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Ôëóîðèìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïîçâîëÿþò âûÿâèòü óðîâåíü óïàêîâêè õðîìàòèíà

Èçó÷åíà äèíàìèêà èçìåíåíèé èíòåíñèâíîñòè, îáúåìà è îáúåìíîé ïëîòíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÄÍÊ
(îêðàøåííîé DAPI) è ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà-Í3 â ÿäðàõ äåëÿùèõñÿ êëåòîê êðûëîâûõ èìà-
ãèíàëüíûõ äèñêîâ ëè÷èíîê òðåòüåãî ëè÷èíî÷íîãî âîçðàñòà Drosophila melanogaster ëèíèè äèêîãî òèïà
Hikone AW â íîðìå è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êîëõèöèíà. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïëîòíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
DAPI íà ñòàäèÿõ ïðîôàçû, ïðîìåòàôàçû è ìåòàôàçû ïîçâîëèë âûÿâèòü ñóùåñòâîâàíèå äâóõ ñïåöèôè÷å-
ñêèõ óðîâíåé ñòðóêòóðíîé óïàêîâêè ÄÍÊ â íîðìàëüíîì ìèòîçå, èç êîòîðûõ îäèí óðîâåíü ðåàëèçóåòñÿ âî
âðåìÿ ïðîìåòàôàçû, äðóãîé — â êîíöå ìåòàôàçû. Íè îäíîãî èç óêàçàííûõ óðîâíåé óïàêîâêè ÄÍÊ íå îá-
íàðóæåíî ïðè Ê-ìèòîçå. Ïî ñîâîêóïíîñòè ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà è DAPI
ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî ôëóîðèìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïîçâîëÿþò âûÿâèòü óðîâíè óïàêîâêè õðî-
ìàòèíà, ëåæàùèå çà ïðåäåëàìè ðàçðåøåíèÿ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ôëóîðåñöåíöèÿ, Í3-ð-ãèñòîí, DAPI, Drosophila
melanogaster, èìàãèíàëüíûå äèñêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÍÊ — íóêëåèíîâûé êîìïîíåíò, ÍÍÊ — íåíóêëåèíîâûé êîìïîíåíò,
ÔÎÄ — ôëóîðåñöåíòíûé îáúåì DAPI.

Óïàêîâêà ÄÍÊ ìåíÿåòñÿ ïî õîäó êëåòî÷íîãî öèêëà.
Íàèáîëåå âûñîêèå óðîâíè óïàêîâêè ÄÍÊ ðåàëèçóþòñÿ âî
âðåìÿ ìèòîçà. Â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ Drosophila melano-
gaster îòíîøåíèå äëèíû ìîëåêóëû ÄÍÊ ê äëèíå ìåòàôàç-
íîé õðîìîñîìû ñîñòàâëÿåò ~104 (Losada, Hirano, 2001).
Èíòåíñèâíàÿ êîíäåíñàöèÿ ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ ñ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ N-òåðìèíàëüíîãî ó÷àñòêà ãèñòîíà Í3 (Wei et al.,
1999). Ïî ìåðå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà Í3 ÄÍÊ ñòà-
íîâèòñÿ áîëåå äîñòóïíîé äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ êîíäåíñèíîì
13S (Hirano, 2000), ñâÿçûâàíèå êîòîðîãî ñ ÄÍÊ ñóùåñò-
âåííî óâåëè÷èâàåòñÿ âî âðåìÿ ìèòîçà. Ôîñôîðèëèðóåòñÿ
ãèñòîí Í3 êèíàçîé Aurora B; ìóòàöèè â ãåíå, êîäèðóþ-
ùåì ýòó êèíàçó, âûçûâàþò ìíîãî÷èñëåííûå íàðóøåíèÿ
ìèòîçà (Hsu et al., 2000; Speliotes et al., 2000).

Íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãà-
íèçàöèè õðîìàòèíà â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ îòêðûâàåò êîí-
ôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Â ýòîì ñëó÷àå ñòðóêòóðà õðîìà-
òèíà èññëåäóåòñÿ ñ ìàêñèìàëüíûì ïðèáëèæåíèåì ê ðå-
àëüíûì óñëîâèÿì, áåç ðàçðóøåíèÿ òêàíåâîé è êëåòî÷íîé
àðõèòåêòóðû. Èçîáðàæåíèÿ ÿâëÿþòñÿ òðåõìåðíûìè, êàê
ýòî è èìååò ìåñòî in vivo. Àíàëèç ôëóîðèìåòðè÷åñêèõ èç-
ìåðåíèé õðîìàòèíà íîñèò êîëè÷åñòâåííûé õàðàêòåð, ÷òî
èñêëþ÷àåò ñóáúåêòèâíîñòü â îöåíêå ñòåïåíè óïàêîâêè è
òåêñòóðû õðîìàòèíà.

