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Áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìåòîäîì ïîêàçàíî, ÷òî àóòîèììóííûå ñûâîðîòêè Ì68 è Ê43 ñâÿçûâàþòñÿ
ñ èíòåðôàçíûìè ÿäðàìè è ìèòîòè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè êëåòîê êóëüòóðû ÑÏÝÂ. Ìåòîäîì èììóíî-
áëîòèíãà â ñûâîðîòêå Ì68 îáíàðóæåíû àíòèòåëà ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà, à â ñûâîðîòêå Ê43-àíòè-
òåëà ê ïîëèïåïòèäó ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà. Â ÿäåðíîì áåëêîâîì ìàòðèêñå àíòèòåëà ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé
38 êÄà îêðàøèâàþò òîëüêî ïåðèôåðèþ ÿäðûøåê èíòåðôàçíûõ êëåòîê, à àíòèòåëà ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé
50 êÄà îêðàøèâàþò êàê ïåðèôåðèþ ÿäðûøåê, òàê è âñå ÿäðî. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî èç âñåõ êîìïîíåíòîâ
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà (ëàìèíà, âíóòðåííÿÿ áåëêîâàÿ ñåòü, îñòàòî÷íîå ÿäðûøêî) áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà
âõîäèò â ñîñòàâ ïåðèôåðèè îñòàòî÷íûõ ÿäðûøåê, à ïîëèïåïòèä ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà íå òîëüêî âõîäèò â
ñîñòàâ ïåðèôåðèè îñòàòî÷íûõ ÿäðûøåê, íî è ó÷àñòâóåò â îáðàçîâàíèè ÿäåðíîé áåëêîâîé ñåòè. Äàííûå
áåëêè â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ in situ ëîêàëèçîâàëèñü â ÿäðå, ïðè÷åì îäèí èç íèõ (50 êÄà) â âèäå íåáîëü-
øèõ ÷åòêî î÷åð÷åííûõ ãðàíóë, à âòîðîé (38 êÄà) â âèäå ÿðêèõ ìåëêèõ ãðàíóë íà ôîíå äèôôóçíî îêðà-
øåííîãî ÿäðà. Îáà áåëêà âûÿâëÿþòñÿ òàêæå ïî ïåðèôåðèè ÿäðûøåê â âèäå ñïëîøíîãî êîëüöà. Âî âðåìÿ
ìèòîçà áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà âûÿâëÿåòñÿ íà ïåðèôåðèè õðîìîñîì â âèäå ÷åõëà èëè ìóôòû, à áåëîê
ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà ðàñïîëàãàåòñÿ íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ â âèäå îòäåëüíûõ ôðàãìåíòîâ è ãðàíóë
âîêðóã íèõ. Â óñëîâèÿõ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì àíòèòåëà ê îáîèì áåëêàì îêðàøèâàþò
èíòåðôàçíûå ÿäðà äèôôóçíî, à â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ ëîêàëèçóþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè íàáóõøèõ õðîìî-
ñîì. Áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà ñîõðàíÿåò ïðî÷íóþ ñâÿçü ñ õðîìîñîìàìè êàê â íîðìå è ïðè ãèïîòîíè÷å-
ñêîé äåêîíäåíñàöèè, òàê è ïðè ïîñëåäóþùåé ðåêîíäåíñàöèè â èçîòîíè÷åñêîé ñðåäå, â òî âðåìÿ êàê áåëîê
ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà ïðè ðåêîíäåíñàöèè ÷àñòè÷íî òåðÿåò ñâÿçü ñ õðîìîñîìîé, ïîÿâëÿÿñü â öèòîïëàçìå â
âèäå ãðàíóë. Èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ïåðå-
íîñÿòñÿ ïåðèôåðè÷åñêèì õðîìîñîìíûì ìàòåðèàëîì è ìîãóò èìåòü ðàçëè÷íóþ ñòåïåíü àññîöèàöèè ñ ïå-
ðèôåðèåé õðîìîñîì, òàê æå êàê è îñíîâíûå áåëêè ÿäðûøêà, òàêèå êàê ôèáðèëëàðèí, Â-23, íóêëåîëèí è
íåêîòîðûå íåÿäðûøêîâûå áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãèïîòîíèÿ, èììóíîõèìèÿ, ìèòîç, õðîìîñîìà, ÿäåðíî-áåëêîâûé ìàòðèêñ, ÿä-
ðûøêî.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÕÌ — ïåðèôåðè÷åñêèé õðîìîñîìíûé ìàòåðèàë, ßÁÌ — ÿäåðíûé
áåëêîâûé ìàòðèêñ.

Ïåðèôåðè÷åñêèé õðîìîñîìíûé ìàòåðèàë (ÏÕÌ)
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîâåðõíîñòíûé ñëîé íà ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîìàõ êëåòîê æèâîòíûõ è ðàñòåíèé (Gautier et al.,
1994; Íernandez-Verdun Gautier, 1994; ×åíöîâ, 2000).
ÏÕÌ áûë îïèñàí åùå â 30-õ ãîäàõ ïðîøëîãî ñòîëåòèÿ êàê
êîìïîíåíò, îêðóæàþùèé ìèòîòè÷åñêóþ õðîìîñîìó, è ïî-
ëó÷èë íàçâàíèå õðîìîñîìíîãî ìàòðèêñà (Sharp, 1929). Ñó-
ùåñòâîâàëà òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé ýêñòðàõðî-
ìîñîìíûé ìàòåðèàë èìååò èñêëþ÷èòåëüíî ÿäðûøêîâîå
ïðîèñõîæäåíèå (Nebel, 1932; McClintock, 1934) è ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ïðîäóêòû âîçîáíîâëåíèÿ ñèíòåòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè õðîìîñîì (Lafontaine, 1968). ÏÕÌ, ðàíåå íà-
çûâàâøèéñÿ «ìàòðèêñîì» ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì, â
1970-å ãîäû áûë âïåðâûå îïèñàí â êëåòêàõ ðàñòåíèé è
æèâîòíûõ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà (×åíöîâ,
Ïîëÿêîâ, 1974; Áóðàêîâ è äð., 1994). Ñ íà÷àëîì èçó÷åíèÿ
áåëêîâ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ìèòîòè÷åñêèå õðîìîñîìû ó÷àñòâóþò â ïåðåíîñå â äî-

