûõ
ÿäðàõ. Êàê ïîêàçàëè îïûòû, ïðè óäàëåíèè ãèñòîíîâ ïî-
ëèòåííàÿ õðîìîñîìà âåäåò ñåáÿ òàê æå, êàê è èíòåðôàç-
íûé õðîìàòèí äèïëîèäíûõ ÿäåð: ïðîèñõîäÿò íàáóõàíèå è
ïîòåðÿ êîíòðàñòíîñòè èçîáðàæåíèÿ. Ïðè óäàëåíèè ãèñòî-
íà Í1 â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè 0.6 Ì ðàñòâîðîì NaCl ïðî-
èñõîäÿò íàáóõàíèå ïîëèòåííûõ õðîìîñîì è èñòîí÷åíèå
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Ðèñ. 3. Âûÿâëåíèå ÄÍÊ â ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ.

à—â — ôàçîâûé êîíòðàñò; à�—â�— îêðàñêà DAPI; à, à�— èñõîäíûå ÿäðà; á, áR — ÿäðà, ñòàáèëèçèðîâàííûå 2 ìÌ CuCl2; â, â�— ßÁÌ ñòàáèëèçèðîâàí-
íûõ ãèãàíòñêèõ ÿäåð. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.



ðèñóíêà äèñêîâ ïðè ñîõðàíåíèè öåëîñòíîñòè òåëà õðîìî-
ñîìû. Íî âîçâðàò õðîìîñîì ñ óäàëåííûì ãèñòîíîì Í1 â
èçîòîíè÷åñêèé ðàñòâîð (0.1 Ì NaCl) ïðèâîäèò ê íåêîòî-
ðîìó ñæàòèþ õðîìîñîì è âîññòàíîâëåíèþ ðèñóíêà äèñ-
êîâ, õîòÿ ïðè ýòîì íå íàáëþäàåòñÿ âîññòàíîâëåíèÿ ÿä-
ðûøêà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ãè-
ñòîí Í1 íå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì êîìïîíåíòîì äëÿ
ñîõðàíåíèÿ èñõîäíîé èñ÷åð÷åííîé ñòðóêòóðû ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì.

Óäàëåíèå âñåõ ãèñòîíîâ ñ ïîìîùüþ 2 Ì ðàñòâîðà NaCl
íå ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü â ôàçîâîì êîíòðàñòå íè êîíòóðû
òåëà õðîìîñîìû, íè åå èñ÷åð÷åííîñòü, ò. å. ìîæíî áûëî áû
ñäåëàòü âûâîä î íåîáõîäèìîñòè íàëè÷èÿ ïîëíîãî íàáîðà
ãèñòîíîâ äëÿ ïîääåðæàíèÿ èñõîäíîé ôîðìû ïîëèòåííûõ
õðîìîñîì. Îäíàêî ïðåäâàðèòåëüíàÿ ñòàáèëèçàöèÿ íåãèñòî-
íîâûõ áåëêîâ ñ ïîìîùüþ 2 ìM CuCl2 ñîõðàíÿåò ñïåöèôè-
÷åñêóþ ñòðóêòóðó ïîëèòåííîé õðîìîñîìû äàæå ïîñëå óäà-
ëåíèÿ èç íåå âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ (ðèñ. 2, â; 3, â).

Âîçíèêàåò âîïðîñ: âûçûâàåò ëè óäàëåíèå âñåõ ãèñòî-
íîâ áåç ñòàáèëèçàöèè íåîáðàòèìûé ðàñïàä òåëà ïîëèòåí-
íîé õðîìîñîìû èëè æå öåëîñòíîñòü õðîìîñîì âñå-òàêè