Ðàíåå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè â óñëîâèÿõ, êîãäà ÷åðåç ÿäðî ïðîõîäèò 4—5 êîí-
ôîêàëüíûõ ñðåçîâ, íàìè áûëî ñîïîñòàâëåíî èçìåíåíèå
óðîâíÿ è îáúåìà ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà ñ óðîâíåì

è îáúåìîì ôëóîðåñöåíöèè DAPI â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ
êðûëîâûõ èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ ëè÷èíîê D. melanogaster
(Ëåáåäåâà è äð., 2010). Èñõîäèëè èç òîãî, ÷òî íà ñòàäèÿõ
ïðîôàçû, ïðîìåòàôàçû è ìåòàôàçû êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â
êëåòêå íå ìåíÿåòñÿ, ïîýòîìó èçìåðåíèÿ îáúåìà, â êîòî-
ðîì ñîñðåäîòî÷åí õðîìàòèí, äîëæíû îòðàæàòü ñòåïåíü
óïàêîâêè ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ. Îæèäàëè òàêæå, ÷òî ïî-
ñêîëüêó ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà-Í3 ñïîñîáñòâóåò
êîíäåíñàöèè ÄÍÊ, òî ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
Í3-ð-àíòèòåë (ò. å. ïî ìåðå íàðàñòàíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàííîãî ãèñòîíà Í3) áóäåò íàðàñòàòü êîìïàêòèçàöèÿ
õðîìîñîì è ñîîòâåòñòâåííî óìåíüøàòüñÿ îáúåì è óâåëè-
÷èâàòüñÿ ïëîòíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DAPI. Îäíàêî ïðîÿ-
âèâøàÿñÿ â ýòèõ îïûòàõ äèíàìèêà ôëóîðåñöåíòíîãî îáúå-
ìà DAPI â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ íå ñîâïàëà ñ èçâåñòíîé äè-
íàìèêîé êîíäåíñàöèè õðîìîñîì.

Ìû ïîñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó óñòàíîâèòü, íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ëè íàáëþäàåìûé ôåíîìåí ñëåäñòâèåì íåäîñòà-
òî÷íî òîíêîãî ñêàíèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà. Ìû ïîâòîðèëè
ýêñïåðèìåíòû, óâåëè÷èâ ÷èñëî êîíôîêàëüíûõ ñðåçîâ,
ïðîõîäÿùèõ ÷åðåç ÿäðî, äî 23—28. Ýòî ïîçâîëèëî ïîëó-
÷èòü áîëåå ïîëíóþ èíôîðìàöèþ î äèíàìèêå óïàêîâêè
õðîìàòèíà âî âðåìÿ äåëåíèÿ êëåòîê. Íàì óäàëîñü îáíà-
ðóæèòü äâà ñïåöèôè÷åñêèõ óðîâíÿ ñòðóêòóðíîé óïàêîâ-
êè ÄÍÊ, èç êîòîðûõ îäèí ðåàëèçóåòñÿ âî âðåìÿ ïðîìå-
òàôàçû, äðóãîé — â êîíöå ìåòàôàçû. Îíè íå ìîãëè
áûòü âûÿâëåíû ïðè âèçóàëüíîì àíàëèçå ïðåïàðàòîâ õðî-
ìîñîì.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî íà êðûëîâûõ èìàãèíàëüíûõ
äèñêàõ ëè÷èíîê òðåòüåãî âîçðàñòà D. melanogaster ëèíèè
Hikone AW â íîðìå è ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ äèñêîâ â òå-
÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñðåäå Shields and
Sang M3 (Sigma, ÑØÀ) c êîëõèöèíîì â êîíöåíòðàöèè
0.1 %. Ê-ìèòîç èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ìîäåëè ïàòîëîãèè, âûçâàííîé èíàêòèâàöèåé ìèòîòè-
÷åñêîãî âåðåòåíà.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè äåëÿùèõñÿ êëåòîê äèñêè îêðàøèâà-
ëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå ãèñ-
òîíà Í3. Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êðîëèêà (anti-H3-p,
Upstate Biotechnology) â ðàçâåäåíèè 1 : 100 è âòîðè÷íûå
ìå÷åííûå Alexa-568 àíòèòåëà êîçû (goat-anti-rabbit
IgG,A-11011, Molecular Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè
1 : 200. Êðîìå òîãî, ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì
DAPI â êîíöåíòðàöèè 1 ìã/ìë â òå÷åíèå 2 ìèí è çàêëþ÷à-
ëè â Mowiol, ñîäåðæàùèé 5 % DABCO.