÷åðíèå êëåòêè êàê ÿäðûøêîâûõ áåëêîâ, òàê è áåëêîâ ÿäåð-
íîãî ìàòðèêñà (Hernandez-Verdun, Gautier, 1994). Áåëêè
ÿäðûøåê, ïåðåíîñèìûå â ñîñòàâå ÏÕÌ, ÿâëÿþòñÿ êîìïî-
íåíòàìè ðèáîñîìíûõ ñóáúåäèíèö, ó÷àñòâóþò â ïðîöåñ-
ñèíãå è òðàíñïîðòå ðèáîñîìàëüíûõ êîìïîíåíòîâ, áèîãå-
íåçå ðèáîñîì è òðàíñêðèïöèè (Gautier et al., 1994; Medina
et al., 1995; Olson, Dundr, 2005). Êðîìå ÿäðûøêîâûõ áåë-
êîâ â ñîñòàâå ÏÕÌ îáíàðóæèâàþòñÿ íåÿäðûøêîâûå áåë-
êè. ×àñòü ýòèõ áåëêîâ âõîäèò â ñîñòàâ ÿäåðíî-áåëêîâîãî
ìàòðèêñà (ßÁÌ) èíòåðôàçíûõ ÿäåð (Ñhaly et al., 1984;
McKeon et al., 1984; Vega-Salas, Salas, 1996; Dundr et al.,
1997; ×åíöîâ è äð., 1999; Êîñûõ, ×åíöîâ, 2002). ßÁÌ —
ãåòåðîãåííûé êîìïîíåíò, êîòîðûé âûÿâëÿåòñÿ ïîñëå ýê-
ñòðàêöèè èç ÿäðà ÄÍÊ, ÐÍÊ è âñåõ ãèñòîíîâ (Zbarsky,
Georgiev, 1959; Georgiev, Chentsov, 1962; Berezney, Cof-
fey, 1977). Â ñòðóêòóðíîì îòíîøåíèè ßÁÌ ïðåäñòàâëåí
âíóòðèÿäåðíîé áåëêîâîé ñåòüþ, îñòàòî÷íûìè ÿäðûøêàìè
è ëàìèíîé è èãðàåò áîëüøîå çíà÷åíèå â ïðîñòðàíñòâåí-
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íîé îðãàíèçàöèè ñèíòåçà ÄÍÊ è ÐÍÊ â èíòåðôàçíîì ÿäðå
(Berezney et al., 1995).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàéäåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ÿä-
ðûøêîâûõ áåëêîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ÏÕÌ, è ó ìíîãèõ
îïèñàíû ôóíêöèè, â òî âðåìÿ êàê íåÿäðûøêîâûõ áåëêîâ
âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, è ó áîëüøåé èõ ÷àñòè ôóí-
êöèè îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè (Hernandes-Verdun, Gauti-
er, 1994; ×åíöîâ è äð., 1999; Êîñûõ, ×åíöîâ, 2002; Van
Hooser et al., 2005). Âìåñòå ñ òåì íåâûÿñíåííûìè îñòàþò-
ñÿ òàêæå ïðèðîäà è õèìèçì ñâÿçè êîìïîíåíòîâ ÏÕÌ ñ ïî-
âåðõíîñòüþ õðîìîñîì. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îïðåäå-
ëèòü ñòàáèëüíîñòü ñâÿçè ÿäðûøêîâûõ è íåÿäðûøêîâûõ
áåëêîâ ñ õðîìîñîìîé ìîæíî ïðè ïîìîùè èñêóññòâåííîé
äåêîíäåíñàöèè (Ìóõàðüÿìîâà è äð., 1998; Êîñûõ, ×åíöîâ,
2002).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àóòîèììóííûå àíòèòåëà ê íå-
êîòîðûì íîâûì íåÿäðûøêîâûì ïîëèïåïòèäàì, êîòîðûå
ïðåäïîëîæèòåëüíî îòíîñÿòñÿ ê áåëêàì ÿäåðíîãî ìàòðèê-
ñà. Çàäà÷åé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíûìè ìåòîäàìè ëîêàëèçàöèè áåëêîâ â èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ, íà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ è â ÿäåðíîì ìàò-
ðèêñå, à òàêæå îïðåäåëåíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ýòèõ
áåëêîâ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàáèëüíîñòè ñâÿçè ýòèõ áåëêîâ
ñ ïîâåðõíîñòüþ õðîìîñîì áûëà èçó÷åíà èõ ëîêàëèçàöèÿ
ïðè èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè ìèòîòè÷åñêèõ õðîìî-
ñîì âî âðåìÿ èõ íàáóõàíèÿ è ïîñëå âîçâðàòà â èñõîäíûå
èçîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåò-
êàõ êóëüòóðû ÑÏÝÂ (ïî÷êà ýìáðèîíà ñâèíüè), ïîëó÷åí-
íûõ èç Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîñ-
ñèÿ) è âûðàùåííûõ â ñðåäå 199 ñ 10 % ñûâîðîòêè êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà â ïðèñóòñòâèè ãåíòàìèöèíà â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °Ñ íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â ÷àøêàõ Ïåòðè è èñïîëüçî-
âàëè íà 2-å ñóò ïîñëå ïîñàäêè. Õðîìîñîìû èçó÷àëè íåïî-
ñðåäñòâåííî â êëåòêàõ áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî èõ âûäå-
ëåíèÿ.

Èñïîëüçîâàëè ñûâîðîòêè Ì68 è Ê43, êîòîðûå, ïî
ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, ñâÿçûâàëèñü ñ èíòåðôàçíûìè
ÿäðàìè. Ýòè ñûâîðîòêè áûëè ïîëó÷åíû îò ïàöèåíòîâ ñ
àóòîèììóííûìè çàáîëåâàíèÿìè (Èíñòèòóò ðåâìàòîëîãèè,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í û å â î ç ä å é ñ ò â è ÿ. Äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ ñòàáèëèçèðîâàííîãî ÿäåðíîãî áåëêîâîãî ìàòðèê-
ñà èç êëåòîê óäàëÿëè õðîìàòèí, ÐÍÏ è ãèñòîíû ïî ìîäè-
ôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Berezney, Coffey, 1977). Êëåòêè
îáðàáàòûâàëè ëèçèðóþùèì ðàñòâîðîì (50 ìÌ ÒÝÀ, 5 ìÌ
MgÑl2, 0.1 ìM PMSF, 1 % Òðèòîíà Õ-100 è 1 ìÌ ÑuSO4,
ðÍ 7.6) â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì ýêñòðàãèðîâàëè ãèñòîíû
(2 Ì NaCl, 5 ìM ÝÄÒÀ è 20ìM ÒÝÀ, ðÍ 7.6) â òå÷åíèå
20 ìèí è ÄÍÊ è ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ ÄÍÊàçû I è ÐÍÊàçû À
(50 ìÌ ÒÝÀ, 5 ìÌ ÌgCl2, 0.1 ìM PMSF, 100 ìêã/ìë
ÄÍÊàçû I, 100 ìêã/ìë ÐÍÊàçû A è 1 ìM ÑuSO4) â òå÷åíèå
20 ìèí. Ïîñëå òàêîé îáðàáîòêè êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâî-
ðîì, ñîäåðæàùèì 20 ìÌ ÒÝÀ è 1 ìÌ ÌgCl2, ðÍ 7.6.