ñîõðàíÿåòñÿ? Â ôàçîâîì êîíòðàñòå õðîìîñîìû, îáðàáî-
òàííûå 2 Ì NaCl, ìîðôîëîãè÷åñêè íåðàçëè÷èìû. Îäíàêî
èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë ê êîãåçèíîâîé ñóáúåäèíèöå
SMC 1 ïîçâîëÿåò âûÿâèòü òåëà õðîìîñîì â ÿäðàõ, îáðàáî-
òàííûõ äåòåðãåíòîì, 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé â îòñóòñòâèå
2 ìM CuCl2 (ðèñ. 1, âR). Èíà÷å ãîâîðÿ, â ïîäîáíûõ ÿä-
ðàõ ìû âèäèì íåñòàáèëèçèðîâàííûé ßÁÌ: õðîìîñîìû
ìîðôîëîãè÷åñêè îáîñîáëåíû, îäíàêî ïðè ýòîì îíè íàáó-
õàþò è òåðÿþò äèñêîâûé ðèñóíîê. Ñëåäîâàòåëüíî, íàòèâ-
íûå íåãèñòîíîâûå áåëêè ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü ñòðóê-
òóðó ïîëèòåííûõ õðîìîñîì äàæå áåç ó÷àñòèÿ ñòàáèëèçè-
ðóþùåãî ðàñòâîðà 2 ìM CuCl2.

Äîáàâëåíèå ê èñõîäíûì ÿäðàì 2 ìM ðàñòâîðà CuCl2

ïîçâîëÿåò âûÿâèòü òåëî õðîìîñîìû ïîñëå óäàëåíèÿ ãèñ-
òîíîâ è ÄÍÊ êàê â ôàçîâîì êîíòðàñòå (ðèñ. 2, â; 3, â), òàê
è ïðè îêðàøèâàíèè ãèãàíòñêèõ ÿäåð íà îáùèé áåëîê
(ðèñ. 2, å). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èîíû Cu2+ ñïîñîáñò-
âóþò óïðî÷åíèþ âíóòðèõðîìîñîìíîé ñåòè, îáðàçîâàííîé
íåêîòîðûìè èç áåëêîâ ßÁÌ. Ïî-âèäèìîìó, äåéñòâèå
èîíîâ Cu2+ çàêëþ÷àåòñÿ â ñòàáèëèçàöèè è êîíäåíñàöèè
íåêèõ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ, àíàëîãè÷íûõ êîãåçèíàì, êî-
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Ðèñ. 4. Ãèãàíòñêèå ÿäðà, îêðàøåííûå àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì.

Ñëåâà — ôàçîâûé êîíòðàñò, ñïðàâà — äâîéíîå ñâå÷åíèå ÄÍÊ (ñèíèé) è ÐÍÊ (êðàñíûé); à, à� — èñõîäíûå ÿäðà; á, á� — ßÁÌ ñòàáèëèçèðîâàííûõ
ãèãàíòñêèõ ÿäåð. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.



òîðûå ñøèâàþò ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû. Ïîñêîëüêó áûëî
äîêàçàíî íàëè÷èå êîãåçèíîâ â ìåæäèñêàõ (Markov et al.,
2003), ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èõ ñâÿçûâàíèå ñ èîíàìè
Cu2+ ñïîñîáñòâóåò óêðåïëåíèþ èñõîäíîé ôîðìû ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì.

Ïîêàçàíî, ÷òî â äèïëîèäíûõ ÿäðàõ èîíû Cu2+ ñâÿçû-
âàþò ìåòàëëîïðîòåèäû è äðóãèå íåãèñòîíîâûå áåëêè,
ñïîñîáñòâóÿ óïðî÷åíèþ îðãàíèçàöèè ñêåëåòíîé ñåòè ÿäðà
è, â ÷àñòíîñòè, ïîääåðæàíèþ ñòðóêòóðû ìåòàôàçíîé õðî-
ìîñîìû (Lebkowski, Laemmli, 1982; Lewis, Laemmli,
1982). Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî äåéñòâèå èîíîâ
Cu2+ òàêæå ïðèâîäèò ê ñòàáèëèçàöèè òåëà õðîìîñîìû; òà-
êèì îáðàçîì, ìîæíî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî îïîðíûå ôóíê-
öèè íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì àíàëî-
ãè÷íû ôóíêöèÿì ßÁÌ îáû÷íûõ èíòåðôàçíûõ ÿäåð.