Äëÿ öèòîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè êîíôî-
êàëüíûé ìèêðîñêîï Zeiss LSM—510 ñî ñëåäóþùèìè ïà-
ðàìåòðàìè. Ðàçìåð ñêàíèðóåìîé îáëàñòè — 0.26 ìêì,
Y — 0.26 ìêì, Z — 0.27 ìêì; îáúåêòèâ Plan-Apochromat
63�/1.4; ôèëüòðû: Ch2-1 — BP 420—480 íì IR, Ch3-2 —
LP 650 íì; äèõðîè÷åñêèå çåðêàëà MBS:HFT 405/488/543
íì, DBS1 — NFT 545 íì, DBS2 — NFT 490 íì; äëè-
íû âîëí ëàçåðîâ: 405 íì — 23 %, 543 íì — 47 %. Ïðè âû-
áðàííûõ ïàðàìåòðàõ ÷åðåç ÿäðî êëåòêè ïðîõîäèò â ñðåä-
íåì 23—28 êîíôîêàëüíûõ ñðåçîâ. Èõ öèôðîâûå èçîá-
ðàæåíèÿ ïðîñìàòðèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Zeiss
LSM Image Browser è êîïèðîâàëè äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíà-
ëèçà. Äëÿ êàæäîãî äèñêà áûëà ïîñòðîåíà êàðòà, îòðà-
æàþùàÿ ëîêàëèçàöèþ ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð â äèñêå è ñòà-
äèè ìèòîçà — ïðîôàçó, ïðîìåòàôàçó, ìåòàôàçó è àíà-
ôàçó.

Äëÿ ÷èñëåííîãî àíàëèçà ðåçóëüòàòîâ áûëà ðàçðàáîòà-
íà ñïåöèàëüíàÿ êîìïüþòåðíàÿ ïðîãðàììà (íà ÿçûêå Math-
cad), ïîçâîëÿþùàÿ èíòåãðèðîâàòü ôëóîðåñöåíòíûé ñèã-
íàë ïî îáúåìó. Ïðè ýòîì ó÷èòûâàëè ñóììàðíóþ èíòåí-
ñèâíîñòü è îáúåì ôëóîðåñöåíöèè ïî ñëîÿì. Êîððåêöèþ
ôîíà îñóùåñòâëÿëè íà êàæäîì îïòè÷åñêîì ñëîå îòäåëüíî
ïóòåì èçìåðåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ó÷àñò-
êå, ðàñïîëîæåííîì âáëèçè ÿäðà, çàòåì ýòó âåëè÷èíó âû-
÷èòàëè èç çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè äëÿ
äàííîãî îïòè÷åñêîãî ñëîÿ. Ãðàíèöû ÿäðà è ôîíà âûäåëÿ-
ëè âðó÷íóþ. Ôëóîðåñöåíòíûé îáúåì ðàññ÷èòûâàëè êàê
÷èñëî ýëåìåíòàðíûõ îáúåìîâ — ïèêñåëåé, â îáúåìå êîòî-
ðûõ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðåâûøàëà ñðåäíþþ
âåëè÷èíó èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïèêñåëåé ôîíà.
Åñëè â ïèêñåëå èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DAPI ïðå-
âûøàëà ôîíîâûé óðîâåíü (ò. å. åñëè ýòîò îáúåì áûë çàíÿò
çàìåòíûì êîëè÷åñòâîì ÄÍÊ), òî åãî ïðè÷èñëÿëè ê îáúå-
ìó, çàíÿòîìó ÿäåðíîé ÄÍÊ, íåçàâèñèìî îò òîãî, ñêîëüêî
öèòîïëàçìû ñîäåðæàëîñü â ýòîì îáúåìå.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èñïîëüçîâàííîì íàìè ìåòîäå
ôëóîðèìåòðèè èçìåðÿëè ñóììàðíóþ èíòåíñèâíîñòü ôëó-
îðåñöåíöèè DAPI â îáúåìå âñåãî ÿäðà (óðîâåíü êîòîðîé
ïðîïîðöèîíàëåí ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ÿäðå) è îïðåäåëÿëè
îáúåì, â ïðåäåëàõ êîòîðîãî ïðèñóòñòâîâàëà ÄÍÊ («îõâà-
òûâàþùèé» îáúåì). Â îáùåì ñëó÷àå â ýòîò îáúåì âêëþ÷à-
åòñÿ òàêæå ÷àñòü îáúåìà êàðèîïëàçìû, íàõîäÿùåéñÿ ðÿ-
äîì ñ õðîìîñîìàìè, íî êîòîðàÿ (íà óðîâíå ñâåòîâîé ìèê-
ðîñêîïèè) ïðîñòðàíñòâåííî íå ìîæåò áûòü îòäåëåíà îò
ÄÍÊ, ïîñêîëüêó îáúåì âîêñåëÿ, îïðåäåëÿåìûé äëèíîé
âîëíû ñâåòà, êîíå÷åí.