Äëÿ àíàëèçà ñòàáèëüíîñòè ñâÿçè èçó÷àåìûõ áåëêîâ
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ïîâåðõíîñòüþ õðîìîñîì êëåòêè ïîä-
âåðãàëè äåéñòâèþ ãèïîòîíèè, ïðèâîäÿùåé ê çíà÷èòåëüíî-
ìó èçìåíåíèþ îáúåìà õðîìîñîì ïðè èõ íàáóõàíèè. Òàêîå
âîçäåéñòâèå ìîæåò ñêàçàòüñÿ íà ñòåïåíè ñâÿçè áåëêîâ
ÏÕÌ ñ ìèòîòè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè, òàê æå êàê è âîç-

âðàùåíèå êëåòîê èç ãèïîòîíè÷åñêîãî â èçîòîíè÷åñêèé
ðàñòâîð. Äëÿ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì in
vivo â êà÷åñòâå ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà èñïîëüçîâàëè
15%-íûé ðàñòâîð Õåíêñà (Êèðååâ è äð., 1988). Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â ýòîì ðàñòâîðå â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 37 °Ñ.
Çàòåì ÷àñòü ñòåêîë ñ êëåòêàìè ôèêñèðîâàëè, à äðóãóþ
÷àñòü ïåðåíîñèëè â ñòàíäàðòíóþ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ
è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ.

×òîáû ñîïîñòàâèòü õàðàêòåð ëîêàëèçàöèè èçó÷àåìûõ
áåëêîâ â êîíòðîëå è îïûòå ñ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñà-
öèåé õðîìîñîì è ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì èç êëåòîê
ÐÍÊ, êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ÐÍÊàçû À (1 %
Òðèòîíà Õ-100 è 100 ìêã/ìë ÐÍÊàçû — â ðàñòâîðå Õåíê-
ñà ñîîòâåòñòâóþùåé òîíè÷íîñòè, pÍ 7.2) â òå÷åíèå
10 ìèí.

Êëåòêè â êîíòðîëå è îïûòàõ ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì
Õåíêñà ñîîòâåòñòâóþùåé òîíè÷íîñòè, ôèêñèðîâàëè õî-
ëîäíûì (–20 °Ñ) ìåòàíîëîì è ïðîâîäèëè èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Ïåðåä îáðàáîòêîé àóòîèììóííûìè ñûâîðîòêàìè êëåòêè
îòìûâàëè 30 ìèí ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % Òâè-
íà 20 è 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà. Äëÿ èì-
ìóíîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè îáðàáàòûâàëè àóòîèì-
ìóííûìè ñûâîðîòêàìè Ì68 èëè Ê43, ðàçâåäåííûìè â ñî-
îòíîøåíèè 1 : 50 â ðàñòâîðå PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 %
Òâèíà 20 è 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà, â òå-
÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 °Ñ, à çàòåì 3 ðàçà ïî 5 ìèí ïðîìûâà-
ëè ýòèì æå ðàñòâîðîì. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè êîíúþãèðîâà-
ëè ñ êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëî-
âåêà, ìå÷åííûìè ÔÈÒÖ, ðàçâåäåííûìè òåì æå ðàñòâîðîì
â ñîîòíîøåíèè 1 : 100, ïðè 37 °C â òå÷åíèå 30 ìèí. Â êà-
÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ïðè êàæäîì èììóíîôëó-
îðåñöåíòíîì îêðàøèâàíèè èñïîëüçîâàëè îáðàáîòêó êëå-
òîê òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÄÍÊ
ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ôëóîðîõðîìîì DAPI â êîíöåíòðà-
öèè 1 ìêã/ìë ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Çàòåì ïðåïàðàòû
ïðîìûâàëè è çàêëþ÷àëè â Moviol.

Ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè â ëþ-
ìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Opton ñ îáúåêòèâîì Neofluar
100�1.25.

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è à ó ò î è ì ì ó í í û õ ñ û â î ð î -
ò î ê. Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè àíòèòåë àóòîèììóííûõ ñû-
âîðîòîê Ì68 è Ê43 èñïîëüçîâàëè ìåòîä èììóíîáëîòèíãà.
Áåëêè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ñòóïåí÷àòîãî ãðàäèåíòíîãî
ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå 6—12 % â äåíà-
òóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ñèñòåìå Ëýììëè (Laemmli, 1970).
Èñïîëüçîâàëè ïðèáîð äëÿ âåðòèêàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà,
íàõîäÿùèéñÿ â Èíñòèòóòå áåëêà ÐÀÍ. Â êà÷åñòâå ìàðêå-
ðîâ èñïîëüçîâàëè íàáîð áåëêîâûõ ìåò÷èêîâ ñ ìîë. ìàññà-
ìè 205, 116, 97.4, 66, 45 è 29 êÄà. Äëÿ àíàëèçà áûë âçÿò
òîòàëüíûé áåëîê êëåòîê êóëüòóðû ÑÏÝÂ. Ïðè ïðîâåäå-
íèè èììóíîáëîòèíãà ïðèìåíÿëè ìåòîä ïîëóñóõîãî ïåðå-
íîñà (Towbin et al., 1979). Íèòðîöåëëþëîçó îêðàøèâàëè
0.5%-íûì Ïîíñî Ñ. Èíêóáàöèþ ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè,
êîòîðûå ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 50, ïðîâîäèëè 1 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà êà÷àëêå. Ïåðâûìè àíòèòå-
ëàìè ñëóæèëè àóòîèììóííûå ñûâîðîòêè Ì68 è Ê43. Â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Äëÿ ïðîÿâêè ôèëüòðû
èíêóáèðîâàëè â 5 ìã/ìë 3,3-äèàìèíîáåíçèäèíà â áóôåðå
10 ìÌ Òðèñ (ðÍ 7.6) ñ äîáàâëåíèåì ïåðåêèñè âîäîðîäà äî
ïîÿâëåíèÿ êîðè÷íåâîé îêðàñêè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ñðåäà
199, ðàñòâîð Õåíêñà è ñûâîðîòêà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà

Áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà 761



(Èíñòèòóò ïîëèîìèåëèòà è âèðóñíûõ ýíöåôàëèòîâ, Ðîñ-
ñèÿ); àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
(Èìòåê, Ðîññèÿ); ãåíòàìèöèí (Õåìîôàðì, Þãîñëà-
âèÿ); PFA (Merck, Ãåðìàíèÿ); PBS, Òðèòîí Õ-100, Tâèí
20, ÒÝÀ, PMSF, ÝÄÒÀ, DAPI, Ìîviol 488, ÄÍÊàçà I,

ÐÍÊàçà À è êðîëè÷üè àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷å-
ëîâåêà, ìå÷åííûå ÔÈÒÖ, íàáîð áåëêîâûõ ìåò÷èêîâ (Sig-
ma, ÑØÀ); ÏîíñîÑ (Serva, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à à ó ò î è ì ì ó í í û õ à í ò è ò å ë.
Ïðè èññëåäîâàíèè òîòàëüíûõ áåëêîâ êëåòîê êóëüòóðû
ÑÏÝÂ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà èììóíîáëîòèíãà ïîêàçàëè, ÷òî
àíòèòåëà àóòîèììóííûõ ñûâîðîòîê ñâÿçûâàþòñÿ ñ ðàíåå
íåèçâåñòíûìè áåëêàìè: Ê43 êîíúþãèðóþò ñ ïîëèïåïòè-
äàìè ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà, à ñûâîðîòêà Ì68 ñâÿçûâàåòñÿ
ñ áåëêàìè, èìåþùèìè ìîë. ìàññó 50 êÄà (ðèñ. 1, á, äî-
ðîæêè 2, 3).