Àíòèòåëà ê ìàæîðíûì íåãèñòîíîâûì êîìïîíåíòàì
ßÁÌ (òîïîèçîìåðàçå IIa è SMC 1) âûÿâëÿþò ýòè áåëêè
ëèøü â ñîñòàâå îñòàòî÷íûõ òåë õðîìîñîì, ïîâòîðÿÿ äèñ-
êîâûé ðèñóíîê. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ýëåìåíòû ßÁÌ,
ó÷àñòâóþùèå â îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîé õðîìîñîìû,
ðàñïîëîæåíû èñêëþ÷èòåëüíî âíóòðè õðîìîñîì è íå îá-
ðàçóþò íèêàêèõ ìåæõðîìàòèíîâûõ ñòðóêòóð. Ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç ïîäòâåðæäàåò äàííîå
ïðåäïîëîæåíèå: â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ ñî ñòàáèëèçèðîâàí-
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Ðèñ. 5. Âûÿâëåíèå çîí âêëþ÷åíèÿ BrDU â ïîëèòåííûõ õðîìî-
ñîìàõ.

à — èñõîäíûå ÿäðà, á — ßÁÌ ñòàáèëèçèðîâàííûõ ãèãàíòñêèõ ÿäåð; êðàñ-
íûé — ñâå÷åíèå àíòèòåë ê BrDU, ñèíèé — ñâå÷åíèå àíòèòåë ê òîïîèçîìå-

ðàçå IIá. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.

Ðèñ. 6. Ëîêàëèçàöèÿ òîïîèçîìåðàçû IIá â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ.

à—â — ôàçîâûé êîíòðàñò; à�—â�— ñâå÷åíèå àíòèòåë ê òîïîèçîìåðàçå IIá; à, à�— èñõîäíûå ÿäðà; á, á�— ÿäðà, ñòàáèëèçèðîâàííûå 2 ìÌ CuCl2; â, â�—
ßÁÌ ñòàáèëèçèðîâàííûõ ãèãàíòñêèõ ÿäåð. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.



íûì ìàòðèêñîì (ðèñ. 2, è) ìû âèäèì òîëüêî îñòàòî÷íîå
òåëî ïîëèòåííîé õðîìîñîìû è ïåðèôåðè÷åñêóþ ëàìèíó.
Ñëåäîâàòåëüíî, òà ñòðóêòóðà ßÁÌ, êîòîðàÿ â îáû÷íûõ èí-
òåðôàçíûõ ÿäðàõ âûÿâëÿåòñÿ â âèäå âíóòðåííåé ôèáðèë-
ëÿðíîé ñåòè, â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ âõîäèò â ñîñòàâ òîëüêî
ïîëèòåííûõ õðîìîñîì è íå ïðèñóòñòâóåò â ìåæõðîìîñîì-
íîì ïðîñòðàíñòâå.

Ïðè ýòîì âíóòðè íåêîòîðûõ äèñêîâ âèäíû õðîìîìå-
ðû, ðàñïðåäåëåííûå ïî ðèñóíêó äèñêîâ, êàê â ôàçîâîì
êîíòðàñòå, òàê è ïðè âûÿâëåíèè ìàæîðíûõ íåãèñòîíîâûõ
áåëêîâ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë (ðèñ. 6, â, â’). Ïî-âèäèìîìó, â
ñâåòîâîé ìèêðîñêîï ìû íàáëþäàåì íå îòäåëüíûå õðîìî-
ìåðû (èõ ÷èñëî âíóòðè îäíîãî äèñêà äîëæíî ðàâíÿòüñÿ
÷èñëó ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä), à êîìïëåêñû èç õðîìîìå-
ðîâ. Õðîìîìåðû âûÿâëÿþòñÿ íå âî âñåõ äèñêàõ, ÷òî óêà-
çûâàåò íà íåîäíîðîäíîñòü èõ êîíäåíñàöèè. Ïîä ôàçîâûì
êîíòðàñòîì è ïðè ëþìèíåñöåíöèè àíòèòåë ìîæíî âèäåòü
î÷åíü ïëîòíûå äèñêè, ñîõðàíÿþùèå ñâîþ ñòðóêòóðó äàæå
ïðè óäàëåíèè âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ.