Íåîáõîäèìî çàìåòèòü, ÷òî çàäà÷à îïðåäåëåíèÿ ôëóî-
ðåñöåíòíîãî îáúåìà ïî ñåðèè êîíôîêàëüíûõ ñðåçîâ íå ÿâ-
ëÿåòñÿ òðèâèàëüíîé. Â îáùåì ñëó÷àå äëÿ ýòîãî íàäî áûëî
áû âíà÷àëå ïîñòðîèòü ïîâåðõíîñòü, îãðàíè÷èâàþùóþ îá-
ëàñòü, ãäå ñîñðåäîòî÷åíà ôëóîðåñöåíöèÿ, à çàòåì ñóììè-
ðîâàòü îáúåì ýëåìåíòîâ, íàõîäÿùèõñÿ âíóòðè ýòîé îáëàñ-
òè. Ââåäåííîå íàìè ïîíÿòèå «îõâàòûâàþùåãî» îáúåìà
ÿâëÿåòñÿ óïðîùåíèåì, êîòîðîå, òåì íå ìåíåå, ïîçâîëèëî
èñïîëüçîâàòü íåïîñðåäñòâåííî ïðîöåäóðó êîíôîêàëüíîãî
ñêàíèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà äëÿ èçìåðåíèÿ îáúåìà, ÿâëÿþùå-
ãîñÿ èñòî÷íèêîì ôëóîðåñöåíöèè. Ïîñêîëüêó êîëè÷åñòâî
ÄÍÊ â êëåòêå âî âðåìÿ ïðîôàçû, ïðîìåòàôàçû è ìåòàôà-
çû íå ìåíÿåòñÿ, èçìåíåíèÿ «îõâàòûâàþùåãî» îáúåìà, ïî-
ëó÷àåìûå â ðåçóëüòàòå íàøèõ èçìåðåíèé, äîëæíû áûòü
îòíåñåíû ê èçìåíåíèÿì êîëè÷åñòâà êàðèîïëàçìû, îêðó-
æàþùåé õðîìîñîìû. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü êîñâåííî èñ-
ñëåäîâàòü ñîáûòèÿ, êîòîðûå íå îáíàðóæèâàþòñÿ íà óðîâ-
íå ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè, ïîñêîëüêó ðàçâîðà÷èâàþòñÿ íà
ðàññòîÿíèÿõ ìåíüøå äëèíû âîëíû ñâåòà.

Â ðàçíûõ ïîâòîðàõ îïûòà àáñîëþòíàÿ âåëè÷èíà èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DAPI âàðüèðîâàëà, íî âî
âñåõ ñëó÷àÿõ ìîæíî áûëî ðàçëè÷èòü äâå ãðóïïû ÿäåð, ðàç-
ëè÷àþùèåñÿ ìåæäó ñîáîé â 2 ðàçà ïî èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè DAPI. Ýòî ÿäðà ïðîôàçû, ïðîìåòàôàçû è ìå-
òàôàçû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ òåòðàïëîèäíûì êîëè÷åñòâîì
ÄÍÊ, è äèïëîèäíûå ÿäðà àíàôàçû è òåëîôàçû. Ïîýòîìó
äàëåå èíòåíñèâíîñòü (I) ôëóîðåñöåíöèè DAPI è àí-
òè-Í3-ð-àíòèòåë ïðèâåäåíà â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ
(îòí. åä.), ðàññ÷èòàííûõ ïî ôîðìóëå I = Ii / I4n, ãäå Ii — èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÿäðà â ëþáîé, îòäåëüíî âçÿ-
òîé êëåòêå, I4n — ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè, îïðåäåëåííàÿ â êëåòêàõ ñ òåòðàïëîèäíûì íà-
áîðîì ÄÍÊ. Èñïîëüçîâàíèå îòíîñèòåëüíûõ åäèíèö
ïîçâîëèëî ó÷åñòü âàðüèðîâàíèå îêðàøèâàíèÿ ÿäåð íà ðàç-
íûõ ïðåïàðàòàõ è òàêèì îáðàçîì óìåíüøèòü îøèáêó ìå-
òîäà. Ýòî äàëî âîçìîæíîñòü èçó÷èòü äèíàìèêó ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ, åå ïðîñòðàíñòâåííîé óïàêîâêè è ñîäåðæàíèÿ
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà H3 â ÿäðå âî âñåõ ôàçàõ
íîðìàëüíîãî è êîëõèöèíîâîãî ìèòîçà.