Äëÿ îáùåé õàðàêòåðèñòèêè ïðåäïîëàãàåìûõ áåëêîâ
ÿäåðíîãî ìàòðèêñà íåîáõîäèìî îïèñàòü ëîêàëèçàöèþ
ýòèõ áåëêîâ â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ è íà ìèòîòè÷åñêèõ õðî-
ìîñîìàõ íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê.

Î ê ð à ø è â à í è å õ ð î ì à ò è í à â í å î á ð à á î ò à í -
í û õ ê ë å ò ê à õ. Ôëóîðîõðîì DAPI â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ

762 Ì. È. Ìóðàøîâà, Þ. Ñ. ×åíöîâ

Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ áåëêîâ, âûÿâëÿåìûõ ñ
ïîìîùüþ ñûâîðîòîê Ê43 è Ì68.

Ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (à) è èììóíîàíàëèç (á) áåëêîâ
òîòàëüíîãî êëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà êóëüòóðû ÑÏÝÂ: Ì — ïîëîæåíèå ìàð-
êåðîâ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, êÄà; 1 — îêðàñêà Êóìàññè, 2 — îêðàñêà
àóòîèììóííîé ñûâîðîòêîé Ê43, 3 — îêðàñêà àóòîèììóííîé ñûâîðîò-

êîé Ì68.

Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ êóëüòóðû ÑÏÝÂ. Êîíòðîëü ñî âòîðûìè àíòè-
òåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à, á — èíòåðôàçà; â, ã — ïðîìåòàôàçà. à, â — îêðàøèâàíèå DAPI; á, ã — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —
10 ìêì.



êëåòîê êóëüòóðû äèôôóçíî îêðàøèâàë âñå ÿäðî, â êîòî-
ðîì âñòðå÷àëèñü íåáîëüøèå ñèëüíî ôëóîðåñöèðóþ-
ùèå ãëûáêè õðîìàòèíà. Ïåðèôåðèÿ ÿäðûøåê îêðàøèâà-
ëàñü èíòåíñèâíî â âèäå òîíêîãî îáîäêà, â òî âðåìÿ êàê
ñàìè ÿäðûøêè îñòàâàëèñü òåìíûìè (ðèñ. 2, à; 3, à).
Îêîëîÿäðûøêîâûé õðîìàòèí èìåë èíòåíñèâíîå îêðàøè-
âàíèå. Õðîìîñîìû îêðàøèâàëèñü ïî âñåé äëèíå (ðèñ. 2, â;
3, â).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë . ì à ñ ñ î é 5 0 ê Ä à.
Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ àíòèòåëà ê áåëêó âûÿâëåíû â ÿäðå
â âèäå íåáîëüøèõ ñêîïëåíèé. Èíòåíñèâíóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ íàáëþäàëè â çîíå îêîëîÿäðûøêîâîãî õðîìàòèíà, â

òî âðåìÿ êàê ñàìè ÿäðûøêè, à òàêæå öèòîïëàçìà îñòàâà-
ëèñü íåîêðàøåííûìè (ðèñ. 2, á). Â ïðîìåòàôàçíûõ êëåò-
êàõ ôëóîðåñöèðóþùèé ìàòåðèàë îáðàçóåò ïî ïåðèôåðèè
êàæäîé õðîìîñîìû ÷åõîë èëè ìóôòó, íå îêðàøèâàÿ ïðè
ýòîì ñàìè õðîìîñîìû (ðèñ. 2, ã).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë . ì à ñ ñ î é 3 8 ê Ä à.
Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ èíòåíñèâíóþ ôëóîðåñöåíöèþ íà-
áëþäàëè â çîíå îêîëîÿäðûøêîâîãî õðîìàòèíà, â òî âðåìÿ
êàê ñàìè ÿäðûøêè îñòàâàëèñü íåîêðàøåííûìè. Íà ôîíå
äèôôóçíî îêðàøåííîãî ÿäðà âûÿâëÿëè áîëüøîå êîëè÷å-
ñòâî ÿðêèõ ìåëêèõ ãðàíóë, à òàêæå íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
ãðàíóë îáíàðóæèâàëè â öèòîïëàçìå (ðèñ. 3, á). Â ìèòîòè-

Áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà 763

Ðèñ. 3. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ êóëüòóðû ÑÏÝÂ. Êîíòðîëü ñî âòîðûìè àíòè-
òåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à, á — èíòåðôàçà; â, ã — ïðîìåòàôàçà. à, â — îêðàøèâàíèå DAPI; á, ã — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —
10 ìêì.

Ðèñ. 4. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññàìè 50 (à) è 38 (á) êÄà â ñîñòàâå ÿäåðíîãî áåëêîâîãî ìàòðèêñà. Êîíòðîëü ñî âòîðû-
ìè àíòèòåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à, á — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



÷åñêèõ êëåòêàõ íàáëþäàëè íåðàâíîìåðíîå ñâå÷åíèå ïî
äëèíå õðîìîñîì â âèäå îòäåëüíûõ ôëóîðåñöèðóþùèõ
ôðàãìåíòîâ è ìåëêèõ ãðàíóë, â öèòîïëàçìå ñâå÷åíèå íå
âûÿâëÿëîñü (ðèñ. 3, ã). Íåîáõîäèìî âûÿñíèòü, äåéñòâè-
òåëüíî ëè èññëåäóåìûå áåëêè ÿâëÿþòñÿ êîìïîíåíòàìè
ÿäåðíîãî áåëêîâîãî ìàòðèêñà è â ñîñòàâå êàêèõ åãî ñòðóê-
òóð (âíóòðèÿäåðíàÿ áåëêîâàÿ ñåòü, îñòàòî÷íûå ÿäðûøêè,
ëàìèíà) îíè ïðåäñòàâëåíû.

ß ä å ð í û é á å ë ê î â û é ì à ò ð è ê ñ. Ïîñëå îáðàáîòêè
êëåòîê 2 Ì NaCl, ÄÍÊàçîé I è ÐÍÊàçîé A ïîëíîñòüþ èñ-
÷åçàëî ñâå÷åíèå ôëóîðîõðîìà DAPI â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ
è õðîìîñîìàõ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê, ÷òî ãîâîðèò î ïîë-
íîì óäàëåíèè ÄÍÊ.