Îñòàòî÷íîå ÿäðûøêî íå âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå ßÁÌ
ïîëèòåííûõ õðîìîñîì íè ïîä ôàçîâûì êîíòðàñòîì, íè
ïîä ýëåêòðîííûì ìèêðîñêîïîì, íè ïðè îêðàøèâàíèè íà
îáùèé áåëîê ïî ìåòîäó Ïåíà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ÿäðûøêî ãèãàíòñêèõ êëåòîê ñëþííûõ æåëåç èìååò îñî-
áóþ, îòëè÷íóþ îò îáû÷íûõ èíòåðôàçíûõ ÿäðûøåê, îðãà-
íèçàöèþ, ïðè êîòîðîé íåãèñòîíîâûå áåëêè íå èãðàþò ðå-
øàþùåé ðîëè â çàêðåïëåíèè âíóòðåííåé ñòðóêòóðû. Âñå
æå íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî ÐÍÊ-êîìïîíåíòîâ â ñîñòàâå
ßÁÌ ñîõðàíÿåòñÿ. Ïðè îêðàøèâàíèè ïðåïàðàòîâ ñòàáèëè-
çèðîâàííîãî ßÁÌ àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì â ëþìèíåñ-

öåíòíîì ìèêðîñêîïå íàáëþäàåòñÿ ñëàáîå êðàñíîå
ñâå÷åíèå, äèôôóçíî ðàñïðåäåëåííîå ïî îñòàòî÷íîìó òåëó
õðîìîñîìû, ïðèñóòñòâóþùåå è â äèñêîâûõ, è â ìåæäè-
ñêîâûõ ðàéîíàõ. Ýòî ñîîòâåòñòâóåò äàííûì, ïîëó÷åííûì
ïðè èññëåäîâàíèè ßÁÌ îáû÷íûõ èíòåðôàçíûõ ÿäåð, ãäå
ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòàâ ßÁÌ âõîäÿò ÐÍÊ-êîìïîíåíòû (Be-
rezney, Coffey, 1977; Ðàçèí è äð., 1985).

Êðàñèòåëü DAPI íå âûÿâëÿåò íèêàêèõ ÄÍÊ-ñòðóêòóð
â ñîñòàâå ñòàáèëèçèðîâàííîãî ßÁÌ ïîëèòåííûõ õðîìî-
ñîì, îäíàêî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ æåëåç ìîëîäûõ
ëè÷èíîê ñ BrDU ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü â îñòàòî÷íîì òåëå
ïîëèòåííîé õðîìîñîìû îòäåëüíûå ó÷àñòêè âêëþ÷åíèÿ
BrDU, ò. å. ó÷àñòêè, ñâÿçàííûå ñ ñèíòåçîì ÄÍÊ. Ïî-âèäè-
ìîìó, ÄÍÊ â ìåñòàõ íà÷àëà ðåïëèêàöèè ýêðàíèðóåòñÿ íå-
ãèñòîíîâûìè áåëêàìè îò íóêëåàçíîãî ïåðåâàðèâàíèÿ.
Âîçìîæíî, âûÿâëÿåìûå îáëàñòè âêëþ÷åíèÿ ðàñïîëîæåíû
â ãëóáèíå òåëà ïîëèòåííîé õðîìîñîìû, ïðî÷íî âñòðîåí-
íûå â ñåòü íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ. Ó âçðîñëûõ ëè÷èíîê
(3-ãî è 4-ãî âîçðàñòîâ) ïðîöåññ ýíäîðåïëèêàöèè óæå çà-
âåðøåí, ïîýòîìó BrDU íå ìîæåò âñòðîèòüñÿ â ðàñòóùóþ
íèòü ÄÍÊ è ïîòîìó íå âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå ïîëèòåííûõ
õðîìîñîì.