Â êîíòðîëå ó÷òåíî 45 òåòðàïëîèäíûõ ÿäåð è 22 äèï-
ëîèäíûõ. Ïî èñïîëüçîâàííûì êðèòåðèÿì 11 òåòðàïëîèä-
íûõ ÿäåð áûëè îòíåñåíû ê ïðîôàçå, 4 — ê ïðîìåòàôàçå,
30 — ê ìåòàôàçå. Äèïëîèäíûå ÿäðà îòíåñåíû ê àíàôàçå.
Â Ê-ìèòîçå ó÷òåíî 28 ÿäåð. Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðå-
çóëüòàòîâ âûïîëíåíà ñîãëàñíî ðóêîâîäñòâó (Óðáàõ, 1963).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â û ñ î ê à ÿ ñ ê î ð î ñ ò ü ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è ÿ ã è-
ñ ò î í à Í 3 â ð à í í å é ñ ò à ä è è ì è ò î ç à. Ïðèíÿòî ñ÷è-
òàòü, ÷òî íà÷àëî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà Í3 ñîâïàäàåò
ñ íà÷àëîì ìèòîòè÷åñêîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà. Èñïî-
ëüçîâàííûé íàìè ìåòîä ôëóîðèìåòðèè ïîçâîëÿåò äåòåê-
òèðîâàòü óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà, ñîîòâåò-
ñòâóþùèé 0.1 îòí. åä. (ðèñ. 1). Îäíàêî, êàê è â ïðåäûäó-
ùåì èññëåäîâàíèè (Ëåáåäåâà è äð., 2010), ñðåäè ÿäåð,
êîòîðûå ïî òåòðàïëîèäíîìó ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ïîòåíöè-
àëüíî ìîæíî áûëî áû ñîîòíåñòè ñ ïðîôàçîé, íå îáíàðó-
æåíî ÿäåð ñ ôëóîðåñöåíöèåé Í3-ð-ãèñòîíà íèæå 0.6 îòí.
åä. (ðèñ. 1). Ýòè äàííûå â ñîâîêóïíîñòè ñ ïîëó÷åííûìè
íàìè ðàíåå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â íà÷àëüíûé ïåðèîä ìè-
òîòè÷åñêîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà èìååò ìåñòî îòíîñè-
òåëüíî êîðîòêàÿ ïî âðåìåíè ñòàäèÿ, õàðàêòåðèçóþùàÿñÿ
èçáèðàòåëüíî âûñîêîé ñêîðîñòüþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñ-

Ôëóîðèìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïîçâîëÿþò âûÿâèòü óðîâåíü óïàêîâêè õðîìàòèíà 45



òîíà Í3. Â ýòî âðåìÿ ôîñôîðèëèðóåòñÿ ïðèìåðíî äî 60 %
ôîñôîðèëèðóåìîãî â ìèòîçå ãèñòîíà Í3.

Ä è í à ì è ê à ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è D A P I. Èç äàííûõ,
ïðèâåäåííûõ íà ðèñ. 1, âèäíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè DAPI îïðåäåëÿåòñÿ òîëüêî ïëîèäíîñòüþ ÄÍÊ.
Â òåòðàïëîèäíûõ ÿäðàõ (â ïðîôàçå, ïðîìåòàôàçå è ìåòà-
ôàçå) îíà â 2 ðàçà âûøå, ÷åì â äèïëîèäíûõ ïîëþñàõ àíà-
ôàçû. Ñðåäè ÿäåð îäíîé è òîé æå ïëîèäíîñòè âåëè÷èíà
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DAPI íå çàâèñèò îò èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà è îñòàåòñÿ ïîñòî-
ÿííîé. Â òåòðàïëîèäíûõ ÿäðàõ êîíòðîëÿ îíà ðàâíà 1.00 �
� 0.02 îòí. åä., â äèïëîèäíûõ — 0.50 � 0.01 è â ÿäðàõ
Ê-ìèòîçà — 1.00 � 0.04 îòí. åä. Íèçêàÿ âåëè÷èíà ñòàí-
äàðòíûõ îòêëîíåíèé ïîçâîëÿåò èñêëþ÷èòü âîçìîæíîå
âëèÿíèå ïîáî÷íûõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå ïàðàçèòàðíîé
çàñâåòêè Í3-ð-ãèñòîíà â êàíàëå ôëóîðåñöåíöèè DAPI, íà
ôëóîðåñöåíöèþ DAPI.