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë . ì à ñ ñ î é 5 0 ê Ä à
â ß Á Ì. Â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ àíòèòåëà ê áåëêó íåîä-
íîðîäíî îêðàøèâàþò ÿäðî è ïåðèôåðèþ îñòàòî÷íûõ ÿä-
ðûøåê (ðèñ. 4, à).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë å ê ó ë ÿ ð í î é ì à ñ -
ñ î é 3 8 ê Ä à â ß Á Ì. Àíòèòåëà ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé
38 êÄà îêðàøèâàëè òîëüêî ïåðèôåðèþ îñòàòî÷íûõ ÿäðû-
øåê èíòåðôàçíûõ êëåòîê, â ÿäðå ôëóîðåñöåíöèÿ îòñóòñò-
âîâàëà (ðèñ. 4, á).

Èç ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî â íåîáðàáîòàííûõ êëåò-
êàõ èññëåäóåìûå áåëêè ßÁÌ â ìèòîçå âõîäÿò â ñîñòàâ ïå-
ðèôåðè÷åñêîãî õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà. Âìåñòå ñ òåì
îñòàåòñÿ ïîêà íåÿñíûì, íàñêîëüêî óñòîé÷èâà ñâÿçü ýòèõ
áåëêîâ ñ õðîìîñîìàìè.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî äåéñòâèå ãèïîòîíèè, ïðèâîäÿ-
ùåé ê çíà÷èòåëüíîìó èçìåíåíèþ îáúåìà õðîìîñîì, ìî-
æåò ñêàçàòüñÿ íà ñòåïåíè ñâÿçè áåëêîâ ÏÕÌ ñ ìèòîòè÷å-
ñêèìè õðîìîñîìàìè. Íà îñíîâàíèè ýòîãî áûëà ñäåëàíà
ïîïûòêà èçó÷èòü ñòåïåíü àññîöèàöèè èññëåäóåìûõ ÿäåð-
íûõ áåëêîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ õðîìîñîì ïðè èõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé äåêîíäåíñàöèè.

È ñ ê ó ñ ñ ò â å í í à ÿ ä å ê î í ä å í ñ à ö è ÿ õ ð î ì à ò è -
í à. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñòâî-
ðîì èíòåðôàçíûå ÿäðà îêðàøèâàëèñü DAPI äèôôóçíî, à â
ñîñòàâå ïðîìåòàôàçíûõ èëè Ê-ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê âû-
ÿâëÿëèñü íàáóõøèå õðîìîñîìû (ðèñ. 5, à; 6, à, â).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë . ì à ñ ñ î é 5 0 ê Ä à.
Ïîñëå èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà ÿäðà èí-
òåðôàçíûõ êëåòîê îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè ê áåëêó ñ
ìîë. ìàññîé 50 êÄà äèôôóçíî, à â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ
ôëóîðåñöåíöèÿ íàáëþäàåòñÿ íà ïåðèôåðèè íàáóõøèõ
õðîìîñîì â âèäå ìóôòû (ðèñ. 5, á).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë å ê ó ë ÿ ð í î é ì à ñ -
ñ î é 3 8 ê Ä à. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ãèïîòîíè-
÷åñêèì ðàñòâîðîì è îáðàáîòêè àíòèòåëàìè ê ïîëèïåïòèäó
ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà íà ôîíå äèôôóçíîãî îêðàøèâàíèÿ
ÿäðà ñîäåðæàëè ìåëêèå ôëóîðåñöèðóþùèå ãðàíóëû.
Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ îáíàðóæèëè íåðàâíîìåðíîå ñâå-
÷åíèå ïî äëèíå õðîìîñîì â âèäå îòäåëüíûõ ôëóîðåñöèðó-
þùèõ ôðàãìåíòîâ è ìåëêèõ ãðàíóë, â öèòîïëàçìå ñâå÷å-
íèå íå âûÿâèëè (ðèñ. 6, á, ã). Ïðè ýòîì îñîáåííî õîðîøî
ôëóîðåñöåíöèÿ õðîìîñîì íàáëþäàëàñü â êëåòêàõ ñ ðàçðó-
øåííîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé (ðèñ. 6, ã). Ìîæ-
íî îòìåòèòü, ÷òî ñâÿçü èññëåäóåìûõ áåëêîâ ßÁÌ ñ ïî-
âåðõíîñòüþ õðîìîñîì íå íàðóøàåòñÿ.

Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ïðè îêðàøèâàíèè ßÁÌ èçó÷àåìûìè
àóòîèììóííûìè àíòèòåëàìè ìû íå óâèäåëè â ÿäðå ÿðêî
ôëóîðåñöèðóþùèõ ãðàíóë, áûëî ðåøåíî îáðàáîòàòü êëåò-
êè ÐÍÊàçîé.

È ñ ê ó ñ ñ ò â å í í à ÿ ä å ê î í ä å í ñ à ö è ÿ õ ð î ì à ò è -
í à ñ ï î ñ ë å ä ó þ ù å é î á ð à á î ò ê î é ê ë å ò î ê Ð Í Ê à -
ç î é. Â ñëó÷àå èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è
ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ ÐÍÊàçîé àíòèòåëà ê
îáîèì áåëêàì îêðàøèâàëè ÿäðà èíòåðôàçíûõ êëåòîê äèô-
ôóçíî. Ïðè îáðàáîòêå ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê àíòèòåëàìè ê
áåëêàì ñ ìîë. ìàññàìè 50 è 38 êÄà íà ïåðèôåðèè íàáóõ-
øèõ õðîìîñîì íàáëþäàëè ôëóîðåñöèðóþùèé ìàòåðèàë â
âèäå ÷åõëà èëè ìóôòû, à öèòîïëàçìà êëåòîê íå îêðàøèâà-
ëàñü (ðèñ. 7, á, ã).

È ñ ê ó ñ ñ ò â å í í à ÿ ä å ê î í ä å í ñ à ö è ÿ õ ð î ì à ò è -
í à ñ ï î ñ ë å ä ó þ ù å é ð å ê î í ä å í ñ à ö è å é õ ð î ì î -
ñ î ì. ×òîáû îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, íàñêîëüêî ñòàáèëü-
íà ñâÿçü èññëåäóåìûõ áåëêîâ ßÁÌ ñ ïîâåðõíîñòüþ õðî-
ìîñîì, êëåòêè ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ ãèïîòîíèè, à çàòåì
âîçâðàùàëè â èçîòîíè÷åñêóþ ñðåäó, ïîñêîëüêó îáà ýòè
âîçäåéñòâèÿ ïðèâîäÿò ê çíà÷èòåëüíîìó èçìåíåíèþ îáúå-
ìà õðîìîñîì.