Ïîäâîäÿ èòîã, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî â ßÁÌ ïîëèòåííûõ
õðîìîñîì ñëþííûõ æåëåç Chironomus plumosus ïðèñóòñò-
âóþò ïî÷òè âñå ñòðóêòóðíûå êîìïîíåíòû, õàðàêòåðíûå
äëÿ ßÁÌ îáû÷íûõ èíòåðôàçíûõ ÿäåð (ïåðèôåðè÷åñêàÿ
ëàìèíà, ìàæîðíûå íåãèñòîíîâûå áåëêè, ÄÍÊ è ÐÍÊ, ñâÿ-
çàííûå ñ ñåòüþ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ). Íå âûÿâëÿåòñÿ
òîëüêî îñòàòî÷íîå ÿäðûøêî, î÷åâèäíî âñëåäñòâèå îñîáîé
ôîðìû îðãàíèçàöèè ÿäðûøêà â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ.

614 Ì. Ñ. Ìàêàðîâ, Þ. Ñ. ×åíöîâ

Ðèñ. 7. Ëîêàëèçàöèÿ êîãåçèíîâîé ñóáúåäèíèöû SMC1 â ãèãàíòñêèõ ÿäðàõ.

à—â — ôàçîâûé êîíòðàñò; à�—â�— ñâå÷åíèå àíòèòåë ê SMC1; à, à�— èñõîäíûå ÿäðà; á, á�— ÿäðà, ñòàáèëèçèðîâàííûå 2 ìÌ CuCl2; â, â�— ßÁÌ ñòà-
áèëèçèðîâàííûõ ãèãàíòñêèõ ÿäåð. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.



Íåçàâèñèìî îò ñïîñîáà íàáëþäåíèÿ (ìû èñïîëüçîâà-
ëè ôàçîâî-êîíòðàñòíóþ ìèêðîñêîïèþ, ãèñòîëîãè÷åñêóþ
îêðàñêó íà îáùèé áåëîê è èììóíîôëóîðåñöåíöèþ) õàðàê-
òåð âûÿâëÿåìîãî ßÁÌ ãèãàíòñêèõ ÿäåð îñòàåòñÿ îäèíàêî-
âûì: ìû âèäèì îáðàçîâàííîå íåãèñòîíîâûìè áåëêàìè
òåëî ïîëèòåííîé õðîìîñîìû ñ ýëåìåíòàìè äèñêîâîãî ðè-
ñóíêà. Ïî-âèäèìîìó, èìåííî íàëè÷èå íåãèñòîíîâûõ áåë-
êîâ ßÁÌ ÿâëÿåòñÿ ðåøàþùèì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì
ñïåöèôè÷åñêóþ ñòðóêòóðó ïîëèòåííûõ õðîìîñîì.
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NUCLEAR PROTEIN MATRIX FROM GIANT NUCLEI OF CHIRONOMUS PLUMOSUS

DETERMINATES POLYTHENE CHROMOSOME ORGANIZATION

M. S. Makarov, Yu. S. Chentsov

M. V. Lomonosov Moscow State University; e-mail: mcsimmc@yandex.ru, yuchentsov@mail.ru

Giant nuclei from salivary glands of Chironomus plumosus were treated in situ with detergent, 2 M NaCl
and nucleases in order to reveal residual nuclear matrix proteins (NMP). It was shown, that preceding stabilizati-
on of non-histone proteins with 2 mM CuCl2 allowed to visualize the structure of polythene chromosomes at
every stage of the extraction of histones and DNA. Stabilized NPM of polythene chromosomes maintains their
morphology and banding patterns, which is observed by light and electron microscopy, whereas internal fibril
net or residual nucleoli are not found. In stabilized NPM of polythene chromosomes, topoisomerase IIá and
SMC1 retain their localization that is typical of untreated chromosomes. NPM of polythene chromosomes also
includes sites of DNA replication, visualized with BrDU incubation, and some RNA-components. So, we can
conclude that structure of NPM from giant nuclei is equal to NPM from normal interphase nuclei, and that mor-
phological features of polythene chromosomes depend on the presence of NMP.

K e y w o r d s: polythene chromosome, non-histone proteins, nuclear protein matrix, stabilization, topoiso-
merase IIá, SMC1.
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