Âåëè÷èíà ôëóîðåñöåíòíîãî îáúåìà DAPI (ÔÎÄ) òîæå
çàâèñèò îò ïëîèäíîñòè ÿäðà, íî íå òîëüêî (ðèñ. 2). Äâå
îñîáåííîñòè õàðàêòåðíû äëÿ ÔÎÄ. 1. Â äèïëîèäíûõ ÿä-
ðàõ àíàôàçû âåëè÷èíà ÔÎÄ íå óìåíüøàåòñÿ àäåêâàòíî
óìåíüøåíèþ â 2 ðàçà ïëîèäíîñòè ÿäåð ïî ñðàâíåíèþ ñ
òåòðàïëîèäíûìè ÿäðàìè ïðîôàçû—ìåòàôàçû. Â 30 %
ÿäåð, ó÷òåííûõ â àíàôàçå, âåëè÷èíà ÔÎÄ ïåðåêðûâàåòñÿ ñ
òàêîâîé â ÿäðàõ, ó÷òåííûõ â ïðîôàçå—ìåòàôàçå (ðèñ. 2).
2. Âåëè÷èíà ÔÎÄ èçìåíÿåòñÿ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ ñðåäè
ÿäåð îäíîé è òîé æå ïëîèäíîñòè: îò 0.38 äî 2.15 îòí. åä. â
ïðîôàçå—ìåòàôàçå, îò 0.26 äî 0.73 îòí. åä. â àíàôàçå. Èç-
ìåíåíèÿ ÔÎÄ çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàþò îòìå÷åííûå âûøå
âåëè÷èíû ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè DAPI.

Ìû îïðåäåëèëè ÔÎÄ êàê «îõâàòûâàþùèé» îáúåì,
ñîñòîÿùèé èç äâóõ êîìïîíåíòîâ — íóêëåèíîâîãî (ÍÊ) è

íåíóêëåèíîâîãî (ÍÍÊ). Ôèçè÷åñêèé îáúåì, çàíèìàåìûé
ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, çàâèñèò òîëüêî îò ïëîèäíîñòè ÿäðà è íå
çàâèñèò îò óðîâíÿ êîìïàêòèçàöèè õðîìîñîì. Îòìå÷åííûé
âûøå ôàêò èçìåíåíèé âåëè÷èíû ÔÎÄ óêàçûâàåò íà èçìå-
íåíèÿ îáúåìà ÍÍÊ. Îäíèì èç íàèáîëåå âåðîÿòíûõ ÍÍÊ,
âàðüèðóþùèõ â õîäå ìèòîçà, ìû ïðåäïîëàãàåì êàðèî-
ïëàçìó, çàìêíóòóþ â ïåòëÿõ ÄÍÊ. Â ðàìêàõ ýòîãî ïðåäïî-
ëîæåíèÿ äèíàìèêó ÔÎÄ â ìèòîçå ìîæíî ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì íåïðîòèâîðå÷èâî îáúÿñíèòü èçìåíåíèÿìè ÷èñëà è
ðàçìåðà ïåòåëü.

Èçâåñòíî, ÷òî ìèòîòè÷åñêàÿ êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà
íà÷èíàåòñÿ â ïðîôàçå ñ ìîìåíòà íà÷àëà ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ãèñòîíà Í3 è óêëàäêè ÄÍÊ â îòíîñèòåëüíî êðóïíûå
ïåòëè. Ïî õîäó ìèòîçà ÷èñëî è ðàçìåð ïåòåëü óâåëè÷èâà-
þòñÿ äî íåêîåãî ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ, êîòîðîìó â íà-
øåì èññëåäîâàíèè ñîîòâåòñòâóåò ìàêñèìàëüíàÿ âåëè÷èíà
ÔÎÄ. Ðàíåå (Ëåáåäåâà è äð., 2010) ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü
ÔÎÄ ìû íàáëþäàëè â ïðîìåòàôàçå ìèòîçà. Ïî àíàëîãèè
ñ ýòèìè äàííûìè, â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû òàêæå
ñîîòíåñëè ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ÔÎÄ ñ ïðîìåòàôàçîé.
Ñâîåîáðàçíûì «îòðèöàòåëüíûì» êðèòåðèåì ïðîìåòà-
ôàçû â êîíòðîëå ñëóæèëî òàêæå îòñóòñòâèå ýòîé ôàçû
ïðè Ê-ìèòîçå. Íà ðèñ. 3 ê ïðîìåòàôàçå îòíåñåíû ÿäðà ñ
ÔÎÄ 1.5—2.1 îòí. åä. ïðè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
Í3-ð-ãèñòîíà îêîëî 1 îòí. åä.