Ïîñëå âîçâðàùåíèÿ êëåòîê èç ãèïîòîíè÷åñêîé â íîð-
ìàëüíóþ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ îêðàñêà ÿäåð ôëóîðî-
õðîìîì DAPI ïîâòîðÿëà òàêîâóþ â êîíòðîëå: ïåðèôåðèÿ
ÿäåð íå îêðàøåíà, â ÿäðå íàáëþäàþòñÿ ãëûáêè õðîìàòèíà
ðàçíîãî ðàçìåðà, ÿäðûøêè îêðóæåíû òîíêèì ôëóîðåñöè-
ðóþùèì îáîäêîì (ðèñ. 8, à; 9, à).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë . ì à ñ ñ î é 5 0 ê Ä à.
Ïîñëå ðåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è îêðàøèâàíèÿ êëåòîê
àíòèòåëàìè ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà â ÿäðå íàáëþäà-
ëèñü ãðàíóëû ñâåòÿùåãîñÿ ìàòåðèàëà, êîòîðûå èäåíòè÷íû
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Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà â óñëîâèÿõ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà. Êîíòðîëü ñî âòî-
ðûìè àíòèòåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à, á — ïðîìåòàôàçíûå êëåòêè â óñëîâèÿõ ãèïîòîíèè; à — îêðàøèâàíèå DAPI, á — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé
îòðåçîê — 10 ìêì.



ïî ëîêàëèçàöèè õðîìàòèíó. Èíòåíñèâíóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ âûÿâèëè â çîíå îêîëîÿäðûøêîâîãî õðîìàòèíà, â òî
âðåìÿ êàê ñàìè ÿäðûøêè, à òàêæå öèòîïëàçìà îñòàâàëèñü
íåîêðàøåííûìè. Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ âåñü ôëóîðåñ-
öèðóþùèé ìàòåðèàë îáðàçóåò ÷åõîë èëè ìóôòó âîêðóã
ãðóïï õðîìîñîì, à ñàìè õðîìîñîìû ïðè ýòîì íå îêðàøè-
âàþòñÿ (ðèñ. 8, á, ã).

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê à ñ ì î ë . ì à ñ ñ î é 3 8 ê Ä à.
Â óñëîâèÿõ ðåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì è îêðàøèâàíèè

êëåòîê àíòèòåëàìè ê áåëêó 38 êÄà â èíòåðôàçíûõ ÿä-
ðàõ íàáëþäàëè ãðàíóëû ñâåòÿùåãîñÿ ìàòåðèàëà, à ÿäðûø-
êè îêðóæåíû òîíêèì ôëóîðåñöèðóþùèì îáîäêîì.
Â ìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ îáíàðóæåíî ñâå÷åíèå õðîìîñîì
è ìåëêèõ ñâåòÿùèõñÿ ãðàíóë ïî ïåðèôåðèè ãðóïï õðî-
ìîñîì. Â öèòîïëàçìå êàê â èíòåðôàçå, òàê è â ìèòîçå
âèäíû ãðàíóëû ôëóîðåñöèðóþùåãî ìàòåðèàëà (ðèñ. 9,
á, ã).

Áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà 765

Ðèñ. 6. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà â óñëîâèÿõ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà. Êîíòðîëü ñî âòî-
ðûìè àíòèòåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à—ã — ïðîìåòàôàçíûå êëåòêè â óñëîâèÿõ ãèïîòîíèè; à, â — îêðàøèâàíèå DAPI; á, ã — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàá-
íûé îòðåçîê — 10 ìêì.
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Ðèñ. 7. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññàìè 50 (à, á) è 38 (â, ã) êÄà â óñëîâèÿõ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà ñ
ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé êëåòîê ÐÍÊàçîé. Êîíòðîëü ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à—ã — ïðîìåòàôàçíûå êëåòêè; à, â — îêðàøèâàíèå DAPI; á, ã — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.

Ðèñ. 8. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà â óñëîâèÿõ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè è ïîñëåäóþùåé ðåêîíäåíñà-
öèè õðîìàòèíà. Êîíòðîëü ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à, â — îêðàøèâàíèå DAPI; á, ã — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



Îáñóæäåíèå

Êàê óæå óïîìèíàëîñü, â ìèòîçå ÏÕÌ õðîìîñîì ñî-
ñòîèò èç áåëêîâ ÿäðûøêà è íåÿäðûøêîâûõ áåëêîâ ÿäåð-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Higashiura et al., 1992; Hernan-
dez-Verdun, Gautier, 1994; Van Hooser et al., 2005). Èññëå-
äîâàíèÿ íåÿäðûøêîâûõ áåëêîâ ßÁÌ ïðîâîäÿò ñ
ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë èëè àíòèòåë àóòîèì-
ìóííûõ ñûâîðîòîê. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ýòè íåÿäðûø-
êîâûå è íåõðîìàòèíîâûå áåëêè èìåþò ãëàâíûì îáðàçîì
äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ (Zbarsky,
Georgiev, 1959; Chaly et al., 1984; Cai, Zhai, 1994). Ìîë.
ìàññà ýòèõ áåëêîâ ìîæåò âàðüèðîâàòü îò 25 äî 280 êÄà
(Berezney, Coffee, 1977; ×åíöîâ è äð., 1999; Êîñûõ, ×åí-
öîâ, 2002; Van Hooser et al., 2005), ÷òî ãîâîðèò îá èõ áîëü-
øîì ðàçíîîáðàçèè. Èññëåäîâàííûå íàìè àóòîèììóííûå
ñûâîðîòêè Ì68 è Ê43 ñîäåðæàëè àíòèòåëà ê áåëêàì ñ ìîë.
ìàññàìè 50 è 38 êÄà è èìåëè ëîêàëèçàöèþ â èíòåðôàçíîì
ÿäðå èëè â ÿäåðíîì ìàòðèêñå, îòëè÷íóþ îò áåëêîâ ÏÕÌ,
ðàíåå îïèñàííóþ íàìè èëè äðóãèìè àâòîðàìè. Â íåîáðà-
áîòàííûõ êëåòêàõ îáà áåëêà ëîêàëèçîâàíû â ðàéîíå îêî-
ëîÿäðûøêîãî õðîìàòèíà è âûÿâëÿëèñü â ÿäðå: ïåðâûé â
âèäå íåáîëüøèõ ñêîïëåíèé, à âòîðîé â âèäå ÿðêèõ ìåëêèõ
ãðàíóë íà ôîíå äèôôóçíî îêðàøåííîãî ÿäðà. Ðàíåå íàìè
óæå áûë îáíàðóæåí íåÿäðûøêîâûé áåëîê â ñîñòàâå ÏÕÌ,
îáðàçóþùèé îáîäîê âîêðóã ÿäðûøåê, ëîêàëèçóþùèéñÿ â
ÿäðå äèôôóçíî è èìåþùèé èíóþ ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó
(×åíöîâ è äð., 1999).