ßäðà, â êîòîðûõ ÔÎÄ áûë õîòÿ è âûñîêèì, íî íèæå
÷åì â ïðîìåòàôàçå, è áîëåå íèçêîé áûëà èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà, îòíåñåíû íàìè ê ïðîôàçå.
Íà ðèñ. 3 ýòî ÿäðà ñ ÔÎÄ 0.9—1.5 îòí. åä. è èíòåíñèâ-
íîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà íèæå 1 îòí. åä. Ïî
ïîëó÷åííûì ðàíåå äàííûì (Ëåáåäåâà è äð., 2010), â ìåòà-
ôàçå íà÷èíàåòñÿ äåôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í3. Íà
ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî â ìåòàôàçå ÔÎÄ óìåíüøàåòñÿ ïî ìåðå
ñíèæåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà. Â ðàìêàõ íàøåãî
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Ðèñ. 1. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) DAPI êàê ôóíêöèÿ
ïëîèäíîñòè ÿäðà è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñ-
òîíà (èëëþñòðèðóåòñÿ îòñóòñòâèå çàâèñèìîñòè â ïîñëåäíåì

ñëó÷àå).

1 — ïðîôàçà, ïðîìåòàôàçà, ìåòàôàçà è 2 — àíàôàçà, 3 — Ê-ìèòîç.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ âåëè÷èíû ôëóîðåñöåíòíîãî (Ô) îáúåìà
DAPI â ìèòîçå.

1—3 — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



ïðåäïîëîæåíèÿ ýòî îçíà÷àåò, ÷òî óìåíüøàåòñÿ îáúåì çà-
êëþ÷åííîé â ïåòëÿõ êàðèîïëàçìû.

Îáîñîáëåííî îò «ïëîòíîãî îáëàêà», îõâàòûâàþùåãî
ðåçóëüòàòû ôëóîðèìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ïîäàâëÿþùå-
ãî ÷èñëà ó÷òåííûõ ÿäåð, ðàñïîëîæåíû ðåçóëüòàòû èçìåðå-
íèé øåñòè ÿäåð (ðèñ. 3, ñïðàâà). Äëÿ íèõ õàðàêòåðåí âû-
ñîêèé óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà. Óñëîâíî
ÿäðà ñîîòíåñåíû ñ ìåòàôàçîé. Âîçìîæíî, îíè ïðèíàäëå-
æàò ê îñîáîìó òèïó àäýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê èìàãèíàëü-
íîãî äèñêà. Ôëóîðèìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû ýòèõ ÿäåð
íóæäàþòñÿ â äîïîëíèòåëüíîì èçó÷åíèè, ïîýòîìó äàëåå
îíè íå îáñóæäàþòñÿ íàìè.

Â àíàôàçå çà âðåìÿ ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì ê ïîëþñàì
ÔÎÄ óâåëè÷èâàåòñÿ ïðèìåðíî â 2 ðàçà (ðèñ. 3). Ïðåäïîëî-
æèòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ îáúåì êàðèîïëàçìû â ïåòëÿõ
ÄÍÊ. Ñêîðîñòü ýòîãî ïðîöåññà ñîïîñòàâèìà ñî ñêîðîñòüþ
ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì ê ïîëþñàì.

Èç ñîâîêóïíîñòè ïðèâåäåííûõ âûøå äàííûõ ñëåäóåò,
÷òî â õîäå ïîñëåäîâàòåëüíîé êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà
âî âðåìÿ ìèòîçà ÔÎÄ ñíà÷àëà óâåëè÷èâàåòñÿ äî ìàêñè-
ìàëüíîãî óðîâíÿ â ïðîìåòàôàçå, çàòåì óìåíüøàåòñÿ äî
ìèíèìóìà â êîíöå ìåòàôàçû è ñíîâà óâåëè÷èâàåòñÿ â àíà-
ôàçå. Èíûìè ñëîâàìè, äèíàìèêà óïàêîâêè ÄÍÊ â õðîìà-
òèíå, âûÿâëÿåìàÿ ïðè ôëóîðèìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèÿõ, è
èçâåñòíàÿ èç ñâåòîìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé äèíà-
ìèêà êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà â ìèòîçå ðàçëè÷àþòñÿ.
Ýòî äàåò íàì îñíîâàíèå çàêëþ÷èòü, ÷òî ôëóîðèìåòðè÷å-
ñêèå èçìåðåíèÿ ïîçâîëÿþò âûÿâèòü óðîâåíü óïàêîâêè
õðîìàòèíà, ëåæàùèé çà ïðåäåëàìè ðàçðåøåíèÿ ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè.

Ó ÷ à ñ ò â ó å ò ë è ì è ò î ò è ÷ å ñ ê î å â å ð å ò å í î â
ó ï à ê î â ê å õ ð î ì î ñ î ì â î â ð å ì ÿ ì è ò î ç à? Òðè îñî-

áåííîñòè õàðàêòåðíû äëÿ äåëÿùèõñÿ êëåòîê, îáðàáîòàí-
íûõ êîëõèöèíîì. Ïåðâàÿ îñîáåííîñòü — îòñóòñòâèå
àíàôàçû (ðèñ. 2). Ýòî õîðîøî èçâåñòíîå ïîñëåäñòâèå îá-
ðàáîòêè êëåòîê öèòîñòàòèêàìè. Â íàøèõ îïûòàõ îíî óêà-
çûâàëî íà èíàêòèâàöèþ ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà. Âòîðàÿ
îñîáåííîñòü — îòñóòñòâèå ÿäåð â ïðîìåòàôàçå ñ õàðàê-
òåðíûì äëÿ ýòîé ôàçû âûñîêèì ÔÎÄ (ðèñ. 3) èëè, ÷òî ïî
ñóùåñòâó òî æå ñàìîå, îòñóòñòâèå ÿäåð ñ íèçêîé îáúåìíîé
ïëîòíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè DAPI (ðèñ. 4). Ýòî îçíà÷àåò,
÷òî äëÿ ïðîìåòàôàçû íîðìàëüíîãî ìèòîçà õàðàêòåðåí íå-
êèé ñïåöèôè÷åñêèé óðîâåíü óïàêîâêè ÄÍÊ, êîòîðûé íå
ðåàëèçóåòñÿ ïðè èíàêòèâàöèè ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà
êîëõèöèíîì, ÷òî äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå
âåðåòåíà â óïàêîâêå ÄÍÊ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ìèòîçà. Òðå-
òüÿ îñîáåííîñòü — îòñóòñòâèå ÿäåð ñ íèçêèì ÔÎÄ
(ðèñ. 3), ò. å. ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ óïàêîâêè ÄÍÊ
(ðèñ. 4), õàðàêòåðíîé äëÿ çàâåðøàþùåé ñòàäèè ìåòàôàçû
íîðìàëüíîãî ìèòîçà. Ýòî ìîæåò îçíà÷àòü, ÷òî ðåàëèçàöèÿ
âûñîêèõ óðîâíåé óïàêîâêè ÄÍÊ â êîíöå ìèòîçà òîæå êîí-
òðîëèðóåòñÿ ìèòîòè÷åñêèì âåðåòåíîì.

Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíèòåëüíûé êîëè÷åñòâåííûé àíà-
ëèç äèíàìèêè ôëóîðåñöåíöèè DAPI â íîðìàëüíîì è êîë-
õèöèíîâîì ìèòîçå ïîçâîëèë îáíàðóæèòü ñïåöèôè÷å-
ñêèå óðîâíè ìèòîòè÷åñêîé óïàêîâêè õðîìàòèíà, êîòî-
ðûå ðåàëèçóþòñÿ ïðè àêòèâíîì ôóíêöèîíèðîâàíèè
ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà. Ïðåäïîëîæåíèå îá ó÷àñòèè âå-
ðåòåíà â ìèòîòè÷åñêîé óïàêîâêå ÄÍÊ ìû íàäååìñÿ ïðîâå-
ðèòü ïðè èññëåäîâàíèè äèíàìèêè òåêñòóðû ÄÍÊ, ðåçóëü-
òàòû êîòîðîãî áóäóò ïðåäñòàâëåíû â ñëåäóþùåì ñîîá-
ùåíèè.
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ôëóîðåñöåíòíîãî (Ô) îáúåìà DAPI â ìèòîçå.

1 — ïðîôàçà, 2 — ïðîìåòàôàçà, 3 — ìåòàôàçà, 4 — àíàôàçà, 5 — Ê-ìèòîç.

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà îáúåìíîé ïëîòíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DAPI
â ìèòîçå.

Îáúåìíàÿ ïëîòíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DAPI êàê ôóíêöèÿ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè Í3-ð-ãèñòîíà (èëëþñòðèðóåòñÿ îòñóòñòâèå òàêîâîé).

1—5 — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00265-à).
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FLUOROMETRIC IDENTIFICATION OF CHROMATIN PACKING LEVEL LAYING OUT

OF THE LIGHT MICROSCOPY RESOLUTION

L. I. Lebedeva,1 T. D. Dubatolova,1 L. V. Omelyanchuk,1, 2
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and 2 Novosibirsk State University;
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Confocal microscopy permits to perform quantitative analysis of the fluorescent signals of the nuclei. We
determined the level of DAPI and phosphorylated histone-H3 fluorescence, the volume of DAPI and phosphory-
lated histone-H3 fluorescence in normal (Hikone AW) and colchicine treated third instar Drosophila melanogas-
ter wing imaginal disc mitotic cells. Our analysis permitted to indentify two unknown levels of chromatin pac-
kage; one in the prometaphase and another at the end of metaphase. These levels disappeared in colchicine trea-
ted mitoses. We conclude that quantitative analysis of confocal images is able to detect the differencies in
chromatin package laying over the resolution of light microscopy.

K e y w o r d s: confocal microscopy, fluorescence, H3-p-histone, DAPI, Drosophila melanogaster, imagi-
nal disc.
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