Âìåñòå ñ òåì îñòàþòñÿ ïîêà íåÿñíûìè ïðèðîäà, ôóíê-
öèîíàëüíîå çíà÷åíèå è ñòàáèëüíîñòü ñâÿçè êîìïîíåíòîâ
ÏÕÌ ñ õðîìîñîìàìè. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÕÌ

îêàçûâàåòñÿ óñòîé÷èâûì ê îáðàáîòêå èçîëèðîâàííûõ õðî-
ìîñîì ãèïîòîíè÷åñêèìè ðàñòâîðàìè â óñëîâèÿõ, ðàçðóøà-
þùèõ èíòåðôàçíûå ÿäðûøêè (Gautier et al., 1992).

Êðîìå òîãî, ïðè äåéñòâèè ãèïîòîíèè íà æèâûå êëåòêè
êóëüòóðû òêàíè ïðîèñõîäèò îáðàòèìàÿ äåêîíäåíñàöèÿ
ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì, ïðè êîòîðîé ñâÿçü ðàçëè÷íûõ
êîìïîíåíòîâ ÏÕÌ ñ õðîìîñîìîé ìîæåò áûòü ñòàáèëüíîé
èëè ëàáèëüíîé, à óñòîé÷èâîñòü ñâÿçè ðàçëè÷íûõ êîìïî-
íåíòîâ ÏÕÌ ñ õðîìîñîìàìè òîæå ìîæåò áûòü ðàçëè÷íîé
(Ìóõàðüÿìîâà, Çàöåïèíà, 1993; Ìóõàðüÿìîâà è äð., 1998;
Êîñûõ, ×åíöîâ, 2002). Â ñâÿçè ñ ýòèì íàìè áûëà ñäåëàíà
ïîïûòêà èçó÷èòü ñòåïåíü àññîöèàöèè èññëåäóåìûõ ÿäåð-
íûõ áåëêîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ õðîìîñîì êàê ïðè èõ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé äåêîíäåíñàöèè, òàê è ïðè ïîñëåäóþùåì
âîçâðàùåíèè êëåòîê â èçîòîíè÷åñêèå óñëîâèÿ. Ìû ïðåä-
ïîëàãàëè, ÷òî äåéñòâèå ãèïîòîíèè, ïðèâîäÿùåé ê çíà÷è-
òåëüíîìó èçìåíåíèþ îáúåìà õðîìîñîì ïðè èõ íàáóõàíèè,
ìîæåò ñêàçàòüñÿ íà ñòåïåíè ñâÿçè áåëêîâ ÏÕÌ ñ ìèòîòè-
÷åñêèìè õðîìîñîìàìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îêðàñêå ìèòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê àíòèòåëàìè ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà
ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîé äåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì è äå-
êîíäåíñàöèè ñ ïîñëåäóþùåé ðåêîíäåíñàöèåé â èçîòîíè-
÷åñêîé ñðåäå ôëóîðåñöåíöèþ âûÿâèëè íà ïåðèôåðèè íà-
áóõøèõ õðîìîñîì â âèäå ìóôòû. Òàêóþ æå êàðòèíó íà-
áëþäàëè ïðè äåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì ñ ïîñëåäóþùåé
îáðàáîòêîé ïðåïàðàòîâ ÐÍÊàçîé. Èñõîäÿ èç ýòèõ íàáëþ-
äåíèé ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà ñî-
õðàíÿåò ïðî÷íóþ ñâÿçü ñ ïåðèôåðèåé õðîìîñîì, ïîñêîëü-
êó îíà íå íàðóøàåòñÿ ïðè çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèÿõ îáú-
åìà òåëà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì è îáðàáîòêå ÐÍÊàçîé.

Áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà 767

Ðèñ. 9. Ëîêàëèçàöèÿ àíòèòåë ê áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà â óñëîâèÿõ èñêóññòâåííîé äåêîíäåíñàöèè è ïîñëåäóþùåé ðåêîíäåíñà-
öèè õðîìàòèíà. Êîíòðîëü ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè îòðèöàòåëüíûé.

à, â — îêðàøèâàíèå DAPI; á, ã — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



Ïðè îêðàñêå ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê àíòèòåëàìè ê áåëêó
ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîé äåêîíäåí-
ñàöèè õðîìàòèíà ôëóîðåñöåíöèþ îáíàðóæèëè ïî äëèíå
õðîìîñîì â âèäå îòäåëüíûõ ñâåòÿùèõñÿ ôðàãìåíòîâ è
ìåëêèõ ñâåòÿùèõñÿ ãðàíóë, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî îêðàñêå â
íîðìå. Â òî æå âðåìÿ â îïûòå ñ äåêîíäåíñàöèåé è ïîñëå-
äóþùåé ðåêîíäåíñàöèåé â èçîòîíè÷åñêîé ñðåäå ôëóîðåñ-
öåíöèþ íàáëþäàëè íà ïåðèôåðèè õðîìîñîì, à òàêæå â
âèäå ãðàíóë ñâåòÿùåãîñÿ ìàòåðèàëà â öèòîïëàçìå. Âìåñòå
ñ òåì â óñëîâèÿõ äåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì ñ ïîñëåäóþ-
ùåé îáðàáîòêîé ïðåïàðàòîâ ÐÍÊàçîé ýòîò áåëîê îáíàðó-
æèëè íà ïåðèôåðèè íàáóõøèõ õðîìîñîì â âèäå ìóôòû, à
ãðàíóë ñâåòÿùåãîñÿ ìàòåðèàëà âîêðóã õðîìîñîì è â öèòî-
ïëàçìå âûÿâëåíî íå áûëî.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü,
÷òî áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà ìîæåò áûòü àññîöèèðîâàí
íå òîëüêî ñ ÄÍÊ, íî è ñ ÐÍÊ. Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè ðàçíîé
èíòåðôàçíîé ëîêàëèçàöèè (íåêîòîðûå ÿäðûøêîâûå áåëêè
è áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà) ìîãóò èìåòü ðàçëè÷íóþ ñòå-
ïåíü àññîöèàöèè ñ ïåðèôåðèåé õðîìîñîì êàê âî âðåìÿ ãè-
ïîòîíè÷åñêîé äåêîíäåíñàöèè, òàê è ïðè ïîñëåäóþùåé ðå-
êîíäåíñàöèè â èçîòîíè÷åñêîé ñðåäå (Ìóõàðüÿìîâà è äð.,
1998; ×åíöîâ è äð., 1999; Êîñûõ, ×åíöîâ, 2002). Òàê, íà-
ïðèìåð, ÿäðûøêîâûé áåëîê ôèáðèëëàðèí ïðî÷íî ñâÿçàí ñ
õðîìîñîìîé âî âðåìÿ äåêîíäåíñàöèè õðîìàòèíà, à áåëîê
Â-23 òåðÿåò ýòó ñâÿçü ñ ïîâåðõíîñòüþ õðîìîñîì ïðè ãèïî-
òîíè÷åñêîì âîçäåéñòâèè, íî ïî ìåðå ðåêîíäåíñàöèè õðî-
ìîñîì Â-23 îáíàðóæèâàåòñÿ â öèòîïëàçìå è íà ïåðèôåðèè
ãðóïï ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì (Yasuda, Maul, 1990; Ìó-
õàðüÿìîâà, Çàöåïèíà, 1993; Êîñûõ, ×åíöîâ, 2002). Ñóùå-
ñòâóþò òàêæå äàííûå î òîì, ÷òî ñâÿçü äðóãèõ ÿäðûøêî-
âûõ áåëêîâ, íàïðèìåð ïåðèõðîìîíóêëåîëèíà (Shi et al.,
1987), Ku-P (Higashiura et al., 1992), à òàêæå áåëêîâ, èìåþ-
ùèõ ìîë. ìàññû 103 è 52 êÄà (Gautier et al., 1992), ñ õðî-
ìîñîìîé íå íàðóøàåòñÿ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê ãèïîòî-
íè÷åñêîé ñðåäîé. Ïîäîáíûì æå îáðàçîì íå èçìåíÿþò
ñâîåé ëîêàëèçàöèè ïîñëå äåéñòâèÿ ãèïîòîíèè íà êëåòêè
íåêîòîðûå íåÿäðûøêîâûå áåëêè, òàêèå êàê ïåðèõðîìèí
(McKeon et al., 1984), áåëêè ñ ìîë. ìàññàìè 125 (Davis
et al., 1987), 45 (Belyaev et al., 1992), 58 (Vega-Salas, Salas,
1996) è 65 (×åíöîâ è äð., 1999) êÄà. Âñå ýòî ìîæåò ãîâî-
ðèòü î òîì, ÷òî ÷àñòü áåëêîâ ÏÕÌ, òàê æå êàê è áåëîê ñ
ìîë. ìàññîé 50 êÄà, íå ïðîñòî èìååò ñðîäñòâî ê ïîâåðõíî-
ñòè õðîìîñîì, íî ñòðóêòóðíî ñ íåé ñâÿçàíà.

Â ïîëüçó ýòîãî ãîâîðÿò òàêæå äàííûå î íåèçìåííîé
ëîêàëèçàöèè áåëêîâ ÿäåðíîãî ìàòðèêñà â ñîñòàâå ÏÕÌ
ïîñëå ñîëåâîé è íóêëåàçíîé ýêñòðàêöèè ãèñòîíîâ è ÄÍÊ
ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì (×åíöîâ è äð., 1999; Êîñûõ, ×åí-
öîâ, 2002).

Îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëå ýêñòðàêöèè õðîìàòèíà è ÐÍÊ àí-
òèòåëà ê áåëêàì ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà, òàê æå êàê è ê
äðóãèì áåëêàì ÿäåðíîãî ìàòðèêñà (×åíöîâ è äð., 1999; ×åí-
öîâ, 2000; Êîñûõ, ×åíöîâ, 2002), îêðàøèâàþò ñõîäíûì îá-
ðàçîì ïåðèôåðèþ èíòåðôàçíûõ ÿäðûøåê. Îäíàêî òîëüêî
áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 38 êÄà èç âñåõ êîìïîíåíòîâ ÿäåðíîãî
ìàòðèêñà (ëàìèíû, âíóòðåííåé áåëêîâîé ñåòè, îñòàòî÷íîãî
ÿäðûøêà) ñîäåðæèòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî íà ïåðèôåðèè îñòà-
òî÷íûõ ÿäðûøåê. Âìåñòå ñ òåì áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà,
êàê è äðóãèå áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, â òîì ÷èñëå è îïè-
ñàííûé íàìè ðàíåå áåëîê NMP65, îáðàçóåò êîìïîíåíòû
âíóòðåííåé áåëêîâîé ñåòè (Chaly et al., 1984; Gautier et al.,
1992; ×åíöîâ è äð., 1999). Âñå ýòè äàííûå ãîâîðÿò î êîëîêà-
ëèçàöèè íåêîòîðûõ ÿäðûøêîâûõ è íåÿäðûøêîâûõ áåëêîâ â
ÿäðûøêîâîì ìàòðèêñå (îñòàòî÷íûõ ÿäðûøêàõ) — êîìïî-
íåíòå ÿäåðíîãî ìàòðèêñà — è îá èõ ìåíåå ñòàáèëüíîé, ÷åì

ó áåëêà NMP65 è ïîëèïåïòèäà ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà, ñâÿ-
çè ñ êîìïîíåíòàìè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà.
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THE NUCLEAR MATRIX PROTEINS (MOL. MASS 38 AND 50 kDa) ARE TRANSPORTED

BY CHROMOSOMES IN MITOSIS

M. I. Murasheva, Yu. S. Chentsov
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It was shown by immunofluorescence method that serum M68 and serum K43 from patients with autoim-
mune disease stain interphase nuclei and periphery of mitotic chromosomes of pig kidney cells. Western blot-
ting reveals the polypeptide with mol. mass of 50 kDa in serum M68, and the polypeptide with mol. mass of
38 kDa in serum K43. In the nuclear protein matrix, the antibodies to protein with mol. mass of 38 kDa stained
only nucleolar periphery, while the antibodies to the protein with mol. mass of 50 kDa stained both the nucleolar
periphery and all the interphase nucleus. It shows that among all components of nuclear protein matrix (lamina,
internuclear network, residual nucleoli) only nucleolar periphery contains the 38 kDa protein, while the 50 kDa
protein is a part of residual nucleolar periphery and takes part in nuclear protein network formation. In the inter-
phase cells, both proteins were in situ localized in the nuclei, but one of them with mol. mass of 50 kDa was in
the form of small clearly outlined granules, while the other (38 kDa) was in the form of small bright granules
against the background of diffusely stained nuclei. Both proteins were also revealed as continuous ring around
nucleolar periphery. During all mitotic stages, the 50 kDa protein was seen on the chromosomal periphery as a
cover, and the 38 kDa protein formed separate fragments and granules around them. After nuclear and chromo-
some decondensation induced by hypotonic treatment, both antibodies stain interphase nuclei in diffuse manner,
but in mitotic cells they stained the surface of the swollen chromosomes. The polypeptide with mol. mass of
50 kDa maintained strong connection with chromosome periphery both in norm and under condition of decon-
densation induced by hypotonic treatment and at subsequent recondensation in isotonic medium. In contrast, the
protein with mol. mass of 38 kDa partially lost the contact with a chromosome during recondensation appearing
also in the form of granules in cytoplasm. The data allow to consider, that nuclear matrix proteins can be trans-
ported as a part of peripheral chromosomal material, and that they can have connection of different stability with
chromosomal periphery as well as the main nucleolar proteins (fibrillarin, B-23, nucleolin et al.) and some
non-nucleolar components of nuclear protein matrix.

K e y w o r d s: chromosome, immunochemistry, mitosis, nuclear protein matrix, nucleolus, hypotonic treat-
ment.

Áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà ñ ìîë. ìàññàìè 38 è 50 êÄà 769


